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RESUMO

O acido latico € um produto com alto valor agregado, seu mercado esta
estimado em cerca de US$ 511,11 milhdes, dessa forma a produgdo dessa
biomolécula gera grande interesse. Visando minimizar os custos de produg&o do
acido latico, o presente trabalho tem como objetivo produzi-lo a partir do soro de leite
proveniente da producdo de queijo utilizando o Lactococcus lactis, promovendo
assim o aproveitamento desse residuo de forma concomitante. Para tanto foram
realizados ensaios preliminares para avaliar a influéncia de diferentes meios de
cultura sobre o microrganismo, sendo eles o soro de leite coagulado e o filtrado (sem
os coagulos), ademais, foi analisado o meio MRS (Man, Rogosa e Sharpe) como
controle positivo, sendo analisados o consumo de agucar redutores e a producao de
acido latico, atingindo uma producdo de respectivamente, 1,64; 1,51 e 7,63 g/L do
acido. A partir dos resultados desta etapa, foi determinado que o soro de leite
coagulado seria utilizado para o ensaio no reator STR, nele foi examinado o
crescimento das células, bem como a quantificacdo de agucares redutores e acido
latico, obtendo-se 1,86 g/L da biomolécula. Em seguida, o caldo fermentado no
reator foi purificado, resultando em uma amostra cerca de 6 vezes mais pura, e 0s
residuos deste processo foram analisados, por terem uma composi¢gdo semelhante
ao soro de leite e ndo apresentarem compostos téxicos, demonstraram ter potencial
para novas aplicagdes como ragédo animal, desta forma, cria-se uma circularidade
econdmica. Por fim, o processo apresenta uma possibilidade de reaproveitamento
do soro de leite, porém seriam necessarios ajustes para que o mesmo se torne

eficiente.

Palavras-chave: Acido latico, Lactococcus lactis, Soro de leite



ABSTRACT

Lactic acid is a product with high added value, its market is estimated at
around US$511.11 million, therefore the production of this biomolecule generates
great interest. Aiming to minimize the costs of producing lactic acid, the present work
aims to produce it from whey from cheese production using Lactococcus lactis, thus
promoting the use of this residue concomitantly. To this end, preliminary tests were
carried out to evaluate the influence of different culture media on the microorganism,
namely coagulated whey and filtrate (without clots), in addition, the MRS medium
(Man, Rogosa and Sharpe) was analyzed as positive control, analyzing the
consumption of reducing sugar and the production of lactic acid, reaching a
production of 1.64, respectively; 1.51 and 7.63 g/L of the acid. From the results of
this step, it was determined that coagulated whey would be used for the test in the
STR reactor, where cell growth was examined, as well as the quantification of
reducing sugars and lactic acid, obtaining 1.86 g /L of the biomolecule. Then, the
broth fermented in the reactor was purified, resulting in a raise of purity in about 6
times, the residues from this process were analyzed, as they have a composition
similar to whey and do not present toxic compounds, demonstrating potential for new
applications such as animal feed, in this way, economic circularity is created. Finally,
the process presents a possibility of reusing the whey, but adjustments would be

necessary for it to become efficient.

Keywords: Lactic acid, Lactococcus lactis, Whey



LISTA DE ILUSTRAGOES
Figura 1 - Condicdo do soro com coagulo apés o processo de
P2 101013 F= 1= To 1= o 1SS 26
Figura 2 -  Controlador e  Biorreator de 7L  utlizados no
[0 o o7 =T [ 41T o | (U 28
Figura 3 - Equipamento de destilagdo utilizado para o método de
KIRIA@NL. ... e e e e e s nnreeees D2
Figura 4 - Equipamento soxhlet usado para a extracdo de
0] [ Lo SR UPPUSSRG X |

Figura 5 — Curva de calibragdo do acido latico e sua respectiva equagao da reta

.. 36
Figura 6 - Curva analica de DQO com a solucdo de
KH P, et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e — e e e e e e aarrraaaas 37
Figura 7 - Curva de calibracao para 0 método do
1Y 1= PSR OPR 39

Figura 8 - Curva de calibracao para 0 meétodo de
Bradford...... ..o e 40
Figura 9 - Produgcdo de acido latico em relagdo ao tempo no meio
Figura 10 — Producdo de &cido latico em relagdo ao tempo no Soro de Leite
111 7= Lo [ TSP 41
Figura 11 — Producédo de &cido latico em relagcdo ao tempo no Soro de Leite
(@707 U] 1= To [ TSRS 42
Figura 12 - Producdo de acido latico em relagdo ao
L€ 0.0 0T J PP
Figura 13 - Fotos das Culturas Plaqueadas do meio
Figura 14 - Fotos das Culturas Plaqueadas do meio Soro de Leite
111 7= Lo [ PO UPPPPRPPRRY” (¢
Figura 15 - Fotos das Culturas Plaqueadas do meio Soro de Leite
(@707 U] F= To [ TR 47

Figura 16 - Produgcdo de acido latico em relagdo ao tempo no



Figura 18 — Sobreposicdo dos cromatogramas da biomassa e do soro
fermentado. ... ..o 53

Figura 19 —Sobreposi¢cao do cromatograma com a curva padrao....................... 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Propriedades termodinamicas do Acido LAtiCO..........cccvevveeeceeeeeeeeenn. 14
Tabela 2 — Estudos sobre produgéo de acido IatiCO ........cccoovveeiieiiiiiiiiii 23
Tabela 3 — Rendimento da produgao de acido latico para cada um dos meios....... 45

Tabela 4 — Grau de pureza das amostras



SUMARIO

1. INTRODUGAO. .....eeeeeeseseseseesesasssssesessasssssssesessasassssseseseatasasasesessasasasssssesessassssssssessasasaes 12
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ccotietrceesienseessessessssssssessssesssesssssssssssssssessanes 14
2.1. Acido Latico: Propriedades € APliCACBES............eoveueeeeeeeeeeeeeeeeee e, 14
2.2. Mercado de acido JAtICO. .......coiiiiie e 16
2.3. Bactérias acido-latiCas. ........ccouueeeee i 17
YA S - Tor oo Yo o1 L= 1 F= 1o £ SRR 19
2.5. Mercado da Industria de LatiCinios............oovviieiiiiiiiiiee e 20
2.6. Acido Latico: da produgd0o & PUrificaCa0...........cveeviveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 22

B0 = 1 I Y0 24
4. MATERIAIS E METODOS........ceoietrueeiireessesessssessssesssssessssessssssssssssssssesssssnsssssssssssssssasssns 25
4.1. Materiais € REageNteS.......coooiiiiiiiiii e 25
4.2, MetOdOIOGIA. ....eeeeeiiiiiiiee e 25
4.2.1. Preparo dos meios e caracterizagao do SOrO.........ccceeeeiiieiieeiiicieeeeiaes 25

4.2.2. Ensaio de fermentacdo em erlenmeyer..............eeeeeieiiiiiiiiiiiiiiinniiiiie 26

4.2.3. AMpliagao de €SCala...........uuuiiiiiiiiii e 27

N S U 417> Vo= T J SRR 29

4.2.5. Tratamento de ReSIAUOS..........uuiiiiiiiiiiieieieeceeeeee e e 30

4.3. MEt0d0oS @nalitiCOS.......uuiiiieee e 34
4.3.1. Bradford..........cooooiiiiiii e 34

T /111 = SRS TPPPP 34

4.3.3. Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).............. 35

4.3.4. Quantificacado de células por Unidade Formadora de Coldnias (UFC). 36

4.3.5. Analise de Demanda Quimica de OXigénio............ceeeveeiiiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 36

4.3.6. Analise por Cromatografia GasoSa.........cccuviiiiiieiiiiiiiiiiiiieeeee 37

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cccerimrirriiresnesnssnssessessesssssssssssssssssssssssssssssssnes 39
5.1. Caracterizagdo do Soro de Leite.......ccooveeeieiiiiiiieeeecc e 39
5.1.1. AQUCAres redUIOIES. .......ccoeiiieeeeeeeee et e e e e e e 39

5.1.2. Proteinas totais..........oeveiiiiiiiiiie e 40

5.2. Produgao de acido latico em diferentes meios de cultura............cc............... 40
5.3. Avaliacao da producado em Reator STR operando em batelada.................... 47
5.4. Purificagao do acido latico produzido no reator..............ccceeevvvveeviiiiiiininnnn. 50
5.5. Anadlise dos residuos gerados pela produGao...............uueeeiiiiiiieeeeeeeeseeeeeeeennns 52
ST T I =T o F= =T U 52

R 11 0] 010 (== 1 TSR 54

5.5.3. Destino final dos resSiduOS..........cooviviiiiiiiicere e 55

(7 o7 0] od I UL Yo T 56

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cocoeeeecccreetrerassseeesesesesssasasassesssssssees 57



12

1.  INTRODUCAO

O acido latico € uma molécula com a férmula quimica CH;CH(OH)COOH,
com a massa molar de 90,078 g/mol, ponto de fusdo de 16,8°C e de ebulicao
equivalente a cerca de 122°C. Ele é caracterizado por ser soluvel na agua, com
baixa volatilidade e descrito como seguro (Lauffer, 2019).

Sua produgéo pode ser via quimica ou bioldgica. Considerando que a sintese
quimica do acido latico é dispendiosa e prejudicial ao meio ambiente, a produgao
biotecnoldgica surgiu como uma alternativa promissora e vantajosa, sendo bastante
empregada para esse produto, além de possibilitar o uso de co-produtos
agroindustriais de baixo valor agregado como substrato fermentativo (Haris et al.,
2023).

Segundo pesquisas do Mordor Intelligence (2024), o mercado de acido latico
é estimado, no ano de 2024, em um valor de US$ 511,11 milhdes, e ha previsao de
crescer para US$ 624,54 milhdes até 2029, indicando ndo apenas o impacto desse
produto, como também sua expectativa de incremento de investimentos no futuro. A
producao do acido latico via fermentagao pode apresentar dois isdbmeros diferentes,
o L(+) e o D(-), dependendo do microrganismo e das condi¢des de cultivo aplicadas.
Ja a sintese quimica é conhecida por gerar usualmente a mistura racémica dos dois
isbmeros (Beitel et al., 2020).

Essa producio biotecnolégica envolve um microrganismo, muitas vezes do
género Lactobacillus, capaz de realizar a fermentagdo de agucares ou compostos
lignocelulésicos, gerando como produto o acido latico. Muitas vezes esses
organismos possuem como pH ideal a faixa de 5 a 7 (Yankov, 2022).

Uma das espécies do género € o Lactococcus lactis, o qual € uma bactéria
gram positiva com elevado conhecimento disponivel cientificamente, entdo € uma
fabrica bastante utilizada em diversos processos fermentativos. Ela é bastante
aplicada na industria de produtos lacteos, como de queijos, e é muito interessante
por ndo produzir, usualmente, endotoxinas ou metabdlitos toxicos, possibilitando sua
ampla aplicagao na industria de alimentos (Tavares, 2020).

Em relagédo ao substrato, esse microrganismo é capaz de utilizar os agucares
provenientes de residuos agroindustriais para gerar a fermentagao. Esse processo é
de grande interesse ao trazer uma economia ao processo, além de agregar valor a
um material que antes seria descartado, mas que possui uma qualidade nutricional

interessante para muitas espécies de microrganismos, reduzindo drasticamente o
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impacto ambiental de diversos processos de producgéo (Yankov, 2022). A industria do
leite, por exemplo, € atrativa para esse tipo de prospecgao, visto que ano passado
atingiu uma producao global de mais de 944 milhdes de toneladas, gerando mais de
200 milhées de toneladas de residuo liquido, conhecido como “soro do leite”
(Mukherjee et al., 2023).

O “soro de leite” € um co-produto bastante promissor como substrato
fermentativo, pois € altamente nutritivo, sendo resultante do processo de produgao
de queijo e iogurtes. Desse modo, é necessario realizar a precipitacdo de proteinas
especificas, gerando esse soro, o qual contém alto valor de lactose, proteinas,
minerais e lipideos. Além de nutritivo, o planejamento de um destino para esse soro
€ extremamente necessario, visto que o descarte incorreto do mesmo pode provocar
degradacgao da flora, prejudicar a qualidade da agua e contaminar o solo. Entao,
cabe a industria planejar um tratamento para esse co-produto antes do descarte, o
que gera gastos para o processo. Assim, sao crescentes os estudos procurando
alternativas que agreguem valor a esse residuo e aproveitem esses nutrientes,
reduzindo o impacto ambiental (Mukherjee et al., 2023).

Assim, o Lactococcus lactis apresenta alto potencial para a geragdo de
produtos de alto valor agregado, destacando-se por sua capacidade de fermentar a
lactose presente no soro de leite, que também possui outros componentes como
proteinas e lipideos. Este trabalho visa explorar a produgdo de acido latico por
Lactococcus lactis utilizando soro de leite como matéria-prima, uma abordagem que
ndo sé agrega valor a um residuo industrial, mas também contribui para a

sustentabilidade ambiental.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Acido Latico: Propriedades e Aplicagées

A producgao de acido latico tem ganhado crescente atengcdo devido as suas
diversas aplicagdes industriais, que abrangem desde a conservagdo de alimentos
até a produgao de polimeros biodegradaveis, cosméticos e produtos farmacéuticos.
O acido latico, também conhecido como acido 2-hidroxipropanoico, € um composto
organico de grande importancia biotecnoldgica, sendo classificado como Geralmente
Reconhecido como Seguro (GRAS) pelo 6rgao regulatério Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos (Monteiro, 2024).

Segundo Komesu (2017), o acido latico € um liquido inodoro que a 15°C e 1
atm apresenta coloragdo amarela a incolor, sendo o acido hidroxicarboxilico mais
simples. Algumas de suas propriedades termodindmicas podem ser observadas na
Tabela 1, sendo dextrégiro (“D”) e levogiro (“L”) seus dois enantibmeros existentes.
Descoberto inicialmente por Scheele em 1780 no leite azedo e posteriormente
produzido por fermentagcado por Fremi em 1881, o acido latico pode ser obtido por
vias quimicas ou biotecnolégicas, sendo esta ultima preferida devido a suas

vantagens econdmicas e ambientais (Ojo, 2023).

Tabela 1 - Propriedades termodinamicas do Acido Latico (C5Hs05).

Propriedade Valor
Densidade a 20 °C (g/L) 1,249
Ponto de fuséo (°C) 52,8 (D); 53,0 (L); 16,8 (DL)
Ponto de ebuligao (°C) 82,0 (DL) a 0,5 mmHg; 122,0 (DL) a 15

mmHg; 103 (D) a 15 mmHg

Constante de dissociagao (pKa) a 25 °C 3,83 (D); 3,79 (L)
Capacidade térmica (J/mol.°C) a 20 °C 190 (DL)
Calor de solugao (kJ/mol) a 25 °C 7,79 (L)
Calor de fuséo (kJ/mol) 16,86 (L); 11,33 (DL)

Fonte: Holten et al., 1971; Perry e Chilton, 1999 apud Komesu 2017.
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Para a produgdo por via quimica, produz-se o acido através de multiplas
etapas, utilizando fontes petroquimicas. O produto formado € uma mistura racémica
de acido D (-) e L (+) lactico, apds oxidacao catalitica do etileno para obter o
acetaldeido, que em seguida & convertido em lactonitrila e hidrolisado. Também
foram relatados outros métodos por rota quimica inviaveis técnica e
economicamente, como a hidrolise do acido cloropropibnico e a oxidagao do
propileno ou propilenoglicol (Yankov, 2022).

Atualmente, a produgdo de acido latico utilizando fontes de carbono para
fermentacdo microbiana representa mais de 90% do total. Neste processo,
microrganismos em condi¢des favoraveis convertem agucares fermentaveis e para
iISSO € necessaria a observacao de parametros como temperatura, pH, presenga de
nutrientes, concentragao de substrato e produto. O metabolismo celular, essencial
para a adequada reprodugdo dos microrganismos, bem como o consumo do
substrato e conversdo em acido latico, sofrem grande influéncia de fatores como
temperatura e pH (Ojo, 2023).

Quando a producao do acido latico ocorre via fermentagao, tém-se algumas
vantagens como 0 menor consumo de energia e aplicagao de matérias-primas mais
baratas e renovaveis, tornando o processo muito mais sustentavel. Também é
possivel, utilizando microrganismos e condi¢gdes favoraveis, a obtencdo de D ou L
acido latico opticamente puro (Es, 2018).

A obtencdo do acido latico contendo apenas um enantibmero permite que ele
seja utilizado para determinadas aplicagdes especializadas. Considerando a
incapacidade das células animais de metabolizar o enantidmero D, sua aplicagao
torna-se restrita em certos casos na industria alimenticia. Desta forma, o alvo da
maioria das produgdes biotecnoldgicas é o enantidmero L. Uma outra forte aplicagéo
do AL, a producédo de acido polilatico (PLA), tem impulsionado o mercado e também
requer grande pureza enantiomérica (Mora-Villalobos, 2020).

A produgao tradicional do acido é através de processos descontinuos, por
conta de sua simplicidade técnica, mas estratégicas, como batelada alimentada.
Esse método tem vantagens como o aumento da produtividade e diminuigdo de
inconvenientes com inibigdo pelo substrato. Pesquisas recentes também indicam
como mais viavel economicamente o processo continuo na producdo de AL,

sugerindo que este processo seja favorecido futuramente. (Mora-Villalobos, 2020)
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As matérias-primas utilizadas como substrato e os processos de fermentacao,
responsaveis por cerca de 40 a 70% dos custos da producdo de AL, estao entre os
maiores desafios para tornar a sua produgdo mais econémica. Presentemente, a
producdo é dependente de acucares refinados e amidos, competindo com recursos
alimentares. Desta forma, uma proposta crescente € a utilizacido de matérias-primas
nao alimentares mais econbmicas, como residuos alimentares, microalgas e
biomassa lignoceluldsica. Um exemplo de material celulésico que tem sido indicado
como uma opcao de substrato para este processo de producdo € o melago de
cana-de-agucar, por ser alta fonte de carbono. Além disso, materiais amilaceos, tais
como raizes de malte e extrato de farelo de soja com variadas concentragdes de
graos aplicados em cervejaria, foram estudados para a produg¢ao do isbmero L puro
do &cido latico (Ahmad, 2020).

Outro co-produto com grande potencial para aplicagdo na produgéo de acido
latico é o soro de leite, que é produzido abundantemente devido ao grande
crescimento da producao global de leite e seus derivados. Apesar de ja ser muito
aplicado na industria alimenticia e farmacéutica, um volume expressivo ainda é
descartado, gerando problematicas ambientais relacionadas a sua alta demanda
biolégica de oxigénio. Por outro lado, por conter grandes quantidades de lactose,
pode ser considerado uma fonte de carbono disponivel para producdo de

bioquimicos como o acido latico (Mukherjee, 2023).

2.2. Mercado de acido latico

Com a problematica decorrente da predominadncia de petroquimicos como
fonte de energia e matéria-prima até os dias de hoje, a questdo ambiental tem se
tornado um tépico de grande preocupagao. Para frear as mudangas climaticas
relacionadas a esta questao, € necessario que sejam encontradas alternativas para
substituir os petroquimicos. Diversos produtos derivados da biomassa, conhecidos
como bioprodutos, se encaixam como parte dessas alternativas, sendo o acido
polilatico (PLA) um grande candidato a substituicdo do plastico convencional, a base
de petroleo. O PLA pode ser aplicado de diversas formas, entre elas no mercado da
engenharia biomédica, por ter alta capacidade de biodegradagao e propriedades
mecanicas satisfatorias, além de ser biocompativel e versatil. O acido latico, um dos
derivados de biomassa, € o mondmero que constitui o PLA, além de ter diferentes

aplicagbes nas areas quimica, alimenticia, farmacéutica e cosmética. E esperado
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que o mercado global de acido latico, que em 2016 era de 1220 quilotons, tenha
aumento para 1960 em 2025, representando um crescimento anual de 16,2% (Ma et
al., 2023).

Segundo analises recentes do Grand View Research (2023) a estimativa de
tamanho do mercado global de acido latico em 2023 era de USD 3,37 bilhdes, com
taxa composta de crescimento anual (CAGR) esperada de 8% no periodo de 2024 a
2030. Além disso, a cana-de-agucar tem sido a principal matéria-prima para sua
producdo, com uma participacdo na receita de cerca de 38,8% em 2023. A
abundancia desta biomassa disponivel € uma explicagdo para esta porcentagem
alta.

Em relacéo as aplicagbes do acido latico, o mercado global foi dominado pela
aplicagédo em acido polilatico (PLA), que representou cerca de 28% da receita. Em
segundo lugar, teve-se a aplicagdo em bebidas e alimentos, projetando significativo
crescimento (Future Market Insights, 2022).

Devido as crescentes industrias, farmacéutica, de alimentos, bebidas e de
cuidados pessoais na América do Norte, esta foi a regido que dominou o mercado
em 2023, representando cerca de 45,2% da receita (Grand View Research, 2023). A
Asia Pacifica é uma regido que também tem apresentado um crescimento
acentuado em participacdo de mercado do acido latico, o que pode ser explicado
pelos novos avangos tecnoldgicos, aumento nas exportagbes de panificados e
assisténcia federal (Future Market Insights, 2022).

Até 2017, os trés maiores produtores de acido latico eram a Purac, Cargill e
Henan Jindan Lactic Acid Technology Co. Juntos eles atingiram a capacidade
cominada de 505 mil toneladas em 2013. A Cargill fornece acido latico como
matéria-prima para a producédo de acido latico pela NatureWorks. O Departamento
de Energia dos Estados Unidos publicou em 2010 um relatério sobre as substancias
quimicas tidas como potenciais alicerces para o futuro. Entre eles estava o acido
latico (Komesu, 2017).

2.3. Bactérias acido-laticas

O desenvolvimento de biorrefinarias tem como marco a pesquisa,
desenvolvimento e utilizacdo de cepas microbianas com capacidade de utilizagao de
diferentes substratos e producdo de diversos produtos. Entre estas cepas

microbianas, as bactérias acido laticas (BAL) demonstram um potencial para
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aplicacdo em biorrefinarias integradas. As bactérias do acido latico sdo imoveis,
aerotolerantes, acido-tolerantes, Gram-positivas, catalase-negativas e tem formato
de bastonetes ou cocos (Mora-Villalobos, 2020).

Sua mais marcante caracteristica € ter o acido latico como principal produto
da fermentagao de carboidratos. Sua energia, devido a auséncia de um sistema para
respiracao funcional, é obtida com a fosforilacdo do substrato através de duas vias
metabdlicas que resultam na fermentacdo da hexose. A primeira delas é a via
homofermentativa, na qual ocorre a quebra da glicose, resultando principalmente em
acido latico. Ja a segunda, a via heterofermentativa, também conhecida como via
das pentoses fosfato, tem como produtos finais o gas carbdnico e etanol, juntamente
com o acido latico (Mora-Villalobos, 2020).

Alguns dos géneros de BAL sao Lactococcus sp. (L.), Leuconostoc sp. (Lc.),
Streptococcus sp. (S.), Pediococcus sp., Alloiococcus sp., Carnobacterium sp.,
Dolosigranulum sp., Aerococcus sp., Enterococcus sp., Oenococcus sp.,
Tetragenococcus sp., Vagococcus sp. e Weissella sp. (W.), Lactobacillus sp. (Lb.), o
maior género (Emkani, 2022). Segundo Wang (2021), os géneros mais utilizados em
fermentagdes com fins alimentares incluem Lactobacillus sp., Lactococcus sp.,
Leuconostoc sp., Pediococcus sp., Streptococcus sp., Enterococcus sp. e Weissella
sp.

A capacidade destas bactérias de crescer em ambientes com pH acido e
realizar fermentagdo de diversos carboidratos faz com que elas tenham grande
potencial de aplicacdo em alimentos e processos industriais. Isto destaca a
importancia da realizagdo de estudos sobre seu metabolismo e potencial
biotecnolégico (Wang, 2021).

Diversas hidrolases sdo necessarias para que os polissacarideos sejam
degradados pelas bactérias laticas. Esta degradacdo, em alimentos fermentados,
nao apenas fornece energia para as bactérias lacticas, mas também produz uma
variedade de substancias benéficas para a espécie humana. Diferentes
polissacarideos sdao metabolizados por diferentes bactérias laticas, o que tem
influéncia direta no panorama de aplicagdes de cada uma na industria de alimentos
(Wang, 2021).

As bactérias laticas tém sido aplicadas para fermentagdo em sistemas tanto
em estado solido quanto em estado liquido, sendo este o mais estudado e aplicado

na industria. O sistema em estado liquido tem como finalidade isolar, entre outros
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produtos, peptideos bioativos, etanol e os acidos orgéanicos, em especial o acido
latico. Quando é finalizada a fermentacao, etapas de isolamento e purificacdo sao
aplicadas a fim de extrair as biomoléculas de interesse da biomassa ou
sobrenadante. O acido latico e as bacteriocinas estdo entre os produtos
extracelulares que permanecem no caldo fermentado, apds continua producio
durante o crescimento (Mora-Villalobos, 2020).

A biomassa, que normalmente seria descartada apds o término da
fermentacgao, tem se destacado por ser uma potencial fonte de proteina para outros
processos e em alguns casos, a depender do género da bactéria, pode ser aplicada
como probidtico. Ainda, alguns compostos presentes na parede celular das BAL
como peptidoglicano, LTAs e certas proteinas também tém potencial para aplicagoes
biotecnolégicas, se devidamente separados e purificados. Desta forma, o
desenvolvimento de processos com maior eficacia e sustentabilidade, resultando em
diferentes produtos, também podem ser beneficiados pelas multiplas rotas
metabdlicas das BAL (Mora-Villalobos, 2020).

2.4, Lactococcus lactis

Entre os microrganismos mais estudados para a producgao via rota bioldgica,
destaca-se o Lactococcus lactis, uma bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa,
que se destaca pela capacidade de fermentar a lactose presente no soro de leite,
um subproduto abundante da industria de laticinios (Vijayakumar, 2024).

A producao de acido latico e o metabolismo do carbono em L. /actis tém sido
muito estudados, devido ao seu importante papel na conservacdo de alimentos
através da fermentagdo. A maior parte dos isolados lacteos desse microrganismo
tem como caracteristica uma capacidade limitada de utilizar como substratos para o
crescimento hidratos de carbono como glicose, manose, frutose, galactose, lactose,
maltose e celobiose (Kleerebezem, 2020).

O L. lactis, por décadas, foi utilizado como microrganismo modelo no estudo
das BAL, tendo grande contribuicdo para o conhecimento cientifico sobre essas
bactérias em relacdo ao seu metabolismo, genética, biologia molecular e regulagao
genética. A pesquisa sobre seu funcionamento e iniciagdo da engenharia genética
foram exemplo e fonte de inspiracdo nos anos 70, apds contribuirem para a
informacado sobre as principais funcdes de L. lactis nos processos fermentativos

lacteos (Kleerebezem, 2020).
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Nas décadas mais recentes, abordagens pds-gendmicas também foram
abrangidas pelas pesquisas cientificas sobre esta bactéria. Paralelamente, também
houve um grande avangco no conhecimento relacionado a genética, evolugao e
diversidade das BAL em geral, devido ao aumento das pesquisas pos-genémicas de
outras bactérias do grupo. Apesar desse aumento de pesquisas sobre outras
espécies diminuir a posicao de L. lactis como microrganismo modelo, ela segue

como uma das BAL mais investigadas (Kleerebezem, 2020).

2.5. Mercado da Industria de Laticinios

O Brasil se destaca no mercado de lacteos, considerado o terceiro maior
produtor de leite de vaca de todo o mundo, sendo essa atividade bem distribuida ao
longo da extensdo territorial do pais. Além desse impacto, observa-se também que
ha muitos anos o pais investe nessa atividade agropecuaria, e foi desenvolvido um
intenso crescimento da producdo nas ultimas décadas, sendo que em 2001 a
produtividade foi de 20,5 bilhdes, enquanto em 2021 esse numero aumentou para
35,3 bilhdes de litros, acompanhado por um aumento de produtividade por cabeca
de gado de mais de 90% nesse intervalo (Andrade et al., 2023).

O pais é um grande produtor e exportador dessa commodity, e a industria de
producdo de seus derivados também é muito expressiva no territério nacional. Em
geral, as fabricas produtoras de queijo, por exemplo, realizam a precipitagdo da
caseina presente no liquido, aproveitando cerca de 10 a 20% do leite, e 0 volume
restante (80 a 90%) é tratado como um residuo, mesmo contendo altas
concentragdes de proteinas, minerais, agucares e lipideos (Mukherjee et al., 2023).

Além disso, percebe-se que € crescente a preocupacdo das industrias e
orgaos governamentais com relagdo a uma produgao sustentavel e com menor
pegada de carbono, visando cumprir as agendas mundiais para um desenvolvimento
mais equilibrado. A industria de produtos lacteos também esta inclusa nessa
demanda global, visto que tendem a gerar substancias com elevado teor de matéria
organica e alteragdes quimicas que podem causar enorme desequilibrio ambiental
no momento do descarte. Assim, sao crescentes as estratégias para promover
aplicagcdes para esses residuos, como na produgdo de biogas, ou recuperagao da
agua do material, promovendo maior circularidade do processo (Mukherjee et al.,
2023).
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O descarte desse alto volume de liquido em corpos d’agua € crime, além de
representar um prejuizo de toda a qualidade nutricional que ele poderia agregar em
outros processos. No entanto, esse descarte incorreto ainda € uma realidade
especialmente entre produgdes de pequeno ou médio porte, pois é exigido um gasto
financeiro com uma equipe ou operacao especializada no tratamento de efluentes,
entdo essa agao pode acabar sendo negligenciada, o que promove um aumento da
poluicdo ambiental, comprometimento da diversidade e alteragdes quimicas no solo
ou corpo d’agua (Sandim, 2018).

Um importante fator para analise da possibilidade de descarte de uma
substancia € a Demanda Quimica de Oxigénio, um indicador que estipula a
quantidade de oxigénio necessaria para oxidar a matéria organica. Para o descarte
da substancia em rios, a resolugdo do CONAMA estabelece um valor maximo de
DBO de 120 mg/L para o langamento de efluentes em corpos d’agua. O soro do leite
apresenta uma demanda de oxigénio que pode chegar até 80 g/L, representando um
liquido de alta complexidade para tratamento, exigindo procedimentos que sejam
capazes de reduzir drasticamente esse valor (Tamburus, 2020; Mukherjee et al.,
2023).

Essa andlise é ainda mais relevante ao analisar a posi¢cdo do Brasil na
producdo de queijos, de modo que, segundo dados de 2021, o pais € um dos
maiores produtores desse derivado do mundo, gerando mais de 1,5 milhdes de
toneladas no ano. Devido a essa grande produgéo, o volume de soro de leite gerado
é também extremamente significativo para o pais, entdo sio validos estudos que
busquem aplicagdes que agreguem valor a esse liquido (Magalhaes, 2023).

Segundo Revadan (2021), mesmo com novos estudos possibilitando o
desenvolvimento de “produtos lacteos” ou “misturas lacteas” que aproveitam esse
soro, além do crescimento da produgao de whey protein como suplemento alimentar,
ainda ha uma grande parcela desse soro que nao possui aplicagdo, configurando
cerca de 40% do volume. Em 2021, um estudo do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia revelou que um dos motivos para o descarte irregular e nao
reutilizacdo do soro é por conta de sua tendéncia na proliferacdo de bactérias e
fungos, limitando sua utilizagdo dentro da industria de alimentos e exigindo maiores

cuidados e investimentos.



22

2.6. Acido Latico: da produgao a purificagio

Apesar de ter sido amplamente investigada e otimizada, a produgao de acido
latico com técnicas convencionais demonstrou insuficiéncia em relagdo a
produtividade necessaria ao atendimento dos rigorosos critérios de qualidade
exigidos pelo publico consumidor da atualidade. Por conta desta problematica,
diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas para tornar os bioprocessos em larga
escala mais produtivos e viaveis, focando em métodos mais inovadores e com
potencial de vencer as limitagdes dos processos tradicionais, melhor atendendo as
demandas atuais de mercado (Es, 2018).

Os Reatores de Tanque Agitado (STR), por conta de sua grande capacidade
e facilidade de controle dos parametros, vém sendo bastante utilizados para a
producdo de acido latico. Desde a primeira batelada, os estudos sobre esta
aplicacdo do STR ja passaram por processos com células livres e imobilizadas em
diferentes suportes, utilizando também diferentes substratos e microrganismos que
vao de fungos filamentosos a bactérias acido laticas. Mais recentemente, os reatores
STR vém sendo estudados em combinagcdo com reatores de leito empacotado e leito
fibroso, buscando maior eficiéncia (Es, 2018).

Na Tabela 2, reunimos alguns estudos sobre a produgéo de acido latico, com
seus respectivos autores, assim como microrganismos, substrato e condi¢cbes de

cultivo empregados.
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Tabela 2 - Estudos sobre produgao de acido latico

Referéncia Microrganismo Substrato Reator utilizado
Ramchandran, 2012 L. lactis ssp. cremoris Meio a base de soro de Cultivo por membrana
strain ASCC930119 leite composto por submersa

extrato de levedura, leite
em po desnatado,
lactose monohidratada e

soro de leite em po6

Shi, 2012 L. lactis ATCC19435 Hidrolisado de alcachofra Biorreator de leito fibroso
(células imobilizadas) de Jerusalem
Tejayadi, 1995 Lactobacillus bulgaricus Permeado de soro de Biorreator de membrana
leite com extrato de continuo
levedura
Amrane, 1996 Lactobacillus helveticus Meio a base de soro de Biorreator agitado
strain milano leite com hidrdlise prévia magneticamente

de proteinas

Kim, 2012 Cultura mista Glicose Reator Anaerébio de

Fluxo Ascendente

Tashiro, 2011 Lactobacillus delbrueckii Meio MRS Célula de reciclagem
subsp. lactis QU 41 com membrana de fibra
oca
Wang, 2013 L. plantarum Glicose Eletrodialise com

membrana bipolar

Li, 2015 Cultura mista Glicose Imobilizagao celular com

palha de milho

Ahring, 2016 Bacillus coagulans Corn stover hydrolysate Fermentagéo continua

Fonte: Autores, 2024.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho se propds a utilizar o Lactococcus lactis para o
aproveitamento do soro de leite visando sintetizar acido latico. Além disso,
almejou-se encontrar a configuragdo mais eficiente para a produgao da biomolécula,
utilizando residuo agroindustrial como substrato, objetivando uma maior viabilidade

econdbmica.

3.1. Objetivos especificos
- Avaliar a composigao nutricional do soro de leite
- Comparar a produtividade do processo que utiliza o meio padrao em relagao
ao que emprega o residuo da produgéo de queijo;
- Compreender os efeitos do aumento de escala para o processo;
- Planejar o tratamento ou destinagao dos residuos gerados ao longo de todo o

processo.
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4. MATERIAIS E METODOS

O processo de producgdo do acido latico realizado no presente trabalho pode
ser agrupado em 3 principais etapas, sendo elas, ensaios de fermentagao, aumento
de escala e purificagdo, como pode ser observado no fluxograma presente no
anexo 1.
4.1. Materiais e Reagentes

O soro de leite foi obtido de um produtor artesanal de queijo da regido de
Araraquara, em um total de 20 L de produto, e o mesmo foi armazenado refrigerado
durante o transporte, e posteriormente foi congelado no freezer Electrolux® H500 a
temperatura de -4°C para evitar a degradagdo de seus componentes. A col6nia do
microrganismo Lactococcus lactis estava refrigerada, e foi obtida dos laboratérios do
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da
UNESP-Araraquara. Outros reagentes incluem: Meio Agar MRS da Kasvi® (Sao
José dos Pinhais/Brasil), Acido tricloroacético (TCA), soro albumina bovina (BSA),
reagente DNS, agar bacteriolégico da Kasvi®. Os demais reagentes utilizados eram

de grau analitico.

4.2. Metodologia
4.2.1. Preparo dos meios e caracterizagao do soro

Utilizando uma balanga analitica, foram pesados 52,25g do meio MRS da
Kasvi®, e essa massa foi misturada em 1L de agua destilada, utilizando a base
magnética e um peixinho para realizar a homogeneizagdo da mistura, seguindo as
orientacdes do fabricante. O pH desse meio foi medido usando o phmetro TECNAL®
(Piracicaba/Brasil). Em seguida, o meio produzido foi distribuido em algumas
vidrarias para que fosse autoclavado.

O soro de leite foi colocada em banho-maria, sob uma temperatura de 37°C,
até o completo descongelamento do produto, e uma porgéo desse soro foi colocada
em um béquer sob o phmetro para que fosse possivel a medicdo do pH, e esse foi
ajustado para que alcangasse um valor semelhante ao do meio MRS. O soro foi
distribuido em dois boecos de 1L, e todas as vidrarias foram autoclavadas na
autoclave vertical da Phoenix Luferco® (Araraquara/Brasil) por 20 minutos, a 120°C,
sob pressédo de 1 kgf/cm?.

Em seguida, um dos frascos de reagente com soro foi mantido fechado para

analise, sendo nomeado como soro com coagulo (SC), assim como demonstra a
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Figura 1. Ja o outro passou por um processo de filtragdo a vacuo para remogéo da
matéria que coagulou, e esse filtrado foi novamente autoclavado, sendo nomeado

como soro filtrado (SF), e utilizado como comparagao para os ensaios.

Figura 1 - Condigéo do soro com coagulo apds o processo de autoclavagem.

Fonte: Autores, 2024.

Os soros filtrado e coagulado passaram por analises de proteinas e agucares
redutores, pelo método de Bradford (segéo 4.3.1) e Miller (segéo 4.3.2).

42.2. Ensaio de fermentagcdao em erlenmeyer
4.2.21. Pré-inéculo

Partindo de uma placa de Petri com o cultivo, foi utilizada uma alga
descartavel, em uma capela, e inoculada uma col6nia do Lactococcus lactis em cada
um dos 3 tubos de 15mL de meio MRS, e estes foram dispostos em incubadora
refrigerada TE-421 da TECNAL® (Piracicaba/Brasil) com uma rotagao suficiente
para gerar uma leve agitagao e ndo provocar aeragao (por volta de 50 rpm), a uma
temperatura de 30°C, por 24h (Sayed et al., 2020, modificado).

4.2.2.2. Preparagao dos meios

Foi realizado o calculo de quantidade de agucar presente no meio MRS, com
base na descricdo do fabricante Kasvi®, e esse valor foi mantido como base para os
demais soros, para que fosse possivel a comparagao entre os resultados. Assim, as

substancias lacteas, ap6s a avaliacdo de Miller, foram diluidas com agua destilada
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autoclavada, visando a manutencdo da mesma concentracdo de agucar do meio

padrao.

4.2.2.3. Inéculo

Foram separados trés erlenmeyers de 125mL, e em cada um foram
adicionados 5mL do pré-inéculo e 95mL do soro coagulado ja diluido. O mesmo
procedimento foi realizado para o outro soro e para o meio padrdo. Dessa forma, os
nove erlenmeyers foram incubados no shaker Amerex Gyromax 737R ® (Hampton,
EUA) a 30°C, 100 rpm, por 48h (Sayed et al., 2020, modificado).

4.2.2.4. Preparagao das amostras

Ao longo do processo fermentativo, foram coletados pontos com um volume
de 2mL para analise das condi¢gdes do cultivo nos tempos 0, 15, 20, 24, 38 e 48h.
Apds cada coleta, foi necessario realizar a centrifugacédo da amostra a 10.000 rpm
por 5 minutos para remogao das células, sendo recuperado o sobrenadante. A partir
deste, foi realizada a desativagdo enzimatica utilizando o acido tricloroacético (TCA)
10%. Para isso, foi misturada 1 parte de TCA para 9 de amostra, a mistura foi
homogeneizada e centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, foi
descartado o pellet e o sobrenadante foi armazenado no refrigerador para posterior
analise (Barbosa et al., 2021, modificado).

Durante o processo, os dados foram analisados estatisticamente pela analise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, buscando compreender se havia diferenca

significativa entre os diferentes meios de crescimento.

4.2.3. Calculo do rendimento
O célculo do rendimento tedrico de acido latico pode ser calculado com base
na estequiometria das reagdes presentes nas equacgdes 1 e 2, com isso € possivel

calcular o rendimento da produc¢ao utilizando a equagao 3.
Lactose — galactose + glicose (Equacéo 1)
glicose — 2 acido latico (Equacéo 2)

Concentragao de Produto gerado
Rendimento Tebrico da geragdo de produto

Rendimento = x 100 (Equagao 3)
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4.2.4. Ampliagcao de escala
O processo de aumento de escala ocorreu em um volume de 3L, sendo
aplicado em um biorreator STR Tecnal 2 TEC-BIO-FLEX® (Piracicaba/Brasil) de 7L

para avaliagédo do perfil de produgao, assim como ilustra a Figura 2.

Figura 2 - Controlador e Biorreator de 7L utilizados no procedimento.

Fonte: Autores, 2024

Para preparagcdo do indculo, foram coletadas trés colénias do Lactococcus
lactis, e adicionadas cada uma em um tubo de ensaio de 10mL contendo o meio
MRS. Esse volume foi colocado na incubadora refrigerada TE-421 da TECNAL®
(Piracicaba/Brasil) com uma rotagao suficiente para gerar uma leve agitagcao e nao
provocar aeragao (por volta de 50 rpm), a uma temperatura de 30°C, por 24h. Em
seguida, 5mL desse conteudo celular foi transferido para um erlenmeyer com mais
95mL de soro MRS, e essas trés vidrarias foram incubadas no shaker Amerex
Gyromax 737R ® (Hampton, EUA) a 30°C, 150 rpm, por 24h.

Ao mesmo tempo, foi realizada a autoclavagem do reator com o soro em seu
interior. Visando a manutencdo da concentragcdo de lactose dos experimentos em
erlenmeyer, foi feita uma diluicdo do soro a ser aplicado no reator, utilizando agua

destilada, seguindo a Equacgao 4 abaixo:
Ci-Vi=Cf - Vf (Equacéo 4)

Em que C corresponde a concentragdo de agucar na amostra, V € o volume,

e ha comparagéao do valor inicial (i) com o final (f). Apos a diluigdo, o volume dos trés
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erlenmeyers contendo os microrganismos foram misturados aos 2700mL de soro
diluido, sendo adicionado ao biorreator para inicio do experimento. O processo
ocorreu sob agitacdo com duas turbinas Rushton a 300 rpm, temperatura de 30°C,
por 48h e sem aeracao visando a manutencédo da anaerobiose.

Durante o processo fermentativo, foram coletados alguns pontos para
quantificacdo de células e produgao do metabdlito de interesse. Os tempos de coleta
ocorreram em 0, 4:30, 7:30, 24, 32 e 48h, e foram feitas de forma esterilizada com o
auxilio de uma chama e houve a adicdo de nitrogénio para manter o ambiente
anaeradbio.

Os pontos seguiram para as analises de Miller, HPLC e quantificagdo de
células por unidades formadoras de colénia. Posteriormente o calculo do rendimento

foi realizado da forma apresentada anteriormente (topico 4.2.3).

4.2.5. Purificagao

Visando a purificacdo do acido latico produzido, o conteudo do reator foi
coletado apos 48h de reacdo e passou por um processo de centrifugagdo na
centrifuga Hitachi CR22N® (Toéqui/Japao) a 8.000 rpm por 10 minutos para
separacao da biomassa e do sobrenadante. O ultimo foi coletado, aquecido a 70 °C
durante 30 min visando a precipitacdo das proteinas e eliminacdo dos
microrganismos, seguido de uma filtragcdo a vacuo.

Em seguida, foi adicionado a ele carbonato de calcio para que fosse feita a
conversao do acido latico em lactato de calcio, e essa reagao aconteceu sob
agitacdo com o auxilio de uma barra e base magnéticas por 30 minutos. A
quantidade de carbonato foi calculada com base na estequiometria da Equacéo 5
abaixo, sendo que o reagente foi adicionado com excesso de 20% (Vijayakumar et
al., 2008).

2C,HO, + CaCO, > CH Ca0, + HO + CO, (Equacao 5)

Em seguida, o caldo foi adicionado ao rotaevaporador Heidolph®
(Schwabach, Alemanha) até que ocorresse a cristalizagdo do lactato de calcio e
remogao da agua, sob pressdo de 50 mbar e temperatura de 70°C (Yu et al., 2015).
Em seguida, o volume restante foi coletado e acrescido de acido sulfurico, também

com 20% em excesso, baseado na estequiometria da Equacao 6 para promover a
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remoc¢ao do calcio na forma de sulfato de calcio por 30 minutos sob agitagéo branda,

liberando a molécula de acido latico (Nakano et al., 2012).

CH CaO, +HS0, - 2CHO, + Caso, (Equacao 6)

Para remocgao do sulfato de calcio, compostos coloridos e impurezas sdlidas,
o liquido foi misturado ao carvao ativado sob propor¢ao de 5% (massa/volume) sob
agitacdo branda por 1 hora. Entdo, a amostra passou por uma série de ciclos de
centrifugacéo para remocgao do carvao ativado, sendo que cada ciclo ocorria sob
uma rotacdo de 8000 rpm por 10 minutos. Por fim, o sobrenadante foi coletado e
armazenado e passou novamente pela leitura de HPLC para analise da composig¢ao
da amostra, seguindo a metodologia proposta no topico 4.3.4 (Nakano et al., 2012).
Para fins de comparagao, esse mesmo processo de remogado de impurezas foi
realizado com o auxilio da bentonita no lugar do carvao ativado, seguindo o0 mesmo

procedimento.

Por fim, foi realizado o calculo do grau de pureza das amostras finais com
base na equacao 7, bem como da amostra relativa ao ponto final do reator para que
fosse possivel estimar o quanto a amostra foi purificada.

concentragio produto (g/L)
Densidade (g/L) X 100

Grau de Pureza = (Equacgao 7)

4.2.6. Tratamento de Residuos

Ao longo do processo, foram observadas algumas saidas de impurezas, as
quais passaram por um adequado processamento, visando ou o descarte favoravel,
ou a aplicagdo em algum produto de valor agregado, buscando a geragdo de um
processo mais sustentavel.

O principal residuo foi a biomassa obtida apds a centrifugacdo do material
que fora retirado do biorreator, sendo que essa foi coletada e parte dela deixada sob
uma placa de petri na estufa Solab ® (Piracicaba/ Brasil) com circulagdo e
renovacao de ar SL- 102 a cerca de 60°C por 24h para completa remocao de
umidade do material. Dessa maneira, com a biomassa seca, foi possivel realizar
analises de quantificagao de nitrogénio e lipidios para compreensao da composig¢ao

do material a ser tratado.
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4.2.6.1. Determinagao de nitrogénio pelo método de Kjeldahl
Para iniciar esse experimento, foi realizada a padronizagdo do acido

cloridrico, sendo que foi adicionada a massa de Na2C03 suficiente para consumo de

15mL do HCI, seguindo a Equacgéo 8.

Na,CO, + 2HCL - 2NaCl + H0 + CO, (Equacao 8)

Também foi preparada a solugdo de acido bodrico saturada, de modo que
foram aplicadas 30g de acido para 500mL de agua destilada. Para a preparagao do
vermelho de metila, foi coletada 1g do mesmo, e ele foi diluido em 60mL de alcool, e
em seguida em 40mL de agua destilada. E visando a preparagdo da mistura
indicadora, composta por vermelho de metila e azul de metileno (2:1) a uma
concentragéo de 0,02%, os reagentes também foram diluidos na mesma propor¢ao
do anterior de agua e alcool.

A massa de carbonato de sédio foi misturada a 25mL de agua destilada e
algumas gotas do indicador vermelho de metila em um erlenmeyer de 250mL.
Assim, com o auxilio de uma bureta, foi titulado o HCI 0,02N, e foi possivel, em
seguida, calcular a normalidade do acido e o fator de corregao.

A principio, 100 mg da amostra foi pesado usando uma balanga analitica e

adicionado a um tubo de ensaio, junto a 1 grama do catalisador K2504+
CuSo, - SHZO (4:1) e 5mL de acido sulfurico concentrado, dentro da capela.

Também foi feito um branco, no qual ndo havia a presenca da amostra. Esses tubos
foram adicionados ao digestor, com um aumento gradual de temperatura até que o
liquido ficasse translucido e ndo houvesse residuos nas paredes do vidro, podendo
durar de 2 a 4h. Apds o término, aguardou-se até o resfriamento da amostra e foi
feita a transferéncia para um tubo de destilagéo.

Abaixo do condensador foi adicionada uma proveta, na qual foram
adicionados 500mL de acido bdrico e algumas gotas da mistura indicadora. No tubo
da amostra, acrescentou-se também 10mL da solugédo de NaOH (60%), depois foi
feito o aquecimento e posterior destilagcdo até que o nitrogénio todo tivesse sido
transferido para a vidraria com acido bdrico. O equipamento utilizado esta

demonstrado na figura 3.
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Figura 3 - Equipamento de destilagcao utilizado para o método de kjeldahl

Fonte: Autores, 2024.

Foi necessario, em seguida, realizar o processo de titulagdo, em que o
destilado foi transferido para um erlenmeyer de 250mL, foram adicionadas mais
gotas de mistura indicadora e o frasco foi deixado sob a bureta que continha acido
cloridrico 0,02N, sendo anotado o volume necessario para observar a mudancga de

cor.

4.2.6.2. Extracao dos lipideos
4.2.6.2.1. Lipidios da Biomassa

Para realizar a extracado do teor lipidico da biomassa, foi necessario realizar a
extracdo usando o aparato Soxhlet ilustrado pela Figura 4. Para iniciar o processo,
3g da amostra seca foi adicionado ao envelope de papel filtro, fechado e inserido

dentro do aparelho, o qual possui capacidade de cerca de 100mL. Também foi
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preparada uma solucdo de hexano puro, e essa foi usada para realizar a extracao
lipidica por um periodo de 4h (Tesfaye e Tefera, 2017, modificado).

O balao de 250mL foi retirado com a mistura de solvente com o extrato
lipidico, e foi submetido ao rotaevaporador Heidolph® (Schwabach, Alemanha) a
uma temperatura de 50°C, rotacdo de 70 rpm e pressao variando entre 200 e 300
mbar, até a evaporagdo completa do solvente. A massa do baldo foi pesada e
seguiu-se para o processo de metilagcdo para que fosse possivel a analise por

cromatografia gasosa (Tesfaye e Tefera, 2017, modificado).

Figura 4 - Equipamento soxhlet usado para a extragéo de lipidios

Fonte: Autores, 2024.

4.2.6.2.2. Extracao de lipidios do Soro

Para realizar o processo de extragao, foram coletados 120mL do soro retirado
do biorreator apds a centrifugagao, e, em um funil de separagéao, foi adicionado um
volume de 40mL de hexano e houve agitagdo por cerca de 3 minutos. A amostra foi
deixada em repouso por cerca de 30 minutos para que ocorresse a separacao de
fases. Em seguida, foi removida a porgao inferior dessa separacao, e a extragao foi

realizada mais duas vezes (Vicente, 2018, modificado).

4.2.6.3. Metilagao
Seguindo a metodologia de AOCS (2004), foi necessario realizar o preparo da

solugdo metandlica de hidroxido de sédio 0,2 M, seguindo a Equacgao 9:
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m =V-:-02- -mm-: 100

NaOH pureza (Equagéo 9)

Em que o primeiro termo se refere a massa de hidroxido de sédio em gramas,
“V” é o volume desejado em L, “mm” a massa molar do hidréxido de sédio (g/mol), e
a “pureza” se refere ao teor de pureza do reagente.

Também foi preparada a solucdo metandlica de acido sulfurico a 1M, e para

encontrar a quantidade necessaria do acido, foi usada a Equagao 10.

=V - L, 100 ~
H2504 V.- mm p  pureza (Equagao 10)

Nessa relacdo, o primeiro termo corresponde ao volume de acido sulfurico
(mL), V é o volume desejado (L), mm a massa molar do acido (g/mol), p a densidade
dele (g/mL).

Para o preparo da solugdo metandlica saturada de NaCl, foi usado um béquer
de 150mL, com uma agitacdo magnética suficiente para provocar homogeneizacgao
do sistema. Nele foram adicionados 30mL de metanol, e posteriormente foram
adicionadas pequenas quantidades de NaCl até a saturacio do sistema.

Para a realizacdo do ensaio de metilacido, foi adicionado a um vial de 20mL
50mg da amostra, somado a 2mL de solugdao de NaOH, sendo esses agitados com o
auxilio de uma barra magnética em um banho de glicerina a 80°C por 15 minutos.
Em seguida, aguardou-se pelo resfriamento da amostra até que fosse possivel a

manipulacdo e adicionou-se 2mL de solugdo metandlica de HZSO4, realizando a

agitacédo sob aquecimento nas mesmas condigdes do processo anterior. Apds o
resfriamento, foi realizada a extragdo dos glicerideos com a adigcdo de 2mL de
hexano e 1mL de solugdo saturada de NaCl, agitando a mistura por 30 segundos e
deixando em repouso até que houvesse a separacdao das fases, podendo esse
processo ser feito mais duas vezes.

Com o auxilio de uma pipeta, foi coletada a fase organica em outro vial de
20mL, secando o hexano em nitrogénio, e o frasco foi armazenado a 6°C para

posterior analise em cromatografia gasosa.



35

4.3. Métodos analiticos
4.3.1. Bradford

Partindo de uma solugdo de Soro Albumina Bovina de 0,2 mg/mL, foram
montadas diferentes concentragcées dos reagentes em tubos de ensaio, com agua
destilada e o reagente de Bradford, seguindo diferentes concentragdes, sendo elas
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/mL. Esses valores foram anotados, as absorbancias
anotadas em uma leitura de 595nm e plotados em um grafico e utilizados para a
montagem da curva de calibracdo do método.

Em seguida, os tubos de ensaio foram agitados com o uso de vortex e
deixados em repouso por cerca de 5 minutos. A amostra foi transferida para uma
cubeta para leitura no espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 595nm,
sendo os valores anotados (Bradford, 1976).

Para a caracterizagao do soro, foram usados 800uL de amostra, e a mesma
quantidade do reagente, realizando, posteriormente, 0 mesmo protocolo descrito

acima, sendo o processo feito em duplicata.

4.3.2. Miller

Foi aplicado o método de Miller (1959) para quantificar os agucares redutores
através da reducdo do acido 3-5-dinitrosalicilico a 3-amino-5-nitrosalicilico. Assim, o
procedimento iniciou com o preparo da curva de calibragdo com solugdes padrao de
lactose D(+) monohidratada da Vetec/Sigma, partindo de uma concentragdo de
1mg/mL, e as concentragdes variaram de 0,2; 0,4; 0,8; 1; 1,4; 1,8; 2; 3; 4 mg/mL.

Apo6s o preparo dos tubos e a adicdo do DNS, eles foram aquecidos por 5
minutos em banho seco, a uma temperatura de 100°C, sendo posteriormente
refrigerados em banho de gelo e acrescidos de 1mL de agua destilada. Apés uma
homogeneizacgao, foi realizada a leitura de absorbéancia no leitor de placas Perkin
Elmer EnSpire® (Waltham, USA), em um comprimento de onda de 540nm utilizando
a placa de 96 pocgos (Miller, 1959).

Para a execugao do método de Miller, foram utilizados 100uL de amostra e o
mesmo volume do DNS, realizando também o procedimento idéntico ao descrito no
topico acima, sendo os resultados anotados e comparados com o modelo

construido. A analise foi feita em duplicata.



36

4.3.3. Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para a realizagdo da analise por HPLC, foi necessario passar 1mL da
amostra por um filtro de 0,45um com o auxilio de uma seringa, e apos esse
processo de filtragcdo, foram realizadas as diluicbes especificas para cada um dos
pontos, visando a obtencdo de dados validos na leitura. Em seguida, as amostras
diluidas foram identificadas e as leituras foram realizadas na coluna Aminex
Hpx-87h® da Bio-Rad (Berkeley, Estados Unidos), com acido sulfurico (0,05 M)
como fase moével sendo o cromatograma obtido utilizado para a identificagdo e
quantificacdo da produgao de acido latico (Sayed et al., 2020, modificado). A curva
de calibracdo do acido latico esta representada pela Figura 5 abaixo, além de sua
equacao da reta, ela foi fornecida pelo departamento de bioprocessos e

biotecnologia da faculdade de ciéncias farmacéuticas, Unesp Araraquara.

Figura 5 - Curva de calibragédo do acido latico e sua respectiva equagéo da reta.
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Fonte: DEBB, 2024

4.3.4. Quantificagao de células por Unidade Formadora de Colonias (UFC)
4.3.41. Preparagao das placas de cultivo

Foram pesados 26,125g de MRS e esses foram misturados com 8g de agar
bacterioléogico e com 500mL de agua destilada, conforme as especificagbes do
fabricante. Em seguida, aproximadamente 10mL desse meio foram adicionados em

cada placa de Petri, e estas foram armazenadas vedadas até seu uso.
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4.3.4.2. Processo da quantificacao

Ao longo do processo fermentativo em erlenmeyer, um ponto foi coletado de
cada frasco apos 24h de reagao para fazer essa quantificacao de células, e para que
a leitura pudesse ser feita a olho nu, o processo visava que cada placa apresentasse
de 30 a 300 unidades formadoras de colénia. Assim, foram realizados os calculos de
diluicdo para cada um dos tempos de coleta. Os seis pontos coletados na etapa de
aumento de escala também foram analisados e diluidos para a quantificagao.

Dessa forma, 100uL de cada ponto foram plaqueados seguindo a técnica de
espalhamento, e em seguida incubados na incubadora BOD SL 200, a 30°C por 24h.

Apds o processo de crescimento, foi realizada a contagem das células a olho nu.

4.3.5. Analise de Demanda Quimica de Oxigénio

Inicialmente, foram misturadas 10,12g de sulfato de prata em 1L de &acido
sulfurico concentrado. Depois, foi feita a solugdo de digestdo, misturando-se sulfato
de mercurio (33,3 g/L), dicromato de potassio (10,216 g/L), acido sulfurico (167
mL/L), em agua destilada e hidrogenoftalato de potassio (padrao primario) de modo
que 1 mg de KHP apresenta DQO de 1,176mg. As solugbes foram manipuladas
dentro da capela e com o uso de luvas nitrilicas. Foi fornecida a curva analitica pelo

Prof. Dr. Guilherme Peixoto, representada pela Figura 6.

Figura 6 - Curva analitica de DQO com a solugao de KHP.
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Fonte: Prof. Dr. Guilherme Peixoto, 2024

Em seguida, o digestor foi acionado para uma temperatura de 150°C. A

amostra de soro fermentado foi filtrada, e, em capela de exaustédo, 2,5mL dela foi
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coletada usando a pipeta automatica, e adicionada em um tubo de ensaio de 12mL
(Hach®). Depois, adicionou-se 1,5mL da solug¢ao de digestédo e 3,5mL da solugéo de
acido sulfurico+sulfato de prata, sendo essa mistura agitada em vortex, e o ensaio
conduzido em duplicata. Também foi produzido o tubo considerado “branco”, o qual,
ao invés da amostra, continha 2,5mL de agua destilada.

Na etapa seguinte, levou-se os tubos envoltos em papel aluminio para o
digestor a 150°C por 2h. Apos esse periodo, as amostras foram resfriadas em
auséncia de luz, e seguiram para a leitura de absorbancia em cubetas de vidro no
espectrofotometro Bel Photonics® (Valinhos/Brasil), a um comprimento de onda de
620nm. Os valores foram anotados com base no branco, e foi possivel o calculo da

demanda quimica de oxigénio (Aquino et al., 2006, modificado).

4.3.6. Analise por Cromatografia Gasosa

Ap6s a realizacdo do processo de metilagdo das amostras de soro e
biomassa, descrito no ponto 4.2.5.3, foi possivel a analise por cromatografia gasosa
para a determinacdo do perfil lipidico. Os frascos passaram por um processo de
filtracdo a 0,45um, e as amostras foram injetadas no cromatégrafo gasoso da
Shimadzu® (Kyoto, Japao). A coluna utilizada foi a Stabilwax-DA de comprimento de
30 m e a composicao lipidica foi obtida através do método Ce-2-66 da American Oil
Chemists' Society (AOCS, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizagao do Soro de Leite
5.1.1. Acucares redutores

A partir da montagem da curva de calibragéo, representada pela Figura 7,
obteve-se a equacao 11. Através da analise da curva é possivel afirmar que a
mesma se adequa bem ao modelo linear, ao passo que seu coeficiente de
determinagao ficou bem préximo a 1. Dessa forma a determinagao da concentragao
de agucares redutores com base nela foi realizada de forma mais assertiva, assim
determinou-se que o soro de leite possui cerca de 31,68 + 3,45 g/L de agucares

redutores.

Figura 7 - Curva de calibragéo para o método do Miller
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y = 0,2149x — 0,0408 (Equacéo 11)

Ademais, foi realizada a medicao dos acgucares redutores presentes no soro
de leite filtrado, como dito anteriormente, ele foi obtido apdés o processo de
autoclavagem do soro de leite, no qual ocorreu a formacao de coagulos que foram
posteriormente filtrados. O resultado dessa filtracdo (filtrado) foi analisado, nele
estdo presentes 23,11 + 0,86 g/L de acgucares redutores. Esta diferenga, entre o
soro bruto e o filtrado, pode ter ocorrido devido a uma parcela dos agucares terem
ficado retidos nos coagulos que foram removidos.

Em comparagdo com os dados da literatura, o soro de leite utilizado no

presente trabalho apresenta uma concentragao inferior ao padrao. Normalmente, o
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soro de leite contém cerca de 55% dos nutrientes do leite, sendo composto por
aproximadamente 93% de agua, 5-6% de lactose, 0,85% de proteina, 0,53% de
minerais e 0,36% de lipidios. Porém, essas diferencas sao normais de ocorrerem,
uma vez que a composi¢cao do soro varia de acordo com o tipo de queijo do qual

este foi extraido e das etapas de processamento (Jorge et al., 2021).

5.1.2. Proteinas totais

De forma andloga a determinagdo dos agucares totais, também foi montada
uma curva de calibragao (Figura 8) para a determinagao de proteinas cuja equagao
esta representada na Equagédo 12. Da mesma forma, a curva se adequou bem ao
modelo linear. Assim, a concentracdo de proteinas totais pode ser determinada em
cerca de 2,09 + 0,32 g/L de proteinas. Ja o soro de leite filtrado, apresentou uma

concentragcéo de 1,13 + 0,08 g/L.

Figura 8 - Curva de calibragédo para o método de Bradford
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Fonte: Autores, 2024.
y = 0,8285x + 0,0578 (Equacéo 12)

Novamente, a diferenga entre o soro bruto e o soro obtido apds a remogao
dos coagulos, se da pelos coagulos serem compostos principalmente pelas

proteinas que desnaturam no momento da autoclavagem em alta temperatura.

5.2. Producao de acido latico em diferentes meios de cultura
Para avaliar a producéo de acido latico foram utilizadas duas composi¢des de
soro de leite, filtrado e coagulado, e o meio MRS, este foi utilizado como um controle

positivo uma vez que € muito utilizado para o cultivo de bactérias laticas. As figuras
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9, 10 e 11 representam a producao de acido latico e o consumo de agucares ao
longo do tempo para cada um dos meios, MRS, soro de leite filtrado e o coagulado,
respectivamente. A partir deles, € possivel afirmar que de uma forma geral as
triplicatas realizadas foram uniformes, uma vez que o desvio padrao foi baixo, salvo
pela produgao do acido no meio MRS, que apresentou um desvio maior.

Figura 9 - Producgéao de acido latico em relagdo ao tempo no meio MRS
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Figura 10 - Produgéo de acido latico em relagao ao tempo no Soro de Leite Filtrado
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Figura 11 - Produgéao de acido latico em relagao ao tempo no Soro de Leite Coagulado
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Em todos os casos é possivel constatar que houve uma oscilagdo na
concentragcao de agucares redutores, ao contrario do que seria o esperado, uma vez
que nao se observou um decaimento constante que representaria 0 consumo da
fonte de carbono. Porém, no caso do meio MRS o aumento da concentracdo dos
acgucares redutores foi minima, podendo ser resultante de erros experimentais. Ja
em relagdo aos soros, o aumento da concentracdo de acucares pode estar
relacionado com a analise utilizada, o método de Miller (1959) identifica tanto a
lactose quanto os monossacarideos que a formam, glicose e galactose, dessa forma
quando o microrganismo quebra uma molécula de lactose ele gera outros dois
agucares que sao identificados pelo método, por isso a quantidade de agucares
redutores oscila.

Cabe ressaltar também que o DNS reage de formas diferentes com os
monossacarideos e os dissacarideos, de forma a gerar distingbes pequenas, porém,
relevantes nas leituras de absorbancia nos produtos da reagédo. Sagib e Whitney
(2011) afirmam que essas alteragdes podem causar diferencas expressivas nos
resultados obtidos para amostras com misturas de acgucares redutores e, portanto,
devem ser analisadas com cuidado. Com isso, é correto afirmar que os elevados

desvios observados nos graficos sao decorrentes desse comportamento.
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No grafico presente na Figura 11, é possivel observar que a concentragao
inicial de agucares redutores no soro de leite filtrado é diferente da quantificada
antes do inicio do experimento. Isso se deve ao fato de o mesmo ter sido
autoclavado duas vezes, ap0os o primeiro processo de esterilizagao realizado ocorreu
a formacdo dos grumos, entdo para a retirada dos mesmos ele perdeu a sua
esterilidade, dessa forma foi necessario realizar outro processo de autoclavagem.
Esses repetidos ciclos de assepsia podem ter resultado na quebra das moléculas de
lactose em glicose e galactose, uma vez que o aquecimento desse dissacarideo a
temperaturas superiores a 80 °C podem levar a hidrolise do mesmo (Berg, 1993
apud De, 2022). Como dito anteriormente, a quebra do mesmo gera alteracéo na
leitura do resultado obtido pelo método de Miller (1959).

Ja em relacdo a producgao de acido latico, foi observada uma produg¢ao maior
no meio MRS, atingindo um pico de 7,63 + 0,84 g/L, enquanto os soros coagulado e
filtrado apresentaram resultados mais baixos, porém semelhantes, com pontos
maximos de produgdo de 1,64 + 0,05 g/L e 1,51 + 0,13 g/L, respectivamente. Em
um estudo conduzido por Cock e Stouvenel (2006), o Lactococcus lactis foi utilizado
e as autoras implantaram condigbes semelhantes as empregadas no presente
projeto, sendo elas 20 g/L de glicose, pH 6 inicial e 32 °C com uma duragao de 48 h,
no entanto, elas atingiram uma producao de 13,7 g/L do acido. Essa diferenca
provavelmente esta ligada a cepa da bactéria, uma vez que as autoras a isolaram de
um canavial, logo é esperado que as mesmas tenham uma maior facilidade em
metabolizar glicose.

Por outro lado, no estudo realizado por Lopes (2009), é realizado ensaios
com diferentes cepas de bactérias laticas em meio MRS (pH 6, 30 °C, 150 rpm)
durante 72h, foram obtidas concentragdes de 5,85; 7,35; 12,75 e 15,30 g/L de acido
latico respectivamente pelas bactérias Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
delbrueckit 103.10.1, Lactobacillus fermentum 292B e Lactobacillus delbrueckii
103.10.2. Nesse caso, o presente estudo apresentou resultados superiores as duas
primeiras cepas. A partir disso, é possivel concluir que a baixa produtividade de
acido latico em meio MRS pode tanto estar ligada a cepa escolhida, como ao tempo
de cultivo e ajustes finos nos demais parametros utilizados no experimento, como
temperatura e pH.

Com relagdo aos ensaios realizados com soro de leite, eles podem ser

comparados com a analise realizada por Rojas, Montafio e Bastidas (2015), nesse
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estudo os autores utilizaram soro de queijo (47 g/L de lactose, 72h de fermentacéo)
suplementado com extrato de levedura e sulfato de aménio como meio para uma
cultura contendo Lactobacillus delbrueckii e Streptococcus thermophillus. Nele, os
autores atingem a producgao de 36,7 g/L, que foi muito superior a determinada neste
projeto. Essa grande diferenca pode estar relacionada a dois fatores, o primeiro
seria a utilizagdo de duas cepas distintas que ao trabalhar em conjunto podem
superar 0 metabolismo do Lactococcus lactis, mas pode ser simplesmente em
decorréncia a suplementacéo de fontes de nitrogénio, que podem ter potencializado
o metabolismo das células utilizadas.

Em outro estudo realizado por Taleghani, Najafpour e Ghoreyshi (2016),
foram comparados o desempenho da producado de acido latico por 4 diferentes
bactérias, L. delbrueckii ATCC 9649, L. casei ATCC 39392, L. bulgaricus ATCC
11842 e Lactococcus lactis ATCC 11454. A fermentacao latica dessas cepas foi
realizada em soro de queijo contendo 50 g/L de lactose e suplementado com extrato
de levedura, ela foi conduzida por 72h e o resultado esta presente na Figura 12. A
partir dela € possivel concluir que o Lactococcus lactis apresentou o segundo pior
desempenho entre as cepas analisadas, indicando que nao seria a mais adequada
para a producao de acido latico. No entanto, ainda assim, a concentracédo de acido
atingida por ela foi muito superior a apresentada no presente estudo, essa grande
diferenca possivelmente esta ligada a suplementacdo de nitrogénio, ja que as

demais condicdes de cultivo sdo semelhantes.

Figura 12 - Producao de acido latico em relagdo ao tempo
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Fonte: (Taleghani; Najafpour; Ghoreyshi, 2016)
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Ademais, o calculo do rendimento do processo foi realizado considerando que
0s agucares redutores presente no ponto zero do experimento eram apenas lactose
para ambos os soros. A partir da Equacédo 1 e Equagdo 2 é possivel calcular a
producdo tedrica de acido latico. Com esse dado em maos, calculou-se o
rendimento com base na Equacéo 3. A Tabela 3 apresenta os resultados do calculo
do rendimento, com base em sua analise & correto afirmar que o rendimento foi
baixo em todos os casos, isso pode ser explicado tanto pela baixa disponibilidade de
substrato, como pode ser observado na comparacao realizada anteriormente, de
modo que os estudos que utilizaram concentracdes maiores de fontes de carbono

obtiveram resultados melhores.

Tabela 3 - Rendimento da produgao de acido latico para cada um dos meios

Meio de Cultura Rendimento teérico  Produto gerado (g/L) Rendimento (%)
MRS 44,26 7,63* 17,24*
Soro Coagulado 47.38 1,64 3,46
Soro filtrado 65,31 1,51 2,32

* -indica diferenca estatisticamente significativa (teste tukey, p = 0,05)

Fonte: Autores, 2024

No estudo realizado por Cock e Stouvenel (2006), as autoras também
testaram concentragcdes maiores de fonte de carbono, que resultam em uma
producdo maior de acido latico. Elas também estudaram a influéncia do controle do
pH e essa relacdo se torna bem visivel no ensaio feito com 60 g/l de glicose, no
qual, com o controle de pH foram produzidos 32,3 g/L, mas sem ele foram gerados
apenas 10,09 g/L de acido latico. Isso se deve a inibicao gerada pelo préprio produto
ao promover a reducao do pH do meio.

No estudo realizado por Rallu, Gruss e Maguin (1996 apud Rachwat; Gustaw,
2024) os autores comprovaram para valores de pH inferiores a 4,5 a viabilidade
celular do Lactococcus lactis decai exponencialmente. Provavelmente, foi isso que
ocorreu no presente trabalho, visto que o pH ao final do periodo de fermentacao foi
de 4,4 aproximadamente em todas as condi¢cdes avaliadas, entdo o mais provavel é

que a producéo tenha sido inibida pelo produto.
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Por fim, também foi realizada uma analise do crescimento das células em
cada meio de cultura, como foi dito anteriormente, o ponto foi retirado apds 24h, uma
vez que esse ponto representa a metade do experimento. Nas Figuras 13, 14 e 15,
tém-se as fotos das ftriplicatas das placas de Petri nas quais foram cultivadas as
amostras dos meios MRS, Soro Filtrado e Soro Coagulado, respectivamente, com
diluicdo de 1000 vezes para possibilitar uma comparagao entre as placas. Cabe

ressaltar que essa seria uma analise subjetiva, a unica conclusao objetiva que pode

, . . 3,
ser sustentada é de que em todas as placas existem mais de 300 x 10 células,
visto que esse € o numero maximo de células que poderiam ser contabilizadas
manualmente, uma vez que, de acordo com o método, 300 € o numero maximo de

col6nias que seria possivel contar (Alst et al, 2023).

Figura 13 - Fotos das Culturas Plaqueadas do meio MRS

Fonte: Autores, 2024
Figura 14 - Fotos das Culturas Plaqueadas do meio Soro de Leite Filtrado

Fonte: Autoral, 2024
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Figura 15 - Fotos das Culturas Plagueadas do meio Soro de Leite Coagulado

Fonte: Autoral, 2024

A partir da observacdo do crescimento das colbnias nas placas de uma
maneira geral, € possivel afirmar que o mesmo foi maior nas placas feitas com
amostras do soro de leite coagulado, e essa caracteristica € enfatizada pela
presenga de um menor numero de espagos sem colbnias. Com isso em mente,
também é correto afirmar que as células cresceram menos no meio de soro de leite
filtrado.

Portanto, entre as composi¢des de soro de leite, € possivel afirmar que o soro
coagulado € mais favoravel ao crescimento do microrganismo, pois proporcionou
uma maior reprodug¢ao do mesmo. Em contrapartida, ao realizar o teste de tukey (p =
0,05) para averiguar se houve ou nao diferenciagao significativa em relacédo a
producédo de acido latico entre esses dois meios, observou-se que ela ndo existe,
entdo, pode-se afirmar que filtrar ou ndo o soro apds a sua coagulagcado nao afeta a

producgao de acido latico.

5.3. Avaliacao da produgcao em Reator STR operando em batelada

Para a producéo de acido latico no reator foi utilizado o soro coagulado, ja
gque 0 mesmo promoveu um maior crescimento das células, além disso, a sua
utilizacao evita a etapa de filtracdo, podendo assim promover uma reducgéao tanto do
custo final do processo quanto do tempo necessario para realiza-lo. A Figura 16
representa um grafico da produgéo de produto e o consumo de agucares ao longo
do tempo e nele é possivel observar o mesmo comportamento oscilatério dos
agucares redutores que ocorre, como foi dito anteriormente, principalmente devido a

quebra da lactose em glicose e galactose.
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Figura 16 - Produgdo de acido latico em relagdo ao tempo no Reator
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Fonte: Autores, 2024

Em relagdo a producédo de acido latico, foi constatado um pico de geragao
maior que o observado no ensaio anterior, atingindo 1,86 g/L de acido latico, esse
aumento pode estar ligado ao menor contato do microrganismo com o oxigénio
atmosférico promovido pela configuracdo do reator. No entanto, também ocorreu a
diminuicdo da concentragédo do acido latico ao longo do tempo, representando uma
perda de cerca de 47% em relacdo ao pico de produgdo. Uma hipbtese para
justificar essa perda de acido latico pode ser que ndo houve uma real degradagao do
mesmo, mas sim a sua ionizagdo em Lactato, que por sua vez néo é detectado pela
coluna utilizada.

Por outro lado, diferentemente dos ensaios anteriores, neste foi observada a
producao de acido acético, um subproduto da fermentacgao latica. Apesar de ter sido
uma producdo muito pequena, como € possivel observar no grafico, ela pode ter
impactado no rendimento da producéo do acido, uma vez que ao invés de o piruvato
ser convertido para acido latico ele virou acido acético, diminuindo o rendimento da
producao da molécula de interesse. Vale ressaltar que a fermentacgao latica também
apresenta outros subprodutos como etanol e 2,3-butanodiol (Kleerebezem et al.,
2020).

Em relacdo ao crescimento celular, o mesmo foi analisado em cada ponto por
meio da contagem das unidades formadoras de colénia. No entanto, devido ao

grande numero de colbnias presentes em alguns casos nao foi possivel realizar uma
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quantificagdo precisa, entdo foi montado um grafico (Figura 17) de numero de
unidades formadoras de colénia em relagdo ao tempo, considerando a aproximagao
realizada anteriormente para os pontos nos quais nao foi possivel realizar a
contagem.

A partir da analise do mesmo, € possivel afirmar que o microrganismo ainda
nao atingiu o seu pico de crescimento. No trabalho realizado por Abreu (2014), o

autor cultivou a bactéria Lactococcus lactis em soro de leite e obteve um pico de
concentracao de 10" UFC/mL, com aproximadamente 48h do inicio do experimento,

no entanto, a concentracao inicial do mesmo foi de 10° UFC/mL, o que pode indicar

que o microrganismo estava proximo a atingir o seu pico, uma vez que Abreu obteve
6 .
um aumento de 10 vezes em um intervalo de 48h, e o presente estudo obteve um

5 : . : .
aumento de 10°. Dessa forma, considerando que a variagdo do crescimento sera
parecida, € possivel afirmar que o microrganismo estava préoximo ao seu ponto

maximo de crescimento e que a taxa de crescimento esta mais baixa.

Figura 17 - Crescimento de Células em relacdo ao tempo
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Fonte: Autores, 2024

Ademais, o rendimento da producéo foi calculado de forma analoga a descrita
anteriormente, assim obteve-se um rendimento de cerca de 5,17%, que foi superior
aos ensaios iniciais com soro coagulado. Esse aumento no rendimento pode ser
resultante de uma melhor homogeneizagao do meio proporcionada pelo reator. No
trabalho realizado por Buyukkileci e Harsa (2004), os autores atingiram uma
producdo de 45 g/L de acido latico utilizando o Lactobacillus casei, com uma

concentragéao inicial de 48,7 g/L de Lactose presente no soro de leite, atingindo mais
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de 90% de rendimento. Cabe ressaltar que foi utilizado um reator do tipo STR com
controle de pH e 200 rpm.

Ja no trabalho realizado por Sirisansaneeyakul et al; 2024, os autores utilizam
o Lactococcus lactis imobilizado em um reator de leito empacotado, com isso eles
atingiram uma producgéo de 30 g/L de acido latico. Em outro trabalho realizado por
Zacharof e Lovit (2013), os autores também utilizaram o Lactococcus lactis em um
reator CSTR, com controle de pH em 6,5 e utilizando glicose como fonte de carbono
conseguiram atingir uma produc¢ao de aproximadamente 37 g/L de acido latico. Com
isso é possivel afirmar que a produgao de acido latico do presente estudo foi muito
baixa em comparacdo a literatura, provavelmente devido a inibicado pelo produto
como explicado anteriormente, ja que o pH final do soro fermentado também foi de
44,

Por fim, foi realizada uma analise da quantidade de matéria organica presente
no soro de leite antes e depois do processo de fermentagdo. O objetivo dessa
analise foi de quantificar se o microrganismo foi capaz de remover a matéria
organica presente no residuo e observou-se que o soro bruto apresentou uma DQO
de 36,28 + 9,47 g/L e o produto da fermentagcédo de 36,20 + 7,47 g/L. Com base
nela, tem-se que nao houve uma diminuicdo significativa da quantidade de DQO,
indicando que o microrganismo ndo foi capaz de remové-la. Esse resultado esta
ligado diretamente ao baixo rendimento do processo, uma vez que 0 microrganismo
enfrentou dificuldades para converter o agucar em acido latico, um grande

representante da matéria organica presente no soro.

5.4. Purificagao do acido latico produzido no reator

Como dito anteriormente, o processo de purificagao foi realizado com o caldo
fermentado proveniente do reator. Apds todo o processo de purificagao constatou-se
que, na etapa final de clarificagao, utilizando o carvao ativado durante o processo foi
obtida uma concentracéo final de 5,33 g/L de acido latico, enquanto que, ao utilizar
bentonita no final do processo, obteve-se uma concentragdo de 5,10 g/L. Dessa
forma é possivel afirmar que ambos os métodos apresentaram resultado satisfatério
para a etapa final.

Para o calculo do grau de pureza das amostras, foi utilizada a relagao
presente na Equacao 7, a partir da qual esse parametro foi inferido para as amostras

finais, apds o processo de purificacdo, e para o ponto final de analise do reator.
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Assim, tem-se os resultados presentes na Tabela 4, que demonstra que o grau de
pureza aumentou cerca de seis vezes, mesmo em ambos os casos. Dessa forma, é
possivel afirmar que apesar de ainda estar muito abaixo do esperado, o método de

purificagao funcionou.

Tabela 4 - Grau de pureza das amostras

Amostra Concentragao Grau de Pureza (%)
(g/L)
Final com carvao 5,33 0,44
ativado
Final com bentonita 5,10 0,42
Ponto final do reator 0,88 0,07

Fonte: Autores, 2024

De acordo com Ahmad, Banat e Taher (2020) o método de purificagao por
precipitacdo € um dos que apresenta menor porcentagem final de pureza, em torno
de 71,49%, contudo, demonstra uma boa porcentagem de recuperagédo do produto,
podendo chegar até 92%, além de ser de facil operagao, simples, confiavel, e ndo
gerar residuos toxicos, facilitando a aplicagdo em grandes escalas. Ainda segundo
os autores, outros métodos podem atingir porcentagens maiores de pureza no
produto final, porém, com baixas eficiéncias de rendimento e apresentando
desvantagens em relagdo ao processo, como a geragao de residuos toxicos ou
dificuldade de aplicagdo em escalas industriais. Em outro trabalho, apresentado por
Vijayakumar, Aravindan, e Viruthagiric (2007), os pesquisadores relataram ter
atingido uma pureza de 90% com o método de precipitacdo, demonstrando o
potencial da técnica. O grau de pureza final do acido latico implica no tipo de
aplicagdo para o qual ele podera ser direcionado, sendo um fator crucial no
momento de escolha do método.

Provavelmente, o baixo grau de pureza obtido no presente trabalho é
resultante da grande quantidade de impurezas do soro do leite. De qualquer forma,
durante todo o processo foi possivel observar a saida das substancias que nao eram
de interesse, mas como a retirada efetiva dessas substancias foi feita apenas na

ultima etapa do processo, apds a concentracdo no rotaevaporador, acabou
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ocorrendo uma saturagcdo do carvao ativado, que resultou na necessidade da
repeticao do processo de retirada desses compostos.

Dessa forma, provavelmente seria mais eficiente realizar uma primeira etapa
de retirada das impurezas com carvao ativado ou bentonita antes da etapa de
concentracdo, para facilitar tanto o processo final de separacao, quanto as reacoes
intermediarias, o que provavelmente resultaria em um aumento do grau de pureza
final. Outra alternativa seria, ao invés de adicionar quantidades especificas de
carbonato de calcio e acido sulfurico com base na estequiometria da reacéo,
adicionar carbonato de calcio até que o pH fique préximo a 10 e, posteriormente,
adicionar acido sulfurico até que o pH chegue proximo a 1.8, como é proposto por

Vijayakumar, Aravindan, e Viruthagiric (2007).

5.5. Analise dos residuos gerados pela produc¢ao

Ao final do processo de purificagdo, foram obtidos dois residuos, a biomassa
do microrganismo junto aos coagulos, obtida na primeira etapa de centrifugacgéo, e
as impurezas retiradas do caldo fermentado juntamente com o carvao ativado no
final do processo de purificagcdo. Na etapa de aquecimento e filtracdo, apds a
primeira centrifugacéo, nao foi observada a formagao de nenhum residuo precipitado
que pudesse ser removido através da filtracdo. Provavelmente isso se deu por conta
da maioria das proteinas ja terem sido precipitadas na forma de coagulos quando o
soro foi autoclavado dentro do reator e, posteriormente, removidas com a
centrifugacdo. A etapa de rotaevaporacdo removeu somente agua, tendo um
rendimento de aproximadamente 90% de remogédo do volume total. Objetivando
direcionar estes residuos para um correto descarte ou um possivel
reaproveitamento, foram realizados uma série de testes para definir suas

composigoes.

5.5.1. Biomassa

Para a analise da biomassa foi realizada a quantificagdo dos lipideos e
proteinas presentes, para que fosse possivel determinar uma aplicacéo ou fazer a
destinacdo correta da mesma. Assim, apés a extracdo em Soxhlet, determinou-se
por meio da massa de lipideos extraidos a concentragdo que a biomassa apresenta.
Foram obtidos cerca de 0,399 de lipideos em 3g da biomassa seca, representando
aproximadamente 13,14% de sua composig¢do. Por meio da cromatografia gasosa,

os acidos graxos foram identificados ao comparar os tempos de retencdo dos
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ésteres metilicos das amostras com aqueles dos padrbes de &acidos graxos,
resultando principalmente nos seguintes acidos: palmitico (C16:0), palmitoleico
(C16:1) e oleico (C18:1). Conforme Melo et al. (2018) estes sao acidos graxos
comuns de serem encontrados no leite de vaca, portanto devem ser oriundos do
soro de leite utilizado como meio de cultivo e que ficaram incorporados a biomassa.
Ainda segundo o autor, o acido oleico (C18:1), possui importantes propriedades
nutricionais apresentando efeitos anticolesterolémicos. A Figura 18 apresenta os
cromatogramas sobrepostos da analise feita para a biomassa e para o soro
fermentado, demonstrando que ambos contém os mesmos picos, ja a Figura 19

compara as amostras com o mix de padrdes de referéncia.

Figura 18 - Sobreposi¢do dos cromatogramas da biomassa (preto) a e do soro fermentado (rosa).
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Fonte: Autores, 2024.

Figura 19 - Sobreposi¢do dos cromatogramas com a amostra padrao (rosa).
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Por meio da analise pelo método de Kjeldahl, observou-se que ndo houve
formagdo de borato de aménio (NH,H,BO;) para provocar uma alteragdo na
coloracao da solucédo de acido bérico contendo a mistura indicadora, dessa forma,
impossibilitando a determinagdo da concentragéo de nitrogénio na amostra através
da titulacdo. A biomassa analisada no método € composta em sua maior parte pelas

proteinas do soro de leite que coagularam e foram removidas apos a fermentagéo
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na etapa de centrifugagdo, junto aos microrganismos, portanto, esta deveria
apresentar uma alta concentragao de nitrogénio, indicando que houve alguma falha
no método. O método Kjeldahl é tipicamente dividido em macro, semi-micro e micro,
de acordo com a quantidade de amostra necessaria para a digestdo e analise
(MAPA, 2013). Essa variagdo depende do material a ser analisado: se o material
possui um alto teor de nitrogénio, uma pequena quantidade pode ser suficiente,
como no método de micro Kjeldahl. No entanto, se o teor de nitrogénio for baixo,
uma pequena quantidade pode ndo ser representativa, sendo necessario utilizar o

método macro Kjeldahl (Araujo, 2019).

5.5.2. Impurezas

Para determinar as impurezas presentes no carvao ativado foram utilizados
meétodos indiretos, uma vez que este € um residuo semi-solido, impedindo a
realizacdo de alguns testes, e que nado poderia ser incinerado para a quantificagao
de solidos totais, devido a presenca do sulfato de calcio que forma gases irritantes
ao ser queimado (“ICSC 1589 - SULFATO DE CALCIO (ANIDROY’, [s.d.]). Foi
realizada uma filtragcdo a vacuo, na tentativa de separar a parte solida da liquida,
porém sem sucesso.

Portanto, para determinar quais as impurezas retiradas juntamente com o
carvao ativado, foi analisada uma amostra do soro fermentado antes de passar pelo
processo de purificagdo, dessa forma, sendo possivel descobrir quais os compostos
passiveis de serem adsorvidos pelo carvao ativado nesse processo. As analises
consistiram em quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford (1976),
concentragao de agucares redutores pelo método de Miller (1959), demanda quimica
de oxigénio (DQO) e quantificagdo de lipideos. O perfil dos lipideos presentes no
soro fermentado foi o mesmo observado na analise da biomassa, conforme esta
representado na Figura 18.

Assim, observou-se que as impurezas consistem basicamente no sulfato de
calcio, formado pela adicdo do acido sulfurico ao lactato de calcio na etapa de
purificacdo, e as impurezas identificadas na analise do soro fermentado que podem
ser adsorvidas no carvao (proteinas 6,20 + 0,27 g/L, lipideos 0,05% e agucares
18,26 + 0,36 g/L). Através da analise do soro fermentado retirado do reator, a carga
de matéria organica (36,20 + 7,47 g/L) a ser removida ainda € alta, como citado

anteriormente. Portanto, para definir o destino final dessa matéria, € preciso
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considerar a reducédo dessa carga de matéria organica ou encontrar uma aplicagéo

de reaproveitamento que tolere esses parametros.

5.5.3. Destino final dos residuos

Com base nestes resultados, uma possivel aplicagcdo da biomassa resultante
do processo de fermentacao é destina-la para a alimentagao animal, pois apesar do
baixo teor de proteinas, esta possui uma quantidade significativa de éleos com bons
valores nutricionais. Este tipo de residuo geralmente pode ser incorporado a dieta
total dos ruminantes como substitutos, consorcios ou aditivos, principalmente devido
as vantagens econdmicas, como a redugdo dos custos da dieta, aumento da
producdo e eficiéncia alimentar. Além dos beneficios econdmicos, a utilizacao
desses residuos na alimentagdo animal traz vantagens ambientais significativas,
pois muitas industrias ndo tém armazenamento adequado para tratar esses
produtos, resultando em impactos ambientais e contaminagéo (Rodrigues, 2021).

O residuo das etapas de purificagdo possui algumas limitagées de aplicagcéo
como, por exemplo, ndo poder ser queimado para geragao de energia, devido a
liberacdo de gases irritantes, conforme citado anteriormente e, ndo poder ser
descartado diretamente no ambiente de acordo com suas altas cargas de matéria
organica. Porém, ele ndo apresenta nenhum componente toxico e, de acordo com o
Anexo V da Instrugdo Normativa MAPA n°® 42 de 16/12/2010, tanto a bentonita
quanto o sulfato de célcio enquadram-se como aditivos tecnolégicos. A bentonita
atua como adsorvente, antiaglutinante e antiumectante, enquanto o sulfato de calcio
funciona como estabilizante e regulador de acidez. Como a bentonita apresentou um
rendimento de purificacdo muito proximo ao do carvao ativado, esta se apresenta
como uma boa alternativa para o processo de purificagao, facilitando o destino final
dos residuos.

Assim, os residuos formados no processo surgem como alternativas aos
alimentos convencionais, promovendo a reducdo dos custos de producido e
apoiando causas ambientais, desde que se observem as caracteristicas e

finalidades adequadas para a dieta dos animais.
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6. CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos no presente trabalho foi possivel
concluir que o processo de produgdao e purificagcdo do acido latico com o
Lactococcus lactis ainda tem muitos pontos para melhorar. Apesar de todos os
processos terem sido realizados de acordo com a metodologia e a producéo e
purificacdo do acido terem sido bem sucedidas, o rendimento do processo como um
todo deixou a desejar. Na etapa de testes de meios de cultura foi obtida uma
producao de 1,64 + 0,05 g/L e 1,51 £ 0,13 g/L, respectivamente para o soro de leite
coagulado e o filtrado, porém o esperado seria uma produg¢ao de pelo menos 30 g/L,
essa grande diferenga esta ligada principalmente a inibigdo gerada pelo produto.

Seguindo para os testes em reator, observou-se um crescimento adequado
do microrganismo, bem como um aumento na produgao, no entanto nao foi muito
significativa, atingindo apenas 1,86 g/L. Por mais que o rendimento esperado para
essa etapa ndo aumente muito em relagdo a anterior, estando por volta de 37 g/L, a
producdo alcancada nao esta proxima. Ja com relagado ao processo de purificacio,
ele resultou em um grau de pureza de 0,44% estando também abaixo do esperado.

Tem-se como residuos ao final do processo a biomassa do Lactococcus lactis
e as impurezas retiradas durante o processo de purificacdo, em ambos o0s
componentes nao ha substancias tdéxicas, além de sua composicao final ser
adequada para aplicagdes na area de ragao animal e suplementacao de solos, a
depender da utilizagdo de bentonita e carvao ativado.

Desta forma, mesmo com um baixo rendimento no processo como um todo,
este trabalho demonstrou um grande potencial de aprimoramento, visto que
aproveitou um residuo abundante no Brasil e no mundo, o soro de leite, resultando
em um bioproduto em expansao com diversas possibilidades de aplicagdo, o acido
latico. Sendo assim, com ajustes nos processos aqui descritos pode-se alcangar um

processo econdmico e sustentavel, com a vantagem de ter uma economia circular.
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Anexo 1

Ensaios de Fermentacdo Aumento de Escala
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