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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi isolar micro-organismos produtores de D-(-) e L-(+) 4cido latico,
os quais sdo utilizados na sintese de polimeros empregados na producdo de diversos materiais
resistentes e biodegraddveis, além de otimizar a producdo de dcido latico, a partir da
utilizacdo de diversos residuos agro-industriais. Os micro-organismos mais promissores para
producdo de L-(+) 4cido latico foram os isolados de Keffir (Ke6, Kell, Ke8 e Ke24) e o
Lactobacillus rhamnosus B103, ja para a produgao de D-(-) 4cido latico, os mais promissores
foram os isolados de iogurte (Y15C e Y15A) e o Leuconostoc mesenteroides B512. Pode-se
afirmar que os micro-organismos selecionados apresentaram grande potencial para utilizacao
na inddstria de biopolimeros e industria de alimentos. O soro de queijo € a manipueira foram
os melhores residuos para producdo de L-(+) 4cido latico por Lactobacillus rhamnosus B103.
Quando se utilizou 160 g/L de lactose de soro de queijo, 60 mL/L de dgua de maceragdo de
milho (AMM), 2 mL/L de Tween 80 e 0,10 g/LL de MnSOj, observou-se alta producdo de L-
(+) acido latico (142 g/L) e baixo residual de lactose (3,2 g/L). Para a otimizagdo com
manipueira, foi obtido 41,58 g/LL de L-(+) acido latico, a partir de 50 g/L de acucar redutor
total (ART), 65,40 mL/L de AMM e 1,27 mL/L de Tween 80. Nas otimiza¢gdes com
Leuconostoc mesenteroides B512 foi observado producao de 60,20 g/L. de D-(-) acido latico,
utilizando 116,90 g/L de ART de caldo de cana e 44,25 g/L de autolisado de levedura. Nas
otimizagdes com L. plantarum Lmism6 observou-se uma producdo de 63,40 g/L de acido
latico, 0,40 g/L de ART residual e alta conversdo de substrato (99,40%), quando se utilizou
70 g/L de ART de melago, 30,00 mL/L de AMM, 2 g/L. de K,HPO4 e 1 mL/L de Tween 80.

Palavras-Chave: Lactobacillus rhamnosus, Leuconostoc mesenteroides, acido latico,

residuos agroindustriais, otimizacao.



ABSTRACT

The aim of this study was to isolate D-(-) and L-(+) lactic acid producers micro-organisms,
which are used in the synthesis of polymers used in the production of many resistant and
biodegradable materials and optimize the lactic acid production, from agro-industrial
residues. The most promising micro-organisms for L-(+) lactic acid production were
Lactobacillus rhamnosus B103, as well as, the isolated from Keffir (Ke6, Kell, Ke8 Ke24)
and the most promising D-(-) lactic acid producers were strains of yogurt (Y15C and Y15A)
and Leuconostoc mesenteroides B5S12. Cheese whey and cassava wastewater (CW) were the
best residues for L-(+) lactic acid production by Lactobacillus rhamnosus B103. Using 160
g/L of lactose from whey, 60 mL/L of CSL, 2 mL/L of Tween 80 and 0.10 g/LL of MnSQy,
there was higher production of L-(+) lactic acid (142 g/L) and low lactose residual (3.20 g/L).
For optimizations with CW, it was obtained 41.58 g/L of L-(+) lactic acid from 50 g/L of
reducing sugar, 65.40 mL/L and 1.27 mL of corn steep liquor (CSL) and Tween 80
respectively. Leuconostoc mesenteroides B512 produced 60.20 g/L of D-(-) lactic acid, using
116.90 g/L of sugarcane juice and 44.25 g/L. of yeast autolysate. L. plantarum Lmism6
produced 63.40 g/L of lactic acid, with less residual reducing sugar (0.41 g/L) and higher
substrate conversion (99.41%), by using 70 g/L of sugar reducing from molasses, 30 mL/L of
CSL, 2 g/L. of K;HPOy4, and 1 mL/L of Tween 80.

Key-words: Lactobacillus rhamnosus, Leuconostoc mesenteroides, lactic acid, agro-

industrial wastes, optimization.
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1. INTRODUCAO

O 4cido latico (4cido 2-hidroxipropanéico), CH;CHOHCOOH ¢é um &cido organico
amplamente empregado em diversos setores da indudstria. Na inddstria farmacéutica, o acido
latico pode ser utilizado como matéria prima na producdo de cosméticos, formulagdo de
pomadas e locdes, na industria quimica € utilizado na produgdo de solventes organicos € na
industria alimenticia atua como acidulante, flavorizante, aromatizante e emulsificante (WEE
et al., 2004; ALTAF et al., 2005).

A produgdo mundial de 4cido latico em 2006 foi estimada entre 130.000 e 150.000
toneladas métricas por ano, sendo que o preco do acido latico com 50% de pureza era de US$
1,38/Kg e com 88% de pureza era de US$ 1,54/Kg (WEE et al., 2006). A demanda de 4cido
latico tem aumentado e € estimado um crescimento de 19% ao ano, principalmente devido ao
seu emprego na producdo de polimeros biodegraddveis como o 4cido polilatico (PLA), que
pode ser o substituto dos polimeros derivados do petréleo (DATTA et al., 1995, WEE et al.,
2006). Assim, o PLA pode ser utilizado em embalagens de alimentos e utensilios plasticos
variados e por ser reabsorvivel, pode ser empregado na medicina, na regeneragcdo de tecidos,
suturas, fixagdes de fraturas, reposicdo Ossea, reparo da cartilagem, reparo do menisco,
fixa¢do de ligamentos e implantes (SAKATA et al., 2004). Os polimeros produzidos a partir
de 4cido latico D-(-) e L-(+) t€ém mostrado propriedades fisico-mecanicas comparaveis a dos
plésticos produzidos a partir de reservas fosseis de energia, porém com elevadas taxas de
biodegradabilidade.

O 4cido latico pode ser obtido tanto pela acdo fermentativa de bactérias, fungos e
leveduras quanto por sintese quimica. Porém, os processos fermentativos sdo mais vantajosos,
pois sdo mais econdmicos, nao requerem a utilizacdo de temperaturas, pressoes elevadas e
catalisadores metdlicos, o consumo de energia, assim como, o custo da matéria prima € baixo,
€ possivel utilizar matéria-prima renovdvel, sdo “estereosseletivos”, ou seja, produzem um
dos isomeros preferencialmente (PONDEY et al., 2001; SILVA; MANCILHA, 1991).

Além disso, a sintese quimica do 4cido latico sempre produz uma mistura racémica.
Aproximadamente 90% do total do 4cido latico produzido no mundo é produzido por
fermentacdo utilizando bactérias (ZHOU et al., 2006). Producdo fermentativa de 4cido latico
oferece 6tima vantagem na obtencdo de estéreoisomeros opticamente puros (L-(+) ou D-(-)

acido latico) e também D,L acido latico, dependendo da estirpe selecionada para fermentagao.
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A pureza enantidmerica do acido latico € fator crucial nas propriedades fisicas do
PLA. A polimerizacdo de uma mistura racémica de L-(+) ou D-(-) 4cido lético, geralmente,
leva a sintese de poli-DL-4cido latico (PDLLA), que é amorfa. O grau de cristalinidade e,
muitas outras propriedades importantes, sdo controladas pela razdo dos enantiomeros D e L
usados (SODEGARD; STOLT, 2002). Devido a natureza quiral do 4cido ltico, varias formas
distintas de polimeros podem existir: poli-L-(+) 4cido latico (PLLA) € o produto resultante da
polimerizacao do L-(+) dcido latico. A temperatura de fusdo do PLLA pode ser aumentada em
50°C, pela mistura fisica com o polimero PDLA (poli-D-(-) dcido latico), o que pode formar
um estéreocomplexo altamente regular com cristalinidade e estabilidade térmica aumentada
(WIKIPEDIA, 2011).

Uma vez que na natureza € escassa a presenca de bactérias homofermentativas
produtoras de altas concentragdes de acido latico D-(-) e L-(+), é de grande importancia o
isolamento e selecdo de bactérias laticas que se enquadrem nesse perfil, assim como o
desenvolvimento de processos fermentativos que garantam uma boa producdo com o menor
custo.

As bactérias laticas sdo bastante exigentes quanto as condi¢des de crescimento.
Segundo Buchta, (1983) os agucares representam as melhores fontes de carbono para estas
bactérias, havendo, também, necessidade de nitrogénio, vitaminas € sais minerais para o bom
desempenho da fermentacdo latica. Diversos subprodutos e matérias-primas da agroindustria e
inddstria de alimentos tém sido empregados para a producdo de &cido latico, pela alta
disponibilidade e baixo custo, tais como, bagaco, melaco e caldo de cana de actcar, soro de
queijo, além da AMM e do autolisado de levedura.

Para otimizar a produgdo de 4cido ldtico, alguns pardmetros devem ser considerados
durante a fermentagdo, tais como, concentracdo de nutrientes, pressdo parcial de oxigénio e
diéxido de carbono, pressdao osmdtica, variagdo do pH, o “stress” provocado pela agitacdo
sobre as células, além da temperatura de cultivo e do tempo de fermentagdo (BOUDRANT et
al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar micro-organismos produtores de
D-(-) e L-(+) 4cido latico, os quais sao utilizados na sintese de polimeros empregados na
producdo de diversos materiais resistentes e biodegradaveis, além de otimizar a produgdo de

acido latico, a partir da utilizag@o de diversos residuos agroindustriais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O acido latico
O 4cido lético (4cido 2-hidroxipropandico), CH;CHOHCOOH € um acido orgéanico,
tem um atomo de carbono assimétrico com quatro grupos diferentes ligados a ele: -COOH, -

H, -OH e CHs. Exite em duas formas enanantiomericas (Figura 1)

H H

HOOC” ey Hc” NCOOH
OH HO
L(+) Di-)

Figura 1 — Estereoisdmeros do 4cido latico

O 4cido latico pode ser obtido tanto pela acdo fermentativa de bactérias, fungos e
leveduras quanto por sintese quimica. Porém, os processos fermentativos sdo mais vantajosos
por serem mais econdomicos (SILVA; MANCILHA, 1991). Aproximadamente 90% do total
do 4cido latico produzido no mundo ocorrem por fermentacdo por bactérias (ZHOU et al.,
2006). Além disso, a sintese quimica do acido latico sempre produz uma mistura racémica. A
pureza enantiomérica do acido latico € fator crucial nas propriedades fisicas do PLA
(SODEGARD; STOLT, 2002).

Durante a fermentacdo do agucar, dependendo da espécie de bactéria, ela pode
produzir exclusivamente L-(+) 4cido latico, exclusivamente D-(-) 4cido latico, quantidades
aproximadamente iguais de ambos isomeros ou produzir predominantemente uma forma em
relacdo a outra (GARVIE, 1980; KANDLER; WEISS, 1986; SCHLEIFER, 1986). A maioria
das bactérias laticas produz as duas formas enantioméricas do acido latico. A redugdo
enzimatica do piruvato a lactato é processada por desidrogenases estereoespecificias, sendo
que o L-(+) lactato é formado pela enzima LdhL, enquanto o D-(-) lactato € formado pela
enzima LdhD. Algumas bactérias possuem a lactato racemase (LR), que converte o L-(+)
acido latico em D-(-) dcido latico. As bactérias laticas (BLs) podem ser agrupadas de acordo
com a propor¢do dos isomeros produzidos (Tabela 1), assim, aquelas que produzem mais de
75% do 1somero L-(+) lactato, sdo referidas como do tipo L; as que produzem mais que 75%

do isdmero D-(-) lactato, sdo referidas como tipo D; e aquelas que produzem os dois isdmeros
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em propor¢Oes intermedidrias sdo classificadas como tipo D, (KANDLER, 1983;
MANOME et al., 1998; VIANA et al., 2005; CURRY; CROW, 2003).

Tabela 1

Isdbmero de 4cido latico produzido por bactérias laticas

Nome da bactéria D-(-) 4cido latico  L-(+) acido latico D,L acido latico
Lb. acidophilus Nao Nao Sim
Lb. delbrueckii subsp. lactis Sim Nio Nio
Lb. delbrueckii subsp bulgaricus Sim Nio Nio
Lb. helveticus Nao Nao Sim
Lb. casei Nao Sim Nio
Lb. paracasei subsp. tolerans Nao Sim Nio
Lb. paracasei subsp. paracasei Nao Sim Nao
Lb. rhamnosus Nao Sim Nao
Lb. plantarum Nao Nao Sim
L. lactis Nao Sim Nao
S. thermophilus Nao Sim Nio
Leuconostoc sp. Sim Nio Nao

(a) Algumas estirpes produzem D-(-) e L-(+) 4cido latico (Fonte: CURRY e CROW, 2003).

A quantidade do isdmero predominante pode ser incrementada com o aumento do pH
e da quantidade de substrato. Processos em batelada também favorecem a formacdo do
isdmero predominante. Altas temperaturas e pH ndo controlado desfavorecem a producao de
apenas um isomero (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

O 4cido latico € um produto amplamente empregado na industria téxtil, farmacéutica,
quimica, alimenticia, entre outros (WEE et al., 2004; ALTAF et al., 2005). O uso do 4cido
latico na industria farmacéutica estd relacionado a produciao de cosméticos, formulacdo de
pomadas, lo¢des, preparacdo de solugdes anti-acne e umectantes. O lactato de cdlcio pode ser
usado como terapia na deficiéncia de célcio, além disso, pode atuar como um agente de
eliminagcdo de carie dental (NARAYANAN et al., 2004). Na industria alimenticia o acido
latico é empregado como aditivo, acidulante, flavorizante, aromatizante e emulsificante
(fabricac@o de paes e derivados, doces, balas), além de inibir a esporulagdo de bactérias em
alimentos processados (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000; NARAYANAN et al.,
2004; NAVEENA et al., 2005). Na industria quimica é empregado na producio de solventes
organicos € na producdo de 1,2-propanodiol e acido acrilico (HOFVENDAHL; HAHN-

HAGERDAL, 2000; NARAYANAN et al., 2004).
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A produg@o mundial de acido ldtico em 2006 foi estimada entre 130.000 e 150.000
toneladas métricas por ano, sendo que o preco do acido latico com 50% de pureza era de US$
1,38/Kg e com 88% de pureza era US$ 1,54/Kg (WEE et al., 2006). A demanda de dcido
latico tem aumentado e € estimado um crescimento de 19% ao ano, principalmente devido ao
seu emprego na producdo de polimeros biodegraddveis como o acido polilatico (PLA), que
pode ser o substituto dos polimeros derivados do petréleo (DATTA et al., 1995, WEE et al.,
2006). O 4acido polilatico tem sido considerado um dos plasticos biodegraddveis mais
promissores (GROSS; KALRA, 2002; SAKAI et al., 2004). A elevada resisténcia quimica
desse composto € vantajosa para manufatura de fibras e filmes, enquanto a resisténcia ao calor
€ favoravel para producio dos mais diversos utensilios, como copos, bandejas (TANAKA et
al., 2006), talheres, pratos, sacolas, sacos de adubo, garrafas de refrigerante, sacola de
supermercado (BUSTOS et al., 2004; NAVEENA et al., 2005) assim como no setor de
embalagens da industria alimenticia (BOUDRANT et al., 2005).

Seu tempo de vida ttil € curto, podendo ser totalmente degradado no meio ambiente
em condi¢des de aerobiose ou anaerobiose. Sendo essa agdo facilitada quando exposto a alta
temperatura e umidade (AURAS et al., 2003; TUOMINEN; JUKKA, 2003).

Além disso, os polimeros de dcido ldtico, também, podem ser utilizados na medicina,
pois t€ém a importante caracteristica de serem biorreabsorviveis, podendo ser empregados na
regeneracdo de tecidos, suturas, fixacdes de fraturas, reposicdo Ossea, reparo da cartilagem,
reparo do menisco, fixagao de ligamentos e implantes (SAKATA et al., 2004).

Segundo Sakata et al., (2004), o PLLA, o poli-dcido glicélico (PGA), o poli 4cido
latico-co-4cido glicolico (PLGA) e o poli p-dioxanona (PDS), tém sido aplicados em suturas
cirdrgicas e aprovados para uso em humanos, pela “Food and Drug Administration”.

Em seu estudo, Gollwitzer et al., (2005), analisou as caracteristicas imunoldgicas e
mecanicas na interagcdo do PDLLA com o tecido, para avaliar as limitagdes do polimero para
aplicagdes clinicas futuras. Os resultados provaram que o PDLLA nd3o exerce efeitos
imunossupressivos ou inducdo de proliferacdo de células T, fornecendo boa estabilidade
mecanica e adesdo em implantes ortopédicos, demonstrando excelente elasticidade, com uma
elongacao de 8%.

No processo de sintese do PLA, duas moléculas de 4cido litico passam por um
processo de esterificacdo e ciclizagdo catalitica para fazer um éster de dilactideo ciclico
(Figura 2). Esse processo de dimerizacdo gera agua, que pode ser separada antes da

polimerizagdo, devido a uma queda significativa na polaridade. PLA de alto peso molecular é
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produzido a partir do éster dilactideo, pela abertura do anel de polimerizacdo, usando um
catalisador (octoato de estanho). Este mecanismo ndo gera molécula de dgua adicional e,

portanto, é possivel obter uma vasta gama de pesos moleculares (WIKIPEDIA, 2011).

P CHs; 0O CHj

(@ o GH
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CHs O CHy|, O
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0

Figura 2 — Sintese do poli-acido latico

A pureza enantidmerica do acido latico € fator crucial nas propriedades fisicas do
PLA. A polimerizacdo de uma mistura racémica de L-(+) ou D-(-) 4cido l4tico geralmente
leva a sintese de PDLLA, que € amorfa. O grau de cristalinidade e, muitas outras propriedades
importantes, sdo controladas pela razdo dos enantidomeros D e L usados (SODEGARD;
STOLT, 2002). Devido a natureza quiral do acido latico, varias formas distintas de polimeros
podem existir: PLLA é o produto resultante da polimerizagdo do L-(+) acido latico. PLLA
tem uma cristalinidade de aproximamente 37%, temperatura de fusdo entre 173 e 178°C. A
temperatura de fusdo do PLLA pode ser aumentada em 50°C e sua temperatura de deflexdo
térmica pode ser aumentada em aproximadamente 60°C a até 190°C, pela mistura fisica com o
polimero PDLA, o que pode formar um estéreocomplexo altamente regular com cristalinidade
aumentada. A estabilidade de temperatura é maximizada quando uma mistura 50:50 € usada,
mas mesmo em baixas concentragdes de 3 a 10% de PDLA, ainda hd uma melhora
substancial. Neste ultimo caso, PDLA atua como agente de nucleacdo, aumentado assim a
velocidade de cristalizacdo. Entretanto, devido a maior cristalinidade do PDLA, a sua

biodegradagio é mais lenta do que para o PLA (WIKIPEDIA, 2011).

2.2 Micro-organismos envolvidos na producao de acido latico

O é4cido latico pode ser produzido por bactérias, por algumas leveduras e por alguns
fungos filamentosos. Os fungos filamentosos (Rhizopus) ainda sdo pouco utilizados para a
producido de acido latico, pois o processo necessita de biorreatores, com alta taxa de aeragdo,
pois sdo obrigatoriamente aerdbios. Além disso, a eficiéncia dos processos produtivos

utilizando esses micro-organismos € baixa, devido a menor taxa de reacdo causada pela
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limitacdo a transferéncia de massa (PARK et al., 1998) e a formacdo de bioprodutos como
acido fumadrico e etanol (TAY; YANG, 2002).

A producio de 4cido lético é feita, principalmente, por bactérias laticas. Os géneros
que compreendem essas bactérias sdo Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus
e Streptococcus, assim como Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus,
Teragenococcus, Vagococcus e Weissella (Figura 3).

Desses, o Lactobacillus ¢ o maior género de bactérias laticas, com mais de 125
espécies e subespécies (AXELSSON, 2004; EUZEBY, 1997; LIMSOWTIN et al., 2003). De
maneira geral, uma tipica bactéria latica pode ser descrita como anaerdbica facultativa, Gram
positiva, ndo formadora de esporos, pode apresentar forma de cocos ou bacilos, ndo
apresentam catalase, motilidade, sdo desprovidas de citocromos, fastidiosas, dcido tolerantes,
estritamente fermentativas, e apresentam inabilidade de sintetizar grupos porfirinas. Além

7z

disso, o dcido latico é o principal produto final durante a fermentacdo do acucar

(AXELSSON, 2004).

Uenococcus

Streprococouy

Lactococcus
Leuconostoc

Emterococcus,
Melissococous,
Tefragenococcus
Fagococcus
Carnobacterium
Lactosphaera

Aerococcus

Weissella

Lactobacillus

Alloiococcus
Dolosigranuium

Propionibacterium

Bifidobacterium

Figura 3 - Principais grupos filogenéticos de bactérias laticas e bactérias relacionadas

gram-positivas.
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O metabolismo dos carboidratos pelas bactérias laticas pode ser classificado como
homofermentativo ou heterofermentativo (Figura 4). A fermentacdo homofermentativa ou
glicolise segue a rota de Embden-Meyerhof-Parnas e fornece exclusivamente lactato como
produto final. J4 a fermentacdo heterolética segue a rota do fosfogliconato fornecendo lactato,
etanol (e/ou acetato) e CO, em quantidades equimolares (LEHNINGER et al., 2002).

No metabolismo homofermentativa ocorre a degradacdo anaerdbica da glicose para
produzir o 4cido latico. A glicdlise € uma das indmeras vias catabdlicas conhecidas
genericamente como fermentagdes anaerdbias, através das quais muitos organismos extraem

energia quimica de vérios combustiveis organicos, na auséncia do oxigénio molecular
(LEHNINGER et al., 2002).

HETEROFERMENTATIVO — via pentose fosfato

HOMOFERMENTATIVO —via EMP ou Glicolitica
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Figura 4 — Metabolismos de bactéria latica

2.2.1 Streptococcus

Streptococcus esta entre as primeiras bactérias reconhecidas pelos microbiologistas,
por causa do seu envolvimento em um grande nimero de doengas humanas e de animais.
Streptococcus foi o nome genérico usado pela primeira vez para descrever bactérias que
formam correntes de cocos, associadas a infecgdes em feridas. Os estreptococos apresentam

complexas exigéncias nutricionais e necessitam de uma boa oferta de carboidratos e proteinas,
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incluindo os tecidos e trato intestinal dos animais, leite, laticinios, material vegetal e outros
alimentos (STILES et al., 1997). Sao classificados em Strepfococcus patogénicos e
Streptococcus oral.

S. thermophilus € uma excec¢do neste género, pois € um organismo importante na
fabricacdo de iogurte e queijo. Cresce em 45 °C e até¢ a 50 °C, mas ndo a 15°C e ¢é
relativamente resistente ao calor. S. thermophilus foi, assim, classificado no género
Streptococcus e foi reclassificado como pertencente ao grupo dos streptococcus orais, €
considerado uma subespécie de S. salivarius (FARROW; COLLINS, 1984). Ele € utilizado
juntamente com Lb delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. lactis e Lb. helveticus, a uma
temperatura 6tima de incubagéo acima de 40°C, na fabricac@o de iogurte e leites fermentados
relacionados, bem como em queijos do tipo suico e italiano. S. thermophilus e Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus tém uma relagcdo especial de desenvolvimento associativo, em que a estirpe
de Streptococcus produz acido férmico, que promove o crescimento de Lactobacillus, que em

troca, fornece compostos que conferem sabor, como o acetaldeido e realizam atividade

proteolitica, que mantém a estirpe de Streptococcus crescendo no leite (STILES et al., 1997).

2.2.2 Lactobacillus

A divisdo classica de Orla Jensen, (1919) para o género Lactobacillus foi baseada nas
suas caracteristicas fermentativas (Tabela 2): 1) homofermentativo obrigatério; 2)
Heterfermentativo facultativo 3) Heterofermentativo obrigatério.

Esta divisdo esta adequada aos interesses dos microbiologistas de alimentos. Varios
lactobacillus dos grupos 1 e 2 e alguns do grupo 3 sdo utilizados em alimentos fermentados,
mas o grupo 3 também estd comumente associado com a deterioracao dos alimentos.

Os Lactobacillus sdo descritos como um grupo heterogéneo de bastonetes Gram
positivos, ndo formadores de esporos, mesoéfilos ou termoéfilos, catalase negativos, apresentam
forma de bastonetes, sdo anaerébios ou aerotolerantes (STILES et al., 1997; HUANG; TANG,
2007; SNEATH et al., 2001). Além disso, apresentam capacidade biossintética limitada e
dependéncia de meio nutricional complexo, com vitaminas e aminodcidos para o crescimento
(STILES; HOLZAPFEL, 1997). Eles crescem em diferentes habitats, tais como plantas, solo,
agua, esgoto e esterco, alimentos fermentados (leite, carne e vegetais), cereais, silagem,
alimentos deteriorados, cerveja, frutas e graos, peixes, industrias de processamento de agucar,

leite, carnes, bebidas fermentadas e a cavidade oral e o trato intestinal de seres humanos. Eles
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sdo acidofilos, produzindo pH 4,0 em alimentos contendo carboidratos fermentdveis, como
resultado, muitas vezes suprimem o crescimento ou matam outras bactérias. E geralmente
aceito que os Lactobacillus crescem até um pH méximo de 7,2, apesar de existirem excecoes
com relagcdo ao substrato e a estirpe. Lactobacillus sdo usados como culturas iniciadoras em
muitas variedades de queijo, alimentos vegetais fermentados, carnes fermentadas, vinho e
cerveja, pao e silagem. O atual estado da taxonomia de Lactobacillus baseada na subdivisao
classica fenotipica esta mostrada na Tabela 2.

O grupo 1 inclui os Lactobacillus homofermentativos obrigatérios que fermentam
glicose em exclusivamente 4cido latico e ndo fermentam pentoses ou gluconato. Representam
as termobacterias de Orla-Jensen e importantes espécies associadas a industria de alimentos:
Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii e Lb. helveticus, assim como Lb. kefiranofaciens.

O grupo 2 inclui os Lactobacillus heterofermentativos facultativos, fermentam hexoses
em 4cido latico e podem produzir gas a partir de gluconato, mas ndo a partir de glicose. Eles
também fermentam pentose por fosfocetolase induzivel para produzir dcido latico e acético.
Importantes espécies neste grupo sao o Lb. casei e Lb. plantarum, estao associados com
muitos habitat, incluindo produtos lacteos, silagem, boca e intestino humano e esgoto. Lb.
plantarum € utilizado como “starter” em alguns embutidos fermentados e produtos de cereais,
cresce em vegetais fermentados e produtos de carne e estd relacionado a deterioracdo em
citros, sucos, vinho e queijos. Um terceiro subgrupo do grupo 2 de Lactobacillus inclui o Lb.
curvatus e Lb. sake que tem importante associacdo com alimentos. O grupo 3 inclui os
heterofermentativos obrigatérios que fermentam hexose em &cido latico, 4cido acético e ou
etanol e dioxido de carbono. A producdo de gds a partir de glicose € uma caracteristica dessas
bactérias. A maioria dos Lactobacillus heterofermentativos obrigatdrios estdo associados com
fermentagdes de alimentos, sendo que o Lb. sanfrancisco converte maltose em 4cido latico,
acido acético e em compostos flavorizantes, dando aroma ao pao de massa azeda. Entretanto,
alguns, como o Lb. bifermentans podem causar deterioracdo de alimentos, provocando
rachaduras em queijo Gouda e Edam, devido a produgdo de gis. Outros como o Lb. brevis
causa deterioracdo em frutas citricas, vinho e cerveja, Lb. fructivorans, Lb. brevis e Lb.

buchneri causam deterioracao em maionese (DAKIN; RADWELL, 1971).



Tabela 2

Principais divisdes dentro do género Latobacillus baseado nas caracteristicas fenotipicas.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Homofermentativos obrigatérios

Heterofermentativos facultativos

Heterofermentativos obrigatdrios

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. ruminis

Lb. salivarius

subsp. salicinus

subsp. salivarius
Lb. sharpeae

Lb. acetotolerans
Lb. agilis

Lb. alimentarius

Lb. bifermentans

Lb. casei
Lb. coryniformis

subsp. coryniformis

subsp. forquens

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

Lb. brevis

Lb. buchneri
Lb. collinoides
Lb. fermentum

Lb. fructivorans
Lb. fructosus

Lb. hilgardii

Lb. kefir

Lb. malefermentans
Lb. oris

Lb. panis

Lb. parabuchneri
Lb. parakefir

Lb. pontis

Lb. reuteri

Lb. sanfrancisco
Lb. suebicus

Lb. vaccinostercus
Lb. vaginalis

Fonte: Stiles et al., (1997)

2.2.3 Leuconostoc

Sao heterofermentativos e produzem D-(-) 4cido ldtico a partir de glicose. Leuconostoc
€ o género predominante entre as BLs em plantas, sendo o Leuc. mesenteroides subsp.
mesenteroides o principal isolado (MUNDT, 1970). Em tecido vegetal danificado eles
ocorrem em numero relativamente baixo, mas em planta madura e durante a colheita e

ensilagem seus nimeros aumentam (DAESCHEL et al., 1987). Em alimentos fermentados de
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origem vegetal, é geralmente, o primeiro organismo a crescer € € seguido pelos Lactobacillus
mais tolerantes.

Estirpes de Leuconostoc de vinho que crescem em meio dcido foram classificadas
como Leuc. oenos (GARVIE, 1967). Sao representadas por estirpes que sdo tipicamente
aciddfilas e crescem em mostos de uvas e vinhos em pH de 3,5 e ndo sdo inibidas por 10 % de
etanol. Eles sdo responsaveis pela fementacdo maloldtica de vinhos e cidras, em que L-malato
€ convertido a L-(+) lactato e CO,, por outro lado, D-(-) lactato é produzido a partir de glicose

por todos Leuconostoc spp.

2.2.4 Pediococcus

Devido a sua associacdo com a deterioracdo da cerveja, Pediococcus estavam entre as
primeiras bactérias a serem estudadas por Louis Pauster. Formacao de tétrade e cocos serviu
como caracteristicas fundamentais para o seu reconhecimento, além disso, sdo
homofermentativos e com excecao do P. dextrinicus que produz L-(+) acido latico, todas as
espécies produzem D,L lactato a partir de glicose (STILES et al., 1997).

Pediococcus sdao mais freqiientemente encontrados em baixo numero, junto com
Leuconostoc e Lactobacillus em plantas e varios alimentos e como agentes de deterioracdo em
bebidas alcodlicas como a cerveja, além disso, sdo importantes como bactérias “starter” em
fermentagdes de salsicha. Alguns como P. acidilactici e P. pentosaceus produzem
bacteriocinas. Exigem carboidrato fermentdvel para o crescimento e crescem pouco em meios
que contenham lactose. A fermentacdo da glicose segue a via de Embden-Meyerhof com D,L
ou L-(-) lactato como produto final. O piruvato pode ser desviado para outros produtos finais
como diacetil e acetoina, que sdo muitas vezes produzidos por P. damnosus, enquanto P.
pentosaceus produz quantidades equimolares de lactato e acetato a partir de pentoses (FUKUI
et al., 1957). Algumas espécies apresentam tolerancias a temperaturas extremas, assim como a
pH e NaCl extremos. Por exemplo, P. acidilactici cresce a 50°C, P. damnosus e P. parvulus
sao 4cido tolerantes e crescem em temperatura baixa. P. damnosus produz diacetil, mas sob

condic¢ao de limitagdo de crescimento, produzem acetoina e diacetil.
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2.2.5 Lactococcus

Lactococcus sdo gram positivo, as células se apresentam no formato de cocos,
produzem L-(+) dcido latico a partir de lactose em temperatura entre 20 e 30°C apés 10 a 20
h. Tem necessidades nutricionais complexas. Sua temperatura 6tima de crescimento € 30°C,
ndo crescendo a 45°C (HOLT et al., 1994). S@o anerdbios, mas sdo capazes de crescer na
presenca de oxigénio parcialmente, devido a presenga de certas enzimas que metabolizam
oxigénio, como superdxido desmutase ou NADH oxidases. Como resultado da microaerofilia,
ndo requer ambiente completamente livre de oxigénio, o que facilita a aplicagdo industrial
dessa espécie em larga escala (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

Muitos estudos de engenharia genética foram feitos utilizando bactérias dessa espécie.
Dois fatores principais tém contribuido para o rapido progresso: (1) a presenca de fungdes
tecnologicamente importantes no plasmideo, como por exemplo, utilizagdo de lactose,
degradacdo da caseina, produgcdo de bacteriocina, resisténcia a bacteriéfago, utilizacdo de
citrato. (2) Ocorréncia de mecanismos de transferéncia de genes naturalmente sob a forma de
conjugacdo e transducdo. Desde 1982, pesquisas genéticas e bioquimicas com Lactococcus
tem uma alta prioridade dentro de muitos programas de pesquisa da Unido Européia (WOOD;

HOLZAPFEL, 1995).

2.2.6 Enterococcus

Os micro-organismos do género Enterococcus sao Gram-positivos, apresentam células
na forma de cocos, dispostas separadamente, em par, ou em cadeias curtas. S3o anaerobios
facultativos, quimiorganotréficos, apresentam metabolismo homofermentativo, sendo o L-(+)
dcido latico o produto predominante a partir de glicose. Apresentam complexo requerimento
nutricional, necessitam de muitas vitaminas, biotina, pirodoxina, riboflavina, pantotenato e
muitos aminoacidos, tém habilidade de crescer a 10°C e a 45°C, além de crescer em meio
com 6,5% de NaCl e a pH 9,6 (SCHILLINGER; LUCKE, 1987; WOOD; HOLZAPFEL,
1995).

Sdo importantes na microbiologia de alimentos e clinica. S3o micro-organismos
ubiquos, mas seu habitat predominante € no trato gastrointestinal de humanos e animais. Eles
ocorrem como contaminantes naturais de carnes. Enterococcus sdo, também, importantes na

producdo de varios alimentos fermentados tais como queijo e sausicha, pois sdo utilizados
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como inoculo iniciador. Também, podem ser utilizados como probidticos e produzem

bacteriocinas (HOLZAPFEL et al., 2004)

2.2.7 Outras Bactérias laticas

Os Carnobacterium produzem L-(+) 4cido latico e apresentam células na forma de
bacilos, sao Gram +, se assemelham aos Lactobacillus, com a diferenca de que ndo crescem
em meio acetato. Os Tetragenococcus requerem NaCl para crescer e crescem em 18% de
NaCl, produzem L-(+) dacido latico, cocos formadores de tétrade. Os Vagococcus se
caracterizam por ter representantes no meio aqudtico, ndo formam esporos, podem ocorrem
em pares, pequenas redes ou mesmo sozinhos, produzem L-(+) 4dcido latico a partir da glicose

(HOLT et al., 1994).

2.2.8 Caracterizacoes de bactérias laticas.

As bactérias laticas sdo caracterizadas de acordo com sua morfologia, fisiologia e
caracteristicas bioquimicas. Sdo avaliadas quanto a coloracdo de Gram; producdo de catalase;
citocromo oxidase; hidrogénio peroxidase; crescimento entre 15° e 45°C; producdo de dcidos
a partir de carboidratos (L-arabinose, celobiose, D-frutose, D-galactose, esculina, lactose,
maltose, melizitose, melibiose, manitol, D-manose, rafinose, ramnose, D-ribose, salicina,
sorbitol, sacarose, trealose e D-xilose) em meio de crescimento Man Rogosa Sharpe (MRS)
com vermelho de clorofenol como indicador; produgdo de 4cido e gas a partir de 1% glicose
(meio de crescimento MRS sem extrato de carne); teste de vermelho de metil e Voges-
Proskauer; producdo de amonia a partir de arginina; redugdo de nitrato; producao de indol e
crescimento em agar acetato (NAIR; SURENDRAN, 2005).

De acordo com o Holt et al., (1994) os principais testes bioquimicos a serem realizado
para identificar cocos Gram-positivos anaerdbios facultativos sdo: arranjo das células;
motilidade; crescimento a 10°C e 45°C, a pH 9,6; crescimento com 6,5 % NaCl (Tabela 3) e
40% bile; reacdo de catalase; presenca de citocromo; producdo de dcidos a partir de
carboidratos; posicdo do peptideoglicano; presenga de dcido teicdico nas parede celular e
conteido G+C do DNA.

A caracterizag@o de bactérias laticas pode ser realizada com base em suas propriedades

fenotipicas, como sua morfologia, fisiologia, tipo de fermentacdo a partir da glicose,
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crescimento em diferentes temperaturas, tipo de isdmero de 4cido latico produzido,
fermentacdo de varios carboidratos (TSAKALIDOU et al., 1994). Portanto € essencial que
haja um método simples e efetivo de identificacdo das bactérias laticas (COX et al., 1990),
como os kits de identificacdo comerciais, que identificam as espécies, com base em um
principio de correspondéncia de padrdes, de acordo com a morfologia geral, com as
caracteristicas fisioldgicas, bem como com a habilidade da bactéria em utilizar diferentes
fontes de carboidratos (WIJTZES et al., 1997).

Entretanto, métodos fenotipicos podem apresentar ambigiiidade e falta de
reprodutibilidade devido as variacdes no crescimento bacteriano, além do baixo poder
discriminatério, uma vez que alguma propriedade especifica que diferencia a bactéria pode
ndo estar disponivel nos kits de identificacio (MOHANIA et al., 2008). A identificacdo
molecular € mais sensivel e os resultados sdo mais confidveis (LICK, 2003; CALLON et al.,

2004).

Tabela 3
Caracteristicas diferenciais de bactérias laticas (Hold et al., 1994).
Caracteristicas® Bacilos Cocos
Carnob Lb. Aeroc.  Enteroc. Le. Leuc. Pedioc. Streptoc  Tetragenoc ~ Weissela®

Vagoc.  Oenoc.

Tetrade - - + - - - + B + _
CO;° - + - - - + - - - +
10°C + + + + + + - + +
45°C - + - + - - + + - -
6,5% de NaCl ND' + + + - + + - + +
18% de NaCl - - - - - - - - + -
pH44 ND + - + + + + - - +
pH 9.6 - - + + - - - - + -
Acido latico® L L, D, DL® L L L D L, DL L L D, DL

a .. . . £ ~ .

+ positivo, - negativo, + resposta varia de acordo com a espécie; ND: ndo determinado
b .

Weissella pode apresentar forma de Bacilos.

Teste para homo ou heterofermentativo a partir de glicose, negativo e positivo denota homofermentativo e heterofermentativo
respectivamente.

Configuracdo do 4cido latico produzido a partir de glicose
¢ Baixas quantidades de CO, podem ser produzidas, dependendo do meio.
Nio foi observado crescimento a 8% de NaCl.

& Producdo de D, L ou DL 4cido lético varia de acordo com a espécie.

A taxonomia de bactérias laticas baseada na comparacdo do rDNA 16S tem revelado
que alguns taxa criados com base em caracteristicas fenotipicas ndo correspondem com suas
relagdes filogenéticas (MOHANIA et al., 2008). Porém para a identificacdao de linhagens de
bactérias laticas nos grupos de Lb. casei e Lb. delbrueckii rDNA 16S nao foi especifico o

suficiente (SCHLEIFER et al., 1995).
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Desta forma, uma identificacdo deve combinar métodos convencionais, baseados nas
caracteristicas microbioldgicas e bioquimicas e também em métodos genotipicos

(EHRMANN et al., 2005)

2.3 Producdo de acido latico por fermentacdo utilizando diferentes residuos

agroindustriais.

A eficiéncia de um processo de fermentacdo pode ser medida pela concentracido de
acido latico, pelo rendimento e pela produtividade (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL,
2000).

Para otimizar a produgdo de acido latico, alguns parametros devem ser considerados
durante a fermentagdo: concentra¢do e fonte de nutrientes, oxigénio e di6xido de carbono,
pressdo osmdtica, variagdo do pH, o “stress” provocado pela agitacdo sobre as células e a
temperatura de cultivo (BOUDRANT et al., 2005).

Em seu estudo, Naveena et al., (2005) fizeram uma varredura dos parametros
nutricionais e fisicos para a producdo de L-(+) 4cido lético. Utilizando a fermentagdo em
estado sélido para Lactobacillus amylophilus GV6, relataram o efeito da peptona, extrato de
levedura, citrato de amonio, extrato de carne, AMM, hidrolisado de caseina, pH, tamanho do
in6culo, periodo de incubacdo, tampao carbonato de cdlcio, o surfactante “Tween 807, os
minerais MgS0,4.7H,0 e MnSQO4.4H,0, NaH,POy, e o acetato de sddio na producdo de dcido
latico. De acordo com esses pesquisadores, o extrato de levedura, a peptona, o citrato de
amoénio, o NaH,PO,4. 2H;0, e o surfactante “Tween 80” melhoraram a producdo de acido
latico quando do aumento de seus niveis no meio de cultivo. Nos casos de MgSQO,4.7H,0,
acetato de s6dio, AMM, extrato de carne, hidrolisado de caseina, pH, carbonato de cdlcio
(CaCO3), periodo de incubacdo e MnSO4.4H,0O foram considerados parametros nao
significativos.

Liew et al., (2005) utilizaram técnicas estatisticas para otimizar a producdo da
biomassa por Lactobacillus rhamnosus, variando as concentragdes de extrato de levedura,
glicose e vitaminas em diferentes valores de pH, estudando os efeitos individuais ou de
interacdo desses parametros a fim de alcangcar uma condi¢do 6tima. As condi¢gdes timas de
crescimento para Lactobacillus rhamnosus foram pH 6,9, solucao de vitamina a 1,28% (v/v),

glicose a 5% (m/v) e extrato de levedura a 6% (m/v).
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2.3.1 Fontes de carbono

A fonte de carbono para produ¢do microbiana de 4cido latico pode ser o agicar em
forma pura como glicose, sacarose e lactose. Entretanto, esses acgucares sio muito caros.
Dessa forma, diferentes produtos alimenticios e agroindustriais, ou residuos sdo alternativas
mais baratas do que acucares refinados para producio de 4cido lético, tais como melago, soro
de queijo, bagaco de cana, melagco de beterraba (GOKSUNGUR; GUVENC, 1999;
KOTZAMANIDIS et al., 2002), amido de batata, tapioca e trigo (JOHN et al., 2006;
ANURADHA et al., 1999).

2.3.1.1 Soro de queijo

Durante a fabricacdo do queijo € gerado um residuo liquido, conhecido como soro de
queijo, proveniente da coagulacdo das proteinas do leite, que ocorre com a utilizagdo de
dcidos ou enzimas proteoliticas (USDEC — United States Dairy Exporters Council, 2004). O
soro de queijo pode ser classificado como 4acido ou doce, dependendo, principalmente, da
técnica usada para remover a caseina do leite. Na fabricacdo dos queijos mussarela, cheddar e
suico, por exemplo, a coagulacdo das proteinas € feita por um processo enzimatico € o0 Soro
resultante € classificado como doce, com acidez tituldvel entre 0,10 e 0,15 %. J4 na fabricacdo
dos queijos cottage e ricota, ocorre a adi¢do de dcido (latico, citrico ou acético) para promover
a coagulacdo. Além disso, uma quantidade significativa de lactose € convertida a 4cido latico,
antes que o soro seja separado da massa. Dessa forma, o soro produzido € classificado como
acido, com acidez tituldvel entre 0,35 e 0,44 % (USDEC, 2004). O soro doce possui uma
maior quantidade de lactose. O soro dcido apresenta maior quantidade de dcido latico e uma
menor quantidade de proteinas. A sua utiliza¢do pela industria alimenticia € limitada, devido
ao sabor azedo e ao alto teor de sais (MAWSON, 1994)

O principal componente de ambos, queijo acido e doce € a lactose (aproximadamente
70-72 9% do total de solidos), proteina de soro (aproximadamente 8-10 %) e minerais
(aproximadamente 12-15 %) (JELEN, 2003). As principais diferencas entre os dois tipos de

soros estdo no conteudo mineral, na acidez e composi¢ao da proteina do soro (Tabela 4).
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Tabela 4

Composigao tipica de soro doce e 4cido.

Componentes Soro doce (g/L) Soro 4cido (g/L)
Sélidos totais 63-70 63-70

Lactose 46-52 44-46

Proteinas 6-10 6-8

Cilcio 0,4-0,6 1,2-1,6

Fosfato 1-3 2-4,5

Lactato 2 6,4

Cloreto 1,1 1,1

(Fonte: JELEN, 2003)

Este subproduto representa 85 a 95 % do volume do leite e retém 55 % dos seus
nutrientes. Entre esses nutrientes destacam-se a lactose (4-5 %), as proteinas soluveis (0,6-0,8
%), os lipideos (0,4-0,5 %) e os sais minerais (8-10 % do extrato seco). Os sais minerais sao
essencialmente os mesmos presentes no leite. Dentre os mais importantes destacam-se os sais
de sddio e potéssio, que representam a metade do total. O restante € formado por sais de
célcio, magnésio e fosforo. H4 também a presenca de 4cido latico (0,1-0,8 %), acido citrico,
compostos nitrogenados nao protéicos (uréia e 4cido drico), vitaminas do complexo B e
proteinas — em sua maior parte globulina e albumina (MADRID et al., 1995).

As industrias de laticinio geram quantidades significativas de residuos liquidos que
requerem um alto capital investido para armazend-los. Para cada 1 Kg de queijo produzido
gera-se, em média, 9 Kg de soro (SISO, 1996). A produ¢do mundial de soro de queijo no ano
de 2001 foi de aproximadamente 100 bilhdes de litros (ALVES FILHO, 2002).
Aproximadamente 85% do total de leite usado para fabricacdo do queijo é descartado como
soro e a maioria dessas indudstrias ndo tem um sistema de tratamento para eliminé-lo.

Essa disposi¢do como residuo causa sérios problemas de polui¢io para o meio
ambiente, pois afeta a estrutura fisica e quimica do solo, resultando em um decréscimo na
producdo agricola. Além disso, quando o soro € liberado em corpos de agua, reduz a vida
aquatica, devido ao esgotamento do oxigénio dissolvido (GONZALEZ-SISO, 1996;
MARWAHA; KENNEDY, 1988). Assim, o soro de queijo representa uma grande ameaca ao
meio ambiente e a saide humana, sendo urgentemente necessaria uma solu¢do permanente. A
maioria dos paises industrialmente desenvolvidos tem legislacdo mais rigorosa que regem o
escoamento dos efluentes. Ha tecnologia de tratamento de dguas residuais que podem ajudar
na eliminacdo segura do soro de queijo dentro das especificacdes ambientais, mas estes sao

caros. Para superar este problema, a melhor alternativa seria submeter o soro a processos em
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que possa ser manufaturado, e que contribua totalmente ou parcialmente para os custos de
eliminacdo.

As proteinas contidas no soro, por exemplo, podem ser separadas por ultra filtracao e
utilizadas como suplemento alimentar e como matéria-prima para a fabricacdo de produtos
nutricionais. Entretanto, a recuperacdo das proteinas pouco contribui para a diminui¢do da
carga poluente do soro, formada principalmente pela lactose presente no permeado
(MAWSON, 1994). Logo, é de grande interesse o estudo das diversas possibilidades de
utilizacdo desse acticar. A lactose no soro e a presenga de outros nutrientes para o
crescimento de micro-organismos faz do soro um material potencial para a producdo de
diferentes produtos biotecnoldgicos.

Um dos caminhos mais promissores € utilizd-lo como fonte de carbono para a
producdo de &cidos organicos por fermentagdo. Muitos trabalhos t€ém sido realizados,

ultimamente, visando a producdo de 4cido litico por fermentacdo, utilizando a lactose

presente no soro (FU; MATHEWS, 1999).

2.3.1.2 Melaco

O melaco é um residuo industrial da destilacdo do processo de fabrica¢do do agucar,
alcool e cachaga. Aproximadamente 17,9 milhdes de toneladas de melago de cana-de-acucar
sao produzidos por ano no Brasil durante a fabricacao do aguicar. Devido sua composicao rica
em acucares fermentesciveis (LIMA et al., 1975), nitrogé€nio e vitaminas, seu baixo custo e
alta disponibilidade no territério brasileiro, o melago de cana-de-agucar € sugerido como
substrato para melhorar e reduzir os custos na produc¢do de 4cido latico.

Entretanto, a maioria dos resultados sobre o 4cido latico produzido (17-90 g/L) e a
produtividade (2,0-4,0 g/LL h) em fermentacdes em batelada € relativamente baixa
(MONTEAGUDO et al, 1994; GOKSUNGUR; GUVENC, 1997; GOKSUNGUR;
GUVENC,, 1999; KOTZAMANIDIS et al., 2002). Assim, pode ser necessdrio o tratamento
adicional do melago com 4cido sulftrico, fosfato tri-cdlcico, ferrocianeto de potdssio e EDTA,
para aumentar a eficiéncia na fermentacdo, porque o melago contém metais pesados (ferro,
zinco, cobre, manganés), além de magnésio, célcio, que podem inibir o crescimento celular,
afetar o pH do meio, e inativar as enzimas associadas com a formacao do produto (ROUKAS,
1998). Desta forma, Martinez-Gonzalez et al., (1988) avaliaram a fermentacdo latica do Lb.

delbrueckii em meio de melaco de cana-de-agicar hidrolisado com 4cido sulfirico e calor e
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obtiveram considerdvel quantidade de agucares invertidos, obtendo 66,81 g/L de 4cido latico
em fermentador de 2L, contendo 95 g/L de acucares redutores totais no melaco. O pH foi
mantido a 5,8; a agita¢do foi de 150 rpm e temperatura de 40 °C.

Oliveira et al., (2005) avaliaram a produgdo de acido latico, biomassa e consumo de
acucar redutor pelo Lb. curvatus e observaram que apesar do melaco utilizado apresentar em
sua composi¢do uma concentracdo elevada de carboidratos (70,8 g/L), a conversdo em acido
latico ndo foi satisfatdria, acreditam que isso tenha ocorrido pois o melaco € procedente do
processamento de cana-de-agucar proveniente de lavouras que geralmente recebem aplicagdo
de herbicidas, pesticidas e residuos quimicos, os quais podem aparecer na composi¢do do

mesmo, podendo prejudicar o processo fermentativo.

2.3.1.3 Caldo de cana de aciicar

Caldo de cana € o liquido extraido da cana-de-agucar no processo de moagem. O caldo
de cana de acucar contém 13 % a 16 % de sacarose, sendo considerada uma fonte de carbono
renovavel, abundante e de baixo custo, sendo usado como matéria-prima na fabricacdo de
acucar, etanol e cachaca. O caldo conserva todos os nutrientes da cana-de-acucar, entre eles
minerais (de 3 a 5 %) como ferro, cédlcio, potdssio, sodio, fésforo, magnésio e cloro, além de
vitaminas do complexo B e C. A planta contém ainda glicose (de 2 % a 4 %), frutose (de 2 %
a 4 %), proteinas (0,5 % a 0,6 %), amido (0,001 % a 0,05 %) ceras e acidos graxos (0,05 % a
0,015 %) e corantes, entre 3 % a 5 %, além de composto antioxidantes, como os acidos

fendlicos e flavondides (PATON et al., 1992; MCGHIE, 1993).

2.3.1.4 Manipueira

A manipueira € o liquido resultante da prensagem da massa ralada para produgdo de
farinha e do processo de extracdo e purificacio da fécula de mandioca. E o residuo mais
problemadtico, por possuir elevada carga poluente e efeito téxico devido a liberagao do
cianeto, causando sérios problemas ao meio ambiente quando lancada em cursos d’agua
(CEREDA, 2001).

A manipueira é um residuo rico em carboidrato, gerado em grande quantidade durante
a producdo de farinha de mandioca. A mandioca estd entre os seis principais produtos da

agricultura (trigo, arroz, milho, batata, aveia e mandioca) com uma estimativa de producao



34

mundial de 160 milhdes de toneladas por ano (FAO, 2005). A producdo de 1 t de farinha de
mandioca gera 300 L de manipueira, conseqiientemente, o tratamento € a disposi¢do da
manipueira representam um alto custo na produc¢ado industrial de farinha de mandioca, assim
como um problema ambiental. Desse modo, ha uma grande necessidade de uma melhor
gestdo dos residuos. A sua utilizacdo como matéria-prima nos processos biotecnoldgicos €
uma alternativa vidvel que pode contribuir para uma redu¢do nos custos de produgdo,
diminuicdo dos impactos ambientais, além de aumentar o valor econdmico do residuo.
Existem relatos na literatura da utilizacdo da manipueira para producdo de surfactina por
Bacillus subtilis (NITSCHKE; PASTORE, 2006), 6leos essenciais por Fusarim oysporum
(MAROSTICA; PASTORE, 2007.), 4cido citrico por Aspergillus niger (LEONEL; CEREDA,
1995), além de polihidroxialcanoato e rhamnolipdio por Pseudomonas aeruginosa (COSTA
et al., 2009).

H4 muitos trabalhos literdrios que reportam a utilizacdo do bagaco de mandioca na
producdo de écido litico (XIAODONG et al., 1997; ROJAN et al., 2008), mas nao foram
encontrados trabalhos sobre a producdo de &4cido latico usando dgua de manipueira como

substrato.

2.3.2 Fontes de nitrogénio

O requerimento nutricional por bactérias laticas € alto, principalmente, com relagdo as
fontes de nitrogénio complexas (CHOPIN, 1993; PRITCHARD; COOLBEAR, 1993). Os
meios de cultivo sdo usualmente suplementados com extrato de levedura, autolisado de
levedura ou peptona. Em muitos estudos, extrato de levedura é considerado como nutriente
essencial para Lactobacillus para se obter eficiente producdo de d4cido latico
(AESCHLIMANN et al., 1990; AMRANE, 2005; ARASARATNAM et al., 1996; EL-
SABAENY, 1996). Poucas outras fontes de nitrogénio revelaram-se tdo boas na promocgdo do
processo (HUJANEN; LINKO, 1996). Diminui¢do da suplementacido de nitrogénio no meio
de cultura pode resultar em um aumento no comprimento da fase lag da cultura,
correspondendo a uma adaptacao celular ao novo meio (AMRANE, 2003).

Melago suplementado com extrato de levedura influéncia significativamente a
concentracdo de 4cido latico, a biomassa e a utiliza¢do de actcar. A importancia do extrato de
levedura pode ser explicada pelo fato de que contém quantidades criticas de vitaminas e

elementos tracos essenciais para a biossintese de 4cido latico. Kotzamanidis et al., (2002)
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investigaram o efeito do extrato de levedura na fermentacio de 4cido latico a partir de melago
e reportaram que a fermentacdo de &4cido latico foi consideravelmente estimulada pelo
aumento de extrato de levedura, assim como as células vidveis e a utiliza¢do de agucar, todos
aumentam com o acréscimo da concentragdo de extrato de levedura de 1 a 5 % (m/v),
enquanto altas concentracdes diminuem a producdo, indicando que essas concentragdes de
extrato de levedura devem ser toxicas. Maxima concentracido de acido latico (90 g/L), de
numero de células vidveis (0.8 - 10° U.F.C/mL) e de utilizacdo de agucar (93 %) foram
obtidos em meio suplementado com 5 % (m/v) de extrato de levedura. Esses resultados estao
em contraste com os obtidos por Goksungur e Guvenc, (1997) que estudaram o efeito do
extrato de levedura na producdo de acido latico a partir de melaco de beterraba por Lb.
delbrueckii IFO 3202 e obtiveram uma concentragcdo maxima de acido latico (60 g/L) em
meio suplementado com 1 % (m/v) de extrato de levedura.

Muitos fatores podem ser possiveis para essas diferencas, Kotzamanidis et al., (2002)
ressaltaram que a estirpe do micro-organismo, a composi¢do quimica do substrato, o sistema
de fermentagdo, e geralmente as condi¢des empregadas durante a fermentagdo estdo entre os
principais fatores relacionados a assimilag¢do diferenciada de nutrientes pelo micro-organismo.

Em geral, os meios utilizados para o crescimento de bactérias laticas ndo sdo
economicamente atrativos, devido ao requerimento de nutrientes de custo elevado, como o
extrato de levedura e a peptona (BUSTOS et al., 2004). Uma alternativa € a utilizacdo de
AMM, proteina de levedura cervejeira, dentre outras para otimizar o processo.

Bustos et al., (2004) avaliaram a produc¢do de D-(-) acido latico, a partir da glicose por
Lactobacillus coryniformis, utilizando AMM. Os pesquisadores definiram que para atingir a
maxima concentragdo de 4cido latico 58,9 g/L, foi necessario usar baixas concentracdes de
AMM (5 g/L), altas de peptona (10 g/L) e valores intermedidrios de extrato de levedura (3
g/L)) em 96 horas de fermentacdo. Entretanto, para atingir a produ¢do méaxima e econdmica
seriam necessdrios 5 g/ de AMM como tnica fonte de nitrogénio, em um tempo de

fermentagdo de 44 horas.

2.3.3 Temperatura

A temperatura € um dos mais importantes fatores que influénciam o crescimento das

7z

bactérias laticas. Existe uma temperatura 6tima em que a taxa de crescimento € maior e

depende das caracteristicas do micro-organismo utilizado, assim como das condicdes do
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ambiente. Quando a temperatura do meio € acima ou abaixo da requerida para um
crescimento 6timo, a atividade microbiana € substancialmente reduzida e o organismo pode
morrer (PELEG, 1995; ROSSO et al., 1995). A temperatura 6tima para crescimento varia de
acordo com o género do micro-organismo, entre 20° e 45°C (DICKS et al., 1995; WOQD;
HOLZAPFEL, 1995). A maioria dos Lactobacillus é meséfilo, entretanto, Lb. bulgaricus e
Lb. delbruckii podem ser agrupados na categoria dos termofilos. Em fermentacdes utilizando
Lb. delbrueckii e Lb. bulgaricus, temperatura de 45°C ou maior deve ser mantida (BUCHTA,
1983). Para Lb. helveticus e Lb. acidophilus pode ser usada temperatura entre 37 — 45°C.

Entretanto, para outras bactérias, como Lb. casei, temperatura de 28 — 35°C € preferida.

2.3.4 pH

Para uma fermentagdo répida e completa, o pH 6timo deve estar entre 5,5 — 6,0, em
alguns casos entre 6,0 — 6,5, dependendo do micro-organismo usado. Lb. helveticus foi
estudado em cultivo em batelada, e alta produtividade de acido latico foi obtida com pH 5,5
(NORTON et al., 1993). Ja Wee et al., (2004) ao avaliarem a eficiéncia da fermentagdo, por
Enterococcus faecalis, observaram que a maior produtividade de L-(+) 4cido latico (4 g/Lh)
foi obtida com pH 7,0 e o maior rendimento (93,6 %) com o pH 6,0

Miura et al., (2003) demonstraram que o Rhizopus sp. produziu a maxima
concentracdo de acido latico (93 g/L) quando o pH do meio de cultivo encontrava-se entre 6 €
6,5. A Fermentagdo é fortemente inibida por pH baixo e cessa em pH com valor abaixo de 4,5
(PANESAR et al., 2007).

O meio de fermentacdo pode influénciar significativamente a manutencdo do pH.
Dumbrepatil et al., (2008) observaram que o decréscimo do pH em fermentacdes que
utilizavam melago como substrato ndo foi significativa (de 6,0 para 5,3), apés 48 horas de
fermentacdo, e atribuiram isso a uma provavel acdo tampdao do melago. J4 em meio de
fermentacdo composto por sacarose foi observado um decréscimo dréstico do pH de 6,8 para
4.,5. Desta forma, o meio de produgdo a partir de melago poderia ser uma vantagem por
manter o pH do meio de fermentacdo acima de 5,3, em que a eficiéncia dos processos
produtivos € maior.

O pH € um dos principais fatores que influénciam a producdo de acido latico, pois a
atividade catalitica das enzimas e a atividade metabdlica dos micro-organismos dependem do

pH extra celular (SILVA; MANCILHA, 1991). Desta forma, a concentracio do {fon
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hidrogénio durante a fermentacdo influéncia o crescimento microbiano e a taxa de formacgao
do produto. O pH influéncia pelo menos dois aspectos das células microbianas, o
funcionamento da enzima e o transporte de nutrientes dentro da célula. Isto pode limitar a
atividade das enzimas metabdlicas responsaveis pela sintese de novo protoplasma. Os valores
de pH também afetam a sintese de RNA e de proteinas (KLOVRYCHEYV et al., 1979).

Acidos fracos, como por exemplo, o 4cido latico inibe o crescimento bacteriano,
porque com a queda do pH externo, o acido é protonado logo que é exportado para fora das
bactérias. Descarregado, ele se difunde de volta para a célula e dissocia-se devido ao pH
superior intracelular. A célula entdo tem que usar ATP para bombear os prétons para fora,
ocorrendo a perda de energia, que causa a parada do crescimento e conseqiientemente a morte
das bactérias. Além disso, ocorre autdlise das células em alta concentracdo de acido latico
(HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 1997; KASHKET, 1987).

Mussatto et al., (2008), utilizando meio MRS suplementado com cevada hidrolisada e
controle de pH, atingiu uma produ¢do maxima de 35,54 g/L de 4cido latico, enquanto que o
mesmo meio sem controle de pH atingiu 13,02 g/L, além da menor producao de acido latico,
ocorreu, também, menor consumo de substrato e menor crescimento celular na fermentagao
realizada sem controle de pH.

Assim, o 4cido latico produzido durante a fermentacdo tem que ser constantemente
neutralizado. Para controlar o pH durante a fermentacdo sdo utilizados alguns agentes
neutralizantes, como carbonato de calcio, carbonato de s6dio e hidroxido de sddio,
adicionados ao meio de fermentacdo. Entre esses agentes, o carbonato de célcio tem sido
amplamente utilizado nas pesquisas com frascos agitados e em reator (HUANG et al., 2003;
YIN et al, 1997, YU et al., 2008, YEN, 2010).

O hidréxido de sddio e o carbonato (TAY e YANG, 2002, LONGACRE et al., 1997),
bem como o hidréxido de aménio (MARTAK et al., 2003, MIURA et al., 2003, MIURA et
al., 2004), também, tém sido utilizado. Martak et al., (2003) descobriram que o CaCO; pode
ser substituido por 25% de amonia, sem efeitos negativos sobre a produtividade de acido
latico. Portanto, o excesso de consumo de CaCQOs;, assim como a cristalizacdo de lactato de
calcio pode ser evitado. No entanto, existem alguns problemas associados com a adicdo de
carbonato de célcio e outros agentes de neutralizagdo para o controle de pH. O &cido latico
possui um valor de pKa de 3,86 a 30°C. Assim, lactato em vez de dcido latico é formado em
um pH elevado, o que resultard em um aumento dos custos de purificacdo, devido a

necessidade de recuperacdo do dacido latico (YANG et al, 1995). Além disso,
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quando o carbonato de cdlcio é utilizado, o sulfato de cdlcio pode ser produzido
no processo de reconversio do lactato a 4cido latico, o que pode causar

considerdveis problemas ambientais, além de custos extras.

2.3.5 Agitacao

Kotzamanidis et al., (2002) estudaram a producdo de 4cido lético, a partir de melaco,
por Lb. delbrueckii, em frascos de Erlenmeyer, sob agitacdo orbital e sem agitacdo. As
culturas crescida sem agitacdo e as que cresceram com agitacdo produziram a mesma
quantidade de acido latico (45 g/L) apos 24 horas e 18 horas respectivamente. O menor tempo
de fermentacdo da cultura crescida sob agitagcdo, provavelmente, € devido a melhor difusao do
substrato dentro das células, melhorando a transferéncia de massa com respeito ao substrato e
a formacdo de produto. A concentracio de biomassa diminuiu apds as primeiras 6 h de
fermentacdo, enquanto a0 mesmo tempo a producdo de acido latico aumentou. Isto significa
que ndo existe uma relacdo paralela entre a biomassa e a concentragao de acido latico.

O numero de células vidveis foi maior no cultivo sem agitacio comparada com o
experimento sob agitacdo. Lactobacillus delbrueckii é um micro-organismo anaerdbio.
Conseqiientemente, cresce melhor em cultivos estdticos onde as condi¢des de fermentacao sdao
anaerdbias. O nimero maximo de células vidveis (0,8 x 10° U.F.C/mL) foi observado em
cultivo estdtico apds 6 horas de fermentagdao. Quando a concentracdo maxima de dcido latico
foi obtida em cultivo estético e sob agitacdo, 97% do acticar tinham sido convertidos em dcido
latico. Conseqiientemente, ambos, cultivos foram considerados satisfatorios para a produgao
de 4cido latico, a partir de melago, por Lb. delbrueckii. Entretanto, no sistema sob agitacdo, a

produtividade de 4cido latico foi maior comparada com o cultivo estatico.

2.3.6 Tipos de fermentacao

O é4cido latico € geralmente produzido em batelada, porém vérios outros processos sao
utilizados, como batelada alimentada e processos continuos. Segundo Hofvendahl e Hahn-
Hagerdal, (2000), o processo em batelada leva a maiores concentragdes de produto na maioria
dos casos, pois hd um consumo praticamente total do substrato, enquanto que nos processos

continuos permanece uma concentracdo residual. Por outro lado, o processo continuo
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geralmente leva a maiores produtividades, principalmente se conduzidos em altas taxas de

diluicao.

2.3.7 Formacao de subprodutos

Na producio fermentativa do acido latico pode haver a formacao de subprodutos como
acido acético, acido férmico e dioxido de carbono, dependendo da estirpe utilizada e das
condi¢des do processo (WOOD; HOLZAPFEL, 1995). Uma producdo industrial eficiente
deve evitar ou minimizar a formacdo desses subprodutos. Os processos em batelada
apresentaram uma maior eficiéncia do que os demais. Tal eficiéncia torna-se ainda maior
quando a fermentagao € anaerodbia.

Diferentes fontes de carbono podem levar a diferentes percentuais de subprodutos.
Hofvendahl e Hahn-Hagerdar, (2000) mostraram que Lc. lactis produziu 67 % de acido latico
a partir de maltose e 93 % de 4cido latico foi produzido a partir de glicose. Segundo estes
autores, a utilizacdo de pentoses resultou em maiores formagdes de 4cido acético e etanol,
conseqiientemente, diminuindo a produgdo de 4cido latico.

A formacao de subprodutos difere de acordo com a espécie de bactéria e, também,
com relagdo a fonte de carbono utilizada. Por exemplo, a frutose é metabolizada pela via da
pentose fosfocetolase, mas alguns dos agucares sdo reduzidos a manitol pela enzima manitol
desidrogenase. Leuconostoc mesenteroides, uma bactéria latica heterofermentativa, contém
manitol desidrogenase para converter frutose em manitol, portanto produz éacido lético, acido
acético, etanol, manitol e CO,. Frutose é, também, metabolizada a manitol por Lactobacillus
brevis e Lactobacillus buchneri. Ao contrario do Leuc. mesenteroides, essas duas bactérias
sdo incapazes de formar etanol. Elas produzem &4cido latico, 4cido acético, manitol e CO,

(ERTEN, 1998).

2.4 Técnicas de planejamentos de experimentos e metodologia da superficie de resposta

Quando se avaliar apenas o efeito de um fator nas respostas, recomenda-se utilizar a
técnica de planejamento de experimentos completamente aleatorizados, descritas por Oliveira,
(1999); Werkema e Aguiar, (1996); Montgomery, (1991). Por outro lado, quando se torna
importante investigar o efeito provocado nas respostas dos experimentos por dois ou mais

fatores de controle e, cada um deles com dois ou mais niveis, Juran et al., (1951) e
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Montgomery, (1991) recomendam o uso de técnicas cldssicas de planejamento, como por
exemplo: técnicas de planejamento fatorial completo, fatorial fracionado ou experimentos
com pontos centrais.

Nos processos de produgdo industrial existem varios fatores e niveis de controle, que
influénciam as caracteristicas de qualidade dos produtos € um problema comum encontrado
ao se realizar experimentos, ¢ a necessidade de estudar simultaneamente o efeito desses
fatores com diferentes niveis de controle. Neste caso, observa-se que o nimero de testes
requerido para a experimentacdo tende a crescer a medida que a quantidade de fatores
aumenta. Isso torna os experimentos industriais invidveis, porque os custos € o tempo de
execucdo sdo elevados.

Antony et al., (1998); Coleman e Montgomery, (1993); Montgomery, (1991),
Steinberg e Hunter, (1984) sugerem que a soluc¢do desses problemas pode ser alcancada com
mais facilidade quando os experimentos sdo planejados e as respostas analisadas com
métodos ou técnicas estatisticas.

De acordo com Rodrigues e Iemma, (2005), a escolha da melhor estratégia do
planejamento experimental depende principalmente do nimero de varidveis independentes ou
fatores que desejamos estudar e do conhecimento inicial que temos sobre o processo. Quando
o numero de fatores € muito grande, ¢ mais conveniente escolher primeiro um fatorial
fracionado que reduz o numero de ensaios. Desta forma, todo o tempo e recurso para o
desenvolvimento da pesquisa nido sdo gastos diretamente num primeiro planejamento. Isso
porque muitas vezes estamos longe das condi¢cdes 6timas. Portanto, a andlise dos efeitos como
informacao inicial pode nos dirigir seqiiencialmente, através de novos fatoriais fracionados
até se chegar ao completo, atingindo-se as condi¢des desejadas.

Uma estratégia sequencial para se atingir as condi¢des otimizadas foi sugerida por
Rodrigues e Iemma, (2005) e foi dividida em trés etapas. Na primeira etapa, sugerem a
selecdo de varidveis, por meio de fatorial fracionado ou de Plackett Burman, esta etapa é
realizada quando se tem muitos fatores, pouco conhecimento do processo, e se estd longe das
condi¢des desejadas. Na segunda etapa € realizada a otimizagdo por meio de um fatorial
completo, quando se deseja construir modelos preditivos, a partir de poucos fatores, dentro de
uma regido otima. Na terceira etapa, € realizada a validag@o das condi¢des otimizadas, quando
se deseja confirmar experimentalmente os resultados obtidos pela andlise de superficie de

resposta, neste caso as condig¢des ja estdo otimizadas e definidas.
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E muito importante que, apds definidas as condi¢des otimizadas pela andlise de
superficie de resposta, realizemos ensaios experimentais nestas condicdes, para validacao

experimental dos resultados.

2.4.1 Planejamento fatorial

O planejamento fatorial € indicado para a fase inicial do procedimento experimental
quando ha necessidade de se definir os fatores mais importantes e estudar os efeitos sobre a
varidvel resposta escolhida. Ainda, “€é um modelo de efeitos fixos, isto é, a andlise dos efeitos
provocados pelos fatores ndo pode ser transferida para outros niveis que ndo os analisados no
planejamento” (BUTTON, 2001).

Segundo Juran et al., (1951), um experimento fatorial com k fatores, cada um deles
com dois niveis, sdo denominados de experimento fatorial 2k. O processo experimental dessa
técnica consiste em realizar testes com cada uma das combina¢des da matriz experimental,
para em seguida, determinar e interpretar os efeitos principais e de interagdo dos fatores
investigados e assim, poder identificar as melhores condicdes experimentais do produto ou
processo de fabricacao.

As principais vantagens da técnica fatorial 2k € que através da andlise dos
experimentos pode-se indicar as principais tendéncias e determinar uma direcdo promissora
para as experimentacdes subseqiientes (OLIVEIRA, 1999; MONTGOMERY, 1991).

As limitacdes atribuidas a técnica de fatorial 2k sdo apresentadas a seguir
(OLIVEIRA, 1999; MONTGOMERY, 1991; ABRAHAM et al., 1999):

e (Com esse tipo de técnica de planejamento de experimento ndo é possivel obter
informagdes dos fatores em niveis intermedidrios;

e Em alguns experimentos nao € possivel realizar réplicas, porque na maioria das vezes
os custos de experimentacao sao elevados, com isso os erros experimentais ndo podem

ser estimados (ANDERSON, 1957);

e Nao € suficiente avaliar os efeitos significativos apenas sob o ponto de vista
estatistico, mas torna-se necessario avalid-los também em termos praticos;

e Torna-se invidvel utilizar a técnica quando existe um nimero grande de fatores;

e Ao utilizar essa técnica existe o risco de construir e planejar experimentos super

dimensionados, uma vez que, sao considerados vdrios fatores para realizar os testes.
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Uma das solugdes encontradas para as limitacdes apresentadas anteriormente, € construir e
planejar experimentos industriais utilizando-se a técnica de experimentos fatoriais fracionados
2P (MONTGOMERY, 1991; COCHRAN e COX, 1957).

Ao realizar experimentos industriais, € comum verificar a necessidade de estudar o
efeito de um ou mais fatores de controle a0 mesmo tempo (ABRAHAM et al., 1999). A
aplicacdo das técnicas de planejamento de experimentos fatoriais fracionados 2*P mostra-se
como uma das solug¢des para esse tipo de problema. Montgomery, (1991) ressalta que, com
essas técnicas € possivel analisar os efeitos sobre uma resposta de interesse, de k fatores com
dois niveis cada um. Em 2P combinacdes de testes, realizando-se apenas uma parte (metade
do experimento quanto p € igual e um, ou um quarto do experimento quando p € igual a dois),
do experimento sem comprometer significativamente a precisdo das conclusdes decorrentes
da andlise de resultados. Simultaneamente, os custos e o tempo de duracdo dos ensaios sao

significativamente reduzidos.
3. MATERIAL E METODOS

3.1 Bioprospeccao de bactérias potencialmente produtoras dos estereoisomeros do acido

latico.
3.1.1 Amostragem

Foram coletadas amostras de substratos industriais, principalmente da industria sucro-
alcooleira, tais como torta de filtro, bagacilho, melaco e caldo de cana de agucar, além da
propria dgua de lavagem da cana. Também foram coletadas amostras da industria de laticinio
(soro de queijo, catupiri, Keffir e iogurte), de carnes embutidas (bacon, salame, mortadela,
lingiiica, carne de porco), da industria de alimentos (chucrutes, vinhos, manipueira, AMM,
picles), além de rimen de boi e silagem, para selecdo de bactérias potencialmente produtoras
do isomero D e L do 4cido lético.

A amostra de soro de queijo (Figura 5 A) foi obtida no laticinio Tavolaro, situado na
regido de Brotas-SP. As amostras de torta de filtro e bagacilho de cana (Figura 5 B) foram
coletadas na usina de acucar e dlcool J Pilon, situada na regidao de Cerquilho-SP.

Amostras de dgua de lavagem da cana-de-acticar, melago e bagacilho foram obtidas na

Usina Sta. Lucia, localizada na regiao de Araras-SP. A manipueira foi coletada na lagoa de
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decantacdo da 4gua residual do processamento da farinha de mandioca da fecularia Plaza,
situada na regido de Santa Maria-SP (Figura 5 C). As amostras de chucrute foram cedidas
pelo prof. Dr. Jonas Contiero, da Unesp de Rio Claro. As amostras de rimen de boi e de
silagem foram obtidas no departamento de zootecnia da UNESP de Jaboticabal-SP. As carnes
embutidas, os vinhos e os produtos lacteos, foram obtidos em supermercados, situados na
cidade de Rio Claro-SP. A AMM foi cedida pela empresa Corn Products de Mogi Guagu/SP.
Todas as amostras utilizadas para o isolamento dos micro-organismos foram coletadas e

armazenadas em recipiente estéril.

(A) (B) ©

Figura S - Locais de amostragem para realiza¢do dos isolamentos; A- soro de queijo, B-

Bagacilho de cana-de-agucar, C- 4gua de manipueira.
3.1.2 Isolamento de micro-organismos

Para isolar os micro-organismos de amostras de residuo liquido (soro de queijo,
manipueira, dgua de lavagem de cana, vinho, AMM) foram preparados 18 mL de meio de
cultura Man, Rogosa and Sharpe (MRS). O meio MRS tinha a seguinte composicao (g/L):
glicose (20,0), peptona (10,0), extrato de levedura (5,0), extrato de carne (10,0), acetato de
sédio (5,0), citrato de amodnio (2,0), K;HPO4 (5,0), MgS0O4.7H,O (0,1) e MnSO4.4H,0
(0,05). Este volume de meio foi inoculado com 2 mL da amostra de residuo, e incubados a
35°C, 150 rpm por 24 horas.

Ap6s o periodo de incubagdo, 100 uL do caldo fermentado foi colocado em
Eppendorff contendo 900 uL de solugdo salina (NaCl a 0,85%) e realizou-se dilui¢des em
série de fator 10, até 10°°,

Aliquotas de 100 pL de cada diluicao foram transferidas para placas de Petri contendo
meio de cultura MRS Agar e espalhadas com o auxilio da alca de Drigalski. As placas foram

colocadas em incubadora a 35°C por 48 horas. A partir destas placas escolheram-se,
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aleatoriamente, algumas colonias. As colonias selecionadas foram purificadas pelo método do
esgotamento por estria, em placa de Petri contendo meio MRS sélido. Apos 48 horas de
incubacgao a 35°C, foram obtidos os isolados.

Para o isolamento de bactérias do iogurte foi utilizado o mesmo procedimento acima,
com a diferenca de que se utilizou o meio LS-Differential Agar, com a seguinte composi¢ao
(10 g de Peptona de caseina, 5 g de peptona de soja, 5 g de extrato de carne, 5 g de extrato de
levedura, 20 g de glicose, 5 g de cloreto de sédio, 0,3 g de hipocloreto de 1 - cisteina, 10 mL
de 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolium (2 %), 100 mL de leite em p6 (10 %), 13 g de Agar e
890 mL de dgua destilada) e as placas foram colocadas em incubadora a 42°C por 48 horas.

Apoés obtengdo dos isolados, foi feita coloragdo de Gram e os isolados foram
conservados a —80°C, em tubos criogénicos, contendo 1:1 de meio de cultura liquido MRS e
glicerol 40 %. Desta maneira, foram preparados 3 tubos para serem utilizados como cultura
estoque para posterior preparacao do indculo, fermentacgao e sele¢ao dos isolados.

A técnica para isolamento de micro-organismos de amostras sélidas (bagacilho,
silagem, carnes embutidas, torta de filtro) foi realizada de forma semelhante as amostras
liquidas, com a diferenga que se iniciou pesando 2 g da amostra e esta foi adicionada a 18 mL

de meio MRS liquido.

3.1.3 Selecdo dos micro-organismos

Os 400 micro-organismos isolados, assim como mais 3 isolados cedidos pela Dra.
Georgina L. Michelena Alvarez do ICIDCA de Cuba (L. fermentum, L. rhamnosus B103, L.
casei) e 1 isolado cedido pela Unicamp (Leuconostoc mesenteroides B512) foram submetidos
a fermentacdo para determinar a producao de acido l4tico.

O indculo foi preparado a partir de uma cultura estoque (item 3.1.2) que era inserida
em um tubo de ensaio, contendo 10 mL de meio MRS, o indculo foi incubado a 35°C, 150
rpm, por 24 horas. As fermentacdes foram realizadas em Erlenmeyer de 125 mL, contendo 18
mL de meio de cultura MRS liquido e inoculados com 2 mL do inéculo. O cultivo foi
realizado a 35°C, 150 rpm por 48 horas.

Retirou-se 1 mL de amostra do caldo fermentado, centrifugou-se a 7.000 x g por 10

minutos. O sobrenadante foi separado para determinagdo de 4cido latico.
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A partir dos resultados destas fermentacdes, foram selecionadas 112 bactérias que
obtiveram uma conversdo (Yp/s) de aproximadamente 50% ou mais. Com elas foram

realizadas caracterizagdes quanto a producao de D-(-), L-(+) e DL 4cido latico.

3.1.4 Fermentaciao com diferentes fontes de carbono

Com os isolados do tipo D e do tipo L (producdo acima de 75% de D-(-) ou L-(+)
acido latico) selecionados no item acima foram feitas fermentagdes para avaliar o efeito de
diferentes fontes de carbono (glicose, lactose, sacarose, glicerol e amido) na producdo de
acido latico. O meio de cultura utilizado apresentava a seguinte composi¢do (g/L): fonte de
carbono (60,0), peptona (10,0), extrato de levedura (5,0), extrato de carne (10,0), K;HPO,
(5,0), MgS04.7H,0 (0,1), MnS0O4.4H,0 (0,05), CaCO5 (30,0) e 1 mL/L de Tween 80.

Para preparar o in6culo, 500 puL de cultura estoque era adicionada a 5 mL do meio de
cultura acima e incubada a 35°C por 24 horas. Entdo 1 mL do in6culo era transferido para
tubo de ensaio contendo 9 mL do meio de cultura e era submetido a fermentacdo por 48 horas
a 35°C.

Ap0s a fermentacao, retirou-se 5 mL de amostra do caldo fermentado e centrifugou-se
a 7000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi separado para posterior determina¢do do acido

latico e andlise estereoquimica do mesmo.

3.1.5 Caracterizacoes bioquimicas e fisiolégicas dos micro-organismos

Foram realizadas caracterizagdes bioquimicas e fisiolégicas com os micro-organismos
potencialmente produtores de dcido l4tico enantiomericamente enriquecidos.

Primeiramente os isolados foram submetidos a coloragdo de Gram apds crescimento
em meio MRS Agar por 24h de incubagio a 35°C. Foi analisada em microscépio 6ptico
comum, com aumento de 1000x, a retencdo ou ndo do corante de Gram (G+ ou G-), a
morfologia celular e o arranjo.

Foi feito o teste da catalase que consiste em adicionar uma gota de peréxido de
hidrogénio (H,O,), em uma colonia bacteriana com 24 horas de crescimento sobre uma
lamina de vidro. A formacdo de bolhas indica a reacao de catalase positiva.

Na reacdo de citocromo oxidase, as culturas crescidas por 48h em meio MRS sélido

foram espalhadas sobre a superficie da lamina e o reagente (oxalato de p-aminodimetilanilina)
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foi colocado na superficie. Quando ocorreu mudanga da coloragdo inicial (rosa) para
coloragdo escura (preto) o isolado foi considerado positivo quanto a presenca de citocromo
oxidase, caso contrdrio, o isolado seria considerado negativo.

Além disso, avaliou-se o crescimento dos micro-organismos a 45°C e 50°C ap6s 3
dias e crescimento a 10°C apds 10 dias, além do crescimento em pH 9,6 € em 6,5 % de NaCl
apos 3 dias. Em todos os testes utilizou-se 0 meio MRS e 1% de in6culo crescido a 35 °C, por
24 h. Para avaliar a produc¢do de CO, a partir de glicose, os isolados foram reativados e
estriados em tubo invertido contendo meio de cultura MRS Agar, foram incubados a 35°C por
24 horas. Apds este periodo uma aliquota foi transferida para tubo de ensaio contendo meio
MRS liquido com tubos de Duhram invertidos. Foram incubados por 24h a 35°C. A producao
de CO; € aprisionada pelos tubos de Duhram.

As identificacdes bioquimicas dos isolados escolhidos foram realizadas usando a
galeria API 50 CH (BioMérieux, Francga) para fermentacdo bioquimica de bactérias laticas. Os
micro-organismos foram cultivados em superficie no Agar MRS por 48 horas. ColOnias
isoladas foram suspensas no meio API 50 CHL (BioMérieux, Franga) que contém purpura de
bromocresol. O meio inoculado foi distribuido nos 50 microtubos da galeria, os quais foram
cobertos com vaselina liquida. A produ¢do de dcidos organicos durante a incubacdo permite a
mudanca do indicador de pH para amarelo, com excecao do controle que permanece azul e da
esculina (microtubo nimero 25) cuja a coloragdo muda para preto. Os resultados obtidos
constituem o perfil bioquimico da estirpe estudada, facilitando sua identificagdo. As leituras
foram realizadas em 24 e 48 horas de incubac¢io a 37°C. Os resultados foram interpretados
usando o programa estatistico API 50 CHL v 5.1 (BIOMERIEUX, 2007), que permite

determinar o género e a espécie do micro-organismo analisado.
3.1.6 Identificacao Molecular dos micro-organismos
A identificacdo molecular dos micro-organismos escolhidos foi realizada no

Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da
Universidade Estadual Paulista Unesp de Rio Claro.
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3.1.6.1 Extracao do DNA genomico (TNES)

O material genético de cada uma das linhagens foi extraido pelo protocolo TNES com
algumas modificagdes por se tratar de amostras de bactérias Gram-positiva. As coldnias
isoladas foram inoculadas em 20 mL de meio de cultura MRS e incubadas em agitador
orbital, 150 rpm, por 24 horas a 35° C. Aliquota de 10 mL de cultura foi centrifugada (10000
x g por 10 minutos), o sobrenadante foi descartado e a biomassa foi ressuspensa em 1 mL de
TE pH 8 (10 mM de Tris-HCI e 1 mM de EDTA) e transferida para microtubos de 1,5 mL,
apos isso, foi feito uma nova centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado
550 pL de solug¢do de TNES (250 mM de Tris (pH 7,5), 2 M de NaCl, 100 mM EDTA e 2,5%
SDS). Agitou-se no vortex por 10 seg. Foi adicionado 25 uL de proteinase K (20 mg/mL).
Agitou-se no voértex e incubou-se em banho a 55 °C por 3h. Apds isso, a amostra foi retirada
do banho e levada ao gelo. Foram adicionados 25 pL da solu¢do de RNAse A (4 mg/mL).
Agitou-se por inversdo (~25 vezes) e a amostra foi incubada em banho a 37 °C por 30 min,
em seguida a amostra foi colocada no gelo e adicionou-se 200 uL de solucdo de precipitagao
de proteina (NaCl 5M). Agitou-se vigorosamente no vortex por 20 seg e a amostra foi
centrifugada por 6 min, 15000 x g para precipitar proteina. O sobrenadante contendo DNA foi
transferido para novo microtubo. Adicionou-se 600 puL de isopropanol 100%, agitando
suavemente por inversdo. Centrifugou-se por 5 min, 15000 x g e o sobrenadante foi
descartado. Foram adicionados 600 uL de etanol 70% e centrifugou-se por 6 min, 15000 x g.
O sobrenadante foi descartado e apds secar, o DNA foi hidratado com 30 puL de TE. A
amostra foi colocada na geladeira “overnight” para ressuspender o DNA.

A eficiéncia da metodologia foi comprovada por meio da visualizagdo do DNA por
eletroforese em gel de agarose (1% m/v) em tampao 1X TBE (Tris-Borato-EDTA), foi
utilizado o marcador de peso molecular de 1 Kb ladder (Gibco BRL); o gel foi corado em
solugdo com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e as bandas foram visualizadas e fotografadas.

A analise da pureza e a quantificacdo do DNA foi realizada por espectrofotdmetro
Thermo Scient NanoDrop 2000. Resquicios de proteinas co-purificados podem interferir em
uma série de procedimentos metodoldgicos e sua presenca pode ser medida através da leitura
a 280 nm e célculo da relagdo A260/A280. A razdo esperada para DNA é de 1.8 — 1.9.

Foi pipetado 1 uL de TE no pedestal e o aparelho foi zerado (branco). 1 uL da
amostra foi pipetado e fez-se a medi¢do. Anotaram-se os valores de concentracdo e das

relagdes A260/A280. A pureza foi avaliada através das relacdes A260/A280.
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3.1.6.2 Amplificacao do gene 16S rDNA

A amplificac@o do gene 16S rDNA foi realizada utilizando-se a técnica de Rea¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados 2 conjuntos universais de oligonucleotideos
iniciadores diferentes: 27f com a seguinte sequéncia S’AGAGTTTGATCA/CTGGCTCAG3’
e 1492r com a sequéncia: 5’TACGGT/CTACCTTGTTACGACTT3’. Os componentes da
reacao foram: 1 pl. de DNA molde (30 a 50 ng), 1 uM dos oligonucleotideos iniciadores 27
FA (10 pmol/uL), 27 FC (10 pmol/uL) e 1492 RT (10 pmol/pL) e 1492 RC (10 pmol/uL), 2
uL de Mix PCR Beads do Kit Pure Taq Ready-To-Go (GE Healthcare) e 18 pl de 4gua milliQ
seguindo orientacdes do fabricante.

A reacdo de amplificacdo foi feita em termociclador programado para realizar uma
desnaturagdo inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de: desnaturacdo a 95 °C por 1 min,
anelamento a 50 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 3 minutos. Apos a amplificacdo 5 pL de
reacdo de PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose (1% m/v) em tampao 1x
TBE, foi utilizado marcador de peso molecular de 1 Kb ladder (Gibco BRL); o gel foi corado
em solucdo com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e os produtos da amplificacio com

aproximadamente 1500 pb foram visualizados e fotodocumentados.

3.1.6.3 Purificaciao de produtos de PCR

A purificacdo de produtos de PCR do 16S rDNA para posterior seqiienciamento foi
realizada utilizando Kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, seguindo instrucdes
do fabricante (GE Healthcare). Ap6s a purificacdo do produto de PCR, 5 uL da reacdo foram
avaliados por eletroforese em gel de agarose. O DNA foi quantificado em equipamento

Thermo Scientific NanoDrop'™ 2000 Spectrophotometer, seguindo orientacdes do fabricante.

3.1.6.4 Reacio de seqiienciamento do gene 16S rDNA

Para reacdo de seqiienciamento foram utilizados aproximadamente 150 ng do DNA
purificado, 2,5 uL de tampao “Save-Money” (MgCl, 1M; Tris-HCl 1M pH=9,0; 200 mL de
dgua deionizada), 2,5 pL de “BigDye” (Applied Biosystems ™) e 3,2 pmol de
oligonucleotideo iniciador antisenso ou senso e completava-se com dgua deionizada

autoclavada até um volume final de 10 pL. Os Eppendorfs contendo as reacdes foram
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colocados no termociclador e foram utilizados os ciclos de amplificacdo de 96 °C por 1 min e
25 vezes de (96 °C por 10 seg, 50 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min). Apds o término do
programa, adicionou-se 1 uLL de solucio EDTA 125 mM autoclavada ao fundo do tubo (reduz
a quantidade de terminadores ndo incorporados que precipitam com o DNA, eliminando
manchas que distorcem os dados do sequenciamento). Foram adicionados 1 pL de solugdo de
acetato de s6dio 3 M autoclavada ao fundo do tubo e adicionou-se 60 pL de etanol 100%,
mantendo a temperatura ambiente por 15 min, em ambiente escuro (os terminadores sao
sensiveis a luz) e apds esse tempo centrifugou-se por 25 min, 15000xg. O sobrenadante foi
removido e foram adicionados 170 puL de etanol 70% para lavar o pellet, centrifugou-se por
10 min, 15000xg e o sobrenadante foi removido, o pellet foi ressuspenso em 10 uL de
formamida e aplicado em sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems).

As seqiiéncias Forward e reversa foram alinhadas com o programa Bioedit. O isolado
foi identificado em nivel de espécie pela comparacao da seqii€éncia obtida com uma seqiiéncia

conhecida do GenBank, usando BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
3.2 Producao de acido latico por Lactobacillus plantarum LMISM6
3.2.1 Micro-organismo

A bactéria Lactobacillus plantarum LMISM6 (Figura 6) foi isolada de lagoa de
decantacdo de residuos da fabricacdo de farinha de mandioca. A escolha deste micro-
organismo baseou-se no fato de ser um eficiente produtor de acido latico racémico (DL). As

culturas de estoque foram mantidas em meio de cultura MRS com 20 % (v/v) de glicerol a -20

°C. O pH do meio de cultivo era ajustado para 6,5 antes da esterilizacdo a 121°C por 15 min.

Figura 6 - Teste de Gram feito com o Lactobacillus plantarum LMISM6

Para o preparo do inéculo, um tubo da cultura estoque era descongelado e o seu

conteddo inserido em um Erlenmeyer contendo 200 mL de caldo MRS. O inéculo era
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incubado a 35°C, 150 rpm por 24 horas. No intervalo de tempo escolhido em que a
concentragdo celular era de 1,0 x 10° UE.C./mL, 10 % do inéculo era transferido para os

meios de producao.

3.2.2 Substrato

O melaco de cana foi obtido na usina Sta. Lucia, localizada na regido de Araras-SP. O
melaco foi diluido 2x (50° brix) e hidrolisado pela adi¢dao de 1 mL de 20 % de H,SO4 em 100
mL de solucdo de melaco e aquecido por 20 minutos. Apds a hidrélise, o pH do melacgo foi

ajustado para 6,0 com 4,0 M KOH.

3.2.3 Efeito de diferentes concentracoes de melaco, AMM, temperatura e pH.

Os estudos das concentragOes de melaco, nitrogénio e temperatura foram conduzidos
em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 45 mL do respectivo meio de cultivo, 3 % de
CaCOs; e pH inicial de 6,0. Para o estudo do pH, os experimentos foram conduzidos em reator
com seis vasos independentes para controle de pH. Cada vaso tinha capacidade para 1,5 L de

meio de fermentacdo (Figura 7).

Figura 7 - Reator com seis vasos independentes para controle de pH

Em todos os experimentos foi adicionado ao meio de cultivo (g/L): acetato de sédio (5,0),

sulfato de magnésio (0,1), sulfato de manganés (0,05) e citrato de amonio (2,0). Além disso,
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os experimentos foram conduzidos sob agitacdo de 150 rpm, sendo que para os experimentos
a, b, d descritos abaixo, a temperatura foi mantida em 35°C.

a) Avaliacdo da concentracdo de melaco: O meio foi composto de 5 g/LL de extrato de
levedura, 10 g/LL de peptona e 10 g/LL de extrato de carne, foram avaliadas diferentes
concentragdes de ART (melaco): 30; 50; 70; 90; 150; 200 e 250 g/L.

b) Avaliagdo da concentracdo de nitrogénio: Foi utilizado 150 g/l de ART do melago e
diferentes concentragcdes de AMM: 5, 15, 25, 35,45 e 55 g/L.

c) Efeito de diferentes temperaturas: O meio de fermentacdo foi composto de 150 g/L de
ART de melaco, 15 g/L. de AMM e os experimentos foram conduzidos sob diferentes
temperaturas: 28°C, 35°C e 42°C.

d) Efeito do pH: Foram avaliados os pHs iniciais de 5, 6, 7 ¢ 8 com controle de pH por
adi¢cdo de NaOH 10M, além do pH inicial de 6,5 sem controle de pH. Foi utilizado
500 mL de meio de fermentacdo composto por 150 g/L de ART de melago e 15 g/L de
AMM.

3.2.4 Planejamento do tipo Plackett—-Burman

O propésito deste planejamento foi identificar os componentes do meio que tém efeito
significativo na producdo de 4cido latico, utilizando melaco como fonte de carbono. Doze
experimentos foram gerados a partir de 7 fatores: AMM, acetato de sdédio, sulfato de
magnésio (MgSQ,), sulfato de manganés (MnSQ,), citrato de amdnia, fosfato de potdssio
(K;2HPO4) e Tween 80. O planejamento experimental Plackett-Burman (PB) foi baseado no
modelo de primeira ordem sem interacOes entre os fatores. As varidveis e niveis utilizados no

planejamento se encontram na Tabela 6.

Tabela 6

Variéveis e niveis utilizados no planejamento do tipo Plackett-Burman.

el . L 1. Niveis
Variaveis Codigos 1 1
Citrato de amonia (g/L) X1 0 2
Acetato de sodio (g/L) X2 0 5
Fosfato de potassio (g/L) X3 0 2
MgSO; (g/L) Xy 0 0,2
MnSO;, (g/L) Xs 0 0,05
Tween 80 (mL/L) X6 0 1
AMM (mL/L) X7 0 30
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O experimento foi conduzido em Erlenmeyers de 125 mL com 20 mL de meio de
fermentacdo, 35°C, 150 rpm e pH 6,5. Amostras de 1 mL foram retiradas do caldo de
fermentacdo apds 48 horas de fermentagdo e se analisou a producdo de dcido latico, de
biomassa e o consumo de acucar. Com as varidveis que aumentaram significativamente a

producdo de 4cido lético foi feito um planejamento do tipo composto central.

3.2.5 Planejamento do tipo composto central e metodologia da superficie de resposta

Para avaliar a influéncia das varidveis, melagco, AMM, fosfato de potdssio e Tween 80
na producdo de 4cido latico, optou-se por um planejamento fatorial composto central com
quatro replicas no ponto central, totalizando 28 experimentos.

As varidveis independentes foram codificadas segundo a equacao 3.1:

" X 1 X -1
Equacao geral: 2 3.1
Onde: X, € o valor da varidvel no experimento na forma codificada;

X é o valor real da variavel a ser calculada;
Xo € o valor real da varidvel no ponto central;
X1 € o valor real da varidvel no nivel superior;

X_1 € o valor real da variavel no nivel inferior.

X1 = Melago - 170) 3.2)
50
X, = (AMM - 30) (3.3)
15
X3 = (K,HPO4 - 2) 3.4
1
X4 = (Tween 80 — 0,1) (3.5)
0,5

Os niveis utilizados para a codificagdo das varidveis independentes encontram-se na

Tabela 7
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Tabela 7

Valores reais das varidveis independentes codificadas

Variaveis Caédigos Niveis

-2 -1 0 +1 +2
ART do Melago (g/L) X 70 120 170 220 270
AMM (mL/L) X> 0 15 30 45 60
K,;HPO4 (mL/L) X3 0 1,0 2,0 3,0 4,0
Tween 80 (g/L) Xy 0 05 1,0 1,5 2,0

Os experimentos foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 20
mL de meio de fermentacdo, a 200 rpm e 35 ‘C. CaCO; (10 %) foi adicionado ao meio de
cultura para neutralizar o dcido formado. Os frascos foram inoculados com 10 % de indculo.

Os pontos 6timos foram obtidos pelo programa Maple 9.5 (Waterloo Maple Inc.,
Ontario, Canada). Para validagdo experimental, um experimento com trés repeticdes foi
conduzido utilizando as condi¢des otimizadas, com o objetivo de confirmar os resultados das

andlises da superficie de resposta.

3.3 Producao de L-(+) acido latico por Lactobacillus rhamnosus

3.3.1 Micro-organismo

O micro-organismo Lactobacillus rhamnosus foi cedido pela Dra Georgina L.
Michelena Alvarez do ICIDCA de Cuba e se caracteriza por ser um excelente produtor de L-
(+) acido lético. O isolado encontrava-se liofilizado. Primeiramente, foi feita a ativacdo do
micro-organismo, 5 mL de meio de caldo MRS foi colocado no tubo contendo o micro-
organismo e incubou-se a 37°C por 18 horas. Apds este periodo, 1 mL da suspensdo
bacteriana formada foi transferida para um Erlenmeyer contendo 12,5 mL de caldo MRS. O
Erlenmeyer foi mantido em incubadora, a 37°C, 150 rpm, por 18 horas. Para obter culturas
estoques, o conteido do Erlenmeyer foi igualmente distribuido em 25 Eppendorfs contendo
500 uL de solugao de glicerol 40 % e congelados a -20°C.

Para o preparo do indculo, dois tubos da cultura estoque eram descongelado e o seu
conteddo inserido em um Erlenmeyer contendo 100 mL de caldo MRS. O inéculo era

incubado a 37°C, 150 rpm por 18 horas.
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3.3.2 Fermentacoes com diferentes fontes de carbono e nitrogénio

Os testes com diferentes fontes de carbono e nitrogéno foram realizados em bioreator,
com seis vasos de vidro de 1,5 L, com volume util de 500 mL e controles de agitagao,
temperatura ¢ pH (Figura 7). As fermentacOes foram conduzidas sob agitacdo de 150 rpm,
temperatura de 37°C e pH de 6.2, controlado com NaOH 10 M .

Para avaliacdo das fontes de nitrogénio, as fermentacdes foram realizadas com o meio
MRS desprovido de glicose e suplementado com diferentes fontes de carbono (40 g/L de
ART), além de 10 % de carbonato de célcio. Foram avaliadas quatro fontes de carbono, soro
de queijo, caldo de cana de agucar, melaco e manipueira.

O soro de queijo em p6 foi fornecido pelo laticinio Tavolaro (Brotas-SP). O soro de
queijo foi dissolvido em &4gua e a solucdo resultante foi aquecida até atingir o ponto de
ebuli¢do, e permaneceu por 5 minutos. Este processo provoca a coagulagdo das proteinas. Em
seguida, a solucdo foi resfriada naturalmente até atingir a temperatura ambiente, e entdo
filtrada com um coador de café para a remog¢ao das proteinas (soro de queijo desproteinizado).

A 4gua de manipueira foi coletada em uma fabrica de producdo de farinha de
mandioca no estado de Sao Paulo (Indistria Plaza), situada na cidade de Santa Maria da Serra.
A 4gua de manipueira foi aquecida por 5 minutos para remover o cianeto e centrifugada por
10 minutos a 20 °C, 10000 x g para remover o amido. O melaco e o caldo de cana de acucar
foram fornecidos pela Usina Sta. Lucia, situada na regido de Araras-SP. O teor de ART de
cada fonte de carbono foi determinado por 4cido 3,5-dinitro salicilico (ADNS) e foi feita a
dilui¢do para que o meio de fermentacdo atingisse a concentracdo de ART de 40 g/L.

Para avaliar o efeito das fontes de nitrogénio na producdo de acido litico, o0 meio de
fermentagao foi composto por soro de queijo desproteinizado (concentracdo de lactose de 45
g/L), 5 g/L de acetato de sédio, 0,1 g/L. de sulfato de magnésio, 0,05 g/L de sulfato de
manganés e 2 g/L de citrato de amonio, além das fontes de nitrogénio a serem avaliadas:
autolisado de levedura, extrato de levedura, AMM fornecido pela ®Corn Products, sulfato de
amonio e pro-floo (proteina da semente de algoddo) da empresa americana ®Traders Protein

(Tabela 8).
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Tabela 8

Concentracdes de cada fonte de nitrogénio utilizada

Fonte de nitrogénio® Quantidade (g/L)
Extrato de levedura 15,0
Autolisado de levedura 12,75
AMM 36,75
Pro-floo 15,47
(NHy4),SO,4 6,94

* A quantidade de cada fonte de nitrogénio foi determinada de acordo com a concentragdo de nitrogénio contida
em 15 g/L de extrato de levedura.

3.3.3 Planejamento do tipo Plackett-Burman utilizando soro de queijo.

Com o objetivo de verificar a influéncia de alguns componentes adicionados ao soro
de queijo, na producao de L-(+) dcido latico, foi realizado um planejamento do tipo PB. Desta
forma, doze experimentos foram gerados a partir de 7 fatores: X;= Citrato de amonia, X,=
acetato de sodio, X3= KoHPO, , Xy= MgSOy , Xs= MnSO4, Xe= Tween 80, X;= AMM.

O planejamento experimental PB foi baseado no modelo de primeira ordem sem
interacdes entre os fatores. As concentragdes utilizadas para cada varidvel encontram-se na

Tabela 9

Tabela 9

Variaveis e niveis utilizados no planejamento do tipo Plackett-Burman

o . L 1. Niveis
Variaveis Codigos 1 11
Citrato de amonia (g/L) X 0 2
Acetato de sodio (g/L) X 0 5
K>HPO, (g/L) X3 0 2
MgSO;, (g/L) Xy 0 0,2
MnSO; (g/L) Xs 0 0,05
Tween 80 (mL/L) Xs 0 1
AMM (mL/L) X5 0 30

Os experimentos foram conduzidos em Erlenmeyers de 125 mL com 20 mL de meio
de fermentacdo, 37°C, 200 rpm, 6,5 pH. Amostras de 1 mL foram retiradas do caldo de
fermentacdo apds 48 horas de fermentagdo e se analisou a producdo de acido latico. Com as

varidveis que aumentaram significativamente a produgdo de dcido latico (AMM, sulfato de
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manganés e Tween 80) a partir de soro de queijo, foi feito um planejamento do tipo composto

central.

3.3.4 Planejamento do tipo composto central, utilizando soro de queijo.

Para se estudar a influéncia das varidveis, lactose de soro de queijo (X;), AMM (X»),
Tween 80 (X3) e MnSO4 (X4) na producdo de L-(+) 4cido latico pelo Lactobacillus
rhamnosus, optou-se por um planejamento fatorial composto central com quatro réplicas do
ponto central, perfazendo um total de 28 experimentos. O valor escolhido para o nivel
extremo do planejamento foi igual a 2. Este valor foi selecionado de modo a se obter um

planejamento rotacional. Desta forma, obtiveram-se as equagdes abaixo:

X1 = (Lactose - 160) (3.6)
50
X, = (AMM - 60) (3.7)
30
X3 = (Tween 80 - 1) (3.8)
0,5
X4 = (MnSO, — 0.1 (3.9)
0,05

Os niveis utilizados para a codificagdo das varidveis independentes encontram-se na Tabela

10.

Tabela 10

Varidveis e niveis utilizados no planejamento do tipo composto central

Variaveis Cédigos Niveis

-2 -1 0 +1 +2
Lactose do soro de queijo (g/L) X 60 110 160 210 260
AMM (mL/L) Xa 0 30 60 90 120
Tween 80 (mL/L) X3 0 05 1,0 1,5 2,0
MnSOy (g/L) Xy 0 0,05 0,1 0,15 0,2

Os experimentos foram realizados em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 20
mL de meio de fermentagéo, a 150 rpm e 37 'C. CaCO; (10 %) foi adicionado ao meio de

cultura para neutralizar o dcido formado. Frascos foram inoculados com 10 % de in6culo.
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3.3.5 Planejamento do tipo Plackett—-Burman, utilizando manipueira.

A manipueira foi coletada em uma fabrica de produgdo de farinha de mandioca no
estado de Sao Paulo (Industria Plaza), situada na cidade de Santa Maria da Serra. A dgua de
manipueira foi aquecida por 5 minutos para remover o cianeto e centrifugada por 10 minutos
a 20 °C, 10000 x g para remover o amido.

Com o objetivo de verificar a influéncia de alguns componentes adicionados a
manipueira, na producdo de 4cido latico, foi realizado um planejamento do tipo Plackett
Burman (PB). Desta forma, doze experimentos foram gerados a partir de 7 fatores: X;= citrato
de amonia, X,=acetato de sdédio, Xs= fosfato de potassio, Xs= MgSO4, Xs= MnSOsq,
Xe=Tween 80, X;= AMM.

O planejamento experimental PB foi baseado no modelo de primeira ordem sem

interacdes entre os fatores. As concentragdes utilizadas para cada varidvel encontram-se na

Tabela 11.

Tabela 11

Variaveis e niveis utilizados no planejamento do tipo PB

o . - Niveis
Variaveis Codigos 1 11
Citrato de amonia (g/L) X 0 2
Acetato de sodio (g/L) X5 0 5
Fosfato de potassio (g/L) X3 0 2
MgSO;, (g/L) X4 0 0,2
MnSO; (g/L) Xs 0 0,05
Tween 80 (mL/L) Xe 0 1
AMM (mL/L) X7 0 30

Com as varidveis que aumentaram significativamente a producao de acido latico foi

feito um planejamento do tipo composto central.

3.3.6 Planejamento fatorial composto central utilizando manipueira

Para avaliar a influéncia das varidveis, concentracio de AMM e concentracdo de

Tween 80 na produgdo de acido latico, foi realizado um planejamento fatorial composto

central com quatro replicas do ponto central, totalizando 12 experimentos.
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Os niveis das variaveis estudadas foram colocados na forma codificada

(adimensional), utilizando as seguintes equacdes de codificacdo:
Xi= (AMM - 40) (3.10)
20
Xo= (Tween80 - 1) (3.11)
0,6
Os niveis utilizados para a codificagdo das varidveis independentes encontram-se na

Tabela 12.

Tabela 12

Valores reais das varidveis independentes codificadas

Variaveis (mL/L) Niveis

-141 -1 0 +1 + 1,41
AMM 11,8 20 40 60 68,2
Tween 80 0,154 0,4 1,0 1,6 1,846

Os experimentos foram conduzido em Erlenmeyers de 250 mL com 45 mL de meio de
fermentagao, 37°C, 200 rpm, 6,5 pH. Amostras de 1 mL foram retiradas do caldo de
fermentacdo apds 48 horas de fermentacdo e se analisou a producdo de acido litico, de

biomassa e o consumo de agucar.

3.4 Producao de D-(-) acido latico por Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512

3.4.1 Micro-organismo

O micro-organismo Leuconostoc mesenteroides B512 se caracteriza por ser produtor
de D-(-) 4cido latico.

Primeiramente, foi feita a ativagdo do micro-organismo, 500 uL de cultura estoque foi
colocada em tubo contendo 5 mL de meio de cultura MRS e incubou-se a 30°C por 24 horas.
Ap6s este periodo, 1 mL da suspensdo bacteriana formada foi transferida para um Erlenmeyer
contendo 12,5 mL de caldo MRS. O Erlenmeyer foi mantido em incubadora, a 30°C, 150
rpm, por 24 horas. Para obter culturas estoques, o conteido do Erlenmeyer foi igualmente
distribuido em 25 Eppendorfs contendo 500 puL de solucdo de glicerol 40 % e congelados a -
20°C.
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Para o preparo do inéculo, um tubo da cultura estoque era descongelado e o seu
conteudo inserido em um Erlenmeyer contendo 50 mL de caldo MRS. O in6culo era incubado
a 30°C, 150 rpm por 24 horas. Em todas as fermentacdes, a concentracdao do inéculo foi igual

a 10 %.

3.4.2 Fermentacoes com diferentes fontes de carbono

O processo foi desenvolvido utilizando-se soro de queijo, caldo de cana de acucar e
melaco (120 g/L de ART), suplementado com os sais € as fontes de nitrogénio do meio MRS,

além de 10 % de carbonato de calcio.

3.4.3 Fermentacao com diferentes fontes de nitrogénio

O meio de fermentacao foi composto por caldo de cana-de-agucar (ART de 120 g/L) e
pelos sais do meio MRS. Foram avaliadas cinco fontes de nitrogénio: autolisado de levedura,
extrato de levedura, AMM, sulfato de amonio e pro-floo (proteina da semente de algodao) da

empresa americana ®Traders Protein (Tabela 13).

Tabela 13
Concentragdes das fontes de nitrogénio (extrato de levedura, autolisado de levedura, AMM,

pré-floo e sulfato de amonio).

Fonte de nitrogénio * Concentracdo (g/L ou mL/L)
Extrato de levedura 15,0
Autolisado de levedura 12,75
AMM 36,75
Pro-floo 15,47
(NH4)>SO4 6,94

* A quantidade de cada fonte de nitrogénio foi determinada de acordo com a concentra¢do de nitrogénio contida

em 15 g/L de extrato de levedura.

Todas as fermentacdes com Leuconostoc mesenteroides foram desenvolvidas em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 20 mL do respectivo meio de cultura, sob pH

inicial de 6,2, temperatura de 30 °C e agitacdo de 200 rpm. Apds 48 horas de fermentacao,
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amostras de 1 mL eram retiradas para avaliar a produc@o de acido latico e o consumo de

acucar.

3.4.4 Planejamento do tipo Plackett—Burman.

O propdsito deste passo da otimizacao foi identificar os componentes do meio que tem
efeito significativo na produgado de acido latico. Doze experimentos foram gerados a partir de
8 fatores: ART de caldo de cana de acucar, acetato de sddio, citrato de amdnio, sulfato de
magnésio, sulfato de manganés, fosfato de potassio, tween 80 e autolisado de levedura. As
varidveis com nivel de confianca maior que 95 % foram consideradas como varidveis que
influénciam significativamente na produgdo de 4cido latico. O planejamento experimental PB
foi baseado no modelo de primeira ordem sem interacdes entre os fatores. As varidveis e

niveis utilizados no planejamento se encontram na Tabela 14.

Tabelas 14

Varidveis e niveis utilizados no planejamento do tipo PB

i Py Niveis
Variaveis Codigos 1 11
Cana de acucar (g/L) X 50 150
Acetato de sodio (g/L) X 0 10
Citrato de amonio (g/L) X3 0 4
MgSOy (g/L) X4 0 0,4
MnSO; (g/L) Xs 0 0,2
K,HPO, (g/L) X6 0 4
Tween 80 (mL/L) X7 0 2
Autolisado de levedura (g/L) X3 0 40

Com as varidveis que aumentaram significativamente a producdo de acido latico foi

realizado um planejamento do tipo composto central.

3.4.5 Planejamento do tipo composto central

Para otimizar as concentracdes das varidveis caldo de cana de agucar e autolisado de
levedura na produgdo de D-(-) dcido latico, foi realizado um planejamento fatorial composto
central com quatro replicas do ponto central, totalizando 12 experimentos.

Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada

(adimensional), utilizando as seguintes equacdes de codificacdo:
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X1 = (Caldo de cana - 100) (3.12)
50
X, = (AL - 30) (3.13)
15

Os niveis utilizados para a codificagdo das varidveis independentes encontram-se na

Tabela 15

Tabela 15

Valores reais das varidveis independentes codificadas.

o L1 Niveis
Variaveis Codigos 141 1 0 1 141
Caldo de cana X 29,5 50 100 150 170,5
AL Xs 8,85 15 30 45 51,15

Os experimentos foram conduzido em Erlenmeyers de 250 mL com 45 mL de meio de
fermentacdo, 37°C, 200 rpm, 6,5 pH. Amostras de 1 mL foram retiradas do caldo de
fermentacdo apds 48 horas de fermentagdo e se analisou a producdo de dcido latico, de

biomassa e o consumo de actcar.

3.5 Metodologia analitica

3.5.1 Quantificacio do acido latico

Foi empregado o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) equipada
com detector Ultra-violeta a 210 nm. Foi utilizado uma coluna Rezex ROA (300 x 7,8 mm) da
Phenomenex, eluida com H,SO4 SmM como fase mével, fluxo de 0,4 mL/min e temperatura

de 60°C.

3.5.2 Determinacao enantiomérica do acido latico

Para a determinacdo da produgdo dos isdmeros Opticos do acido latico foi utilizada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, equipada com detector ultra-violeta a 254 nm, coluna
Chirex 3126 Phenomenex (150 x 4,6 mm) eluida com 1 mM de Sulfato de cobre Il em

solu¢do aquosa como fase movel, fluxo de 1 mL/min e temperatura de 30 °C.
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3.5.3 Determinacio da concentrac¢io celular

A concentragdo celular foi determinada por densidade 6tica, no comprimento de onda
de 650 nm. Apds a centrifugacdo da amostra e separagdo do sobrenadante, o precipitado era
lavado duas vezes com agua destilada e diluido, antes da sua introdug@o no espectrofotometro.
A diluicdo era feita de modo que a absorbancia permanecesse na faixa de 0,1 - 0,7 unidades
de absorbancia. A medida da absorbancia era convertida em concentra¢io celular (g massa
seca/litro de meio) por meio de uma curva de calibracdo. Em experimentos em que se utilizou

CaCO; para controle do pH, o precipitado foi tratado com 4 N de HCI.

3.5.4 Determinacao do consumo de substrato

Para determinar a concentracdo inicial de acguicares no meio de cultivo e para
acompanhar o consumo de substrato ao longo das fermentagdes foi empregado o método de
CLAE equipada com detector de indice de refracdo, coluna da Phenomenex - Rezex ROA
(300 x 7,8 mm), eluida com H,SO4s 5 mM como fase moével, fluxo de 0,4 mL/min e
temperatura de 60°C.

Em alguns experimentos foi utilizado o método ADNS (Miller, 1959). Este

procedimento foi feito em duplicata.

3.6 Analise estatistica

No experimento com planejamento experimental a andlise estatistica dos dados foi
feita utilizando o programa Statistica 7.0 ®, a partir da andlise de regressdo multipla, pelo
método dos minimos quadrados, para cada uma das respostas, tendo como parametros, os
termos isolados, de interacdo e quadraticos das trés varidveis estudadas. A equagdo empirica

de 2° ordem proposta para representar cada uma das respostas segue a seguinte forma:

Y = B0 + aX; + bXs + cXs + X Xo + £X X3 + gXoXs + hX)? + iXo% + jX5° (3.14)

Sendo:
Y = resposta estudada;

Bo = valor médio da resposta;
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a,b,c,...j = constantes ou pardmetros da equacao;
X1;X2;X3= varidveis independentes

A esta equacdo foram aplicados os resultados obtidos e feita uma avaliacao estatistica
para estimar os parametros através dos valores de t de Student para cada um, sendo
eliminados aqueles com nivel de significancia (p) superior a 5 %, ou seja, as variaveis
relacionadas a estes sd@o consideradas ndo relevantes quando p for superior a 5 %. Os
parametros ndo significativos foram eliminados, obtendo-se assim, uma equagdo que
representa os efeitos das varidveis na producdo de 4cido latico e que determina qual delas
influéncia mais a resposta. Pode-se ainda, prever qual a melhor condicdo para este processo.
O valor do R* ¢ a comparagdo entre F calculado e F tabelado foram utilizados para

constatacdo da significancia ou nao do modelo.

Com o objetivo de verificar o comportamento da resposta estudada, isto €, se ela
apresenta ponto de méximo, de minimo ou nio apresenta nem ponto de maximo e nem de

minimo (ponto de sela) € necessario descobrir o ponto estaciondrio.

Os pontos estaciondrios sdao obtidos através da derivada da equacao da resposta Y

pela variavel Xk, isto é:

ov oy _ _ar _,
X, 9X, = 09X,

(3.15)

sendo, Y = b0 + x’b + x’Bx

B_y :i[bo +x'b+x'Bx] =b+2Bx=0
ox ox (3.16)

onde, b0 é o termo independente;
x’b sdo os termos de 1*. ordem na funcao de resposta;
x’Bx € a contribui¢do quadratica.
Entdo, o ponto estaciondrio serd dado por:
Xo=-B'b2 (3.17)

onde B € a matriz (k x k) na qual a diagonal € composta pelos coeficientes dos
termos quadriticos da equacdo e os termos fora da diagonal sdo correspondentes aos
coeficientes das interacOes divididos por 2. A matriz b é uma matriz coluna composta pelos

coeficientes associados as varidveis isoladas (varidveis lineares).
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O ponto estaciondrio (Xo) pode ser:

* Um ponto onde a superficie atinge um méaximo;

= Um ponto onde a superficie atinge um minimo, ou

* Um ponto nem de méximo, nem de minimo = Ponto de sela (“saddle point™).
Porém, podem existir problemas relacionados a estes pontos estacionarios:

» Pode existir uma regido de maximo e nao um ponto de maximo;

= Pode ser que o ponto estaciondrio esteja fora da regido experimental.

Para determinar a natureza desse ponto estaciondrio foi necessdrio fazer uma anélise

candnica, que considera uma translacao da superficie de resposta da origem (X, X3, ... , Xx) =
(0, 0, ..., 0) para o ponto estaciondrio X, (Figura 8) . Dai a fun¢ao de resposta é formulada em
termos de novas variaveis, Wi, Wo, ... , Wi.
A%
Y 4 2
W,
X

Figura 8 — Translagao da superficie de resposta da origem para o ponto estaciondrio.

Entdo, obtém-se a fun¢ao de resposta em termos das novas varidveis:

Y=y, + AW + 4w, ++ 4w (3.18)

onde:

yo: € a resposta estimada no ponto estaciondrio e,

M, A2, ..., Ac sdo constantes.
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Os sinais dos A’s ¢ a grandeza dos A’s ajudam a determinar a natureza do ponto
estaciondrio e, a relacdo entre os w’s € os x’s também sdo importantes, pois indicam ao

pesquisador regides tteis para exploracgao.

Se Ai <0, sendo i = 1,2,....k, quando movimentamos em qualquer direg¢do a partir
do ponto estaciondrio, teremos um decréscimo de Y, isto é, o ponto estaciondrio Xy é um
ponto de resposta maxima da superficie ajustada. Se Ai > 0, o ponto estaciondrio X, é um
ponto de minimo para a superficie ajustada e, se os A’s tém sinais diferentes, o ponto

estaciondrio Xy ndo é nem ponto de maximo, nem de minimo.

A obtencdo dos pontos estaciondrios € a andlise candnica dos dados para cdlculo dos
pontos de maximizagao das respostas foram realizados utilizando um algoritmo implementado

no software Maple V Release 4®.

4. Resultados e discussao

4.1 Isolamento e selecio dos micro-organismos

Foram isolados 400 micro-organismos de diferentes amostras, sendo 34 isolados de
manipueira, 101 de usina de cana de acgucar (bagacilho, fermento, caldo de cana, melago),
13 de chucrute, 22 de rdmen de boi, 19 de silagem, 77 de derivados do leite (catupiri, keffir,
soro de queijo e iogurte), 99 de carnes embutidas (bacon, lingiiica, carne de porco, salame e
salsicha) e 35 de vinhos. Nao foram encontradas bactérias laticas em AMM, isto pode ter
acontecido devido a alta concentracdo de nitrogénio presente na amostra, que pode ter
inibido o crescimento dos micro-organismos. De acordo com De Lima et al., (2009), altas
concentracdes de nitrogénio podem causar a morte celular de bactérias.

Para avaliacdo da producao de 4cido latico, os micro-organismos que foram isolados,
assim como mais 3 micro-organismos cedidos pela Dra. Georgina L. Michelena Alvarez do
Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de La Cafa de Azicar (Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum) e 1 micro-organismo da colecao
do laboratério de microbiologia industrial da Unesp (Leuconostoc mesenteroides B512)
foram submetidos a fermentagdes por 48 horas em meio MRS.

Dos 404 micro-organismos avaliados, apenas 19 ndo produziram acido latico, 125

produziram &4cido latico com rendimento produto/substrato (Yp/s) igual ou superior a 0,5,
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sendo que os isolados que mais produziram 4cido latico (Yp/s > 0,85) foram provenientes das
amostras de manipueira (Lmisml, Lmism6, AMP1, AMP3 e AMP6), bagacilho de cana
(BSLAO9 e o Baga3), torta de filtro (Tort4), salame (SA10) e keffir (Kell e Kel9).

Os 125 isolados que apresentaram Yp/s superior a 0,5 foram considerados na
avaliacdo quanto a pureza Optica, foram encontrados 80 isolados produtores de acido latico
racémico, 30 isolados produtores de L-(+) 4cido latico e 15 isolados produtores de D-(-) dcido
latico. Esses resultados estdo de acordo com os dados obtidos por Garvie, (1980), Manome et
al., (1998) e Costa et al., (2008) que igualmente observaram predominancia de linhagens
produtoras de 4cido latico racémico. O que determina a forma isomérica do acido latico € a
forma isomérica da enzima lactato desidrogenase, presente na bactéria, assim como, em
alguns casos a presenca de racemase (GOFFIN et al., 2005). A redug¢do enzimaitica do
piruvato a lactato € processada por desidrogenases estereoespecificias, sendo que o L-(+)
lactato é formado pela enzima LdhL, enquanto o D-(-) lactato é formado pela enzima andloga
LdhD, permitindo que as bactérias liticas (BLs) possam ser agrupadas de acordo com a
proporcao dos isomeros produzidos (KANDLER, 1983; MANOME et al., 1998; VIANA et
al., 2005). Quando a producdo de L-(+) lactato € superior a 75 %, as bactérias sdo
classificadas como do tipo L-(+), j4, quando produzem acima de 75 % de D-(-) lactato, s@o
bactérias denominadas do tipo D-(-). H4 ainda aquelas bactérias que produzem a mesma
proporcao dos dois isdmeros, sendo classificadas como do tipo DL (MANOME et al., 1998).
Sabe-se que a propor¢do entre os isdmeros, L-(+) e D-(-), obtidos durante a fermentacgdo varia
com o gé€nero e com a espécie do micro-organismo. O 4cido latico L-(+) é produzido por
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Tetragenococcus, Streptococcus, €
Vagococcus e o acido latico D-(-) € produzido por Leuconostoc e Oenococcus. Micro-
organismos dos géneros Lactobacillus, Pediococcus e Weissella produzem ambas as formas
isoméricas, isolada ou conjuntamente, dependendo da espécie considerada e das condicdes de
cultivo (LIU, 2003).

Observou-se uma predominancia de bactérias produtoras de 4cido latico L-(+) em
amostras de Keffir. Fato semelhante foi observado por Cho et al., (2006), em que encontraram
um maior nimero de bactérias produtoras de L-(+) dcido latico em amostra de Jeotgal
(comida de origem Coreana, a partir da fermentacao de vérios frutos do mar).

Dessa forma, pode-se afirmar, pelos resultados obtidos, que a predominancia de uma

espécie de bactéria latica pode estar relacionada com a origem, ou seja, o Keffir pode ter
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algum fator nutricional especifico que favoreceu o crescimento de bactérias produtoras de L-
(+) acido latico.

Assim, dos 45 micro-organismos produtores de dcido latico opticamente puro, 3
(Lactobacillus rhamnosus B103, Lactobacillus sp. Lmi8 e Leuconostoc mesenteroides B512)
foram estudados com o objetivo de otimizar a produgdo de dcido latico a partir de residuos e
subprodutos de baixo custo, sendo que os estudos realizados com 0s micro-organismos
Lactobacillus rhamnosus B103, produtor de L-(+) 4cido latico e o Leuconostoc mesenteroides
B512, produtor de D-(-) acido latico estdo demonstrados nesta tese, nos itens 4.5 e 4.6,
respectivamente. Ja as otimizagdes com o Lactobacillus sp. Lmi8, produtor de D-(-) dcido
latico foram realizadas por De Lima et al., (2009) e por De Lima et al., (2010). Com os outros
42 isolados foram realizadas fermentacdoes com diferentes fontes de carbono, glicose,
sacarose, lactose, glicerol e amido para determinacdio da melhor fonte de carbono
metabolizada (Tabela 16). Com relagdo aos 80 isolados racémicos, foi selecionado o mais
promissor (Lactobacillus plantarum Lmism6), com base no alto rendimento a partir de
glicose, superior a 0,85, e foram realizadas otimizacdes dos diferentes pardmetros de
fermentagdo, com o objetivo de aumentar a producao a partir de substratos de baixo custo. Os
resultados estdo demonstrados no item 4.4 desta tese.

Pode-se observar que, para a maioria dos isolados avaliados, houve maior producio de
dcido latico quando a fonte de carbono era glicose proporcionando menores rendimentos,
quando da utilizacdo de glicerol e amido. Yun et al., (2003) avaliaram a produc¢do de acido
latico por Enterococcus faecalis RKY1 a partir de diferentes fontes de carbono (glicose,
frutose, maltose, galactose, lactose, glicerol, xilose, soro de queijo e amido) e constataram que
para a maior producdo de 4cido litico, a melhor fonte de carbono é a glicose, seguida da
frutose e maltose. Quando utilizaram 30 g/L de glicerol e amido, a produgdo de 4cido latico
foi de 2,24 g/L e 1,19 g/L respectivamente.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 16, pode-se observar que a escolha do
micro-organismo a ser utilizado para a producdo de acido litico depende principalmente do

substrato utilizado na fermentacdo.
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Tabela 16
Producdo de 4cido latico a partir de diferentes fontes de carbono (concentracdo inicial de
acucar = 60 g/L).

Producdo de acido latico (g/L)

Isolados Origem Glicose Lactose Sacarose Amido Glicerol
Kel Keffir 34,20 15,56 4,58 6,84 3,39
Ke2 Keffir 54,11 48,25 50,20 2,57 2,79
Ke3 Keffir 36,60 13,40 3,33 6,58 3,69
Ke5 Keffir 28,64 16,71 7,79 4,94 3,80
Ke6 Keffir 40,24 16,76 3,26 6,62 3,27
Ke7 Keffir 44,04 32,21 52,83 7,58 4,06
Ke8 Keffir 42,36 33,63 58,49 5,88 3,81
Ke9 Keffir 36,12 25,75 4,60 6,38 4,01

Kell Keffir 59,15 46,20 57,58 4,95 3,30
Kel2 Keffir 29,72 14,64 5,51 6,66 3,52
Kel3 Keffir 35,16 14,61 4,13 3,89 4,03
Kel5 Keffir 26,24 17,22 6,21 6,51 3,81
Kel9 Keffir 59,40 39,98 14,55 4,43 4,36
Ke20 Keffir 35,00 11,26 5,59 6,77 3,57
Ke23 Keffir 34,88 13,39 2,88 2,79 3,69
Ke24 Keffir 33,30 50,40 18,89 Na 2,42
Ke25 Keffir 39,04 14,82 3,14 6,34 2,75
Ke27 Keffir 42,50 12,95 4,82 6,30 3,75
Ke32 Keffir 35,86 24,18 4,43 0,96 3,52
Tort 4 Torta de filtro 45,28 31,12 12,98 4,62 4,32
Tort 10 Torta de filtro 39,00 4,53 25,02 13,92 1,54
Baga 3 Bagacilho 55,34 48,59 56,03 4,75 3,35
V9 Vinho 35,00 5,16 3,12 2,82 5,20
V35 Vinho 27,80 4,36 4,36 4,95 3,92
CH17 Chucrute 56,79 36,42 11,72 4,68 3,23
Y2 Chucrute 19,36 18,94 12,96 2,44 4,14
Y1o6f Togurte 36,96 0 0 11,00 0
Y16b Togurte 28,28 19,54 20,02 4,60 0
Y4c Togurte 31,57 17,50 23,00 5,84 0
Y15¢ Togurte 40,32 28,12 39,88 5,00 0
Y15a Togurte 39,92 39,10 42,90 9,14 2,14
Y5n Togurte 38,70 22,62 32,66 8,81 2,32
Y15i Togurte 38,26 33,64 35,88 9,33 2,79
Y4b Togurte 17,64 19,58 5,66 3,47 0
yda Togurte 12,46 0 5,44 3,17 0
CC28 Caldo de cana 32,71 3,60 10,93 1,91 1,39
CC29 Caldo de cana 37,78 2,57 11,73 1,69 1,25
CC10 Caldo de cana 34,66 3,57 10,87 2,00 1,09
CH25 Chucrute 28,08 2,93 11,09 2,06 1,98
CH24 Chucrute 24,74 4,58 12,24 5,20 1,55
Bslm14 Bagacilho 25,36 5,84 13,79 3,98 3,23
Bslm9 Bagacilho 37,24 6,12 32,79 4,14 3,98
Lactobacillus Lmi8 Manipueira 39,2 na* na na Na
Lb.rhamnosus B103 ICIDCA** 46,8 na na na Na
Leuc.mesenteroidesB512 Unicamp 30,84 na na na Na

*na: ndo avaliado
**Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azicar, (ICIDCA)

Na Tabela 17 € possivel observar as propor¢cdes dos isomeros do dcido litico de

acordo com a fonte de carbono.
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Producdo de 4cido latico e propor¢cdo de enantidmeros produzidos pelos micro-organismos

promissores (concentracao inicial de agucar = 60 g/L).

Isolad Glicose Lactose Sacarose
sotacos ALToal L(+ _ D-() ALTotal L(1) __ D() ALtotal  L(+) D)
Kel 34,20 100,00 0,00 15,56 100,00 0,00 4,58 87,12 12,88
Ke2 54,11 97,17 2,83 48,25 94,32 5,68 50,20 100,00 0,00
Ke3 36,60 100,00 0,00 13,40 100,00 0,00 3,33 100,00 0,00
Ke5 28,64 100,00 0,00 16,71 100,00 0,00 7,79 85,49 14,51
Ke6 40,24 100,00 0,00 16,76 100,00 0,00 3,26 100,00 0,00
Ke7 44,04 90,01 9,99 32,21 95,34 4,66 52,83 95,80 4,20
Ke8 42,36 95,80 4,20 33,63 95,51 4,49 58,49 100,00 0,00
Ke9 36,12 97,23 2,77 25,75 100,00 0,00 4,60 82,61 17,39
Ke 11 59,15 98,00 2,00 46,20 93,57 6,43 57,58 93,82 6,18
Kel2 29,72 100,00 0,00 14,64 100,00 0,00 5,51 80,04 19,96
Kel3 35,16 95,22 4,78 14,61 100,00 0,00 4,13 79,66 20,34
Kel5 26,24 100,00 0,00 17,22 100,00 0,00 6,21 77,29 22,71
Kel9 59,40 92,56 7,44 39,98 93,42 6,58 14,55 86,25 13,75
Ke20 35,00 97,54 2,46 11,26 100,00 0,00 5,59 74,96 25,04
Ke23 34,88 95,81 4,19 13,39 100,00 0,00 2,88 100,00 0,00
Ke24 33,30 100,00 0,00 50,40 94,31 5,69 18,89 88,46 11,54
Ke25 39,04 97,44 2,56 14,82 100,00 0,00 3,14 100,00 0,00
Ke27 42,50 97,60 2,40 12,95 100,00 0,00 4,82 90,04 9,96
Ke32 35,86 100,00 0,00 24,18 92,64 7,36 4,43 82,17 17,83
Tort 4 45,28 95,32 4,68 31,12 95,85 4,15 12,98 90,83 9,17
Tort 10 39,00 100,00 0,00 4,53 81,90 18,10 25,02 100,00 0,00
Baga 3 55,34 94,49 5,51 48,59 94,38 5,62 56,03 94,49 5,51
A\ 35,00 91,17 8,33 5,16 84,30 15,70 3,12 72,76 27,24
V35 27,80 92,88 7,12 4,36 78,44 21,56 4,36 88,30 11,70
Chl7 56,79 91,20 8,80 36,42 95,14 4,86 11,72 92,49 7,51
Y2 19,36 100,00 0,00 18,94 94,03 5,97 12,96 100,00 0,00
Y16f 36,96 100,00 0,00 16,40 100,00 0,00 15,24 100,00 0,00
Y16B 28,28 91,51 8,49 19,54 100,00 0,00 20,02 95,70 4,30
Y4c 31,57 89,83 10,17 17,50 95,23 4,77 23,00 94,26 5,74
Y15C 40,32 2,78 97,22 28,12 0,00 100,00 39,88 0,00 100,00
Y15A 39,92 5,01 94,99 39,10 4,60 95,40 42,90 96,32 3,68
Y5N 38,70 3,51 96,49 22,62 2,83 97,17 32,67 2,57 97,43
Y15i 38,26 0,00 100,00 33,64 4,34 95,66 35,88 8,97 91,03
Y4B 17,64 9,86 90,14 19,58 7,97 92,03 5,66 8,13 91,87
Y4A 12,46 10,59 89,41 0,00 0,00 0,00 5,44 6,99 93,01
CC28 32,71 1,65 98,35 3,60 11,39 88,61 10,93 3,11 96,89
CC29 37,78 1,22 98,78 2,57 10,51 89,49 11,73 11,85 88,15
CC10 34,66 6,37 93,13 3,57 10,92 89,08 10,87 5,06 94,94
Bslm14 25,36 1,18 98,82 5,84 15,41 84,59 13,79 4,13 95,87
CH25 28,08 3,35 96,65 2,93 10,58 89,42 11,09 3,16 96,84
CH24 24,74 2,43 97,57 4,58 20,31 79,69 12,24 3,02 96,98
Bslm9 37,24 8,70 91,30 6,12 30,72 69,28 32,79 241 97,59
Sm6 59,00 48,08 51,92 na‘ na na na na na
Lab.rhamnosus B103 46,8 94,02 5,98 na na na na na na
Leuc.mesenteroidesB512 30,84 0 100 na na na na na na
Lactobacillus L mi8 39,2 5,10 94,9 na na na na na na

* AL total: 4cido ldtico total

®Propor¢io de enantiomeros do 4cido latico produzidos em %

“na: ndo avaliado

Os isolados mais promissores para producdo de L-(+) dcido latico foram o Ke6 e Kel 1l

a partir de glicose, Ke8 a partir de sacarose e Ke24 a partir de lactose, j4 para a produgdo de

D-(-) 4cido latico foram o Y15C a partir de sacarose e glicose e o Y15A a partir de lactose e

sacarose. De acordo com Kascak et al.,, (1996), o Lactobacillus delbrueckii utiliza

preferencialmente glicose ou sacarose como substrato, enquanto, Lactobacillus bulgaricus
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utiliza preferencialmente a lactose como substrato. Enquanto o primeiro ndo é capaz de
utilizar lactose como fonte de carbono e energia, o segundo nio consegue assimilar sacarose.

Na Tabela 17 € possivel observar que as propor¢des dos isdmeros do dcido latico
variaram de acordo com a fonte de carbono. De acordo com Hofvendahl e Hahn-hagerdal,
(2000), a quantidade do isdmero predominante pode ser incrementada com o aumento do pH e
com a quantidade de substrato, além disso, processos em batelada favorecem a formacao do
isdbmero predominante, entretanto, altas temperaturas e pH ndo controlado desfavorecem a
producdo de apenas um isémero.

Desta forma, pode-se afirmar que os micro-organismos selecionados apresentam
grande potencial para serem utilizados nos diversos ramos da industria, principalmente, os
isolados de amostras de Keffir e iogurte, pois produziram altas concentra¢des de acido latico

opticamente puro.

4.2 Caracterizacoes bioquimicas

Para realizar as caracterizacOes bioquimicas, foram selecionados os 20 micro-
organismos mais promissores (10 produtores de D-(-) e 10 produtores de L-(+) acido latico),

com base na maior produgio e na alta pureza optica (Tabela 18).

Tabela 18
Testes bioquimicos e fisioldgicos para determinagdo dos géneros das bactérias laticas.

N Isolados® 45°C 10°C 6,5 % NaCl 18 % NaCl pH96 CO, Isdbmero Morfologia Género

1 Ke6 +° + + - + - L-(+) Cocos Enterococcus

2 Ke8 + + - - - L-(+) Bacilo Lactobacillus

3 Kell - + - - - - L-(+) Bacilo Lactobacillus

4 Ke24 + + - - - - L-(+) Bacilo Lactobacillus

5 Ke27 + + - + - L-(+) Cocos Enterococcus

6 Kel + + - + - L-(+) Cocos Enterococcus

7 Tort10 + - - - - - L-(+) Cocos Streptococcus

8 Ke7 + + + - - - L-(+) - -

9 CH17 + - - - - - L-(+) Bacilo Lactobacillus

10 Ke2 + + + - - - L-(+) Bacilo Lactobacillus

11 CH25 - - + - - + D-(-) Cocos Leuconostoc/Weissela
12 CC28 - + + - - + D-(-) Cocos Leuconostoc/Weissela
13 Bslm14 - + + - - + D-(-) Cocos Leuconostoc/Weissela
14 CH24 - + + - - + D-(-) Cocos Leuconostoc/Weissela
15 Y5N + - - - - - D-(-) Bacilo Lactobacillus

16 CC29 - + + - - + D-(-) Cocos Leuconostoc/Weissela
17 CC10 - + - - D-(-) Cocos Leuconostoc/Weissela
18 Y15C + - + - - - D-(-) Bacilo Lactobacillus

19 Y15A + - - - - - D-(-) Bacilo Lactobacillus
20 Y15i + + + - - - D-(-) Bacilo Lactobacillus

* Nenhum dos isolados apresentam motilidade, enddsporo, catalase e citocromo oxidase, todos foram Gram +
°4: presenga da caracteristica; -: auséncia da caracteristica
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Todos os isolados apresentados na Tabela 18 podem ser considerados do tipo
metabdlico homofermentativo, pois ndo produziram CO; e se mostraram produtores quase
que exclusivamente de 4cido litico. Segundo Kandler e Weiss, (1986) nesse tipo metabdlico
as hexoses sdo convertidas quase exclusivamente em 4cido latico pela via Embdem-
Meyerhof, sendo que 1 mol de hexose leva a formacao de 2 moles de écido latico.

Os isolados bacterianos Ke24, Ke8, Y15A e Y15C foram submetidos aos testes
bioquimicos usando o kit API CHL (BioM¢ériex), que fornecem identificagcdes fenotipicas. As
leituras dos testes foram realizadas apds 48 horas de incubacdo. O isolado Ke24 foi
identificado como Lactobacillus paracasei ssp paracasei com 99,20% de ID e o isolado Ke8
foi identificado como Lactobacillus curvatus ssp curvatus com 99,90% de ID. A identificagcdo
dos isolados Y15A, Y15C, Ke6 e Kell ndo foi possivel pelo kit API 50 CHL. Desta forma,
os isolados Ke6 e Kell foram identificados por biologia molecular e os isolados Y15A e

Y 15C ainda estdo em processo de identificacdo da espécie.

4.3 Identificacao molecular

4.3.1 Extracao e quantificacio do DNA genémico

Foi realizada a identificacdo molecular de 15 isolados promissores. A extracdo desses
isolados foi considerada eficiente quando visualizada em gel de agarose 1 %. Foi, também,
realizada a quantificacio do DNA extraido por espectrofotometria, utilizando o aparelho
nanodrop, além da verificacio da pureza do DNA extraido (Tabela 19), uma vez que

resquicios de proteinas podem interferir em uma série de procedimentos metodoldgicos.
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Tabela 19
Quantificacdo da extragdo 16 S rIDNA
N° Amostra Concentracio de acido nucléico (ng/ul) 260/280
1 Ch24 2559,6 2,1
2 Bslm14 520,7 1,92
3 CC29 1281,6 2,02
4 CC28 795,3 1,97
5 CC10 753.,4 2,03
6 Ke6 34,6 1,59
7 Tort10 111,3 2,07
8 Chl17 2165,5 2,11
9 Kel 395,5 2,05
10 Ch25 231,2 1,98
11 Kell 1782,8 2,15
12 Ke2 1410,3 2,16
13 Ke7 630,1 2,06
14 Ke27 43,5 1,92
15 SM6 275 1,22

A presenca de proteina foi verificada pela leitura a 280 nm e foi realizado o célculo da relagao
260/280, sendo que a razdo ideal para DNA € igual ou maior que 1,8. Embora, a relagcdo
260/280 para SM6 e Keb6 tenha sido menor do que a ideal, andlises posteriores demonstraram

que a quantidade de proteina na amostra ndo interferiu na identificacdo dos isolados.

4.3.2 Amplificacao por PCR, purificacio e seqiienciamento do gene 16S rDNA

Ap6s a realizagdo do PCR realizou-se a purificacdo para a retirada do excesso de sais,

reagentes e primers. O gel da purificacdo estd apresentado na Figura 9.

1.5 Kb
1,0 Kb

0.5 Kb

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose 1% da purificacao do produto de PCR; linhas de 1
a 8 correspondem aos isolados: Ke6, Tort10, Ch17, Kel, Kell, Ke2, Ke7, Ke27 e linhas de 9
a 15 correspondem aos isolados: CC29, CC28 CH24, CH25 BSLMI14, CC10 e SM6

respectivamente, MM é o marcador molecular.
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Ap6s purificacio do DNA, foi realizado o seqiienciamento. As seqiiéncias dos
isolados foram comparadas com as seqii€éncias do GenBank através do programa BLASTn
(NCBI-www.ncbi.nih.gov). Na Tabela 20 sdo mostradas as estirpes e suas respectivas
identificacdes por similaridade das seqiiéncias do 16S rDNA que variou de 94 a 100% com
aproximadamente 700 pb.

Os isolados produtores de D-(-) 4cido latico foram identificados como Weissella
paramesenteroides, Leuconostoc mesenteroides e Leuconstoc lactic e os isolados produtores
de L-(+) acido latico foram identificados como Lactobacillus casei, Enterococcus durans,

Lactobacillus paracasei, Streptococcus sp. e Lactobacillus rhamnosus.

Tabela 20
Identificacdo dos isolados de acordo com a seqii€ncia obtida a partir da regido 16S do rDNA e

comporacdo com os dados do Gen Bank.

Isolados  N°de acesso do Gen Bank da % de homologia com a Identificacdo
seqiiéncia correspondente seqiiéncia do Gen Bank
SM6 AB494717.1 98% Lactobacillus plantarum
Kell HM162415.1 97% Lactobacillus casei
Ke6 HM462408.1 94% Enterococcus durans
Ke27 FI917736.1 94% Enterococcus durans
Kel HMO058837.1 96% Enterococcus durans
Tort10 AB489099.1 99% Streptococcus sp.
Ke7 AY773951.1 96% Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
CH17 HM162419.1 96% Lactobacillus rhamnosus
Ke2 HM162415.1 100% Lactobacillus casei
CH25 GQ466165.1 98% Leuconostoc mesenteroides
CC28 FJ405229.1 97% Weissella paramesenteroides
Bslm14 GU344717.1 98% Leuconostoc lactis
CH24 FJ538548.1 99% Weissella paramesenteroides
CC29 FJ538548.1 99% Weissella paramesenteroides
CC10 FJ405229.1 99% Weissella paramesenteroides

4.4 Producao de acido latico por Lactobacillus plantarum Lmism6

4.4.1 - Efeito de diferentes concentracoes de melaco, AMM, temperatura e pH.

a) Avaliacao da concentracao de melaco

Com o objetivo de avaliar a influéncia da concentracdo de melaco na producdo de
acido latico por Lactobacillus plantarum Lmism6, foi utilizado meio de fermentacao
composto de 30 g/L a 250 g/l de ART. Como mostrado na Figura 10 A, a concentracao final
de 4cido latico aumentou com o aumento da concentracido de melago inicial até 200 g/L. Um
decréscimo na producdo de dcido latico foi observado quando se utilizou 250 g/L. de ART.

Isto pode ter ocorrido, provavelmente, devido a inibicdo pelo substrato ou por outros
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subprodutos da fermentacdo, ou até pela pressdo osmotica. Varios estudos mostraram que o
crescimento celular e a produgdo de 4cido latico por bactérias do género Lactobacillus sao
inibidos pelo substrato (GONCALVES et al., 1991; BURGOS-RUBIO et al., 2000).

De acordo com Sule et al., (2004), foram avaliadas diferentes concentracdes de
sacarose no meio de cultivo (5, 30, 50 e 100 g/L). A maxima concentragdo de 4cido latico foi
de 21 g/L utilizando 50 g/L. de sacarose. O uso de 100 g/L de sacarose resultou em um

declinio drastico da concentragdo de 4cido latico.
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Figura 10 — Efeito de diferentes concentragdes de melaco (g/L): 30, 50, 70, 90, 150, 200 e
250 na producao de 4cido latico (A), Ac¢ucar redutor (B) e Biomassa (C)

A producdo de é&cido ldtico foi maior, alcancando 70,58 g/ em 48 horas de
fermentacdo, em meio de cultivo contendo 200 g/l de ART, entretanto, 37,77 % do ART
inicial adicionado ndo foi utilizado apés 72 horas de fermentacdo. Por outro lado, quando se
utilizou concentracdo de ART inicial de 90 g/L, a producdo de 4cido latico foi um pouco mais
baixa (57,7 g/L), entretanto, apenas 8,54 % do ART adicionado inicialmente, ou seja, 7,69 g/L

de ART nao foi utilizado (Figura 10 B). Além disso, obteve-se um rendimento maior (0,7 g de
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acido latico produzido/g de ART consumido). Martinez-Gonzélez et al., (1988) avaliaram a
fermentacgdo latica do Lb. delbrueckii em meio de melaco de cana-de-agucar hidrolisado com
acido sulfurico e calor e obtiveram considerdvel quantidade de agucares invertidos, obtendo
66,81 g/L de acido latico em fermentador de 2 L, contendo 95 g/L. de agucares redutores totais
no melago, sendo que o pH foi mantido a 5,8, a agitacao foi de 150 rpm e a temperatura de 40
°C.

Pela Figura 10 C observa-se que o crescimento do Lactobacillus plantarum Lmism6

foi menor quando se utilizou concentragdes mais baixas de melaco (30 a 70 g/L).

b) Efeito da concentracao de nitrogénio

Nitrogénio é necessdrio para a sintese de aminodcidos, de lipidios e de cofatores
enzimdticos. Entretanto, os meios utilizados para o crescimento de bactérias laticas ndao sdo
economicamente atrativos, devido ao requerimento de nutrientes de custo elevado, como o
extrato de levedura e a peptona (BUSTOS et al., 2004). Uma alternativa é a utilizagao de
AMM para diminuir o custo do processo. AMM contém proteinas soliveis, aminodcidos,
vitaminas B e outros nutrientes e tem sido usada como uma fonte de nitrogénio organica
(MARTAK et al., 2003).

Ao se analisar a Tabela 21, pode-se afirmar que em concentragdes baixas de AMM (5
g/L), a producdo de 4cido latico foi significativamente inferior (49,60 g/L). A melhor
producdo de &cido latico (71,23 g/L) foi observada na concentragdo de 35 g/ de AMM.
Entretanto, quando se utilizou 55 g/ de AMM ocorreu uma inibicdo significativa na
producdo de 4cido latico (Tabela 21). A fonte de nitrogénio é um grande fator de influéncia
sobre o crescimento de Lactobacillus (WOOD; HOLZAPFEL, 1995). Como a sintese do
acido latico por processo fermentativo € associada ao crescimento celular, nao ha formacao de
produto se o meio nao possuir uma concentragdo adequada de nitrogénio para promover este

crescimento (PRITCHARD, 1993).
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Tabela 21
Efeito da concentracdo de nitrogénio na producdo de dcido latico e produtividade por

Lactobacillus plantarum Lmism6 em 24 h de fermentacao.

Fonte de nitrogénio (g/L) Acido latico (g/L) Produtividade (g/Lh)
AMM 5 49,60 d 2,06

15 65,53 ¢ 2,73

25 70,00 a 2,91

35 71,23 a 2,98

45 69,03 ab 2,87

55 66,82 b 2,78

Neste trabalho pode-se afirmar que o micro-organismo Lactobacillus plantarum
Lmism6 apresentou uma boa producdo de 4cido latico a partir de melago e AMM, diminuindo

consideravelmente os custos de producao.

¢) Efeito da temperatura

Foram estudadas as temperaturas de 28 °C, 35 °C e 42 °C. A producdo de 4cido latico
(72,25 g/L) assim como o crescimento do micro-organismo (6,63 g/L. de biomassa) foi
significativamente maior na temperatura de 35 °C (Tabela 22), sendo que na temperatura de
42 °C ocorreu um decréscimo na produgdo de dcido litico e na biomassa. Panesar et al.,
(2010) observaram que a producio de 4cido latico por Lactobacillus casei, utilizando soro de
queijo, aumentou com o aumento da temperatura até 37 °C, sendo que a maxima producio de
acido latico (33,72 g/L) foi observada nesta temperatura. Além disso, observaram uma

diminuigéo da produgio, em temperatura acima de 40 °C.

Tabela 22
Efeito de diferentes temperaturas na producdo de acido latico, biomassa e produtividade por

Lactobacillus plantarum Lmism6 em 24 h de fermentacdo.

Temperatura (°C) Acido lético (g/L) Biomassa (g/L) Produtividade
(g/Lh)
28 64,27 b 5,34b 2,67
35 72,25 a 6,63 a 3,00

42 5532¢ 4,26 ¢ 2,30
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A temperatura, também, ¢ um dos fatores importantes que influéncia a atividade
metabolica das células dos micro-organismos, a taxa bioquimica de reacdes, a atividade de
enzimas extracelulares e o tempo de geracdo dos micro-organismos (TANGO; GHALY,
1999). As enzimas s3o mais ativas na temperatura ideal. A temperatura 6tima de crescimento
para bactérias laticas varia entre 20 e 45°C (WOOD; HOLZAPFEL, 1995; DICKS et al.,
1995). Em fermentagdes utilizando Lb. delbrueckii e Lb. bulgaricus, foi utilizada a
temperatura de 45 °C (BUCHTA, 1983). Samuel et al., (1980) usou temperatura de 42 °C
para a producdo de 4cido liatico com Lb. plantarum. No entanto, a temperatura de 32 °C,
também, foi relatada como ideal, para Lb. plantarum, em um estudo feito por McCaskey et

al., (1994).

d) Efeito do pH

Foram avaliados os pHs iniciais de 5, 6, 7 € 8 com controle de pH por adi¢do de NaOH

10M, além do pH inicial de 6,5 sem controle de pH (Figura 11).

Figura 11 - Producgdo de acido latico por Lactobacillus plantarum Lmism6 em reator sob
diferentes pHs (5, 6, 7, 8 com controle de pH) e SC (sem controle de pH, sendo o pH inicial=

6,5) apds 54 horas de fermentacao.

De acordo com Hofvendahl e Hahn-Hégerdal, (1997) o pH 6timo para a produgio de
acido latico pelos micro-organismos varia entre 5 e 7, dependendo da espécie. O pH ideal para
producdo de 4cido latico por Lb. plantarum Lmismo6 foi 6,0 (Figura 12 A). Nestas condi¢des,
obteve-se 104 g/L de é4cido latico em 48 horas de fermentacdao. Wee et al., (2004) avaliaram a
producdo e produtividade de L-(+) acido latico por Enterococcus faecalis sob diferentes pH
(5,0 = 9,0). Observaram que a maior produgdo baseada no total de acticar consumido (93,6 %)

foi obtida com o pH 6,0. Com relacdo a produtividade, entretanto, o maior valor (4 g/Lh) foi
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obtido com pH 7,0. Miura et al., (2003) observaram que a maxima concentracdo de 4cido
latico (93 g/L) foi obtida quando o pH do meio de cultivo encontrava-se entre 6 € 6,5. Estes

resultados estdo de acordo com os dados observados na Figura 12 A.
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Figura 12 — Efeito do pH na produgdo de 4cido latico (A), Acucar residual (B) e Biomassa

(C). “sc é um experimento com pH inicial de 6,5, sem controle de pH durante a fermentagao.
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A partir da Figura 12 pode-se observar uma forte influéncia do pH na producdo de
acido latico, crescimento do micro-organismo, assim como no consumo de ART. Sabe-se que
o pH é um dos principais fatores que influénciam a producgdo de acido lético, pois a atividade
catalitica das enzimas e a atividade metabdlica dos micro-organismos dependem do pH extra
celular (SILVA; MANCILHA, 1991). Desta forma, a concentracdo do ion hidrogénio durante
a fermentacdo influéncia o crescimento microbiano e a taxa de formagdo do produto. O pH
influéncia pelo menos dois aspectos das células microbianas, a sintese de enzimas metabdlicas
e o transporte de nutrientes dentro da célula. Os valores de pH também influénciam a sintese
de RNA e de proteinas (KLOVRYCHEYV et al., 1979).

Pode-se observar na Figura 12 que em pH abaixo de 6,0 ou acima, assim como no
experimento sem controle de pH, a producao de 4cido latico, a biomassa e o consumo de ART
foram inferiores. Tay e Yang, (2002) relatam que a producdo do 4cido latico decresce com a
diminui¢do do pH de 6 para 4. Segundo Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, (1997) acidos fracos
inibem o crescimento bacteriano, porque com a queda do pH externo, o dcido € protonado, se
difunde de volta para a célula e dissocia-se devido ao pH superior intracelular. A célula entdo
tem que usar ATP para bombear os prétons para fora, desta forma, a energia é totalmente
utilizada para a manutencdo da homeostase do pH, ocorrendo a parada do crescimento e
conseqiientemente morte das bactérias. Além disso, ocorre a autdlise das células em alta
concentracdo de 4cido latico. Mussatto et al., (2008), utilizando meio MRS suplementado com
cevada hidrolisada e em condi¢des de pH controlado, atingiu uma produ¢do méxima de 35,54
g/L de 4cido latico, enquanto que o mesmo meio sem controle de pH atingiu 13,02 g/L, além
disso, observaram menor consumo de substrato e menor crescimento celular na fermentacao
realizada sem controle de pH.

Assim, o 4cido latico produzido durante a fermentacdo tem que ser constantemente

neutralizado.

4.4.2 - Planejamento experimental Plackett Burman.

Na Tabela 23 encontra-se a matriz do planejamento experimental PB(valores reais e
codificados) das varidveis estudadas (X;= Acetato, X,=MgSO,4, X3=MnSO,, X,=Citrato,
X5=K,HPO,4, Xs=Tween 80, X;= AMM) adicionadas ao melaco, além das respostas para a

concentracdo de 4cido latico, biomassa e ART residual.



Tabela 23

80

Matriz do planejamento experimental do tipo PB(valores reais e codificados) com suas

respectivas respostas (dcido latico, ART residual e biomassa)

Ensaios Variaveis Independentes* Respostas
X, X, X; X4 X5 X6 X, Acido latico ART.res** Biomassa
g/L
1 5(D)?* 0(-1) 0,1(1) 01 0(1) 0¢-1) 70(D) 78,64 34,04 6,939
2 5() 02() O0¢D 2(1) 0(-1) 01 0D 5,44 149,57 0,185
3 0(-1) 02(1) 0,1(1) 0D 2(1) 0C-1) 0D 17,92 100,02 0,604
4 5(1) 0(-1) 0,1(1) 2(1) 0(-1) 1(1) 0(-1) 13,96 30,86 0,461
5 5(@) 0,2 (1) 01 2(1) 2(1) 01 70 (1) 85,04 20,79 6,151
6 5() 02(1) 0,1(1) O0¢CD 2(1) 1(1) 0(1) 42,64 101,61 1,876
7 0(1) 0,2(1) 0,1(1) 2(1) 01 1(1) 70 (1) 82,40 48,08 6,122
8 0(-1) 0(1) 0,1 (1) 2(1) 2(1) 01 70 (1) 81,32 18,40 7,097
9 0(-1) 0C-1) 0D 2(1) 2 (1) 1(1) 0(-1) 40,64 106,38 2,568
10 5(1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 2(1) 1(1) 70 (1) 96,48 45,43 6,760
11 0C-1) 02(1) 0¢(D 0(-1) 0(-1) 1(1) 70 (1) 85,20 30,86 6,674
12 0(-1) 0(-1) 0D 0(-1) 0(-1) 0(-1) O0(D 6,00 138,97 0,255

*(-1) e (1) sdo niveis codificados.
*X 1= Acetato, Xo=MgS0,, X3;=MnSO,, X4=Citrato, Xs=K,HPO,, X¢=Tween 80, X;=AMM
**ART.res= Agtcar redutor total residual

Observa-se que a AMM foi a varidvel de maior influéncia na producio de 4cido latico,

seguida da concentracdo de fosfato de potdssio e Tween 80. Este fato pode ser melhor

observado na Figura 13 (Gréfico de Pareto), onde os efeitos das varidveis estdao representados.

(T)AMM

.

(5)K,HPO, 3,802604

L

(6)Tween 80 3578728

(4)Citrato —‘7440591

(1)Acetato ;3588605 |

(3)MnSO, - 079015

(2)MgS0, 065846 |

15,74048

p=,05

Efeito estimado (valor absoluta)

Figura 13 - Gréfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis estudadas

no planejamento experimental do tipo Plackett-Burman, para a produgdo de acido latico.

Estas trés variaveis tiveram efeito positivo significativo no nivel de confianca de 95 %,

o que significa que quando a concentracdo e/ou faixa destas varidveis aumenta do nivel -1

para o +1, ocorre um aumento na concentragdo de dcido lético.

Portanto, as variaveis

utilizadas para a otimizagdo da produgdo de dcido latico a partir de melaco foram, além da

propria concentracdo de melaco, a concentracdo de AMM, de fosfato de potdssio e de Tween
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80. Desta forma, foram avaliadas diferentes concentracdes dessas varidveis, sendo que a

temperatura e a agitacio foram fixadas nos valores de 35 °C e 150 rpm respectivamente.

4.4.3 - Planejamento Composto Central e Metodologia da Superficie de Resposta.

A Tabela 24 apresenta os valores reais e codificados do planejamento experimental

delineamento composto central (DCC) das varidveis estudadas: concentracdo de ART de

melago de cana de actiicar, AMM, K,HPO, e Tween 80 e a producdo de acido latico.

Tabela 24

Matriz do planejamento experimental composto central (valores reais e codificados) com a

resposta producao de dcido latico e ART residual.

Experimentos Varidveis independentes Respostas (g/L)
X X, X3 Xy Acido latico ART residual

1 120 (-1)* 15 (-1) 1(-1) 0,5 (-1) 48,90 4491
2 120 (-1) 15 (-1) 1 (-1) 1,5 (1) 54,90 46,48
3 120 (-1) 15 (-1) 3(1) 0,5 (-1) 59,80 34,95
4 120 (-1) 15(-1) 3(D) 1,5 (1) 66,00 38,19
5 120 (-1) 45 (1) 1(-1) 0,5 (-1) 71,40 33,15
6 120 (-1) 45 (1) 1(-1) 1,5 (1) 75,00 37,97
7 120 (-1) 45 (1) 3(1) 0,5 (-1) 80,00 26,21
8 120 (-1) 45 (1) 3(D) 1,5 (1) 83,00 29,12
9 220 (1) 15 (-1) 1(-1) 0,5 (-1) 61,60 97,45
10 220 (1) 15 (-1) 1(-1) 1,5 (1) 68,90 136,42
11 220 (1) 15 (-1) 3() 0,5 (-1) 69,30 116,04
12 220 (1) 15(-1) 3(1) L5 (1) 76,30 110,44
13 220 (1) 45 (1) 1(-1) 0,5 (-1) 75,70 96,10
14 220 (1) 45 (1) 1(-1) L5 (1) 79,15 82,44
15 220 (1) 45 (1) 3(D) 0,5 (-1) 82,00 109,54
16 220 (1) 45 (1) 3 1,5() 90,20 118,28
17 70 (-2) 30 (0) 2(0) 1(0) 63,40 0,41
18 270 (2) 30 (0) 2 (0) 1 (0) 78,30 175,48
19 170 (0) 0(-2) 2 (0) 1(0) 43,00 90,50
20 170 (0) 60 (2) 2 (0) 1 (0) 76,00 72,91
21 170 (0) 30 (0) 0(-2) 1(0) 63,10 89,71
22 170 (0) 30 (0) 4(2) 1 (0) 80,20 66,75
23 170 (0) 30 (0) 2 (0) 0(-2) 76,40 81,99
24 170 (0) 30 (0) 2(0) 2(2) 86,30 78,96
25 170 (0) 30 (0) 2 (0) 1(0) 85,20 65,07
26 170 (0) 30 (0) 2(0) 1 (0) 86,00 67,51
27 170 (0) 30 (0) 2 (0) 1(0) 85,10 62,61
28 170 (0) 30 (0) 2(0) 1 (0) 85,90 63,28

1 (-2), (-1), (0), (1) e (2) sdo niveis codificados.
*X;= ART do melago (g/L de ART), X,= AMM (mL/L), X5= K,HPO, (g/L), X4= Tween 80 (mL/L).
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Apo6s a realizagdo da regressdao multipla, obteve-se a seguinte equacdo geral para a

producdo de 4cido lético:

Y= 85,5 +3,91X, + 8,19 X, + 4,38X;5 + 2,69X, — 3,58 X, 6,42X,> - 3,38X5” - 0,96X,>— 1,8X,X,— 0,39 X, X5+
0,44X,X,— 0,19X,X;3— 0,51X,X, + 0,25 X3X,

“.1)

O modelo quadrédtico da equacdo 3 contém quatro termos lineares, quatro termos

quadréticos e seis interacdes fatoriais, em que Y € a resposta predita (concentragdo de acido

latico) e X, X,, X3 e X4 sd0 os valores codificados de melaco, AMM, K,HPO,4 e Tween 80,

respectivamente.

A Tabela 25 demonstra a distribuicdo ¢ de Student e os valores de probabilidade (p)

que servem como ferramenta para checar a significancia de cada coeficiente. Valores menores

de p denotam coeficiente mais significativo.

Tabela 25

Coeficiente do modelo estimado pela regressdo linear

Fator Coeficiente Erro padrio t-valor P-valor

Intercepto 85,55000 0,487286 175,5641 0,000000
X 3,91458 0,198934 19,6778 0,000000

X, 8,19792 0,198934 41,2093 0,000000

X3 4,38542 0,198934 22,0446 0,000000

X4 2,68958 0,198934 13,5200 0,000000
X,? -3,58385 0,198934 -18,0153 0,000000
X1 X -1,80313 0,243643 -7,4007 0,000005
X1Xj; -0,38438 0,243643 -1,5776 0,138669
XXy 0,44688 0,243643 1,8341 0,089618
X, -6,42135 0,198934 -32,2789 0,000000
XoX5 -0,19688 0,243643 -0,8080 0,433602
XXy -0,51562 0,243643 -2,1163 0,054183
X3 -3,38385 0,198934 -17,0100 0,000000
X5X4 0,25313 0,243643 1,0389 0,317781
X4 -0,95885 0,198934 -4,8200 0,000335

R” = 0,9970; R” ajustado = 0,9933; R = 0,9984;

Os resultados mostraram que as varidveis X; (melago), X, (AMM), X3 (K,HPO,) e X4

(Tween 80) tiveram efeito significativo (P-valor < 0,05). Além disso, os sinais do coeficiente
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foram positivos, ou seja, um aumento nas suas concentracdes proporciona um aumento da
resposta (4cido latico). As varidveis quadréticas X12, Xzz, X32, X42 e a interacdo X;X,, foram,
também, significativas. Assim, as varidveis que nao foram significativas (X;X3, XXy, X2X3,
XoX4, X3X4) foram retiradas do sistema e foi construido um modelo ajustado incluindo apenas

as varidveis codificadas significativas p < 0,05 expresso pela equacio 4.2:

Y = 85,55 + 3,9X; + 8,19X, + 4,38X; + 2,68X, — 3,58X,% — 1,8X; X, — 6,42X,” — 3,38X5% — 0,95X,>  (4.2)

O modelo quadrético ajustado da superficie de resposta foi realizado sob a forma de

analise de variancia (ANOVA) e os resultados estio demonstrados na Tabela 26.

Tabela 26

Andlise de variancia do modelo polinomial de segunda ordem.
Fonte Soma de quadrados  Graus de liberdade Quadrado médio Feac p>F
Regressdo 3853,152 9 428,1280 323,7185  0,0000
Residual 23,806 18 1,3225
Falta de ajuste 23,156 15 1,544 7,125 0,06574
Erro puro 0,650 3 0,217
Total 3876,957 27

R”=0,9938; R”jjustad0 = 0,9907; R = 0,9969

A ANOVA do modelo de regressdo quadrdatico demonstrou que o modelo €
significativo, como € evidente pelo teste de Fisher, teste-F (Fea (9,18) = 323,7185 > Ft (9,18)
= 2,46 e tem um valor de probabilidade muito baixo (p < 0,0000). O bom ajuste do modelo
foi verificado pelo coeficiente de determinacao (R?) e coeficiente de correlacdo multipla (R).
Neste caso, o valor de R? (0,9938) indica que 99,38 % da variabilidade dos dados foram
explicados pela equacdo do modelo. O coeficiente de determinacdo ajustado (R? = 0,9907)
também foi satisfatério para confirmar a significancia do modelo.

A Figura 14 mostra a distribuicdo dos residuos em torno de zero e a Figura 15, o
grifico de valores predito em func¢do dos observados. Observa-se que a distribuicdo dos
residuos foi aleatoria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia e os valores observados
ficaram proximos dos preditos, levando a uma tendéncia constante e a distribui¢ao normal dos
mesmos. Além disso, o valor de falta de ajuste para a equagdo Eq. (4.2) ndo foi significativa a
5% (p > 0,05), indicando a boa previsibilidade do modelo. Todos os residuos foram menores

que 2 %, o que indica que o modelo esta adequado para descrever a producao de cido lético.
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Figura 14 - Valores preditos em fungdo dos observados relativos a producgao de acido latico
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Figura 15 - Distribuic@o dos residuos relativos a sintese de dcido latico

A partir da equagdo ajustada 4.2 foram construidas as superficies de resposta para
producdo de &cido latico, apresentadas nas Figuras 16 e 17 que ajudam a entender as
interacdes das varidveis, concentracdo de ART do melaco, AMM, K,;HPO, e Tween 80 na
producdo de 4cido latico. Além de auxiliar na localizacdo da regido 6tima de cada varidvel

para a maxima resposta.
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Figura 16 - Superficie de resposta e contorno para a producdo de &cido ldtico por

Lactobacillus plantarum Lmism6, mostrando a interacdo entre AMM e melaco, em niveis
constantes de K,HPO4 (2 g/L) e Tween 80 (1 mL/L).
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Figura 17 - Superficie de resposta e contorno para a producdo de &cido ldtico por

Lactobacillus plantarum Lmism6, mostrando a interacdo entre Tween 80 e K,HPO4, em
niveis constantes de melago (170 g/L) e AMM (30 mL/L).

Pela andlise da Figura 16 observa-se uma forte influéncia das concentragdes de melago

e de AMM, na produgdo de 4cido ldtico. A regido 6tima para produgdo esta entre 160 e 200

85
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g/l de melaco e entre 30 e 50 mL/L de AMM. Entretanto, ambos, em concentragdes
superiores, causam inibi¢do da producao de dcido latico.

Devido sua composicdo rica em acucares fermentesciveis (LIMA et al.,, 1975),
nitrogé€nio e vitaminas, seu baixo custo e alta disponibilidade no territdrio brasileiro, o melagco
de cana-de-acucar € sugerido como substrato para melhorar e reduzir os custos na produgdo
de 4cido latico. Entretanto, a maioria dos resultados sobre o 4cido latico produzido (17-90
g/L) e a produtividade (2,0 — 4,0 g/LL h) em fermentacdes em batelada sdo relativamente
baixas (MONTEAGUDO et al, 1994; GOKSUNGUR; GUVENC et al., 1997
GOKSUNGUR; GUVENC, 1999; KOTZAMANIDIS et al.,, 2002). Assim, pode ser
necessdario o tratamento adicional do melaco com 4cido sulfirico, fosfato tricalcico,
ferrocianeto de potdssio e EDTA, para aumentar a eficiéncia na fermentagdo, porque o melagco
contém metais pesados (ferro, zinco, cobre e manganés), além de magnésio e cdlcio, que
podem inibir o crescimento celular, afetar o pH do meio, e inativar as enzimas associadas com
a formacdo do produto (ROUKAS, 1998). Desta forma, Martinez-Gonzdlez et al., (1988)
avaliaram a fermentacdo latica do Lb. delbrueckii em meio de melaco de cana-de-acucar
hidrolisado com d4cido sulfurico e calor e obtiveram considerdvel quantidade de agucares
invertidos, obtendo 66,81 g/L de acido latico em fermentador de 2 L, contendo 95 g/L. de
actucares redutores totais no melaco.

Observa-se pela Figura 17 que a adicio de Tween 80 no meio de fermentacdo
aumentou significativamente a producdo de 4cido ldtico. Este resultado estd de acordo com
Belhocine, (1987), que observaram que a suplementagcdo de 1 g/LL de Tween 80 aumentou
consideravelmente o crescimento e a producdo de 4cido latico por Lb. helveticus. Yu et al.,
(2008) observaram que a adi¢ao de 1,5 mL/L de Tween 80 em meio de fermentagcao contendo
melaco e AMM aumentou significativamente a producdo de acido ldtico por Lactobacillus
rhamnosus CGMCC 1466.

A partir da superficie de resposta da Figura 17 é possivel observar a forte influéncia da
concentracdo de fosfato de potdssio na producao de 4cido latico, sendo que a regido 6tima esta
entre 2 e 3,5 g/ de KoHPO4. Honorato et al., (2007) observaram que a complementacdo de
fosfato no meio de cultura formulado com suco de caju favoreceu o crescimento do micro-
organismo, uma vez que este componente age tamponando o meio e permitindo que a
fermentacdo seja conduzida por mais tempo em valores de pH préximos ao valor 6timo de
crescimento. Um maior crescimento do micro-organismo leva a uma maior produgdo de dcido

latico.
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O ponto de médxima producdo de dcido latico foi determinado através de uma andlise
candnica do modelo ajustado. De acordo com a metodologia descrita no Item 3.7, o ponto

estaciondrio € dado por:
Xo=-B"'b/2 (43)
Foi realizado um estudo para identificar a natureza do ponto estaciondrio para saber se
era um ponto de maxima ou minima resposta, ou ainda de um ponto de sela. Isto foi feito
calculando-se as raizes caracteristicas da matriz B, que € a matriz dos coeficientes dos termos

quadraticos e dos termos de interagdo do modelo ajustado. Portanto temos a Equagao 4.4:

-3,58 -09 -0,19 0,22

B -09 -642 -0,10 -0,26 (4.4)

10,19 0,10 -338 0,12
022 -026 0,12 -0,95

Cujas raizes caracteristicas sao iguais a:

A =-6,69 ho=-3,54 h=-3,19 A =-0,90

Observa-se que todas as raizes caracteristicas da matriz B possuem sinais negativos.
Isto quer dizer que um deslocamento a partir do ponto estaciondrio em qualquer dire¢ao
implicara em um decréscimo na resposta. Portanto, conclui-se que o ponto estaciondrio Xg é

um ponto de maximo.

O vetor dos coeficientes dos termos de 1* ordem da Equacdo 4.1 é dado por:

3,9
(8,18
14,37

2,67

b 4.5)

Com o vetor b e com a matriz B calculou-se o ponto estaciondrio X, através da
Equacao 4.3.

0,47

10,50

~10,65
1,46

x0 (4.6)

No qual 0,47, 0,50, 0,65 e 1,46 correspondem respectivamente aos valores das
varidveis independentes X, X,, X3 e X4 no ponto estaciondrio. Com o auxilio das Equacdes
(3.2), (3.3), (3.4) e (3.5), demonstradas na parte de materiais € métodos, obt€ém-se os valores
reais das concentragdes das varidveis no ponto de maximizacdo da sintese de 4cido latico.

Para as fermentacdes realizadas com Lb. plantarum Lmism6, as condi¢des que resultam em
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maior producdo de dcido latico sao 193,50 g/L de melago, 37,50 mL/L de AMM, 2,65 g/L de
K,;HPO, e 0,83 mL/L de Tween 80. Substituindo esses valores na Equacdo 4.1, obteve-se a
estimativa da maxima concentracdo de acido latico, pela andlise candnica, 91,61 g/L. Para
confirmar se o modelo estava adequado para predizer a mdxima produgdo de 4cido latico, trés
experimentos adicionais foram conduzidos com a composi¢do do meio considerada 6tima. A
media dos valores de producdo de 4cido latico foi de 94,8 g/L, que esta de acordo com o valor
predito 91,61 g/L. Entdo, foi provado que este modelo é adequado.

O melago é uma matéria prima economicamente vidvel para produgdo industrial de
acido lético, tem os nutrientes necessarios para o crescimento de bactérias laticas, além de alto
teor de acucares fermentdveis. A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi verificado
que o Lactobacillus plantarum Lmism6 é um micro-organismo promissor para producdo de
acido latico a partir de melago. Entretanto € importante observar a qualidade do melaco, que
depende da maturidade da cana de acgucar, da quantidade de agucar extraido e do método de
extracdo. O teor de agucares fermentesciveis do melago varia inversamente com a pureza do
acucar bruto produzido na fdabrica (GOPAL; KAMMEN, 2009). Além disso, o melago &
procedente de lavouras de cana-de-acticar que geralmente recebem aplicacdo de herbicidas e
pesticidas, os quais podem aparecer na composi¢do do mesmo, podendo prejudicar o processo
fermentativo (DE OLIVEIRA et al., 2005). Desta forma, um lote de melaco estd sujeito a
grande variagdo, o que poderia influénciar a producao de 4cido lético.

Pela Tabela 24, observou-se que a maior producdo de acido latico (90,2 g/L) foi obtida
no experimento 16, em que se utilizou 220 g/L. de ART de melaco, 45 mL/L de AMM, 3 g/L
de K,HPO, e 1,5 mL/L de Tween 80, entretanto, 118,28 g/LL de ART nao foi utilizado, o que
inviabilizaria o processo, devido aos altos custos de purificacdo. Desta forma, pensando no
menor custo com relagdo ao processo final de purificagido, pode-se afirmar que o experimento
17, utilizando 70 g/L. de ART de melaco, 30 mL/L de AMM, 2 g/L. de K,HPO4 e 1 mL/L de
Tween 80, em que se obteve 63,4 g/L. de 4cido latico e o menor residual de acicar (0,41),
assim como a maior conversao de substrato 99,41 % foi o ideal. Entretanto, estudos futuros
que considerem alta produtividade e produgdo e evitem inibicdo por substrato, por meio de
uma fermentacdo em batelada alimentada sdo necessdrios para melhorar o processo de

fermentacao.
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4.5 Producao de L-(+) acido latico por Lactobacillus rhamnosus

4.5.1 Fermentacoes com diferentes fontes de carbono.
Os resultados da influéncia de quatro fontes de carbono, soro de queijo, caldo de cana
de actcar, melagco e manipueira na producido e produtividade de L-(+) 4cido ldtico estdo

apresentados na Tabela 27

Tabela 27
Efeito de diferentes fontes de carbono na producdo e na produtividade de L-(+) 4cido latico

apOs 24 horas de fermentagdo com concentracdo inicial de ART de 40 g/L.

Fonte de carbono Producao (g/L) Produtividade (g/L.h) ART residual (g/L)
Soro de queijo 34,1 1,42 0

Melago 13,9 0,579 16,4

Caldo de cana 24,6 1,025 8
Manipueira 26 1,08 7,2

De acordo com a Tabela 27, dentre as quatro fontes de carbono avaliadas, o soro de
queijo foi a varidvel que proporcionou maior producao e produtividade de L-(+) 4cido latico,
pelo Lactobacillus rhamnosus B103, além disso, a lactose (40 g/L) de soro de queijo foi
completamente consumida apdés 24 horas de fermentacdo. Estes resultados estdo de acordo
com os estudos feitos por Senthuran et al., (1999) em que observaram que Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus prefere lactose como fonte de carbono para crescimento e producdo de
acido lético, seguido por glicose e maltose, enquanto sacarose foi utilizado em menor
proporcdo. Demonstraram que a lactose usada na concentragdo de 50 g/L. em meio sintético
foi completamente utilizada pelo micro-organismo, dando um produtividade de 2 g/L..h e uma
massa seca final das células de 5,1 g/L, enquanto que em meio contendo somente glicose na
mesma concentracao foi observado crescimento atrasado e utilizagdo incompleta de substrato,
além de menor produtividade (0,9 g/L.h). O melhor desempenho com lactose poderia ser
explicado pelo envolvimento de intermedidrios no metabolismo da galactose, produto da
hidrélise da lactose, na sintese da parede celular (MOUSTAFA; COLLINS, 1968), o que pode
ter contribuido com o aumento da viabilidade e crescimento das células e subseqiientemente

aumento na producgdo de 4cido latico.
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4.5.2 Fermentaciao com diferentes fontes de nitrogénio

Os resultados da influéncia de cinco fontes de nitrogénio: autolisado de levedura,
extrato de levedura, AMM, sulfato de amonio e pro-floo (proteina da semente de algodao) na

producdo e produtividade de L-(+) 4cido latico estdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28
Efeito da suplementacdo do soro de queijo (45 g/LL de lactose) com diferentes fontes de

nitrogénio na produg¢do e na produtividade de 4cido latico.

Fonte de nitrogénio * Producdo Produtividade Lactose residual
(g/L ou mL/L) (g/L) (g/Lh) (g/L)
Extrato de levedura 15 39,96 1,66 0
Autolisado de levedura 12,78 33,17 1,38 11,10
AMM 36,75 39,40 1,64 0
Pré-floo 15,47 33,02 1,37 9,26
(NH4),SO4 6,94 15,00 0,62 26,62

* A quantidade de cada fonte de nitrogénio foi determinada de acordo com a concentragdo de nitrogénio contida

em 15 g/L de extrato de levedura, ou seja 1,47 g/L de nitrogénio.

Uma vez que bactérias ldticas s3o nutricionalmente exigentes, necessitando de
diferentes aminodcidos e vitaminas para o crescimento, é de extrema importancia escolher o
tipo adequado de fonte de nitrogénio.

A menor produtividade de acido ldtico foi com o (NH4),SO4. Isto pode ter ocorrido,
pois em meios suplementados com (NH4),SOy, fons de amonio influénciam no metabolismo
de alguns Lactobacillus (BUCHTA, et al. 1983), pela sua incorpora¢do como a-cetoglutarato
e glutamato (DUNN, 1985). Assim, quando (NH4),SO4 € utilizado, o nitrogé€nio inorganico
deve primeiro ser convertido em aminodcidos e, em seguida, utilizado para a sintese de
proteinas necessdrias para o crescimento do micro-organismo e producao de 4cido latico.

Dentre as cinco fontes de nitrogénio avaliadas, o extrato de levedura e a AMM foram
as varidveis que proporcionaram maior produgdo e produtividade de L-(+) 4cido latico, além
disso, em ambas, observou-se consumo completo de lactose apos 24 horas, pelo Lactobacillus
rhamnosus (Tabela 28). Vahvaselka e Linko, (1987) investigaram o efeito do extrato de
levedura, do hidrolisado de caseina, hidrolisado de proteina de soro de queijo, AMM e extrato

de malte na produgdo de 4cido latico por Lactobacillus helveticus em ultrafiltrados de leite.
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Dentre esses, o extrato de levedura (5 g/L) foi o que apresentou o melhor resultado, seguido
pelos hidrolisados. Entretanto a AMM e o extrato de malte tiveram somente um efeito
pequeno na producdo. Roy et al., (1986) observaram que algumas espécies de micro-
organismos em soro de queijo produziram mais em meio suplementado com extrato de
levedura do que com AMM, sendo que a melhor concentragdo de extrato de levedura foi 15
g/L. Um efeito significativamente melhor do extrato de levedura em relacio a AMM foi,
também, reportado por Cox e MacBean, (1977) utilizando uma estirpe de Lb. bulgaricus. Isso
provavelmente ocorre porque o extrato de levedura € uma excelente fonte de vitaminas do
complexo B e é freqiientemente usado para fornecer esses fatores em meios de cultura
bacterioldgicos, sendo considerado, muitas vezes, indispensdvel para se obter rdpidas taxas de
crescimento e produgdo de dcido latico por bactérias laticas (SELMER-OLSEN; SORHAUG,
1998).

A partir da Tabela 28, pode-se observar que a producdo de acido latico utilizando
AMM (39,4 g/L) foi semelhante ao meio com extrato de levedura (39,96 g/L), ap6s 24 horas
de fermentacdo. Desta forma, a AMM pode ser utilizada em substituicdo ao extrato de
levedura, uma vez que o alto custo do extrato de levedura tem um impacto negativo quando
utilizados em processos industriais (HUROK et al., 2005). Sabe-se que a AMM contem
proteinas soldveis, aminodcidos, vitaminas B e outros nutrientes e tem sido usada como uma
fonte de nitrogénio organica (MARTAK et al., 2003). Além disso, hd muito tempo a AMM
provou ser uma alternativa mais econdmica do que outras fontes de nitrogénio como extrato
de levedura e peptona (LIGGETT et al., 1948).

A utilizacdo de fontes de nitrogénio baratas que substituam completamente o extrato
de levedura tem sido intensamente discutida. Pauli e Fitzpatrick, (2002) estudaram a
produtividade de 4cido latico por Lactobacillus casei, em meio de fermentacdo composto por
soro de queijo (55 g/L de lactose) e observaram que a suplementacdo do meio com 5% de
extrato de malte proporcionou produtividade semelhante ao obtido com soro suplementado
com extrato de levedura, apds 55 h. Em fermentacdo de estado sélido, peptona e extrato de
levedura foram substituidos por farinha de lentilha e fermento em um meio MRS modificado
(ALTAF et al., 2006). Yu et al., (2008) observaram que a AMM em meio de fermentagdo a
base de melagco juntamente com outros componentes importantes no meio pode substituir
completamente o extrato de levedura, o meio otimizado resultou em uma concentragdo de

acido latico 30,4 % maior do que meio com extrato de levedura.
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4.5.3 Otimizac¢ao da producao de L-(+) acido latico usando soro de queijo.

4.5.3.1 Planejamento do tipo Plackett-Burman.

Na Tabela 29 encontra-se a matriz do planejamento experimental PBde 12 ensaios
(valores reais e codificados) para avaliacdo do efeito, na produgdo de acido latico, de sete
varidveis (X;= Acetato, X,=MgSQO,, X3=MnSO,4, X4=Citrato, X5=K,HPO,, X¢=Tween 80,

X7= AMM) adicionadas ao soro de queijo.

Tabela 29
Matriz do planejamento experimental do tipo PB(valores reais e codificados) com suas

respectivas respostas (dcido latico)

Ensaios Variaveis Independentes* Resposta

X X, X; X4 Xs X X Acido latico

..... g/L -----
1 5(1)* 0(¢-1) 0,1(1) 0(-1) 0(¢1) 0(-1) 70 (1) 82,84
2 5(1) 0,2(1) 0D 2(1) 01 0D 0(-1) 11,52
3 01 0,2(1) 0,1(1) 01 2(1) 01 01 13,40
4 5(1) 0(-1) 0,1(1) 2(1) 01 1(1) 01 17,08
5 5(1) 0,2(1) 0(-1) 2(1) 2(1) 01 70 (1) 75,48
6 5(1) 0,2(1) 0,1(1) 0D 2(1) 1(1) 0(-1) 19,60
7 0(¢-1) 0,2(1) 0,1(1) 2(1) 01 1(1) 70 (1) 90,04
8 0(¢-1) 0(¢-1) 0,1(1) 2(1) 2(1) 0D 70 (1) 80,00
9 0(¢-1) 0(-1) 0(¢-1) 2(1) 2(1) 1(1) 0(-1) 12,05
10 5(1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 2(1) 1(1) 70 (1) 84,60
11 01 0,2(1) 01 01 01 1(1) 70 (1) 86,40
12 01 01 01 01 0(¢-1) 0(-1) 0(-1) 14,40

* (-1) e (1) sdo niveis codificados.

*X 1= Acetato, X,=MgS0O,, X5;=MnSO,, X,=Citrato, Xs=K,HPO,, Xc=Tween 80, X;=AMM

Por meio dos resultados apresentados na Tabela 29, na faixa de concentracdo
investigada, verifica-se que a produg¢do de L-(+) acido latico aumenta com o aumento da
concentracdo de AMM, Tween 80 e MnSO,. Este fato pode ser melhor observado na Figura
18 (Grafico de Pareto), onde os efeitos das varidveis estdo representados.

Observa-se que a AMM foi a varidvel de maior influéncia na produgio de acido latico,
seguida da concentracdo de Tween 80 e MnSO,. Estas trés varidveis tiveram efeito positivo

significativo no nivel de confianca de 95%, o que significa que quando a concentra¢do e/ou
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faixa destas varidveis aumentaram do nivel -1 para o +1, houve aumento na producdo de acido
latico. Portanto, para otimizar a producdo de 4cido latico deve-se deslocar os niveis de estudo

para valores superiores para a concentracdo de AMM, Tween 80 e MnSOy.

.
.

61,75545

(B)Twesen 80 4825076

AN

(3)MnS0O, 2,778293

8203951

(1)Acetato - 777153

p=,05

Efeitos Estimados (Valor Absoluto)
Figura 18 - Gréfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis estudadas
no planejamento experimental do tipo Plackett-Burman, para a produgdo de L-(+) 4cido

latico.

4.5.3.2 Planejamento do tipo composto central e metodologia da superficie de resposta

A influéncia das varidveis, concentracdo de lactose (X;), concentragcdo de AMM (X5),
Tween 80 (X3) e MnSOy4 (X4) na producdo de L-(+) acido latico foi estudada segundo um
planejamento fatorial composto central com quatro réplicas do ponto central, perfazendo um
total de 28 experimentos. A matriz do planejamento, assim como a produg¢do de 4cido lético e

o acucar residual, estd apresentada na Tabela 30.
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Tabela 30
Matriz do planejamento experimental composto central (valores reais e codificados) com as

respostas de dcido lético.

Experimentos Varidveis independentes* Respostas
X, X, X5 X, Acido ldtico ART residual
1 110 (-1)* 30 (-1) 0,5 (-1) 0,05 (-1) 83,00 9,78
2 110 (-1) 30 (-1) 0,5 (-1) 0,15 (1) 82,10 11,88
3 110 (-1) 30 (-1) 1,5 (1) 0,05 (-1) 88,85 9,33
4 110 (-1) 30 (-1) 1,5(D) 0,15 (1) 79,00 11,54
5 110 (-1) 90 (1) 0,5 (-1) 0,05 (-1) 91,00 1,45
6 110 (-1) 90 (1) 0,5 (-1) 0,15 (1) 101,00 0,70
7 110 (-1) 90 (1) 1,5() 0,05 (-1) 102,10 0,80
8 110 (-1) 90 (1) 1,5 (1) 0,15 (1) 110,00 0,60
9 210 (1) 30 (-1) 0,5 (-1) 0,05 (-1) 109,00 49,14
10 210 (1) 30 (-1) 0,5 (-1) 0,15 (1) 108,43 49,08
11 210 (1) 30 (-1) 1,5 (1) 0,05 (-1) 118,40 51,97
12 210 (1) 30 (-1) 1,5(1) 0,15 (1) 104,00 52,01
13 210 (1) 90 (1) 0,5 (-1) 0,05 (-1) 130,00 37,87
14 210 (1) 90 (1) 0,5 (-1) 0,15 (1) 142,00 35,87
15 210 (1) 90 (1) 1,5(1) 0,05 (-1) 149,00 42,55
16 210 (1) 90 (1) 1,5@1) 0,15 (1) 155,40 40,66
17 60 (-2) 60 (0) 1,0 (0) 0,1 (0) 50,00 0,00
18 260 (2) 60 (0) 1,0 (0) 0,1 (0) 137,00 108,45
19 160 (0) 0(-2) 1,0 (0) 0,1 (0) 13,50 110,91
20 160 (0) 120 (2) 1,0 (0) 0,1 (0) 117,00 38,35
21 160 (0) 60 (0) 0(-2) 0,1 (0) 129,50 2,32
22 160 (0) 60 (0) 2,0 (2) 0,1 (0) 142,00 3,30
23 160 (0) 60 (0) 1,0 (0) 0(-2) 127,50 3,82
24 160 (0) 60 (0) 1,0 (0) 0,2 (2) 132,00 3,26
25 160 (0) 60 (0) 1,0 (0) 0,1 (0) 134,00 3,92
26 160 (0) 60 (0) 1,0 (0) 0,1 (0) 135,00 3,38
27 160 (0) 60 (0) 1,0 (0) 0,1 (0) 135,50 3,46
28 160 (0) 60 (0) 1,0 (0) 0,1 (0) 134,00 3,41

*(-2), (-1), (0), (1) e (2) sdo niveis codificados.
*X,= lactose de soro de queijo, X,= AMM, X;= Tween 80, X4= sulfato de manganés.

A partir dos dados experimentais para producdo de acido latico apresentados na Tabela
29 foi feita a andlise de regressdo multipla que gerou a equacdo de regressdo (4.7),

apresentada abaixo:
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Y= 134,625 + 18,88X, + 17,28X, + 3,55X; + 0,81X,— 9,69X,X; + 4,088X,X, + 0,907X,X;5 — 0,23 XX, -16,75
XoXo+ 2,79 X5X5+ 3,87 Xo X4+ 0,86X;5X5— 1,90 X3X, — 0,63 X4 X4

.7

Onde Y € a resposta predita, que é, a concentracdo de dcido latico, e X, X», X3, X4 sdo

as varidveis codificadas para lactose de soro de queijo, AMM, Tween 80 e MnSOy,

respectivamente.

A Tabela 31 apresenta a distribuicdo ¢ de Student e os correspondentes valores,

juntamente com os parametros estimados. A identificacdo dos parametros significativos foi

realizada através de testes de hipdteses utilizando a estatistica ¢ de Student. A probabilidade

(P) foi utilizada como uma ferramenta para verificar a significincia de cada um dos

coeficientes. Foi estabelecida uma probabilidade maxima de erro no teste de 5%, desta forma,

os parametros com valor de p < 0,05 foram considerados como significativos.

Tabela 31

Coeficiente do modelo estimado pela regressao linear

Fator Coeficiente Erro padrao t-valor P-valor

Intercepto 134,6250 4,562855 29,50455 0,000000
X 18,8825 1,862778 10,13674 0,000000
X, 17,2800 1,862778 9,27647 0,000000
X3 3,5508 1,862778 1,90620 0,078972
X4 0,8158 1,862778 0,43797 0,668600
X,? -9,6950 1,862778 -5,20459 0,000170
XX 4,0887 2,281427 1,79219 0,096394
X1X3 0,9075 2,281427 0,39778 0,697249
X1 X4 -0,2325 2,281427 -0,10191 0,920383
X, -16,7575 1,862778 -8,99597 0,000001
XoX; 2,7988 2,281427 1,22675 0,241670
XXy 3,8763 2,281427 1,69905 0,113099
X5 0,8675 1,862778 0,46570 0,649134
X3Xy -1,9050 2,281427 -0,83500 0,418797
X4 -0,6325 1,862778 -0,33955 0,739621

R”=95,9%, R*(ajustado) = 91,6%

Os resultados mostram que as varidveis independentes (X, X, X12 e X22) tiveram um

efeito significativo (Tabela 31, observados através do P-valor), sendo que as varidveis Xj, X,
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tiveram efeito positivo, ou seja, um aumento nas suas concentragdes acarreta a um aumento
da resposta (4cido latico).

As varidveis X3, X4, XiXo, XiX3, XiXs, XoX3, XoXs, X537, X3Xy, X4° ndo foram
estatisticamente significativas, nao influénciando na produc¢do de dcido lético.

Desta forma, pode-se afirmar que as varidveis Tween 80 (X3) e MnSOy4 (X4), nas
concentragdes avaliadas e no tempo de fermentacio de 48 horas, ndo influénciaram
significativamente a producdo de &acido latico. Entretanto, Biiyiikkileci e Harsa, (2004)
concluiram que o MnSO, foi essencial na fermentacdo de soro de queijo por Lb. casei, uma
vez que o Mn?** na forma de MnSO, é um fon necessdrio para Lb. casei. Fitzpatrick et al.,
(2001) e Krischke et al., (1991) mostraram que o efeito benéfico do fon Mn** na producio de
acido latico por Lb. casei se deve ao seu papel como ativador da lactato desidrogenase.
Todavia, Naveena et al., (2005) em seu estudo, utilizando a fermentacdo em estado sélido
para Lactobacillus amylophilus GV6, relataram que o aumento da concentracao do surfactante
“Tween 80” no meio de cultura melhorou a producgdo de 4cido latico.

Assim, as varidveis que ndo foram significativas foram retiradas do sistema e foi
construido um modelo ajustado incluindo apenas as varidveis codificadas significativas

p<0,05 expresso pela equagdo 4.8:

Y= 134,907 +18,88X, + 17,28X, — 9,74X,X, — 16,80X,X, (4.8)

O modelo quadratico da superficie de resposta foi realizado na forma de andlise de
variancia (ANOVA) e os resultados estao demonstrados na Tabela 32. O teste de Fisher F-test

foi usado para checar a significancia estatistica da Equacao (4.8).

Tabela 32

Andlise de variancia do modelo polinomial de segunda ordem.

Fonte Soma de quadrados Graus de liberdade Quadrado médio Feac p>F
Regressio 24575,50 4 6143,875 65,938 0,000
Residual 2143,06 23 93,176

Falta de ajuste 2141,37 20

Erro puro 1,69 3

Total 26718,55 27

R*=0,92; Rjjustado = 0,90; R = 0,95
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A ANOVA do modelo de regressdo quadratico demonstrou que o modelo € altamente
significativo, como € evidente pelo teste de Fisher, teste-F (Fcac (4, 23) = 65,938 > Ft (4,23) =
2,8) e tem um valor de probabilidade muito baixo (p < 0,000). O bom ajuste do modelo foi
verificado pelo coeficiente de determinagdo (R?) e coeficiente de correlagdo multipla (R).
Neste caso, o valor de R® (0,92) indica que 92,00% da variabilidade dos dados foram
explicados pela equagdo do modelo. O coeficiente de determinagdo ajustado (R*= 0,9158)
também foi satisfatério para confirmar a significancia do modelo.

A Figura 19 mostra a distribuicdo dos residuos em torno de zero e a Figura 20, o
grifico de valores predito em func¢do dos observados. Observa-se que a distribuicdo dos
residuos foi aleatoria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia e os valores observados

ficaram préximos dos preditos, levando a uma tendéncia constante e a distribui¢ao normal dos

mesSmaos.
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Figura 19 - Distribui¢do dos residuos relativos a produgao de 4cido latico
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98

A partir da equacgdo ajustada 4.8 foi construida a superficie de resposta para producao
de 4cido latico como uma fungdo das varidveis, concentracdo de lactose e concentracdo de

AMM.

Figura 21 - Superficie de resposta para a produgdo de acido latico por Lb. rhamnosus
mostrando a interacdo entre Lactose e AMM, mantendo constantes os niveis de Tween 80 (1

mL/L) e MnSO4 (0,1 g/L).

Pela andlise da Figura 21 € possivel visualizar a forte influéncia da concentragcdo de
lactose de soro de queijo, assim como da AMM. A regido 6tima para a produgdo de éacido
latico variou entre 140 e 210 g/L de lactose e entre 60 e 80 g/LL. de AMM. Em concentragdes
superiores a esses valores ocorreu uma diminuicdo da producdo de &cido ldtico. Varios
estudos mostraram que o crescimento celular e a producdo de dcido latico por bactérias do
género Lactobacillus sdo inibidos pelo substrato (GONCALVES et al., 1991; BURGOS-
RUBIO et al., 2000).

A fonte de nitrogénio é um grande fator de influéncia sobre o crescimento de
Lactobacillus (WOOD; HOLZAPFEL, 1995). Como a sintese do dcido litico por processo
fermentativo € associada ao crescimento celular, ndo ha formacdo de produto se o meio ndo
possuir uma concentragdo adequada de nitrogénio para promover este crescimento
(PRITCHARD, 1993). Por outro lado, altas concentracdes de nitrogénio podem levar a morte
celular (DE LIMA et al., 2009).

Kim et al., (2006) investigaram a producao de dcido latico a partir de soro de queijo e

AMM, utilizando o Lactobacillus sp. RKY?2, a maxima producdo de 4cido latico (116 g/L) foi
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obtida apds 126 h de fermentacdo, a partir de 125 g/L de lactose de soro de queijo. Entretanto,
mais de 10 g/L de lactose de soro de queijo permaneceu no caldo de fermentacdo sem ser
usado, os autores afirmaram que isso € provavelmente devido a inibi¢do de substrato e
produto. Além disso, quando o meio foi suplementado com 100 g/L. de lactose de soro de
leite, o tempo de fermentagdo foi severamente prolongado. Entretanto, Biiyiikkileci e Harsa,
(2004) ao avaliarem diferentes concentragdes de lactose (48,7, 64, 79 e 102,9 g/L) na
produtividade de 4cido latico por Lactobacillus casei observaram que nao houve inibi¢ao pelo
substrato, ou seja, em todas as concentracoes de lactose, o Lb. casei pode utilizar
completamente o agicar. J4, Tuli et al., (1985) observaram que a producdo de 4cido latico
aumentou até 45 g/L. de concentracdo de lactose inicial, sendo que a producao foi menor em
concentracoes de lactose maiores.

Foi realizado um estudo para identificar a natureza do ponto estaciondrio para
verificar a ocorréncia de um ponto de resposta de madxima ou minima, ou ainda de um ponto
de sela. Neste experimento foi encontrado um ponto de sela, desta forma, nao foi possivel o
célculo de um ponto 6timo. Entretanto, foi possivel a otimizacdo do meio de fermentagdo pela
andlise da Tabela 30. Pode-se dizer que, embora, a melhor producio de 4cido latico (155,4
g/L) tenha sido no experimento 16; 40,66 g/L. de lactose ndo foi utilizada, desta forma, a
melhor composi¢cdo do meio de fermentacdo para producdo de 4cido latico foi obtida no
experimento 22, pois observou-se alta producdo de 4cido latico (142 g/L) com baixo residual
de lactose (3,2 g/L), o que poderd influénciar positivamente na redugdo dos custo de
purificacdo do &cido latico. Desta forma, a composi¢do do meio otimizado é de 160 g/L de

lactose, 60 mL/L de AMM, 2 mL/L de Tween 80 e 0,1 g/LL de MnSOQsy.

4.5.4 Otimizacao da producao de L-(+) acido latico usando agua de manipueira.

4.5.4.1 Planejamento do tipo Plackett—-Burman.

Na Tabela 33 encontra-se a matriz do planejamento experimental PBde 12 ensaios
(valores reais e codificados) para avaliacdo do efeito de sete varidveis adicionadas a dgua de
manipueira (X;= Citrato, X,= Acetato, X3= K;HPO4, X4= MgS0,, Xs5= MnSO4, Xe=Tween

80, X7= AMM), na produgdo de 4cido latico, consumo de ART e biomassa.



Tabela 33

100

Matriz do planejamento experimental do tipo PB(valores reais e codificados) com suas

respectivas respostas (4cido latico, ART e biomassa)

Ensaio Variaveis Independentes* Respostas
X, X, X; X4 Xs X6 X, Acido latico ART Biomassa
g/L
1 2 (1) 0(-1) 2(1) 0(1) 0(-1) 0(-1) 30 (1) 29,53 12,11 0,70
2 2(1) 5(1) 0(1) 0,2(1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 19,68 21,65 0,15
3 0(-1) 5(1) 2(1) 0(-1) 0,05(1) 0(-1) 0(-1) 16,21 20,85 0,12
4 2(1) 0(1) 2(1) 0,2(1) 01 1(1) 01 22,79 17,57 0,39
5 2 (1) 5(1) 0(-1) 0,2(1) 0,05(1) 0(-1) 30 (1) 34,05 10,62 0,62
6 2(1) 5(1) 2(1) 0(-1) 0,05(1) 1(1) 0(-1) 19,07 19,16 0,28
7 0(-1) 5(1) 2 (1) 0,2(1) 0(-1) 1(1) 30 (1) 30,66 12,05 0,73
8 0(-1) 0(-1) 2 (1) 0,2(1) 0,05(1) 0(-1) 30 (1) 29,94 7,97 0,71
9 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0,2(1) 0,05(1) 1(1) 0(-1) 28,10 8,56 0,46
10 2 (1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0,05(1) 1(1) 30(1) 39,54 6,75 0,73
11 0(-1) 5(1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 1(1) 30 (1) 34,38 9,30 0,76
12 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 0(-1) 16,58 27,37 0,12

*(-1) e (1) sdo niveis codificados.

*#X,= Citrato, X,=Acetato, X5=K,HPO,, X,=MgS0,, Xs=MnSO,, Xc=Tween 80, X;=AMM

Por meio dos resultados apresentados na Tabela 33, verifica-se que a producdo de

acido latico aumenta com o aumento da concentracdo de AMM e de Tween 80. Este fato pode

ser melhor observado na Figura 22 (Gréfico de Pareto), onde os efeitos das varidveis estdo

representados.

Observa-se que a AMM foi a varidvel de maior influéncia na producio de dcido latico,

seguida da concentracdo de Tween 80 e K,HPO4. Apenas as varidveis AMM e Tween 80

tiveram efeito positivo significativo no nivel de confianca de 95%, o que significa que quando

a concentragdo e/ou faixa destas varidveis aumentaram do nivel -1 para o +1, houve aumento

na producdo de dcido latico. Portanto, para otimizar a produgcdo de 4cido latico deve-se

deslocar os niveis de estudo para valores superiores para a concentracdo de AMM e Tween

80.
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(T)AMM 11,91977

—

4,49581

p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 22 - Gréfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis estudadas

no planejamento experimental do tipo Plackett-Burman, para a produgdo de acido latico.

Observa-se que a AMM foi a varidvel de maior influéncia na produgao de 4cido latico,
seguida do Tween 80 e do K,HPO,. Dessas varidveis, apenas a AMM e o Tween 80 tiveram
efeito positivo significativo no nivel de confianga de 95%, o que significa que quando a
concentracdo e/ou faixa destas varidveis aumenta do nivel -1 para o +1, ocorre um aumento na
concentracdo de dcido latico. Portanto, as varidveis utilizadas para a otimizagdo da producdo
de 4cido latico foram a concentracdo de AMM e de Tween 80. Desta forma, as concentracdes
dessas varidveis foram aumentadas, sendo que a temperatura e a agitacdo foram fixadas nos

valores de 37°C e 150 rpm respectivamente.

4.5.4.2 Planejamento do tipo composto central e metodologia da superficie de resposta.

A influéncia das varidveis, concentracio de AMM (X;) e de Tween 80 (X;,) na
producdo de L-(+) 4cido lédtico foi estudada segundo um planejamento fatorial composto
central com quatro réplicas do ponto central, perfazendo um total de 12 experimentos. A
matriz do planejamento, assim como as respostas (producao de dcido latico, ART residual e

acido latico) estd apresentada na Tabela 34.
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Tabela 34

Matriz do planejamento composto central e valores reais e codificados utilizados nos

experimentos.
Ensaios Varidveis independentes* ] Respostas (g/L)
X, X, Acido latico ART residual Biomassa

1 20 (-1)* 0,4 (-1) 33,42 10,08 0,66
2 20 (-1) 1,6 (1) 36,21 7,35 1,27
3 60 (1) 0,4 (-1) 36,41 11,17 1,03
4 60 (1) 1,6 (1) 41,82 9,21 1,31
5 11,8 (-1,41) 1(0) 31,71 6,48 1,04
6 68,2 (1,41) 1(0) 41,61 9,74 1,27
7 40 (0) 0,15 (1,41) 35,61 7,88 0,67
8 40 (0) 1,84 (1,41) 38,52 6,98 0,75
9 40 (0) 1(0) 38,48 7,14 0,73
10 40 (0) 1(0) 38,90 7,06 1,53
11 40 (0) 1(0) 38,79 7,27 0,62
12 40 (0) 1(0) 38,60 7,48 0,82

*(-1,42), (-1), (0), (1) e (1,41) sdo niveis codificados.
*#X1= AMM, X2= Tween 80.

A maior producio de 4cido latico foi de 41,82 g/L, obtido a partir 60 mL/L. de AMM e
1,6 mL/L de Tween 80 (Tabela 34).

A partir dos dados experimentais apresentados na Tabela 34 foi feita a andlise de
regressdo multipla para producdo de acido ldtico, que gerou a equagdo de regressdo (4.9),

apresentada abaixo:

Y=138,69 + 2,82X, + 1,54X,- 0,99X,X, + 0,65X,X; - 0,788X,X, 4.9

Onde Y ¢ a resposta predita, que é, a concentragdo de 4cido latico, e X; e X, sdo as

varidveis codificadas para AMM e Tween 80, respectivamente.

A Tabela 35 apresenta a distribuicdo ¢t de Student e os correspondentes valores,
juntamente com os parametros estimados. A identificagcdo dos parametros significativos foi
realizada através de testes de hipdteses utilizando a estatistica ¢t de Student. A probabilidade
(P) foi utilizada como uma ferramenta para verificar a significincia de cada um dos
coeficientes. Foi estabelecida uma probabilidade médxima de erro no teste de 5%, desta forma,

os parametros com valor de p < 0,05 foram considerados como significativos.
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Tabela 35

Coeficiente do modelo estimado pela regressdo linear

Fator Coeficiente Erro padrao t-valor P-valor
Intercepto 38,69300 0,493698 78,37381 0,000000
X1 2,82559 0,349097 8,09399 0,000191
X2 1,53892 0,349097 4,40828 0,004528
X,? -0,99063 0,390303 -2,53809 0,044194
XXz 0,65400 0,493698 1,32470 0,233489
X, -0,78813 0,390303 -2,01927 0,089992

Os resultados mostram que as varidveis independentes (X;, X; e X12) tiveram um
efeito significativo (Tabela 35 observados através do P-valor), sendo que as varidveis X;, X»
tiveram efeito positivo, ou seja, um aumento nas suas concentracdes acarreta a um aumento
da resposta (4cido l4tico).

O modelo quadratico da superficie de resposta foi realizado na forma de analise de
variancia (ANOVA) e os resultados estdo demonstrados na Tabela 36. O teste de Fisher, F-

test, foi usado para checar a significancia estatistica da Equacdo (4.9).

Tabela 36

Anélise de variancia do modelo polinomial de segunda ordem.

Fonte Soma de quadrados Graus de liberdade Quadrado médio Feac p>F
Regressdo 93,1299 5 18,6259 19,1045  0,001266
Residual 5,8497 6 0,9749

Falta de ajuste 5,74347 3

Erro puro 0,10627 3

Total 98,9796 11

R” = 0,941; R” ajustado = 0,891; R = 0,969;

A ANOVA do modelo de regressao quadritico demonstrou que o modelo é altamente
significativo, como € evidente pelo teste de Fisher, teste-F (Feac (5,6) = 19,1045 > Ft(5,6) =
4,387) e tem um valor de probabilidade muito baixo (p < 0,001266). O bom ajuste do modelo
foi verificado pelo coeficiente de determinacao (R?) e o coeficiente de correlagdo multipla

(R). Neste caso, o valor de R’ (0,941) indica que 94,1% da variabilidade dos dados foram
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explicados pela equagdo do modelo. O coeficiente de determinagdo ajustado (R* = 0,891)
também foi satisfatdrio para confirmar a significincia do modelo.

A Figura 23 mostra a distribuicdo dos residuos em torno de zero e a Figura 24, o
grafico de valores predito em funcdo dos observados. Observa-se que a distribuicdo dos
residuos foi aleatoria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia e os valores observados
ficaram préximos dos preditos, levando a uma tendéncia constante e a distribuicdo normal dos

mesmos.

1,4
12f °©
1,0 F
0,8}
0,6
0,4t
02t ° o

0,0

Residuos

0,2} o
0,4
0,6 F
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32 34 36 38 40 42 44
Valores preditos

Figura 23 - Distribui¢do dos residuos relativos a producdo de dcido latico
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Figura 24 - Valores preditos em fun¢do dos observados relativos a produgao de 4cido latico.
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Para visualizar melhor o efeito das varidveis e de suas interacdes, foi construida a
superficie de resposta e a curva de contorno para produgdo de dcido latico como uma funcdo
das varidveis, concentracdo de Tween 80 e concentracio de AMM (Figura 25) a partir da

Equagdo completa 4.9.

Figura 25 - Superficie de resposta para a producdo de dcido litico como uma fun¢do das

variaveis: Tween 80 e AMM.

Pela andlise da superficie de resposta (Figura 25), verifica-se que para se obter as
maiores concentracdes de dcido latico, deve-se trabalhar com concentracoes de AMM entre
60 e 70 mL/L e com concentra¢des de Tween 80 entre 1,2 e 2 mL/L.

O ponto de maxima producdo de acido latico foi determinado através de uma andlise
candnica do modelo ajustado. De acordo com a metodologia descrita no Item 3.7

Foi realizado um estudo para identificar a natureza do ponto estaciondrio para verificar
a ocorréncia de um ponto de mdxima ou minima resposta, ou ainda de um ponto de sela. Isto
foi feito calculando-se as raizes caracteristicas da matriz B, que é a matriz dos coeficientes
dos termos quadradticos e dos termos de interacdo do modelo ajustado. Portanto temos a

Equagdo 4.10:
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B - [-0,99 -0,32] @.10)

-0,32 -0,79

Cujas raizes caracteristicas sao iguais a:
A =-1,229 ho=-0,548

Observa-se que todas as raizes caracteristicas da matriz B possuem sinais negativos.
Isto quer dizer que um deslocamento a partir do ponto estaciondrio em qualquer direcdao
implicara em um decréscimo na resposta. Portanto, conclui-se que o ponto estaciondrio X, é

um ponto de mdximo.

O vetor dos coeficientes dos termos de 1* ordem da Equacdo 4.9 é dado por:

2,82
b=[1,54] .11

Com o vetor b e com a matriz B calculou-se o ponto estaciondrio X através da

Equacao 4.3.

127
<0 = [0’45] (4.12)

No qual 1,27 e 0,45 correspondem respectivamente aos valores das varidveis
independentes X; e X, no ponto estaciondrio. Utilizando as equagdes de codificacdo (3.10) e
(3.11) obtem-se os valores reais das concentracdes das varidveis no ponto de maximizacgao da
producio de 4cido lético.

A concentragdo 6tima de AMM e de Tween 80 para producdo de dcido ldtico foi de
65,40 mL/L e de 1,27 mL/L respectivamente. A partir dos valores codificados das varidveis
X1 e X, no ponto de otimizagdo, determinou-se que a concentracdo estimada de 4cido latico
neste ponto € de 41,58 g/L. Este valor estd proximo ao obtido nos Experimentos.

O alto rendimento da producdo de &4cido latico a partir de manipueira pode ser
atribuido ao grande valor nutricional encontrado no meio de producdo. A dgua de manipueira
¢ um produto nutritivo contendo agucares naturais, proteinas, aminodcidos e vitaminas que
sdo adequados para o crescimento das bactérias laticas. Além disso, no meio de fermentacdo
foi realizada hidrélise com posterior aquecimento do meio, o que pode ter favorecido a
remocao de compostos inibitdrios.

Embora a manipueira apresente compostos toxicos (Linamarina e lotaustralina) que se

hidrolisam em presenca de 4dcidos e enzimas, produzindo cianeto livre, e conseqiientemente,
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dcido cianidrico, sabe-se que com o aumento da temperatura, o acido cianidrico € volatilizado,
bem como, a cetona cianohidrina (composto toxico) que se torna solivel em dgua e possui um
ponto de ebulicdo de 82°C (WESTBY, 2002).

O uso de 4dgua de manipueira para cultivo de Lb. rhamnosus é uma proposta
inovadora, ndo tendo sido encontrada nenhuma referéncia sobre o assunto na literatura
cientifica. Desta forma, pelos resultados obtidos neste trabalho, é possivel afirmar que a
utilizacdo da dgua de manipueira para a producdo de 4cido latico a partir da fermentagio por
Lb. rhamnosus B103 € vidvel, uma vez que ocorreu produgdo considerdvel de biomassa e de
dcido latico, sendo necessdria a complementacdo apenas de uma fonte de nitrogénio barata

(AMM) e de Tween 80.

4.6 Fermentacoes com Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F) produtor de D-(-)

acido latico.

4.6.1 Fermentacoes com diferentes fontes de carbono

Os resultados da producio e da produtividade de D-(-) 4cido latico pelas trés fontes de

carbono, soro de queijo, caldo de cana de agiicar e melago estdo apresentados na Tabela 37.

Tabela 37
Efeito de diferentes fontes de carbono na producao e na produtividade de D-(-) 4cido latico

ap0s 48 horas de fermentagdo, com concentragdo inicial de ART de 120 g/L.

Fonte de carbono Producao (g/L) Produtividade
(g/L.h)
Soro de queijo 41,16 0,85
Melago 38,40 0,80
Caldo de cana 43,80 0,91

De acordo com a Tabela 37 observa-se que a produg@o, assim como a produtividade
de 4cido latico pelo Leuconostoc mesenteroides B512 foi maior em caldo de cana de agucar.
O caldo de cana de agucar contém de 13% a 16% de sacarose. Apresenta a vantagem

de ser uma fonte de carbono renovdavel, abundante e barata, ja o melago ¢ um bioproduto da
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producdo de acucar, quando usado em fermentagdes causa sérios problemas no processo de

purificacdo e no tratamento do residuo final (TIMBUNTAM et al., 2006).

4.6.2 Fermentacao com diferentes fontes de nitrogénio

O meio de fermenta¢do foi composto por caldo de cana-de-actcar (120 g/ de ART) e
pelos sais do meio MRS. Foram avaliadas cinco fontes de nitrogénio: autolisado de levedura,
extrato de levedura, AMM, sulfato de amonio e pro-floo (proteina da semente de algodao) da
empresa americana Traders Protein®. Os resultados da influéncia dessas cinco fontes de
nitrogénio na producdo e na produtividade de D-(-) dcido latico pelo Leuconostoc

mesenteroides B512 estdo apresentados na Tabela 38

Tabela 38
Efeito da suplementacdo do caldo de cana de agicar com diferentes fontes de nitrogénio na

producdo e na produtividade de 4cido latico.

Fonte de nitrogénio * Producdo ° Produtividade ©
(g/L) (g/Lh)
Extrato de levedura 30,00 g/L 59,20 2,30
Autolisado de levedura 25,56 g/L 4448 1,61
AMM 73,50 mL/L 36,00 1,25
Pré-floo 30,94 g/L 26,40 1,31
(NH4)2SO4 13,88 g/L. 20,92 0,69

* A quantidade de cada fonte de nitrogénio foi determinada de acordo com a concentra¢@o de nitrogénio contida em 30,00 g/L de extrato de
levedura, ou seja 2,94 g/L de nitrogénio.

® Produgiio de 4cido latico ap6s 48 horas de fermentagio.

¢ Produtividade de dcido ldtico ap6s 24 horas de fermentagéo.

De acordo com a Tabela 38 observa-se que a produgdo, assim como a produtividade
de 4cido latico pelo Leuconostoc mesenteroides B512 foi maior em caldo de cana de acucar
suplementado com extrato de levedura e em caldo de cana suplementado com autolisado de
levedura, produzindo 59,20 g/L e 44,48 g/L. de 4cido lédtico respectivamente. Timbuntam et
al., (2006) observaram que uma nova estirpe de Lactobacillus sp. FCP2 pode utilizar caldo de
cana de acticar como um substrato e que a adicdo de fontes de nitrogénio de baixo custo

(Larvas de bicho da seda, autolisado de levedura e residuo de camardo) aumentaram a

producdo de acido latico.
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4.6.3 Efeito da composicao do meio de fermentacao por planejamento do tipo Plackett-

Burman

ApoOs a determinacdo da melhor fonte de carbono e nitrogé€nio, foi realizado o
planejamento do tipo Plackett Burman para avaliar o efeito dos diferentes componentes do

meio de fermentacdo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 39.

Tabela 39
Matriz do planejamento experimental do tipo Plackett-Burman (valores reais e codificados)

com sua respectiva resposta (dcido latico)

Ensaios Variaveis Independentes® Resposta

X X, X; X4 X5 X X Xs Acido latico

..... g/L------
1 150 (1)* 0 (-1) 4(D 01 0(¢-1) 01 2(1) 40 (1) 48,00
2 150 (1) 10()  0(¢1) 041) 0(¢-1) 0-1) 0¢1) 40() 45,20
3 50 (-1) 10 (1) 4(D) 01 0,2(1) 0(¢1) 0¢D 0(¢-1) 12,00
4 150 (1) 0(-1) 4(D) 0,4(1) 01 4(1) 0(1) 0(1) 8,00
5 150 (1) 10() O0(¢1) 0,41) 0,2(1) 0(D 2(1) 0(-1) 10,20
6 150 (1) 10 (1) 4(1) 0(¢-1) 0,2(1) 4 (1) 0(-1) 40() 17,50
7 50 (-1) 10 (1) 4 (1) 0,4(1) 01 4 (1) 2(1) 0(1) 2,10
8 50 (-1) 0(-1) 4(D) 0,4(1) 0,2(1) 0D 2(1) 40 (1) 27,00
9 50 (-1) 01 0(-1) 0,41 0,2(1) 4(D 0¢-1) 40 16,00
10 150 (1) 0(-1) 01 01 0,2(1) 4(1) 2(1) 01 1,15
11 50 (-1) 10(1) O(D 01 01 4(D) 2(1) 40 (1) 24,00
12 50 (-1) 0(¢-1) 0(¢-1) 01 01 0¢-1) O0¢D 0(1) 26,00

*X,;= ART de Cana de agicar, X,=Acetato, X;=Citrato, X4,=MgSO4, Xs=MnSO4, Xc=K,HPO,, X;=Tween80, Xs=Autolisado de levedura

°(-1), (1) sdo niveis codificados.

Observa-se que o autolisado de levedura foi a varidvel de maior influéncia na
producdo de 4cido latico, seguida da concentracdo de fosfato de potdssio, MnSO4 e caldo de

cana de acucar. Este fato pode ser observado na Figura 26 (Gréfico de Pareto).
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(8) Autoliszdo de levedura

[B) KoHPO)

(5) MnSOy

(1) Caldo de cana -
{4) MgS0,

(2} Acetato '

(7) Tween &0
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p=.05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 26 - Gréfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis estudadas

no planejamento experimental do tipo Plackett-Burman, para a produgdo de acido latico.

Dessas varidveis, apenas o autolisado de levedura e a concentracdo de ART do caldo
de cana tiveram efeito positivo significativo no nivel de confianca de 95%, o que significa que
quando a concentracdo e/ou faixa destas varidveis aumenta do nivel -1 para o +1, ocorre um
aumento na concentracdo de dcido latico. Portanto, as varidveis utilizadas para a otimizacdo
da producdo de acido latico foram o caldo de cana de agucar e o autolisado de levedura. Desta
forma, as concentragdes dessas varidveis foram aumentadas, sendo que a temperatura e a

agitacdo foram fixadas nos valores de 30°C e 150 rpm respectivamente.

4.6.4 Otimizacao da producao de D-(-) acido latico por planejamento composto central

A influéncia das varidveis, concentracdo de caldo de cana de aguicar (X;) e de
autolisado de levedura (X;) na producdo de D-(-) acido ldtico foi estudada segundo um
planejamento fatorial composto central com quatro réplicas do ponto central, perfazendo um
total de 12 experimentos. A matriz do planejamento, assim como a resposta (produgdo de

dcido lético) estd apresentada na Tabela 40.
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Tabela 40
Matriz do planejamento experimental composto central (valores reais e codificados) com a

resposta producdo de 4cido latico.

Experimentos Caldo de cana AL? Acido latico (g/L)
1 50 (-1)° 15 (-1) 16,00
2 50 (-1) 45 (1) 28,56
3 150 (1) 15 (-1) 6,40
4 150 (1) 45 (1) 58,80
5 29,5 (-1,41) 30 (0) 6,80
6 170,5 (1,41) 30 (0) 18,40
7 100 (0) 8,85 (-1,41) 4,72
8 100 (0) 51,15 (1,41) 59,40
9 100 (0) 30 (0) 56,80
10 100 (0) 30 (0) 56,50
11 100 (0) 30 (0) 57,12
12 100 (0) 30 (0) 57,00

*AL= autolisado de levedura

°(-1,42), (-1), (0), (1) e (1,41) sdo niveis codificados.

Observa-se na Tabela 40 que a maior producio de 4cido latico foi de 59,40 g/L, obtido
a partir de 100 g/L. de ART de caldo de cana de acticar e 51,15 g/L de autolisado de levedura.
A partir dos dados experimentais apresentados na Tabela 40 foi feita a andlise de

regressdao multipla que gerou a equagdo de regressdo (4.13), apresentada abaixo:

Y=56,85+4,63X,+ 17,78X,- 20,85X,X; + 9,96X;X; - 11,12X,X, (4.13)

Onde Y € a resposta predita, que € a concentracdo de 4cido lético, e X; e X, sdo as varidveis
codificadas para caldo de cana e autolisado de levedura, respectivamente.

O teste de Fisher foi usado para checar a significincia estatistica da Equacdo (4.13). A
Tabela 41 apresenta a distribuicao ¢ de Student e os correspondentes valores, juntamente com
os parametros estimados. A identificacdo dos parametros significativos foi realizada através
de testes de hipéteses utilizando a estatistica ¢ de Student. A probabilidade (P) foi utilizada
como uma ferramenta para verificar a significancia de cada um dos coeficientes. Foi
estabelecida uma probabilidade maxima de erro no teste de 5%, desta forma, os pardmetros

com valor de p < 0,05 foram considerados como significativos.
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Tabela 41

Coeficiente do modelo estimado pela regressdo linear

Fator Coeficiente Erro padrao t-valor P-valor
Intercepto 56,855 1,75 32,42 0,000

X 4,63 1,24 3,73 0,0096

X, 17,786 1,24 14,34 0,000007
Xi1Xs 9,96 1,753 5,678 0,001284
X2 -20,85 1,386 -15,038 0,000005
X, -11,12 1,386 -8,02 0,000201

Os resultados mostram que todas as varidveis independentes tiveram efeito
significativo (Tabela 41, observados através do P-valor), sendo que as varidveis (X, X, e
X1X,) tiveram efeito positivo, ou seja, um aumento nas suas concentracdes acarreta um
aumento da resposta (dcido latico).

O modelo quadratico da superficie de resposta foi realizado na forma de analise de

variancia (ANOVA) e os resultados estdo demonstrados na Tabela 42.

Tabela 42

Andlise de variancia do modelo polinomial de segunda ordem.

Fonte Soma de quadrados Graus de liberdade Quadrado médio F.ac p>F
Regressao 6203,364 5 1240,673 100,8525  0,000011
Residual 73,811 6 12,302

Falta de ajuste 73,591 3 24,530 334,05

Erro puro 0,20 3 0,073

Total 6277,176

R”=0,988; Ajustado R” = 0,978; R = 0,994;

A ANOVA do modelo de regressdo quadritico demonstrou que o modelo € altamente
significativo, como € evidente pelo teste de Fisher, teste-F (F.yc (5,6) = 100,8525 > Ft(5,6) =
4,39) e tem um valor de probabilidade muito baixo (p < 0,000011). O bom ajuste do modelo
foi verificado pelo coeficiente de determinacao (R?) e coeficiente de correlacdo multipla (R).
Neste caso, o valor de R® (0,988) indica que 98,80% da variabilidade dos dados foram
explicados pela equacdo do modelo. O coeficiente de determinacdo ajustado (R* = 0,978)

também foi satisfatéria para confirmar a significancia do modelo.
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A Figura 27 mostra a distribuicdo dos residuos em torno de zero e a Figura 28, o
grifico de valores predito em func¢do dos observados. Observa-se que a distribuicdo dos
residuos foi aleatoria em torno de zero, sem nenhuma tendéncia e€ os valores observados
ficaram proximos dos preditos, levando a uma tendéncia constante e a distribui¢ao normal dos

mesmos.
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Figura 27 - Distribui¢do dos residuos relativos a produgao de 4cido latico
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Figura 28 - Valores preditos em fung@o dos observados relativos a producao de acido lético
A partir da equacdo completa 4.13, foi construida a superficie de resposta para
producdo de 4cido latico como uma func¢do das varidveis, concentracdo de ART do caldo de

cana e concentracdo de autolisado de levedura (Figura 29).
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Figura 29 - Superficies de resposta para a producdo de 4cido litico como uma fun¢do das

varidveis: concentracdo de caldo de cana e autolisado de levedura (AL).

Pela analise da Figura 29 € possivel visualizar a forte influéncia do caldo de cana,
assim como do autolisado de levedura. A regido 6tima para a producio de dcido latico variou
entre 100 e 130 g/L. de ART de caldo de cana e entre 35 e 45 g/L de autolisado de levedura.
Em concentracdes inferiores ou superiores a esses valores ocorre uma diminui¢do da
producdo de acido latico. Varios estudos mostraram que o crescimento celular e a produgao de
dcido latico por bactérias do género Lactobacillus sao inibidos pelo substrato (GONCALVES
et al., 1991; BURGOS-RUBIO et al., 2000). Sule et al., (2004) observaram que a méixima
producdo de acido lético foi de 21 g/L utilizando 50 g/L de sacarose, sendo que o uso de 100
g/L de sacarose resultou em uma diminui¢do da producao de 4cido latico. Os autores atribuem
este fato ao aumento da viscosidade do meio pela grande concentragcdo de sacarose utilizada.

O ponto de maxima producdo de dcido latico foi determinado através de uma andlise
candnica do modelo ajustado. Foi realizado um estudo para identificar a natureza do ponto
estaciondrio para verificar a ocorréncia de um ponto de mdxima ou minima resposta, ou ainda
de um ponto de sela. Isto foi feito calculando-se as raizes caracteristicas da matriz B, que € a
matriz dos coeficientes dos termos quadraticos e dos termos de interacdo do modelo ajustado.

Portanto temos a Equagdo 4.14:

B - [-20,85 4,98 ] “.14)

498 -11,12
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Cujas raizes caracteristicas sdo iguais a:

M =-22,947 A2 =-9,023

Observa-se que todas as raizes caracteristicas da matriz B possuem sinais negativos.
Isto quer dizer que um deslocamento a partir do ponto estaciondrio em qualquer direcdo
implicara em um decréscimo na resposta. Portanto, conclui-se que o ponto estaciondrio Xg é

um ponto de maximo.

O vetor dos coeficientes dos termos de 1* ordem da Equagado 4.13 é dado por:

4,63
b_[17’78 (4.15)

Com o vetor b e com a matriz B calculou-se o ponto estaciondrio X através da

Equaciao 4.3.

0,34
x0= [0,95] (4.16)

No qual 0,338 e 0,951 correspondem respectivamente aos valores das varidveis
independentes X; e X, no ponto estaciondrio. Utilizando as equacdes de codificacdo (3.8) e
(3.9) obtém-se os valores reais das concentracdes das varidveis no ponto de maximizacao da
producdo de acido latico.

A concentragdo 6tima de caldo de cana de aguicar encontrada foi de 116,90 g/L e de
autolisado de levedura foi de 44,25 g/L.. A partir dos valores codificados das varidveis X; e X,
no ponto de otimizagdo, determinou-se que a concentragdo estimada de 4cido l4tico neste
ponto é de 66,11 g/L. Para confirmar se o modelo estava adequado para predizer a mdxima
producido de 4cido lético, trés experimentos adicionais foram conduzidos com a composi¢ao
do meio considerada 6tima. A media dos valores de producdo de 4cido latico foi de 60,20 g/L,
que esta de acordo com o valor predito 66,11 g/L. Entdo, foi provado que este modelo é
adequado.

Calabia e Tokiwa, (2007) utilizando meio de cultivo (MRS) contendo 20 g/L de
extrato de levedura e 120 g/L. de cana de agucar, produziram 107 g/L de 4cido lético. Esta alta

producdo, segundo os autores, € atribuida ao alto valor nutritivo encontrado na cana de agucar,
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pois é um produto nutritivo, contendo acticares naturais, proteinas, aminodcidos e vitaminas

que sdo fundamentais para o crescimento das bactérias léticas.

5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que os micro-organismos selecionados apresentaram grande
potencial para serem utilizados nos diversos ramos da industria, principalmente, os isolados
de iogurte e Keffir, assim como, o Lactobacillus rhamnosus B103, produtor de L-(+) acido
latico, o Leuconostoc mesenteroides B512, produtor de D-(-) 4cido léatico e o Lactobacillus
plantarum LMISM6, que embora seja produtor de dcido latico racémico, apresentou alto
rendimento.

O uso de manipueira no cultivo de Lactobacillus rhamnosus B103 foi possivel, além
de ser uma proposta inovadora, uma vez que nao foi encontrada nenhuma referéncia na
literatura cientifica sobre o uso deste substrato para produg¢do de 4cido ldatico. A
concentracdo 6tima de AMM e de Tween 80 que deve ser adicionada a manipueira, para
producdo de L-(+) acido lético, por Lactobacillus rhamnosus B103 foi de 65,4 mL/L e de
1,27 mL/L respectivamente, em temperatura de 37°C, sob agitagio de 200 rpm. Nestas
condi¢Oes obteve-se 41,58 g/L. de L-(+) 4cido latico apds 48 horas de fermentacdo.

De todos os substratos e residuos avaliados, o soro de queijo e a AMM foram os
melhores para a produgdo de L-(+) acido latico por Lactobacillus rhamnosus B103, sendo que
a composi¢cao do meio otimizado foi de 160 g/L de lactose, 60 g/LL de AMM, 2 mL/L de
Tween 80 e 0,1 g/l de MnSO,, em temperatura de 37°C e agitagdo de 150 rpm, pois nessas
condi¢cdes obteve-se alta producdo de L-(+) acido ldtico (142 g/L) e baixo residual de lactose
(3,2 g/L), o que poderd influénciar positivamente na reducido dos custo de purificacdo do
acido lético.

O meio de fermentacdo otimizado para producdo de D-(-) dcido latico a partir de
Leuconostoc mesenteroides B512 constitui de 116,90 g/ de caldo de cana e 44,25 g/L. de
autolisado de levedura, temperatura de 30°C e agita¢do de 150 rpm, nestas condicdes, este
micro-organismo produziu 60,20 g/L. de D-(-) 4acido léatico e todo o agucar foi consumido
ap0s 48 horas de fermentagao.

Nas otimizacdes com Lactobacillus plantarum LMISM6, observou-se uma producao
de 63,40 g/l de &cido latico, 0,41 g/LL de ART residual e alta conversio de substrato
(99,41%), quando se utilizou 70 g/L. de ART de melago, 30 mL/L de AMM, 2 g/L. de K,HPO,
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e 1 mL/L de Tween 80. O foco deste trabalho estava em obter alta producdo, com o menor
residual possivel de ART, para desta forma, reduzir os custos de purificagdo. Entretanto,
estudos futuros que levem em consideracdo uma alta produtividade, além de uma maior
producdo, por meio de um sistema em batelada alimentada, com o objetivo de evitar inibi¢ao

pelo substrato, sdo necessdarios para melhorar o processo de fermentacao.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Utilizagdo de fermentacdo em batelada alimentada, utilizando o Lactobacillus
rhamnosus B103, com o objetivo de aumentar a producdo, a produtividade e o rendimento do
processo.

Obtenc¢do de micro-organismos mais resistentes a altas concentracdes de acucares e de
dcido, para melhorar a produgdo, produtividade e rendimento da fermentacdo e ao mesmo
tempo diminuir os custos do processo, pela diminui¢do dos gastos com o NaOH.

Melhorar o rendimento, a producdo e a produtividade de D-(-) 4cido l4tico por meio da
otimizacao dos parametros de fermentacao, utilizando o isolado Y15c ou Y15a.

Avaliar diferentes métodos de extracdo e purificacdo do 4cido latico, com o objetivo
de se obter um produto de qualidade com o menor custo possivel.

Produzir o PLA a partir do 4cido latico produzido e purificado e avaliar a qualidade do

polimero, assim como, o potencial de biodegradagao desse polimero no meio ambiente.
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