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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo realizado para avaliar a viabilidade da producdo de
dois 4cidos por uma metodologia nova e livre de sinteses quimicas. Para a producdo do
acido lactico, analisou-se o comportamento de trés cepas bacterianas diferentes na
fermentacdo do melaco de cana-de-acgucar: Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc
mesenteroides e Lactobacillus plantarum. Foram realizados estudos em shaker, para
simular o comportamento desses microrganismos frente a diferentes condi¢des de
temperatura (de acordo com cada bactéria), de concentracdes de sacarose (15 g/L, 25 g/l e
35 g/L, aproximadamente) e de extrato de levedura (2 g/L, 4g/L e 6 g/L). Posteriormente,
as melhores condi¢des obtidas para cada bactéria foram reproduzidas em fermentador de
grande volume, com controle de pH para avaliar a viabilidade do processo. A segunda etapa
consistiu na aplicagdo do acido lactico, obtido via fermentacdo, como substrato para a
producdo do 4cido propidnico pela bactéria Propionibacterium acidipropionici. A
manutencdo da cepa e a preparacdo do pré-indculo foram constituidos de lactato de sddio,
em concentracdes progressivas, até que a mesma estivesse pronta para ser inserida no meio
de fermentagdo. Por ser um microrganismo anaerébio, foi utilizada a alimentacdo de N, ao
reator, previamente ao inicio do processo, para manuten¢do da vida da cepa durante o
processo, que contou com controle de pH, agitacdo e, consequentemente, taxa de formacgao
de O, durante o processo. Todas as amostras retiradas durante os processos foram
quantificadas com relacdo aos agucares e aos dacidos em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

PALAVRAS-CHAVE: 4cido l4ctico, &cido propidnico, fermentacdo, biotecnologia,
processos — fermentagao.

vii



viii



ABSTRACT

This paper describes the study conducted to evaluate the feasibility of production of two
acids by a new methodology free of chemical syntheses. For the production of lactic acid,
the behavior of three different bacterial strains in the fermentation of sugar cane molasses
were analyzed: Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum and Leuconostoc
mesenteroides. Shaker studies were performed to simulate the behavior of these micro-
organisms to different temperature conditions (in accordance with each bacterium), and
concentrations of sucrose (15 g/L 25 g/L and 35 g/L, approximately), and yeast extract (2
g/L, 4g/L. and 6 g/L). Subsequently, the best conditions obtained for each bacterium were
reproduced in large volume fermenter with pH control to assess the viability of the process.
The second step consisted of the application of lactic acid obtained through fermentation, as
a substrate for the production of propionic acid by the bacterium Propionibacterium
acidipropionici. The maintenance of strains and the preparation of the pre-inoculum
consisted of sodium lactate at progressive concentrations until it was ready to be inserted
into the fermentation medium. Being an anaerobic microorganism, it was used to feed the
reactor Ny, prior to the start of the process, to maintain the life of the strain during the
process, which had control of pH, agitation and the consequent rate of formation of O,
during the process. All samples taken during the process were quantified with respect to
sugars and acids in high performance liquid chromatography (HPLC).

KEYWORDS: lactic acid, propionic acid, fermentation, biotechnology, process —
fermentation.
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PLA: polimero de écido lactico

FAT: Fundacido André Tosello
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P = concentragdo de produto no fermentador (g/L)

S = concentracdo de substrato residual no fermentador (g/L)

Sm = concentracao de substrato no mosto de alimentacao (g/L)

t = tempo (h)

V = volume de meio no fermentador (fase sélida + fase liquida) (L)
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Qv = produtividade volumétrica (g/L.h)
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CAPITULO I - INTRODUCAO

CAPITULO I

Introducdo

Os produtos quimicos usualmente aplicados nas inddstrias t€ém origem, na maioria
das vezes, na sintese quimica de fontes fosseis. Entretanto, com o esgotamento dessas
matérias-primas e devido ao fato de que essas reagdes geram produtos ndo amigdveis ao
meio ambiente, o uso de fontes renovdveis tem chamado a atencdo de muitos

pesquisadores.

O processo chamado de “quimica verde” que tem como principal ideia a aplicacio
de recursos biodegraddveis e tem como maior vantagem o uso de diferentes rotas
metabolicas de microrganismos durante a geracdo dos produtos. Isso possibilita a
descoberta de novos processos de alto valor agregado, sem a geragcdo de produtos toxicos e

sem fazer uso de fontes esgotdveis.

Somado ao fato de se usar matéria-prima renovavel, é importante estudar as
melhores metodologias a serem aplicadas, durante a producdo, para que se otimize o bom
emprego desse material, acoplado a processos que evitem agressdes ao meio ambiente. Esse
fator foi de extrema importincia durante a realizacdo da presente dissertagdo, ja que a
producdo do produto de interesse, dcido propidnico, foi realizada em sua totalidade por

rotas biotecnoldgicas, a partir de um residuo agroindustrial, o melaco da cana-de-actcar.

A cana-de-actcar, uma rica fonte de carboidratos, ¢ uma das plantas de maior
interesse no Brasil, ja que o pais lidera a produ¢do mundial, por ser uma matéria-prima com
grande capacidade fotossintética e, por isso, grande fonte de energia renovavel. A partir dos
anos 70, a industria de agucar e dlcool no pais passou por uma notdvel transformagao, que
deixou de ter o foco voltado apenas para o setor de alimentos para se destinar também ao
energético (Waak e Neves, 1998). A elevada capacidade de fotossintese dessa planta
também colabora para uma redugdo do efeito estufa, ja que ha uma grande fixa¢do de CO,

(Almazan et al., 1998).
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A composi¢do da cana-de-acticar varia de 50 a 60% de agucares redutores totais e,
disso, 70 a 91% ¢ sacarose (James, 2004). Entretanto, quase todo o interesse no uso dessa

planta € voltado para as produgdes de actcar, dlcool e seus subprodutos no Brasil.

A industria de agucar produz, como residuo, o melago da cana-de-actcar durante
sua fabricacdo, que é composto por aproximadamente 50% de sacarose ndo cristalizada,
além de outros actucares redutores, vitaminas e componentes nitrogenados (Zhang et al.,
2012). Por isso, € estudado como fonte direta de fermentacdo para geracdo de bioetanol e
de alguns compostos quimicos, como o dcido lactico, produto intermedidrio de interesse na

realizacdo desse projeto.

O 4cido lactico € um 4acido carboxilico muito importante na industria por ser de
versitil aplicacdo, rentabilidade e renovavel. E usado na fabricacio de alimentos, com uma
demanda de, aproximadamente, 85%, sendo o restante distribuido em outros tipos de
inddstrias. Nos ultimos anos, tem ganhado espago na produgdo de produtos biodegradaveis,
principalmente na preparagdo de polimeros para uso médico, como suturas, proteses e

medicamentos controlados (Rojan et al., 2009).

Quando o 4cido lactico sofre reacdo de reducdo, a elevada temperatura, ele pode dar
origem ao 4cido propidnico, que € amplamente usado na indudstria de conservantes, como
inibidor do crescimento celular. Justamente por essa caracteristica, outro interesse no
estudo da obtencdo de dcido propiOnico, via fermentativa, consiste em propor estratégias
que consigam amenizar a limitacdo da conversdo, causada pela inibicdo da reacdo pelo
aumento da concentracdo do produto principal no meio, que se reflete em baixas
concentracdes finais desse acido. Com baixo rendimento final, os custos na etapa de
purificacdo se elevam o que torna o processo de fermentacdo incapaz de competir com a

sintese quimica.

A Figura 1.1 apresenta a rota metabdlica de formacdo do propionato a partir do
lactato, que se forma no lugar dos respectivos dcidos porque hd adi¢do de base ao meio

fermentativo, durante o processo, para manutengao bacteriana.
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~__(Doul)lactato______

NAD"—_ propionil-CoA —._
NADH =~ propionato %
v v
piruvato D-lactoil-CoA
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co acrilil-CoA
k J
acetil-CoA NADH
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coenzima A = NAD*=
¥
acetilfosfato
v
ADP Eaay propionil-CoA
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v
acetato acetil-CoA -~
k 4
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Figura 1.1. Conversao do lactato a propionato (Adaptado de Rehm e Reed, 1981).

Assim, a motivagcdo do trabalho se baseou na ideia de desenvolver um processo
alternativo e ecologicamente vidvel para obtencdo do 4cido propidnico, usando como
substrato o 4cido lactico produzido pela fermentacdo de agucares presentes no melaco da

cana-de-actcar.

1.1. OBJETIVOS
O objetivo principal desse trabalho foi a producdo de acido propidnico a partir da
fermentacdo de &cido lactico, obtido a partir de actcares derivados da cana-de-agucar.

Assim, para atender todo o processo, os objetivos especificos tracados foram:

a-) Avaliacdo de trés cepas microbianas para a produgdo de 4cido lactico.
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b-) Otimizagao das condi¢des do processo, com estudos em shaker.
c-) Producdo do 4cido lactico.
d-) Producdo do acido propidnico a partir da fermentacao do 4cido lactico fermentado.

1.2. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO
Essa dissertacdo encontra-se dividida em cinco capitulos, sendo o Capitulo I
destinado a introducdo, para breve descricdo dos tdpicos relacionados diretamente ao

desenvolvimento desse trabalho e apresentacdo dos objetivos propostos.

O Capitulo II é composto da revisdo bibliografica dos assuntos de maior relevancia
para a realizacdo do trabalho, como cana-de-acticar, dcido lactico, 4cido propiodnico,

producdo de ambos os dcidos e microrganismos utilizados.

No Capitulo III, encontram-se todas as etapas de producdo do 4cido l4ctico. Assim,
neste capitulo, € possivel encontrar a descricdo dos experimentos realizados com as 03
diferentes bactérias lacticas usadas, bem como testes iniciais, metodologia utilizada para

andlise das amostras das fermentagdes e os resultados obtidos para essa primeira etapa.

O Capitulo IV abrange todo o processo de obten¢do do dcido propidnico, a partir da
fermentacio do 4cido lictico. E apresentado e justificado o microrganismo aplicado,
preparo do inéculo, composicio do meio de fermentagdo, a metodologia analitica, os

resultados e a determinacdo dos parametros de operacao.

No ultimo capitulo, V, serdo apresentados os tépicos finais a serem considerados,

como conclusdes e contribui¢cdes deste trabalho e algumas sugestdes para trabalhos futuros.
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CAPITULO II

Revisdao Bibliografica

O Capitulo II apresenta a revisdo bibliografica relacionada aos principais topicos
estudados durante o desenvolvimento da dissertacdo, tais como cana-de-agucar,
fermentacdo, 4cido lactico, &acido propidnico, bactérias utilizadas, meios de cultivo,
justificativa e interesse na geracdo dos produtos finais, pelos métodos usados. A maior
parte do 4cido l4ctico utilizado industrialmente provém da fermentagdo da glicose, em
processo batelada e com baixo rendimento final. Um dos problemas na producdo de 4dcido
propidnico via fermentacdo € a inibicdo microbiana pelo produto de interesse. Todo o

estudo feito, para ambos os 4cidos, teve o intuito de aumentar a produtividade final, reduzir

o tempo de fermentagdo e diminuir os problemas com inibicao.

2.1. CANA-DE-ACUCAR

As primeiras mudas da planta chegaram ao Brasil, vindas de Portugal, em meados
dos anos 1515, tendo o primeiro engenho de agticar construido 17 anos depois, na capitania
de Sdo Vicente. Entretanto, em Pernambuco e na Bahia foram onde os engenhos se
multiplicaram (James, 2004). No século seguinte, o pais jd se tornava o maior produtor e
fornecedor de acucar do mundo e, ainda hoje, ocupa a primeira posi¢ao no ranking mundial

da cultura.

Com relacdo a producdo mundial, os ultimos dados da FAO (Food and Agriculture
Organization) sdo de 2010 e demonstraram que o Brasil produziu 719.157.000 toneladas de
cana-de-agtcar, seguido da India, com 277.750.000 toneladas produzidas. Isso mostra que o

pais estd muito a frente na producdo da planta.

S6 no primeiro semestre de 2013, a Companhia Nacional do Abastecimento
(Conab) registrou um montante de 588.915,700 mil toneladas de cana-de-agicar moidas no
Brasil, com o estado de Sao Paulo na lideranga nacional, com 51,82%, que corresponde a

4.419,46 mil hectares, da area produtiva voltada para o cultivo da cana.
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Os dados apresentados favorecem a situacdo do pais, principalmente do estado
paulista, frente as pesquisas em busca de rotas alternativas e sustentdveis de utilizagdo dos

subprodutos da planta.

Por ter uma elevada capacidade de acumular aguicares, os subprodutos da cana-de-
actcar sdo foco de muitas pesquisas relacionadas ao estudo de novas fontes de energia
renovdvel. O interesse no desenvolvimento de metodologias alternativas estd voltado,
principalmente, a substituicdo: da matéria-prima, petroquimica no desenvolvimento de
processos que reduzam o custo do etanol e na producdo de compostos quimicos por vias

alternativas, como por exemplo, o dcido lactico.

Os subprodutos que podem ser extraidos da cana-de-acucar sdo: caldo, melaco e
bagaco, sendo que os dois tltimos sdo residuos, que se acumulam em grandes volumes, das
usinas sucroalcooleiras. Assim, € importante ressaltar o valor agregado do produto final de
interesse do desenvolvimento da presente dissertacdo, uma vez que a matéria-prima

utilizada foi o melago.

O melaco € uma massa viscosa de coloracio marrom, conforme Figura 2.1,
originada durante os processos de cristalizacdo e decantacdo da fabricacdo de acucar
(Chauhan et al., 2011). A sua importincia como matéria-prima € cada dia maior na
industria, devido ao seu baixo custo e alto teor de agucares e de minerais (Casetta et al.,

2007).

Figura 2.1. Melaco de cana-de-agtcar.
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A matéria-prima ndo precisa de pré-tratamentos, ja que a maior parte dos agicares
estd em forma de sacarose, o que a torna um excelente substrato para processos
fermentativos (Ghorbani et al., 2011). Sua composicao é apresentada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Composiciao geral do melaco de cana-de-acicar utilizado no

desenvolvimento do projeto.
Aciicar Porcentagem (%)

Sacarose 49
Glicose 5,6
Frutose 6
ART 60,6

2.2. ACIDO LACTICO

O 4cido lactico € um acido hidroxicarboxilico, de formula CH3;—CH(OH)-COOH e
foi, primeiramente, descrito por Carl Wilhelm Scheele em 1780. Scheele o considerou
como sendo um componente do leite e, em 1857, Pasteur notou que o dcido ndo estava
presente no leite, mas que era um metabdlito gerado por alguns microrganismos durante a
fermentacdo (Wee et al., 2006).

Quando puro, se apresenta como sélido branco, mas é geralmente encontrado em
solucdes aquosas diluidas ou concentradas por ser dificil sua obtencdo de outra forma.
Portanto, sua densidade varia proporcionalmente a sua concentragdo na solucdo e de acordo

com a temperatura. A Tabela 2.2 apresenta as caracteristicas do acido lactico.

Tabela 2.2. Propriedades dos isomeros do acido lactico (Lunelli, 2010).

Propriedade Valores Forma
Massa molar (g/mol) 90,08 D, L, DL

52,8 D
Ponto de fusdo (°C) 53,0 L

16,8 DL

Ponto de ebulicdo (°C) a 0,5 mmHg 82,0 DL

Ponto de ebulicdo (°C) a 14 mmHg 122,0 DL
. . o 3,83 D
Constante de dissociagdo (pK,) a 25 °C 3.79 L

Capacidade calorifica (J/mol-°C) a 20 °C 190 DL
Calor de solucao (kJ/mol) a 25 °C 7,79 L
Calor de fusdo (kJ/mol) 16,86 L

11,33 DL
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Esté presente na natureza sob duas formas isoméricas: dextrogiro “D”’(desviam a luz
polarizada para a direita) ou levogiro “L” (desviam a luz polarizada para a esquerda),

conforme Figura 2.2.

COOH COOH
OH C H H C HO
CH; CH;
L(+)-4cido l4ctico D(-)-4cido lactico

Figura 2.2. Isomeros do acido lactico.

Os dois isOmeros apresentam as mesmas propriedades fisicas (ponto de fusio,
solubilidade, densidade, constante de dissociacdo e outras) e as mesmas propriedades
quimicas, com excec¢do das reacdes em que outros compostos com atividade dptica estejam
presentes. Uma consequéncia disso € a dificuldade em separa-los através das técnicas
tradicionais (cromatografia, destilacdo e cristalizacdo fracionada), sendo necessdrias
técnicas apropriadas de separacdo e uso de substancias com atividade Optica (Martinez et

al., 2013).

As formas puras dos isOmeros possuem maior valor agregado do que a mistura
racémica devido as aplicacdes industriais especificas para cada isdmero, por exemplo, para
a producdo do 4acido poli L-lactico, um polimero semicristalino biodegradavel e
termoestdvel, a forma levogira € a utilizada na sintese. J4 para a producio do acido poli D-

lactico, a forma dextrogira € a utilizada.

Os isomeros se comportam de maneira diferente nos tecidos vivos, sendo o 4cido
lactico encontrado mais comumente nos seres vivos em sua forma levogira (L). No homem,
por exemplo, somente a forma levogira é produzida na contracio muscular (Trindade,
2002). Para aplicagdes em alimentos e na medicina, a forma levogira € preferida, pois a

conversdao metabdlica no corpo humano € mais rdpida do que a forma dextrogira. Além
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disso, recém-nascidos tém dificuldade em metabolizar tanto o isbmero D quanto a mistura
racémica, o que impede as industrias alimenticias de aplicar essas formas em alimentos

para bebés com menos de 3 meses de idade (FAO, 1974).

Diferentes modos de produgdo fornecem quantidades diferentes de isdmeros. Na
producdo do dcido lactico por sintese quimica, apenas a mistura racémica € obtida e as
concentracdes dos isdmeros sdo iguais, enquanto que a fermentacdo permite a obtencao de

um dos isdmeros em maior quantidade.

2.2.1. Producao do acido lactico

Apesar de ter sido encontrado pela primeira vez como produto de metabolismo
microbiano, o 4cido lactico pode ser obtido também por sintese quimica, que é baseada na
sintese de petroquimicos, originando a lactonitrila que, posteriormente, € hidrolisada por
acidos fortes, conforme Figura 2.3. Os métodos sintéticos de producdo do acido latico sao
geralmente mais caros que os fermentativos. A vantagem competitiva do 4cido lactico
produzido por sintese quimica estd nos menores custos de purificacdo necessdrios,

entretanto, os custos de matéria prima sio geralmente elevados (Capellari, 2010).

Formagao da lactonitrila

O catalisador \],CH

’)J\ +  HCH — =
H OH
acetaldeido ﬁ'ﬁ':ﬂeénélﬂg lactonitrila

Oxidagao da lactonitrila para acido lactico

0
ML hso NH.),S0
+ 2 A —_— + |:.\I ;]E A
Oy OH
OH
lactonitrila SL?IFLI'::rIiDcD acido lactico salde amdnio

Figura 2.3. Obtencao do acido lactico via sintese quimica (Adaptado de Bermidez,
2013).

Ao contrdrio disso, a obtencdo do dcido latico por fermentacdo por microrganismos

oferece vantagens como: utilizacdo de carboidratos, que sdo fontes renovéveis, baixa
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temperatura de producao, baixo consumo de energia e a producio de um &cido lactico com
alta pureza Optica, por selecdo de uma cepa apropriada (Mohammed et al., 2011).

A producdo biotecnoldgica de dcido lactico tem sido reportada na literatura,
conforme apresentado na Tabela 2.3, como extremamente interessante, do ponto de vista de
que a fonte de carbono pode ser substituida de acglcares para materiais ricos em
carboidratos que sejam residuos agroindustriais. Vale ressaltar, entretanto, que somente
materiais ligninoceluldsicos devem passar por um pré-tratamento antes de irem para
fermentagdo, devido a incapacidade dos microrganismos usarem diretamente esses

materiais (Okano et al., 2010).

Tabela 2.3. Utilizacao de fontes renovaveis para producao do acido lactico.

Autor Microrganismo Substrato Produtividade Tipo
(g/L.h)
Adsulet al. (2007) L. delbrueckii celobiose e 2,3 L
celotriose
Dumbrepatilet al. L. delbrueckii melaco de cana- 4,2 L
(2008) mutante Uc-3 de-acticar
Guilherme et al. L. mesenteroides ~ xarope de caju 2 D
(2009)
Lunelli (2010) L. plantarum melaco de cana- 2,49 DL
de-agucar

Djukic’-Vukovic’ L. rhamnosus
et al.(2013) (imobilizado) vinhaga 1,62 L

De acordo com Aquarone (2001), o rendimento das fermentagdes industriais, para
producdo do 4cido latico € de 93 a 95%, quando a glicose € usada como substrato, € o
rendimento da separacdo varia com a metodologia aplicada e o grau de pureza desejado.
Muitos processos de separacdo do 4cido latico sdo estudados, porém o mais usado

industrialmente € a precipitacdo e posterior filtracao.

2.2.2. Bactérias LAB

As bactérias do 4cido lactico (LAB) se caracterizam por serem gram-positivas, nao
esporogénicas (com exceg¢dao de género Sporolactobacillus), catalase negativas, nao
possuem citocromo, ar e dcido-tolerantes e que sdo capazes de produzir dcido lactico como
principal metabdlito. Na natureza, essas bactérias estdo limitadas a crescerem em locais que

sejam ricos em nutrientes, como: leite, carne, vegetais, algumas espécies vivem em plantas,

10
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enquanto outras fazem parte do trato gastrointestinal de humanos e animais (Stoyanova,

2012).

Mayo et al. (2005) descrevem rés possiveis rotas metabdlicas para essas bactérias:
A. Homofermentativa, B. Mista e C. Heterofermentativa, que podem acontecer por meio do
metabolismo da glicose. Dessas rotas, as vias A e C sdo as mais conhecidas e aceitas para a
producdo de acido lactico a partir da fermentacdo de carboidratos. A primeira rota acontece
quando s3o usadas bactérias do género Lactococcus, Stretococcus, Pediococcus,
Enterococcus e algumas Lactobacillus. Bactérias que tem como objetivo fermentar o
monossacarideo para piruvato por meio da rota Embden —Meyerhoff — Parnas (EMP), e
logo, obter o 4cido lactico por meio da enzima lactato desidrogenasse (LDH). Rota que
pode dar lugar para a obtencdo dos isdmeros 6ticos, L e D, na etapa estero especifica do
NAD, o qual depende das enzimas L-LDH e D-LDH. Na rota heterofermentativa, tem-se
como representantes: Leuconostoc, Oenococcus e algumas Lactobacillus, que fermentam
acucares em geral, pela via fosfocetolase (PKP). Nessa rota, as pentoses (xilose e ribose)
sao fermentadas para piruvato e acetil-P com posterior conversdao em lactato e acetato,
respectivamente. Além disso, na mesma rota heterofermentativa pode acontecera
fermentacdo de hexoses (glicose, frutose) para lactato, CO; e etanol, sendo o CO; produto

de degradac¢do na conversao de hexoses para pentoses.

As principais fungdes das bactérias do dcido lactico durante a fermentacdo podem
ser classificadas como: enriquecimento da dieta (através do desenvolvimento de uma
diversidade de sabores, aromas e texturas em alimentos); preservacdo de alimentos através
do proprio 4cido lactico, dcido acético, etanol e fermentacdes alcalinas; enriquecimento dos
alimentos com substratos bioldgicos como proteinas, aminodcidos essenciais, dcidos graxos
essenciais e vitaminas; desintoxicacdo durante o processamento de fermentacdo de

alimentos; reduc@o no tempo de cozimento (Lui e Zhou, 2011).

As LAB utilizadas no desenvolvimento do trabalho serdo descritas a seguir.

2.2.2.1. Lactobacillus delbrueckii

Bactéria homofermentativa que consegue produzir dcido lactico com elevada pureza

Optica, dependendo da condi¢do de inéculo. A maioria dos trabalhos encontrados na

11
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literatura, como Monteagudo et al. (1997), Kadam et al. (2006) e John & Nampoothiri
(2008) estudaram o comportamento desta cepa na produgdo de L-acido lactico e obtiveram

purezas desse isomero de 95, 98 e 97%, respectivamente.

Em contrapartida, Zhang & Vadlani (2013) e Tanashiro (2011) obtiveram D-4cido

lactico da mesma cepa, com purezas de 99,8 e 96%, respectivamente em seus estudos.

As principais diferencas observadas entre os grupos de pesquisadores acima citados
foram o valor do pH de controle das fermentacdes e a temperatura. Nos estudos em que se
produziu, quase que em sua totalidade, L-4cido l4ctico, o pH da fermentacao foi controlado
em 5, com solucdo de NaOH 4M e a temperatura aplicada foi 40°C. J4 no grupo que
produziu D-4cido l4ctico, observou-se que o pH foi mantido em 6, com solu¢gdes de NaOH

6M e temperatura de 46°C.

2.2.2.2.Lactobacillus plantarum

Esta é uma cepa extremamente versatil, sendo capaz de produzir solugdes de acido
lactico tanto opticamente puras quanto misturas racémicas, dependendo das condi¢Oes de
trabalho aplicadas. Karp ef al. (2011) estudaram a producao de L-acido lactico, tendo como
fonte de acucares o melaco de soja. O grupo obteve uma pureza Optica de 91% para esse
isomero. Entretanto, a produtividade final foi baixa, 0,73 g/L.h. As condi¢Oes deste trabalho
foram: temperatura 6tima de crescimento, ou seja, 28°C e nao houve controle de pH, ja que

os experimentos foram realizados em pequena escala.

Entretanto, outros autores como Hofvendahl & Hahn-Higerdal (2000)
descreveram experimentos que resultaram na producdo de um 4cido l4ctico obtido em
misturas racémicas. As propor¢des variam em torno 50% de cada forma opticamente ativa
do acido. As condig¢des de trabalho estdo por volta de pH controlado em 5 e as temperaturas

de trabalho vao de 37 a 40°C.

2.2.2.3. Leuconostoc mesenteroides

E a principal representante das bactérias heterofermentativas, que produz, além do
acido lactico, dcido acético, etanol e CO,. Essa cepa € muito usada na manufatura de

alimentos fermentados. Produz, preferencialmente, o D-acido lactico pela presenca da

12
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enzima D-lactato desidrogenase (IdhD) durante o metabolismo do piruvato (Yoon et al.,

2005).

Li et al. (2012) identificaram o gene responsdvel pela producdo do D-édcido l4ctico
neste microrganismo e caracterizaram a enzima, para facilitar a producdo de um d4cido
lactico opticamente puro em sua forma D. De acordo com o grupo, essa enzima ndo &
inibida na presenca de solug¢des que contenham os fons Ca*?, Co*?, Cu*?, Mg*?, Mn** e Na*,

com atividade 6tima em temperatura de 30°C.

2.2.3. Aplicacoes do acido lactico e consumo mundial

As aplicagdes do dcido lactico sdo muito amplas e algumas delas sdo descritas por
Datta e Henri (2006): sofrer desidratacdo catalitica, para produgdo de 4cido acrilico; passar
por reacdes de esterificacdo, na presenca de dlcool, para originar ésteres de lactato; sofrer
hidrogenacdo, para produzir 6xido de propileno e dar origem as fibras plasticas, apds passar
por uma destilacdo catalitica, que € uma nova aplicacdo desse acido.

A industria que mais consome dcido lactico € a alimenticia, onde ele € usado como
acidulante e aromatizante. Entretanto, esse cendrio estd em constante mudanca, pois em
2006, Datta e Henri descreveram um valor de 85% de todo 4cido lactico produzido voltado
a aplicacdo em alimentos. J4 em 2013, Martinez et al. descreveram um montante de 70% da
producdo desse dcido voltado ao mesmo ramo. Essa diminuicdo se justifica pela descoberta
da versatilidade das propriedades higroscopicas e emulsificantes do acido lactico. O acido
estd ganhando espaco na drea da saude, sendo aplicado na producdo de suturas, de
dispositivos de producdo e de liberacdo de medicamentos internos, em produtos ligados ao
rejuvenescimento da pele, higiene oral e prevencdo de acne.

A aplicagdo de maior destaque e que serd responsdvel pelo aumento na produgdo do
acido l4ctico até 2017, segundo estatisticas apresentadas pela IHS Chemical em janeiro de
2013, é o seu consumo para producdo do poli-acido lactico (PLA). Esse estudo prevé um
aumento anual de 9%, motivado por essa aplicacdo, para os Estados Unidos da América e
para a Europa Ocidental, que atualmente sdo os maiores produtores desse acido, conforme
expresso na Figura 2.4. Assim que o consumo de poli-acido lactico e de seus produtos for

regularizado para aplicacdes na drea da saude, o crescimento serd mais intenso.

13
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Figura 2.4. Consumo mundial de acido lactico, seus sais e ésteres em 2012 (Adaptado
de ITHS Chemical, 2013).

A previsdo do estudo € a de que a China ocupe o segundo lugar no ranking, devido
ao aumento do mercado de comidas e bebidas processadas, assim como sua forte
exportacdo. No Japdo, apenas um crescimento moderado € esperado durante o periodo de
previsdo. Em outros pafses da Asia, um crescimento significativo (maior do que 20% ao
ano) € esperado e a demanda de 4cido latico para PLA deverd apoiar esse crescimento, e
uma porcentagem de 5-6% ao ano também ocorrerd para o mercado de alimentos e bebidas,
bem como o mercado de assisténcia farmac€utica e pessoal. Espera-se que até 2017, as
aplicacdes industriais sejam responsaveis por mais da metade do consumo mundial de dcido

latico.

2.3. ACIDO PROPIONICO

O 4cido propidnico é um liquido, incolor, corrosivo com acentuado odor
desagraddvel. E um dcido carboxilico de corrente aberta, com férmula quimica
CH;CH,COOH, com temperatura de ebulicdo de 141°C, a pressdo de latm, € miscivel em

dgua (em qualquer propor¢do) e essa mistura ndo forma azeétropo. Tem massa molar de

74,079 g/mol, densidade relativa de 0,992 g/cm3 e viscosidade de 10 mPa.s (ICSC, 1997).

14
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2.3.1. Producao do acido propionico
A rota de producao do 4cido propidnico comercialmente utilizada, até os dias atuais,

€ a sintese quimica de petroquimicos. As principais reagdes sao:

a) Oxidacgdo do propanol (na presengca de manganés ou cobalto, a temperaturas entre
40 e 50°C)
CH3;—CH,—CH,—OH + 0, CH3—CH,—COOH + H,0 (1)

b) Oxidacao do propanal
CH; — CH; — CHO + [O] (KMnOQO, / H,SO4) = CH3—CH,—~COOH (2)

¢) Hidrolise de ésteres (propanoato)

CH3;—CH,— COO-R + H,0 - CH3—CH,—COOH + R—OH 3)
d-) Sintese ou processo oxo (usa etileno e gés de sintese)

CH2=CH2 + CO + H2 — C3H6O (4)

C;HqO + 2 O, — CH53-CH,—COOH (5)

Entretanto, problemas como o esgotamento da matéria-prima féssil e seu elevado
custo, o uso de reagentes toxicos e grande demanda de energia pela conversdo transformam
esse processo em toxico ao meio ambiente (Zarate e Chaia, 2012). Esse conjunto de fatores
fez com que as pesquisas voltassem seus interesses para estudar a producdo do &cido

propidnico através de vias biotecnoldgicas e sustentdveis.

Porém, observa-se por registros na literatura, que o interesse em descobrir uma nova
rota alternativa vidvel € bastante antigo. As primeiras pesquisas para descoberta de novas
rotas para producdo de 4cido propidnico ja tém registros no final século XIX, com Pasteur
(1879), que reportou a formacgado do acido propionico a partir da fermentagdo do tartarato de
célcio. Anos depois, Sherman e Shaw (1923) publicaram um artigo que investigava a
producdo de 4cido propidnico a partir da fermentacdo do lactato e descreveram a equagdo
dessa conversdo, em que 3 mols de lactato conduzem a producdo de relagdo molar 2:1:1,

acido propiodnico, acido acético e diéxido de carbono, respectivamente.
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3C3H6039 2C3H602 + C2H402 + C02 + HQO (6)

Entretanto, muitas fontes de carbono sdo alvo de pesquisa para a producio do 4cido.
As fontes de carbono citadas na literatura s@o: glicose (Himmi et al., 2000), hemicelulose
(Ramsay et al., 1998), glicerol (Zhu et al., 2010), lactose (Goswami e Srivastava, 2000),
lactato (Gu et al., 1998), melaco de cana-de-agicar (Coral et al., 2008) e melaco de cana-
de-aguicar hidrolisado (Feng et al., 2011). De todos esses substratos citados acima, o lactato
¢ preferencialmente usado, quando comparado com a glicose, como substrato pela maioria

das bactérias produtoras de dcido propidnico (Coral et al., 2008).

2.3.2. Bactérias do acido propionico

Na produgdo do dcido propidnico via processos fermentativos, utilizam-se grupos de
bactérias pertencentes aos géneros Propionibacterium, Veillonella, Selenomonas,
Clostridium, Fusobacterium, etc. No entanto, os processos de fermentacdo convencionais
para a producdo de dcido propidnico apresentam baixo rendimento, baixa concentragdo de
produto final e baixa produtividade causada por uma forte inibicdo dos produtos finais. A
fim de tornar a producdo de acido propidnico por processo fermentativo economicamente
atraente, o desenvolvimento de novos processos fermentativos é necessario (Coral et al.,

2008).

As bactérias do género Propionibacterium foram os microrganismos estudados nesse
projeto e, assim, responsdveis pela producdo do 4cido propidnico, através da fermentagdo.
Isso porque elas tém uma grande facilidade em converter lactato e carboidratos em &cido
propidnico, dcido acético e diéxido de carbono (Woskow e Glatz, 1991). O processo € feito
de forma anaerdbia e elas sdo, em geral, gram-positivas, anaerobias facultativas, catalase-
positivas, ndo formam esporos e capazes de utilizar uma grande variedade de fontes de

carbono, para a producdo do 4cido.

O propionato pode ser formado a partir do lactato tanto pela rota do acido acrilico,
conforme Figura 2.5, quanto pela rota dos dcidos dicarboxilicos, demonstrada na Figura 2.6

(Coral et al., 2008).
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Figura 2.5. Rota de obtencao do sal do acido propionico a partir do acido acrilico Os
nimeros representam as enzimas necessarias: 1: propionil-CoA desidrogenase, 2:
fosfato propioniltransferase, 3: propionatoquinase e 4: propionil-CoA sintetase. X:
molécula carregadora de elétrons nao determinada no estudo de onde a figura foi
retirada(Adaptado de Tholozan et al., 1992).
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Figura 2.6. Rota dos acidos dicarboxilicos até obtencao do propionato (Adaptado de

Coral et al., 2008).
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2.3.3. Aplicacoes do acido propionico e consumo mundial

O 4cido propiodnico e seus sais de célcio, s6dio e potdssio sdo conhecidos por inibir
o crescimento celular e, assim, podem ser aplicados em conservantes e herbicidas,
assumindo fun¢do antimicrobiana. Esse fendmeno ja pode ser observado em fermentacdes
quando o produto alcanca uma concentracao entre 20 e 30 g/L.. O mecanismo de inibicao
ocorre porque o dcido propidnico perturba o gradiente de pH na membrana celular, que € a
forca motriz para os microrganismos conseguirem transportar nutrientes e metabdlitos entre
o interior celular e o meio externo. Devido a natureza hidrofébica, tanto da membrana
celular, quanto do &4cido propiodnico, um &cido ndo dissociado pode se difundir pela
membrana celular, atingindo o citoplasma e, entdo, se dissociar em préton e anion
propionato, no interior dessa célula. Com isso, ocorre um acumulo interno de protons.
Como a célula deve manter um gradiente funcional de prétons através da membrana, uma
energia extra, no caso ATP, deve ser consumido pela H" — ATPase para expulsar esse
excesso. Portanto, hd uma diminuicdo do ATP disponivel para o metabolismo celular (Guet

al., 1998 apud Coral et al., 2008).

A maioria das aplicacdes do &4cido propidnico se baseia nessa caracteristica de
inibicdo de crescimento celular de fungos, leveduras e algumas bactérias. O &cido
propidnico € também utilizado como um intermedidrio sintético na fabricacdo de herbicidas
e produtos farmacéuticos, propionato de acetato de celulose (CAP) de plastico, em ésteres
de propionato de alquilo para os solventes e aromas e fragrancias. Preservacdo da ragao
animal, graos e alimentos (propionatos de calcio e s6dio) foram responsaveis por 78,5% do
consumo mundial de dcido propidonico, em 2012, seguido por varios herbicidas e dietil
cetona. Outras aplicacoes de menor volume incluem: medicamentos, ésteres solventes,
aromas, fragrancias, plastificantes, tintas e téxtil, couro e auxiliares de borracha. A
demanda por dcido propidnico €, em grande parte, dependente da producao de ragdo animal
e de grdos, seguido por alimentos e produtos de padaria embalados. Perspectivas de
crescimento mundial para o acido propionico e seus sais na alimentacio/grao preservacao e
alimentos de origem animal sdo significativos. Outros mercados de crescimento rapido

incluem ésteres de propionato para solventes, tais como n-butilo e pentilo propionato; estes
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ésteres sdo cada vez mais utilizados como substitutos para os solventes listados como

poluentes perigosos do ar.

A Figura 2.7 apresenta o consumo mundial do dcido em 2012. Um estudo realizado
pela IHS Chemical mostrou que a perspectiva até o ano de 2018 € a de que esse quadro se
modifique nas menores fatias, ja que os mercados da Asia, Africa Central e América do Sul
estdo em constante desenvolvimento. Entretanto, os trés primeiros lugares continuardo a ser
ocupados pela Europa Ocidental, América do Norte e Asia, que serdo responsiveis pelo

maior volume produzido mundialmente.

Africa—__

América Central — Outros
eXo S0t 0% N
) N
T . A\ Europa
Asia \ rop
Ocidental
40%

30%
. > s

América do Norte ————

Figura 2.7. Consumo mundial de acido propionico em 2012 (Adaptado de IHS
Chemical, 2013).

Por ser um é&cido forte, o 4cido propidnico apresenta um grande problema de
inibicdo em estudos de fermentacdo, pois as propionibactérias tém seu crescimento
prejudicado por isso e a conversdo de qualquer substrato sofre uma estagnacdo. Muitos
autores tentam estudar saidas para contornar esse problema. Gu et al. (1998) propuseram
um estudo detalhado da cinética da fermentacdo para poder remover uma quantidade de
acido do meio de fermentacdo continuamente; Zhu et al.(2010) e Woskow e Glatz, (1998),
estudaram a otimizacdo da produc¢do do dcido propidnico por uma propionibactéria dcido-
tolerante obtida via evolucdo adaptativa. Processo em batelada alimentada, como tentativa
de controle de pH do caldo fermentado e, assim, controlar a inibi¢do de 4cido propidnico
sobre a mesma (Goswani e Srivastava, 2000), fermentacdo extrativa, com solventes e

membranas extrativas (para minimizar o contato entre o caldo fermentado e o solvente)
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conectadas ao fermentador (Jin e Yang, 1998) e remocdo do produto in situ (ISPR — In Situ

Product Removal) com o uso de resinas (Wang et al., 2012) sdo outras alternativas para

evitar a inibicao celular.

Alguns estudos reportados na literatura sobre produc¢do de 4cido propidnico via

processo fermentativo sdo apresentados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Estudos desenvolvidos para producio de acido propionico via

fermentacao.
. . Produtivi- =
Autor Microrganismo* Fonte de carbono dade Fermentacao
Coral et al. (2008) P. zeae glicerol 0,064 g/L.h batelada
Coral et al. (2008) P. arabinosum melago de cana-de-agicar | 0,062 g/L.h batelada
o melaco de cana-de-agucar batelada-
F . (2011 P. .h
eng et al. (2011) freudenreichii hidrolisado 0,36 g/L alimentada
G i e Srivast batelada-
oswarrégo Or)lvas ava P. acidipropionici lactose 0,23 g/L.h ali?niztaila
batelada-
Gu etal (1998) P. thoenii Jactato 0,42 ¢/L.h atelada
alimentada
Jin e Yang (1998) P. acidipropionici lactose 0,2 g/L.h batelada
Ramsay et al. (1998) | P. acidipropionici hemicelulose 0,23 g/L.h batelada
Zhu et al. (2010) P. acidipropionici glicerol 0,19 g/L.h batelada
batelada
Zhu et al. (2010 P. acidi jonici li 1 0,20 g/L.h .
uetal. ( ) acidipropionici glicero g alimentada
batelada
li limentad
Wang et al. 2012) | P. freudenreichii ghicose 033 g/Lp | Lrmemad
istura de glicerol d batelada (alt
Dishisha et al. (2013) | P. acidipropionici | " ¢ &€ i;tc;:’ e Suco e | 088 o/Lh Z:niiga(je a
celular)

* Todos os microrganismos apresentados nestes estudos se referem ao género

Propionibacterium.
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Pode-se observar, pela tabela apresentada, que as produtividades globais das
diferentes fermentacdes sdao baixos. Esse fendmeno € explicado pela forte caracteristica

inibidora do acido propionico.

Assim, pretendeu-se estudar a viabilidade do processo de fermenta¢do do acido
lactico (lactato de sédio), produzido a partir da fermentacao de agucares presentes na cana-

de-agucar, para produgdo de dcido propidnico, por um processo completamente sustentavel.

Nos préximos capitulos, serdo apresentados os resultados dos experimentos

realizados e uma comparacdo dos mesmos com os apresentados na literatura.

2.4. Acompanhamento das fermentacoes — definicio de concentracio,
rendimento e produtividade.

O acompanhamento e o estudo de um processo fermentativo consistem,
inicialmente, na andlise dos valores de concentracio de um ou mais componentes do
sistema de cultivo, em funcdo do tempo de fermentacido. Entende-se como componentes, o
microrganismo (ou a biomassa), os produtos do metabolismo (ou metabdlitos) e os

nutrientes que compoe o meio de cultura (Aquarone et al., 2001).

Para tanto, € necessdrio que os conceitos de concentracdo, rendimento e
produtividade sejam definidos, uma vez que todas as andlises se baseiam nos resultados

destes calculos.

2.4.1. Concentragdo

A concentracdo é a razdo que representa a quantidade, ou a massa de uma
substancia, € o volume em que este composto se encontra dissolvido. A unidade usual em
artigos de pesquisa € g/L (gramas de soluto/litros de solvente). A relagdo é calculada pela

equacgdo apresentada a seguir.

C=mlv (D)

2.4.2. Rendimento
O rendimento do processo de formacdo do produto em relacdo ao substrato

consumido pode ser expresso sob duas formas: rendimento tedrico e rendimento observado.
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O primeiro representa a razdo entre a quantidade total, em massa ou moles, de substrato
consumido para o crescimento microbiano ou formacgdo do produto. O segundo € a razdo
entre a quantidade do produto formado e a quantidade total consumida do substrato, ambas
em massa ou moles. Ao se multiplicar estes nimeros por 100, tem-se a porcentagem de
rendimento da reacdo. A equagdo a seguir apresenta o cdlculo do rendimento observado,
que foi utilizada no desenvolvimento do trabalho.

P-P
Yy =g X100 )

0o

2.4.3. Produtividade

A produtividade volumétrica, para um reator em batelada, é a relacdo entre a
concentracdo do componente formado P, no biorreator de volume V, em um tempo ¢,, em
que a concentragdo microbiana ou do produto é constante (Coélho, 2011). A relacdo é

representada abaixo.

3)
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CAPITULO II1

Producao do acido lactico

Neste capitulo, serdo apresentadas as justificativas da escolha das 3 cepas
bacterianas usadas na producdo do 4cido lactico, bem como todas as condi¢des do estudo
em shaker realizado para cada bactéria. Esta secao também estd reservada para a discussao
dos resultados dessa etapa inicial e apresentacao dos parametros utilizados para a producao

do acido lactico em fermentador.

3.1. FONTE DE CARBONO
Para a producdo de acido lactico, foi usado o melaco de cana-de-acicar, ndo

hidrolisado, obtido da Usina Costa Pinto S.A. de Piracicaba — SP, safra 2012.

3.2. SELECAO DAS BACTERIAS

Para o estudo da produ¢do do &cido lactico, que constituiu a etapa de estudo em
shaker, procurou-se identificar dois tipos de bactérias que favorecessem a producio de
diferentes isomeros durante a fermentacdo, e uma terceira que fosse capaz de gerar a
mistura racémica, de acordo com as condi¢des de estudo levantadas da literatura. Assim, as
trés cepas adquiridas na Fundacdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello foram:
Lactobacillus plantarum (D e L), Lactobacillus delbrueckii (isbmero L) e Leuconostoc

mesenteroides (isobmero D).

3.3. CULTIVO E MANUTENCAO DAS CEPAS

As culturas foram reativadas em tubos (ver Figura 3.1) contendo 7mL de meio MRS
agar, previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os indculos foram
mantidos em incubadora por 48 horas em suas respectivas temperaturas Otimas de
crescimento, sendo que para Lactobacillus plantarum foi 28°C, para Lactobacillus

delbrueckii 37°C e para Leuconostoc mesenteroides 26°C.
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MRS LR

% Aliquota - Aliquota SmL
™ MRS agar inclinado 10 mL MRS liquido 45 mL MRS liquido
ggﬁmesf' AT 43 horas 48 horas 48 horas
4 = T. crescimento T. crescimento T. crecimento

Figura 3.1. Esquema geral para preparo do inéculo para ensaios de fermentacio em
shaker.

Passado o periodo de incubagdo, uma aliquota da cultura foi transferida para tubos
de ensaio com 11 mL de meio MRS caldo, permanecendo nas mesmas condi¢des
anteriores. Posteriormente, 5 mL dessa solu¢do foram transferidos para erlenmeyers de 125
mL com 45 mL de meio MRS caldo e mantidos por 2 dias em suas respectivas temperaturas

de crescimento. A composi¢cdo dos meios MRS € a mesma e € apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Composi¢iao do meio MRS.
Meio sintético MRS (Marca - Acumedia) para cultivo de
Lactobacillus(Composicao aproximada (g/L))

Digestdo enzimética de tecido animal 10
Extrato de carne 10
Extrato de levedura 5
Dextrose 20
Acetato de s6dio 5
Tween 80 1
Fosfato de sédio 2
Citrato de amdnia 2
Sulfato de magnésio 0,1
Sulfato de manganés 0,05
Agar* 15

* O composto agar s6 estd presente na formulagdo do meio da primeira etapa descrita, ou

seja, o de repique e manuten¢do das bactérias.
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3.4. ESTUDOS EM SHAKER

Para os estudos em shaker, apds o tempo total de incubagdo, o melago foi diluido
em 4gua destilada em diferentes concentracdes, suplementado com trés concentragdes
diversas de extrato de levedura e mantido por 24 horas, a 150 rpm em temperaturas
diferentes, a fim de se realizar um estudo prévio sobre o comportamento das bactérias. O
volume de indculo correspondeu a 14% do volume total de fermentagdo. Assim, o volume
final totalizou 300 mL. Amostras de 4 mL foram retiradas com 4, 10 e 24 horas, para
acompanhar o processo. Os experimentos foram separados por temperaturas, sendo assim
compostos por nove erlenmeyers cada. Ao fim das fermentacdes realizadas em shaker, um
total de 243 amostras foi obtido e analisado para compor o estudo. As Tabelas 3.2 e 3.3
mostram as temperaturas usadas em cada ensaio e as diferentes concentracdes de sacarose a

partir do melago e de extrato de levedura.

Tabela 3.2. Temperaturas estudadas para cada bactéria.

Microrganismo Temperatura (°C)
Lactobacillusplantarum 31 34 37
Lactobacillusdelbrueckii 40 43 46
Leuconostocmesenteroides 29 32 35

Tabela 3.3. Concentracoes de sacarose e de extrato de levedura.

Fatores Concentracoes (g/L)
Sacarose 14 23 33
Extrato de levedura 2 4 6

3.5. FERMENTACAO EM REATOR

Depois de estabelecidas as melhores condi¢des para cada bactéria, estudos foram
realizados em um fermentador New Brunswick, modelo BioFlo 415, com capacidade total
de 7000 mL, montado sobre uma base de controle que permite controlar algumas variaveis

do processo, como temperatura, pH, turbidez, CO,, agitacdo, conforme Figura 3.2. O
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in6culo foi preparado conforme descrito no item 3.3, diferenciando apenas nas duas tltimas
etapas.

Para substituir a dltima etapa, foi usado um erlenmeyer de 1000 mL com 450 mL de
meio MRS liquido e os 50 mL totais provenientes da fase antecedente. Os 500 mL foram
mantidos em shaker a 150 rpm as respectivas temperaturas de crescimento, por 30 horas as
temperatura de crescimento de cada bactéria, para compor o indculo para a fermentagao.

Passado esse periodo, foram inoculados300mL, 10% de in6culo do volume total, em
2700 mL de meio composto por melago diluido suplementado com extrato de levedura. A
rotacdo foi estabelecida em 200 rpm e o tempo variou de 30 a 50 horas de processo,
dependendo do comportamento da bactéria. Dois pulsos de melaco de cana-de-acgucar
foram dados durante o processo, com a inten¢do de manter uma boa concentracdo de
sacarose no meio (Lunelli, 2010). O volume dos pulsos era relativo ao volume total de
amostras retiradas até aquele momento. As amostras eram retiradas de 2 em 2 horas, para
estudo da formacgdo de produto, consumo de substrato, crescimento celular e estudo dos
parametros de produgdo. Para o controle de pH em 5,0, foi usada uma solucdo de NaOH
4M. O tempo de fermentacdo foi determinado pelo acompanhamento do funcionamento da

bomba do controle de pH.

Figura 3.2. Fermentador usado na producao do acido lactico.

26



CAPITULO III - PRODUCAO DO ACIDO LACTICO

3.6. METODOLOGIA ANALITICA

As amostras, dos estudos em shaker e das fermentacdes, foram centrifugadas em
uma centrifuga, marca Eppendorf, modelo 5810R. O sobrenadante foi filtrado em
membranas millipore de 0,22 pum e usado para determinacdo das concentracdes de dcido
lactico e acticares residuais (sacarose, glicose e frutose) e o precipitado usado para
determinagdo da concentracdo celular, essa dltima feita por peso seco (gravimetria).

As concentragdes de actucar, dcido lactico, e subprodutos foram determinadas
através de andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), marca Agilent,
modelo 1260 Infinity Quaternary LC System. Foi usada uma coluna Bio-Rad Aminex
HPX-87H.

A metodologia usada foi adaptada de Lunelli (2010), com solu¢cdo de &cido
sulftirico, como fase moével, a SmM, pH de 2,16, filtrada em membrana Milipore e
degaseificada por 30 minutos em banho ultrassom para que ndo houvesse a formacgdo de
bolhas. A injecdo foi de 15 pL, a 42°C, com taxa de fluxo de 0,6mL/minuto, sendo que
cada corrida tomou um tempo de 20 minutos, com 30 segundos de intervalo entre cada
uma.

Para determinacdo da concentragdo celular por gravimetria, o precipitado foi lavado
duas vezes com agua destilada e centrifugado. A massa celular foi colocada em tubos

eppendorfs, previamente secos e pesados, e seca em estufa a 105°C por 4 horas.
3.7. RESULTADOS

3.7.1. Resultados das fermentacoes em shaker.

As amostras retiradas durante o estudo e analisadas no HPLC permitiram observar
um comportamento crescente, com relacdo a producdo de acido lactico, proporcional ao
decréscimo da concentracdo dos agucares presentes no melaco. Esse comportamento foi
observado para as trés bactérias, mesmo com auséncia de controle de pH nessa etapa. Os

resultados serdo apresentados a seguir e estdo separados por cepa, para melhor visualizagao.
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3.7.1.1. Lactobacillus delbrueckii

A Tabela 3.4 apresenta os resultados obtidos para a Lactobacillus delbrueckii, mas
somente as dosagens realizadas no tempo final, ou seja, em 24 horas, para justificar a

escolha da condi¢do reproduzida em fermentador.

Tabela 3.4. Resultados das fermentacoes em shaker para Lactobacillus delbrueckii.

Tempoeratura Sacarose Levedura lgcctliig Tempoeratura Sacarose Levedura l:cctlii:))
(°C) (g/L) (g/L) (/L) (°0) (g/L) (g/L) (@L)
40 14 2 7,2 43 23 6 8,6
40 14 4 7,7 43 33 2 8,8
40 14 6 8,5 43 33 4 9,0
40 23 2 8,6 43 33 6 10,0
40 23 4 8,8 46 14 2 10,3
40 23 6 9,5 46 14 4 5,1
40 33 2 10,0 46 14 6 6,5
40 33 4 10,1 46 23 2 6,3
40 33 6 10,3 46 23 4 5,0
43 14 2 7,1 46 23 6 6,2
43 14 4 7,9 46 33 2 6,2
43 14 6 8.4 46 33 4 5,1
43 23 2 8,4 46 33 6 5,7
43 23 4 7,2 - - - -

Os melhores resultados foram obtidos com as seguintes condi¢oes: 40°C, 33 g/L de
sacarose e 6g/L de extrato de levedura, com um valor final de produgdo de acido lactico de
10,3 g/ e 46°C, 14 g/L de sacarose e 2 g/LL de extrato de levedura. Pensando no gasto
energético da etapa de producdo em grande escala, optou-se por reproduzir a condi¢iao de

menor temperatura.

3.7.1.2. Leuconostoc mesenteroides

Os resultados de 24 horas de estudo em shaker para a bactéria Leuconostoc

mesenteroides estdo apresentados na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5. Resultados das fermentacoes em shaker para Leuconostoc mesenteroides.

Temperatura Sacarose Levedura Acido Temperatura Sacarose Levedura lgcctlii:))
°O) (g/L) (g/L)  lactico (g/L) O (g/L) (g/L) (@/L)
29 14 2 5,3 32 23 6 7,8
29 14 4 5,1 32 33 2 9,0
29 14 6 4,7 32 33 4 8,7
29 23 2 6,2 32 33 6 9,2
29 23 4 6,0 35 14 2 5,6
29 23 6 6,0 35 14 4 6,7
29 33 2 6,8 35 14 6 6,3
29 33 4 7,0 35 23 2 8,1
29 33 6 7,0 35 23 4 7,7
32 14 2 5.3 35 23 6 7,6
32 14 4 5,2 35 33 2 8,7
32 14 6 5.3 35 33 4 8,6
32 23 2 6,1 35 33 6 8,3
32 23 4 6,7 - - - -

Observa-se que, nas condicdes de temperatura de 32°C, concentracdo de sacarose de
33 g/L e concentracdo de extrato de levedura de 6 g/LL foi obtido o melhor resultado, com

uma dosagem de 4cido l4ctico, apOs 24 horas, de 9,2 g/L.

3.7.1.3. Lactobacillus plantarum

Na Tabela 3.6, sdo apresentados os resultados obtidos das andlises cromatograficas

para 24 horas de processo, no estudo em shaker, para a bactéria Lactobacillus plantarum.
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Tabela 3.6. Resultados das fermentacoes em shakerpara a bactéria Lactobacillus

plantarum.

Tempoeratura Sacarose Levedura lgcctliig Tempoeratura Sacarose Levedura l:cctlii:))
(°C) (g/L) (g/L) (@L) (°0) (g/L) (g/L) (@L)
31 14 2 7,1 34 23 6 9,7
31 14 4 43 34 33 2 10,6
31 14 6 6,8 34 33 4 10,4
31 23 2 8,3 34 33 6 8,7
31 23 4 8,4 37 14 2 9,0
31 23 6 7,3 37 14 4 9,1
31 33 2 9,2 37 14 6 10,0
31 33 4 9,8 37 23 2 10,6
31 33 6 10,3 37 23 4 10,8
34 14 2 7,8 37 23 6 11,9
34 14 4 8,2 37 33 2 11,4
34 14 6 8,2 37 33 4 11,5
34 23 2 8,8 37 33 6 11,9
34 23 4 9,9 - - - -

O comportamento dessa bactéria foi diferente das anteriores, sendo possivel analisar
que com o aumento de todas as condi¢des estudadas, obteve-se um maior rendimento de
acido lactico no estudo. O maximo valor obtido foi de 11,9 g/L de 4cido lactico ao fim do
processo, com a temperatura de 37°C, a concentragdo de sacarose de 33 g/L e a

concentragdo de extrato de levedura de 6 g/L.

Ao analisar os resultados das trés bactérias, comprovou-se que as melhores
condi¢Oes, com relagdo aos nutrientes, foram de 33 g/L de sacarose e 6 g/L de extrato de
levedura. Entretanto, de acordo com os dados apresentados, € possivel notar que com
relacdo a fonte de nitrogénio, é tangivel a diminui¢cdo dessa concentragdo para 2 g/L, por se

tratar de um reagente de elevado custo, conforme Tabela 3.7.

O principal problema ao se trabalhar com bactérias lacticas € a necessidade de
assimilagdo de nitrogénio e suplementos para manuteng¢do destes microrganismos. O
extrato de levedura € muito relatado pelos pesquisadores como sendo o melhor reagente

para tal fim (Arasaratnam et al., 1996; Nancib et al., 2005). Mas, quando se avalia um
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processo industrial, a viabilidade econdmica pode ficar comprometida devido ao alto custo

do extrato de levedura.

Alguns autores, como Silveira (2009), estudam a substituicdo o efeito de fontes
alternativas de nitrogé€nio, sendo que ambos os estudos analisaram a viabilidade do uso de
sulfato de amdnio, que € seis vezes mais barato que o extrato de levedura, e obtiveram bons
resultados. Foram feitos dois tipos de ensaios: o primeiro estudo comparou fermentacdes
realizadas com 50 g/L de agucares redutores totais iniciais e 6 g/L. de extrato de levedura e
com 50 g/L de agucares redutores totais iniciais e 6 g/L de sulfato de amonio. Observou-se
que as produtividades maximas, apds 12 horas de processo, foram de 2,5 g/L..h e 3,1 g/L.h,

respectivamente.

Assim, optou-se por realizar os estudos fermentativos com a menor concentracao

desse nutriente.

Tabela 3.7. Concentracdes de acido lactico para diferentes concentracoes de extrato de

levedura.
Microrganismo Sezc;a/}rf))se Extrato de levedura (g/L) AC“Z /lfj;: tico
32,88 2 9,1
Lactobacillus delbrueckii 32,88 4 10,0
32,88 6 10,3
32,88 2 9,2
Leuconostoc mesenteroides 32,88 4 8,1
32,88 6 9,1
32,88 2 11,4
Lactobacillus plantarum 32,88 4 11,5
32,88 6 11,9

3.7.2. Resultados da fermentacio em reator

Um fator importante a ser considerado € o de que para o estudo da fermentagdo, de
acordo com a metodologia explicada anteriormente, optou-se por fornecer pulsos de melagco
durante o processo, a fim de se manter uma concentracdo de sacarose que fosse a mais
proxima possivel da inicial. Para saber o momento em que a fonte de acticar tinha se
esgotado, analisou-se constantemente o grifico de funcionamento da bomba de adi¢do de
solugdo NaOH 4M, para controle de pH em 5,0, uma vez que a adi¢do de base era realizada

automaticamente pelo equipamento conforme a concentracao de dcido l4ctico aumentava.
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O comportamento da bomba de base € exemplificado nas Figuras 3.3 a 3.5 , obtidos
das fermentacdes das trés cepas. De acordo com a Figura 3.3, referente a fermentacdo pela
bactéria Lactobacillus delbrueckii, observa-se que a bomba parou de funcionar nos
periodos de 20 a 25 horas, aproximadamente. O pulso foi dado apds esse tempo, para
garantir que todo agticar tinha sido realmente degradado pela bactéria e que ndo houvesse
uma quantidade maior de sacarose do que a inicial. O mesmo ocorreu apds 30 horas de

Processo.

Para as fermentacgdes realizadas nesta etapa do trabalho, a concentracdo dos pulsos
era de 173g/L de sacarose € o volume variava de acordo com o resultado da soma dos
volumes de amostras retirados até o momento. Entretanto, quando esta solu¢do era inserida
no fermentador, a concentracdo de sacarose ficou bastante abaixo disto. No momento das

andlises, observou-se que esta concentracdo ficava em torno de 5 a 10 g/LL de sacarose.

Nao foi possivel produzir uma concentragido solu¢do de melaco mais concentrada,
pois devido a sua elevada viscosidade, o melaco ndo diluia. Esse fator, relacionado ao
pequeno volume inserido justifica a pouca quantidade de base fornecida pela bomba,
mesmo apds os pulsos.
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Funcionamento da bomba (%)

Bomba de alimentacdo de NaOH 4N~ ------- Pulso

Figura 3.3. Tempo de fermentacao versus funcionamento da bomba de base para
Lactobacillus delbrueckii.

O mesmo comportamento foi observado em todas as fermentacdes realizadas,

variando somente o momento do pulso e o volume do mesmo, conforme pode ser
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observado nas Figuras 3.4 e 3.5. O fato de se ter fornecido o pulso com elevada
concentracdo foi importante na producdo final do 4dcido lactico. Entretanto, foi importante
considerar o volume inserido ao fermentador, j& que a concentragdo real no meio ficou

abaixo disso e serd apresentado na discussdo dos resultados a seguir.
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Figura 3.4. Tempo de fermentacao versus funcionamento da bomba de base para
Leuconostoc mesenteroides.
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Figura 3.5. Tempo de fermentacao versus funcionamento da bomba de base para
Lactobacillus plantarum.
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3.7.2.1. Perfil da concentracao pela bactéria Lactobacillus delbrueckii

No inicio dessa fermentacdo, notou-se que houve um aumento na concentragio
inicial de sacarose, conforme observado na Figura 3.6, para 43,3 g/L. Esse erro se justifica

pelo fato de o reator usado, o BioFlo 45, perder 4gua durante o processo de esterilizacdo do

meio fermentativo.
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Figura 3.6. Perfil da fermentacao do melaco pela cepa Lactobacillus delbrueckii.

De acordo com a Figura 3.6, € possivel visualizar que em 39 horas, o processo
mostrou-se eficiente, com uma concentracdo de d4cido lactico de 50,2 g/, uma
produtividade de 1,26 g/L.h e taxa de conversdo, dos aguicares disponiveis na fermentacao
em 4cido lactico, de 80%. Os resultados obtidos podem ser considerados bons, quando
comparados com os observados na literatura. Kadam et al. (2006) usando o melaco
hidrolisado, suplementado com extrato de levedura e uma cepa de Lactobacillus
delbrueckii, alcancaram uma faixa 0,5-1,6 g/L.h, variando segundo a concentracdo de

sacarose usada.

Estudos diferentes para producdo dos dois isdmeros do &cido lactico foram

encontrados na literatura. Timbuntan et al. (2006) e Nakano et al. (2012), descreveram essa
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cepa como sendo uma bactéria homofermentativa, que produz D-4cido l4ctico com elevada
pureza Optica e tem facilidade para fermentar os agicares como sacarose e glicose. As
condi¢cdes apresentadas nesses estudos foram: temperaturas de 40°C, com pH 6,

controlados por trés tipos de solucdes basicas, NaOH, Ca(OH), e NH,OH.

Em ambos os estudos, o substrato usado foi a glicose e os fermentados de maior
pureza 6ptica foram aqueles em que a solucdo de NaOH 6M foi usada para controle do pH
da fermentacdo. A pureza Optica do dcido obtido no primeiro estudo estava entre 97 e 98%,
em sua forma D-(-). J4 na segunda referéncia, o acido lactico produzido apresentou uma

pureza optica de 95% do isomero D.

Entretanto, Rashid (2008) em seu estudo da viabilidade da producdo de L-acido
lactico pela mesma bactéria fermentando residuos da producgdo de suco de abacaxi, utilizou
a temperatura de 40°C, pH controlado em 5 por uma solu¢do de NaOH 4M, de condicdo de

trabalho, encontrou uma solu¢do de L-acido l4ctico a 95%.

3.7.2.2. Perfil da concentracio pela bactéria Leuconostoc mesenteroides

Nesta fermentacdo, nota-se, através da Figura 3.7, que a concentracdo inicial de
sacarose ¢ menor do que a proposta pelos estudos em shaker. Esse fato se justifica pela
adicao de agua ao meio de fermentacdo, uma vez que, apOs a andlise das caracteristicas do
reator, notou-se uma perda consideravel de vapor e, por isso, concentragdo da sacarose no

meio.
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Figura 3.7. Perfil da fermentacao do melaco pela cepa Leuconostoc mesenteroides.

Em relacdo aos agucares e ao dcido l4ctico, foi observado que durante o processo, a
concentracdo de frutose teve um aumento, o que indica que este substrato é pouco
metabolizado pela bactéria. Esse comportamento possivelmente foi afetado pelo valor de
pH usado na fermentacdo e que poderia levar a formagdo de dextrana (Queirdz, 1987).
Devido a isso, ressalta-se que das cepas utilizadas, a Leuconostoc mesenteroides foi a que
produziu uma menor quantidade de acido lactico, 15,82/ com produtividade de 0,4 g/L..h e
taxa de conversdo do substrato em produto de aproximadamente 50% dos agticares totais

disponiveis na fermentacao.

No entanto, nota-se que a maior produtividade foi obtida no momento em que a
sacarose € a glicose foram metabolizadas, conjuntamente, durante as primeiras 9 horas de
fermentagdo alcancando uma produtividade de 1,34 g/L.h. Mesmo assim, a biomassa teve
um maximo de crescimento nesse tempo. Em parte, a baixa produtividade foi devida ao
longo tempo que a fermentagdo ficou estagnada devido ao esgotamento da sacarose, antes
da adicdo dos pulsos. Apds os pulsos, o incremento na concentragdo de 4cido lactico foi

pequeno, levando a diminuicao da produtividade.

No entanto, Coelho et al. (2011) apresentaram uma produtividade de 0,85 g/L.h, o

que indica que a produtividade encontrada nesse trabalho € considerédvel.
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3.7.2.3. Perfil da concentracao pela bactéria Lactobacillus plantarum

De acordo com a Figura 3.8, nota-se que com 46,4 horas, o processo mostrou-se
eficiente, atingindo uma concentrag¢do de 4cido lactico de 50,6 g/L, e uma produtividade de
1,1 g/L.h e conversdo de 92%. Para este cédlculo, considerou-se a concentracdo dos acucares

disponiveis do melaco tanto no momento do inéculo, quanto no momento do pulso dado.

Os resultados obtidos podem ser considerados compativeis com a literatura. Lunelli
(2010) usando melaco sem hidrélise, com concentracdo de sacarose por volta de 36 g/L
(concentragdo inicial e pulsos dados) suplementado com extrato de levedura e uma cepa de
Lactobacillus plantarum isolada de uma cultura mista, obteve perto de 33 g/ de
concentracdo final de 4cido lactico, em um processo com dois pulsos e 50 horas de
processo, que resultou em uma taxa de 90% de sacarose destinada a conversao para acido

lactico e células.
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Figura 3.8. Perfis das concentracoes das fermentacoes do melaco.
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Portanto, ao fim da etapa de producdo de dcido l4ctico, foi possivel observar as
diferencgas de produtividade e rendimento de produto final obtidas, de acordo com a Tabela

3.8.

Tabela 3.8. Dados obtidos nas fermentacoes realizadas.

Microrganismo Concentragao Produtividade
(g/L) (g/L.h)
Lactobacillus delbrueckii 50,2 1,26
Leuconostoc mesenteroides 15,8 04
Lactobacillus plantarum 50,6 1,1

E importante ressaltar que um dos objetivos iniciais do projeto era a aplicagio de
uma etapa de separacdo e purificacdo do acido l4ctico produzido, a fim de se aumentar a
concentracdo desse dcido para utilizagdo como substrato da producdo do acido propidnico,
préximo capitulo da dissertacdo. Entretanto, devido as concentra¢cdes encontradas, ndo foi
necessdria a realizacdo desta etapa, pois as propionibactérias sdo sensiveis a altas

concentracdes de 4cido lactico e sofreriam de inibi¢do pelo substrato.
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CAPITULO IV

Producdo do acido propionico

Neste capitulo, serdo apresentadas as condi¢des de manuten¢do da cepa bacteriana
usada para produgdo do 4cido propidnico, o preparo do indculo, a composi¢ao do meio, as

fermentacgdes realizadas e, por fim, os resultados obtidos.

3.1. FONTE DE CARBONO
Para a producdo do acido propidnico, foi usado o 4cido lactico obtido na etapa

anterior, ou seja, proveniente de fermentacao.

3.2. MICRORGANISMO

A cepa usada foi a Propionibacterium acidipropionici CCT-4843 obtida da
Fundacao Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello. De acordo com uma selecao
feita por Coral (2008), esse € um dos gé€neros que se mostrou com maior capacidade de
conversdo de acido lactico para acido propidnico. A escolha também se justifica pelo fato
de que o grupo de pesquisas do LOPCA ja possuia experiéncia e conhecimento para

manipulagdo e manutengdo desta cepa.

3.3. CULTIVO E MANUTENCAO DA CEPA

As culturas foram repicadas e mantidas em tubos contendo 7 mL de meio com dgar
e composicdo de acordo com a Tabela4.1, adaptado de Coélho (2011), previamente
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os indculos foram mantidos em

incubadora por 30 horas a 30°C.
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Tabela 4.1. Composicao do meio agar de reativacio.

Componente Concentraciao
(g/L)
Extrato de malte 10
Extrato de levedura 5
Peptona 10
Agar 10
Glicose 10

Ap6s o tempo de incubacdo, uma aliquota foi retirada de cada tubo de ensaio e
transferida para outros tubos com 9 mL de meio, conforme composicdo descrita na
Tabela4.2, e mantidos nas mesmas condicdes anteriores.

Nesta etapa, é importante notar que o componente lactato de sodio ja foi inserido,

para ambientacao da bactéria a principal fonte para a fermentacao.

Tabela 4.2. Composicio do meio de ativaciao (Coral et al., 2008).

Componente Concentracao (g/L)
Lactato de sédio 10
Extrato de levedura 5
(NH4),HPO, 2
KH,PO, 20
MgSO,.7H,0 5
CaCl,.6H,O 1
CoCl,.6H,0 2
FeSO,.7H,0 2
MnSO,.H,0 0,1

Ao final das 30 horas, todo o volume final do tubo, ou seja 10 mL, foi inoculado em
um erlenmeyer de 100 mL com 90 mL do mesmo meio. Entretanto, a concentracido de
lactato de sodio, que no meio de ativagdo era de 10 g/L, foi aumentada para 20 g/L nesta

etapa. E importante salientar que, devido ao fato de ser uma bactéria anaerébia, o processo,
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até aqui, foi realizado sem agitacdo e em frascos em que o volume seja correspondente ao
volume total de liquido, para diminuir a presenca de oxigénio durante a preparacdo do
in6culo.

O erlenmeyer foi mantido em incubadora a 30°C até que o indculo atingisse
absorbancia de aproximadamente 0,8, a um comprimento de onda de 660 nm (A¢~0,8) e,
assim, estivesse pronto para ser usado na fermentacdo. Esta metodologia de
acompanhamento do crescimento celular se mostrou presente nos trabalhos de Coélho

(2011) e Coral et al (2008).

3.4. FERMENTACAO EM REATOR

Para o estudo da viabilidade do processo de producdo de dcido propidnico a partir
do 4cido lactico fermentado, a seguinte metodologia foi estudada: os caldos obtidos
diretamente apds a fermentacdo do acido lactico foram centrifugados, misturados, para se
obter a concentragdo ideal de 4cido l4ctico, e analisados em HPLC. Apds isso, o caldo final
foi suplementado com extrato de levedura, fonte de nitrogénio para o microrganismo, e
com as mesmas concentragdes de sais das etapas anteriores, e foi fermentado novamente. A
metodologia descrita foi totalmente diferenciada, uma vez que ndo foi encontrado na
literatura nenhum estudo que a propusesse.

O caldo resultante foi dividido em volumes iguais, j4 que o volume minimo de
trabalho do reator era de 2000 mL, e usado como meio de fermentacdo. Foram realizados
dois processos onde cada um contou com 2475 mL de meio e 25 mL de indculo,
correspondente a 1% do volume total. Este valor de concentracio de indculo foi encontrada
nos trabalhos de Coral et al., (2008) e Coélho (2011), que foram usados como base para o
desenvolvimento desta parte da dissertacao.

Pela auséncia de trabalhos que explorem a produgdo do dcido propidnico a partir do
acido lactico fermentado, apenas a concentracdo do substrato no meio fermentativo foi
usada como base. Coral, et al.(2008) observaram uma concentracdo ideal de acido lactico
sintético por volta de 40 g/L, pois notou que em concentragdes acima de 50 g/L, ha inibicao
do crescimento das propionibactérias.

O reator utilizado nesse processo foi o mesmo usado para a producdo do acido

lactico, um New Brunswick, modelo BioFlo 415, com capacidade total de 7000 mlL,
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montado sobre uma base de controle que permite controlar algumas varidveis do processo,
como temperatura, pH, turbidez, CO,, agitacao.

As condi¢des de indculo e fermentagdao foram adaptadas de Coélho (2011) e Coral
et al.(2008), com 1% de indculo, agitagdo a 100 rpm, 30°C, pH mantido em 6, com a
adicao de uma solu¢do de NaOH a 5M, 120 horas de processo e alimentacdo de gis N,
antes do indculo, para manter a anaerobiose. Amostras foram coletadas de 12 em 12 horas

para acompanhar a fermentacdo.

3.5. METODOLOGIA ANALITICA

As amostras foram centrifugadas em uma centrifuga, marca Eppendorf, modelo
5810R. O sobrenadante foi filtrado em membranas millipore de 0,22 pum e usado para
determinagdo das concentracdes dos 4cidos: propidnico, acético e lactico e o precipitado
usado para determinacdo da concentracdo celular, essa ultima feita por peso seco
(gravimetria).

As concentragdes de 4cido lactico, éacido acético e dcido propidnico foram
determinadas através de andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), marca
Agilent, modelo 1260 Infinity Quaternary LC System. Foi usada uma coluna Bio-Rad
Aminex HPX-87H.

A fase movel utilizada foi uma solu¢ao de H>SO4 0,005 M, preparada com dgua
ultra-pura (Milli-Q) e filtrada com membrana em éster de celulose com 0,45 um de
porosidade, numa taxa de fluxo de 0,6 mL/min, com volume de injecdo de 15 uL a 30°C e
tempo de corrida de 30 minutos, com 30 segundos de intervalo entre cada amostra. As dreas
dos picos foram detectadas através dos detectores UV (ultravioleta) e RID (fndice de
refracdo) e determinadas quantitativamente através do ajuste de curvas dos padrdes sigma
dos componentes (Coélho, 2011).

Para determinacdo da concentragdo celular por gravimetria, o precipitado foi lavado
duas vezes com dgua destilada e centrifugado. A massa celular foi colocada em tubos

eppendorfs, previamente secos e pesados, e seca em estufa a 105°C por 4 horas.
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3.6. RESULTADOS
A composi¢do do caldo obtido da fermentacdo para producdo do édcido lactico e
usado no processo fermentativo para producdo de 4cido propidnico € apresentado na Tabela

4.3. Sio resultantes de andlise prévia ao processo, realizada pela cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HPLC).

Tabela 4.3. Resultados da fermentacio para producio do acido propionico.

Composicao
Volume final (mL) 5100
Concentragao de acido lactico (g/L) 40,5
Concentragdo de sacarose (g/L) 0,027
Concentragado de glicose (g/L) 0,029
Concentragao de frutose (g/L) 1,5

A partir da Tabela 4.3, é possivel notar uma quantidade considerdvel de frutose
proveniente do caldo de fermentacio da bactéria Leuconostoc mesenteroides. Observou-se
que, inicialmente, esse agucar foi preferencialmente degradado, com relacdo ao &cido
lactico pela propionibactéria. Esse fator foi notado durante as andlises cromatogréficas das
amostras retiradas nas fermentagdes. De acordo com Wang et al. (2012), as
propionibactérias possuem uma preferéncia metabdlica por mondmeros, que € o caso da
frutose. A sacarose também € um substrato de grande relevancia nas pesquisas para
producdo de dcido propidnico, entretanto, sua quantidade residual, assim como a da glicose,
ndo apresentou alteracdo significativa nas andlises.

Entretanto, conforme € possivel observar nas Figuras 4.1 e 4.2, foi somente apds o
esgotamento da frutose e, assim, comeg¢o da degradacdo considerdvel do acido l4ctico é que

houve uma producdo brusca de 4cido propidnico com, aproximadamente, 48 horas de

Processo.
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Figura 4.1. Comportamentos da degradacao do substrato e da formacao do produto,
obtidos na primeira fermentacao do acido propionico.

Coral et al.(2008) estudaram a viabilidade da produg¢do de 4cido propidnico a partir
do 4cido lactico sintético e encontraram um tempo ideal de fermentacdo de 144 horas de
processo, com formagdo de aproximadamente 16 g/L. de 4cido propidnico, resultando em
uma produtividade de 0,11 g/L.h.

J4 no desenvolvimento deste trabalho, o valor maximo de concentragdo de 4cido
propidnico alcancado para a primeira fermentacdo foi de 14 g/L, com 96 horas de processo,
apresentando uma produtividade de 0,144 g/L.h. Contudo, observa-se que o pico maximo
foi alcancado com 84 horas de processo, onde havia uma concentracdo de 13,76 g/L. e uma
produtividade de 0,17 g/L.h.

A fermentacdo foi interrompida com 120 horas de processo devido ao
comportamento da bomba de alimentacdo de base, para controle do pH, que ja se

apresentava estavel.
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Figura 4.2. Comportamentos da degradacao do substrato e da formacao do produto,
obtidos na segunda fermentacao do acido propionico.

Na segunda fermentacdo, observou-se um comportamento muito parecido com a
primeira, diferenciando-se pelo tempo de duracdo da fermentagcdo, que foi interrompida
com 117 horas, devido ao comportamento estavel da bomba de base.

A bomba de alimentacdo de base do fermentador foi considerado um indicativo do
esgotamento do substrato para fermentacdo, uma vez que quando essa bomba para, é
porque a producdo de 4cido estagnou e nao foi necessdria a insercao de base para controle
do pH.

Neste caso, houve a formagdo de uma quantidade maxima de 13,87 g/L de acido
propidnico, em 96 horas, com produtividade de 0,12 g/L.h.

Nas duas fermentacdes realizadas, nota-se que a formagdo de 4cido acético foi
baixa, apresentando um valor méximo de 6,9 g/L na primeira fermentacdo e 6,45 g/L. na
segunda. Na andlise das amostras coletadas, observou-se que esse € o subproduto presente
em maior quantidade durante a fermenta¢ao do acido propidnico.

Entretanto, ao se analisar o balanco de massa da equacdo da transformacgdo do acido

lactico em 4cido propidnico, nota-se que a cada 3 mols de lactato conduzem a producdo de
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relagdo molar 2:1:1, 4cido propidnico, dcido acético e diéxido de carbono, respectivamente,
conforme a equagdo (4) apresentada no capitulo II. Desta forma, os rendimentos tedricos
deveriam ser de 54,8% para o 4cido propidnico, 22,2% de écido acético, 16,3% de gés
carbonico e 6,7% de oxigénio. Ao se considerar, entdo, a concentracdo de 40 g/L iniciais de
dcido lactico disponivel, t€ém-se que esses rendimentos tedricos corresponderiam a 22 g/L
de 4cido propidnico e 8,9 g/L de 4cido acético.

Mas, de acordo como os resultados, foi obtido um rendimento de dcido propidnico
de 64 % do tedrico, ou seja, 14 g/L aproximadamente, e um rendimento de 77% do tedrico
para o dcido acético (7 g/L).

O baixo rendimento do 4cido propidnico pode ter ocorrido, talvez, pelo fato de se ter
usado uma concentracdo inicial de inéculo de apenas 1 % em relacdo ao volume total de
fermentacao.

Na maioria das vezes, as fermentagdes industriais acontecem com uma taxa de
in6culo que varia na faixa de 10 a 14% (Aquarone et al., 2001). No entanto, o
comportamento do microrganismo e as condi¢des devem ser estudados e considerados

previamente a realizacdo de um processo fermentativo.
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CAPITULO V

Conclusoes e sugestoes para trabalhos futuros

No capitulo V, serdo apresentadas as conclusdes do trabalho, bem como sugestoes

para trabalhos que venham a ser complementares a pesquisa.

5.1. CONCLUSOES

Para a cepa de Lactobacillus delbrueckii, foi possivel alcancar uma concentragio
final de 50,2 g/L. de acido lictico e produtividade de 1,26 g/L.h, com aproximadamente 40
horas de processo. No entanto, é tangivel a redu¢@o do tempo da fermentacdo para 24 horas,
onde se obteve uma produtividade de 1,89 g/L..h de acido lactico. Todo o cendrio sugere
que, nas condicdes de trabalho, a Lactobacillus delbrueckii € capaz de metabolizar
sacarose, glicose e frutose para acido l4ctico.

Com uso da bactéria Leuconostoc mesenteroides foi possivel a producdo de acido
lactico em concentracdo méixima de 15,8 g/L e produtividade final de 0,4 g/L.h. A
avaliacdo das concentracdes, durante a fermentacdo, permitiu notar a diminui¢do na
concentracdo de sacarose e glicose e aumento na concentragdo de acido l4ctico e frutose.
Este fato sugere que, nas condi¢cdes de trabalho, a Leuconostoc mesenteroides tem
preferéncia para metabolizar a glicose para acido lictico, j4 que se observa aumento na
concentracdo de frutose a medida que a sacarose é metabolizada.

Ja os resultados obtidos para a bactéria Lactobacillusplantarum mostraram que o
processo, realizado em 46 horas, foi eficiente nas condi¢cOes propostas, sendo capaz de
atingir uma concentracao final de 50,6 g/L de 4cido lactico e produtividade de 1,1 g/L.h. As
amostras retiradas permitiram o acompanhamento da degradacdo dos agticares presentes no
melaco da cana-de-acticar em taxas proporcionais a formac¢ao do produto final de interesse.

O diferencial na proposta desta etapa foi a utilizacido de pulsos de solugdo de melagco
de cana-de-agucar, extremamente concentrada em sacarose, 173g/L, a fim de se chegar o
mais proximo possivel da condicdo inicial. Entretanto, devido ao volume destes pulsos
dados, que correspondia ao volume de amostras retiradas até aquele momento, a

concentracdo de sacarose no meio de fermentagdo ficava entre 5 e 10 g/L, dependendo do
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processo. Mesmo em baixas concentragdes, os pulsos proporcionaram um aumento na
produtividade final para as 03 cepas estudadas.

No estudo da viabilidade da fermentag¢do do acido lactico fermentado para produgao
do 4cido propidnico pela cepa Propionibacterium acidipropionici, constatou-se a
capacidade desta bactéria converter o dcido lactico em 4cido propidnico. As concentracdes
finais do 4cido propionico obtidas foram de 14 g/L. no primeiro processo e 13,87 g/L no
segundo. Esses valores fornecem uma produtividade de 0,144 e 0,12 g/L.h,

respectivamente, com 96 horas de processo.

Essa etapa do trabalho € considerada diferenciada, uma vez que o substrato utilizado
foi o 4cido lactico proveniente da fermentagdo, e ndo sintético, conforme pesquisas
apresentadas no capitulo IV para comparacdo dos resultados.

O trabalho apresentou a producgdo sucessiva de dois 4cidos, lactico e propidnico, por
vias totalmente biotecnoldgicas, ou seja, nenhuma etapa do processo fez uso de sintese

quimica, apresentando uma solucdo viavel e ecologicamente sustentavel.

5.2. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com vista nos resultados obtidos, as sugestdes para a continuidade da pesquisa sao:

e Estudo da viabilidade da substituicdo do extrato de levedura por outra fonte de

nitrogénio alternativa, na produ¢do do 4cido lactico.

e Problemas com relagdo a inibicdo pela formag¢do do produto final, o é&cido
propidnico, foram observados. Um ponto interessante de exploragdo seria o estudo
de técnicas de separacdo do produto, juntamente com a fermentacdo, a fim de se

reduzir a inibi¢do pelo 4cido propidnico.
e Estudo da otimizacdo do processo, com variagdes no substrato e na biomassa.

e Execucdo, através de processos vidveis e biodegraddveis, da separacdo e purificacido

do écido propidnico.
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ANEXOS

ANEXO I - ROTULO PARA IDENTIFICACAO DOS RESIDUOS QUIMICOS

ORIGINADOS DURANTE O TRABALHO

RESIDUO QUIMICO

Substitua esta frase com o nome da sua Unidade por extenso

Departamento:

Laboratério:

Responsdvel pelas informagdes:

Data ou periodo

Residuo gerado na andlise de:

pH =
PREENCHIMENTO OBRIGATORIO
O RESIDUO CONTEM (preencha SIM OU NAO para cada item)
HALOGENADOS PRESENGA DE ENXOFRE OU SUBSTANCIAS SULFURADAS
ACETONITRILA GERADOR DE CIANETOS
METAIS PESADOS AMINAS
COMPOSTOS (Inclusive agua) PORCENTAGEM NO RESIDUO

ATENGAO: Utilize apenas 75% do volume do frasco

57



ANEXOS

ANEXO II - CURVAS DE CALIBRACAO PARA OS ACUCARES E ACIDO

LACTICO

Area sacarose at exp. RT: 7.573
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E =1 5td. ev.: 15695

3E6 ] [ R651d1:1al d. Dew 5699
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‘I_E;EE—E ®x: Amount

1E6 3 v: Area
500000

0 . e
0 10 20
AmountlesL]
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BDUUDU_; "/ RID1 &, Refractive Index
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3 4 b —3551.54592
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Area

700000
500000
500000

400000 4

300000
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frutose at exp. RT: 5.821
RID1 A, Refractive Index Signal
Correlation: 0.999%63
Residual sStd. Dev.: 8183.47%36
Formula: v = mx + b

m: Z247490.66907

b —3614.65077

AEmount

[
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i
]

acido lactico at exp. RT: 12.914
RID1 2, Refractive Index Signal
Correlation: 0.999594

>

Residual Std. Dev.: 15221.3550&
1

Formula: ¥ = mx + b
m: 111150.42092
b: —-2241 .46039
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ANEXO III - CURVAS DE CALIBRACAO PARA ACIDOS LACTICO E

PROPIONICO
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USO DA BACTERIA LACTOBACILLUS DELBRUECKII CCT 3744 NA
PRODUCAO DE L-ACIDO LACTICO A PARTIR DE MELACO DE CANA-DE-
ACUCAR
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RESUMO — Ao se considerar o desenvolvimento de produtos quimicos ecoamigaveis,
que tem sido alvo de pesquisa nos dltimos anos, é importante ressaltar a demanda e a
importincia do 4cido lactico na industria. Junto com seus derivados quimicos, como seus
biopolimeros, esses produtos formam um grupo de compostos de alto valor agregado,
quando provenientes de sinteses de fontes renovaveis. Esse interesse levou ao estudo da
producdo do L-acido lactico via fermentativa, a partir de melago de cana-de-acticar. No
presente trabalho, melaco de cana-de-agticar foi fermentado pela bactéria Lactobacillus
delbrueckii CCT 3744 durante 39,7 horas em fermentador BioFlo 415 nas seguintes
condi¢des: concentracdo de sacarose de 32,8 g/L, concentracdo de levedura de 6 g/L,
temperatura de 40 °C, pH igual a 5, agitacdo de 200 rpm e pulsos de melaco de cana-de-
actcar de 173 g/L de sacarose a 24,2 h e 29,7 h de fermentacdo. No final da fermentacao
as concentracdes dos principais agticares do melaco (sacarose, glicose e frutose) junto
com o &cido lactico foram quantificadas por meio da técnica analitica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), obtendo como resultado uma concentrag¢do final de
50,2 g/L. de 4cido lactico com produtividade de 1.26 g/L.h.

1. INTRODUCAO

O éacido lactico € um acido carboxilico muito importante na indudstria por ser de versatil
aplicacdo, rentabilidade e poder ser obtido de fonterenovdvel. E usado na fabricacdo de
alimentos, com uma demanda de aproximadamente 85%, sendo o restante distribuido em outros
tipos de industrias. De acordo com Rojanet al. (2009), nos udltimos anos, o dcido lactico tem
ganhado espaco na producdo de produtos biodegradéveis, principalmente na sintese de polimeros
para uso médico, como suturas, proteses e medicamentos controlados. Neste contexto ¢é
importante ressaltar que o uso do material polimérico, nessas aplicagcdes, depende da isomeria do
acido lactico usado como mondmero o que ressalta a importancia da producdo de acido lactico
via fermentativa. Isto se deve ao fato, de que em comparacdo com a sintese quimica deste acido,
a producdo por meio da via fermentativa torna possivel a obten¢do do isomero selecionado ou de
uma mistura racémica a partir das bactérias do 4cido lactico. Nesse sentido, no presente trabalho
foi usada a bactéria Lactobacillus delbrueckii CCT 3744, adquirida da Fundagdo André Tosello, uma
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bactéria do 4cido lactico homofermentativa que apresenta bons rendimentos na producio de L-4cido
lactico a partir do caldo e do melago de cana-de-agticar com temperatura de trabalho de 42 °C e pH de
4-6 (Dumbrepatil et al., 2008; Kadam et al., 2006). Outro ponto a ser considerado € que o 4cido
lactico pode ser obtido a partir de matéria-prima vegetal como o melaco de cana-de-agucar,
considerado residuo agroindustrial na produg@o de actcar e dlcool.

2. METODOLOGIA

O melago de cana-de-agucar utilizado durante todos os ensaios foi obtido da Usina Costa
Pinto S.A. de Piracicaba — SP, safra 2012 e estudado em sua forma nao hidrolisada.

A principio, foram realizados estudos exploratorios, a fim de se analisar as condi¢des que
favorecessem a formacdo do produto final de interesse. Assim, a cepa obtida da Fundacao André
Tosello de Pesquisa e Tecnologia foi reativada em meio MRS é4gar por 48 horas a temperatura de
crescimento, 37°C. Apds esse periodo, uma aliquota foi retirada e transferida para um tubo de
ensaio contendo 10 mL de meio MRS liquido. As condicdes anteriores foram mantidas. Depois
desse tempo, S mL foram retirados do tubo e adicionados a um erlenmeyer de 125 mL, com 45
mL de meio MRS liquido e, mais uma vez, mantido nas mesmas condi¢des. 300 mL de solugdo
de melaco de cana-de-agucar foram preparados em erlenmeyer contendo 14% v/v de inoculo e
concentracdes conhecidas de sacarose (14 g/L, 23 g/L. e 33 g/L) e extrato de levedura conhecido
(2 g/L, 4 g/L e 6 g/L). Logo, a fermentacdo foi conduzida em Shaker, Marconi MA 832, nas
temperaras de 40°C, 43°C e 46°C durante 24 h a 200 rpm. Entdo, amostras de 4 mL foram
coletadas nos tempos 6, 10 e 24 horas para acompanhar o processo.

A melhor condi¢do encontrada nos estudos exploratérios foi aplicada no fermentador
BioFlo 415. As primeiras trés etapas foram realizadas da mesma forma do estudo prévio. Para
substituir a dltima etapa, foi usado um erlenmeyer de 1000 mL com 450 mL de meio MRS
liquido e os 50 mL totais provenientes da fase antecedente. Os 500 mL foram mantidos em
shaker a 150 rpm, por 30 horas, para compor o inoculo da fermentacdo. Passado esse periodo,
foram transferidos 420 mL de inoculo em 2580 mLde meio, composto pelas melhores condi¢des.
A rotacao foi estabelecida em 200 rpm, o tempo foi de 30 horas e o pH foi controlado em 5 pela
adi¢do de NaOH 4M. Um pulso de 72 mL de melago diluido foi dado com 24 horas e outro com
aproximadamente 30 horas de processo com uma concentracdo de 173 g/L de sacarose, a fim de
manter a produgdo do acido. Amostras de 4 mL eram retiradas de 2 em 2 horas para acompanhar
0 processo.

As concentracdes de sacarose, glicose, frutose e dcido lactico foram quantificadas através
de andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia usando um cromatégrafoAgilent, modelo
1260 InfinityQuaternary LC System equipado com uma coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H e
detector de indice de refracdo. A concentracdo de biomassa foi determinada pelo método
gravimétrico. A pureza Otica do 4cido lactico foi confirmada usando o kit D-Lacticacid/L-
Lacticacid UV-method, Cat. No. 11 112 821 035, BOEHRINGER MANNHEIM / R-
BIOPHARM Enzymatic BioAnalysis/FoodAnalysis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Dos estudos exploratérios se observou que as melhores concentracdes de acido lactico
foram para 40 °C e 46 °C com concentracdes de sacarose e extrato de levedura de 33 g/L e 6 g/L,
respectivamente (Tabela 1). No entanto, a fermentagdo em biorreator BioFlo 415 foi realizada a
40 °C por ser a menor temperatura. Durante a fermentacdo, a temperatura, a agitacio, o pH e o
funcionamento da bomba de alimentacdo da solucdo de NaoH foram monitorados. Assim, 0s
pulsos de solucao de melago de cana-de-agucar foram dados nos momentos em que se observou
que a bomba de base ndo estava alimentando o reator.

Tabela 1. Resultados obtidos nos estudos prévios a 24 h de fermentacio.

Temperatura Sacarose Levedura Acido Temperatura Sacarose Levedura lgcctli(:g
O (g/L) (g/L)  lactico (g/L) (&) (g/L) (g/L) (g/L)
40 14 2 7,2 43 23 6 8,6
40 14 4 7,7 43 33 2 8,8
40 14 6 8,5 43 33 4 9,0
40 23 2 8,6 43 33 6 10,0
40 23 4 8,8 46 14 2 10,3
40 23 6 9,5 46 14 4 5.1
40 33 2 10,0 46 14 6 6,5
40 33 4 10,1 46 23 2 6,3
40 33 6 10,3 46 23 4 5,0
43 14 2 7,1 46 23 6 6,2
43 14 4 7,9 46 33 2 6,2
43 14 6 8.4 46 33 4 5,1
43 23 2 8,4 46 33 6 5,7

43 23 4 7,2 - - - -

J4 no inicio da fermentacdo no biorreator BioFlo 415 se observou um aumento na
concentracdo inicial de sacarose para 43,3 g/L, erro que se apresentou devido ao projeto do
biorreator 415, o qual tem perda de vapor durante a esterilizagdo do meio fermentativo (Figura 1).
Para acomodar esta caracteristica do fermentador um procedimento operacional adequado deve
ser realizado.
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Figura 1. Comportamento da fermentag¢ao em fun¢do do tempo.

A andlise das amostras tomadas durante a fermentacdo permitiram observar que durante
as primeiras 6 horas de processo, as concentragdes de glicose (0,24 g/L) e de frutose (0,71 g/L) ja
tinham diminuido a sua totalidade, enquanto que a concentracdo de sacarose (33 g/L) se mantinha
constante. Isso mostra pouca preferéncia da bactéria pelos monomeros de acticares. Logo apds o
esgotamento dos mesmos, 0 microrganismo comecou a degradar o dimero mais rapidamente,
justificado pela queda acentuada observada no gréifico, além dos dois picos maximos de
produtividade observados. Portanto, € possivel afirmar que o Lactobacillus delbrueckii CCT
3744 ¢ capaz de metabolizar todos os agticares presentes em produto de interesse, pois ja com
esse mesmo tempo de processo, analisa-se uma considerdvel concentracio de dcido lactico (15,51
g/L)) no meio. Antes do primeiro pulso, observa-se que a produtividade estava alta, em 1,75
g/L.h, com uma concentracdo de 42 g/L. de &cido lactico. Apds os dois pulsos, com uma
concentracdo final de 50 g/LL de produto, a produtividade caiu para 1,67 g/L.h e 39,7 horas de
processo. Com valores tdo proximos, € vidvel que um tempo reduzido de fermentacdo, 24 horas,
seja aplicado para uma producdo satisfatoria de acido l4ctico.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho foram identificadas as condi¢des de operagao para a producdo de L-dcido
lactico usando a bactéria Lactobacillus delbrueckii CCT 3744 usando melago de cana-de-agucar
como meio de fermentagdo. Foi obtida uma concentragao final de 50,2 g/L e produtividade de 1,26
g/L.h. No entanto, € tangivel a reducio do tempo da fermentacao para 24 horas, onde se obteve uma
produtividade de 1,89 g/L.h de &cido lactico. Todo o cendrio sugere que, nas condi¢des de
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trabalho, a Lactobacillus delbrueckii é capaz de metabolizar sacarose, glicose e frutose para dcido
lactico.
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RESUMO - Nos tultimos anos, o acido lactico tem ganhado importancia na produgdo
de biopolimeros com uso biomédico, o que tem elevado o interesse na producio de
acido lactico com caracteristicas especificas sem a presenca de solventes. Assim, esse
trabalho teve como objetivo a produ¢do do D-4cido lactico em fermentacdo batelada
de melago de cana-de-agucar pela bactéria por Leuconostoc mesenteroidesCCT 4357
durante 39,5 h em fermentador BioFlo 415, com 32,8 g/L. de sacarose, 6 g/l de levedura,
32 °C, pH de 5, 200 rpm e dois pulsos de melago de cana-de-agicar de 221,6 g/L de
sacarose a 21,6 h e 29,0 h de fermentagdo. No final da fermentacdo, obteve-sel5,8 g/
de écido lactico com produtividade de 0,4 g/L.h.

1. INTRODUCAO

Por décadas, o dcido lactico tem apresentado excelente importancia na industria dos
alimentos, téxtil, couros, farmacéutica e como matéria prima para produtos quimicos renovaveis,
convertendo-se no acido orgdnico de maior concorréncia nos ultimos anos. Estima-se que a
demanda do &cido lactico tem aumentado devido ao interesse nos produtos quimicos eco-
amigdveis e seu amplo espectro de utilizacdo. Além disso, o 4cido lactico ganha importancia na
sintese de bio-polimeros onde sua pureza isomérica € requerida. Neste sentido, o 4cido €
produzido por fermentacdo de matéria-prima vegetal com uso das bactérias do acido lactico
(LAB). Estas bactérias sdo descritas como organismos anaerdbicos facultativos, Gram (+), nao
esporogénicas, catalase negativa, citocromo ausente, exigentes quanto aos fatores nutricionais,
tolerantes a 4cido, estritamente fermentativas com a formagdo do 4cido lactico como principal
produto da degradagdo de agucar, e aceitas como GRAS (Generally Recognized As Safe) para o
organismo humano (Lunelli, 2010; Mayoet al., 2010). Segundo o metabolismo fermentativo, sdo
classificadas principalmente em LAB homofermentativas (Lactococcus, Streptococcus,
Enterococcus, e alguns Lactobacillus) e LAB heterofermentativas (Leuconostoc, Oenocucus, e
alguns Lactobacillus); nomes que foram propostos por Orla-Jensen em 1919 (Mayoet al., 2010).
Das LAB, a Leuconostoc mesenteroides é capaz de produzir D-4cido l4ctico a partir dos acticares
redutores do melaco de cana-de-acucar (Coelho et al., 2011), um substrato considerado residuo
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agroindustrial da inddstria agucareira, barato, abundante na regiio de Sdo Paulo, com
aproximadamente 61% de acucares redutores (sacarose, glicose e frutose) e nutrientes essenciais
para o crescimento de LAB (Lunelli, 2010; Coelho et al., 2011). Coelho et al., (2011) usaram a
Leuconostoc mesenteroides BS12 para avaliar o uso de substratos baratos (melaco, caldo de cana-
de-acticar e soro de queijo) e investigar o efeito da fonte carbono (extrato de levedura, levedura
autolisada, milhocina, proteina de algodao) no meio na producao de D-acido l4ctico.

Portanto, a pesquisa teve como objetivo principal produzir D-4cido lactico a partir da
fermentacdo de melago de cana-de-agucar pela bactéria Leuconostoc mesenteroides CCT 4357.

2. METODOLOGIA

Para a producgido de acido lactico, foi usado o melago de cana-de-acticar, ndo hidrolisado,
obtido da Usina Costa Pinto S.A. de Piracicaba — SP, safra 2012. A bactéria Leuconostoc
mesenteroides CCT 4357 foi adquirida da Fundacdo André Tosello.

Estudos prévios em Shaker, Marconi MA 832, foram realizados para determinar a
concentracdo de sacarose, extrato de levedura e temperatura de trabalho, antes da fermentacdo em
biorreator BioFlo 415. Para tanto, a Leuconostoc mesenteroides foi reativada em meio MRS 4gar
por 48 h a 26 °C. Passado esse tempo, uma aliquota foi retirada e transferida para tubo de ensaio
contendo 10 mL de meio MRS liquido e mantida por 48 h a temperatura de crescimento. Apds
esta etapa, 5 mL foram retirados do tubo e adicionados em erlenmeyer de 125 mL, com 45 mL de
meio MRS liquido e, novamente, mantido nas mesmas condicdes durante 48 h. Na etapa final,
300 mL de solugao de melago de cana-de-acucar foram preparados em erlenmeyer contendo14%
v/v de inoculo e concentracdes conhecidas de sacarose (14 g/L, 23 g/LL e 33 g/L) e extrato de
levedura conhecido (2 g/L, 4 g/L e 6 g/L). O proximo passo consistiu das fermentagdes realizadas
a 29 °C, 32 °C e 35 °C durante 24 h e 200 rpm. Entdo, amostras de 4 mL foram coletadas nos
tempos 6 h, 10 h e 24 h para acompanhar o processo.

Apo6s estudos prévios realizados em Shaker, a fermentacdo foi conduzida em biorreator
BioFlo 415 de 7 L nas melhores condi¢des de temperatura e concentragdes de sacarose e de
extrato de levedura encontradas. A etapa se iniciou com a preparacao do cultivo nas condi¢des
usadas nos estudos prévios para os trés primeiros passos. O conteudo do Erlenmeyer (50 mL) foi
adicionado em outro Erlenmeyer de 1000 mL contendo 450 mL de meio MRS liquido e mantido
por 30 h em Shaker na temperatura ideal. Finalmente, 2580 mL de solu¢do de melaco de cana-de-
acliicar composto pelas melhores condi¢des de concentragdo de sacarose e extrato de levedura
foram adicionados no biorreator. O preparo do meio de fermentacdo se deu com a adi¢cdo de 150
mL de dgua para evitar a concentracdo do substrato além da requerida, devido a perdas de vapor
que ocorrem durante a esterilizagdo. A seguir, a mistura anterior foi esterilizada a 121°C durante
30 minutos. Apds resfriamento, 420 mL de inoculo foram adicionados no biorreator a
temperatura de trabalho determinada nos estudos prévios e 200 rpm, dando inicio a fermentacao.
Durante a fermentacdo o pH foi mantido para 5 por adi¢do de solucdo 4N NaOH, e houve a
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adi¢do de pulsos de 90 mL e 40 mL de solucdo de melaco de cana-de-agicar (221,6 g/L de
sacarose),dados a 21 h e 27 h, e amostras de 4 mL foram tomadas a cada 2 h, aproximadamente.

A concentragdo de sacarose, glicose, frutose e 4cido lactico foram quantificados através de
andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A concentracdo de biomassa foi
determinada por método gravimétrico e a pureza 6tica do 4cido lactico foi confirmada usando o
kit D-Lactic acid/L-Lactic acid UV-method, Cat. No. 11 112 821 035, BOEHRINGER
MANNHEIM / R-BIOPHARM EnzymaticBioAnalysis/FoodAnalysis.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir dos estudos prévios se determinou que as melhores condi¢cdes de fermentagcao
foram para 32 g/L de sacarose, 6 g/L de extrato de levedura e 32 °C com producdo de 9,2 g/L de
acido lactico (Tabela 1). Assim, na fermentacdo em biorreator BioFlo 415 foram usadas essas
condi¢des. No entanto, na tentativa de evitar a concentragdo de substrato no biorreator além da
requerida, pelas caracteristicas de projeto do fermentador, na etapa de esterilizacdo se operou
com uma diminui¢do da concentracdo sacarose para 26,8 g/L. Durante a fermentacdo a
temperatura, agitacdo, pH e o funcionamento da bomba de alimentacdo de NaoH foram
monitoradas. Assim, os pulsos de solucdo de melaco de cana-de-agucar foram dados em
momentos em essa bomba de alimentagdo ficou em torno de uma hora sem funcionamento.

Tabela 1. Resultados obtidos nos estudos prévios a 24 h de fermentacio.

Temperatura Sacarose Levedura Acido Temperatura Sacarose Levedura lgcctliig
O (g/L) (g/L)  lactico (g/L) O (g/L) (g/L) (/L)
29 14 2 53 32 23 6 7,8
29 14 4 5,1 32 33 2 9,0
29 14 6 4,7 32 33 4 8,7
29 23 2 6,2 32 33 6 9,2
29 23 4 6,0 35 14 2 5,6
29 23 6 6,0 35 14 4 6,7
29 33 2 6,8 35 14 6 6,3
29 33 4 7,0 35 23 2 8,1
29 33 6 7,0 35 23 4 7,7
32 14 2 53 35 23 6 7,6
32 14 4 5,2 35 33 2 8,7
32 14 6 53 35 33 4 8,6
32 23 2 6,1 35 33 6 8.3

32 23 4 6,7 - - - -

As andlises das amostras da fermentag¢do permitiram analisar o comportamento da sacarose,
glicose, frutose, acido lactico, biomassa e produtividade (Figura 1). Foi observado uma maior
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produtividade do &cido lactico (1,34 g/L.h) nas primeiras 9 h de fermentacdo com concentracio
de 12,3 g/L. Nesse tempo, se observou diminui¢do na concentracdo de sacarose e glicose; as
concentragdes dos acticares foram 1,1 g/L. de sacarose, 0,4 g/L de glicose (1,1 g/L e 0,4 g/L,
respectivamente), enquanto a concentracdo de frutose e biomassa aumentaram (13,0 g/L e 1,9
g/L, respectivamente). Em 28,5 h, apés do primeiro pulso, a concentracdo de dcido lictico
aumentou para 14,3 g/I. e sua produtividade diminuiu para 0,5 g/L.h. Mesmo assim, a
concentracdo de frutose aumentou para 15,0 g/L enquanto a sacarose e a glicose sdo
metabolizadas. Um segundo pulso foi dado e a fermentacdo foi mantida até 39,5 h obtendo uma
concentracdo final de 1,6 g/ de sacarose, 1,9 g/L de glicose, 15,6 g/L de frutose, 1,9 g/L de
biomassa e 15,8 g/L do 4cido lactico com produtividade de 0,4 g/L.h.
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Figura 1. Comportamento da fermentacao em funcao do tempo.
4. CONCLUSOES

Com uso da bactéria Leuconostoc mesenteroides foi possivel a producido de D-éacido lactico
em concentragdo méaxima de 15,8 g/ e produtividade final de 0,4 g/L.h. A avaliacdo das
concentragdes, durante a fermentacao, permitiu notar a diminui¢do na concentragdo de sacarose e
glicose e aumento na concentracdo de dcido lactico e frutose. Este fato sugere que, nas condigdes
de trabalho, a Leuconostoc mesenteroides tem preferéncia para metabolizar a glicose para dcido
lactico, ja que se observa aumento na concentracdo de frutose a medida que a sacarose €
metabolizada.
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