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Resumo

O presente trabalho apresenta um estudo de producdo de acido latico a partir de
Lactobacillus rhamnosus imobilizado por aprisionamento em alginato de calcio, com a utilizagdo
de soro de queijo como fonte de carbono alternativa a glicose encontrada tradicionalmente no
meio MRS para bactérias laticas. A imobilizacdo foi efetiva com 2 % de alginato, tendo
eficiéncia de 99,99 %, e taxa de saida de células de 0,25 %, utilizando MRS como meio de
cultivo. Estudou-se também o uso de fontes alternativas de nitrogénio como &gua de maceracao
de milho, Pro-Floo®, autolisado de levedura e sulfato de amonio. Os melhores resultados de
producéo e rendimento foram obtidos a partir da utilizacdo de soro de queijo com as fontes de
nitrogénio do MRS (extrato de levedura, peptona e extrato de carne), chegando a um rendimento
(Yps) de 0,83, com produtividade de 0,90 g.L.h, seguido do cultivo com &gua de maceragéo de
milho (AMM) e Pro-Floo®, com Y de 0,72 e 0,57 respectivamente. No cultivo com agua de
maceracao de milho a producéo de acido latico atingiu 119,04 g/L em 48 h. Com celulas livres, o
melhor resultado de rendimento foi 0,73 quando de utilizou 4gua de maceracdo de milho, com
produtividade de 2,25 g.L™".h" e producéo de 4cido latico de 107,89 g/L. Foram realizados dois
ensaios utilizando uma modificagdo no alginato com 4&cido palmitico, para melhoria na
viabilidade das células imobilizadas. Houve melhora no Yys quando se utilizou a alginato
modificado com &cido palmitico passando de 0,72 para 0,79 no cultivo com AMM e de 0,57 para
0,67 quando se utilizou Pro-Floo®. Outro cultivo foi conduzido em reator de leito empacotado
com imobilizacdo em alginato recoberto de polietilenoimina, utilizando meio MRS. No reator
pode-se observar a producéo continua de acido latico até 72 horas com rendimento de 0,88 em 4

horas de cultivo atingindo uma concentracdo de 11,79 g/L de &cido latico.



Abstract

This work presents a study of lactic acid production by Lactobacillus rhamnosus
immobilized by entrapment technique in calcium alginate, using whey as alternative carbon
source, avoiding glucose use in the traditional MRS medium for lactic acid bacteria. Cell
immobilization was effective using 2% of alginate, with efficiency of 99.99% and rate of cell
release of 0.25 %. Alternative nitrogen sources like corn steep liquor (CSL), Pro-Floo®,
autolyzed yeast and ammonium sulfate was also studied. The higher values of production and
yield (Yys) were obtained in the cultivation with whey and the MRS nitrogen sources (yeast
extract, peptone and meat extract), reaching an Y s of 0.83, and productivity of 0.90 g.L™.h",
followed by the cultivation with corn steep liquor and Pro-Floo®, with Yo of 0.72 and 0.57
respectively. With corn steep liquor, the lactic acid production reached 119.04 g/L in 48 h. In the
culture with free cells the yield was 0.73 with corn steep liquor in 48 h, the productivity was 2.25
g.L".h™" and production 107.89 g/L. Two experiments were done with a palmitolation of alginate
to improve of immobilized cell viability. Increase in yield was obtained when palmitolation was
employed; the yield increased from 0.72 to 0.79 in the cultivation using corn steep liquor, and
from 0.57 to 0.67 when Pro-Floo® was used an alternative nitrogen source. Another experiment
was realized in a packed-bed continuous reactor, with polyethyleneimine coated alginate beads,
using MRS as culture medium. It was observed continuous lactic acid production until 72 h, with

a yield of 0.88 in 4 hours reaching a lactic acid concentration of 11.79 g/L.
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1. Introducéo

O é&cido latico (acido 2-hidroxipropandico) é um &cido organico produzido a partir da
fermentacdo por bactérias laticas, sendo obtido nas formas isoméricas levdgira () e destrdgira
(d). O uso do é&cido latico esta presente em diversos ramos industriais, como na indudstria
alimenticia, onde age como conservante e emulsificantes; na industria farmacéutica, na
elaboracdo de locGes e produtos cosméticos; além dos usos na industria quimica como blocos
construtores de outras moléculas como acido acrilico e propilenoglicol (DATTA e HENRY,
2006). A producgdo de &cido latico em 2007 foi de 150000 toneladas (SAUER et al., 2008).
Atualmente o 4cido latico é utilizado para producdo do polimero polilactato (PLA), que constitui
um polimero biodegradavel e assimilavel no corpo humano, podendo ser usado na medicina, em
fios de sutura, parafusos e placas reabsorviveis; e na indUstria quimica, para a manufatura de
plasticos biodegradaveis (NAMPOOTHIRI, NAIR e JOHN; 2010). Na producdo do PLA, a
porcentagem dos enantibmeros D e L, determina as propriedades fisico-quimicas do polimero
formado.

Dados da Associacdo Brasileira da Industria do Plastico (Abiplast, 2007) revelam que a
producdo de plasticos no Brasil cresceu 7,1% em 2007, chegando a 4,9 milhdes de toneladas e a
reciclagem é da ordem de 500 mil toneladas, ou seja, cerca de 10 % do plastico produzido. A
Unido Européia e os paises da Europa Ocidental, com base em dados de 2004, possuem taxa
média de reciclagem de 17,8%, a Alemanha lidera o ranking de reciclagem de plasticos, com
32,1%. Pode-se constatar que a porcentagem de reciclagem do plastico € mundialmente baixa.
Devido ao grande impacto de poluentes derivados do petrdleo e a degradacao que esses acarretam
na natureza, faz-se necessaria a substituicdo dos produtos derivados de petréleo por produtos
produzidos a partir de fontes renovaveis. Polimeros biodegradaveis como 0s
polihidroxialcanoatos (PHAs) e o PLA, podem ser obtidos de fontes renovaveis a partir de
fermentacdo seguida de sintese quimica, além disso, o uso desses polimeros confere menor
impacto ambiental.

Desta forma, o presente trabalho visa a producgéo de L-acido latico a partir da fermentacéo
latica de diferentes fontes alternativas, por uma bactéria latica; utilizando a tecnologia de

imobilizag&o de células.
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2. Objetivos

O presente trabalho objetiva a producdo de acido latico utilizando células bacterianas
imobilizadas com o uso da técnica de aprisionamento em matriz polimérica porosa.
Primeiramente foram estudadas trés espécies de Lactobacillus: Lactobacillus casei, Lactobacillus
fermentum e Lactobacillus rhamnosus quanto a producgéo de &cido latico com células livres em
meio tipico para bactérias laticas, 0 MRS (MAN, ROGOSA e SHARPE, 1960). Com a espécie
que apresentou melhor produtividade e maior pureza éptica em relagcdo ao L- acido latico, foi
avaliada a producédo de L-acido latico com o uso da técnica de imobilizacdo celular em alginato,
também foram avaliadas as concentracfes de alginato no processo de imobilizagdo. Com as
condicOes de imobilizagdes estabelecidas, no intuito de baixar o custo da producdo, o soro de
queijo como fonte alternativa de carbono foi avaliado. Também algumas fontes alternativas de
nitrogénio, como &gua de maceracio de milho (Milhocina®), residuo do processamento do éleo
da semente de algoddo (Pro-Floo®), sulfato de aménio e autolisado de levedura, foram estudadas.
Uma modificacdo no alginato com acido palmitico foi realizada no intuito de melhorar a
viabilidade das células no interior do suporte. O cultivo continuo em biorreator de coluna com
leito empacotado, com células imobilizadas em alginato recoberto por polietilenoimina (PEI) foi

feito com o objetivo de realizar uma fermentag&o continua.

3. Revisao da literatura

3.1 Acido latico e fermentac&o latica

Os acidos organicos sdo moléculas de cadeia carbdnica com um ou mais grupos
carboxilicos, e sdo produzidos industrialmente principalmente por micro-organismos. Podem ser
usados em processos diversos como na alimentacdo, na industria farmacéutica e quimica. Como
exemplos de acidos organicos produzidos por via fermentativa tém-se o &cido citrico, acido
latico, acido acético, entre outros (SAUER et al, 2008). O &cido latico (acido 2-
hidroxipropandico) é um acido orgéanico produzido a partir da fermentagéo latica por bactérias
laticas, e foi descoberto em meados do século XVIII por um quimico sueco chamado Carl
Wilhelm Scheele, ao pesquisar o coalho no soro do leite. O inicio da fabricacdo industrial de

acido latico era feito em fermentadores de madeira devido a corrosdo dos metais utilizados na
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época, esse processo foi descrito primeiramente por Peckhan em 1944 (PENNA, 2002).
Atualmente o 4cido latico é o terceiro acido organico mais produzido por via microbiana, como

ilustra a Tabela 1.

Tabela 1. Principais acidos organicos produzidos por via microbioldgica

Acido organico Producdo anual (ton)  Micro-organismos Aplicacédo

Acido citrico 1.600.000 Aspergillus niger Industria de alimentos
Acido acético 190.000 Acetobacter spp. Industria de alimentos
Acido latico 150.000 Lactobacillus spp.  Produgdo de polimeros
Acido gluconico 87.000 Aspergillus niger Industria de alimentos
Acido itaconico 15.000 Aspergillus terreus  Producdo de polimeros

(Adaptado de SAUER et al., 2008).

O écido latico corre naturalmente nas formas enantioméricas levogira (I) e destrogira (d).
A nomenclatura dos isdbmeros do acido latico pode ser feita de trés maneiras, como apresentado
na Tabela 2. A sintese dos enantibmeros D e L é determinada pela presenca da enzima L-lactato
desidrogenase (LLDH) e D-lactato desidrogenase (DLHD) respectivamente, que realiza a reagéo
final de reducdo do acido piravico a &cido latico na via glicolitica (GARVIE, 1980; MADIGAN
etal., 2010).

Tabela 2. Classificacdo das formas enantioméricas do acido latico

Classificagéo Isbmeros
D-Gliceraldeido D L
Desvio da luz polarizada (-) esquerda ou (1) (+) dl(rgz)lta ou
Sistema de Cahn-Ingold-Prelog R S

el
| Cini
H- e (H |
Representacgéo de Fischer ll WO —— & —— 1]

CH |
(&1}

Sdo caracteristicas metabdlicas e morfoldgicas das bactérias laticas: o catabolismo de
hexoses em acido latico como principal produto, sdo micro-organismos estritamente
fermentativos (ndo possuem rotas de fosforilacdo oxidativa), mesofilos ou termofilos, gram

positivos, catalase negativos, ndo esporulantes, bacilos ou bastonetes, anaer6bios ou
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aerotolerantes (HUANG e TANG, 2007), alem da capacidade biossintética limitada, que confere
a dependéncia de meio nutricional complexo, com vitaminas e aminoacidos para o0 crescimento
(STILES e HOLZAPFEL, 1997). Os principais amino&cidos requeridos para a fermentacéo latica
sdo a Leucina, Isoleucina e Valina (OLIVA-NETO e YOKOYA, 1997), que estdo presentes no
soro de queijo e na dgua de maceracdo de milho, fontes alternativas comumente utilizadas na
producéo de &cido latico.

O grupo das bactérias laticas € composto por diversos géneros: Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus, Bifidobacterium,
Tetratogenocuccus, Aerococcus, Vagococcus, Alloiococcus, Atopobium, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Oenococcus, Weisseria, além de algumas espécies dos géneros esporulantes
Bacillus e Sporolactobacillus (HOLT et al., 1994; STILES e HOLZAPFEL, 1997; MADIGAN et
al., 2010). Geralmente as bactérias laticas sdo isoladas de fontes ricas em carboidratos com leite,
silagem e alimentos em geral (SALMINEN, WRIGHT e OUWEHAND, 2004; FRANCOISE,
2010). As espécies do género Lactobacillus tém como caracteristica comum a resisténcia e o
crescimento em pH bastante &cido. Algumas espécies de bactérias laticas sdo consideradas
probidticos, que sdo definidos pela (ANVISA - Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéaria) como:
“produtos bioldgicos que contém micro-organismos vivos ou inativados capazes de prevenir ou
tratar doencas humanas devido a interagdo com a microbiota ou epitélio intestinal, com células
imunes, ou por outro mecanismo de acéo”.

Dentro do género Lactobacillus - o género mais representativo das bactérias laticas -
podem-se distinguir trés grupos de micro-organismos quanto a producdo de &cido latico:
homofermentativos, heterofermentativos facultativos e heterofermentativos obrigatorios (Tabela
3). Os homofermentativos, também chamados de homolaticos, constituem a maioria das espécies
das bactérias laticas e metabolizam hexoses pela via glicolitica, tendo como reacdo final a
reducdo do é&cido pirdvico em Aacido latico, regenerando um NAD® para a continuidade do
metabolismo. Essa via contém a enzima frutose difosfato aldolase, que é capaz de gerar duas
trioses, resultando em uma estequiometria em que uma molécula de hexose gera duas moléculas
de &cido latico (Figura 1a) (SALMINEN, WRIGHT e OUWEHAND, 2004, MADIGAN et al.,
2010).
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Tabela 3. Tipos de micro-organismos com relagdo a fermentacao latica

Homofermentativo Heterofermentativo Heterofermentativo
facultativo estrito

Aldolase + + -
Fosfocetolase - + +
Formacéo de CO; - + +
Fermentacéo de - + +
pentoses
Micro-organismos L. acidophilus L. casei L. fermentum

L. helvectus L. rhamnosus L. brevis

L. salivarus L. plantarum L. buchneri

L. delbrikii L. sake L. reuteri

Os heterofermentativos facultativos possuem a enzima frutose difosfato aldolase e podem
obter o acido latico pela via glicolitica, porém, possuem também enzimas que compde a via
metabolica do gluconato-6 fosfato, onde uma molécula de glicose é descarboxilada e gera uma
pentose fosfato mais uma molécula de CO,. A pentose fosfato gerada é clivada por uma enzima
chamada fosfocetolase a um acetil fosfato e uma triose fosfato, que forma o acido latico nas
etapas seguintes do metabolismo. Nesse caso gera-se além do acido latico, CO,, e um acil fosfato,
que pode formar etanol ou acido acético, dependendo da presenca e da atividade das respectivas
enzimas que catalisam cada uma das reagdes. O terceiro tipo composto por bactérias estritamente
heterofermentativa, possui apenas enzimas da via do gluconato-6P, as fosfocetolases (Figura 1b)
(SALMINEN, WRIGHT e OUWEHAND, 2004; MADIGAN et al., 2010).

O grupo das bactérias heterofermentativas facultativas apresenta uma diversidade
metabdlica elevada, podendo metabolizar hexoses e pentoses devido a presenca das enzimas
aldolase e fosfocetolase. Em condigdes de anaerobiose e com limitagdo de nutrientes, a via
homofermentativa pode sofrer alteracGes devido a atividade da enzima piruvato descarboxilase
NAD dependente, gerando acetato e CO; a partir do piruvato, deslocando a producdo do &cido
latico (KANDLER, 1983). Devido a auséncia de citocromos e enzima catalase, na presenca de
O,, pode ocorrer oxidacdo de compostos intermediarios ao piruvato, como a reducéao de frutose a
manitol, ou até mesmo a oxidacdo do &cido latico a piruvato pela enzima lactato oxidase ou
peroxidases e desidrogenases independentes de NAD (KANDLER, 1983; LIU, 2003). Esses
fatores mostram a necessidade do acompanhamento da fermentacdo latica para otimizacdo do

processo de obtencdo de acido latico.
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Figura 1. Fermentacdo latica. (A) via homofermentativa e (B) via heterofermentativa.
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A maioria das bactérias laticas sintetiza as duas formas enantioméricas do acido latico. As
enzimas responsaveis pela determinacdo de isomeria do &cido latico, D-LDH, L-LDH e a lactato
racemase (LR) (que converte o L-&cido latico em D-acido latico) sdo expressas com intensidades
diferentes dependendo de caracteristicas genéticas dos micro-organismos e de caracteristicas do
meio de cultivo (GARVIE, 1980; KANDLER, 1983). Muitos sédo os trabalhos que visam obter a
forma pura dos isdbmeros D (ZHOU et al., 2003; TANAKA et al., 2006; LU et al., 2009) e L
(YUN, WEE e RYU, 2003; WEE et al., 2006; QIN et al., 2009), além disso, diversos sdo 0s
estudos de engenharia genética e metabdlica de bactérias laticas como Lactobacillus lactis (VOS,
1999; KLEEREBEZEM et al., 2002; KLEEREBEZEM e HUGENHOLTZ, 2003; VOS e
HUGENHOLTZ, 2004), Lactobacillus plantarum (ANDERSSON et al., 2005), Lactobacillus
helvectus (KYLA-NIKKILA et al., 2000), Escherichia coli (CHANG, JUNG e RHEE, 1999;
ZHOU et al., 2003) para a obtencéo de formas enantioméricas puras do &cido latico. Singh et al.
(2006), detalnam a abordagem de engenharia metabolica para melhoria na producdo de acido
latico em uma revisdo. John et al. (2010) também revisam alguns mecanismos que estdo sendo
explorados para melhoria da producdo de &cido latico em nivel genético, dentre eles 0 genome
shuffling, sendo possivel criar melhorias com relagdo a resisténcia acida e tolerancia a altas

concentracdes iniciais de agucar. Duas revisdes publicadas por Champomier-Verges et al. (2002)
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e Pessione et al. (2010) trazem a tona a importancia das analises protedbmicas de bactérias laticas
para o entendimento do metabolismo.

Alguns fungos filamentosos, como Rhizopus oryzae, também tém a capacidade de
producgdo do L-4cido latico (SAUER et al., 2008). A sintese de acido latico a partir de fungos tem
certas vantagens, como a caracteristica amilolitica, podendo degradar fontes de amido a hexoses,
além da menor necessidade de nutrientes complexos quando comparado ao cultivo com bactérias
laticas (ZHANG, JINA e KELLY, 2007b). Além disso, as etapas de obtencdo do &cido latico do
caldo fermentativo s&o mais simples devido a caracteristica filamentosa do fungo e ao cultivo
semi-solido. Estudos genéticos de fungos filamentosos e leveduras também sdo utilizados para
otimizacdo da produgdo do enantibmero L-acido latico puro, com a espécie Rhizopus oryzae
(BAl et al., 2004; LIU et al., 2005) e Saccharomyces cerevisiae (SAITOH et al., 2005), e também
com o enantibmero D, com Saccharomyces cerevisiae (ISHIDA et al., 2006).

O 4cido latico também ¢ sintetizado por algumas vias quimicas, a principal via tem como
matéria-prima o acetaldeido, e é realizada pela companhia Musashino no Japdo e Sterling
Chemicals Inc. nos Estados Unidos (Figura 2); outras vias quimicas sdo: oxidacdo do
propilenoglicol, hidrélise do acido cloropropidnico, oxidacdo de propileno com &cido nitrico
(NARAYANAN, ROYCHOUDHURY e SRIVASTAVA, 2004), bem como a partir do glicerol,
utilizando catélise alcalina em alta pressdo e temperatura (ZHANG et al., 2010). O &cido latico
obtido pelas vias quimicas é constituido de uma mistura racémica de D e L-4cido latico.

Buscam-se hoje processos que envolvam menores gastos de producdo e menores danos
ambientais como 0 uso de micro-organismos capazes de sintetizar acido latico a partir de residuos
industriais como detalhado no item 3.2.

Figura 2. Producdo de &cido latico por via quimica a partir de acetaldeido.
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3.2 Meios de cultivo para fermentacéo latica

O meio de cultivo mais utilizado para cultivo e isolamento de bactérias laticas & o meio
MRS (MAM, ROGOSA e SHARPE, 1960). Trata-se de um meio nutricional rico em vitaminas,
aminodacidos, peptideos, sais minerais e acucar. Para aplicacdo em larga escala, o0 meio MRS ¢
invidvel devido ao custo elevado das fontes de nitrogénio, por isso, busca-se fontes de carbono e
fontes de nitrogénio alternativas.

As fontes alternativas de carbono mais utilizadas na obtencdo de &cido latico a partir de
bacterias laticas sdo: soro de queijo, com diferentes concentracdes de lactose (SENTHURAN et
al., 1999; KULOZIK e WILDE, 1999, GHALY et al., 2003, 2004; KIM et al., 2006, KOSSEVA
et al., 2009), melaco (WEE et al., 2004; HAULY, OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2003), caldo de
cana (CALABIA e TOKIWA, 2007), caldo de caju (HONORATO et al., 2007), acucar de
beterraba (KOTZAMANIDIS, ROUKAS e SKARACIS, 2002; CALABIA e TOKIWA, 2007),
polpa de mandioca hidrolisada (THONGCHUL, NAVANKASATTUSAS e YANG, 2010), 6leo
de soja hidrolisado (KWON et al., 2000), residuo de 6leo, amido (YUMOTO e IKEDA, 2004;
OHKOUCHI e INOUE, 2006), amido de arroz (FUKUSHIMA et al., 2004), arroz (LU et al.,
2009), palha de milho (NARITA et al., 2004), residuo de papeldo hidrolisado (YANES,
ALONSO e PARAJO, 2005), entre outros produtos e residuos agricolas. O soro de queijo é a
fonte mais explorada na producéao de &cido latico como demonstram as revisfes de Panesar et al.
(2007b) e Kosseva et al. (2009).

As fontes de nitrogénio tradicionalmente utilizadas em cultivo de micro-organismo sao
peptona, extrato de levedura e extrato de carne. A peptona é obtida através da hidrélise
enzimatica de compostos protéicos de animais ou vegetais, porém Vazquez e Murado (2008)
descrevem a hidrolise de restos de alimentos para obtencdo desse produto, tornando-o mais
acessivel para cultivos em larga escala. Os residuos mais comumente utilizados como fonte
alternativa de nitrogénio sdo a agua de maceragdo de milho (YU et al., 2008), sabugo de milho
(RIVAS et al., 2004) e refugo do amido de batata (ZHANG et al., 2007a), que também contem
acucares. Também sdo utilizados produtos agricolas como o milho (BAI et al., 2008), farinha de
milho (ALTAF et al., 2006), lentilha vermelha (ALTAF et al., 2006, 2007a), farelo de trigo
(HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 1997, LU et al., 2009), uréia, sulfato de amonio
(OGUNBANWO e OKANLAWON, 2009) e suco de caqui (LU et al., 2010). Wee et al. (2006)
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realizaram uma revisdo sobre a biotecnologia na producdo de &cido latico, onde apresentam
dados de fermentacdes utilizando diferentes fontes alternativas de carbono e nitrogénio.

A tabela 4 apresenta a composicdo de aminoacidos das fontes alternativas de carbono e
nitrogénio mais comumente utilizadas na producéo de acido latico (Agua de maceracgdo de milho e
soro de queijo), assim como a composi¢do do extrato de levedura (fonte de carbono mais

utilizada nos meios sintéticos para producéo de &cido latico).

Tabela 4. Comparacao dos aminoacidos das fontes de nitrogénio e carbono
Extrato de levedura Agua de maceracéo de milho Soro de queijo
Nitroaénio total (%) 10-12.5 3.6 0.8
Amino-nitrogénio (% massa seca) 3 1,44 ND

Aminoacidos (% massa seca)

Acido aspartico 6.4 11.05 9.55
Acido glutamico 14,45 7,37 16,56
Alanina 15,65 15,03 4,42
Arginina 10,05 9,87 1,45
Cisteina - 3,98 2,28
Fenilalanina 11,05 8,1 3,2
Glicina 24,7 3,83 1,66
Histidina 5,75 6,34 5,15
Isoleucina 7,55 4,86 5,29
Leucina 16,6 19,16 9,81
Lisina 10 6,78 9,27
Metionina 2,65 5,01 2,29
Prolina - 11,64 5,55
Serina 6,15 9,87 5,14
Tirosina 9 2,51 2,92
Treonina 4,5 4,57 6,4
Valina 9,55 10,02 5,04

ND — néo determinado (adaptado de Li et al., 2010)

Na Tabela 5, observa-se a composicdo de vitaminas e sais minerais da 4gua de maceragao
de milho.
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Tabela 5. Vitaminas e sais minerais da agua de maceracao de milho

Vitaminas ma / 100a de massa seca
Niacina (B3) 8.4
Acido pantoténico (B5) 15
Piridoxina (B6) 0,9
Tiamina (B1) 0,3
Biotina (B7) 0,03

Minerais
K, P, Mg, Ca, S, Na, Fe, 8

(Adaptado de Li et al., 2010)

E importante salientar que a avaliagdo prévia dos componentes de fontes alternativas é
fundamental para que sejam feitos possiveis ajustes como de pH, salinidade, viscosidade, entre
outros. Além disso, o barateamento da fase de upstream utilizando substratos residuais pode
ocasionar aumento no custo ou inviabilidade dos processos de purificagdo do &cido latico
(downstream).

Diversos sdo os fatores que influenciam a sintese de acido latico por bactérias laticas
(HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 2000), como por exemplo, pH (GUYOT,
CALDERON e MORLON-GUYOT, 2000; MUSSATTO et al., 2008; ANDERSEN et al., 2009),
temperatura (TANGO e GHALY, 1999b), aeragdo (OHARA e YAHATA, 1996; TANGO e
GHALY, 1999a; OKINO et al., 2008) fontes de carbono (BULUT, ELIBOL e OZER, 2004),
fontes de nitrogénio (ARASARATNAM, SENTHURAN e BALASUBRAMANIAM, 1996;
NANCIB et al., 2001, 2005; FIGUEIREDO e PASSOS, 2003; ALTAF et al., 2007b), sais
minerais (HAULY, 2001) e vitaminas (YOO et al., 1996; XU et al., 2008).

Oh et al. (2005) apresentaram o uso de produtos agricolas na producéo de acido latico em
cultivo de Enterococcus faecalis. No estudo, milho, trigo e cevada foram hidrolisados por
enzimas amiloliticas para servirem como fonte de carbono para o micro-organismo. Os melhores
resultados foram obtidos quando houve uma mistura de farinha de trigo hidrolisada (200,0 g/L),
agua de maceracao de milho (15,0 g/L) e extrato de levedura (15,0 g/L), tendo uma produtividade
de 5,36 g.L"".h"* de 4cido latico. Quando se compara esse cultivo com o cultivo em farinha de
trigo hidrolisada pura observou-se um aumento de 106 % na producdo do &cido latico. Esse
estudo evidencia a importancia do tratamento enzimatico de fontes vegetais para a liberagdo de

acucares, porém, esse processo ainda apresenta custo elevado e representa a fase mais cara do
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processo de producdo (AKERBERG e ZACCHI, 2000). O préprio metabolismo do micro-
organismo ou enzimas associados podem hidrolisar fontes de polissacarideos e disponibilizar
agucares para a fermentagdo, esse processo ¢ conhecido como ‘“sacarificagdo e fermentagdo
simultdneas” (SSF - Simultaneous Saccharification and Fermentation). Essa técnica ja foi
aplicada para producdo de é&cido latico por diversos autores (ANURADHA, SURESH e
VENKATESH, 1999; STENBERG, GALBEA e ZACCHI, 2000; MOLDES, ALONSO e
PARAJO, 2001; RIVAS et al., 2004; TANAKA et al., 2006; MARQUES et al., 2008, MAAS et
al., 2008). Para tornar o processo de SSF mais econdmico pode-se usar residuos de material
lignoceluldsico como fonte de carbono em um meio com 0 micro-organismo complementado de
enzimas selecionadas para degradacdo desse material, que estd presente na grande maioria dos
residuos agricolas e agro-industriais. O processo de SSF deve manter condi¢cdes compativeis para
a acdo enzimaética e fermentativa, como pH e temperatura. Mais detalhes do uso da técnica de
SSF estéo detalhados em uma importante reviséo publicada por John et al. (2007Db).

Outra vantagem do processo de SSF é a reducgdo da alta concentracdo inicial de agUcares,
que é usada normalmente e ocasiona um desequilibrio osmético. A sacarificacdo libera aos
poucos 0s acgucares para a fermentacdo, conferindo uma maior estabilidade do meio de cultivo
para as bactérias laticas (STENBERG, GALBEA, ZACCHI, 2000). Tanaka et al. (2006)
obtiveram o isémero D-4cido latico em cultivo de Lactobacillus delbrueckii usando a sobra de
arroz de uma industria de 6leo de arroz no Japao. Devido a presenca de celulose e amido, houve o
uso conjunto de amilases e celulases no cultivo, constituindo em sistema de SSF. A producao foi
de 28 g/L de acido latico sendo que 95 % era constituido de isbmero D.

Objetivando o aproveitamento de residuos, Sakai, Fujii e Chukeatirote (2006), cultivaram
Lactobacillus rhamnosus e Lactococcus lactis em residuo alimenticio de uma cidade do Japdo. A
intencdo do estudo foi cultivar bactérias produtoras do L-&cido latico. Porém, a espécie
Lactobacillus plantarum, encontrada normalmente em residuos alimenticios, prevaleceu e
prejudicou a pureza 6tica do acido latico produzido, ja que esta produz ambos os isdmeros. Uma
solucdo proposta pelos autores é o cultivo de espécies que tem condigdes 6timas de producéo e de
sobrevivéncia diferentes da dominante L. plantarum, sendo necessario para isso um ajuste nas
condic@es fisico-quimicas no meio de modo a inibir a espécie selvagem e favorecer a espécie
inoculada. O aproveitamento de agua de lavagem de peixe e &gua de lavagem de amido para

producdo de &cido latico foi realizado por Huang et al. (2008).
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Diversos sdo os estudos para otimizacao de meios de cultivo para producdo de acido latico
utilizando planejamento experimental como “screening de varidveis” (Plackett-Burman)
(NAVEENA et al., 2005) e delineamento composto central (LIMA et al., 2010). Estudos
estatisticos de Plackett-Burman sdo importantes para a avaliacdo simultanea de diversos

pardmetros do meio como a fonte de nitrogénio, pH, temperatura e tempo de fermentagdo.

3.3 Imobilizacéo de células

As técnicas de imobilizacdo na microbiologia comegaram com a imobilizacdo de enzimas
(BERNFELD e WAN, 1963), posteriormente, houve a adaptacdo para aplicacdo em células
inteiras, sendo definida como o confinamento de células vivas a uma regido definida com
preservacdo de atividade celular, com troca de substratos e produtos do suporte para 0 meio
(WILLAERT, 2007). O processo de imobilizacdo pode ocorrer de maneira natural, como a
formacdo de biofilmes, que s&o ocasionados pela liberagdo de exopolissacarideos por algumas
espécies de bactérias (BICKERSTAFF, 1997). Sdo exemplos de biofilme formados naturalmente:
a carie pela bactéria Streptococcus mutans (BECKER et al., 2002), e reatores UASB (Upflow
Anaerobic Sludge Blanket) na etapa anaerobica do tratamento de 4gua (HAMER, 1990).

A imobilizagdo de células apresenta-se como uma alternativa a imobiliza¢do de enzimas,
pois ndo requer etapas de extracdo, isolamento e purificacdo, limitando-se a obtencdo de
biomassa bruta, por isso apresenta um custo menor. Porém, quando se imobiliza todo o
maquinario enzimatico que ha no interior das células, ha o risco da ocorréncia de reacbes
indesejadas, inerentes do metabolismo microbiano, o que ndo ocorre na catélise com enzimas
imobilizadas, onde a reacao € seletiva (NAJAFPOUR, 2007; MAHMOUD e HELMY 2009). A
célula imobilizada tem conservada a estrutura interna e o microambiente natural das enzimas,
podendo assim ter atividade por longo tempo, devido a essa manutencdo do sistema enzimatico
(KLEIN e VORLOP, 1987). Hamer (1990) afirma que a imobilizacio favorece a estabilidade do
sistema celular, porém com certas alteracdes fisioldgicas, mesmo quando a célula ndo tem
potencial para crescimento. Nesse caso, a maquinaria enzimética da célula funciona enquanto
houver substrato e condicGes fisico-quimicas que a mantém estavel, independentemente da

viabilidade celular.
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Para que o processo de imobilizacdo de células seja efetivo, o suporte deve ser estavel
(resistente a diversos ciclos de fermentacdo dado o reuso dos pellets), reutilizavel, atdxico, inerte,
ou seja, ndo metabolizado pelo micro-organismo, e economicamente viavel (ZHU, 2007). Alem
disso, o processo de imobilizacdo deve ocorrer em condigdes brandas, seguras, e ndo ocasionar
danos a célula, preservando a viabilidade da mesma. Para a imobilizacdo, deve evitar sustancias
toxicas para as células ou para contaminacdo do produto final. Além disso, o processo deve ser
simples e evitar mao de obra ou processos caros ou demorados, e principalmente, deve preservar
as enzimas que estdo presentes na célula (BICKERSTAFF, 1997; ZHU, 2007; COVI1ZZI, 2007).

A divisdo dos tipos de imobilizacéo é feita de maneira diferente por alguns autores. Zhu
(2007) identifica dois tipos principais: o aprisionamento e a ligacdo em suporte. Outros autores
apresentam além desses, 0 método de ligacdo cruzada (CHIBATA et al., 1986; NAJAFPOUR,
2007). Também se encontra a divisdo dos tipos de imobilizacdo em cinco métodos: Adsorcéo,
ligacdo covalente em suporte, aprisionamento, encapsulacao e ligacdo cruzada (BICKERSTAFF,
1997). Utiliza-se aqui a divisdo de quatro meétodos de imobilizacdo de células: (1) adsorcéo,
incluindo aqui as ligacbes em suporte ativado (ligagdo covalente em suporte); (2) ligacdo
cruzada; (3) encapsulacdo e (4) aprisionamento (Tabela 6). Vale ressaltar que ndo existe um
método ideal para imobilizagdo de células, a selecdo do método depende do objetivo de cada
trabalho (BICKERSTAFF, 1997).

O metodo de imobilizacdo de células por adsor¢do, também conhecido como ligagdo em
superficie, ocorre quando o micro-organismo se liga a um suporte insolivel por interacdes
quimicas do tipo van der Walls ou ligagdes de H entre moléculas presentes na superficie celular
com a superficie do material, além de interacbes por hidrofobicidade, pela rugosidade da
superficie e por polissacarideos excretados pelas células (ZHU, 2007). A ligacdo da célula ao
suporte pode ser induzida por uma prévia ativacdo do suporte, por agentes quimicos (agentes de
acoplamento) como a-aminopropiltrietoxisilano, isocianato, acrilato de hidroxietil, periodato de
sodio e cloreto ciandrico (ZHU, 2007), constituindo assim intera¢des covalentes entre compostos
localizados na membrana externa do micro-organismo e o suporte ativado (SENTHURAN et al.,
1997). A ligacdo em suporte ativado é o método mais utilizado para imobilizacdo de enzimas
(KLEIN e VORLOP, 1987).



Tabela 6. Tipos de imobilizagdo de células
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Imobilizagéo Esquema Descricéo Vantagens Desvantagens
Adsorcao Processo natural ~ Processo natural e Ligacgdes por
ou artificial, simples; diversos interacdes

Ligacdo cruzada

Encapsulacéo

Aprisionamento

reversivel ou
irreversivel de
ligacéo das
células a um
suporte
insolavel.

Floculacao
natural ou
artificial,
interacdo da
superficie das
celulas.

Processo
artificial de
retencdo de
células em
membrana com
interior liquido.

Processo
artificial de
retencdo de
células em
membrana
gelatinosa, com
interior sélido.

materiais podem
ser utilizados
como suporte.

Alta densidade de
celulas decantadas
facilita o processo
de purificacéo.

Processo nao
prejudicial as
células; acimulo
de biomassa no

interior do suporte.

Processo ndo
prejudicial as
células, matriz
resistente e solida;
alta densidade de
células.

fracas; variagdes
no meio podem
lixiviar as
células na
superficie.

Reagentes
quimicos podem
causar danos as
células.

Baixa
resisténcia
mecanica.

Acéo de agentes
quelantes;
limitacOes de
transferéncia de
massa.

Figuras adaptadas de Pilkington et al. (1998) In: Covizzi et al. (2007).

As vantagens do metodo de adsorcdo sdo a facilidade do preparo - sendo necesséria

apenas a adicdo do meio com as células no suporte -, a estabilidade na fisiologia do micro-

organismo, além de representar um processo natural para a obtencdo de alta densidade celular.

Além disso, inimeros suportes podem ser utilizados. No preparo de um suporte ativado é

necessaria a verificacdo da toxicidade desses reagentes para com as células. Nesse tipo de

imobilizacdo, variacbes no meio podem comprometer a fixacdo das células na superficie,

podendo ocorrer o desligamento das células da superficie e saida de células para o0 meio (KLEIN
e VORLOP, 1987, ZHU, 2007).
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O segundo método de imobilizacdo de células é a floculacéo artificial, também conhecido
como ligagdo cruzada ou crosslink. Nesse método ocorre um estimulo ao fendmeno natural de
floculacdo de celulas, por alguns agentes quimicos que proporcionam a interagéo entre as células,
como a quitosana e outros polieletrélitos (CHIBATA e TOSA, 1981; CHIBATA et al., 1986;
KLEIN e VORLOP, 1987). A maior vantagem desse método € a formacdo de pequenos
aglomerados de células, permitindo a difusdo de substancias do meio e facilitando o processo de
remocao de células por decantacdo (NAJAPFOUR, 2007). Esse mesmo método é comumente
utilizado para imobilizacdo de enzimas, sendo o glutaraldeido um dos agentes quimicos mais
utilizados, que causa a ligacao cruzada entre moléculas presentes na parede das células (OLIVA-
NETO e MENAO, 2009). Porém, o glutaraldeido é toxico para as células, preservando apenas as
enzimas e parte do contetdo intracelular.

JA& 0 método de aprisionamento, que € o mais usado atualmente, se baseia no
confinamento das células em matriz gelificada. As principais matrizes utilizadas para
imobilizacdo de células por aprisionamento sdo compostas de géis hidrofilicos com alta massa
molar (RAMAKRISHNA e PRAKASHAM, 1999). As mais comumente utilizadas sdo o alginato
de célcio, resina, polipropileno (PP), polivinil &lcoois, poliacrilamida, pectina, agar, carragenato,
coldgeno e gelatina de origem animal e vegetal (TOMASKA et al., 1995). O processo de
gelificacdo do alginato é realizado por cloreto de célcio (CaCl,) como mostrado na Figura 3.
Estudos na area de preservacdo e estabilidade de géis sdo necessarios para a adequacgdo de
processos de imobilizacdo para escalas industriais. O alginato e o carragenato sdo as matrizes
poliméricas mais utilizadas na imobilizacdo por aprisionamento e ambos sdo derivados de
material da parede de algas (KLEIN e VORLOP, 1987).

O alginato é um polissacarideo encontrado na parede celular de algas marrons na forma de
sais de Na, Ca ou K. A estrutura molecular do alginato ¢ constituida dos acidos B-D-manurénico
(M) e a-L-gulurénico (G), unidos por ligagdes glicosidicas do tipo oa(l—4), sendo que a
porcentagem de cada acido na cadeia do polimero determina as propriedades fisico-quimicas do
alginato (Figura 3). Quanto maior a propor¢do do acido a-L-gulurénico (G), maior é a
viscosidade do alginato (ORIVE et al., 2004)
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Figura 3. Possiveis combinacgdes para formacao da cadeia polimérica do alginato
(GARCIA-CRUZ, FOGGETTI, e SILVA, 2008).

Alginato de sodio é a forma comercial mais comum do alginato, que constitui uma
molécula com caracteristica polieletrolitica quando dissolvido em agua. Assim como todos 0s
sais polieletroliticos, o alginato de sodio se mantém na forma ionizada quando dissolvido em
agua, com as cargas OH™ expostas. Essas cargas, ao longo da formula do polimero, formam uma
estrutura conformacional que se altera na presenga de sais inorganicos. Uma solucéo de alginato
em presenca de cations divalentes muda sua conformacéo e forma um gel. A estabilidade do gel
de alginato é crescente quando utilize-se solucdes de Ba?*, Sr**, Ca?*, e é menos efetiva na
presenca de Mg?*. Esse gel formado tem estrutura denominada modelo caixa de ovo (Figura 4)
(MORRIS, et al, 1980 In: PAMIES et al., 2010). fons Cu** e Zn** também podem estabelecer a
gelificacdo do alginato (WANG e SPENCER, 1998).
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Figura 4. Processo de gelificacdo do alginato de sddio em alginato de calcio.

O mondmero G (alginato) possui maior afinidade ao Ca®*, consegiientemente, a
resisténcia mecénica dos pellets formados por alginato com maior proporcdo de blocos G seré
maior, quando comparado a um alginato que tenha maior contetdo de grupos M, além de melhor
resisténcia a acdo de agentes quimicos quelantes como o fosfato. A suplementacdo do meio de
cultivo com Ca?* é requerida quando agentes quelantes estio presentes no meio (GIVRY,
PREVOT e DUCHIRON, 2008). A alteracdo de volume do suporte com as células imobilizadas
indica a baixa densidade de interacio dos residuos de alginato com Ca®* (WANG e SPENCER,
1997).

Diversas sdo as variaveis que interferem no resultado da imobilizagdo por aprisionamento,
como a concentracao e viscosidade do alginato, a proporcéo de blocos M e G no alginato, massa
molar da molécula de alginato, pH, concentracdo de CaCl,, propor¢do células/matriz e tamanho
do pellet (FRASER e BICKERSTAFF 1997; ZHU, 2007).

O método de encapsulacdo usa técnica similar ao aprisionamento, porém a biomassa €
misturada a solucdo de CaCl, e depois gotejada em solucdo de alginato com Tween 80
(DEMBCZYNSKI e JANKOWSKI 2002). Cria-se um interior liquido e uma cépsula gelatinosa
que impede a saida das células. Essa é a grande diferenca da encapsulacdo e aprisionamento, a
criacdo de um interior liquido, e ndo gelatinoso, sendo possivel o crescimento e a manutencao das
células em meio liquido (KRASAEKOOPT et al., 2003). Células encapsuladas séo usadas na
fabricacdo de produtos probidticos, como a inocula¢do de bactérias da flora intestinal humana,
Lactobacillus acidophilus. Essas células ndo sdo destruidas nem perdem suas caracteristicas
quando submetidas ao baixo pH do suco gastrico estdmago (KIM et al., 2008). Dentro do método

de encapsulacdo existe a técnica da microencapsulagdo, onde ha a encapsulacéo de poucas células
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ou até mesmo uma unica celula, com o intuito de proteger e manter a viabilidade da celula ao
passar por um meio externo desfavoravel (MORTAZAVIAN, RAZAVI e EHSANI, 2007).

O processo de imobilizacdo pode ser reversivel como no caso de adsor¢do em suporte por
ligagBes ibnicas, ligacdes por afinidade, ligagdes metalicas (quelacdo) e ligacbes dissulfeto; ou
irreversivel, como na adsorcao por ligacdo covalente em suporte ativado, na floculacdo artificial
por ligacdo cruzada, no aprisionamento e na encapsulacéo.

Em processos fermentativos a imobilizacdo confere diversas vantagens quando comparada
ao sistema de células livres como apresentado na Tabela 7. A imobilizacdo propicia diversos
efeitos nas bactérias laticas, como a maior resisténcia as altas concentragdes salinas, que sédo
formados nos processos tradicionais de extracdo do &cido latico do caldo fermentativo, e a
resisténcia a penicilina (CHAMPAGNE, LACROIX e SODINI-GALLOT, 1994). Cachon
Antérieux e Divies (1998) constataram a prevencdo da perda de plasmideos quando utilizaram
Lactococcus lactis imobilizado em alginato de céalcio em meio MRS. Todas essas vantagens
véem atraindo diversos estudos na area de imobilizacdo de celulas para producao de acido latico
(TANGO e GHALY, 2002; KOURKOUTAS et al., 2005; IDRIS e SUZANA, 2006; PANESAR
etal., 2007a; GANGULY, DWIVEDI e SINGH, 2007).

Algumas limitacGes das técnicas de imobilizagdo s@o: o prejuizo a celula durante o
processo de imobilizag&o, resisténcia mecénica da matriz ao crescimento celular, devido as altas
densidades de células (até 30 % m/v), formacdo de gases, presenca de agentes quelantes de calcio
no meio, como fosfato e citrato quando requeridos no meio de cultivo, transferéncia de massa
(menor disponibilizagdo de oxigénio e nutrientes), acumulo de substancias toxicas na matriz,
adaptacdo de reatores e novo manejo dos equipamentos, limitacdo do uso para metabolitos
extracelulares, durabilidade da matriz, comprometimento da estabilidade do suporte devido as
variagdes das condicOes fisico-quimicas do meio, como pH e temperatura e o custo adicional
(NAJAPFOUR, 2007, RAO et al., 2008a).
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Tabela 7. Vantagens obtidas com células imobilizadas em fermentacoes

Vantagens Referéncia

Alta densidade de células TANGO e GHALY (2002)

Maior estabilidade das células GOKSUNGUR, GUNDUZ e HARSA (2005)
Menor tamanho do fermentador TANGO e GHALY (2002)

Maior resisténcia as condi¢des desfavoraveis DOLEYRES e LACROIX (2005)

Protec&o contra inibi¢do por substrato e produto NAJAFPOUR (2007)

Menor contaminacéo WILLAERT (2007)

Reuso das células KOURKOQUTAS et al. (2005)

Maior facilidade na obtencdo do produto GANGULY, DWIVEDI e SINGH (2007)
Melhores condi¢des para cultivo continuo WILLAERT (2007)

Aumento na produtividade JUNTER et al. (2002)

Aumento da vida util do sistema* WILLAERT (2007)

Retencéo ao sistema de rolamento de plasmideo CACHON, ANTERIEUX e DIVIES (1998)
Melhoras no processo de conservagao WILLAERT (2007)

Maior estabilidade para a conservacao TOMASKA et al. (1995)

Aumento da disponibilidade do substrato** WILLAERT (2007)

Maior taxa de consumo de substrato GIVRY, PREVOT e DUCHIRON, (2008)
Aumento na conversao de substratos PANESAR et al. (2007a)

*devido ao reuso.
** Transformacdes na parede deixam a parede da célula mais permeavel para a entrada de substratos.

A imobilizacdo de células cria algumas modificagdes quimicas e fisicas nas células, o que
pode mudar o metabolismo e algumas propriedades biogquimicas das células, como demonstrado
na tabela 7. A transferéncia de massa e a concentracdo de substrato no microambiente das células
imobilizadas podem interferir na fisiologia das células.

As células imobilizadas no suporte se localizam principalmente na periferia, onde ha
maior troca de nutrientes, e células em estado de starving onde ndo ha suprimento de nutrientes
(KLINKENBERG et al., 2001). Nas células em starving a pressdao mecanica exercida pelo
suporte causa a perda de agua e o tamanho da célula fica reduzido. Ja as células na periferia tém a
forma conservada, porém, existe um efeito negativo no crescimento celular quando comparado ao
cultivo com células livres, devido a pressdo exercida pelo suporte (KAREL, LIBICKI, e
ROBERTSON, 1990).

Mudancas na fisiologia das células sdo evidentes quando se utiliza a imobilizacao (Tabela
8). O contato das células com superficies porosas pode ocasionar a reducao na tensdo da parede
(KAREL, LIBICKI, e ROBERTSON, 1990, ZHU, 2007, PETROV, PETROV e BESCHKOV,

2007). No caso de imobilizacdo por adesédo e consequente formacdo de biofilme, diversas
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bactérias apresentam um acréscimo nas taxas metabolicas, principalmente em baixas

concentragdes de nutrientes.

Tabela 8. Comparacéo da fisiologia e do processo no cultivo de células imobilizadas e livres

Fermentacdo com células imobilizadas Fermentacéo com células livres

Densidade de células - Maior densidade de células no sistema - Menor densidade de células no
sistema
Conversao de substrato - Conversdo mais rapida pela auséncia - Conversao mais lenta pela
da fase de crescimento* necessidade de crescimento para
producéo
Producéo - Possibilidade de fermentagdo com alta - Inibic&o por altas concentragdes de
concentracdo de substrato substrato
- Baixa inibic&o por produto - Inibig&o por produto
Processo - Auséncia de saida de células em - Lavagem de células na fermentagéo
fermentagdo continua continua (wash-out)
- Fermentador de menor tamanho - Fermentadores maiores
- Féacil separacédo do produto - Centrifugacdo para obtencdo do
- Possibilidade de reuso de células produto

- Reuso de células pouco eficiente

* A fase de crescimento ocorre previamente, para obtencdo de biomassa para imobilizagao.
Adaptado de Junter et al. (2002) e Zhu (2007).

Com relacdo ao crescimento celular, a imobilizacdo pode ocasionar o aumento, a redugédo
ou pode ndo interferir nesse fator. Esses efeitos dependem do tipo de imobilizacdo, do micro-
organismo e do meio de cultivo utilizado (JUNTER et al., 2002).

Alguns cultivos com células imobilizadas sdo feitos de modo a controlar e evitar uma
excessiva producdo de biomassa para que haja um sistema de biocatalise preservado que seja
capaz de converter um substrato ex6tico em um produto de interesse (MILAGRE et al., 2007).

Em matriz de alginato de sodio, Idris e Suzana (2006) estudaram a influéncia da
concentracdo de alginato de sodio e do didmetro da matriz na produgéo de acido latico utilizando
L. delbrueckii. Além disso, a matriz com menor concentracdo de alginato proporciona maior
espago para o crescimento e conseqliente maior producdo devido a liberacdo de &cido latico na
fase de crescimento celular. Foi constatada maior producédo na concentracdo de 2% de alginato e
didmetro de 1 mm. A concentracdo de alginato e o diametro da matriz influenciam na difuséo de
nutrientes para a célula bem como a liberacdo de produtos (SYLDATK et al., 1990).

A pectina pode ser usada como matriz para a imobilizagdo por aprisionamento e apresenta
um custo baixo por se tratar de um subproduto da industria citrica, além de ser extraida de frutas
como a ma¢d (KURILLOVA et al., 1992). Estudos feitos por Panesar et al. (2007a) comprovam a
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eficiéncia dessa matriz para producdo de acido latico por L. casei utilizando como fonte de
carbono o soro de queijo. O sistema se manteve estavel por 16 ciclos. Apos esse periodo ocorre a
degradacdo da matriz e subseqiiente decréscimo na conversdo da lactose em &cido latico. Nesse
estudo também foi observado um aumento na conversdo da lactose para &cido latico quando se
comparou células imobilizadas e células livres no sistema.

Géis de pectato de célcio e alginato de calcio foram usados por Tomaska et al. (1995) para
imobilizacdo da levedura Kluyveromyces marxianus para conversdo de lactose em glicose e
galactose. O gel de pectato de sodio apresenta menor sensibilidade a ions e agentes quimicos
presentes no caldo fermentativo como fosfato, citrato, gluconato, lactato, altas concentracfes
salinas como excesso de sddio, potassio e fons de aménio (BERGER e RUHLEMANN, 2004).

Existem trés estdgios metabdlicos em um sistema de células imobilizadas por
aprisionamento: (1) crescimento de células viaveis e ativas, (2) células ndo viaveis, porém ativas,
e (3) morte celular, com células ndo viaveis e inativas (HAMER, 1990). Essa teoria foi observada
por Dembczynski e Jankowski (2002) em um cultivo de Lactobacillus rhamnosus, onde houve,
em uma primeira fase o crescimento celular e acidificacdo, seguida de uma segunda etapa, com a
parada do crescimento, porém manutencdo da acidificacdo, demonstrando que as células ainda
estavam ativas; ja na terceira fase houve a inativacdo total das células e a acidificacdo cessou.
Diversos sdo os estudos de producdo de &cido latico utilizando a técnica de imobilizacdo de
celulas.

Alguns estudos na literatura avaliam a producdo de &cido latico por bactérias laticas
imobilizadas, utilizando planejamento experimental (GARBAYO et al., 2004; GIVRY, PREVOT
e DUCHIRON, 2008; MANEEBOON et al., 2010).

3.3.1. Propriedades e limitacdes da técnica de aprisionamento
3.3.1.1 Modificagdes do suporte para otimizacdo do aprisionamento

Diversos estudos foram elaborados com a utilizacdo de polimeros organicos e inorganicos
que reagem com o alginato e melhoram a estrutura do suporte de imobilizacdo por

aprisionamento, para minimizar a saida de células do suporte, como a quitosana (ZHOU, 1998;
KLINKENBERG, 2001; GOKSUNGUR, GUNDUZ e HARSA, 2005), a poli-L-lisina
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(CHAMPAGNE et al., 1992, MANSFELD e DAUTZENBERG 1996), polivinilalcool (PVA)
(QIN et al., 2010), polietilenoimina (PEI) (KAWAGUTI et al., 2006, TROTMAN et al., 2007,
OLIVA-NETO e MENAO, 2009), poliacrilamida (PAA) (PETROV, YANKOV e BESCHKOV,
2005), polietilenoglicol (PGA) (SIRISANSANEEYAKUL et al., 2007) e poliuretano (ORY et al.,
2004). A estabilizacéo do alginato foi realizada com a quitosana nos experimentos de Goksungur,
Gunduz e Harsa (2005) para a producéo de &cido latico a partir de soro de gueijo.

Outra substancia utilizada para estabilizacdo do alginato para imobilizagdo por
aprisionamento ou encapsulacdo é o polimero polietilenoimina (PEI). Nesse caso, a matriz de
alginato com as cargas negativas livres (OH") reage com o polimero PEI, que possui grupamentos
de cargas positivas (NH;") livres. A reagéo idnica faz com que o pellet tenha o diametro reduzido
pela metade e tenha alta resisténcia mecéanica. Substancias que possibilitam ligacfes cruzadas,
como o glutaraldeido podem ser colocadas apds a interacdo ionica entre o alginato e o PEI, para
aumentar a estabilidade do suporte (MANSFELD e DAUTZENBERG, 1997).

Rao et al. (2008a) apresentaram uma avaliacdo na estabilidade de matriz de alginato de
sodio, alginato modificado com &cido succinico e carragenato na producao de L-acido latico por
Lactobacillus delbrueckii imobilizado. A imobilizacdo com gel de alginato “succinilado”
apresentou maior rendimento, estabilidade e durabilidade sob condi¢des &cidas, além de menor
producdo de subprodutos metabdlicos como o acido acético e acido propandico. As moléculas de
acido succinico presentes nas cadeias do alginato conferem maior quantidade de grupos
carboxilas no interior do suporte, atuando com ac¢do tamponante no meio interno dos pellets.
Outra derivatizagdo do alginato feita por Rao et al. (2008b, 2009a) foi com acido palmitico, para
aumento da hidrofobicidade no interior do suporte. Cria-se nos dois casos um microambiente

favoravel as células bacterianas para producao de &cido latico.

3.3.1.2. Densidade e distribuicéo de células no suporte

Um dos principais beneficios da utilizacdo de células imobilizadas € a alta densidade de
celulas que se obtém no processo, devido a centrifugacdo da biomassa e imobilizacéo.

A medida de biomassa de células imobilizadas por aprisionamento pode ser feita de
acordo com diferentes metodologias. Bréant, Jézéquel e Lebeau (2002) utilizaram a relacdo de

absorbancia e peso de acordo com a confeccdo de uma curva de calibracdo. Nesse caso uma
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massa estipulada de 0,3 g de pellets é coletada, e dissolvida em 2 mL de EDTA, para que possa
ser realizada a andlise por absorbancia. Com relacdo as células livres, o0 meio de cultivo foi
coletado e mediu-se a absorbancia, que foi igualmente comparada a massa com o auxilio de uma
curva de calibracdo. Também utilizando a técnica de absorbancia, Petrov, Yankov e Beschkov
(2005) realizaram as medidas de biomassa de Lactobacillus rhamnosus imobilizado em
poliacrilamida para a producdo de &cido latico. Ha estudos que realizam a contagem direta de
células ao microscopio apos a dissolugdo dos pellets (BOROSS, PAPP e SZAJANI, 1990;
PAJIC-LIJAKOVI et al., 2007; GIVRY, PREVOT e DUCHIRON, 2008). Medidas de biomassa
imobilizada por extracdo e quantificacdo de DNA foram feitas por Bergmaier, Champagne e
Lacroix (2003, 2005) em estudos de producdo de exopolissacarideos por Lactobacillus
rhamnosus.

Associadas as medidas de biomassa em grama ou em numero de células, medidas de
viabilidade celular sdo necessarias no estudo de células imobilizadas, e sdo expressas em UFC
(unidades formadoras de coldnia). Esses parametros de atividade celular sdo obtidos por
plaqueamento, sendo expressos de algumas maneiras diferentes, como UFC/mL de suporte
(BRIASCO, BARBOTIN, e THOMAS, 1990; MANSFELD e DAUTZENBERG, 1996;
BREANT, JEZEQUEL e LEBEAU, 2002; DEMBCZYNSKI e JANKOWSKI, 2002), UFC/g de
suporte (DENKOVA, KRASTANOV e MURGOV, 2004; GOKSUNGUR, GUNDUZ e HARSA,
2005) e UFC/mL de meio de cultivo. As medidas feitas em UFC correspondem a real atividade
de células no sistema imobilizado, por isso é o mais adequado para analise de contetdo celular no
interior dos pellets. Outras técnicas para medidas de atividade e viabilidade celular dentro do
suporte de aprisionamento sdo: microscopia eletronica, técnicas de coloragdo de RNA, coloragéo
de enzimas ativas em seccdo do suporte e coloracdo de anticorpos. Com essas medidas podem-se
avaliar diversos parametros como crescimento celular, degradagdo da biomassa no suporte,
distribuicdo, movimento e migracao de células dentro do suporte.

Altas densidades de células imobilizadas proporcionam um contato maior entre as células
e um microambiente favoravel e mecanicamente estadvel ao redor nas cadeias de alginato de
calcio (WILLAERT, 2007). Porém, a porcentagem de celulas a ser imobilizada deve ser estudada
para que ndo se passe de um limite e ocorra saida de células para 0 meio externo. A concentracdo
ideal de celulas a ser imobilizada depende do tipo de célula e do metabolismo, pois em células

com baixo crescimento ha a possibilidade de constituir a imobilizacdo com maior concentracdo
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de células (CHAMPAGNE, BAILLARGEON-COTE e GOULET 1989; POWELL 1990). Ja
quando o micro-organismo tem crescimento acelerado deve-se inocular uma quantidade menor de
celulas, ou entdo inocular as células na fase final do crescimento, para que ndo ocorra muito
crescimento e conseqiiente saida de células (GOKSUNGUR e GUVENC, 1999).

Champagne et al. (1992) testaram diversas concentragdes inicias de células no alginato, e
verificaram que entre 1,10° a 2,10 UFC/g de suporte ndo houve diferenca significativa no
metabolismo.

O crescimento das células aprisionadas em matriz polimérica ocorre na forma de col6nias
em pequenas cavidades, sendo mais intenso na preferia do suporte (AUDET, PAQUIN e
LACROIX, 1988; BOROSS, PAPP e SZAJANI, 1990; KAREL, LIBICKI, e ROBERTSON,
1990). A forga exercida pelo crescimento e a forga de cisalhamento resultante da agitacdo do
cultivo faz com que haja saida de células das cavidades onde ocorre o crescimento (ZHOU,
1998). Em um estudo conduzido por Boross, Papp e Szajani (1990) também foi demonstrado que
a maior concentracdo de células imobilizadas ocorre na periferia dos pellets, onde ha maior
difusdo de nutrientes, e é nessa regido periférica que pode se formar col6nias e ocorrer a saida de
células. Nesse sentido Champagne et al. (1992) realizaram o tratamento dos pellets de modo a
inviabilizar as células da periferia, para evitar o escape para 0 meio de cultivo.

A eficiéncia do suporte no processo de imobilizacdo de células pode ser avaliada pela
capacidade da matriz em alojar a maior quantidade de células viaveis, sem limitar a transferéncia

de massa entre 0 micro-organismo e 0 meio de cultivo (COVIZZI et al., 2007).

3.3.1.3. Saida de células

A saida de células do suporte na imobilizacdo deve ser monitorada para que ndo haja
células no meio externo, e assim facilitar o processo de purificacdo do produto de interesse do
caldo fermentado.

A perda de biomassa e viabilidade das células dentro do suporte ocorre por diversos
motivos como a morte celular, lise da parede celular, degradacdo da matriz, crescimento em
biomassa, porosidade do suporte, presenca de agentes quelantes no meio e resisténcia mecénica
do suporte (FRASER e BICKERSTAFF, 1997). O material das células mortas pode servir para o
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crescimento das células viaveis, principalmente na periferia do suporte (KAREL, LIBICKI, e
ROBERTSON, 1990; BRITO et al., 1990).

A resisténcia mecénica da matriz € fundamental para que a saida de células seja
controlada. Fatores como o tempo de gelificacdo, a concentracdo de CaCl,, a composi¢do do
alginato, e o grau de polimerizacdo da matriz afetam a resisténcia mecanica do suporte (TAKEI
etal., 2009).

Diversos sdo os fatores que influenciam na saida de células de um sistema de
imobilizagdo por aprisionamento, como a carga de células no sistema (NUNEZ et al., 1990),
didmetro do pellet (AUDET, PAQUIN e LACROIX, 1989), pH (KLINKENBERG et al., 2001) e
0 nimero de reuso de células quando se usa o sistema de batelada seqiiencial (BREANT,
JEZEQUEL e LEBEAU 2002). Alguns estudos mostram alternativas para minimizar o problema
de saida de células da matriz como a reacdo com substancias que reagem com o alginato, e
aumentam a resisténcia dos pellets, como apresentado no final do item 3.3.

Em toda fermentacdo latica com células aprisionadas ocorre saida de células para 0 meio
externo, em diferentes propor¢des, porém, as células que saem ndo afetam a producdo do &cido
latico como demonstrado por Goksungur e Gunserc (1999) no cultivo de L. delbrueckii em que se
utilizou 10 bateladas seqlienciais.

Considerando a saida de células do suporte, Norton, Lacroix e Vuillemard (1994)
planejaram um reator em dois estagios para a producdo de &cido latico a partir de células
imobilizadas em k-carragenato. O primeiro reator contém células imobilizadas, ja o segundo,
contém células livres provenientes do lixiviamento do primeiro reator, para o consumo do agucar
residual. Os autores obtiveram resultados satisfatorios mesmo com a redugdo de extrato de
levedura no meio, o que torna a produgdo menos onerosa. Petrov, Yankov e Beschkov (2005)
utilizaram aprisionamento em poliacrilamida (AA) para a producdo de L(+) &cido latico, e
concluiram que o suporte serviu de doador de células para 0 meio externo e a conversao de acido

latico pelas células livres no sistema se torna mais intensa conforme o reuso do suporte.

3.3.1.4. Transferéncia de massa e difusdo no suporte

Como visto, o crescimento das células imobilizadas por aprisionamento ocorre mais

intensamente na superficie do mesmo devido a disponibilizacdo de nutrientes e oxigénio. Os
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fendmenos de transporte de massa e difusdo de substratos para as células constituem fatores
importantes na técnica de imobilizacdo por aprisionamento e tem efeito direto sobre a conversdo
do substrato no produto de interesse (PETROV, YANKOV e BESCHKOV 2005; WILLAERT,
2007). A transferéncia de massa também estd relacionada com a densidade de células
imobilizadas no suporte, concentracdo do substrato e o tamanho do agregado celular (KAREL,
LIBICKI, e ROBERTSON, 1990).

Dois fendmenos de transporte sdo mais importantes quando se utiliza imobilizagdo por
aprisionamento. O primeiro é a transferéncia do substrato dissolvido no meio externo para a
superficie do “biocatalizador”, e o segundo ¢ a simultdnea difusdo e reacdo do substrato para
dentro do suporte. (KATHIRAVAN et al., 2010). Sendo assim, um dos fatores que determina a
transferéncia de massa é o diametro dos pellets formados no aprisionamento de células. Os pellets
com menor diametro permitem melhor difusdo do substrato até o interior do suporte, além disso,
consegue-se maior numero de pellets com o mesmo volume da mistura alginato/células, tendo
como principal resultado uma area superficial maior (PANESAR et al., 2007b). O mesmo ocorre
na etapa de gelificacdo do alginato, onde os fons Ca?* na solucdo devem alcancar o interior do
suporte de alginato para que a gelificacdo seja efetiva por todo o suporte. Na imobilizagdo por
aprisionamento, o didmetro dos pellets é determinado pelo didmetro interno do extrusor e pela
vazdo de gotejamento da mistura alginato/células, variando geralmente entre 1,0 e 4,0 mm. O
consumo de substrato pelas células imobilizadas cria uma diferenca de concentracdo dos
nutrientes, que garante que esses continuem sendo fornecidos para o interior do suporte. O
mesmo ocorre com o &cido latico produzido no interior do suporte, que acaba saindo do mesmo e
dissolve no meio externo.

Rouxhet e Mozes (1990) prepuseram um modelo matematico de consumo de substrato por
células imobilizadas, e Jalili et al. (2010) realizaram estudos cinéticos de Bifidobacterium
animalis imobilizado em K-carragenato.

Na producéo de acido latico por células imobilizadas em alginato, o didmetro dos pellets
entre 2,0 — 2,4 mm proporcionou maior producdo de acido latico quando comparado a produgéo
utilizando pellets com 3,0 mm. Esse estudo foi conduzido por Goksungur e Gilveng (1999)
utilizando a espécie L. delbrueckii e melago de beterraba como fonte de carbono. Pellets com
menor didmetro apresentaram maior estabilidade quando comparado a pellets com maior
diametro (GIVRY, PREVOT e DUCHIRON, 2008; KATHIRAVAN et at., 2010).
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3.3.1.5. Reuso do suporte com células imobilizadas

Alguns estudos de producédo de acido latico por células imobilizadas por aprisionamento
em alginato mostram reuso do suporte carregado de células em bateladas seqiienciais. Essa é uma
grande vantagem do uso de células imobilizadas.

Petrov, Yankov e Beschkov (2005) estudaram a producdo de acido latico por L.
rhamnosus imobilizado, com bateladas sequenciais, fazendo o reuso do suporte de gel de
poliacrilamida, que é mais resistente e estdvel que a matriz de alginato. Na primeira batelada
observa-se uma fase se adaptagdo (lag-fase), porém, nas bateladas seguintes houve crescimento
de células no interior do suporte, sendo 50 vezes menor que 0 crescimento em cultivo com
células livres. Com o decorrer das bateladas, ocorre 0 aumento da saida de células e a degradacao
do &cido latico produzido por enzimas lactato oxidase, ou pela oxidacdo do acido latico por
enzimas peroxidases e desidrogenases independentes de NAD, como descrito acima (item 3.1).
Na décima batelada foi observada novamente uma lag-fase, que se deve ao crescimento das
celulas que restaram no suporte até esse ciclo.

Imobilizagéo de células por alginato de calcio foi utilizada para sintese de &cido latico em
bateladas sequenciais por alguns autores como Roukas e Kotzekidou (1998), que utilizaram a
imobilizacdo por 12 vezes em bateladas sequéncias para producdo de acido latico com
imobilizacdo em alginato de célcio, com uma mistura de bactérias L. casei e Lactococcus lactis.
Panesar et al. (2007a) utilizaram 16 vezes a biomassa imobilizada em pectina (3 %), com a
bactéria L. casei. Ja Chantawongvuti et al. (2010), utilizando imobilizacdo por adsor¢do em
bucha vegetal tratada com quitosana, obtiveram alta produtividade até o quinto ciclo de
fermentacdo, com o micro-organismo L. salivarius.

Um dos principais limitantes da estabilizacdo do pellet é o efeito quelante do proprio
4cido latico sobre o Ca®* do alginato, desfazendo o pellet ou deformando-o0. Goksungur e Giiveng
(1999) obtiveram melhoras no processo utilizando CaCOg3 para a neutralizacdo do &cido latico,
dessa maneira conseguiram 14 bateladas sequenciais sem significativa deformacao dos pellets.

No reuso do suporte de células aprisionadas a concentracdo de células decai cerca de 60
% de um ciclo para outro devido ao estresse nutricional antes da difusdo dos nutrientes no inicio
de cada batelada (SENTHURAN et al., 1997). Geralmente a fase de adaptacéo leva 20 h, quando
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a concentracdo de celulas aumenta e se torna estavel. A avaliacdo do crescimento de células
livres é fundamental para verificar a viabilidade do reuso das células imobilizadas (BREANT,
JEZEQUEL e LEBEAU, 2002).

3.4 Fermentacdo com células imobilizadas em biorreatores

As condicOes ideais para um biorreator com células imobilizadas: minimizacdo da
limitacdo de transferéncia de massa, boa retencdo de células (boa imobilizagdo na matriz),
condicOes de agitacdo adequadas para preservacao da matriz (sem cisalhamento). Diversos sdo 0s
tipos de reatores para imobilizacdo, a seguir sdo fornecidas as caracteristicas de cada um deles,
bem como as vantagens e desvantagens.

O reator mais utilizado em microbiologia industrial é o reator de tanque agitado
(Continuous Stirred Tank Reactor - CSTR) (Figura 5), que confere ao cultivo de células
imobilizadas a vantagem da manutencdo da agitacdo do meio, compensando a baixa transferéncia
de massa de um sistema com células imobilizadas, porém deve-se avaliar a agitacdo maxima para
evitar cisalhamento do pellet (WILLAERT, 2007).

Alimentac3o Células imobilizadas

Ly

Produtos

Figura 5. Biorreator de tanque agitado com células imobilizadas

O reator de leito fixo (Packed Bed Reactor - PBR) (Figura 6) € um reator onde as células

imobilizadas em pellets ficam fixas em uma coluna por onde o substrato passa em uma vazédo
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determinada. Ha possibilidade de formacgdo de caminhos preferenciais, que sdo espacos onde a
solucdo com substrato passa sem contato intimo com os pellets, diminuindo o metabolismo.
Além disso, deve-se verificar a vazdo de modo a possibilitar transferéncia de massa e retirada do
produto, para que ndo haja a reducdo do pH do meio com a producdo de &cido latico, podendo

causar danos a matriz e inibicdo por produto (KOSSEVA et al., 2009).

Produtos
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Figura 6. Biorreator de leito empacotado

No reator em leito fluidizado (Fluized Bed Reactor - FBR) (Figura 7) os pellets sdo
mantidos em agitacdo em uma coluna com fluxo ascendente de substrato. O sistema e semelhante
ao PBR, porém ha mobilidade nos pellets, o que otimiza a transferéncia de massa no sistema.
Esse tipo de reator apresenta condi¢des intermediarias entre o reator de tanque agitado e reator de
leito fixo. Uma vantagem € a auséncia de pa agitadora, o que evita o cisalhamento dos pellets e
mesmo assim 0s mantém em agitacdo pelo fluxo de substrato. Porém, esse tipo de reator € de
dificil aplicacdo em larga escala. (KOSSEVA et al., 2009).

O air-lift bioreactor (ALB) (Figura 8) consiste em um reator de coluna onde um géas é
lancado por um tubo interno promovendo a mistura do meio e a movimentacdo dos pellets,
minimizando o problema de transferéncia de massa do sistema imobilizado. J& o reator de leito
fibroso (Fibrous-Bed Bioreactor - FBB) consiste em circular uma solucéo concentrada de células

por um material fibroso inerte com alta area superficial de modo a aglutinar as células nessa
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malha fibrosa, resultando em uma alta densidade de células na forma de biofilme. Esse sistema
pode tolerar baixo nivel de contaminacdo além de possibilitar maior resisténcia a produtos
inibidores. Outro tipo de reator menos utilizado € o reator em cesto (Basket Reactor - BR) onde
os pellets sdo aprisionados em um cesto dentro de um tanque agitado. Com isso ndo ha o efeito
prejudicial do cisalhamento provocado pelo choque das pas com os pellets. A agitacdo é um
pouco menor, porém efetiva. (CARVALHO et al., 2003).

Produtos

t Alimentacao

Figura 7. Biorreator de leito fluidizado
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Figura 8. Biorreator tipo air lift

Uma revisao publicada por Verbelen et al. (2007) aponta os principais reatores utilizados
na imobilizacdo de leveduras, com o intuito de constituir uma fermentacdo continua, com
enfoque na producdo de cerveja. Dentre os principais reatores estdo o reator de leito empacotado,
leito fluidizado, o air-lift, o reator de coluna de bolhas, e o reator de membrana com reciclo de
celulas. Rao, et al. (2009), em um artigo de revisdo, fazem uma analise dos tipos de reatores que
podem operar em sistemas continuos em reacdes de biocatalise.

Para o desenvolvimento e uso apropriado de reatores para fermentacdo com células
imobilizadas, a fisiologia do micro-organismo utilizado e as propriedades do suporte para
imobilizacdo devem ser considerados (SALMON e ROBERTSON, 1987).

3.5. Purificacdo do acido latico

O 4cido latico é um inibidor tanto no crescimento das bactérias do cultivo, quantos da
propria producdo, por isso buscam-se maneiras de retird-lo durante a fermentagdo. O sistema
mais usado é a adicdo de carbonato de célcio, obtendo-se o lactato de calcio; ou a adicdo de

hidroxido de sddio, para obtencéo de lactato de sodio. Também ha estudos na area de remocdo do
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acido latico com o uso de resinas como demonstrado por Yang, Lu e Tsao (1995), utilizando R.
oryzae, com xilose como fonte de carbono.

Kaufman et al. (1996) desenvolveram um processo de produgéo simultaneo a extragéo de
acido latico por um reator de leito fluidizado. Esse reator ndo necessita de agentes de controle de
pH, e o acido latico é removido diretamente do fermentador, 0 que minimiza gastos no processo
de purificacdo. Porém, ainda ndo h& uma resina que tenha a capacidade, especificidade e que
apresente resisténcia suficiente para se adaptar ao processo de producgéo e extracdo simultaneo. A
resina Reillex 425 apresentou bons resultados de purificacdo do acido latico (PATEL et al.,
2008). John, Nampoothiri e Pandey (2008) utilizaram resinas de troca idnica (Amberlite IRA 402
e Amberlite IRA 67) para adsor¢do do &cido latico do meio de cultura da bactéria L. delbrueckii
em meio de amido de mandioca. Yang et al. (2007) apresentam os diversos tipos de fermentagéo
extrativa para a producdo de &cidos organicos.

Além da tradicional adicdo de carbonato de célcio e hidroxido de sédio como agentes de
captacdo do acido latico em forma de precipitacdo de sais, e 0 sistema de adsor¢do em resinas de
troca ibnica, existem outros sistemas de purificacdo do acido latico como a esterificacdo, extragdo
liquido-liquido e eletro didlise (NARAYANAN, ROYCHOUDHURY e SRIVASTAVA, 2004).
Devido ao alto custo de purificacdo, 0 uso de materiais residuais na fermentacdo deve ser
avaliado. Também, a alta concentracdo de agucar no caldo poder ocasionar sobras de aglcar no
caldo, o que leva a maior dificuldade na remocéo de cor do caldo fermentado.

O custo para captacdo do &cido latico do caldo fermentado comp®&e a maior parte do custo
do produto final comercializado. Por isso, diversas sdo as pesquisas e patentes que dao enfoque
na purificacdo do &cido latico. (NARAYANAN, ROYCHOUDHURY e SRIVASTAVA, 2004)

3.6 Aplicagdes do acido latico

A producdo de acido latico via microbiana é feita atualmente pelas empresas: Purac
(Holanda), Sterling Chemicals (EUA), ADM (Archer Daniels Midland) (EUA), Nature Works
LLC (EUA), Cargill (EUA), ECOCHEM (China), Musashino Chemical (Japdo), GALACTIC
(Bélgica), Yipu (China), Zechem (China). A producdo anual de acido latico em 2008, segundo
Sauer et al. (2008), Foi de 150.000 ton/ano.
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H& grande interesse na producdo do acido latico por sua aplicabilidade em diversos
setores como na inddstria de alimentos, onde atua como conservante alimenticio (SOOMRO
MASUD e ANWAAR, 2002), flavorizante, emulsificante, estabilizante, acidificante, antibidtico,
ect. O &cido latico é usado também em bebidas, produtos cérneos, saladas, molhos, doces e
queijos e compde algumas ragbes animais como aditivo (PURAC, 2010).

Nos demais setores industriais o &cido latico pode ser usado para sintese de 1,2-
propanodiol e &cido acrilico (Figura 9), e na composi¢do de alguns detergentes na inddstria
quimica, por exemplo. Na industria farmacéutica, pode ser usado como regulador de pH,
umectante, sistema de entrega de farmacos, suplementacdo de metais e intermediador quiral., J&
na industria téxtil, é utilizado na acidificagdo durante o processo de obtencéo do couro (PURAC,
2010; DATTA e HENRY, 2006).

O é&cido latico vem sendo usado recentemente como matéria prima para sintese do
polilactato (PLA), um polimero biodegradavel e absorvivel (DATTA e HENRY, 2006). A sintese
do polilactato foi apresentada por Kulkarni et al. (1971) em um estudo na busca de polimeros
absorviveis para uso em suturas no ramo da saude humana. Esse estudo constatou reais
possibilidades do uso do polilactato em tratamento de suturas e fraturas. O grande interesse para
obtencdo de formas puras é a sintese do polimero denominado Polilactato (PLA). A proporgédo
dos isdbmeros L e D no processo de sintese do PLA determina a dureza do polimero formado.

Quanto maior a porcentagem de L-acido latico, maior € a dureza do polimero.

Figura 9. Usos do &cido latico na inddstria quimica (GALACTIC, 2010)
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O PLA é produzido atualmente por diversas empresas como a NatureWorks LLC (EUA)
Arkema (EUA), Dow Chemicals (EUA), Cargill (EUA), Birmingham Polymers (EUA),
Mitsubishi Polymers (Jap&o), Shimadzu (Japdo), Nestlé Chemicals (Franca), Phusi (Franca),
Fortum Oyj (Finlandia), ICO Stationery Manufacturing (Hungria), EconCore (Bélgica), Hycail
(Holanda) tendo demanda de 136 ton/ano em 2002 e estimativa de 500.000 ton/ano para 2010.

O PLA tem basicamente as mesmas propriedades que os polimeros convencionais como

observado nas Tabelas 9 a 12.

Tabela 9. Propriedades Fisicas do PLA

Massa molar (Dalton) 100.000 - 300.000
Temperatura de transicao vitrea (°C) 55-70
Temperatura de fusdo (°C) 130 -215
Cristalinidade (%) 10-40
Energia superficial (dinas) 38
Parametros de solubilidade (J%°cm™?®) 19-20,5
Calor de fusdo (3°°g™) 8,1-931
Gravidade especifica 1,25
Velocidade de fusdo (g/10min) 2-20

(Adaptado de Kulkarni et al., 2004).

Tabela 10. Propriedades mecanicas do PLA
L-PLA D,L-PLA

Forca (Mpa) 70 53
Tensdo (Mpa) 66 44
Elongacéo (%) 100 - 180 100 — 180
Flexibilidade (Mpa) 119 88
Impacto (J.m™) 66 18
Penetragdo (°C) 165 52

(Adaptado de Kolstad et al., 2002).

Tabela 11. Propriedades do PLA e outros polimeros
PLA. PS PVC PP

Forga (Mpa) 49 49 35 35
Elongacéo (%) 2,5 2,5 3 10
Tensdo (GPa) 3,2 3,4 2,5 14

Flexibilidade (Mpa) 70 80 90 49
PS — Poliestireno, PVC — Polivinilalcool, PP - Polipropileno (Adaptado de Mobley, 1994).

Tabela 12. Tempo de degradacdo de polimeros derivados do &cido l4tico

L- Polilactato Meses — anos
D,L — Polilactato Semanas — meses
Copolimero de L- Polilactato e D,L — Polilactato Semanas — meses
Meso polilactato Semanas
Poli L-acido latico Semanas

(Adaptado de Mobley, 1994).
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Dutkiewicz et al. (2003) realizaram a sintese de PLA por um processo de policondensacéo
com solventes como p-xyleno, o-clorotolueno e difenileter. Em contrapartida Jahno (2005), em
sua dissertacdo, realizou a sintese do polilactato através do &cido latico comercial por duas
metodologias, ambas sem o uso de solventes. As técnicas usadas foram a policondensacéo direta
e a policondensacdo em meio de CO; supercitrico (scCO;). Ambas as técnicas possibilitaram a
obtencdo de polimeros de tamanhos variaveis e passiveis de uso em cirurgia. Gupta, Revagade e
Hilborn (2007) publicaram uma revisao sobre o PLA, desde a sintese até as caracteristicas fisico-
quimicas e usos. Dentre esses estd a confeccdo de materiais plasticos, pois o PLA apresenta
estabilidade térmica e dureza necessaria para uso como plastico (DATTA et al.,, 1995;
SODERGARD e STOLT, 2002; MOBLEY, 2004).

4. Material e métodos

4.1 Micro-organismos

Os micro-organismos usados para o trabalho foram cedidos pela Dra. Georgina Michelena
Alvarez do “Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Aztcar”. As

espécies sdo: Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus rhamnosus.

4.2 Meios de cultivo

As bactérias foram cultivadas em meio MRS (MAN, ROGOSA e SHARPE, 1960) para
crescimento e obtencdo de biomassa. Para producdo de &cido latico com o cultivo de células
imobilizadas utilizou-se 0 meio MRS modificado: acetato de sddio (CH3COONa) 5g/L; fosfato
de potassio dibasico (K;HPO,) 2 g/L; citrato de amonio ((NH4);HCeHs0;) 2 g/L; sulfato de
magnésio (MgS0,.7H,0) 0,1 g/L; sulfato de manganés (MnSQO,4.H,0) 0,05 g/L; carbonato de
calcio (CaCOs3) 45 g/L; composto de soro de queijo (70 % lactose) como fonte de carbono (120
g/L de lactose). As fermentacbes foram conduzidas em frasco Erlenmeyer de 300 mL com 100

mL de meio, a 35 °C, pH inicial ajustado para 6,5; em mesa agitadora a 150 rpm por 72 h.
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4.2.1 Processamento do soro em po

O soro de queijo em pd utilizado contém cerca de 70 % (m/m) de lactose. A partir de uma
solucdo concentrada de soro (330 g/L) foi realizada a desproteinizagdo do soro com tratamento
térmico (121°C, 15 min.). Ap0s a retirada das proteinas, foi obtida uma solu¢do de soro com 210
g/L de lactose, que foi usada como solugéo estoque para utilizacdo nas concentracdes de lactose

desejadas nos meios de cultivo.

4.3 Quantificacdo da biomassa

4.3.1 Células livres

O crescimento microbiano foi determinado por turbidimetria, em espectrofotdmetro a 540
nm. Foi mensurada a massa seca e massa Umida do cultivo para obtencdo de biomassa para

imobilizacdo.

4.3.2 Células imobilizadas

Para medida de crescimento e de biomassa no cultivo imobilizado, foi utilizada a
contagem de células (unidades formadoras de colénia, UFC). Para isso, 5 pellets foram coletados
e adicionados a 10 mL de tampao citrato (0,3 M, pH 5), até dissolucdo completa dos pellets (por
volta de 15 min.). Dessa biomassa dissolvida foram feitas diluigdes seriadas e cultivo em MRS

solido por 48 horas em 35°C. Esse método foi adaptado de Idris e Suzana (2006).

4.4 Reativacao bacteriana

A reativacdo das linhagens foi feita em meio MRS. 1,6 mL de células armazenadas a 4 °C
com 20 % de glicerol (estoque de células) foram inoculados em 20 mL de meio MRS a 35 °C,
150 rpm, em erlenmeyer de 125 mL, por 24 h. Uma aliquota de 5 mL foi adicionada a 45 mL de
meio MRS novo, em erlenmeyer de 250 mL, cultivado nas mesmas condic¢des. Apos 24 h, 10 mL

desse cultivo foram adicionados a 90 mL de meio, em erlenmeyer de 300 mL. Apos essa
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reativacao o cultivo de 100 mL foi crescido nas mesmas condigdes para obtencdo de biomassa
para imobilizacdo. A imobilizacdo é realizada com os micro-organismos no final da fase de

crescimento.

4.5 Imobilizacéo de células

4.5.1. Aprisionamento em alginato de célcio

A biomassa reativada e crescida em meio MRS por 30 horas foi centrifugada a 10000 rpm
por 25 min. a 20 °C, ressuspensa em agua destilada estéril para lavagem. Depois de centrifugada
a biomassa foi ressuspensa em 10 mL agua destilada estéril, e acrescida de igual volume de
solucdo de alginato de sodio (2 %). A mistura foi agitada por 30 min. em temperatura ambiente.
A mistura obtida foi entdo extrudada através de uma seringa com auxilio de uma bomba
peristaltica (fluxo de 4 mL/min.) em uma solucdo de cloreto de célcio (0,2 M) a temperatura
ambiente, em agitacdo leve e constante, para gelificacdo do alginato e obtencdo dos pellets com
2-3 mm de diametro. Os pellets foram deixados por 12 horas a 4 °C e entdo lavados com agua
destilada estéril para remocao do excesso de ions calcio e células ndo aprisionadas (Figuras 10 e

11). Os pellets foram entédo cultivados para producao de &cido latico.
4.5.2. Aprisionamento em alginato de célcio modificado com acido palmitico
Com o intuito de melhorar a viabilidade das células dentro do suporte de alginato,

realizou-se a modificagdo do alginato com adicéo de acido palmitico. A palmitolacdo do alginato

foi feito de acordo com Le-Tien et al. (2004).
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Figura 10. Esquema geral da imobilizagdo por aprisionamento em alginato de calcio.

Figura 11. Extrusora utilizada para a imobilizacdo das células em alginato

A adicdo da cadeia carbonada ao alginato foi feita a partir de um processo quimico que
envolve duas etapas, a aminoetilacdo do alginato e a palmitolacdo do aminoetil alginato. A
primeira etapa foi realizada a partir de uma solucéo de 5 g de alginato de sddio dissolvido em 400

mL de NaOH (1,2M), que foi mantida em agitacdo em temperatura ambiente por 2 horas para
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completa dissolugdo. A solucdo foi aquecida a 70 °C, e uma solucdo de hidrocloreto de 2-
cloroetilamina dissolvida imediatamente antes do uso foi adicionada a solucdo de alginato. A
reacdo foi mantida a 70 °C por 1hora sob agitagéo leve. A solucdo formada foi neutralizada a pH
7,0 com HCI (2 M), precipitada com excesso de etanol absoluto e centrifugada por 10 min a
10000 rpm. O precipitado foi ressuspenso em 200 mL de agua destilada, passando por
purificacdo por didlise, por 12 h. A solugdo purificada foi novamente precipitada com etanol
absoluto e centrifugada por 10 min a 10000 rpm. O precipitado foi seco em acetona para remogao
da agua e obtencéo do aminoetil alginato em forma de pd. (Figura 12).

A segunda etapa foi realizada a partir de 5 g de aminoetil alginato dissolvidos em 450 mL
de agua destilada a 60 °C e pH 7,5. A essa solu¢éo foi adicionado 20 mL de cloreto de palmitoil,
e a reacdo foi mantida a 60 °C com adicdo constante de NaOH (0,5M) para manutengdo do pH na
faixa de 7,2 a 7,5, por 2 h. A solucéo foi finalmente neutralizada para pH 7,0 e precipitada com
excesso de etanol absoluto. O precipitado foi coletado por filtragdo e lavado 3 vezes com etanol
absoluto a 50 °C para remocédo de &cidos graxos ndo ligados ao alginato. A massa filtrada de
polimero foi seca em acetona pura para obtencao do alginato modificado com acido palmitico em

forma de p6. A metodologia esta detalhada no esquema abaixo (Figura 13).
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5 g de Alginato de sédio

Disgolver aos poucos

[400 mL de NaCH (1,2M) ]

(2 h em temperaturaambiente)

Y

A70°C

adicionar
[ Hidrocloreto de 2-cloroetilamina ]

(40 g dissolvidos em 25 mL de agua imediatamente antes do uso)

(70 °C — 1h — agitacéo leve)

Y

Neutralizar pH 7.0 com HCI 2 M

Y

Precipitar com etanol absoluto

J

Centrifugar 10 min a 10000 rpm

y

Ressuspenderem 200 mL de agua

y

Dialige
(10 h)

J

Precipitar com etanol absoluto

y

Secar com acetona pura

<

Aminoetil alginato

Figura 12. Aminoetilacédo do alginato (12 etapa da modificacdo do alginato com acido
palmitico).
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5 g de Aminoetil alginato

\L Dissolver aos poucos

[ 450 mL de agua destilada a 60 @ ]

(austar o pH para 7.5)

adicionar

Cloreto de palmitoil (20 mL)

(60°C = 2Zh = ajuste constante do pHpara 7.2 = 7.5, com NaOH (0,5M)

y

[ Neutralizar pH 7.0 com HCl 2 M |

|

| Precipitar com etanol absoluto ]

Lavar com etanol a 50°C' | (3x)

y

I Secar com acetona pura |

<

Alginatomodificado com acido palmitico

Figura 13. Palmitolacdo do aminoetil alginato (22 etapa da modificacdo do alginato com
acido palmitico).

Para a imobilizacdo de células, a concentracdo do alginato modificado foi de 1,5 % mais

1,5 % de alginato de sodio.

4.5.3. Cultivo em reator de leito empacotado com alginato de célcio recoberto com

polietilenoimina (PEI).

Para o cultivo continuo em reator de leito empacotado a biomassa imobilizada foi
adquirida a partir de 400 mL de pré-inoculo. Apos gotejamento da mistura de células (aprox. 7 g
massa Umida) e alginato (3 %) em CaCl, (0,3M), os pellets formados foram armazenados a 4 °C

por 5 h. Os pellets foram coletados com peneira e lavados com agua destilada estéril, e
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adicionados a uma solugdo de polietilenoimina (PEI) (10 % m/v) por 30 min. O volume da
solucdo de PEI utilizado foi suficiente para recobrir todos os pellets. A solucdo de PEI foi
preparada imediatamente antes do uso, e teve o pH corrigido para 7 com HCI (50 % v/v). Nessa
fase o didmetro dos pellets passa de 3-4 mm para 1-2 mm. Para efetivacédo da ligacdo do alginato
ao PEI, uma solucdo de glutaraldeido (0,6 %) foi adicionada a solucdo de PEI com os pellets e
deixada em temperatura ambiente por 10 h. Novamente os pellets foram captados da solu¢do com

peneira, lavados intensivamente com agua destilada estéril e colocados no reator (Figura 14).

Bomba peristaltica (4 ml/min)
Gotejamento em CaCl, (0,3M)

. . Agitacéo constante
Biomassacentrifugadae

ressuspensaem 40mL

300mL 300mL 300mL 300mL Z?SmL
/
C
40mL
Alginatode
sodio 3%
100mL 100mL 100mL 100mL .
(200 rpm 30 min)

Ghao m‘ . | Glutaraldeido (0,6 %) — 10 h |

N v
Inoculagéo
Lavagem com agua -
estéril 4 ; m

Lavagem com agua
estéril

Solugéo de PEI (10 %)
pH ajustado para 7,0
(30 min)
Reducéo no didmetro dos pellets

Figura 14. Processo de imobilizagc&o por aprisionamento e recobrimento com PEI.

O sistema da fermentacdo continua estd demonstrado nas figuras 14 e 15 abaixo. O meio
de cultivo utilizado no ensaio foi MRS, com suplementacdo de CaCl, (20 mM) e pH ajustado

para 7,0.



Figura 15. Sistema continuo de fermentacdo com reator de leito empacotado.

Figura 16. Detalhe do reator de leito empacotado com células imobilizadas.

53



54

4.6 Eficiéncia da imobilizacéo e avaliacdo da saida de células do suporte

Para verificar a eficiéncia do processo de imobilizacdo de celulas por aprisionamento em
alginato de célcio, foram feitas as medidas de UFC no suporte (item 4.3.1), na solucdo de CaCl, e
no meio de cultivo para verificacdo de células livres. Esse teste foi feito com imobilizacdo com
alginato a 2 %, e com meio MRS como meio de cultivo. O célculo de eficiéncia da fermentagédo

foi feito de acordo com a formula abaixo.

 oen . UFC células imobilizadas
Eficiéncia (%) =

= 100
(UFC células imobilizadas + UFC na solucao de cloreto de calcio) x

O teste de saida de celulas e expresso em porcentagem de células livres na fermentacéo, e

é calculado de acordo com a seguinte equacao:

UFC células livres

100
(UFC células imobilizadas + UFC células livres) x

Saida de células (%) =

4.7 Fontes alternativas de nitrogénio

As fontes de nitrogénio utilizadas no meio MRS sdo extrato de levedura, extrato de carne
e peptona. No intuito de estudar fontes alternativas de nitrogénio utilizou-se: autolisado de
levedura, dgua de maceragdo de milho, Pro-Floo® e sulfato de aménio. Dados da literatura foram
analisados para adequar as fontes alternativas em concentracdes de nitrogénio equivalentes ao
MRS, assim foram feitos os calculos apresentados na Tabela 13. Preservadas as mesmas
concentracBes de nitrogénio final, as fontes alternativas utilizadas, autolisado de levedura, agua
de maceracao de milho, Pro-Floo® e sulfato de aménio tiveram as concentracdes estabelecidas
em 26,2 g/L, 75,1 g/L, 31,7 g/L e 14,22 g/L, respectivamente.
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Tabela 13. Adequacdo das concentracGes de nitrogénio das fontes alternativas de nitrogénio

Nitrogénio (% g/g)

Concentragao (g/L) Nitrogénio (g/L)

Peptona

Extrato de Carne

Extrato de Levedura

MRS

Agua de maceracao de milho
Pro-Floo®

Autolisado de levedura

Sulfato de aménio ((NH4),SO.)

X=

1.5 10 1.15
12.4 10 1.24
12 5 0,625
11,9 25 3,015
3.6 751 3,015
9,5 31,7 3,015
1.5 26,2 3,015
21,19 14,22 3,015

4.8 Quantificacdo do &cido latico

Para quantificacdo do &cido latico produzido e agucar consumido (glicose ou lactose) foi

utilizado o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nas condicdes descritas na

Tabela 14:

Tabela 14. Especificagdes da anélise de agucares e &cidos organicos em CLAE

Coluna

Dimensdes

Matriz

Tamanho do particulado
Tempo de corrida
Presséo

Fluxo

Temperatura

Volume de injecédo
Fase movel

Detector de acUcares
Detector de acidos

Phenomenex”, REZEX Organic Acids (ROA)
300 x 7,8 mm

poli(estireno divinilbenzeno sulfonado)
8 um

45 min

350 psi

0,4 mL/min

60°C

20 pL

H,SO, 0,005 N

indice de refracéo (RID-10A)
Absorbancia em 210 nm (UV/VIS-20A)
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A andlise de pureza Optica foi feita em CLAE sob as condic¢des apresentadas na Tabela

15:

Tabela 15. Especificacfes da analise dos isbmeros D e L-acido latico

Coluna
Dimensfes
Matriz

Tipo de ligacédo
Tempo de corrida
Presséo

Fluxo
Temperatura
Volume de injecédo
Fase movel
Detector

Phenomenex”, CHIREX
150 X 4,6 mm
N,S-dioctil-(D)-penicilamina
I6nica

35 min.

1300 psi

1 mL/min

30°C

5uL

CuS0,4 0,001 M
Absorbancia em 254 nm (UV/VIS-20A)

Para os cultivos que utilizaram CaCOj3 as amostras foram preparadas de acordo com o

esquema representado na Figura 17. Nessas condi¢fes o acido latico formado reage com o

carbonato de célcio formando lactato de célcio, que é posteriormente removido pela reacdo com

acido sulfurico.

Figura 17. Preparo das amostras para analise em CLAE.
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4.9 Calculo do rendimento e produtividade da reacéo

O rendimento da conversdo de substrato (Yps) em produto foi calculado a partir da

formula:

p/ Pf — Pi

S=—/T/"——
PIS =5 st

Onde Py, Pj, Si e St representam respectivamente a concentracdo do produto de interesse

no final da fermentacdo (g/L), concentracdo inicial do produto de interesse (g/L), concentracdo

inicial do substrato (g/L) e concentracdo do substrato residual ndo metabolizado (g/L).

A produtividade (P) foi calculada a partir da formula:

Onde Py, Pj, to € t; representam respectivamente a concentragdo do produto de interesse no
final da fermentacdo (g/L), concentracdo inicial do produto de interesse (g/L), tempo zero, e

tempo da andlise (h).
5. Resultados e discusséo
5.1 Producdo de &cido latico em cultivo de células livres

Para selecionar a cepa mais vantajosa em termos de producdo de acido latico foram
realizados previamente estudos com as trés cepas em meio MRS modificado, com a adic¢éo de
soro de queijo desproteinizado ao inves de glicose. As concentracfes de lactose proveniente do
soro de queijo estudadas foram 54,4; 72,9 e 90,4 g/L. Os cultivos foram realizados em 50 mL, em

erlenmeyer de 125 mL, por 48 h, com agitacdo de 150 rpm, a 35 °C, pH = 5,6; com 10 % de
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indculo. Os indculos foram feitos apos reativacdo de cada cepa como apresentado no item 4.4. Os

resultados seguem na Figura 18 e na Tabela 16.

40 -

20

Acido latico (g/L)
w
(=]

P

54,4 72,9

Concentrag3o inicial de lactose (g/L)

Figura 18. Produc&o de &cido latico por L. casei, L. fermentum, e L. rhamnosus em MRS modificado com trés

90,4

concentracdes iniciais de lactose.

Tabela 16. Taxa de conversao de lactose em &cido latico (Y)s) e &cido acético (Y s) para os cultivos de células livres

de L. casei, L. fermentum, e L. rhamnosus

Y I/s Ya,,-"s
Concentracaoinicial de lactose 544 729 90,4 544 729 904
L. casel 0,27 027 036 031 0,32 0,58
L. fermentum 035 045 0,25 -
L. rhamnosus 0,45 0,73 0,66

A espécie L. casei apresentou baixa producdo de acido latico, e producdo mediana de

acido aceético, cerca de 10 g/L. As espécies L. fermentum e L. rhamnosus apresentaram elevada

producdo de acido latico e valores irrelevantes de producdo de acido acético. Assim, como 0

objetivo do trabalho é atingir a maxima producdo de &acido latico, a espécie L. rhamnosus foi

escolhida para os testes posteriores.
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5.2 Producéo de acido latico por L. rhamnosus em cultivo de células livres em diversas

concentracoes iniciais de lactose

Com o intuito de estudar a concentracdo inicial de lactose em células livres, foi feito um
ensaio de producdo de &cido latico com meio MRS modificado, tendo como Unica fonte de
carbono o soro de queijo, ajustado em diferentes concentrac@es iniciais de lactose de 50, 60, 70,
80 e 90 g/L (Figura 19). A avaliacdo da biomassa foi feita no mesmo cultivo a partir da leitura em
espectrofotdmetro, segundo metodologia descrita no item 4.3.1. Os cultivos foram realizados em
erlenmeyer com 50 mL de meio de producéo (erlenmeyer de 125 mL de capacidade) por 48 h. A
partir de parametros retirados da literatura (para a espécie L. rhamnosus), foram utilizados
agitacdo de 150 rpm, temperatura a 35 °C e pH 6,5 (ajustado com NaOH 2M) com 10 % de pré-
indculo.

60
50
% 40
F
E 30
(=]
S 20
&
10
0
50,3 60,3 71,8 81,1 90,1

Concentracdo inicial de lactose {g/fL)

Figura 19. Produgéo de &cido latico por L. rhamnosus utilizando diversas concentraces iniciais de lactose
proveniente do soro de queijo.
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Densidade Optica [x diluicda)

50,3 B3 f1,8 81,1 90,1
Concentracao inicial de lactose {g/fL)

Figura 20. Medida indireta de biomassa para L. rhamnosus em diversas concentraces iniciais de lactose
proveniente do soro de queijo.

Como apresentado na Figura 19, verificou-se maior producéo de acido latico no cultivo
com 70 g/L de concentracdo inicial de lactose. Quando se utilizou concentragdes de lactose
inicial acima de 80 g/L, houve inibi¢do da producéo devido, provavelmente, a alta concentracdo
de substrato. Assim como producdo de &cido latico, foi observada maior biomassa quando

utilizado a concentracdo de 70 g/L de lactose inicial (Figura 20).

5.3 Curva de crescimento de L. rhamnosus

Com o objetivo de verificar o tempo de cultivo para obtencdo de biomassa
suficiente para a realizagdo da imobilizacdo e para conhecimento da curva de crescimento da
bactéria L. rhamnosus, foram realizadas medidas indiretas de biomassa atraves de leitura em
espectrofotdometro a 650 nm em diversos tempos de cultivo (Figura 21). Para esse teste foi
utilizado 50 mL de meio MRS original, em erlenmeyer de 125 mL, por 48 h, agitacdo de 150
rpm, temperatura 35 °C e pH ajustado para 6,5 com NaOH (2 M).



61

[
3 [ |
E 4
]
2
a2 3
<
]
B2 .
=
=
o]
]
|
0
0 12 24 36 48 60
Tempo (h)

Figura 21. Medida indireta de biomassa de L. rhamnosus em meio MRS.

O pH do meio de cultivo, apés autoclavagem, caiu de 6,56 para 6,21; e ap0s 24 horas o
pH medido atingiu 4,09 devido a producdo de &cido latico. O pH depois de 48 horas chegou a
3,77; e apos 72 horas a 3,72. A biomassa seca final resultou em 2,66 g/L apo6s 48 h. Pode-se
verificar o crescimento de L. rhamnosus até 36 horas (Figura 21). Para a imobilizacédo, o cultivo
para obtencdo de biomassa foi realizado durante 30 h, para que as células fossem imobilizadas no
estagio final da fase log de crescimento. Na maioria dos estudos de producéo de acido latico com
células imobilizadas por aprisionamento, as células utilizadas para a imobilizacdo estdo no final
da fase de crescimento, para que o crescimento ndo prejudique a integridade da matriz no sistema

imobilizado.

5.4 Imobilizagdo de L. rhamnosus em diferentes concentragdes de alginato

A imobilizagdo foi feita de acordo com o processo descrito no item 4.5.1 (Figura 10). As
concentracOes de alginato utilizadas no experimento foram 2,0; 2,5; e 3,0 %. A biomassa inicial
imobilizada foi de 0,235 g de massa seca. As células foram imobilizadas em alginato de calcio,
resultando em cerca de 300 pellets com 3 mm de didmetro. O meio de cultivo utilizado para o

estudo foi MRS modificado, sem fosfato e com 4 % (m/v) de CaCO3 para acdo tamponante, visto
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que com o decaimento do pH, ha a dissolucdo do alginato, liberando as células para o meio
externo. Amostras foram retiradas em 24, 48, 60, 72, 84, 96, 108, e 120 horas (Figura 22).

Figura 22. Producéo de acido latico e consumo de glicose por L. rhamnosus imobilizada em diferentes
concentracdes de alginato de calcio, em meio MRS.

Observa-se na Figura 22 que diferentes concentracdes de alginato apresentaram resultados
similares nos parametros analisados. Os melhores resultados de producdo de &cido latico e
consumo de glicose foram respectivamente 14,45 g/L e 100 %, ocorrendo em 24 horas com a
utilizacdo de 2 % de alginato. Tendo em vista a concentracéo inicial de glicose, a maior taxa de
converséo de substrato em produto (Y,s) observada foi de 0,72, também para a imobilizagdo com
2 % de alginato em 24 horas de cultivo. Os demais valores de rendimento em 24 horas foram 0,6
e 0,66 para a imobilizacdo com 2,5 e 3 % de alginato, respectivamente. Assim, tendo em vista 0s
resultados acima mencionados, as proximas imobiliza¢6es foram realizadas com 2 % de alginato.

Em matriz de alginato de célcio, Idris e Suzana (2006) estudaram a influéncia da
concentracdo de alginato de sddio e do didmetro da matriz na producdo de &cido latico pela
bacteria L. delbrueckii. Obtiveram maior producdo na concentracéo de 2% de alginato e didmetro
de 1 mm. A concentragéo de alginato e o diametro da matriz influenciam diretamente na difuséo
de nutrientes do meio liquido para o suporte e para as celulas, bem como na liberagéo de produtos
do metabolismo celular (KATHIRAVAN et al., 2010).



5.5. Eficiéncia da imobilizacao e avaliacdo da saida de células do suporte

De acordo com o procedimento descrito no item 4.3.2 foi realizado um cultivo para
avaliar a eficiéncia do processo de imobilizacdo e a saida de células do suporte de alginato com
base na carga inicial de células. A solucdo de células e alginato (40 mL no total) resultou na
formacdo de cerca de 300 pellets de 2 mm cada. A tabela 17 abaixo mostra os dados para o

calculo da eficiéncia da imobilizacao.

Tabela 17. Eficiéncia da imobilizacdo de células de L. rhamnosus

Resultado  Unidade
Pré-indculo (células livres) 3,53.10° UFC/mL
Células imobilizadas ap0s tratamento em overnight (12 horas a 4 °C) 3,46.10°  UFC/mL
Células no CaCl,apds overnight 3,90. 10° UFC/mL

Segundo a férmula apresentada no item 4.6, a eficiéncia da imobilizacéo foi de 99,99 %.
Poucos trabalhos de imobilizacdo de células trazem a avaliacdo da eficiéncia da imobilizacéo,

sendo mais comumente utilizado na imobilizagdo de enzimas. Pode-se afirmar que o processo de

imobilizag&o foi eficiente.

As células imobilizadas se mantiveram estaveis durante 96 h, ocorrendo apenas uma
queda na atividade das células apds 120 h. As células livres correspondem em 6 horas de
fermentacéo a 0,25 % do total de células (Tabela 18).

Tabela 18. Porcentagem de saida de células de L. rhamnosus no cultivo com MRS

Tempo (h)  Células imobilizadas Células livres Saida de Acido latico

UFC/mL UFC/mL células (%) (g/L)

6 6,50. 10° 1,62. 10° 0,25 4,18

12 8,43.10° 4,77. 10° 0,56 0,48

24 3,16. 10° 3,02. 10° 0,95 14,68

48 3,94.10° 2,18. 10° 0,55 14,65

72 2,40. 10° 1,72.10° 0,71 14,69

96 1,42. 108 8,74. 10° 0,61 14,59
120 7,10. 10° 8,75. 10° 10,97 14,58

Os resultados obtidos s&o similares aos apresentados por Goksungur e Gunser¢ (1999) no
cultivo de L. delbrueckii também imobilizado em 2 % de alginato de célcio, provando que o
acido latico € produzido pelas células imobilizadas, e a porcentagem de producdo de &cido latico

obtido pelas células livres é desprezivel. Uma das maneiras de se evitar a saida de células é usar o
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recobrimento dos pellets formados com quitosana, como fez Zhou et al. (1998), no cultivo de
Lactococcus lactis ssp. cremoris. Nesse estudo, os autores obtiveram uma reducdo de 100 vezes o
numero de UFC/mL no meio externo quando o pellet foi recoberto. Yoo et al. (1996) realizaram
um teste de encapsulacdo de L. casei em alginato de célcio, alginato de bario, ambos com
cobertura de quitosana, no intuito de evitar a saida de células do suporte. Os melhores resultados
foram obtidos quando se utilizou o alginato de bario recoberto com a quitosana, pois, além da
capa protetora, o Ba?* apresenta maior estabilidade frente a agentes quelantes como fosfato e
lactato quando comparado a fons Ca?".

Ja Champagne et al. (1992) apresentaram reducdo de saida de células diminuindo a
populacdo das mesmas na periferia, levando em conta que a saida de células ocorre também pelo
fato de haver crescimento de células em col6nias nesse local., Nesse estudo, com a espécie
Lactococcus lactis imobilizada em alginato, trés tratamentos foram conduzidos: o primeiro com o
tratamento dos pellets com etanol (60 %) por 2,5 min, o segundo com AI(NO)3 (0,1 M) estéril por
1 min, e o terceiro com CaCl, (0,1 M) a 55 °C por 25 min. O tratamento com etanol apresentou
diminuicdo significativa na saida de células do sistema imobilizado em alginato.

Utilizando pellets de aluminio, Tango e Ghaly (2002), montaram um sistema de
fermentacédo continua para producéo de acido latico pela espécie Lactobacillus helveticus. A taxa
de saida de células se manteve entre 5 a 10 %. Goksungur, Giindiiz e Harsa (2005) obtiveram
uma taxa de saida de células de 2,8 %, utilizando imobilizacdo em alginato recoberto de
quitosana, com a espécie L. casei. Quando se faz o reuso de células imobilizadas para a producao
de acido latico a taxa de saida de células tende a aumentar devido & degradacdo do suporte
principalmente por acdo quelante do proprio acido latico (YOO et al., 1996; YAN et al., 2001).
Na producdo de &cido propibnico pela bactéria Propionibacterium thoenii, Rickert, Glatz e Glatz
(1998) utilizaram aprisionamento em alginato de calcio e obtiveram uma taxa de saida de células
de 2 %. A avalia¢do do crescimento de células livres é fundamental para verificar a viabilidade
do reuso das células imobilizadas (BREANT, JEZEQUEL e LEBEAU, 2002).

5.6 Producéo de acido latico usando alginato 2 % e soro de queijo

Com o objetivo de estudar fontes alternativas de carbono, a lactose, proveniente do soro

de queijo foi usada em substitui¢do a glicose do meio MRS no cultivo com células imobilizadas.
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A concentracdo inicial de lactose utilizada foi de 26 g/L. O cultivo foi realizado a 35 °C, pH 6,1;
com 4,0 g/L de CaCOs, e agitagéo de 150 rpm.

Percebe-se na Figura 23 uma conversdo efetiva de lactose em acido latico em 24 h,
chegando a 21,7 g/L de acido latico, com conversdo de lactose em acido latico (Y s) igual a 0,83
e produtividade de 0,90 g.L"2.h™%. Os resultados mostram que o alto rendimento se deve ao uso de
fontes complexas de nitrogénio, como no caso, o extrato de levedura, extrato de carne e peptona,
estabelecidos no meio MRS. A producéo de &cido latico a partir de soro de queijo suplementado
com minerais e extrato de levedura foi feita por diversos estudos, que obtiveram bons resultados
de producéo.
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Figura 23. Producéo de &cido latico e consumo de lactose por L. rhamnosus imobilizado em alginato de
calcio, em meio MRS modificado com lactose.

Gunsiur (2005) utilizaram soro de leite em po, extrato de levedura e CaCO; como
variaveis em um planejamento experimental para estudo de producao de acido latico por L. casei
imobilizado em alginato. A melhor condigdo de producéo foi obtida a partir de 147,35 g/L de
lactose inicial, 28,81 g/L de extrato de levedura e 97,55 g/L de CaCOs, resultando em 136,3 g/L
de &cido latico apds 72 horas de cultivo. Esses resultados expressivos podem ser explicados pelo
uso de altas concentragdes de extrato de levedura, que contém diversas vitaminas e aminoécidos
esséncias para a bactéria, e também pelo uso de alta concentracdo de CaCOg3, proporcionando o

seqliestro do acido latico produzido, minimizando o efeito de inibicdo por produto. Altas
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concentracBes iniciais de acucar podem ser usadas em cultivo de células imobilizadas, pois
quando imobilizadas, as células sofrem menor efeito da alta concentra¢do de substrato como pode
ser verificado em diversos estudos (YOO et al., 1996; SENTHURAN et al., 1999; RAO et al.,
2009a).

Elezi et al. (2003) obtiveram melhora na produtividade de &cido latico quando
comparados cultivos apenas com lactose como fonte de carbono e com soro de queijo como fonte
de carbono, utilizando L. brevis imobilizado por adsor¢éo em celulose. Esse resultado indica que
0 SOro possui nutrientes como aminoacidos, capazes de melhorar o rendimento na produgéo de
acido latico.

Utilizando aprisionamento em pectina (3 % m/v), Panesar et al. (2007a) realizaram a
producdo de acido latico a partir de soro de queijo suplementado com 0,75 % (m/v) de extrato de
levedura e 1,5 % (m/v) de CaCOg3. A espécie utilizada foi L. casei, e a producdo foi de 32,95 g/L.

Dembczynski e Jankowski (2002) utilizaram além do extrato de levedura, a triptona, e
obtiveram a producéo de 45 g/L de acido latico com Y de 0,88, também com a espécie L.
rhamnosus imobilizada em alginato de célcio. Esse mesmo meio tambeém foi utilizado por
Bergmaier, Champagne e Lacroix (2003, 2005) no cultivo para producdo de exopolissacarideos
pela espéecie L. rhamnosus.

Outras fontes alternativas de carbono utilizadas para obtencéo de acido latico a partir de
celulas imobilizadas sdo os derivados de celulose. Hemicelulose hidrolisada, como fonte
alternativa a glicose no meio MRS, foi utilizada em estudo feito por Givry, Prevot e Duchiron
(2008) com imobilizacdo de L. bifermentans em alginato de célcio, tendo como resultados de

producdo e rendimento (Y s) de, 62,77 g/L e 0,83 respectivamente.

5.7 Avaliacéo das fontes alternativas de nitrogénio

A fonte de nitrogénio mais adequada para o crescimento de bactérias laticas e producao de
acido latico € o extrato de levedura, porém, devido ao alto custo desse insumo, buscam-se fontes
alternativas para utilizacdo em processos de larga escala. As fontes de nitrogénio alternativas ao
extrato de levedura testadas no presente trabalho foram agua de maceragdo de milho, sulfato de

amonio, autolisado de levedura e Pro-Floo®.
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Para o estudo das fontes alternativas de nitrogénio, o meio de cultivo utilizado foi 0 MRS
com fonte de carbono modificada por soro de queijo, na concentracdo de 50 g/L de lactose e as
fontes alternativas de nitrogénio, com concentra¢des equivalentes ao do meio MRS (Tabela 13).
Os cultivos foram conduzidos em 100 mL, a 35 °C, pH ajustado para 6,5, com 4,5 g/L de CaCOs3
e agitacdo de 150 rpm.

Os melhores resultados de producédo de acido latico a partir de soro de queijo foram 31,9
g/L e 27,2 g/L; quando se utilizaram &gua de maceracdo de milho e Pro-Floo®, como fonte
alternativa de nitrogénio, respectivamente (Figura 24). S&o parametros essenciais para a avaliagdo
de um processo em larga escala a produtividade e o rendimento, em determinados tempos de

reagdo. Os resultados de produtividade (g.L™".h™) e rendimento (Yoss) estéo dispostos na Tabela
19.

45 - .
—a— Autolizado de levedura

40 —e— Agua de mageracéo de milho
—A— Pro-Floo
—w— Sulfato de ambnio

Acido latico (g/L)

—v
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Tempo (h)
Figura 24. Producdo de &cido latico por L. rhamnosus imobilizada em alginato de calcio, em fontes
alternativas de nitrogénio.

Tabela 19. Produtividade e taxa de conversdo no cultivo em diferentes fontes de nitrogénio
Produtividade (g.L™".h™)  Rendimento (Y )

24 h 48 h 24 h 48 h
Agua de maceracéo de milho 0,91 0,57 0,44 0,54
Autolisado de levedura 0,12 0,10 0,06 0,10
Pro-Floo® 0,23 0,60 0,11 0,58

Sulfato de Amonio 0,08 0,02 0,04 0,02
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A produtividade permite a delimitacdo do tempo em que a reacdo esta ocorrendo e 0
rendimento mostra a taxa de conversdo do substrato especifico usado no produto desejado. A
produtividade de acido latico em 24 h, teve melhor resultado quando se utilizou &gua de
maceracéo de milho, ficando em torno de 0,9 g.L™.h™; nesse mesmo tempo a converséo foi de
0,44; contudo, em 48 h, a produtividade passou para 0,57 g.L.h™ e a conversdo passou para 0,54.
Dado similar de conversdo foi obtido quanto utilizado o Pro-Floo®, no valor de 0,58 em 48 horas
de cultivo. Essas duas fontes foram selecionadas para estudos com diferentes concentragdes.

Quando utilizado o autolisado de levedura, a producdo foi mais lenta e menos efetiva, ja
ao utilizar uma fonte de nitrogénio inorganica como o sulfato de amonio, a producdo de acido
latico praticamente ndo ocorreu devido a auséncia de vias de sintese de aminoacidos na bactéria
estudada, comprometendo assim o crescimento celular e a producéo de metabdlitos.

A maioria dos estudos de fontes alternativas de nitrogénio para producdo de acido latico
com células livres ou células imobilizadas utiliza a agua de maceracdo de milho, que apresenta
componentes fundamentais para a fermentacdo latica como aminoacidos, vitaminas e sais
minerais (Tabelas 4 e 5, do item 3.2). Senthuran et al. (1999) utilizaram como fonte alternativa de
nitrogénio a proteina hidrolisada do soro de queijo, em um reator de leito empacotado com
reciclo de células. O estudo foi feito com a espécie L. casei e a proteina hidrolisada de soro de
queijo constituiu uma fonte alternativa ao extrato de levedura, resultando em maior producéo de
4cido latico. J4 o Pro-Floo® est4 comegando a ser explorado para esse fim, e apresenta resultados

promissores, como visto acima.
5.8 Producéo de &cido latico a partir de Pro-Floo® como fonte alternativa de nitrogénio.

Para otimizaco do uso do Pro-Floo®, utilizou-se diferentes concentracées inicias (20;
31,7; 50 e 70 g/L). Os cultivos foram conduzidos em 100 mL, a 35 °C, pH ajustado para 6,5, com
4,5 g/L de CaCOs e agitacdo de 150 rpm. O resultado do &cido latico produzido esta apresentado
na Figura 25. Os dados demonstram que a producéo de &cido latico foi efetiva pos 48 horas de
cultivo, com produtividade de 0,47 g.L .h? e Y s de 0,57 (Tabela 20), para o cultivo com 31,7
g/L de Pro-Floo®. Menor concentracio da fonte de nitrogénio leva a uma producdo tardia, como
demonstrado no grafico para a concentracéo de Pro-Floo® de 20 g/L, em que a produgéo ocorreu

apos 72 horas (Figura 25).



69

45 4 —&— Pro-Floo 20 g/L
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Figura 25. Producdo de acido latico por L. rhamnosus imobilizada em alginato de calcio, em diferentes
concentrages de Pro-Floo®.

Tabela 20. Produtividade e taxa de converséo de lactose em acido latico com o uso do Pro-Floo®
Produtividade (g.L"".h™) Rendimento (Y p/s)

24 h 48 h 24 h 48 h
Pro-Floo® - 20 g/L 0,00 0,09 0,01 0,45
Pro-Floo®-31,7g/L 0,04 0,47 0,05 0,57
Pro-Floo® - 50 g/L 0,05 0,40 0,08 0,53
Pro-Floo® - 70 g/L 0,04 0,33 0,01 0,41

Pode-se observar na Tabela 20 que o aumento da concentracdo de Pro-Floo®, acarreta
maior producdo de acido latico, porém, em concentracfes acima de 40 g/L, ocorre leve inibicao
da produco. Isso ocorre, pois em altas concentracdes de substrato, no caso o Pro-Floo®, h4 um
desequilibrio osmotico, causando uma situacdo de estresse para as celulas, que passam a ter o

metabolismo mais lento.

5.9 Producéo de acido latico a partir de agua de maceracéo de milho como fonte alternativa

de nitrogénio.

Os ensaios utilizando a agua de maceracdo de milho foram realizados nas concentracdes
de 50, 75, 115 e 165 mL/L, com concentracdo inicial de lactose a 100 g/L (Figura 26). Os
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cultivos foram conduzidos em 100 mL, a 35 °C, pH ajustado para 6,5, com 4,5 g/L de CaCOg3; e

agitacdo de 150 rpm. Na Tabela 21 encontram-se os valores de produtividade e a taxa de

conversao de lactose em &cido latico com o uso da dgua de maceracdo de milho como fonte de

nitrogénio.

90 4
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—e— AMM 75 mL/L
—A— AMM 115 mL/L
—v— AMM 165 mL/L

Figura 26. Producdo de &cido latico por L. rhamnosus imobilizada em alginato de calcio, em diferentes

60
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100

concentracdes de dgua de maceracao de milho.

Tabela 21. Produtividade e taxa de conversao de lactose em &cido latico com o uso da 4gua de maceragédo
de milho como fonte de nitrogénio

Produtividade (g.L™".h™) Rendimento (Y )

24 h 48 h 24 h 48 h
AMM - 50 mL/L 2,52 1,35 0,82 0,81
AMM - 75 mL/L 2,02 0,88 0,75 0,44
AMM — 115 mL/L 3,10 1,41 0,88 0,75
AMM — 165 mL/L 2,48 1,19 0,76 0,70

A partir da Figura 26 pode-se observar a produgdo de acido latico de 74,51 g/L em 24

horas de cultivo com 115 mL/L de dgua de maceracdo de milho, tendo uma produtividade de 3,1

g.L.h?, e Yp/s 0,88 (Tabela 21). Ndo houve inibicdo da producéo quando se utilizou altas

concentraces de agua de maceracdo de milho. Quando comparada ao Pro-Floo®, a agua de

maceracdo de milho proporcionou maior produtividade e rendimento. Assim, se essas condi¢des
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foram mantidas para teste de comparacdo entre cultivo de células livres e imobilizadas (item
5.10).

5.10 Comparagcao de producdo de acido latico com células livres e imobilizadas

A partir das condigdes de cultivo apresentadas no item 4.8 foi feito o teste comparativo de
producdo de &cido latico por células livres e imobilizadas, com diferentes concentracbes de agua
de maceragédo de milho. No cultivo de células livres a biomassa obtida da reativagdo em 100 mL
de MRS foi centrifugada e ressuspensa em 100 mL do meio de cultivo. Em contrapartida, o
cultivo de células imobilizadas foi feito a partir da imobilizagdo da mesma quantia obtida por
reativacdo em 100 mL em MRS (item 4.4). A concentracdo inicial de lactose ficou em torno de
110 g/L.

Com relacdo as fermentacdes realizadas com células livres, obteve-se 107,89 g/L de acido
latico, com maxima produtividade de 2,25 g/L, a partir de 75 g/L de AMM (Figura 27, Tabela
22), atingindo um rendimento de 0,73 apds 48 horas de cultivo. Na Figura 28 estdo apresentados
os dados do cultivo com células imobilizadas, onde ocorreu um aumento da concentracdo de
acido latico apos 48 horas de cultivo. Nesse cultivo, a maior producdo foi de 114,04 g/L de &cido
latico, com méxima produtividade de 2,38 g.L™>.h™%, e converséo de 0,72, utilizando 115 g/L de
AMM (Tabela 23). As células imobilizadas apresentaram valores similares de producdo e
produtividade de acido latico com relacdo ao cultivo com células livres, demonstrando que o L.
rhamnosus se manteve estavel e viavel, imobilizado em matriz de alginato de calcio, durante o

processo fermentativo.



140 4

120 4

100 +

80

60

Concentragéo (g/L)

40

20

Tempo (h)

—— Lactose (50 mL/L AMM)
—@— Lactose (75 mL/L AMM)
—4A— Lactose (115 mL/L AMM)
—¥— Lactose (165 mL/L AMM)
—<— Acido latico (50 mL/L AMM)
—»— Acido latico (75 mL/L AMM)
—&— Acido latico (115 mL/L AMM)
—o— Acido latico (165 mL/L AMM)

72

Figura 27. Producdo de &cido latico e consumo de lactose por L. rhamnosus, em diferentes concentragfes de

4gua de maceragdo de milho, em cultivo de células livres.
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Figura 28. Producdo de acido latico e consumo de lactose por L. rhamnosus, imobilizado em alginato de célcio, em

diferentes concentragdes de agua de maceracgdo de milho.

Tabela 22. Produtividade e taxa de conversdo de lactose em acido latico no cultivo de células livres

Produtividade (g.L™".h™) Rendimento (Y ,)

24 h 48 h 24 h 48 h
AMM - 50 mL/L 3,54 1,92 0,64 0,70
AMM - 75 mL/L 4,05 2,25 0,65 0,73
AMM - 115 mL/L 2,80 2,18 0,38 0,67
AMM — 165 mL/L 2,67 1,96 0,36 0,60
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Tabela 23. Produtividade e taxa de conversao de lactose em acido latico no cultivo de células imobilizadas
Produtividade (g.L".h™")  Rendimento (Y )

24 h 48 h 24 h 48 h
AMM — 50 mL/L 2,37 2,03 0,69 0,78
AMM — 75 mL/L 2,35 2,27 0,45 0,75
AMM - 115 mL/L 2,60 2,38 0,50 0,72
AMM — 165 mL/L 2,17 2,00 0,53 0,68

A principal vantagem do sistema imobilizado em relagdo ao cultivo com células livre é a
facilidade do reuso dessas células por uma simples etapa de filtracdo dos pellets, além disso, o
caldo fermentado terd o de purificacdo do produto facilitado quando comparado ao processo com
celulas livres, onde h& necessidade de centrifugagdo das células. O consumo de acido latico
observado ap6s 48 horas de cultivo nas células livres se deve a acdo de enzimas que convertem o
acido latico a piruvato, principalmente a lactato oxidase e a prépria lactato desidrogenase. Isso
ocorre em condicOes limitantes de substrato, quando o micro-organismo regenera o piruvato para
posterior obtencdo de energia. Rao et al. (2008a) obtiveram melhora na producéo de &cido latico
quando utilizaram a imobilizacdo em alginato modificado com 4&cido succinico quando
comparado com o cultivo de células livres. Elezi et al. (2003) apresentou melhores resultados de
producdo e produtividade de &cido latico com células de L. brevis imobilizados por adsor¢do em
celulose deslignificada, quando comparado ao cultivo com células livres.

Diversos estudos de produgdo de acido latico por células imobilizadas por aprisionamento
obtiveram maiores resultados de producdo com relacdo aos mesmos cultivos com células livres
(ROUKAS e KOTZEKIDOU, 1998). Porém, Dembczynski e Jankowski (2002) obtiveram no
cultivo de Lactobacillus rhamnosus encapsulado em alginato, menor producéo e produtividade de
acido latico quando comparado com cultivo de células livres. Ja Goksungur e Giveng (1999)
obtiveram resultados similares de producdo de acido latico por células de Lactobacillus
delbrueckii aprisionadas em alginato de célcio e células livres. Yan et al. (2001) apontaram um
efeito da imobilizacdo de células na concentracdo necessaria de extrato de levedura para a
producdo de acido latico por L. amylovorus. Segundo dados dos autores, o requerimento de
extrato de levedura pode ser reduzido de 3,0 para 0,75 % quando se utiliza células aprisionadas
em alginato de célcio.
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5.11. Producédo de acido latico com imobilizacdo em alginato modificado com acido
palmitico

A modificacdo do alginato foi realizada de acordo com o item (4.5.2). O meio utilizado
foi 0 MRS modificado sem citrato e sem fosfato, com a 4gua de maceracdo de milho ou Pro-
Floo® como fontes alternativas de nitrogénio.

5.11.1 Agua de maceraco de milho como fonte alternativa de nitrogénio

Os cultivos utilizando imobilizacdo em alginato modificado foram realizados com &gua de
maceracdo de milho nas concentracbes de 50, 75, 115 e 165 mL/L e soro de queijo
desproteinizado, ajustado para 100 g/L de lactose inicial., Os resultados estdo dispostos na figura
29.
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Figura 29. Producdo de acido latico e consumo de lactose em cultivo com agua de maceracgdo de milho e modificagdo
do alginato com acido palmitico.

Assim como no cultivo utilizando a matriz de alginato sem modificacéo, as diferentes
concentracOes de dgua de maceracao de milho utilizadas néo influenciaram na producéo de acido
latico. A maxima producdo de acido latico ocorreu apds 48 horas de cultivo (Figura 29),
chegando a 2,11 g.L">.h" de produtividade e 0,79 de rendimento de lactose em &cido latico,

quando utilizado a concentracdo de 115 mL/L de 4gua de maceracao de milho (Tabela 24).
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Tabela 24. Produtividade e taxa de conversao de lactose em &acido latico no cultivo de células imobilizadas com agua

de maceracgdo de milho

Produtividade (g.L™".h™)

Rendimento (Yp/s)

24 h 48 h 72h  24h 48h 72h
AMM - 50 mL/L 2,46 1,83 131 069 070 0,73
AMM - 75 mL/L 2,56 1,94 150 062 069 0,79
AMM -115 mL/L 2,68 2,11 138 07 079 0,72
AMM - 165 mL/L 2,47 1,93 141 069 070 0,72

5.11.2 Pro-Floo® como fonte alternativa de nitrogénio

Os cultivos utilizando imobilizagcdo em alginato modificado foram realizados com Pro-

Floo® nas concentracdes de 20; 31,7; 50 e 70 g/L e soro de queijo desproteinizado, ajustado para

90 g/L de lactose inicial., Os resultados estéo dispostos na figura 30.
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Figura 30. Producdo de 4cido l4tico e consumo de lactose em cultivo com Pro-Floo® e modificagdo do alginato com
acido palmitico.

No cultivo para produgéo de 4cido latico utilizando a modificacdo do alginato com &cido

palmitico e com Pro-Floo® como fonte alternativa de nitrogénio a produgdo méxima de é&cido

latico ocorreu ap0s 72 horas, evidenciando dificuldades de difusdo, quando comparado ao cultivo

apenas com o alginato comum (Figura 30, Tabela 25).



76

Tabela 25. Produtividade e taxa de conversdo de lactose em &cido latico no cultivo com Pro-Floo®

Produtividade (g.L™".h™) Rendimento (Yp/s)

24h 48h 72h 24h 48h 72h
Pro-Floo 20 g/L 0,85 0,71 0,95 051 059 0,77
Pro-Floo 31,7¢g/L 1,15 1,17 1,13 0,57 0,63 0,79
Pro-Floo 50 g/L 1,46 1,25 1,21 051 0,559 0,80
Pro-Floo 70 g/L 168 125 1,23 059 0,67 0,88

Os maiores valores de producao foram 86,85 e 88,6 g/L de acido latico, obtidos quando

utilizadas as concentragdes de 50 e 70 g/L de Pro-Floo® respectivamente, em 72 h. Também em

72 horas de cultivo, os maiores valores de rendimento e produtividade foram obtidos quando

utilizada a concentracéo de 70 g/L de Pro-Floo®, sendo 0,88 e 1,23 g.L™.h respectivamente.

Tabela 26. Comparacgdo dos pardmetros de producdo de acido latico em 48 h

. . . Producdo Produtividade Rendimento Conversdo
Matriz Meio de cultivo (/L) (g.L-l.h-l) (Ypls) (%)

Alginato

MRS (24 h) 14,45 0,6 0,72 100

MRS com soro de queijo (24 h) 21,7 0,9 0,83 100

MRS com AMM (115 ml/L) 119,04 2,38 0,72 100

MRS com Pro-Floo® (31,7 g/L) 22,56 0,47 0,57 94,45
Alginato modificado com acido palmitico

MRS com AMM (115 ml/L) 101,45 2,11 0,79 84,76

MRS com Pro-Floo® (70 g/L) 60,07 1,25 0,67 86,9
Células livres

MRS com AMM (75 ml/L) 107,89 2,25 0,73 100

Comparando o rendimento de todos os experimentos realizados pode-se observar que o

melhor resultado em rendimento (Yp/s = 0,83) foi obtido no cultivo com lactose como fonte de

carbono e as fontes de nitrogénio do MRS, extrato de levedura, peptona e extrato de carne,

demonstrando assim a eficacia desses compostos ricos em aminodcidos e vitaminas. Porém, a

AMM e o Pro-Floo® se apresentam como excelentes fontes alternativas de nitrogénio, que

podem diminuir o custo da producdo. Os valores de rendimento obtidos nos cultivos com AMM e

Pro-Floo® foram, respectivamente, 0,72 e 0,57. O rendimento obtido em 24 horas com 0 meio

MRS foi de 0,72, evidenciando que a AMM pode substituir as fontes complexas de nitrogénio. O
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cultivo com células livres apresentou similaridade com o cultivo com células imobilizadas em
todos os parametros analisados, como apresentado na Tabela 26 nos cultivos com MRS e AMM.
Assim, a imobilizag&o de celulas apresenta uma alternativa viavel ao cultivo com células livres,
oferecendo vantagens na etapa de purificacdo do &cido latico.

Nos cultivos utilizando MSR modificado com lactose, agua de maceragdo de milho e Pro-
Floo®, observa-se, na Tabela 26, uma melhora no rendimento (Yos) quando se utiliza a
modificacéo do alginato com acido palmitico. Para esses cultivos, os resultados de Y s passaram
de 0,72 para 0,79 no cultivo com AMM e de 0,57 para 0,67 no cultivo com Pro-Floo®. O efeito
do acido palmitico € aumentar a hidrofobicidade no interior do suporte, para que todo acido fique
no meio externo e ndo consiga ter contato com as células. Porém, nos cultivos com o alginato
modificado com é&cido palmitico ocorreu menor conversdo do substrato, o que ocasiona perdas
consideraveis na etapa de purificacdo do &cido latico.

Os dados obtidos estdo de acordo com experimento feito por Rao et al. (2009a), que
utilizaram a espécie L. delbrueckii, utilizando 100 g/L de glicose e 68 mL/L de agua de
maceracdo de milho como fontes de carbono e nitrogénio respectivamente. Maiores valores de
producdo de acido latico foram obtidos no cultivo com a imobilizagdo em alginato modificado
com &cido palmitico, alcangando 80,5 g/L (com alginato sem modificacdo a producdo foi de 63,5
g/L). Com a mesma espécie foi feita a produgdo de acido latico com imobilizagcdo em alginato
modificado com &acido succinico por Rao et al. (2008a), de modo a aumentar a quantidade de
grupos carboxilas no interior do suporte, conferindo um efeito tamponante, que resiste a queda do
pH no meio. A derivatizacdo do alginato ocasionou um aumento no Yp/s de 0,64, na
imobilizacdo apenas com alginato para 0,83, na imobilizagdo com modificacdo com &cido
succinico. Estudo feito por Rao et al. (2008b) demonstra que ha maior resisténcia em bateladas
sequéncias quando se utiliza o alginato modificado com acido palmitico. Outro efeito
demonstrado pelo autor foi um acréscimo na enantiosseletividade, com a producdo de 99 % do
enantidbmero L-acido latico a partir da bactéria L. delbrueckii.

Na Tabela 27 ¢é possivel comparar o melhor resultado do presente experimento com outros
dados literais de producdo de acido latico que utilizam tecnologias de imobilizacdo de células.
Observam-se valores de rendimento muito similares aos apresentados na literatura, situando o

estudo dentro dos principais valores obtidos para producdo de acido latico.



Tabela 27. Producdo de acido latico por células imobilizadas
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Micro- Imobilizagdo Substrato Cultivo Produgéo Produtividade Y  Referéncia
organismo (g/L) (g.L ™Y pis
Bactérias
Lactobacillus lactis Aprisionamento em Soro de queijo  Batelada 46,02 191 0,77 ROUKASE
e L. casei alginato de calcio alimentada KOTZEKIDOU
(1998)
L. delbrueckii ~ Aprisionamento em Melago de  Fermentacéo 42,71 13,92 0,82 GOKSUNGUR
alginato de célcio beterraba continua E GUVENG
(1999)
L. helvectus Adsorcdo em  Soro de queijo Reator de leito 75.64 3,92 0,75 TANGOe
esferas de aluminio empacotado GHALY (2002)
L. delbrueckii  Aprisionamento em Glicose Bateladas 83,51 0,86 0,83 RAOetal.
alginato de calcio consecutivas (2008a)
modificado com em erlenmeyer
4cido succinico
L. bifermentans  Aprisionamento em Hidrolisado de  Batelada 62,77 1,16 0,83 GIVRY,
alginato de calcio farelo de trigo PREVOT e
DUCHIRON
(2008)
L.salivarius  Adsorcdo embucha  Glicose Batelada 42,52 1,22 0,85 CHANTAWO
vegetal NGVUTI et al.
(2010)
L. rhamnosus  Aprisionamento em Lactose Batelada 25,22 0,52 0,84 PETROV,
poliacrilamida PETROV e
BESCHKOV
(2007)
L. rhamnosus Aprision_amento Soro__de Batelada 21,7 0,9 0,83 Presente
em alginato queijo trabalho
Aprisionamento
em alginato de Soro de Presente
L. rhamnosus  célcio modificado .. Batelada 101,45 2,11 0,79
. queijo trabalho
com &cido
palmitico
Fungos
Rhizopus oryzae  Adsorcdo em bucha  Amido de Batelada 88,68 1,84 0,74 GANGULY,
vegetal arroz DWIVEDI e
hidrolisado SINGH (2007)
R. oryzae Aprisionamento em Glicose Reator de leito 82,05 2,55 0,83 LINetal.
alginato de calcio fluidizado (2007)
R. oryzae Imobilizacéo Glicose Reator air lift 77,54 0,99 0,64 MANEEBOON
natural em forma de et al. (2010)
esferas

5.12 Producdo continua de &cido latico a partir de cultivo em reator com alginato recoberto

com PEI

Para o cultivo em reator de leito empacotado a imobilizacdo foi feita de acordo com o

item (4.5.3). O meio de cultivo utilizado foi o MRS modificado, sem fosfato e sem citrato, para

evitar a acdo quelante desses ions. A temperatura foi mantida a 35 °C utilizando-se circulacdo de
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agua proveniente de banho termostatico por uma camisa de vidro do reator. Os resultados estdo
dispostos na Figura 31 e na Tabela 28.

Verifica-se uma consideravel conversdo de glicose em &cido latico a partir de 4 h, se
estabelecendo em torno de 0,88. O fluxo de meio de cultivo para o reator foi alterado
manualmente baseando-se na alteragdo do pH, por isso observa-se uma taxa de diluicdo crescente
durante o cultivo. Sem o recobrimento dos pellets de alginato, houve a dilui¢do do alginato em 12

horasde cultivo e conseqliente lixiviacao de células.

—&— Glicose (g/L)
—e— Acido latico (g/L)

= P = =
o N IS o
1 1 1 )

Concentragéo (g/L)
[ee]
1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

Figura 31. Producao de &cido latico e consumo de glicose no cultivo continuo em reator de leito
empacotado a 35 °C.

Tabela 28. Dados da fermentagdo continua em reator de leito empacotado

P Taxa de Tempo de .
Te(rrr:)po Glicose (g/L) AC'?;BUCO pH (I;:t)/(ﬁ) dllljuzﬁélc)) residéncia - ¢ (h) Rerg:j(lr&(;;l to

0 13,25 0 6,78 8,4 1,68 0,60

2 7,88 7,65 5,07 13,8 2,76 0,36 0,63
4 11,79 7,24 4,23 14,4 2,88 0,35 0,88
6 12,51 6,07 4,32 14,4 2,88 0,35 0,81
8 13,03 5,81 4,28 14,4 2,88 0,35 0,83
10 13,1 579 4,25 144 2,88 0,35 0,84
12 13,11 6,02 4,3 144 2,88 0,35 0,87
24 12,02 6,71 4,01 16,8 3,36 0,30 0,84
36 11,7 6,59 4,02 19,2 3,84 0,26 0,79
48 11,13 6,97 3,95 19,2 3,84 0,26 0,79
60 10,39 7,05 4,01 19,2 3,84 0,26 0,73

72 10,15 7,51 3,88 19,2 3,84 0,26 0,76
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Com a espécie L. lactis em reator de leito empacotado, Sirisansaneeyakul et al. (2007)
realizaram a fermentacgdo de acido latico com fluxo descendente e reciclo de meio de cultivo para
a coluna. A bactéria foi imobilizada pela técnica de encapsulagdo em membrana de alginato,
recoberto com polietilenoglicol. A taxa de diluicdo foi mantida em 0,5 h™, e o pH controlado em
6,85, resultando em um rendimento de 0,89.

Para producédo de &cido latico alguns modelos de reatores ja foram estudados, como por
exemplo, Lamboley et al. (1997) que realizaram o teste com Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris, imobilizadas em k-carragenato em reator de tanque agitado.
Know et al. (2001) utilizaram a espécie L. rhamnosus em um reator em membrana acoplado a um
reator de tanque agitado, onde a propria bactéria se fixa, resultando em alta densidade de células.
A maior produtividade foi alcancada quando de utilizou dois reatores de membrana em série,
chegando a 57 g.L™.h™%. Outro reator em membrana com reciclo de células foi elaborado por Xu
et al. (2006) para producgdo de acido latico pela espécie Lactobacillus paracasei, onde se obteve
produtividade de 31,5 g.L™.h™. Rangaswamy e Ramakrishna (2008) montaram um sistema de
imobilizacdo em cubos de espuma de poliuretano, constituindo um reator de leito empacotado
com a formacdo de biofilme no suporte inerte, com um reator de tanque agitado acoplado ao
processo. A espécie utilizada foi Lactobacillus delbrueckii, em meio de caldo de cana, tendo uma
produtividade de 5 g.L™.h™ e um tempo de efetiva fermentacéo de 1000 h.

Estudos de fermentacdo extrativa, onde se utiliza um reator acoplado a um sistema de
purificagdo foram utilizados por Senthuram et al. (2004) com um reator de leito empacotado com
a bactéria Lactobacillus casei subsp. rhamnosus imobilizada em PEI, acoplado a um sistema de
resina de troca ibnica para obtencdo do 4&cido latico. Jung e Lovitt (2010) realizaram a
fermentagédo extrativa com um sistema de producgdo por imobilizag&o por adsorcdo, acoplado a
um sistema de filtracdo para a obtencdo do &cido latico, utilizando as espécies Oenococcus oeni,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri e Bifidobacterium longum.

Kawaguti et al. (2006) utilizaram o PEI em uma solugdo de 0,75 % para o recobrimento
do alginato para a producéo de isomaltulose a partir da bactéria Erwinia sp, em um reator de leito
empacotado, utilizando como substrato agua de maceracdo de milho e melaco de cana. Também
Cheng et al. (2010), utilizaram 0,2 % de PEI em solucéo para o recobrimento de alginato com a
bacteria Methylibium petroleiphilum para degradacdo de metil terc-butil éter (MTBE) em reator

de leito fixo. Utilizando um processo de batelada seqliencial para biotransformacao de p p-metoxi
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fenil acetonitrila em p-metoxifenilacetico, Chen et al. (2008) utilizaram a estabilizacdo de
Bacillus subtilis aprisionado em alginato com recobrimento de PEI e tratamento de glutaraldeido.
Para producéo de etanol, Ghorbani et al. (2011) elaboraram um reator de leito empacotado com
células aprisionadas em alginato, com fluxo ascendente de meio de caldo de cana. O sistema

apresentou estabilidade por 25 dias de fermentacao.
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6. Conclusodes

Objetivando a reducdo dos custos de producdo de &cido latico, as fontes alternativas de
carbono e nitrogénio utilizadas no experimento foram adequadas e substituiram o meio
tradicionalmente utilizado na producdo de L-acido latico. Considerando a fonte alternativa de
carbono utilizada no experimento, o soro de queijo desproteinizado, que tem como principal
componente a lactose, além de aminodacidos, representa um 6timo substrato para a producéo de L-
acido latico pela espécie L. rhamnosus, atingindo o melhor rendimento dentre todos os ensaios
(0,83). Dentre as fontes de nitrogénio estudadas, a agua de maceragdo de milho apresentou
melhores resultados de producéo (119,04 g/L), produtividade (2,38 g.L.h™) e rendimento (0,72),
devido a presenca de diversos aminoacidos, vitaminas do complexo B e sais minerais, suprindo
as exigéncias nutricionais da bactéria latica estudada. O residuo Pro-Floo® pode ser utilizado
como fonte alternativa de nitrogénio, apesar de apresentar resultados de producdo (22,56 g/L),
produtividade (0,47 g.L.*h™) e rendimento (0,57) inferiores.

O cultivo com células livres apresentou resultados similares de produ¢do (107,89 g/L),
produtividade (2,25 g.L."*h™) e rendimento (0,73) ao cultivo com células imobilizadas quando
utilizado AMM e soro de queijo. A imobilizacdo de células constitui assim uma importante
ferramenta para otimizagdo de processo continuo de fermentacdo latica, e também possibilita o
reuso do suporte com alta densidade de células em fermentacéo de bateladas seqlienciais.

A imobilizacdo de células por aprisionamento foi efetiva quando utilizada a concentracao
de alginato de 2 %, e se manteve estavel até o final das fermentacGes. A utilizacdo do CaCOg3 €
necessaria para a captagdo do acido latico, que poderia reagir com o alginato, dissolvendo os
pellets, liberando as células para 0 meio externo e limitando a atividade das células imobilizadas.

A modificacdo do alginato com &cido palmitico trouxe melhoras nos rendimentos dos
cultivos com AMM e Pro-Floo®, porém houve sobra de substrato no meio, o que dificulta o
processo de purifica¢do do acido latico.

O cultivo em reator de leito empacotado, operando em sistema continuo apresenta a
oportunidade de um processo de alta produtividade, além da possibilidade de acoplar um sistema

de purificagdo do acido latico. O sistema se manteve estavel por 72 horas.
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7. Perspectivas futuras

Como perspectiva futura para a producdo do &cido latico faz-se necesséria a busca pelos
mais diversos residuos disponibilizados principalmente na agroindistria, levando em
consideracdo a atual possibilidade de utilizacdo desses recursos em processos biotecnoldgicos.
Por exemplo, o uso de bactérias, que sejam capazes de realizar a sacarificacdo e a fermentacéo
quando se utiliza fontes mais complexas de carbono, como residuos de amido. Outra fonte
alternativa de nitrogénio é a proteina retirada no processo de desproteinizagdo do soro de queijo
que é amplamente utilizado como fonte de carbono em meios de cultivos de diversos processos
biotecnolégicos.

Novos processos continuos com células imobilizadas podem garantir melhoras
significativas na producdo e produtividade do acido latico. Junto a esses estdo 0s sistemas de
fermentacéo extrativa que associam a producéo e purificacdo simultaneamente. A purificacdo do
acido latico representa parte significativa do custo final do produto e sdo necessarios estudos para

melhoria dos métodos atuais de purificacdo do &cido latico.
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