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RESUMO

Neste trabalho avaliou-se a producdo de acido latico por bactérias isoladas de alimentos
deteriorados e da agroindustria. As cepas foram isoladas e purificadas pela técnica de diluicdo
seriada e plagueamento por superficie, utilizando solugdo salina e meio MRS sélido com
adicao de actidiona 0,5% e CaCO3 0,3%, respectivamente. As fermentacdes foram conduzidas
em frascos do tipo Schott, em meios MRS e MRS modificado com 40% de glicose, com e
sem ajuste do pH, a temperatura de 35°C * 2°C por 96h. O inoculo foi padronizado a O.D. de
0,08 a 0,1, 625nm. Durante as fermentagdes foram avaliados o consumo da glicose (g.L™), o
crescimento microbiano (UFC.mL™), a producéo de acido latico (g.L™), o rendimento (Ypss)
% e a produtividade (g/L.h™). As analises de quantificacdo do &cido latico foram realizadas
por Lactimetro® e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A maior producéo de
4cido latico (15,60 g.L™) foi obtida pela Cepa 22 em MRS modificado com um rendimento
(Yess) de 39,0 % e produtividade de 0,41 g/L.h™". Nas fermentacdes em biorreator a maior
producéo de acido latico (18,23 g.L™?) foi obtida pela Cepa 16 em MRS com um rendimento
(Yess) de 91,13 % e produtividade de 3,31 g/L.h™". As cepas 16 e 22 foram identificadas como

género Enterococcus.

Palavras-chave: acido latico, fermentacao latica, lactobacilos, isdmeros.



ABSTRACT

This work evaluated lactic acid production by isolated bacteria from spoiled food and
agroindustry. Strains were isolated and purificated by serial dilution in sterile saline solution
and platings in MRS agar with 0.5% actidione and 0.3% of CaCOs;. Fermentations were
performed in MRS media and MRS modified media with glucose 40%, with and without pH
adjustment at temperature 35°C £ 2°C for 96h. The inoculum was standardized OD 0.08 to
0.1 at 625nm. The consumption of glucose (g.L™), microbial growth (CFU. mL™), lactic acid
production (g.L™), vyield (Yps)% and productivity (g/L.h™) were determined during
fermentations. Lactic acid quantification were performed by Lactimeter® and high
performance liquid chromatography (HPLC). The higher lactic acid content observed was
(15.60 g.L™) strain 22 in MRS modified media with a yield (Yps) of 39.0 % and productivity
of 0.41 g/L.h™. In fermentations by bioreactor the higher lactic acid content observed was
(18.23 g.L™" strain 16 in MRS media with a yield (Ypss) of 91.13% and productivity of
3.31 g/L.h™". The strains 16 and 22 were identified like genus Enterococcus.

Key words: lactic acid, lactic fermentation, lactobacilli, isomers.
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1. INTRODUCAO

O grupo das bactérias laticas é encontrado em ambientes naturais, tais como: efluentes,
esgotos, agua, laticinios, carnes e derivados, cerveja, vinho, vegetais, frutas, suco de frutas,
entre outros. Estdo presentes nos diferentes ecossistemas, contribuindo para manter o
equilibrio e funcionamento do mesmo, atraves da sua atividade biolégica (BUCHANAN et
al., 1974; HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000).

Tais bactérias desempenham um papel fundamental nos processos fermentativos
industriais, sendo capazes de produzir substancias antimicrobianas como as bacteriocinas e 0s
exopolissacarideos; polimeros, compostos aromaticos, vitaminas, enzimas Uteis e algumas
exibem atividade probiotica (LEROY e VUYST, 2004).

Sua principal funcdo nos alimentos é impedir o desenvolvimento de micro-organismos
indesejaveis (contaminantes), mediante a sintese de &cidos orgénicos, como o &cido latico,
que diminui o pH do meio, fazendo com que o0 periodo de conservacdo dos produtos
fermentados seja prolongado (PIARD et al., 2005).

As bactérias laticas podem ser utilizadas como inoculantes (aditivo) na producdo de
silagem tendo efeito positivo, bem como possivel efeito probiotico, devido ao aumento dos
niveis de acido latico, resultando na diminuicdo dos valores do pH e dos acidos acético e
butirico (AKSU et al., 2004).

Os polissacarideos microbianos conferem maior textura e consisténcia aos alimentos,
enquanto que a formacdo de compostos aromaticos por essas bactérias promovem a
aceleracdo do processo de maturagdo na fabricacdo de queijos e a intensificacdo do sabor.
Nesse processo sdo gerados aminoacidos livres, &cidos graxos e peptideos, devido as
atividades lipoliticas, proteoliticas e glicoliticas das enzimas produzidas pelas bactérias laticas
(AKSU et al., 2004).

Ha necessidade de mais estudos sobre a diversidade de bactérias laticas existentes nos
diferentes nichos, em relagdo a sua localizacdo, nimero de espécies desconhecidas e outras
ainda ndo catalogadas, a funcdo dessas comunidades bacterianas no ambiente e a relagdo com
outros individuos (OLIVEIRA et al., 2006).
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Empregando métodos de selegdo, isolamento, cultivo de micro-organismos e a
prospeccao de novas linhagens é possivel explorar e preservar essa fonte de recursos
genéticos e emprega-los na melhoria dos processos biotecnolégicos.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi a avaliacdo do potencial de
producdo de acido latico por bactérias isoladas de amostras ambientais provenientes de

diferentes substratos, bem como sua caracterizagdo taxonémica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bioprospeccao de bactérias laticas

As comunidades de bactérias laticas presentes no ambiente natural apresentam grande
diversidade metabolica, sendo capazes de sintetizar &cidos organicos, acidos graxos,
peptideos, polimeros, enzimas, substancias antimicrobianas, sendo compostos bioativos
decorrentes do seu metabolismo primario e, ou secundario. Sabe-se que varios ambientes
precisam ser explorados para recuperar e isolar novas linhagens de bactérias laticas e outros
micro-organismos (OLIVEIRA et al., 2006).

A diversidade microbiana ainda € pouco conhecida; e o inventario atual da
biodiversidade mundial ainda é muito incompleto para micro-organismos. Existe 1,7 milhdes
de espeécies vivas no planeta, 5000 espécies de procariotos foram identificadas isso representa
apenas de 1 a 12% de todas as especies de bactérias existentes; temos pequena ideia da nossa
real diversidade microbiana (BULL et al., 1992; WORLD CONSERVATION
MONITORING CENTRE, 1992).

De acordo com Whitman et al., (1998) o nimero total estimado de bactérias pode ser
t40 elevado quanto 4 a 6 x 10*, com maior proporcdo de células bacterianas possivelmente
residentes na superficie oceénica e terrestre. Ainda, Dykhuizen et al., (1998) especulou que
poderia haver aproximadamente 10 bilhdes de espécies de bacterias no ambiente natural.

Em seus estudos, Torsvik et al., (2002) determinaram a abundancia e diversidade de
procariotos existentes. A abundancia foi determinada por microscopia de fluorescéncia e a
diversidade estimada por amostras de DNA coletadas e isoladas de diversos tipos de
ambientes. A abundancia (células/cm®) encontrada em solos de floresta foi estimada em 4,8 x
10°, solo de pastagem 1,8 x 10", solo destinado ao plantio 2,1 x 10*° e sedimento marinho 3,1
x 10°.

As razdes para pouco conhecimento sobre a diversidade microbiana baseiam-se nas
limitagdes dos métodos de cultivo empregados, ambientes pouco ou nunca explorados (locais
indspitos de dificil acesso), identificacdes incorretas dos isolados depositados em cole¢des de
culturas (BULL et al., 1992).
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Alguns metodos e procedimentos sdo comumente utilizados para isolar e cultivar
bactérias de interesse, sendo a cultura de enriquecimento a mais usual. Nesse caso, é possivel
obter em laboratorio culturas de bactérias a partir de amostras ambientais, empregando meios
de cultivo altamente seletivos objetivando triagem para produtos de interesse econdmico
(MADIGAN et al., 2008).

Entende-se por meios seletivos aqueles que possuem substancias que inibem o
crescimento de certas bactérias (indesejaveis), porém permitem o crescimento de outras de
interesse biotecnolégico (SOARES; RIBEIRO, 2002).

Em seu estudo, Rosales (1989) utilizou cinco meios de cultivo para isolar bactérias
contaminantes da fermentagdo alcodlica. Elegeu o meio Multidiferencial de Lee (LMDA)
(CASEY; INGLEDEW, 1981) mais rico nutricionalmente, para a detecgdo das bactérias
laticas presentes na amostra, enquanto que 0s outros quatro tratavam-se de meios seletivos

para outras espécies de bactérias.

Ainda Rosales (1989), constatou que todos os diferentes grupos de bactérias cresceram
vigorosamente no LMDA, néo observando o mesmo quando as mesmas foram inoculadas em
meios seletivos. Notou-se que os meios seletivos avaliados inibiram o crescimento das outras

culturas que ndo aquelas a que se destinam.

2.2 Caracteristicas gerais

Antes do século XX, o termo bactérias laticas (BAL’S) ndo era comum e esses micro-
organismos ficaram conhecidos pelos cientistas como “organismos que azedavam o leite”. A
primeira cultura pura foi obtida por J. Lister em 1873 que provavelmente isolou um
Lactococcus lactis (“lactis bactéria”) (AXELSSON, 2004).

Progresso importante foi alcangado na classificagdo dessas bactérias, a partir do estudo
de Orla Jensen (1919). Caracteristicas morfolégicas, metabdlicas (modo de fermentacdo da
glicose) e fisioldgicas (crescimento em temperaturas diferentes, configuragdo do acido latico
produzido, toleréncia a altas concentracdes de sal, acido ou base), serviram para agrupar
géneros diferentes que pertencem a um mesmo grupo. Os géneros que incluem essas bactérias

sdo: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
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Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella
(AXELSSON, 2004) (Figura 1).

Figura 1. Principais grupos filogenéticos das bactérias laticas Gram positivas (COLLINS et al.,
1991)

De um modo geral, as BAL’S constituem um grupo de bactérias Gram positivas,
podem ocorrer na forma de cocos ou bacilos, em cadeia ou isoladamente, motilidade ausente,
ndo formam esporos, ndo sdo patogénicas (reconhecidas como “GRAS”— Generally
Recognised As Safe), anaerObias facultativas, quimioheterotroficas, desprovidas de
citocromos, incapazes de sintetizar ATP mediante respiracdo, catalase negativa, néo
produzem indol e acido sulfidrico, acido-tolerantes, fastidiosas, estritamente fermentativas. O
acido latico é o principal produto final obtido durante a fermentacdo de carboidratos
(AXELSSON, 2004; BUCHANAN et al., 1974; HOFVENDAHL e HAGERDAL, 2000,).

Por meio da fosforilagio de substratos (fermentacdo) degradam a glicose
anaerobicamente obtendo energia para manutencdo de células e sintese de macromoléculas.
Duas vias podem ser utilizadas na conversdo da glicose, a mais usual é a glicolise conhecida
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como via Embden — Meyerhof - Parnas (EMP), enquanto que a via pentose fosfato também é
utilizada por esses géneros de bactérias (AXELSSON, 2004).

O produto final da glicolise resulta exclusivamente em &cido latico e o metabolismo é
referido como fermentacdo homolatica, na qual o &cido piravico é convertido em acido latico
pela acdo da enzima lactato desidrogenase. Nesse tipo de metabolismo as bactérias convertem
1 molécula de glicose em 2 moléculas de &cido latico (Figura 2). A equacdo 1 descreve o
equilibrio geral da via EMP para bactérias homolaticas:

(rendimento > 90%)

A equacdo 2 descreve o equilibrio geral do catabolismo heterofermentativo, com
geracédo de subprodutos:

Fonte: Bogaert e Naidu (2010).

Entretanto na fermentacdo heteroldtica quantidades equimolares de é&cido latico,
dioxido de carbono e etanol ou acetato sdo formados a partir da glicose pela fosforilacao
oxidativa das pentoses sendo que o acido pirivico e o acetaldeido s&o substancias

intermediarias dessa via para formar o etanol (Figura 2).
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HETEROFERMENTATIVO — via pentose fosfato
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Figura 2. Vias catabdlicas das bactérias laticas. Metabolismos homofermentativo (A) e

heterofermentativo (B) (COELHO, 2011).

Geralmente essas bactérias estdo associadas a ambientes ricos em nutrientes como:

produtos de alimentos (leite, carnes, bebidas, frutas, vegetais, plantas, picles), efluentes,

esgoto, solo; alguns membros desse grupo compde a flora normal da boca, trato intestinal,
bem como a vagina de animais homeotérmicos (BUCHANAN et al., 1974; HOFVENDAHL,;

HAGERDAL, 2000).

2.2.1 Género Lactobacillus

As bactérias pertencentes ao género Lactobacillus dispdem de caracteristicas

semelhantes aquelas anteriormente descritas para bactérias laticas: bacilos ou cocos Gram

positivos, sdo incapazes de formar esporos, sdo estritamente fermentativas, anaerébias ou

aerotolerantes, aciddfilas, requerimento nutricional complexo, C + G no DNA abaixo de 50%

mol. Os lactobacilos séo encontrados na mucosa de homens e animais, plantas, em substratos
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ricos contendo carboidratos disponiveis, em alimentos fermentados. Varios compostos como:
citrato, malato, acido tartarico, quinolato, nitrato, nitrito, sdo metabolizados e utilizados como
fonte de energia por uma forgca préton motora ou aceptores de elétrons (HAMMES; VOGEL,
1995).

De acordo com Hammes e Vogel (1995), os lactobacilos podem ser classificados em
trés grupos quanto ao tipo de fermentacdo da hexose:

Grupo 1. Homofermentativos obrigatorios: as hexoses sdo quase que exclusivamente
fermentadas (>85%) a lactato pela via Embden - Meyerhof - Parnas (EMP). Esses micro-
organismos 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 2. Heterofermentativos obrigatorios: as hexoses sdo fermentadas pela via
fosfogluconato produzindo lactato, etanol, acido acético e dioxido de carbono em quantidades
equimolares. As pentoses entram nesta via e devem ser fermentadas.

Grupo 3. Heterofermentativos facultativos: as hexoses sdo quase exclusivamente
fermentadas em &cido latico pela via EMP. Os microrganismos possuem a aldolase e a
fosfocetolase, ndo somente a hexose é fermentada, mas também pentoses (freqlientemente o
gluconato). Na presenca da glicose, as enzimas da via fosfogluconato sdo reprimidas. Em
baixas concentracdes de substrato e condi¢Oes estritamente anaerdbias, algumas espécies
heterofermentativas facultativas devem produzir acetato, etanol e formato no lugar do lactato
(partindo-se do piruvato).

A classificacdo taxon6mica referente as caracteristicas metabdlicas e fenotipicas do
género Lactobacillus é mostrada na Tabela 1.
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Tabela 1. Divisdes do género Lactobacillus em relacdo as caracteristicas metabolicas e

fenotipicas.

Carater Grupo 1

Homofermentativos

obrigatérios
Fermentagdo pentose -

CO, da glicose -

CO, do gluconato -
Presenca da FDP aldolase +
Presenca da fosfocetolase -

Lb. acidophilus
Lb. amylophilus
Lb. amylovorus
Lb. aviarius
subsp. araffinosus
subsp. aviarius
Lb. crispatus
Lb. delbrueckii

subsp. bulgaricus
subsp. delbrueckii
subsp. lactis
Lb. farciminis
Lb. gallinarum
Lb. gasseri
Lb. helveticus
Lb. jensenii
Lb. johnsonii

Lb. kefiranofaciens

Lb. Kefirgranum
Lb. Mali
Lb. rumnis
Lb. salivarius
subsp. salicinus
subsp. salivarius

Lb. sharpeae

Grupo 2

Heterofermentativos

facultativos
+

+ a
+
+ b
Lb. acetolerans
Lb. agilis
Lb. alimentarius

Lb. bifermentans

Lb. casei

Lb. coryniformis

subsp. coryniformis

subsp. torquens

Lb. curvatus
Lb. graminis
Lb. hamsteri
Lb. homohiochii
Lb. intestinalis
Lb. murinus
Lb. paracasei
subsp. paracasei
subsp. tolerans
Lb. paraplantarum
Lb. pentosus
Lb. plantarum

Lb. rhamnosus

Lb. Sake

Grupo 3

Heterofermentativos

obrigatérios
+

+
42
+
Lb. brevis
Lb. buchneri
Lb. collinoides

Lb. fermentum

Lb. fructivorans

Lb. fructosus

Lb. hilgardii
Lb. kefir
Lb. mal efer mentans
Lb. oris
Lb. panis
Lb. parabuchneri
Lb. parakefir

Lb. pontis
Lb. reuteri
Lb. sanfrancisco
Lb. suebicus

Lb. vaccinostercus

Lb. vaginalis

#Quando fermentado,

® Induzido por pentoses.

Fonte: Axelsson (2004); Stiles et al., (1997) modificado.
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2.2.2 Género Streptococcus

O género Streptococcus possui grande variedade de espécies homofermentativas,
alguns membros sdo patogénicos ao homem e animais. Apresentam-se na forma de cocos em
corrente sendo responsaveis por infeccdes em ferimentos (STILES et al., 1997).

Anaerobios estritos, sdo nutricionalmente exigentes, requerem fontes ricas em
carboidratos e proteinas podendo se desenvolver em tecidos, trato intestinal de animais, no
leite, produtos de laticinios, material vegetal entre outros (JONES, 1978). Certos
estreptococos desempenham papel importante na producdo de manteiga, silagem e produtos
fermentados; enquanto que outras espécies como S salivarius e S vestibularis estdo
associadas a formacéo de carie dental (MADIGAN et al., 2008; STILES et al., 1997).

S thermophilus é utilizado juntamente com Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.
lactis e Lb. helveticus como culturas iniciadoras mistas, a uma temperatura otima de
crescimento acima de 40°C, na fabricacdo de leites fermentados, iogurtes bem como em
queijos tipo italiano e suico. Existe uma relacdo associativa entre essas espécies, em que a
estirpe de Streptococcus produz acido férmico, que estimula o crescimento de Lactobacillus,
que em troca realiza atividade proteolitica e producdo de substancia como o acetaldeido, que
mantém Streptococcus crescendo no leite (STILES et al., 1997).

2.2.3 Género Leuconostoc

O género Leuconostoc é composto por cocos heterofermentativos que ocorrem em
pares ou em cadeias, muitos sdo produtores de polissacarideo (dextrana extracelular) formam
uma capa densa na superficie da colonia. Todos necessitam de meio de cultivo rico
suplementado com fatores de crescimento e aminoéacidos numa atmosfera anaerobia;
preferencialmente o pH inicial do meio deve ser de 6,5 e a temperatura 6tima de crescimento
variando entre 20 e 30°C. Suas células ndo apresentam motilidade, auséncia de citocromos,
catalase negativa, a arginina ndo é hidrolisada, ndo reduzem o nitrato, ndo sdo hemoliticos ou
proteoliticos (MADIGAN, et al., 2008).

A glicose é fermentada em quantidades iguais de D (-) acido latico, CO; e etanol ou
acetato por esses micro-organismos. Isto se deve a trés rotas alternativas de converséo do
piruvato pela acdo das enzimas: lactato desidrogenase, piruvato desidrogenase e a-sintase
acetolactato (HUYS; LEISNER; BJORKROTH, 2012).
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Leuconostoc é o0 (género predominante de bactérias laticas em plantas
(L. mesenteroides), principalmente nas raizes, material vegetal em decomposicdo; em
produtos vegetais fermentados como pepino, repolho, azeitona, em laticinios; sendo
responsavel por alteragcbes no odor, cor de alimentos deteriorados (HEMME;
SCHEUNEMANN, 2004; KIM; CHUN, 2005; MAKI, 2004).

Linhagens de Leuconostoc produzem os compostos aromatizantes diacetil e acetoina a
partir da degradacdo do citrato; sendo empregadas como culturas iniciadoras na fermentacéo
de laticinios. Leuconostoc oenos sdo empregados na producdo de vinhos sendo responsaveis
pela fermentacdo malolatica, na qual o L - malato é convertido a L (+) lactato e CO,. Trata-se
de bactérias acidofilas, toleram pH < 3,5, crescem naturalmente em mostos de uva e vinho;
ndo sdo inibidas pela presenca do etanol e altas concentracfes de SO,. Ao contrario de
Leuconostoc oenos, todos os Leuconostoc sp sdo produtores do isdmero D (-) lactato a partir
da glicose (VERSARI et al., 1999).

2.2.4 Género Pediococcus

Foram os primeiros micro-organismos estudados por Louis Pasteur, estdo relacionados
a deterioracdo de cerveja. Os membros desse grupo sdao Gram positivos, homofermentadores,
utilizam a via EMP; como produto final da degradacéo da glicose todas as espéecies produzem
0 isdbmero DL (racémico) - acido latico; exceto P. dextrinicus que produz o L (+) &cido latico
(WEISS, 1992).

Necessitam de requerimento complexo de carboidratos fermentesciveis para um bom
crescimento; a lactose ndo e facilmente metabolizada por esses micro-organismos dificultando
0 seu crescimento no leite. Todas as especies deste grupo fermentam: frutose, manose,
celobiose, galactose maltose e sacarose. Como excecao as espécies P. inopinatus, P. parvulus,
P. pentosaceuse e P. claussenii ndo fermentam a sacarose (DOBSON, et al., 2002).

Como caracteristicas gerais ndo apresentam motilidade, sdo catalase negativos,
apresentam-se como células esféricas uniformes, organizadas em tétrades e ao contrario de
outros cocos, nao formam cadeias de células. Em meios de cultivo com baixa concentracédo de
carboidratos, a pseudocatalase de algumas linhagens pode exibir atividade (WEISS, 1992).

Normalmente sdo encontrados em baixo nimero junto com leuconostoc e lactobacilos
em materiais vegetais, em varios tipos de alimentos, sdo agentes deteriorantes de bebidas

alcodlicas principalmente de cervejas; empregados em culturas iniciadoras na fermentagéo de
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salsicha (P. acidilactici e P. pentosaceus produtores de bacteriocinas) (HOLZAPFEL et al.,
2006).

Inicialmente pediococos presentes em plantas e cerveja foram incluidos em uma unica
espécie P. cerevisae, mas devido a caracteristicas metabdlicas foram reclassificados em P.
damnosus e P. pentosaceus (RACCACH, 1987).

Algumas estirpes exibem tolerncia extrema a altas temperaturas, valores de pH
baixos e alta concentracdo de NaCl. P. acidilactici cresce a 50°C, enquanto que P. damnosus
sdo acidofilos e crescem em temperaturas mais baixas; P. halophilus crescem em 18% de
NaCl (STILES, et al., 1997).

2.2.5 Género Enterococcus

Os micro-organismos do género Enterococcus apresentam células na forma de cocos,
podendo ser Unicas, formar pares ou cadeias; sdo Gram positivos, ndo formadores de esporos,
catalase negativos, sendo que algumas linhagens exibem pseudocatalase ativa. S&o anaerdbios
facultativos, metabolismo do tipo homofermentativo, sendo o produto final da fermentacao da
glicose o L (+) &cido Ilatico. Necessitam de muitas vitaminas e aminoacidos para se
desenvolver, crescem entre 10°C a 45°C, em meio com 6,5% de NaCl, pH 9,6, suportam
aquecimento a 60°C por 30 min., resistindo bem a condigdes hostis. Ocorrem naturalmente no
solo, material vegetal, em insetos, na microbiota do trato gastrointestinal de humanos e
animais, em alimentos crus e processados, no leite pasteurizado, queijos, contaminantes de
carnes. Empregados na fabricacdo de queijos podem ser utilizados como probioticos, além de
produzirem bacteriocinas. Enterococcus sp apresentam atividade proteolitica sobre as
proteinas do leite: caseina, o — lactalbumina, B — lactoglobulina e soro albumina bovina
(GARCIA, 2011).

2.2.6 Género Lactococcus

Trata-se de cocos Gram positivos de cadeia curta, com 5,0 a 1,5 um de tamanho,
mesofilos, homofermentativos. Produzem L (+) lactato em temperatura 6tima de crescimento

de 30°C, necessitam de meios de cultivo nutricionalmente ricos e complexos para um bom
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desenvolvimento. Tem sido isolados de materiais vegetais (CAI et al., 2011), leite, outras
fontes animais, intestino humano (KUBOTA et al., 2010), lodo (CHO et al., 2008).

Espécies de L. lactis sdo frequentemente encontrados no leite “in natura”, de modo
ndo processado, enquanto que L. garvieae foram isolados de casos de mastite em gado leiteiro
(COLLINS et. al.,, 1983), em produtos de laticinios e peixe. Os isolados de laticinios
fermentaram lactose enquanto que os de peixe foram incapazes de fermentar 0 mesmo agucar
(FORTINA et al., 2003).

De grande importancia na industria de laticinios L. lactic subespécie lactis e cremoris
juntamente com Leuconostoc mesenteroides subespécie cremoris sao largamente empregados
na producdo de leites fermentados e queijos; funcionam como culturas iniciadoras
mesofilicas. L. lactic subespécie lactis toleram ambientes salobros (altas % de NacCl),
hidrolisam a arginina, bem como, produzem diacetil, substancia que confere sabor
amanteigado aos alimentos. Os lactococos produtores de aroma utilizam uma via secundaria a
partir do citrato presente no leite, para gerar diacetil; isso é possivel devido a acdo da citrato
permease (HUGENHOLZ, 1993).

2.2.7 Outras bactérias laticas

O género Carnobacterium compreende bacilos Gram positivos, que ocorrem Unicos ou
em pares (algumas vezes cadeias curtas), catalase ausente, tolerante a baixas temperaturas
(COLLINS et al., 1987). A maioria das estirpes de carnobactéria sdo produtoras do L (+)
acido latico pela via glicolitica. Outros subprodutos como: acidos acético e férmico sdo
formados anaerobicamente e a acetoina aerobicamente com liberagdo de CO, a partir da
descarboxilacdo do &cido pirdvico. Uma caracteristica que as difere das demais bactérias
laticas, é ter seu crescimento inibido em meio de cultivo contendo acetato (BORCH; MOLIN,
1989).

Membros do género Tetragenococcus sd@o cocos formadores de tétrades,
homofermentativos aerobicos facultativos, halofilos que crescem de 6,5% a 25% de NaCl, séo
produtores do L (+) &cido latico. Largamente empregados em processos de fermentagdo
halofila, na producdo de pasta de soja, molho de soja, pasta de anchovas, mostarda fermentada
(JUSTE et al., 2008).

Weissdllas sdo micro-organismos quimio-organotréficos anaerdbicos facultativos,

bacilos curtos ou ovoides, ocorrem em pares ou cadeias curtas; catalase negativos, nao
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possuem citocromos (BJORKROTH et al., 2009; COLLINS et al., 1993). Os carboidratos sdo
fermentados via hexose e via fosfocetolase, sd@o heterofermentativos. Os produtos finais da
fermentacdo da glicose séo: CO,, acetato ou etanol e isdmeros D (-) ou DL - &cido latico
(dependendo da espécie). O crescimento ¢ favorecido a 15°C e para algumas espeécies varia de
42°C a 45°C (HOLZAPFEL; VAN WYK, 1982).

2.3 Usos industriais e aplicacfes das bactérias laticas

O grupo das bacterias laticas desempenha papel importante nos processos
fermentativos industriais. Sao capazes de produzir polimeros, vitaminas, enzimas de extrema
importancia, substancias antimicrobianas, exopolissacarideos, bacteriocinas, acidos organicos
(4cido latico, acético, etanol, propiénico) e algumas espécies exibem atividade probiotica
(LEROY; VUYST, 2004).

A principal funcdo das bactérias laticas nos alimentos é promover a acidificacéo,
impedindo o desenvolvimento de bactérias indesejaveis pela producéo de acidos organicos.
Isso faz com que o periodo de conservacdo dos produtos fermentados seja muito maior se
comparados naqueles onde a matéria-prima nao passou pela fermentagdo latica O &cido
acético produzido pelo metabolismo heterofermentativo da glicose atua como inibidor de
crescimento de leveduras, fungos e bactérias; enquanto que o acido propidnico age
preferencialmente contra fungos e leveduras, funcionando como agentes antimicrobianos
(PIARD et al., 2005).

Os éacidos fracos na sua forma ndo dissociada (neutro) sdo toxicos para as células;
como sdo lipossoluveis permeiam pela membrana plasmatica e entram no citoplasma. Uma
vez dentro do citoplasma que possui pH interno proximo do neutro, serdo dissociados e a
liberacdo desses protons leva a acidificagdo. A acumulagdo de anions diminui a sintese de
macromoléculas e afetam o transporte dentro da membrana inibindo o crescimento.
(HOFVENDAHL ; HAGERDAL, 1997).

A producéo de bacteriocinas € comum entre as bacterias laticas, trata-se de peptideos
antimicrobianos sintetizados nos ribossomos, que promovem a supressao de micro-
organismos associados a sabores desagradaveis em alimentos, patdgenos e produtores de
esporos. S&o atuantes contra algumas espécies de bactérias: Clostridium botulinum,

Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (LEROY; VUYST, 2004).
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A bacteriocina nisina (lantibidtico — classe 1) tem sido extensivamente estudada e
investigada, sendo seu uso nos alimentos aprovado pela “Food and Drug Administration”
(FDA) da Unifo Europeia. E comumente empregada em queijos processados, produtos de
laticinio pasteurizado podendo ser incorporada diretamente no alimento, na forma
imobilizada, atil no tratamento e prevencdo de infeccBes humanas e aplicada em produtos
veterinarios (DELVES et al.,1996 ; GUINANE et al., 2005).

Algumas estirpes de bactérias laticas exibem atividade probiotica ao serem ingeridas
vivas por um hospedeiro, promovendo um efeito benéfico. A ingestdo de iogurte &
recomendada em casos de individuos intolerantes a lactose; devido a deficiéncia na producgéo
da lactase (PIARD et al., 2005).

E comum o aparecimento de sintomas tais como: diarreias, cdlicas abdominais ou
flatuléncia; problemas que podem ser minimizados pela suplementacdo com enzimas
produzidas por micro-organismos encontrados em produtos fermentados. As enzimas lactase e
- galactosidase promovem a hidrolise parcial da lactose aumentando a sua digestibilidade;
outra atividade probidtica é a presenca dessas bactérias na flora do hospedeiro formando uma
barreira protetora contra patégenos (DE VRESE et al., 2001; PIARD et al., 2005).

Além das atividades probioticas, a biossintese de riboflavina tem sido descrita por
alguns géneros de estreptococos e enterococos (KEUTH; BISPING, 1993), bem como
Lactobacillus reuteri CRL 1098, que é capaz de metabolizar o glicerol para produzir outro
tipo de vitamina B1, (TARANTO et al., 2003).

Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium sp, Lactobacillus
plantarum sdo capazes de sintetizar o folato, vitamina com propriedades antioxidantes que
protege 0 genoma contra o ataque de radicais livres. L. acidophilus é capaz de aumentar a
concentracdo dessa vitamina em leites fermentados (LIN; YOUNG, 2000; SYBESMA et al.,
2003).

Como inoculantes as bactérias laticas exercem um efeito positivo (probidticos) na
silagem, com aumento da acidez nesse ambiente, previne o crescimento de Clostridium
tyrobutyricum evitando producdo dos acidos: acético e butirico que diminuem a patabilidade
da silagem (AKSU et al., 2004).
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2.4. Acido latico

2.4.1. Propriedades (quimicas e moleculares)

O é&cido latico (acido 2-hidroxipropanoico), CH3CHOHCOOH é um éacido organico
fraco possui um o - carbono assimétrico (centro quiral) que apresenta dois grupos funcionais
principais: - COOH, - OH. Devido a presenca desses dois grupos exibe uma reatividade

variavel podendo atuar como acido ou alcool.

Isso permite sua existéncia como duas formas enantiomericas L (+) e D (-) (Figura 3),

que diferem na sua interagdo com a luz plano polarizada.

L (+) &cido latico D (-) &cido latico

Figura 3. Enantiémeros do acido latico (HO et al., 2010).

O enantibmero L (+) acido latico gira o plano da luz polarizada no sentido horério
(para a esquerda, efeito levro-rotatdrio), enquanto que o enantiébmero D (-) acido latico gira no
sentido anti-horéario (para a direita, efeito destro-rotatério). Quando ha uma mistura racémica
(DL - acido latico), ou seja, quantidades equimolares dos dois enantibmeros; estes nédo
apresentam rotacdo optica (GUPTA et al., 2007; LENINGHER, et al., 2010).

Durante a fermentagdo de carboidratos, diferentes espécies de bactérias laticas
produzem exclusivamente L (+) acido latico ou D (-) é&cido latico, quantidades

aproximadamente iguais de ambos, ou predominantemente uma Unica forma sobre a outra.
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Isto vai depender da presenca de uma enzima NAD+ dependente especifica conhecida como
lactato desidrogenase (nLDH) e sua respectiva atividade (AXELSSON, 2004).

Quando D e L &cido 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 (-) &cido latico. Neste caso o L (+) acido latico inicialmente
produzido induz a acdo da racemase o qual resulta em uma mistura de DL - acido latico.
Geralmente a concentracdo do L (+) acido latico é maior na fase inicial de crescimento dos
micro-organismos, enquanto que o isdmero D (-) € formado na fase estacionaria (GARVIE,
1980 apud AXELSSON, 2004).

Manome et al., (1998) relataram que é possivel identificar e classificar as bactérias
laticas a partir do tipo de isdmero produzido. O tipo de isbmero parece ser especifico das

linhagens e estavel; sendo que nenhuma produz 100% de qualquer isbmero.

Bacterias laticas que produzem mais de 75% do isémero L (+) séo classificadas como
produtoras do tipo L, 0 mesmo sendo considerado para o isbmero D (-) e os dois sendo
produzidos em proporgdes intermediarias as classificam como produtoras do DL acido latico
(racémico) (KANDLER, 1983; VIANA et al., 2005).

Membros do género Lactobacillus podem produzir os dois tipos de isdmeros, Lb.
maltaromicus, Lb. agilis, Lb. sharpae, Lb. amylophilus e Lb. murinus produzem somente a
forma L (+) &cido latico, enquanto que Lb. delbrueckii, Lb. vitulinus, Lb. coryniformis
produzem exclusivamente o D (-) &cido latico, sendo as espécies Lb. plantarum e Lb.
helveticus produtoras de DL — acido latico (racémico). As condigdes do pH do meio e a idade

das culturas deve influenciar a proporc¢éo dos isomeros D (-) / L (+) (GARVIE, 1967).

O é&cido latico esta presente em varias formas de vida incluindo animais, plantas e
micro-organismos; funcionando como um intermediario no metabolismo de carboidratos e

aminoacidos.

Nos seres humanos o &cido latico € encontrado em todos os tipos de tecidos, 0rgaos
(rim, figado), fluidos (liquido amnié6tico) e secrecdes biolégicas. No sangue (1.4 pmol.ml™),
espermatozoide (4.1 pmol.ml™), no suor (4.0 - 40.0 umol.ml™), no fluido cérebro-espinhal
(1.6 pmol.mI™) e na urina (0.3 pmol.mI™) (GEIGY, 1968; WINDHOLZ, et al., 1976).
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Quantitativamente o enantidbmero L (+) acido latico ¢ a forma mais comum
(predominante) na natureza e nos seres humanos; sendo metabolizado pela enzima lactato -
desidrogenase, tendo seus valores aumentados apos a pratica de atividades fisicas intensas.
Entretanto o D (-) acido latico também é prevalente na natureza; pode formar sais unindo-se a
metais, sendo detectado na urina de seres humanos e metabolizado no figado. A forma DL
acido latico (racémico) esta presente no leite azedo, como resultado da fermentacdo das
bactérias laticas. Também é encontrado em melacos devido a conversdo parcial de aglcares,
em macads e outras frutas, em varias plantas superiores, principalmente no periodo da

germinacéo, suco de tomate, cerveja, vinhos, entre outros (WINDHOLZ, et al.,1976).

2.4.2 Obtencao

O é&cido latico pode ser obtido de trés modos diferentes: no metabolismo animal, por

sintese quimica e nos processos fermentativos microbianos.

Em condices aerdbias a energia requerida pelas células musculares é suprida pela
degradacdo oxidativa da glicose, gerando molécula de alta energia, a adenosina trifosfato
(ATP). Durante o estado de anaerobiose ou alta demanda de energia (esforco fisico intenso), a
maior parte do &cido piravico decorrente da glicolise é convertida em acido latico, que fica
acumulado nos tecidos musculares. O excesso de acido na corrente sanguinea é absorvido

pelo figado e serve como precursor da glicose na gliconeogénese (LENINGHER, 2010).

Apos a glicose ser re-sintetizada a partir da degradacdo oxidativa do lactato, passa para
a corrente sanguinea, alcanga as células musculares onde é transformada em energia fechando
o “ciclo de Cori” (ALPERT, 1965; BRECHT, 1967).

A sintese quimica do &cido latico estd baseada principalmente na hidrélise da
lactonitrila por acidos fortes, que resulta unicamente na mistura racémica (DL) &cido latico. O
acido cianidrico é adicionado ao acetaldeido na presenca de uma base para produzir a
lactonitrila, sendo que esta reacdo ocorre em fase liquida a alta pressdo atmosférica. A
lactonitrila é recuperada e purificada por destilacdo sendo hidrolisada a acido latico pela acdo
do &cido cloridrico ou é&cido sulfarico (MADHAVAN et al, 2010; NARAYANAN et al.,
2004; VIJAYAKUMAR et al., 2008).
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A Figura 4 mostra o esquema simplificado das duas formas de obtencdo do acido
latico: (A) Sintese quimica e (B) fermentacdo microbiana.

=
=
Fontes petroquimicas ﬁ —— Fontes renovaveis
=]
i E Pré-tratamento (hidrolise dcida
) & ou tratamento enzimatico)
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o catalisador O _L Fermentagio microbiana
Lactonitrila (CH;CHOHCN) g —» Caldo fermentado
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l, H:504 H l ¢ Perag
DL - acido latico (racémico) L(+) ou D(-) dcido latico
opticamente puro
(A) Sintese quimica (B) Fermentacao microbiana

Figura 4. Principais diferencas entre os métodos de obtengdo do acido latico. Fonte:
Vijayakumar et al., (2008).

Nos processos fermentativos microbianos, cada tipo de isdmero seja o L (+) acido
latico ou D (-) &cido latico opticamente puro, pode ser produzido individualmente ou
misturado dependendo da estirpe empregada no processo (estéreo-especificidade da lactato -
desidrogenase / LdhL ou LdhD), substrato utilizado, bem como, condi¢cdes adequadas que

favoregam o crescimento.

O 4cido latico é produzido preferencialmente pela acdo fermentativa de bactérias
laticas; entretanto fungos e leveduras também podem ser utilizados nos processos industriais,

mas apresentam baixos rendimentos quando comparados as bacterias laticas.

Algumas espécies de fungos filamentosos como Rhizopus oryzae e Rhizopus arrhizus
possuem enzimas com atividade amilolitica capazes de converter o amido diretamente em
L (+) é&cido latico, em condi¢cbes de aeracdo vigorosa, devido ao metabolismo aerdbio
obrigatério. A baixa produtividade (P = 3 g/L.h™") observada na fermentacéo por fungos pode
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ser atribuida a limitada transferéncia de nutrientes e baixos rendimentos associados a

formacéo de subprodutos como o acido fumaérico e o etanol (TAY; YANG, 2002).

Em suas pesquisas Porro et al., (1999) utilizaram a levedura Kluyveromyces lactics
geneticamente modificada, para atua como um homofermentador. No final da fermentagéo o
micro-organismo produziu apenas 30 gL™ de &cido latico, um rendimento de 0,7 a 0,9 mol de
acido latico para cada mol de glicose; 0 que na teoria representa um aproveitamento de 35 a
45% do processo, sendo portanto inviavel.

As bacterias laticas sdo exigentes quanto as condi¢des de crescimento. Os agUcares
representam a principal fonte de carbono, mas também ha necessidade de suplementacdo de
aminodcidos, autolisado de levedura, vitaminas e sais minerais, para garantir boa producao do
4cido (AMRANE, 2000).

O emprego de acucares com alto teor de pureza (glicose, sacarose e lactose) na
fermentacdo latica encarece o processo. Uma alternativa para minimizar os altos custos é
utilizar substratos economicamente mais vidveis tais como: melaco, melago de beterraba,
caldo de cana de agUcar, bagaco de cana, soro de queijo, trigo, tapioca, manipueira, amido de
batata, bem como, aproveitar residuos agroindustriais como matéria-prima (DATTA;
HENRY, 2006; VIJAY AKUMAR et al., 2008).

Alguns substratos como a celulose e a hemicelulose necessitam de um pré-tratamento
fisico seguido de hidrélise quimica ou enzimaética, enquanto que o amido de milho, a
mandioca, o0 trigo, a cevada e a batata precisam de um tratamento moderado para
solubilizagéo e hidrolise.

O acido latico tem sido produzido por varios tipos de fermentagdes, tais como:
fermentacdo em estado solido (SSF) ou semi-sélido, em estado liquido, processo de
fermentacdo continuo com sacarificacdo simultanea, processos continuos com recirculacdo
celular, descontinuos, fermentacdo por batelada, batelada alimentada entre outros
(HOFVENDAHL; HAGERDAL, 2000 ; NARAYANAN et al., 2004).

A producdo de &cido latico por Lactobacillus delbrueckii NRRL B-445 foi estudada
por Parajo et al., (1997) na qual utilizaram pedacos de madeira de Eucalyptus globulus como
substrato. O material lignoceluldsico foi hidrolisado por celulases, submetido a sacarificagéo
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simultanea e fermentacdo. De acordo com Parajé et al., (1997) a produtividade maxima
alcancada foi de 0,89-1,48 g/L.h™ de 4cido latico produzido.

Soccol et al.,, (1994) descreveram a producdo de L (+) acido latico por Rhizopus
orysae NRRL 395 em meio sélido usando o bagaco de cana-de-agucar como suporte na
fermentacgdo, impregnado com uma solugdo nutriente de glicose e carbonato de calcio. A
concentracéo ideal da glicose foi de 180 gL™, resultando numa producéo de 137 gL™ de L (+)
4cido latico e produtividade de 1,43 g/L.h™.

Tanaka et al., (2005) estudaram a producdo de D (-) &cido latico por Lactobacillus
delbrueckii 1IFO 3202 utilizando o farelo de arroz como substrato, empregando processos de
fermentacdo, sacarificacdo simultanea dos polissacarideos amido e celulose e hidrolise
enzimatica mediante a acdo da amilase e celulase. Os resultados demonstraram producao de
28 kg.m? de &cido latico a partir de 100 kg.m® de farelo de arroz apés 36 h de fermentacéo a
37°C.

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, cultivada nesse substrato
produzindo 104 gL 'de &cido latico, em 120 h de fermentacéo, com 90% de rendimento e 0,9
g/L.h™" de produtividade. Para substituir o extrato de levedura outras fontes residuais de
nitrogénio foram adicionadas ao meio de cultivo, com o objetivo de elevar a producdo de
acido latico, como: larvas do bicho da seda, Iévedo de cerveja e restos de camardo.

Coelho et al., (2010) avaliaram o efeito da manipueira suplementada com &gua de
maceracdo de milho, acetato de sddio, sulfato de magnésio, sulfato de manganés, citrato de
amonio, fosfato de potassio e Tween 80 utilizada como substrato na producéo de L (+) acido
latico por Lactobacillus rhamnosus B103. Por meio do planejamento tipo Plackett-Burman
determinaram que a agua de maceracdo de milho e Tween 80 tiveram efeito significativo na
producdo de &cido latico. A concentracdo méaxima de acido latico alcancada pelos autores foi
de 41,58 gL utilizando 65,4 mL.L™ de 4gua de maceracdo de milho e 1,27 mL.L™ de Tween
80, respectivamente.

Os resultados obtidos por Ghaly et al., (2004) indicaram efeito inibitorio utilizando
altas concentracdes de lactose, acarretando aumento da fase lag e do tempo de fermentacao;

ocorreu ainda diminuicdo da proporcdo de crescimento especifico, do nimero maximo de
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ceélulas, da utilizacdo de lactose e quantidade de &cido latico produzido. A concentracdo 6tima
de lactose para uma producdo eficiente de &cido latico (75,8%) foi de 75 gL™. Em
contrapartida, usando extrato de levedura e/ou microaeracdo aumentou o nimero de células

para 3,2 x 10°® células . mL™.

2.4.3 Parametros da fermentacéo latica

A eficiéncia de um processo de fermentacédo latica pode ser medida pela concentracéo
do &cido latico produzido, baseado no consumo de substrato, valores de rendimento Ypss (%) e
produtividade (g/L.h™) (HOFVENDAHL ; HAGERDAL, 2000).

Muitos parametros influenciam na eficiéncia de processos fermentativos microbianos.
Em relacdo as estirpes de bactérias empregadas no processo, devem ser avaliados: fonte de
carbono, fontes de nitrogénio mais adequadas; concentracdo de nutrientes disponiveis,
variacao do pH e temperatura e pressdo parcial de oxigénio (BOUDRANT et al., 2005).

Vérias fontes de carbono sdo utilizadas na producdo de acido latico, o emprego de
acucares com alto teor de pureza (glicose, sacarose e lactose) como substrato diminuem o0s
custos na purificagdo, gerando um produto de alta qualidade. Entretanto esses agucares séo

muito caros e o acido latico é um produto barato.

Diferentes produtos alimenticios ou residuos agroindustriais sdo alternativas
economicamente mais viaveis na producdo de &cido latico, tais como: soro de leite, melaco,

melaco de beterraba, caldo de cana de agucar, amido.

Uma alternativa apontada por Bustos et al., (2004) foi a utilizacdo da agua de
maceracdo de milho que apresenta-se com baixo custo e pode ser utilizada na otimizacdo do
processo. Os pesquisadores utilizaram um modelo matematico para estudar os efeitos
causados pelo tempo e a composi¢do do meio para otimizar a producéo de D (-) acido latico, a
partir da glicose por Lactobacillus coryniformis, baseado no seu principal componente, a &gua
de maceracdo de milho. Com os dados experimentais obtidos e o desenvolvimento de um
modelo matematico empirico, os autores definiram que para atingir a concentragdo maxima
do produto final (58,9 gL™), deve-se usar 5 gL de 4gua de maceracdo de milho, 3,6 gL™ de
extrato de levedura e 10 gL™ de peptona e 100 gL™ de glicose em 96h de fermentacéo.
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O extrato de levedura, o autolisado de peptona ou de levedura, a peptona de carne sao
fontes de nitrogénio essenciais para o crescimento de bactérias laticas. Estudos demonstraram
que o extrato de levedura empregado sozinho em altas concentragdes favorece a producdo de
maior quantidade do acido que quando se utiliza extrato de levedura e peptona em menor

concentracdo no meio de cultivo.

Mussatto et al., (2008) suplementaram a polpa da celulose hidrolisada na fermentagéo
por Lactobacillus delbrueckii adicionando 5 gL™ de extrato de levedura; essa suplementacéo
aumentou a produtividade do acido latico que atingiu 0,53 g/L.h™", valor 18% mais alto do que

sem o extrato de levedura.

A inibicédo da atividade biossintética devido a alta ou baixa concentracdo de substratos,
0 excesso de subprodutos formados e a alta concentracdo celular (biomassa) sdo fatores
importantes nas fermentacfes (BOUDRANT et al., 2005).

Liew et al., (2005) utilizaram técnicas de simulacdo estatisticas para otimizar a
producdo da biomassa de Lactobacillus rhamnosus, variando as concentracGes 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 condicdo Otima. Segundo oS
pesquisadores, as condicdes 6timas de crescimento para Lactobacillus rhamnosus sdo: pH =

6,9, solucao de vitamina = 1,28% , glicose = 5,01% e extrato de levedura a 6%.

Naveena et al., (2005) relataram o efeito da peptona, extrato de levedura, tri-amdnio
citrato, extrato de carne, agua de maceracdo de milho, hidrolisado de caseina, pH, tamanho do
inoculo, periodo de incubagdo, tampdo de carbonato de calcio, o surfactante “Tween 807, os
seguintes minerais: sulfato de magnésio, sulfato de manganés, fosfato de sddio monobasico e
0 acetato de sodio na producéo de acido latico. Segundo esses autores o extrato de levedura, a
peptona, o0 tri-amonio citrato, o fosfato de sdédio monobasico e o surfactante “Tween 80”
podem melhorar a producéo de &cido latico, se seus niveis forem aumentados.

Outro fator crucial para o bom desempenho das fermentacdes é o controle do pH, uma
vez que o acido na sua forma dissociada dentro da célula bacteriana, promove acidificacdo do
citoplasma provocando o colapso da forca proton motora e inibicdo do transporte de
nutrientes, tendo que ser neutralizado a medida que é produzido (MCDONALD, et al.,1990).
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Alguns agentes neutralizantes como carbonato de calcio e de sodio e hidroxido de
sodio, sdo comumente utilizados para manter o controle do pH durante as fermentagdes (YEN
et al., 2010).

Em seus estudos, Mussato et al., (2008) constataram que com ajuste do pH,
empregando MRS suplementado com cevada hidrolisada alcan¢ou produgdo maxima de 35,54
gL™ de 4cido latico, enquanto que o mesmo meio sem controle de pH atingiu 13,02 gL™.
Além da queda na producdo, ocorreu menor consumo do substrato e menor crescimento

bacteriano.

O efeito da temperatura na producéo de acido latico esta diretamente relacionado com
0 género do micro-organismo utilizado nos processos fermentativos. Todos possuem uma
temperatura 6tima de crescimento, se ndo forem oferecidas condi¢bes adequadas no meio de
cultivo, temperaturas muito altas ou muito baixas vao inibir o crescimento, promovendo a
morte das células. No caso de Lactobacillus amylophilus teoricamente sabe-se que é capaz de
crescer a 15°C, mas ndo a 45°C; no entanto temperaturas étimas de crescimento foram
observadas em 25°C e 35°C, para valores maximos de rendimento e produtividade
(YUMOTO; IKEDA, 1995). De acordo com observacdes prévias de Akerberg et al., (1998),
Hujanen e Linko (1996), Lactococcus lactis e Lactobacillus rhamnosus exibiram maior
rendimento e produtividade na faixa de temperatura de 33 a 35°C e de 41 a 45°C
respectivamente.

A forma mais usual de producdo do acido latico é em batelada, porém existem outros
tipos de processos como batelada alimentada e processos continuos. O processo em batelada
gera maior concentracdo de acido latico, quase todo substrato é consumido enquanto que nos
processos continuos permanece uma concentragdo residual de agucar, porém com maior
produtividade. As bactérias laticas sdo capazes de produzir subprodutos como &cido acético,
acido férmico, CO; e etanol além do &cido latico dependendo do seu perfil metabdlico. Para
garantir a eficiéncia do processo industrial para obtencdo do acido latico a formacdo de
subprodutos deve ser evitada ou minimizada. Os processos em batelada garantem maior
eficiéncia que os demais, principalmente em condi¢des anaerobias (HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000).
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2.4.4 Aplicages do acido latico

Nos ultimos anos, a demanda por &cido latico e seus derivados tem aumentado
significativamente devido a grande versatilidade desse composto e 0S processos
biotecnologicos sustentaveis envolvidos na sua producdo, minimizando impactos ambientais e
geracdo de residuos. Trata-se de um &cido amplamente utilizado em varios tipos de industrias:
alimentos, farmacéutica, quimica; destacando-se na producdo de polimeros biodegradaveis de
acido latico (PLA’S), um substituto em potencial dos plasticos de origem petroquimica; além
dos solventes verdes (ésteres de lactato) (PEREIRA et al., 2011; VIJAYAKUMAR et al.,
2008).

Na induastria de alimentos é empregado como acidulante, flavorizante, aromatizante,
regulador do pH, emulsificador na fabricagdo de pées e derivados, doces, balas, aumenta o
tempo de vida Util de alimentos armazenados, inibindo a esporulacéo de bactérias patogénicas
em alimentos processados (HOFVENDAHL; HAGERDAL, 2000; LI et al., 2004;
NARAYANAN et al., 2004; NAVEENA et al., 2005).

O &cido latico é amplamente utilizado em produtos de carne, funciona como agente
antimicrobiano para evitar contaminacdo e infeccdo por Salmonella sp em matadouros. Em
salsichas o lactato de sddio é empregado para diminuir a atividade de d4gua no alimento e
garantir tempo de vida atil mais longo (VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Na industria farmacéutica esta associado a formulagcdo de cremes, logdes e pomadas;
usado como eletrolito em solugdes intravenosas em seces de hemodialise, funciona como
agente no combate a carie e na deficiéncia de célcio (sais de lactato) (HOFVENDAHL;
HAGERDAL, 2000; LI et al., 2004; NARAYANAN et al., 2004; NAVEENA et al., 2005;
VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Promove uma boa hidratacdo da pele devido a capacidade de reter agua, geralmente é
aplicado em tratamentos de remocdo de manchas (clareamento da pele), apresenta atividade
antimicrobiana. Os sais de lactato (calcio, sodio e ferro) podem ser aproveitados em varias
formulagdes farmacéuticas, apresenta maior absor¢do, maior solubilidade sendo facilmente

metabolizados.

Estudos recentes tém demonstrado o grande potencial dos polimeros do acido latico na

area medica. Esses materiais biorreabsorviveis tém sido utilizados na regeneracao de tecidos,
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suturas, fixacdo de fraturas, reposicdo 0ssea, reparo da cartilagem, reparo do menisco, fixacao
de ligamentos e implantes; podendo ser empregado na forma de parafusos, pinos, grampos e
placas nas aplicacdes ortopédicas e cirurgias orais em humanos e animais (SAKATA et al.,
2004).

A utilizacdo de polimeros de PLA biodegradaveis em implantes elimina a necessidade
de realizar uma segunda cirurgia para sua remocao. Apos o defeito ser corrigido permanece

temporariamente no corpo e desaparece sendo degradado (DURSELEN et al., 2001).

Segundo Tan et al., (2010) o poli L - acido latico (PLLA) na forma de microesferas
injetaveis tem sido utilizado em cirurgias de reconstrucdo facial; nas formas de microcapsulas
e microesferas é empregado no sistema de transporte de drogas (farmacos) de efeito

prolongado como contraceptivos, anestesia local e vacinas.

O 4cido latico pode ser convertido em uma grande variedade de produtos quimicos
potencialmente uteis utilizando diferentes vias, tais como: Oxido de propileno (via
hidrogenacdo), acetaldeido (via descarboxilacdo), acido acrilico (desidratacdo), acido
propanoico (via reducdo), 2,3-pentadiona (via condensacdo) e o dilactideo (via esterificacao).
Devido a alta solvéncia e solubilidade do acido latico € um excelente removedor de polimeros
e resinas (VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Um dos campos mais promissores da aplicacdo do &cido latico € o desenvolvimento de
polimeros renovaveis e biodegradaveis na industria (BOUDRANT et al., 2005; MIN-TIAN et
al. , 2003).

O polimero derivado do &cido latico (PLA) é usado na manufatura de produtos, tais
como: embalagens de alimentos, copos, pratos e talheres descartaveis, 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 util destes polimeros é menor se comparado com o0s provenientes dos
hidrocarbonetos, podem ser totalmente degradados no meio ambiente quando expostos a altas
temperaturas e umidade, bem como, em condi¢Oes de aerobiose ou anaerobiose (AURAS et
al., 2003; TUOMINEN, 2003).

Segundo Ghorpade et al., (2001) o PLA é decomposto em agua e didxido de carbono
em menos de 90 dias em ambientes de compostagem. Os produtos gerados da degradacédo do
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PLA (hidrélise) podem ser totalmente assimilados por fungos ou bactérias. A biodegradagéo
do PLA e seus co-polimeros deve-se a acdo das lipases, esterases e proteases produzidas por
micro-organismos (TSUJI; IKADA, 2002; LI et al., 2000; HOSHINO et al., 2003).

Uma mistura de lipases produzidas por Rhizopus arrhizus e Candida cylindracea
foram capazes de hidrolisar o polimero DL - &cido latico (amorfo) (ODA et al., 2000).

Actinomicetos associados a degradacdo do PLA estdo incluidos nos géneros:
Pseudonocardiaceae, Lentzea, Sreptoalloteichus, Kibdelosporangium e Saccharothrix
(TOKIWA; JARERAT, 2004).

Os oligdmeros de lactato com baixo peso molecular foram totalmente degradados por
Fusarium moniliforme e Pseudomonas putida, mas sdo incapazes de degradar formas

poliméricas de alto peso molecular (TORRES et al., 1996).



38

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Bioprospeccao de bactérias laticas

3.1.1 Coleta de amostras

Para a bioprospeccdo de bactérias laticas foram coletadas amostras com potencial de

contaminacdo por este género de micro-organismos a partir dos seguintes produtos:

- alimenticios como queijos, iogurtes e derivados, carnes, produtos embutidos (salame

industrializado e artesanal, presunto, salsicha) obtidos em supermercados locais;

- gréos de Keffir foram cedidos pela professora Dejanira de Franceschi de Angelis da

Unesp Campus de Rio Claro — SP;

- amostras de iogurtes provenientes de soro de leite e de residuo da fabricacdo de
iogurte fornecidas pela empresa Nestlé situada na cidade de Araras-SP;

- amostras de leite bovino, residuos da producdo de iogurte e queijo tipo mussarela
(agua de lavagem) e soro de leite foram fornecidos pela Jamava® laticinios, localizada na
cidade de Pirassununga SP;

- amostras de usina sucro-alcooleira proveniente de dorna contaminada da fermentacéo

alcodlica, foi cedida pela Usina S&o Jodo, localizada no municipio de Araras-SP.

3.2 Meios de cultivo

O meio MRS recomendado pela “American Type Culture Collection” (ATCC) foi
utilizado no isolamento e cultivo de bacterias laticas. Trata-se de um meio seletivo que possui
nutrientes complexos: aminoacidos, peptideos, acidos nucleicos, vitaminas, sais e acidos

graxos, favorecendo o desenvolvimento desse grupo de micro-organismos exigentes.

O meio de cultivo MRS (Man Rogosa e Sharpe, 1960) constituido em (gL™) de:
peptona (10,0), extrato de carne (10,0), extrato de levedura (5,0), dextrose (20,0) complexo
sorbitana (1,0), citrato de amonio (2,0) acetato de sédio (5,0), sulfato de manganés (0,05),

fosfato dissodico (2,0) foi utilizado para o isolamento e MRS modificado composto por
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glicose (40,0) extrato de levedura (10,0) sulfato de manganés (0,05), sulfato de magnésio
(0,2) utilizado nos processos fermentativos (meio alternativo).

3.3 Isolamento e selecéo das bactérias

As cepas foram isoladas e purificadas por diluicdes seriadas em solucéo salina estéril
(NaCl 0,9%) e plagueamentos em meio MRS solido, com adi¢do de actidiona 0,5%, para
inibir o crescimento de fungos filamentosos e leveduras e adi¢do de 0,3% de CaCOs, que
reage com o acido latico produzido formando um halo transparente ao redor da col6nia
indicando sua presenca (ONDA et al., 2002).

Quando necessario foi empregada técnica de esgotamento por estrias apds 0s
plagueamentos, assegurando que as culturas de bactérias estavam puras. A coloragcdo de Gram
foi utilizada para ajudar na confirmacdo da morfologia e do grupo das bactérias isoladas. Foi
observada ap0s esta etapa a presenca de cocos e bacilos.

Os micro-organismos isolados foram transferidos para tubos contendo 3 mL de MRS
estéril e mantidos em estufa (aerobiose) a 35°C + 2°C por 24h, ap6s esse periodo foi realizada
a dosagem do &cido latico por Lactimetro (Accutrend Lactate da Roche®) para todos os

isolados.

Como critério adotado as bactérias que apresentaram baixa producdo em écido latico
(menos de 5gL™) foram desprezadas e as demais foram preservadas em MRS contendo
glicerol a 10% e mantidas a -80°C em ultrafreezer.

3.4 Fermentacao latica

As fermentacGes foram conduzidas em duas etapas: a) as bactérias que apresentaram
rendimentos superiores a 5g.L™" em 4cido latico, na etapa de selecdo foram cultivadas em
frascos do tipo Schott com volume de 800 mL dos meios MRS e MRS modificado a 35°C +
2°C por 96h; com aeracdo (injecdo de ar comprimido), com e sem ajuste do pH. Nos ensaios
com controle do pH, este foi mantido aproximadamente a 5,3 £ 0,2 com a adicdo de NaOH
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(3M), enquanto que nos ensaios sem ajuste do pH as condi¢es acima descritas foram
mantidas sem adi¢cdo de NaOH.

b) As bactérias que apresentaram maior rendimento em acido latico na etapa anterior
foram cultivadas em biorreator de 5L em condi¢Bes controladas, no qual o pH foi ajustado
continuamente para 5,3 + 0,1 utilizando NaOH (5M), a uma vazdo de aproximadamente
0,4 mL.min™, a 36°C por 26h, sob agitacdo de 120 rpm.

Nas duas etapas, 0 inoculo 10% foi padronizado com o auxilio de espectrofotometro,
densidade optica (O.D) de 0,08 a 0,1 a 625nm, de modo a obter suspensdes bacterianas
contendo aproximadamente de 1,0 a 2,0 x 10 UFC.mlI™ que corresponde a escala 0,5 de
McFarland. O inoculo foi feito em duas etapas sendo a primeira 1,5mL de cultura estoque
adicionados em 50 mL de meio MRS e na segunda 20 mL da bactéria crescida foram
transferidos para 80 mL do mesmo meio e reincubados por 24h a 36°C.

Todas as fermentacdes foram padronizadas e iniciadas com 10% (v.v™') de volume de
inoculo contendo 20% de concentracdo celular. A Figura 5 mostra o esquema ilustrativo do
preparo do pré-inoculo e inoculo, bem como, as condigdes das fermentacfes laticas no

decorrer dos ensaios.

b mL
0.D 625nm

L0 x 10% céls/mL

10%

45L

wdor

Figura 5. Esquema de preparo do pré - inoculo e inoculo nas fermentagdes laticas.
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Durante as fermentacdes foram avaliados os parametros de producdo de acido latico
(gL™), consumo da glicose (gL™), contagem de UFC.mL™ e controle do pH.

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Quantificacdo enzimatica do acido latico (lactimetro)

A concentragdo do &cido latico produzido foi determinada enzimaticamente em
lactimetro da marca Accutrend Lactate da Roche®. As amostras foram lidas diretamente no
equipamento através de fitas individuais com enzima imobilizada, lactato - oxidase. A faixa
de trabalho do equipamento varia de 0,1 a 26 mmol.L™, amostras que ultrapassaram o valor

maximo foram diluidas.

Para calcular a concentracdo de acido latico em gL™ levou-se em consideragéo sua

massa molar de 90 gL ™"; logo, 1 mmol.L™ do é4cido equivale a 0,09 gL ™.

O lactimetro s6 quantifica o estereoisomero do tipo L (+) acido latico.

3.5.2 Quantificagdo do &cido latico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

O écido latico produzido foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), num sistema constituido por LC - DAD Alliance Waters, bomba Waters 2695,
detector Waters 2996 e software Empower. Equipado com uma coluna para acidos organicos
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm), padrdo de &cido latico (SIGMA - Aldrich): 29,0 mg / 25
mL de H,O = 1160 pg.mL™. A estereoisomeria do é4cido latico foi determinada em coluna
ASTEC CHIROBIOTIC TAG (100 X 2,1 mm, 5p).

3.5.2.1 Validacéo do lactimetro por CLAE

Para verificar e validar os resultados de producdo de &cido latico obtidos pelo

lactimetro, foi elaborada uma curva de calibragdo a partir de uma solugéo padrdo de L (+)
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4cido latico (29,0 mg / 25 mL de H,O = 1160 pg.mL™). As concentragdes do padrdo na curva
variaram de 58,0 pg.ml™ (minimo) até 812,0 pg.ml™* (méximo), sendo os valores da 4rea do

pico correspondente: 45.308 (minimo) e 659.305 (maximo).

3.5.3 Determinacéo da concentracao da glicose pelo método do ADNS (acido 3-5 dinitro-
salicilico)

A concentracdo da glicose foi determinada pelo método do agucar redutor (MILLER,
1959) nos diferentes tempos da fermentagcdo. A partir de uma solugdo estoque de glicose
(10 mg.mL™) foi construida uma curva de calibracdo com 7 pontos associada a densidade
ptica (espectrofotdmetro). As concentracdes variaram de 1,0 mg.ml™ (minimo) até 4,0
mg.ml™* (méximo) de glicose. Os valores de absorbancia obtidos no comprimento de 540 nm
foram utilizados para os calculos (Figura 6).

— M — reta da glicose u
X=Y +0.,00264
0,25522

A 540

Adj. R-Square  0,99915
Value  Standard Error

0.0 4 B Intercept 0 -
’ B Slope 0,25522 0,00264

'0:1 T T T T T T T T T
05 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45

Conc. da glicose (mg/mL)

Figura 6. Curva padréo da glicose.
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3.6 Método de analise molecular

3.6.1 Caracterizacgao dos isolados

A caracterizagdo taxondmica foi realizada pela Divisdo de Recursos Microbianos
(DRM) do CPQBAJ/UNICAMP — que mantem o CBMAI (Colecdo Brasileira de Micro-
organismos de Ambiente e Inddstria).

A identificacdo em nivel de género das bactérias foi baseada na anélise filogenética de
sequéncias do gene RNA ribossomal 16S, apds amplificacdo e sequenciamento parcial do
gene.

3.6.2 Extragdo e quantificacdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico dos isolados bacterianos foi realizada segundo o
método descrito por Pospiech e Neumann (1995), com algumas modificacdes. Cerca de 100
mg de biomassa de cada isolado foram cultivados no meio Nutriente Broth e utilizadas para
extracdo do DNA gendmico. As células foram recuperadas em 1 mL de tampdo SET (NaCl
75 mM, EDTA 25 mM, Tris 20 mM em pH 7,5) e centrifugadas a 10.576 x g por 5 min, o
sobrenadante descartado e o precipitado foi ressuspendido em 0,5 mL do mesmo tampéo.
Adicionou-se 5L de solucdo de lisozima numa concentragdo final de 1 mg.mL™ e, em
seguida, os tubos foram incubados a 37°C por 60 min. Posteriormente, foi adicionado 1/10 de
volume de duodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% e 0,5 mg.mL™ de proteinase K (solugéo
estoque 10 mg.mL™), sendo os tubos incubados a 55°C por 2 h e homogeneizados.

Foi adicionado 1/3 do volume de NaCl 5 M e 1 volume de cloroférmio. Em seguida,
os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 30 min, tendo sido homogeneizados
ocasionalmente. Os tubos foram, entéo, centrifugados a 10.576 x g por 10 min e a fase aquosa
foi transferida para um novo tubo de polipropileno. O DNA foi precipitado com 1 volume de
isopropanol e os tubos foram homogeneizados varias vezes a fim de misturar as solugdes ou
até visualizar um precipitado fibroso branco. Os tubos foram centrifugados a 3.103 x g por 3

min.

O DNA precipitado foi lavado 2 vezes com 1,0 mL de etanol 70% (v.v™') e, em seguida
0s tubos foram centrifugados a 3.103 x g por 3 min entre as lavagens. O DNA precipitado foi
mantido a temperatura ambiente ou em estufa a 37°C até secura. Em seguida, o DNA foi
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dissolvido em 200 pL de TE pH 8,0 e 10 uL de RNAse (10 mg.mL™) foram adicionados a
suspensdo. Os tubos foram incubados por 1 h a 37°C. Apds este periodo, foram adicionados
20 pL de cloreto de litio 4M e 1 volume de cloroformio-alcool isoamilico (24:1), a fim de
remover as proteinas da suspensdo. Os tubos foram agitados manualmente e centrifugados a
10.576 x g por 10 min.

O DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto gelado e os tubos foram
centrifugados a 3.103 x g por 3 min. O sobrenadante foi descartado. O DNA precipitado foi
lavado 2 vezes com etanol 70%, conforme descrito anteriormente. O DNA precipitado foi
seco nas mesmas condi¢des ja mencionadas e, em seguida, foi suspendido em 20 a 50 pL de

agua Milli-Q e estocados a 4°C.

O DNA extraido foi quantificado através da comparacdo com o DNA A em diferentes
concentracdes em gel de agarose a 0,8 % submetido a eletroforese por 30 min em condicéo de
5V por cm. Apos sua quantificagcdo, o DNA extraido foi, entdo, armazenado em tubos de

polipropileno e mantido a temperatura de 4°C.

3.6.3 Amplificacdo do dna genébmico

A amplificacdo do gene RNA ribossomal 16S foi feita por meio de uma reagdo de
polimerase em cadeia (PCR) utilizando os primers 10f (5° GAG TTT GAT CCT GGC TCA
G 3%), e p1100r (5" AGG GTT GGG GTG GTT G 3"), homdlogos a regides conservadas do
gene RNA ribossomal 16S de bactérias ( LANE et al., 1985).

As condicOes utilizadas na reacdo de amplificacdo foram: 5 puL de tampdo 10X (sem
Mg*?); 1 pL de MgCl, (2,5 mM); 0,4 uL de dNTP (2,5 mM cada); 0,75 pL de cada primer
(20 pM); DNA para uma concentragdo final de 50-100 ng; 4 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen); e agua Milli-Q esterilizada completando o volume para 50 pL de reacdo. Para a
amplificacdo foi realizada uma desnaturacéo inicial de 95°C por 2 min, seguida de 30 ciclos
sendo: 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 3 min, extensao final de 3 min a 72°C, em
termociclador Eppendorf®.



45

3.6.4 sequenciamento e andlise filogenética do gene RNA ribossomal 16s

Os produtos da amplificacdo dos isolados foram purificados utilizando mini-colunas
(GFX PCR DNA & ge band purification kit, GE Health Care) e submetidos ao
sequenciamento em sequenciador automatico ABI3500XL Series (Applied Biosystem)
utilizando os primers 10f e o 1100r na reacdo de sequenciamento. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas com o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing

(Life Technologies) conforme descrito pelo fabricante.

As sequéncias parciais de DNAr 16S obtidas com os diferentes primers foram
montadas em um contig (sequéncia Gnica combinando os diferentes fragmentos obtidos) e
comparadas com as sequéncias de organismos representados nas bases de dados do Genbank

(http://wvww.ncbi.nlm.nih.gov/), RDP Release 10 (http://rdp.cme.msu.edu/) e EzTaxon-e

server (KIM et al., 2011). Sequéncias de organismos relacionados a sequéncia do organismo
desconhecido foram selecionadas para alinhamento no programa CLUSTAL X (THOMPSON
et al., 1994) e analises filogenéticas utilizando o programa MEGA versdo 5.0 (TAMURA et
al., 2011). A matriz de distancia evolutiva foi calculada de acordo com o modelo de Kimura et
al., (1980) e a arvore filogenética construida a partir das distancias evolutivas calculadas pelo
método de Neighbor-Joining (SAITOU; MASATOSHI, 1987), com valores de bootstrap a
partir de 1000 re-amostragens.
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4.1 Isolamento e selec@o de bactérias laticas
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Um total de 192 bactérias foram isoladas e apresentaram capacidade de produzir &cido

latico em meio seletivo MRS/CaCOs. Destas, 75 apresentaram morfologia de cocos, 77 de

bastonetes e 40 de bastonetes com enddsporos; todos Gram (+), fermentadores, capazes de

diminuir o pH do meio e produzir acido latico.

Das 192 bactérias mencionadas acima apenas 24 apresentaram produgdo em &cido

latico de 5,0 gL™. As 24 bactérias foram numeradas sequencialmente de acordo com seu

isolamento o que é mostrado na Tabela 2.

Para dar continuidade aos ensaios somente 6 bactérias que apresentaram producao em

4cido latico superior a 5,0 gL™ foram selecionadas.

Tabela 2. Fonte dos isolados produtores de acido latico (producéo de 5,0 gL™), procedéncias

e principais caracteristicas morfolégicas das linhagens numeradas.

Numero . ~ Identificacéo das
Fonte isoﬁeﬁj N Morfologia/coloragéo bactérgias
Leite de vaca 2 Cocos Gram (+) 3,15
Keffir 1 Bastonete Gram (+) 14
Queijo Minas 3 Bastonete Gram (+) 2,4,10
Queijo Ricota 1 Cocos Gram (+) 18
Residuo queijo 2 Bastonete com enddsporo Gram (+) 6, 11
Residuo iogurte 1 Bastonete com enddsporo Gram (+) 9
Soro de leite 1 Bastonete com enddsporo Gram (+) 7
Usina sucroalcooleira 3 Cocos Gram (+) 16, 21, 24
Carne bovina 5 (4)Cocos (1)Bastonete ¢/ enddsporo Gram (+) 8, 17, 19, 20, 25
Carne de peixe 1 Bastonete ¢/ enddsporo Gram (+) 13
Pele de salame 1 Cocos Gram (+) 22
Pele de suino 2 Cocos e Bastonete ¢/ enddsporo Gram (+) 12,23
Maca 1 Bastonete Gram (+) 5
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4.2 Producéo de acido latico

As fermentacdes para a producdo de acido latico a partir dos isolados selecionados na
etapa anterior foram conduzidas em meio MRS e MRS modificado. A intengdo de utilizar o
meio MRS modificado foi de suplementar o0 meio com maior quantidade de glicose e manter
0s sais necessarios para o desenvolvimento celular (sulfato de magnésio e sulfato de

manganés) e extrato de levedura como fonte primaria de nitrogénio.

O magnésio € um macronutriente e tem papel importante na estabilizacdo dos
ribossomos, das membranas celulares e dos acidos nucleicos. Os ions de magnésio atuam
como cofatores, podendo ajudar a catalisar uma reagdo formando uma ponte entre a enzima e
um substrato; sdo requeridos por enzimas que participam das reacdes de fosforilagdo, nas

quais o grupo fosfato do ATP é transferido para outro substrato (TORTORA et al., 2010).

O manganés é um micronutriente (elemento traco) e seus ions funcionam como um
ativador de enzimas (cofator); esta presente em certas superoxido dismutases e na enzima que

cliva a agua nos micro-organismos fototroficos oxigénicos (MADIGAN et al., 2008).

Os sais fosfato dissodico, acetato de sodio e citrato de amdnio (tampbes) foram
suprimidos do meio MRS modificado uma vez que o controle do pH foi ajustado a intervalos

de tempos regulares, conforme necessario para manter em 5,3 o pH da fermentacéo.

Comparando a producéo de &cido latico nos dois meios utilizados sem controle do pH,
os resultados mostram que ndo houve diferenca significativa na producdo (Tabela 3). Apds 96
horas, a concentragdo de 4cido latico foi em média de 7,33 e 6,63 gL™, com rendimentos
médios de 36,67% e 16,58% respectivamente, nos meios MRS e MRS modificado. Dentre 0s
isolados estudados, o de nimero 22 apresentou producdo de 11,93 gL™ de 4cido latico e
rendimento de 59,63% no meio MRS e 9,11 gL™ e 22,78% em MRS modificado, mostrando
capacidade superior de produgdo em relagcdo aos demais isolados (Tabela 3). Os resultados
indicam que as maiores concentracdes de &cido latico foram obtidas quando a manutencéo do

pH do meio foi de 5,3.
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Tabela 3. Producéo, rendimento e produtividade em &cido latico pelas bactérias selecionadas,

em meio MRS e MRS modificado sem ajuste do pH, apds 96h.

MRS MRS 40 gL de glicose
Bactérias Acido latico Rendimento  Produtividade Acido latico Rendimento  Produtividade
(L™ (Yeis) %0 (g/L.h?) (gL™) (Yeis) % (g/L.h?)

16 573+1,11 28,68+555 0,30+0,06 7,51+0,19 18,79+0,48 0,2+ 0,005
17 5,85+0,13 29,25+0,64 0,30%+0,01 9,5+0,32 23,74+0,8 0,25+0,008
18 9,45+0,13 4725+0,64 0,49+0,01 3,91+0,45 9,79+1,11 0,1+0,012
19 8,44 + 0,67 42,18 + 3,36 0,44 £ 0,03 2,9+0,03 7,25+0,07 0,08 +0,001
22 11,93+0,83 59,63+4,14 0,62+0,04 9,11 +0,61 22,78+ 152 0,24+0,016
24 7,20+ 0,76 36,0 3,82 0,38 £ 0,04 9,33+0,29 23,34+0,72 0,24 +0,008

+ de experimentos realizados em duplicata.

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 3, algumas cepas destacaram-se
como potencialmente promissoras para permitir a continuidade dos ensaios. No meio MRS
além da cepa 22 pode-se destacar os isolados 18 e 19 e no meio MRS modificado os isolados
17 e 24.

Quanto ao rendimento (Ypss), 0s valores de acido latico obtidos no meio MRS foram
superiores 56,6% em média, em relacdo aos obtidos do meio MRS modificado. Esses valores
foram considerados em funcao do teor de glicose do meio MRS modificado.

Em relacdo a cinética de conversdao de glicose em é&cido latico (1:2), os isolados
ficaram aquém do esperado. A baixa conversdo pode estar associada ao metabolismo

heterofermentativo desses isolados, conforme sera discutido no item 4.7.

Durante a glicolise ou degradacao anaerdbia da glicose para formacgdo de acido latico
caracterizam-se dois processos: homolatico e heterolatico. Na fermentacdo homolatica uma
molécula de glicose € oxidada em duas moléculas de acido piravico, essa oxidacdo gera
energia na forma de dois ATP. Na etapa seguinte duas moléculas de acido pirtvico sdo
reduzidas a dois NADH para formar duas moléculas de &cido latico. Este perfil metabdlico
caracteriza o grupo de bactérias laticas homofermentativas que possuem a enzima aldolase,
capaz de clivar a frutose bifosfato em triose fosfato seguindo a rota do piruvato gerando um
unico produto de fermentacdo, o &cido latico (LEHNINGER, et al, 2010; TORTORA, et al,
2010).



49

Na fermentacdo heterolatica as bactérias heterofermentadoras utilizam uma rota
diferente, a cadeia das pentoses fosfato onde, oxidam a glicose 6-fosfato a 6- fosfogliconato
que é descarboxilado (producdo de CO;), gerando pentose fosfato que pela acdo de outra
enzima fosfocetolase origina a triose fosfato e acetilfosfato. A triose fosfato é convertida em
1 mol de acido latico, com a geracdo de 1 ATP e o acetilfosfato é convertido em etanol. Neste
caso outros produtos da fermentacdo sdo gerados: 1 mol de &cido latico, 1 de etanol e 1 de
CO; (MADIGAN et al., 2008). Também neste processo pode ser observado a formacgédo de
outros acidos tais como: acético, formico, succinico (ciclo do acido citrico), bem como, o

etanol e CO,, com isso o rendimento em acido latico é prejudicado.

4.3 Producéo de &cido latico com controle do pH

Autores como Silva e Mancilha (1991); Mussato et al., (2008) mencionaram que 0
controle de pH durante o processo fermentativo colabora para 0 aumento da producdo de

acido latico.

Para avaliar o efeito do controle do pH na producdo de acido latico foram realizados
ensaios nos quais o pH foi ajustado para valores proximos a 5,3 = 0,2, para ambos 0S meios.
No sistema utilizado foram empregados 800 mL de meio e 10% (v.v™') de inoculo. Os frascos
foram mantidos em Banho Maria a temperatura de 35°C + 2°C controlado por termostato,
com injecdo de ar comprimido suficiente para homogeneizagdo onde acorreram as

fermentacdes (Figura 7).
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Figura 7. Sistema operacional para verificar a producéo de acido latico pelas cepas 16, 17,
18, 19, 22 e 24, nos meios MRS e MRS modificado, temperatura de 35°C = 2°C, mantido

durante 96h de fermentacdo.

A Tabela 4 apresenta os valores de producdo de &cido latico, rendimento e produtividade

durante os ensaios fermentativos obtidos no sistema indicado na Figura 7.

Tabela 4. Quantificacdo da producéo, rendimento e produtividade de acido latico dos isolados

selecionados com controle do pH em meios MRS e MRS modificado apds 96 horas de
fermentacédo, pH 5,3 £ 0,2 a 35°C + 2°C.

MRS MRS 40 gL de glicose
Bactérias Acido latico Rendimento  Produtividade Acido latico Rendimento  Produtividade
(L™ (Yeis) %0 (g/L.h?) (gL™) (Yeis) % (g/L.h?)

16 10,53 + 0,60 52,65+3,15 0,55%0,03 14,62 + 1,50 36,55+3,74 0,38 +0,039
17 10,75+ 1,17 53,75+5,85 0,56 + 0,06 14,09 +1,54 35,23+3,85 0,37+0,04
18 10,64 + 0,55 53,20+2,75 0,55%0,03 12,71 + 3,20 31,78+8,10 0,33+0,08
19 10,75 + 0,60 53,75+3,03 0,56 +0,032 14,51+ 2,60 36,28 +6,50 0,38+0,07
22 10,91 +0,21 5455+1,07 0,57+0,01 15,60 + 1,42 39,0 £ 355 0,41+0,037
24 10,64 + 1,45 53,20+7,25 0,55%0,08 13,38 + 3,90 33,45+9,75 0,35%0,10

+ de experimentos realizados em duplicata.
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Os resultados apresentados na Tabela 4 demostraram que a concentragdo de acido
latico aumentou quando o pH do meio manteve-se proximo ao pH de ajuste para ambos 0s

meios.

Comparando os ajustes de pH nos meios MRS e MRS modificado pode-se verificar
que a producdo de acido latico aumentou em 24% no meio MRS em relacéo aos experimentos
sem controle de pH (Tabela 3), com valores médios de 10,7 gL™. O aumento da producéo de
acido latico em meio MRS modificado também foi observado, sendo este de 49% em relacédo
ao sem controle de pH com producéo média de 13,82 gL™.

De acordo com Silva e Mancilha (1991), o pH é um dos principais fatores que
influencia a producdo de &cido latico, devido a atividade catalitica das enzimas e atividade
metabolica dos micro-organismos dependentes do pH extra celular. O &cido latico inibe o
crescimento bacteriano, com a diminuicdo do pH externo a célula, o acido é protonado e
expulso para 0 meio. Uma vez desprotonado o &cido volta para dentro da célula e dissocia-se
devido ao pH intracelular ser superior. A célula consome ATP para bombear protons para o

meio isto interfere no crescimento e induz a morte das bactérias.

Em seus estudos, Mussato et al., (2008) constataram que com ajuste do pH,
empregando MRS suplementado com cevada hidrolisada alcangou producdo méaxima de
35,54 gL™ de &cido latico, enquanto que o mesmo meio sem controle de pH atingiu
13,02 gL™. Além da diminuigdo na producéo, ocorreu menor consumo do substrato e menor

crescimento bhacteriano.

Em relacdo aos rendimentos, a diferenca da concentracdo de glicose dos meios MRS e
MRS modificado mostrou ser significativa para esses parametros com diferenca média de
35,4% entre eles.

Com ajuste do pH a produgdo de &cido latico no meio MRS foi favorecido, sendo este
em média de 31,0% maior que o rendimento observado sem controle. O mesmo pode ser
observado em meio MRS modificado onde o valor médio aumentou em 52%. Durante a
realizacdo destes ensaios a cepa 22 apresentou desempenho superior as demais com producéo

de 4cido latico de 15,60 gL™, rendimento de 39% em meio MRS modificado.

Neste estudo, as interacOes existentes entre consumo da glicose, crescimento

microbiano e producdo de acido latico foram investigadas. A Figura 8 indica que a glicose
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ndo foi totalmente consumida apos 96h de ensaio por nenhuma das linhagens de bactérias

estudadas.

Nem sempre o substrato é exaurido completamente do meio de cultivo quando a
concentracdo celular bacteriana atinge seu valor maximo; podendo ainda existir uma

concentracéo residual do mesmo ao término da fermentagdo (HISS et al., 2001).

Isto se deve em parte pelo carater metabdlico do micro-organismo empregado; em
alguns casos, bactérias laticas heterofermentativas podem ndo utilizar todo o substrato para

sintetizar seus metabdlitos e multiplicar-se.

Observou-se mediante os ensaios que o crescimento exponencial das células de todas
as linhagens das bactérias estudadas, para ambos os meios MRS e MRS modificado atingiu a
ordem de 10*° UFC.mL™ ap6s 96h de fermentacdo, porém apresentaram perfil de crescimento
semelhante. Este fato confirma que a glicose ndo foi utilizada apenas para 0 crescimento
celular. As médias dos valores de crescimento exponencial obtidos em meio MRS modificado

para todas as cepas estudadas sdo mostradas na Figura 9.

A energia obtida pela oxidacdo do substrato ndo é destinada apenas para o0 crescimento
celular, mas também para fins de manutengcdo. O aumento proporcional da biomassa deve-se
exclusivamente ao consumo de substrato, porém uma parcela desse consumo é destinada para
manter o equilibrio osmético da célula, modificacdo de estruturas celulares que necessitem de
energia (ATP), renovacdo de macromoléculas como proteinas, sintese de RNA, excregdo de
metabdlitos toxicos, bem como a manutencdo de gradientes eletroquimicos e do pH
intracelular em niveis 6timos (HISS et al., 2001).

Os menores valores de glicose residual foram observados para as cepas 18, 19 e 22
com diferenca de aproximadamente 2,24 gL™ entre elas (Figura 8).



gL

30
L7 glicose

25+ I cido latico
20

15 7 T

10

7 7 .
5
0-
Cepal6 Cepal7 Cepal8 Cepal9 Cepa22 Cepa 24

53

Figura 8. Quantificagdo da producdo de acido latico e glicose residual em meio MRS

modificado apos 96h de fermentacéo, a 35°C * 2°C, cepas 16; 17; 18; 19; 22 e 24.
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MRS modificado apds 96h de fermentacdo, a 35°C + 2°C.
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De acordo com Borzani et al., (2001) o processo fermentativo que leva a producao de
acido latico é dividido em duas fases: a primeira refere-se a velocidade especifica de consumo
do aclcar que esta diretamente relacionado a de crescimento do micro-organismo néo
havendo formacéo do produto. Por outro lado na segunda etapa ocorre a formacéo do produto

que esta parcialmente associada ao crescimento microbiano.

Quando a producédo de &cido latico estad associada ao crescimento, a bactéria € capaz
de multiplicar-se e sintetizar seu metabdlito continuamente até que todo o aglcar seja
utilizado (BOONMEE et al, 2003).

Em suas pesquisas Boonmee et al., (2003) avaliaram o efeito da limitacdo da lactose e
inibicdo do crescimento pelo produto (lactato) empregando Lactococcus lactis NZ133. As
fermentagcbes em batelada foram conduzidas em meios com diferentes concentragdes de
lactose (gL™): 20, 40, 60, 80 e 100 respectivamente. Os resultados obtidos pelos autores
indicaram que a producdo de lactato estava associada ao crescimento quando 20 gL™ e
40 gLde lactose foram utilizados; ndo havendo actimulo de agucar residual. Ocorreu o
oposto quando foram utilizados de 60 gL™ a 100 gL™de lactose, o crescimento cessou antes
que toda lactose fosse consumida e houve um periodo significativo de ndo crescimento

associado a producéo de lactato.

A Figura 10 indica que a cepa 22 apresentou rapido crescimento entre 48 e 72h,
quando metade da glicose foi consumida na conversdo para acido latico, restando 5 gL™ ap6s
96h de fermentacédo a 35°C + 2°C.

A producdo de acido latico pela cepa 22 pode ser classificada como mista, o produto
foi sintetizado nas trés fases de crescimento: exponencial (Log), estacionaria e declinio (morte
celular); sendo que a formacéo do produto ndo apresentou grande associagdo com o aumento

celular e com o declinio da viabilidade (Figura 10).

Como a concentracdo de glicose no meio ndo foi determinante para aumentar os teores
de &cido latico, o crescimento exponencial celular permaneceu inalterado em ambos 0s meios,
e o valor do agucar residual em média no MRS modificado foi maior (10,03 gL™) ap6s 96h.

Diante dos resultados obtidos optou-se prosseguir as fermentacdes em maior escala em
meio MRS.
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Figura 10. Representacdo da cinética de crescimento, producéo de acido latico e consumo da
glicose no cultivo da cepa 22, pH 5,3 + 0,2 em meio MRS modificado, temperatura de 35°C £
2°C por 96h de fermentacéo.

4.4 Avaliacdo da producédo de acido latico em biorreator de 5L

As cepas 16 e 22 que apresentaram maior rendimento em acido latico na etapa anterior

(triagem) foram submetidas a processo fermentativo em biorreator de 5L.

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que para ambas as cepas, ocorreram

aumento do rendimento e produtividade comparados com o experimento anterior (Tabela 4).

A cepa 16 apresentou aumento no teor de cido latico em 58,69%, com rendimento de
91,13% e produtividade de 3,31 g/L.h™, esta produtividade corresponde a um aumento de 6
vezes ao experimento anterior. O mesmo pode ser observado para a cepa 22, que apresentou
valores de rendimento superiores a 78% em condicdes iguais de processo (biorreator com
ajuste de pH), produziu 15,98 gL™ de &cido latico, com produtividade aumentada em 5,38
Vezes.

Nas condi¢bes que o experimento foi conduzido salienta-se que estes valores foram

obtidos em um periodo de fermentacdo de 26 horas.
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Tabela 5. Quantificagdo de 4cido latico (gL™), rendimento (Ypis) % e produtividade (g/L.h™)
produzidos pelas cepas 16 e 22 em biorreator de 5L, em meio MRS, temperatura de 36°C, 120
rpm, pH = 5,3 £ 0,1 periodo de 26 horas.

Cepa 16 Cepa 22
Tempo(h)  Acido latico Rendimento Produtividade  Acido latico Rendimento  Produtividade
(9L™) (Yess) %0 (g/L.h?) (9L (Yeis) %0 (g/L.h™)
10 7,38+0,0 36,9+0,0 3,69+0,0 453+3,66 22,63+18,28 2,26+1,83
22 16,47 +£0,64 82,35+3,18 3,74+£0,14 11,88+2,04 59,4+10,18 2,70 £0,46
26 18,23+1,46 91,13+7,32 3,31+0,01 15,98+0,32 79,88+ 1,59 3,07+0,06

* de experimentos realizados em duplicata.

Os valores de rendimento, produtividade e producdo do &cido latico registrados na
Tabela 5 para as duas estirpes, deve-se provavelmente as condi¢cbes em que 0 experimento foi

desenvolvido empregando-se biorreator com bons recursos de controle.

Tudo indica que a correcdo continua e automatizada do pH com NaOH (5M) a medida
que o acido latico era produzido, diminuiu o tempo das fermentacGes de 96h para 26h, e

favoreceu o processo melhorando o rendimento.

Nessas condi¢cbes o emprego da cepa 16 em processos fermentativos industriais é
promissor, uma vez que essa bactéria isolada do ambiente possui perfil metabdlico
diferenciado convertendo a glicose em acido latico em menos tempo. A Figura 11 mostra o

biorreator onde foram realizados experimentos com ajuste do pH de forma mais precisa.



57

Figura 11. Biorreator empregado para avaliar a producéo de &cido latico pelas cepas 16 e 22,
em meio MRS ap06s 26h de fermentacdo, temperatura de 36°C, 120 rpm.

A Figura 12 apresenta a cinética do processo metabolico de crescimento, consumo de
glicose e producéo de acido latico da cepa 16. Nesta figura verifica-se rapido crescimento nas
primeiras 8 horas de fermentacdo, estabilizando-se a seguir, porém acompanhado do consumo
da glicose e producdo de &cido latico em 26 horas de fermentacdo. O valor residual de glicose
no meio foi de 2,61 gL ™.
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Figura 12. Cinética de crescimento avaliada em Unidades Formadoras de col6nias/mL
(UFC.mL™), producdo de &cido latico (gL™) e consumo da glicose (gL™) no cultivo da
bactéria 16, em meio MRS, pH 5,3 £ 0,1, temperatura de 36°C em periodo de 26h.
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Figura 13. Cinética de crescimento avaliada em Unidades Formadoras de Col6nias/mL
(UFC.mL™), producdo de &cido latico (gL™) e consumo da glicose (gL™) no cultivo da
bactéria 22, em meio MRS, pH 5,3 £ 0,1, temperatura de 36°C em periodo de 26h.

4.5 Validagdo do lactimetro

Além das analises feitas pelo lactimetro, da quantidade de acido latico produzido este
também foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com o intuito
de se verificar e validar seus resultados. Os dados apresentados na Tabela 6 mostram que os
valores de &cido latico obtidos pelos dois métodos encontram-se bem proximos, ndo havendo
diferenca significativa.
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Tabela 6. Quantificacdo do L (+) &cido latico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e lactimetro para as cepas 16 e 22.

Tempo de Areado Conc. de 4cido latico Conc. finalde  Conc. final de acido

fermentac&o Pico (ng.ml™) acido latico (gL™) latico (gL ™)
CLAE CLAE CLAE Lactimetro
Ensaio 1
10h 284503 351,47 7,03 7,38
22h 607181 748,49 14,97 16,92
Cepa 16
Ensaio 2
10h 309933 382,76 7,66 7,38
22h 640631 789,65 15,79 16,02
26h 707116 871,45 17,43 17,19
Ensaio 1
10h 272571 336,78 6,74 7,11
22h 599349 738,85 14,78 13,32
Cepa 22
Ensaio 2
22h 436281 538,21 10,76 10,44
26h 691754 852,55 17,05 15,75
30h 680179 838,31 16,77 15,48

Os resultados registrados na Tabela 6 confirmam que o equipamento utilizado
(lactimetro) para a dosagem do acido latico produzido durante o processo de fermentacdo
pode ser um instrumento pratico conferindo uma boa alternativa para esta analise de maneira

rapida, simples e com sensibilidade quando comparado ao da CLAE.

4.6 Avaliacdo da isomeria do &cido latico produzido durante as fermentacGes

A avaliacdo de formacdo de isdmeros de acido lactico D (-) ou L (+) foi verificada por
cromatografia utilizando uma coluna quiral. A intencédo desta verificacdo foi de certificar se
0s rendimentos observados pelas cepas isoladas estavam associados a este fato de produzirem
também o D (-) acido latico, uma vez que o lactimetro apresenta leitura somente para o

isomero L (+) acido latico.

Os resultados revelaram que as cepas isoladas e estudadas ndo apresentavam o
isdmero D (-) &cido latico, confirmando que os baixos rendimentos obtidos por algumas cepas

ndo estava associado ao fator isomeria e sim, pelas suas caracteristicas metabdlicas.
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4.7 Avaliacéo do produto final de fermentagéo

Apos o termino das fermentacdes pelas cepas 16 e 22, amostras foram submetidas a
analises por cromatografia para avaliacdo do produto final e verificacdo de possivel formacgéo
de outros &cidos organicos durante o0 processo.

Os cromatogramas apresentados nas Figuras 14, 15, 16 e 17 referem-se a experimentos
realizados no biorreator para as cepas 16 e 22 respectivamente no periodo de 26 horas de

fermentacao.

Figura 14. Cromatograma padréo de acido latico.
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Figura 15. Perfil cromatografico do caldo fermentativo da Cepa 22 cultivada em meio MRS,
apos 26h de fermentacéo, temperatura de 36°C, 120 rpm, pH 5,3 £ 0,1.

Figura 16. Perfil cromatogréfico do caldo fermentativo da Cepa 16, cultivada em meio MRS,
apos 26h de fermentacédo, temperatura de 36°C, 120 rpm, pH 5,3 £0,1.
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Figura 17. Cromatograma do padréo de acido acético.

Com base nas informag6es cromatograficas foi verificada a producao de &cido latico
durante as fermentacdes pelas bactérias 16 e 22, confirmando que ambas sdo produtoras do
acido latico (Figuras 15 e 16). Também foram avaliadas as presencas do &cido acético e do
acido succinico nos processos, cujos tempos de retencdo sdo respectivamente 16.690 e
12.545.

Trata-se de um fato conhecido que as bactérias laticas homofermentativas incluem os
géneros Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus e algumas espécies de
Lactobacillus, fermentam agucares pela via Embden - Meyerhoff - Parnas (EMP) no qual o
piruvato € convertido exclusivamente em acido latico pela acdo da lactato desidrogenase
(AXELSSON, 2004; MAYO et al., 2010).

Contudo, outros autores afirmam que em condi¢cdes limitadas de fonte de carbono ou
excesso, utilizacdo de outros tipos de aglcares como maltose, galactose e pentoses (resultando
em menor taxa de crescimento); faz com que o metabolismo homolatico seja substituido pelo
metabolismo de &cidos mistos (ou fermentacdo mista). Sendo assim, o piruvato é desviado
para uma rota alternativa com a sintese de outros metabolitos como formato, acetato, etanol e
CO, (BOUSQUET et al., 2002; EVEN et al., 2001; GARRIGUES et al., 2001) (Figura 18).
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Fonte: Axelsson, (2004); Mayo et al., (2010) modificado.

Figura 18. Metabolismo de acidos mistos. Enzimas que catalisam as reacdes: 1- Lactato
desidrogenase (LDH); 2- Piruvato Formiato Liase (PFL); 3- Piruvato Desidrogenase;
4-  Acetaldeido  desidrogenase (ACDH); 5- Alcool desidrogenase (ADHE);
6- Fosfotransacetilase (PTA); 7- Acetato quinase (ACK).

Essa modificacdo no metabolismo do piruvato esta relacionada ao controle da atividade
das seguintes enzimas: Lactato desidrogenase (LDH), piruvato formato liase (PFL) e a
gliceraldeido -3- fosfato desidrogenase (GADPH); em funcdo da razdo de NADH/NAD+.

Quando a proporcao entre NADH / NAD+ é baixa, a LDH torna-se inativa, com isso a
GADPH ¢ ativada impedindo o aumento da triose fosfato, frutose 1-6 difosfato e do
gliceraldeido -3- fosfato (moléculas chave, intermediarias da glicolise). Nessas condicdes a
inibicdo da PFL é muito fraca e o metabolismo do piruvato é re-direcionado para a
fermentacdo de acidos mistos (GARRIGUES et al., 2001; KOEBMANN et al., 2005;
KOWALCZYK; BARDOWSKI, 2007).
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Yun et al., (2003) investigaram os efeitos de varias fontes de carbono na producéo de
acido latico por Enterococcus faecalis RKY1. Os autores comprovaram que na presenca de
glicose, frutose ou maltose a produgdo de acido ocorreu normalmente sem obtencdo de
metabolitos secundarios. Ao contrario quando a galactose foi utilizada como fonte de C no
meio; 0s acidos acético e formico foram produzidos em maior quantidade. Perceberam ainda
que 0 mesmo micro-organismo foi capaz de produzir &cido succinico com altos rendimentos
em meio contendo acido fumarico e glicerol. O &cido fumarico funciona como aceptor de H”
enquanto o glicerol funciona como doador de H* na bioconversido de ambos os acidos em

succinato.

A presenca do &cido succinico mostrado na Figura 16, que foi produzido durante o
processo esta relacionado ao desvio do metabolismo do piruvato que segue a rota do ciclo do
acido citrico.

Inicialmente o piruvato é oxidado pela piruvato desidrogenase, no qual o grupo
carboxila é removido do piruvato na forma de uma molécula de CO; e os dois carbonos
remanescentes tornam-se o grupo acetil do acetil-CoA. O acetil- CoA entra no ciclo do &cido
citrico, transfere o seu grupo acetil para o oxaloacetato para formar o citrato. O citrato é
transformado em isocitrato e este é desidrogenado com perda de CO, para formar o
o~ cetoglutarato. A partir deste Gltimo que tambem sofre uma descarboxilagédo (-CO5) libera o
succinato que é convertido enzimaticamente (em reacdo de trés etapas) no oxaloacetato com o
qual o ciclo se iniciou. Para iniciar uma volta do ciclo uma molécula de oxaloacetato reage
com uma nova molécula de acetil-CoA para formar o citrato como pode ser observado na
Figura 18 (LENINGHER, 2010).

Os resultados obtidos neste estudo permite pressupor que a bactéria 16 apresentou
desvio metabdlico com producdo de &cido succinico, devido ao fato da fermentacdo ndo ser
conduzida em estrita anaerobiose dentro do biorreator. O biorreator opera com agitacdo de
0.60 x G e ocorre certa oxigenacdo no meio e propicia 0 metabolismo da bactéria para

transformar o piruvato aerobiamente seguindo a rota do ciclo do acido citrico (Figura 16).
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4.8 ldentificagdo molecular das bactérias

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das cepas 16 e 22 apresentaram
entre 99 e 100% de similaridade com sequéncias do gene RNA ribossomal 16S das linhagens
tipo Enterococcus durans, Enterococcus faecium e Enterococcus hirae, além de similaridade
com sequéncias de varias linhagens de Enterococcus sp contidas nas bases de dados
consultadas Genbank e RDP. A analise filogenética recuperou as duas cepas no mesmo
cluster com 50% de re-amostragem com as linhagens tipo Enterococcus durans e
Enterococcus faecium ndo sendo possivel a identificacdo em nivel de espécie, entretanto, cabe
ressaltar que ambas as cepas 16 e 22 apresentaram alta similaridade entre suas sequéncias

podendo inclusive ser consideradas réplicas (Figura 19).

cepa 16
Enterococcus durans CECT411" (AJ420801)
Enterococcus faecium ATCC 19434" (DQ411813)

3
49

50 cepa 22

Enterococcus hirae ATCC 9790" (CP003504)
Enterococcus thailandicus FP48-3" (EF197994)
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525" (D84013)

0.02

Figura 19. Arvore filogenética demonstrando as relagdes evolutivas entre as sequéncias
parciais do gene RNA ribossomal 16S das nomeadas cepa 16 e cepa 22 e sequéncias de

linhagens de micro-organismos relacionados presentes nas bases de dados RDP e Genbank.
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5. CONCLUSOES

As duas cepas 16 e 22 foram identificadas com 99% e 100% de similaridade podendo
ser: Enterococcus durans, Enterococcus faecium e Enterococcus hirae. Ndo foi possivel

identificar precisamente quais espécies correspondem as cepas estudadas.

Como nesse trabalho objetivou-se selecionar bactérias produtoras de L (+) acido
latico, conclui-se que as cepas provenientes de usinas sucroalcooleiras e de alimentos carneos

foram as que apresentaram melhor producao em acido latico.
O ajuste do pH durante as fermenta¢des favoreceu maior producéo de acido latico.

O emprego das cepas 16 e 22 em processos fermentativos industriais controlados foi
promissor devido ao fato dessas bactérias possuirem perfis metabdlicos diferenciados,

convertendo a glicose em &cido latico em menor tempo.

Outros ensaios para quantificar a producao de acido latico em condigdes otimizadas
pode indicar melhores rendimentos das linhagens estudadas. Dentre os estudos alternativos
seria realizar fermentacGes com diferentes fontes de carbono: glicose, sacarose, lactose, varios
tipos de pentose; fontes de nitrogénio e microelementos necessarios para o desenvolvimento

das bactérias laticas.

A quantificacdo do acido latico com o lactimetro mostrou ser uma metodologia

confiavel para a analise de L (+) acido latico.
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7. APENDICE

7.1 Apéndice A - Sequéncias parciais do operon RNA ribossomal dos isolados.

>cepa 16

GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACA
GGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTT
TCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGG
GACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA
ATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGA
CGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTT
CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACACTAGAGATAGAGCTTCC
CCTTC

>cepa 22

TGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAG
TCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGT
TGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGT
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GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGAAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCAATCGAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGG
CAAAGTGACAGGTGGTGC
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7.2 Apéndice B - Aspectos morfoldgicos das colonias dos isolados de acordo com as
procedéncias.

Cepa 7. Dorna de usina sucroalcooleira Cepa 13. Peixe

Cepa 16. Dorna de usina sucroalcooleira Cepa 18. Queijo ricota

Cepa 22. Pele de salame Cepa 24. Dorna de usina sucroalcooleira
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