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RESUMO 

 

As questões socioculturais e, em especial, ambientais, têm levado a busca de 

novos métodos de síntese de materiais alternativamente aqueles originados de 

combustíveis fósseis. Nesse sentido, a produção de poliácido lático (PLA), um 

substituto biodegradável do plástico, pode-se tornar viável a partir de uma rota 

biotecnológica limpa utilizando resíduos agroindustriais. Para tanto, propõe-se 

uma estratégia para o aproveitamento do bagaço de caju (BC) como matéria-

prima para produção de ácido lático (AL) pelas bactérias Lactobacillus plantarum 

LAB07, isolada do queijo, e L. plantarum LAB14, isolada do molho de pimenta.  

Depois da produção de AL, o mesmo é utilizado para síntese do PLA. O 

aproveitamento do BC representa um fator relevante no desenvolvimento de 

processos sustentáveis, devido a quantidade de resíduo que é rejeitada pela 

agroindústria e pelo seu potencial uso em processos de biorrefinaria, devido ao 

fato de a celulose, hemicelulose e lignina, principais frações que o compõem, 

serem utilizadas para síntese de uma ampla gama de bioprodutos. Inicialmente 

foi realizado um tratamento com ácido sulfúrico diluído para obter o hidrolisado 

do bagaço de caju (HBC) com carboidratos fermentescíveis. Depois foram 

avaliados diversos parâmetros durante os bioprocessos de produção de AL, 

como tempo de inóculo (16, 20 e 24 horas), temperatura (25, 30, 37 e 45 °C), 

rotação (100, 150 e 200 rpm) e a suplementação do HBC com fonte de nitrogênio 

(extrato de levedura, sulfato de amônio e ureia). O HBC apresentou 39,9 g/L de 

glicose e 28,0 g/L de xilose e foi utilizado para determinar as melhores condições 

do bioprocesso de produção de AL em agitador orbital, seguida do estudo em 

biorreator com o controle do pH. Os resultados apontaram que a condição mais 

favorável para a produção de AL ocorreu usando uma cultura no início da fase 

estacionária, obtidas com tempo de inóculo de 24 h (LAB07) e 20 h (LAB14), e 

o processo conduzido a 30 °C e 100 rpm, adicionando-se ureia como fonte de 

nitrogênio e controlando-se o pH com a adição de NaOH 5 mol/L, produzindo 

31,6 g/L e 29,58 g/L de AL levogiro (L) com as cepas LAB07 e LAB14, 

respectivamente. A utilização do BC como fonte de carbono e ureia como fonte 

de nitrogênio na produção de AL ocasionou uma redução de 90% dos custos se 

comparado com o meio MRS, meio formulado geralmente utilizado. Após isso, 

foram avaliados diferentes solventes para extração do AL (1-butanol, 



 

7 
 

clorofórmio, hexano, octanol e tolueno) e observou-se que o melhor resultado foi 

obtido ao utilizar-se 1–butanol, resultando uma recuperação de 72,1%. Em 

seguida, realizou-se a polimerização do AL utilizando a enzima lipase B de 

Candida antarctica (CALB) como catalisador e por análise de Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN), confirmou-se a síntese do biopolímero PLA. Então, 

concluiu-se que foi possível realizar a produção de AL utilizando o HBC, um 

subproduto agroindustrial, e produzir PLA a partir de uma rota enzimática, sendo 

uma alternativa viável e sustentável para obtenção de um polímero 

biodegradável com diversas aplicações industriais.  

 

Palavras-chave: ácido lático; biopolímero; bioprocesso; bactérias ácido láticas; 

aproveitamento de resíduos. 
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ABSTRACT 

 

Sociocultural and, in particular, environmental issues have led to the search for 

new methods of synthesizing materials alternatively to those originating from 

fossil fuels. In this sense, the production of polylactic acid (PLA), a biodegradable 

substitute for plastic, can become viable from a clean biotechnological route using 

agro-industrial waste. Therefore, a strategy is proposed for the use of cashew 

apple bagasse (CAB) as a raw material for the production of lactic acid (LA) by 

the bacteria Lactobacillus plantarum LAB07, isolated from cheese, and L. 

plantarum LAB14, isolated from pepper sauce. After the production of AL, it is 

used for the synthesis of PLA. The use of CAB represents a relevant factor in the 

development of sustainable processes, due to the amount of waste that is 

rejected by the agroindustry and its potential use in biorefinery processes, due to 

the fact that cellulose, hemicellulose and lignin, the main fractions that compose 

it, to be used for the synthesis of a wide range of bioproducts. Initially, a treatment 

with diluted sulfuric acid was carried out to obtain the cashew apple bagasse 

hydrolyzate (CABH) with fermentable carbohydrates. Afterwards, several 

conditions were evaluated during the LA production bioprocesses, such as the 

growth phase of the microorganisms to be inoculated, being evaluated by the 

inoculum time (16, 20 and 24 hours), temperature (25, 30, 37 and 45 °C), rotation 

(100, 150 and 200 rpm) and CABH supplementation with nitrogen source (yeast 

extract, ammonium sulfate and urea). The CABH presented 39.9 g/L of glucose 

and 28.0 g/L of xylose and was used to determine the best fermentation 

parameters for LA production in an orbital shaker, after being evaluated in a 

bioreactor, with controlled pH. The results showed that the most favorable 

condition for LA production occurred using a culture at the beginning of the 

stationary phase obtained with an inoculum time of 24 h (LAB07) and 20 h 

(LAB14) and the process conducted at 30 °C and 100 rpm, adding urea as a 

source of nitrogen and controlling the pH with the addition of NaOH 5 mol/L, 

producing 31.6 g/L and 29.58 g/L of levorotatory LA (L) with strains LAB07 and 

LAB14, respectively. The use of CAB as a carbon source and urea as a nitrogen 

source in the production of AL caused a reduction of 90% compared to the MRS 

medium (commonly used medium). After that, different solvents for LA extraction 

(1-butanol, chloroform, hexane, octanol and toluene) were evaluated and it was 
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observed that the best result was obtained when using 1-butanol, resulting in a 

recovery of 72.1%. Then, the polymerization of the LA was carried out using the 

enzyme lipase B of Candida antarctica (CALB) as catalyst and by analysis of 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR), the synthesis of the biopolymer PLA was 

confirmed. It was concluded that it was possible to produce LA using CABH, an 

agroindustrial by-product, and to produce PLA from an enzymatic route, being a 

viable and sustainable alternative for obtaining a biodegradable polymer with 

several industrial applications. 

 

Keywords: lactic acid; biopolymer; bioprocess; lactic acid bacteria; waste 

recovery. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O ácido lático, composto orgânico (C3H6O3) que apresenta isomeria 

óptica, nas formas dextrogiro e levogiro e também como mistura racêmica -D, -

L, pode ser encontrado em diversos alimentos e tecidos, como no leite, nos 

fluidos e tecidos musculares de seres humanos e animais, ou é um produto 

intermediário no metabolismo de diversos microrganismos. O ácido lático é um 

produto classificado como uma commodity com diversas aplicações na indústria 

de alimentos, cosméticos e farmacêuticas. Além disso, tem ganhado especial 

destaque em um segmento promissor no cenário global atual que é a produção 

de poliácido lático, um biopolímero com potencial para fabricação e substituição 

dos plásticos oriundos do petróleo.  

A produção de ácido lático pode ocorrer por via química, porém apresenta 

altos custos com a aquisição de matérias-primas e produz uma mistura racêmica, 

necessitando de processos mais complexos para separação dos isômeros, o que 

eleva custos e aumenta impactos ambientais. Uma alternativa viável a esta rota 

são os processos biotecnológicos, que, em geral, podem utilizar resíduos 

agroindustriais como matéria-prima para o processo microbiano, que, por sua 

vez, pode determinar qual isômero será produzido a partir da seleção do 

microrganismo, alcançando-se a produção de um ácido lático 

enantiomericamente puro. A maioria dos estudos visa a produção do L-ácido 

lático, por apresentar uma maior gama de aplicações, seja na indústria de 

alimentos ou farmacêutica (OLIVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018), haja 

vista que o isômero D, em quantidades elevadas, é nocivo ao organismo humano 

e pode causar alguns malefícios, como acidose e descalcificação (OLIVEIRA et 

al., 2016). 

Dentre as matérias primas que podem ser utilizadas para produzir ácido 

lático pode se destacar resíduos alimentares, sólidos urbanos, resíduos 

agroindustriais como palha de trigo, palha de milho e bagaço de sisal, entre 

outros. Esses tipos de biomassa, conhecidos por materiais lignocelulósicos, são 

majoritariamente compostos por celulose, hemicelulose e lignina e a partir de 

tratamentos específicos, é possível obter açúcares fermentescíveis para 

produção do ácido lático (DIN et al., 2022). Um exemplo de material 

lignocelulósico que ainda não foi avaliado como matéria-prima na produção de 
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AL é o bagaço de caju, e este material tem sido estudado pelo Grupo de 

Pesquisa e Desenvolvimento de Processos Biotecnológicos (GPBIO) na 

produção de outros produtos como etanol (CORREIA et al., 2022, ROCHA et al., 

2014; CORREIA et al., 2013), xilitol (MARQUES e ROCHA, 2021; 

ALBUQUERQUE et al., 2015) e hidrogênio (SILVA et al., 2018).  

O bagaço de caju (BC) é uma matéria-prima lignocelulósica que contém 

aproximadamente 19% de celulose, 18% de hemicelulose e 33% de lignina 

(SERPA et al., 2020; MARQUES e ROCHA, 2021), e os polissacarídeos 

presentes, após hidrólise, liberam o açúcar (glicose) necessário para a produção 

de ácido lático. Essa produção pode ser alcançada efetivamente com a utilização 

de bactérias ácido láticas (BALs), que são capazes de produzir altas 

concentrações ácido lático a partir de diversos substratos.  

Devido a problemática ambiental causada pela utilização excessiva de 

plásticos provenientes do petróleo, há uma elevada demanda pelo 

desenvolvimento de produtos alternativos que sejam sustentáveis (MILAD et al., 

2020; ZHAO et al., 2021). De acordo com os dados obtidos pelo Programa das 

Nações Unidas para o Meio Ambiente (UN Environment Programme (2021)), são 

descartadas mais de cinco trilhões de sacolas plásticas e um milhão de garrafas 

plásticas anualmente, em que os produtos plásticos representam 85% do lixo 

marinho. Esse relatório ressalta também que a pandemia de COVID-19 

ocasionou em um grande uso de embalagens plásticas de alimentos, luvas e 

máscaras descartáveis. No entanto, uma quantidade muito pequena, cerca de 

9% a 12%, é reciclada ou incinerada, sendo que aproximadamente 79% têm um 

descarte incorreto e são destinados a aterros sanitários (KASAVAN et al., 2021). 

Desta forma, é essencial que se busquem alternativas para a produção e 

utilização de bioplásticos, que são biodegradáveis e, portanto, reduzirão os 

impactos ambientais causados com seu descarte. Um biopolímero que vem 

ganhando bastante destaque no mercado de novas embalagens e plásticos é o 

poliácido lático ou ácido polilático (PLA).  

Uma das vantagens da produção de PLA reside na possibilidade do uso 

de enzimas como biocatalisadores, reduzindo o impacto ambiental se 

comparado ao uso de catalisadores metálicos comumente utilizados (GAO et al., 

2011). Contudo é observada a necessidade de mais estudos relacionados a 

utilização desses biocatalisadores como uma forma de conseguir produzir um 
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PLA que atenda aos requisitos necessários da legislação ambiental, como menor 

consumo de energia, menor emissão de gás carbônico (CO2), menor potencial 

de aquecimento global e de eutrofização, utilização de energia não renovável e 

ocupação agrícola do solo (OLIVEIRA et al., 2019). 

Desta maneira, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver um 

processo biotecnológico de produção de ácido lático a partir do hidrolisado do 

bagaço de caju como meio de cultivo e avaliar a produção de ácido polilático por 

via enzimática usando o ácido lático obtido.  

 

1.1 Objetivos geral e específicos 

 

O objetivo geral do trabalho foi produzir ácido lático por bioprocesso 

fermentativo usando o hidrolisado do bagaço de caju como meio de cultura, 

avaliando os principais parâmetros que influenciam na produção como idade do 

inóculo, temperatura, rotação e fonte de nitrogênio. Em seguida investigar a 

síntese enzimática do poliácido lático por lipases comerciais de diferentes fontes. 

Para atingir o objetivo geral, os seguintes objetivos específicos foram definidos: 

 

• Avaliar a produção de ácido lático com o hidrolisado ácido do bagaço de 

caju por dois diferentes microrganismos (L.plantarum LAB07 e L. 

plantarum LAB14); 

• Avaliar condições operacionais para produção do ácido em agitador 

orbital, como: fase de crescimento da cultura de inóculo (tempo de 

inóculo), temperatura, intensidade de agitação e fonte de nitrogênio; 

• Nas melhores condições operacionais obtidas em agitador orbital, avaliar 

a produção do ácido sem e com controle de pH; 

• Avaliar a separação e purificação do ácido lático produzido a partir do 

hidrolisado de bagaço de caju;  

• Avaliar o isômero formado durante a produção de ácido lático por 

polarimetria; 

• Avaliar a síntese do polímero PLA por via enzimática utilizando lipases 

como biocatalisadores a partir de ressonância magnética nuclear (RMN).  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Ácido lático 

 

Historicamente, o ácido lático (AL), 2-hidróxipropanóico (CH3-CH-(OH)-

COOH), foi descoberto pelo químico sueco Carl Wilhelm Scheele em 1780, 

isolando-o de um xarope marrom impuro que continha ácido lático a partir do 

leite. No ano de 1789, Lavoisier começou a chamar esse composto do leite de 

“ácido acídico”. Em 1857, Pasteur constatou que o ácido lático era um dos 

metabólitos de alguns microrganismos. Posteriormente, em 1891, Frémy 

realizou a fermentação, em escala industrial, na qual foi obtido ácido lático 

originando assim a primeira produção de ácido lático industrial dos Estados 

Unidos (GHAFFAR et al., 2014). 

Na Figura 1 está representada a estrutura química dos isômeros L e D de 

ácido lático. 

 

Figura 1 -  Estrutura química dos isômeros L e D ácido lático.  

 

 

Por apresentar um carbono quiral em sua estrutura, o ácido lático pode 

ser encontrado nas formas isoméricas L e D (OLIVEIRA et al., 2018) e suas 

estruturas estão representadas na Figura 1. Como concentrações elevadas do 

isômero D são capazes de gerar inúmeros problema a saúde humana, como 

acidose ou descalcificação, o isômero L é preferido pelas indústrias 

farmacêuticas e alimentícias (OLIVEIRA et al., 2018; ES et al., 2018; DE LA 

TORRE et al., 2019).  

A Tabela 1 apresenta as principais propriedades físico-químicas do ácido 

lático. Na qual é possível observar a massa molar, os pontos de fusão para os 
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isômeros L e D e para a mistura racêmica, densidade, viscosidade, pH, acidez, 

entre outras. 

 

Tabela 1 – Propriedades físico-químicas do ácido lático 

Propriedades  Características  

Fórmula Química C3H6O3 

Massa Molar 90,08 g/mol 

Ponto de fusão L: 28 °C; D: 28 °C; D/L: 16,8 °C 

Ponto de ebulição O racêmico entra em ebulição a 122 

°C 

Densidade 1,206 g/mL 

Viscosidade 5,0 60,0 mPa.s a 25 °C (solução 50-

90%) 

Tensão superficial 50 - 44 mN/m (solução 50-90%) 

pH < 2,0 a 25 °C 

Acidez (pKa) 3,85 

Solubilidade na água Miscível 

Calor de combustão -3,620 cal/g 

Aparência Líquido 

Cor Incolor/amarelo/castanho claro 

Odor Característico 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022), Ficha de Informação de Segurança de Produtos Químicos – 

FISPQ (2022). 

 

O ácido lático apresenta as funções orgânicas de ácido carboxílico e de 

álcool em sua composição. Assim, pode participar de diversas reações químicas, 

como condensação, esterificação, polimerização, redução e substituição, sendo 

um produto químico que apresenta um enorme potencial de utilização em 

diferentes indústrias (PAL et al., 2009). Então, devido a sua grande versatilidade, 

o Al é considerado uma commodity de elevada demanda.  

O AL pode ser aplicado como acidulante, intensificador de sabor e 

conservante, tendo características muito desejáveis em indústrias alimentícias, 

farmacêuticas e cosméticas (WANG et al., 2015). Na indústria de alimentos é 

utilizado no ajuste de pH de inúmeros produtos, como cervejas, cidras e vinhos, 
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e com conservante de produtos da indústria dos lacticínios. A indústria de 

alimentos é responsável pelo uso de quase 70% de todo o ácido lático produzido 

no mundo, sendo utilizado na fabricação de diferentes produtos, como iogurtes 

e queijos (MARTINEZ et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2018; ES et al., 2018). O AL 

também é aplicado como emulsificante (GAO, MA, & XU, 2011) e na indústria 

farmacêutica e de cosméticos é utilizado para produção de loções para pele e 

tratamentos dérmicos.  

O ácido lático também é utilizado por indústrias de insumos químicos para 

produção de produtos químicos oxigenados (propilenoglicol), reguladores de 

crescimento de plantas e intermediários químicos especiais (OSHIRO et al., 

2009; SINGHVI et al., 2010; TASHIRO et al., 2011). Nas indústrias têxteis e 

farmacêuticas é utilizado na fabricação de solventes verdes (etil, propil, butil e 

lactatos) (DATTA e HENRY, 2006).  

Uma importante aplicação de AL é na fabricação de termoplásticos 

biodegradáveis como o polímero de ácido lático (PLA). O PLA pode ser utilizado 

como matéria-prima para embalagens, espumas e fibras, contudo, 

especialmente por ser uma tecnologia recente, possui elevados custos com a 

produção industrial em larga escala (WANG et al., 2016). Por outro lado, devido 

aos substanciais benefícios relacionados, especialmente a questões de 

sustentabilidade, tanto o ácido lático quanto o PLA têm chamado atenção da 

comunidade científica, que busca a cada dia reduzir os custos de sua produção. 

Também, cada vez mais intensamente, busca-se obter produtos de valor 

agregado a partir de bioprocessos devido a atenção global com os temas 

relacionados as questões ambientais e de energia, efetivando-se o 

estabelecimento de processos sustentáveis (ES et al., 2018). Então, devido ao 

avanço dos processos biotecnológicos, moléculas de cadeias curtas têm sido 

cada vez mais avaliadas quanto a sua utilização como blocos de construção em 

diferentes tipos de indústrias (RONZON et al., 2017), a exemplo do AL.  

 

2.2 Processo de produção de ácido lático  

 

O ácido lático pode ser obtido por via química e biotecnológica. Durante a 

produção do ácido lático pelo método químico, realizada a partir da hidrólise do 

lactonitrila, há formação de uma mistura racêmica, ou seja, os isômeros D-ácido 
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lático e L-ácido lático são formados. Já os bioprocessos microbianos apresentam 

como vantagem produtiva, a obtenção do ácido lático na forma D-ácido lático ou 

L-ácido lático, de acordo com a enzima vinculada ao processo, ou seja, depende 

do microrganismo escolhido (OLIVEIRA et al., 2016; BERNARDO et al., 2016; 

BOONTIM et al., 2016). De acordo com os últimos dados, cerca de 90% de todo 

ácido lático produzido no mundo, é obtido por via microbiana e em 2021, no 

mundo todo, foi produzido 1,39 milhões de toneladas de ácido lático que 

representou 1,3 bilhões de dólares (FERNÁNDEZ, 2022; OLIVEIRA et al., 2019). 

No processo microbiano de produção de ácido lático, utilizam-se 

bactérias, leveduras ou fungos PLEISSNER et al., 2015). Em geral, esse 

processo é realizado em temperaturas mais amenas, com consumo energético 

reduzido e obtém-se um produto com pureza óptica elevada (ILMEN et al., 2007; 

PANDEY et al., 2001). 

Em comparação com a produção química, a produção microbiana de AL 

apresenta diversas vantagens, como a possibilidade de utilização de recursos 

renováveis como matéria-prima (BERNARDO et al., 2016), sendo considerado 

um dos produtos químicos com potencial para ser obtido a partir destas fontes, 

como biomassa lignocelulósica (WALTON et al., 2010).  

 

2.2.1 Processo de produção de ácido lático por via química 

 

A produção pelo método químico de ácido lático ocorre a partir da 

lactonitrila (CH3CHOCN). Inicialmente, se introduz um catalisador básico em um 

reator a elevada pressão com cianeto de hidrogênio (HCN) e acetaldeído 

(CH3CHO), obtendo-se o lactonitrilo. Em seguida, é realizada uma etapa de 

destilação para purificar o produto formado e, posteriormente, uma hidrólise 

ácida, com ácido clorídrico (HCl) ou ácido sulfúrico (H2SO4), assim formando-se 

o ácido lático (NARAYANAN et al., 2004). Na Figura 2 está representada as 

equações das reações químicas envolvidas na produção do ácido lático, 

destacando-se que, além de ser sintetizada uma mistura racêmica, forma-se 

sulfato de amônio como subproduto quando se utiliza ácido sulfúrico. 
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Figura 2 – Equação que representa a reação química de produção do ácido lático a partir 

do acetaldeído e cianeto de hidrogênio. 

 

 

Fonte: Adaptado de Narayanan et al., 2004. 

 

É evidente que uma das desvantagens do uso do método químico, além 

do elevado custo dos reagentes requeridos, é a produção de uma mistura 

racêmica do ácido, que requererá maiores gastos com processos de purificação. 

Outra desvantagem desse processo é a utilização de um catalisadores químicos 

no processo como zeólitas USY (Ultrastable Y) (JANSSEN et al., 2007), e ácidos 

de Lewis com estanho e alumínio em seus sítios ativos (HOLM, 

SARAVANAMURUGAN, TAARNING, 2010). Tal produção ocorre sob condições 

de elevadas temperaturas (cerca de 100 °C) e altas pressões atmosféricas. 

Também, ocorre a formação subprodutos indesejados, favorecendo a busca por 

alternativas mais sustentáveis, como os bioprocessos.  

 

2.2.2 Processo de produção de ácido lático por via biotecnológica 

 

Devido a possibilidade do uso de matérias-primas oriundas da 

agroindústria, os métodos biotecnológicos são promissores para a produção de 

AL, em especial pela possibilidade de redução de custos. Assim, as 

características que as matérias-primas devem ter para serem aplicadas nestes 

processos são: não necessidade de purificação, alto grau de conversão, baixo 

custo, baixo nível de contaminantes, altas taxas de rendimento e produtividade 

de AL. Adicionalmente, deve-se verificar se existe ou não a formação de 

subprodutos que interferiram na obtenção do produto de interesse, que esteja 

disponível em todos os períodos do ano, e se é necessário uso de pré-
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tratamentos antes da fermentação (OLIVEIRA et al., 2016; ALVES-FERREIRA 

et al., 2022). 

Em bioprocessos, os métodos operacionais mais utilizados para produção 

de ácido lático são batelada, batelada alimentada e contínuo. Para escolher o 

melhor método a ser utilizado deve-se avaliar as propriedades cinéticas do 

microrganismo, o substrato utilizado e os aspectos econômicos do processo. O 

sistema em batelada é o método mais simples de produção, apresenta como 

vantagens uma maior flexibilidade para responder melhor a mudanças 

necessárias, economia de escala, maior controle para conseguir ajustar as 

condições do processo e otimizar a produção, menor investimento inicial e menor 

risco. Contundo apresenta como desvantagens a possibilidade de inibição por 

formação de produto, ou seja, levando o aumento da concentração de AL 

interferir negativamente no crescimento celular, devido principalmente a 

mudança de pH no meio reacional. A alta concentração de substrato, em alguns 

casos, também pode reduzir os rendimentos, devido a possíveis inibições 

(COELHO et al., 2011).  

Quando se utiliza o processo contínuo é possível obter altas taxas de 

produtividade por um período mais longo de operação (HOFVENDAHL e HAHN-

HÄGERDAL, 2000), contudo devido aos processos contínuos serem mais 

complexos e mais fáceis de ocorrerem contaminação sua utilização torna-se 

limitada (LÓPEZ-GÓMEZ et al., 2019). A batelada alimentada, na qual adiciona-

se mais substratos durante a fermentação, é um dos processos mais indicados, 

pois permite-se controlar a concentração de açúcares, na solução garantindo 

assim que não ocorrerá problemas de inibição por substrato (SOLETTO et al., 

2008). 

Em relação aos fatores fermentativos, os principais parâmetros que 

influenciam o crescimento celular, rendimento e produtividade durante a 

produção de ácido lático são o pH, as concentrações de nutrientes, substratos e 

produtos e a temperatura. É reportado na literatura que em baixo pH não ocorre 

crescimento celular nem produção de ácido lático. Desta forma, diversos autores 

(TASHIRO et al., 2011; ABDEL-RAHMAN et al., 2011a, b; SHIBATA et al., 2007) 

mostram que fermentações em batelada com controle de pH pela adição de 

agentes neutralizantes (como carbonato de cálcio (CaCO3), hidróxido de sódio 

(NaOH), hidróxido de amônio (NH4OH)) podem favorecer sua produção. 
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Como o processo em batelada ocorre em um sistema fechado, a 

quantidade de nutrientes é limitada à concentração inicial, ou seja, os nutrientes 

são reduzidos ao longo do bioprocesso, conduzindo a redução do crescimento 

celular e, consequentemente, diminuindo a produção de ácido lático. Altas 

concentrações de substrato também podem apresentar efeitos inibitórios (DING 

e TAN, 2006; GATJE e GOTTSCHALK, 1991; OSHIRO et al., 2009). Desta 

maneira, a produção de ácido lático pode ser conduzida por batelada alimentada, 

como citado anteriormente, adicionando-se substratos ao decorrer do tempo de 

fermentação, alcançando-se maiores concentrações celulares e de ácido lático 

(BAI et al., 2004; DING e TAN 2006).  

A inibição pela formação do produto é outro problema que pode ocorrer 

na produção de AL, sendo necessário a separação do meio à medida em que é 

formado. Estratégias têm sido reportadas na literatura para minimizar esse tipo 

de inibição, como a extração fermentativa (HANO et al., 1993; HONDA et al., 

1995; IYER e LEE, 1999a, b; YABANNAVAR e WANG , 1991; YE et al., 1996), 

eletrodiálise (BOYAVAL et al., 1987; HONGO et al., 1986; KIM e MOON, 2001; 

MIN-TIAN et al., 2005; NOMURA et al., 1998; VAN NISPEN e JONKER, 1991; 

VONKTAVEESUK et al., 1994), membrana de nanofiltração e uso de resinas de 

troca iônica (JEANTET et al., 1996; MONTEAGUDO e ALDAVERO, 1999; 

SRIVASTAVA et al., 1992; VACCARI et al., 1993). Com a remoção do ácido 

lático de maneira contínua do meio de cultura é possível incrementar o 

rendimento de ácido lático, superando os processos em batelada (MIN-TIAN et 

al. 2005). Contudo, divergindo a esses ganhos, o fato de ocorrer uma diminuição 

na taxa de fluxo do permeado e o elevado preço das geralmente membranas 

utilizadas muitas vezes tornam tal processo inviável. Podem ser utilizadas 

membranas de eletrodiálise monopolar que concentra e purifica o caldo e depois 

membranas de eletrodiálise bipolar que convertem sais de lactato em ácido lático 

(RYU et al., 2012). Bernardo et al. (2016) utilizaram a membrana HL da GE 

Osmonics com área de 6,28 cm2 no processo de purificação. 

Outro parâmetro de fundamental importância em bioprocessos, e que está 

intrinsicamente relacionada na produção de ácido lático, é a temperatura, pois 

relaciona-se aos parâmetros cinéticos de crescimento celular e formação do 

produto (ABDEL-RAHMAN et al., 2011). As temperaturas utilizadas na produção 
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desse ácido está entre 30 °C e 45 °C, baseando-se nas várias literaturas 

consultadas.  

A produção de ácido lático por bioprocesso ocasiona a diminuição do pH, 

haja vista que quanto maior a quantidade de ácido lático no meio menor será o 

pH. Com o intuito de manter o pH próximo ao ideal, deve-se adicionar base para 

elevar o pH. São reportados, especialmente, o uso de hidróxido de cálcio 

(CaOH), carbonato de cálcio (CaCO3), hidróxido de amônio (NH4OH) e hidróxido 

de sódio (NaOH) (TASHIRO et al., 2011; ABDEL-RAHMAN et al., 2011a, b; 

SHIBATA et al., 2007). Contudo, é observado que quando ocorre a adição de 

Ca(OH)2 ocorre a formação de um subproduto, o lactato de cálcio. Deve-se então 

separar o lactato de cálcio das células por filtração e em seguida purificar por 

algum processo como adsorção com carvão ativado (BENEVENUTI e PEREIRA 

Jr, 2016). A separação ocorrerá pela acidificação mediante adição de ácido 

sulfúrico (H2SO4). Contudo essa reação gera o sulfato de cálcio (CaSO4), 

conhecido como gesso, que é um subproduto considerado um dos maiores 

empecilhos ambientais relacionados a produção biotecnológica de ácido lático.  

 

2.3 Matérias-primas para a produção de ácido lático  

 

Para o processo fermentativo de produção de ácido lático, as matérias-

primas correspondem a mais de 34% do custo total de produção (ÅKERBERG 

et al., 2000). Como características principais dos materiais a serem usados para 

produção de AL estão a sua disponibilidade, serem recursos renováveis e 

economicamente viáveis (JUTURU e WU, 2016). Desta maneira, busca-se cada 

vez mais fontes alternativas visando se alcançar uma maior eficiência e 

economia do processo. 

Materiais lignocelulósicos apresentam-se como matérias-primas 

abundantes e de baixo custo e têm sido reportados na literatura devido as suas 

vastas aplicações industriais na produção de biocombustíveis e biomoléculas de 

elevado valor agregado. Materiais lignocelulósicos são constituídos 

principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, que com o processo de 

hidrólise obtém-se carboidratos fermentescíveis necessários para produção de 

diferentes bioprodutos. (VÁSQUEZ et al., 2007; CORREIA et al., 2013; 

OLIVEIRA et al., 2018; MARQUES e ROCHA, 2021).  
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As principais características que fazem com que se utilizem os materiais 

lignocelulósicos para processos em larga escala são a sua grande quantidade 

disponível, seu preço baixo e elevado teor de açúcares, bem como por ser uma 

matéria-prima renovável (RAHMAN et al., 2011). A celulose e hemicelulose são 

as frações que se obtém os principais açúcares fermentescíveis (glicose, xilose, 

arabinose, entre outros), mas estão envoltas pela lignina. Portanto, deve ser 

realizado algum tipo de pré-tratamento na biomassa, que seja capaz de romper 

ou remover a lignina e assim conseguir aumentar a digestibilidade destas frações 

aumentando sua conversão nos açúcares necessários (ROCHA et al., 2014).  

A celulose é considerada a principal substância que forma a parede 

celular dos vegetais, sendo um homopolímero linear formado por monômeros de 

glicose com alto grau de polimerização, alta cristalinidade e difícil de ser 

hidrolisado (JÖNSSON e MARTÍN, 2016). A hemicelulose, diferentemente da 

celulose, é um heteropolímero, mais fácil de ser hidrolisada, amorfa, apresenta 

baixo grau de polimerização e após a hidrólise é capaz de liberar no meio 

pentoses, hexoses e ácido urônico (JÖNSSON e MARTÍN, 2016). A lignina é a 

parte da biomassa responsável tanto por sustentar os polímeros como também 

por atuar de forma a inibir a degradação da celulose e hemicelulose (FENGER, 

WEGENER, 1989; KUHAD, SINGH, 1993). Juntamente com a celulose e a 

hemicelulose é responsável pela maior parte da formação do material 

lignocelulósico e é um composto bastante complexo sendo constituído de 

compostos fenólicos, álcoois cumarílico, coniferílico e sinapílico (LADISCH, 

1979; BISARIA, GHOSE, 1981; SINGH, MISHRA, 1995). 

Analisando-se fontes alternativas de carbono para produção de ácido 

lático, observa-se que os materiais lignocelulósicos (ML) já têm sido largamente 

utilizados para produção de diferentes produtos químicos em larga escala 

(ZHOU et al., 2011). Resíduos de alimentos (ESTEBAN e LADERO, 2018), trigo, 

cevada, milho e melaço de açúcar (GHAFFAR et al 2014) são exemplos de 

matérias-primas que também podem ser utilizadas para produção de ácido 

lático, bem como resíduos de milho e sementes de algodão, tanto como fontes 

de carbono e nitrogênio visando assim a redução dos custos de produção (BAI 

et al., 2016). Também, é reportado na literatura estudos sobre a utilização de 

resíduos do beneficiamento de madeira em processos de sacarificação e 

fermentação simultânea (SSF) (HAMA et al., 2015).  
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E dentre esses materiais destaca-se o bagaço de caju, um resíduo 

agroindustrial abundante com valores de celulose e hemicelulose superiores a 

alguns outros materiais lignocelulósicos e vem sendo reportado na literatura 

como um substrato utilizado na obtenção de diferentes bioprodutos como etanol, 

xilitol e hidrogênio (ROCHA et al., 2011; SILVA et al., 2018; MARQUES JUNIOR 

e ROCHA, 2021), e que foi estudado nesse trabalho para produção de ácido 

lático. 

 

2.3.1 Caju 

 

O caju, da espécie Anacardium occidentale L., é produzido em diversos 

países ao redor do mundo totalizando uma área agricultável igual a cinco milhões 

de hectares (SERPA et al., 2020) e uma produção mundial no ano de 2020 igual 

a 4.180,99 milhões de toneladas de castanha de caju (AGRIEXCHANGE, 2023). 

No Brasil, a produção de caju em 2021 apresentou uma área igual a 427 mil 

hectares, ou seja, cerca de 8,5% da produção mundial, e desse total, o estado 

do Ceará se desta como o maior produtor (IBGE, 2021). O caju é composto de 

duas partes, a parte carnosa, que representa o pedúnculo (cerca de 90% do 

caju), é o pseudofruto. Já a outra parte, o fruto, é a castanha do caju, que 

apresenta grande importância econômica haja vista que boa parte do fruto é 

exportada.  

Entre 10 e 15 toneladas do pseudofruto são produzidas para cada 

tonelada de caju (DAS e ARORA, 2017), sendo, após extração do suco, 

produzidos cerca de 15% de bagaço (PADILHA et al., 2019; REIS et al., 2017), 

evidenciando assim que o bagaço de caju (BC) pode ser considerado um 

importante resíduo obtido do agronegócio brasileiro (CORREIA et al., 2022; 

REIS et al., 2017; ROCHA et al., 2014). Somando-se a este fato, a sua 

composição química permite que seja considerado como uma potencial matéria-

prima alternativa para a obtenção de diferentes produtos de alto valor agregado.  

Diversos trabalhos têm se voltado para o uso deste resíduo na produção 

de diferentes moléculas como, por exemplo, enzimas, biossurfactante, 

biopolímeros, pigmentos naturais e álcoois, reforçando a possibilidade do uso do 

BC para obtenção de ácido lático. Por exemplo, xilitol (ALBUQUERQUE et al., 

2022; MARQUES E ROCHA, 2021; ROCHA et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 
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2015), etanol (RODRIGUES et al., 2016; CORREIA et al., 2013; ROCHA et al., 

2011; RODRIGUES et al., 2011), hidrogênio (SILVA et al., 2018) e enzimas 

(RODRIGUES et al., 2007). Para tanto, devido à complexidade da estrutura 

dessa biomassa, são realizados diferentes tratamentos ou hidrólises, que se 

fazem necessários para obter açúcares para biotransformação.  

 

2.3.2 Métodos de hidrólise 

 

Nos últimos anos, diversos cientistas vêm estudando numerosos métodos 

capazes de hidrolisar os materiais lignocelulósicos e assim liberar açúcares 

fermentescíveis (KUMAR et al., 2009; ROCHA et al., 2011). A Tabela 2 

apresenta alguns métodos de hidrólise que são reportados na literatura e que 

são capazes de liberar esses açúcares. 

  

Tabela 2 - Métodos para hidrolisar materiais lignocelulósicos para produção de ácido 

lático. 

 

Métodos Referência 

Explosão a vapor XAVIER, 2011 

Hidrólise alcalina WISCHRAL, et al., 2019. 

Hidrólise enzimática 
DE LA TORRE et al., 2019; CIZEIKIENE et al. 

2018 

Hidrólise ácida KIM et al., 2019 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

Na hidrólise da biomassa usando o método de explosão a vapor ocorre a 

descompressão da matéria-prima juntamente com vapor de água saturado 

rapidamente solubilizando a fração hemicelulósica com um baixo custo-

benefício. Em contrapartida, esse método ocorre sob condições desvantajosas 

pois opera a altas pressões e temperaturas, promovendo a degradação da 

hemicelulose e da lignina, liberando compostos tóxicos indesejados (CHEN; 

HAN; XU, 2008, XAVIER, 2011). 

O método de hidrólise alcalina consiste em remover a lignina presente na 

matéria-prima lignocelulósica aumentando assim a digestibilidade da celulose 
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(SÁNCHEZ e CARDONA, 2008, WISCHRAL, et al., 2019). Porém, como 

desvantagem, a hemicelulose também é solubilizada e a utilização do hidrolisado 

torna-se muito difícil pela presença dos compostos oriundos da degradação da 

lignina (JÖNSSON e MARTÍN, 2016). 

Já a hidrólise enzimática requer uma etapa anterior para liberar celulose, 

hemicelulose e lignina. Em seguida, a hidrólise enzimática efetivamente é 

realizada, com as enzimas, complexo de celulase, bem como as preparações de 

xilanase, hemicelulase e β-glicosidase para, por fim, se obter o hidrolisado 

composto por glicose (FITZPATRICK et al., 2010; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009; 

CORREIA, ROCHA E GONÇALVES, 2012; CORREIA et al., 2015; CORREIA et 

al., 2022). Esse método apresenta como vantagem alta conversão de hidrólise 

obtendo concentrações maiores de açúcares no meio fermentescível, 

comparada aos outros métodos, porém como desvantagem tem-se o longo 

tempo de reação e o alto custo das enzimas (MODENBACH e NOKES, 2013; 

CIZEIKIENE et al. 2018; DE LA TORRE et al., 2019). 

Por fim, cita-se a hidrólise ácida, que pode ser realizada tanto com a 

utilização de ácidos diluídos como com ácidos concentrados. Contudo, o uso de 

ácido diluído apresenta como vantagem a redução de problemas com corrosão 

e menores formações de compostos inibidores. Por outro lado, é observado uma 

menor quantidade de açúcares obtidos (ALBUQUERQUE et al., 2015). Os 

principais ácidos utilizados nesse tipo de hidrólise são o ácido fosfórico (H3PO4), 

ácido clorídrico (HCl) e ácido sulfúrico (H2SO4). Normalmente são conduzidas a 

alta temperatura (121 - 125 °C), podendo ser realizada em autoclave com 

pressão de 1 atm, porém é um processo de que ocorre por um tempo 

relativamente curto (0,5 – 1 h) (PING et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2015; 

MARQUES e ROCHA, 2021).  

 

2.4 Microrganismos utilizados na produção de ácido lático  

 

Diversas classes de microrganismos são capazes, por diferentes rotas, de 

produzir ácido lático, sejam bactérias, fungos filamentosos e leveduras. As 

bactérias têm sido os microrganismos mais utilizados para produção de ácido 

lático. As bactérias láticas são descritas como Gram positivas, aeróbias ou 

aeróbias facultativas, não formadoras de esporos, sendo encontradas na forma 
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de bastão ou coco, sendo dos gêneros Streptococcus, Pediococcus, 

Leuconostoc, Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium, entre outras. (KANDLER, 

1983). Em relação ao seu metabolismo, podem ser classificadas como 

homofermentativas ou heterofermentativas, dependendo da fonte de carbono 

que utilizam para produção de AL. As bactérias são classificadas como 

homofermentativas quando produzem apenas o ácido lático e 

heterofermentativas quando além dele são capazes de produzir ácido acético 

(CH₃COOH), etanol (C2H5OH) e dióxido de carbono (CO2) (POT e 

TSAKALIDOU, 2009; GIRAFFA, CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010). Outra 

condição característica importante é a exigência nutricional complexa por esses 

microrganismos, requerendo vitaminas, aminoácidos, fontes de carbono e 

nitrogênio para seu crescimento (STILES e HOLZAPFEL, 1997).  

BALs apresentam como ponto positivo a alta capacidade de adaptação e 

uma grande diversidade metabólica, permitindo que consigam viver em 

diferentes condições ambientais (SALMINEN et al., 2004). É relatado que 

existem diversos estudos, em torno de 90%, sobre a produção de ácido lático a 

partir desses microrganismos, isso ocorre devido a algumas características 

como: o fato dessas bactérias apresentarem altos valores de rendimento e 

produtividade de ácido lático (WANG et al., 2015), bem como o fato dessas 

bactérias atuarem em uma longa faixa de pH 3,2 a 9,6 e longas faixas de 

temperaturas 5 a 45 °C (CAPLICE, 1999).  

O crescimento das BALs acontece tanto em condições de anaerobiose, 

pois não necessitam de oxigênio (O2) para geração de energia, como também 

em ambiente que apresentem oxigênio. Existem também microrganismos aero 

tolerantes, devido à presença de peroxidases na sua constituição, resistem aos 

efeitos do oxigênio e do peróxido de hidrogênio (H2O2) (VIJAYAKUMAR et al., 

2008). 

Para uso industrial, é requerido que as BALs produzam eficientemente 

ácido lático utilizando matérias-primas baratas, que necessitem de poucos 

nutrientes nitrogenados, proporcionem altos índices de rendimentos e 

produtividades deste ácido, além de não formarem subprodutos (NARAYANAN 

et al., 2004), sendo relatado na literatura diferentes BALs com estas 

características. 
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Na Tabela 3 estão apresentadas diferentes ML usados por diferentes 

microrganismos capazes de produzir ácido lático a partir dos açúcares liberados. 

É possível constatar que existe uma grande quantidade de microrganismos e 

matérias-primas a serem usados na produção de AL. 

A Tabela 3 também destaca as diferentes condições operacionais nas 

quais ocorrem a produção de ácido lático, sendo possível observar que, de 

acordo com os trabalhos citados, a maior parte da produção de ácido lático 

ocorre na faixa de pH do neutro para o ácido, ou seja, entre 5 e 7, enquanto as 

temperaturas apresentam uma faixa de operação maior que vai desde 30 °C até 

55 °C. 

Chacon et al. (2021) observaram uma produção de ácido lático com 

Bacillus smithii igual a 5,1 g/L ao operar em condições de pH igual a 5 e 

temperatura igual a 55 °C. Enquanto que Bernardo et al. (2016) relataram obter 

uma concentração de ácido lático com L. rhamnosus B103 igual a 143,7 g/L no 

bioprocesso conduzido com um pH igual a 6,2 e temperatura de 37 °C.  

Din et al. (2022) e Alexandri et al. (2022) utilizaram o mesmo 

microrganismo, L. coryniformis, para produção de ácido lático, contudo utilizaram 

diferentes matérias-primas, enquanto o primeiro utilizou casca de coco o 

segundo utilizou polpa de beterraba. A produção a partir da casca de coco foi 

inferior à da polpa de beterraba, 14,93 g/L e 21,7 g/L, respectivamente, contudo 

a mesma apresentava uma menor concentração inicial de carboidratos 19,17 g/L 

e 43,6 g/L, respectivamente, indicando que a maior conversão de substrato em 

ácido lático foi obtida a partir da casca de coco. 

Foi observado que alguns autores avaliaram o mesmo microrganismo 

deste estudo, L. plantarum. Singh et al. (2022) obtiveram produção máxima de 

ácido lático igual a 11,08 g/L a partir de uma biomassa lignocelulósica mista. 

Anagnostopoulou et al. (2022) reportaram produção de ácido lático igual a 23,07 

g/L utilizando resíduos alimentares domésticos como matéria-prima na 

temperatura de 37 °C e pH igual a 6,5. Ngouénam et al. (2021) conseguiram 14 

g/L a partir de subprodutos do abacaxi nas condições operacionais de 45 °C e 

com pH igual a 6,6. Desta forma, é possível constatar que o microrganismo, L. 

plantarum é um bom produtor de ácido lático sendo capaz de utilizar diferentes 

matérias-primas durante o processo. 
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Na literatura é citado que as condições operacionais nas quais ocorrem a 

produção de AL depende muito do microrganismo utilizado, em geral bactérias 

de ácido lático atuam em pH na faixa de 5 a 7 e temperaturas entre 30 °C e 45 

°C (MUSSATTO et al., 2008; ABDEL-RAHMAN et al., 2011).  
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Tabela 3 - Principais condições para produção de ácido lático por diferentes microrganismos de diferentes matérias-primas 

 

Matéria-prima Microrganismo 

Ácido 

lático 

isômero 

Condições operacionais 
Concentração 

máxima de 

ácido lático 

(g/L) 

Produtividade 

(g/L.h) 
Referência 

pH 
Temperatura 

(°C) 

Concentração 

inicial de 

carboidratos 

(g/L) 

Casca de coco L. coryniformis 

subsp. torquens 

(DSM20004) 

D   19,17 14,93  Din et al., 

2022 

Polpa de 

beterraba 

L. coryniformis 

subsp. torquens 

(DSM 20005) 

D 5 50 43,6 21,7  Alexandri et 

al., 2022 

Espiga de milho P. acidilactici 

XH11 

D    61,9  Qiu et al., 

2022 

Folha de sagu L. lactis IO-1 L   68 24,02  Ahmad et 

al., 2022 
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 R. oryzae NRRL 

395 

L  30  44 0,13 Rodríguez-

Torres et 

al., 2022 

Biomassa 

lignocelulósica 

mista 

(Mistura 
de palha de arroz 
e juta na  

) 

L. plantarum LP-

9 

    11,08  Singh et al., 

2022 

Resíduos 

alimentares 

domésticos 

L. plantarum 

BS17 e L. casei 

BP2 

 6,5 37  23,07  Anagnosto

poulou et 

al., 2022 

Palha de arroz L. lactis 2369   50  82,2 0,61 Sivaguruna

than et al., 

2022 

Resíduos 

alimentares 

Lactobacillus.  

sp. 

 5 35  70  Chenebault 

et al., 2022 
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Polpa de tâmara Bactérias nativas  6   46,2  Ahmad et 

al., 2022 

 Resíduos de 

algodão e café 

 

K. cowanii (B2)  6,5 30  28,14  El-

Sheshtawy 

et al., 2022 

Algas marinhas L. plantarum  6,8 37 10,10 66,5  Sudhakar e 

Dharani, 

2022 

Palha de trigo P. acidilactici L 5,5 42–50  107,5 2,69 Zhang et 

al., 2022 

Resíduos 

sólidos 

municipais 

B. smithii  5 55  5,1  Chacon et 

al. 2021 

Subprodutos de 

abacaxi 

L. plantarum 

strain 4O8 

 6,6 45  14 1,31 Ngouénam 

et al. 2021 
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Serragem de 

eucalipto 

C. sp L 6,5   30  Camesasca 

et al., 2021 

Casca de laranja L. delbrueckii 

spp. delbrueckii 

D 5,8 40    de la Torre 

et al., 2019 

Bagaço da cana-

de-açúcar 

B. coagulans L 6,0 52 62,42 55,99 1,70 Oliveira et 

al., 2019 

Espiga de milho B. coagulans L 6,0 50  79,1  Jiang et al., 

2019 

Borra de café 

gasta 

S. cerevisiae  6,0 30  2,7  Kim et 

al.,2019 

Resíduos da 

indústria de 

laticínios 

L. 

rhamnosus B103 

L 6,2 37 58,94 143,7 1,18 Bernardo et 

al., 2016 

Farinha de milho 

hidrolisada 

Sporolactobacillu

s inulinus Y2-8 

D 6,5 37  128,9 1,65 Zhao et al., 

2014 
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Curcuma longa L. coryniformis 

ATCC 25600 

D 6,0 37  91,6 2,08 Nguyen et 

al., 2012 

Hidrolisado de 

alcachofra de 

Jerusalém 

Lc. lactis 

ATCC19435 

L 6,0 30  142 2,85 Shi et al., 

2012 

Microalga verde L. paracasei 

LA104 

L 6,0 37  37,11 1,03 Nguyen et 

al., 2012 

Palha de milho L. rhamnosus 

and L. brevis 

 5,0 37  20,95 0,58 Cui et al., 

2011 

Espiga de milho L. brevis S3F4  7,0 30 56,9 39,1 0,81 Guo et al., 

2010 

Tubérculos de 

alcachofra de 

Jerusalém 

L. casei G-02 L 7,0 40  141,5 4,7 Ge et al., 

2010 

Amido de bolota 

hidrolisado 

L. rhamnosus 

HG 09 

L  42  57,61 1,6 Lu et al., 

2010 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

L. lactis IO-1  6,0 37  10,9 0,17 Laopaiboon 

et al., 2010 
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2.5 Poliácido lático (PLA) 

 

O ácido polilático, poliácido lático ou PLA, é considerado um poliéster 

termoplástico alifático linear que é naturalmente biodegradável. Desta forma, é um 

potencial substituto dos polímeros comumente empregados na composição de 

plásticos não biodegradáveis ou recicláveis, como polietileno (PE), polipropileno 

(PP), polietileno tereftalato (PET) e poliestireno (PS) (CARRASCO et al., 2010). O 

PLA vem sendo estudado na literatura por ser considerado ecologicamente correto, 

biocompatível e biodegradável (ALBUQUERQUE et al., 2021).  

O PLA é citado como um dos biopolímeros pois apresenta uma perspectiva 

mais favorável de ser utilizado devido as suas propriedades como elasticidade, 

rigidez, comportamento termoplástico, biocompatibilidade e boa capacidade de 

moldagem (BUSSA et al., 2019). Apresentando também como características 

importantes como reciclabilidade, não toxicidade e compostabilidade, o que o torna 

um material atraente para aplicações biomédicas, medicamentosas e de química 

verde (VAN de VELDE e KIEKENS, 2002).  

O monômero base necessário para produção desse polímero é o ácido lático. 

Como já visto, este precursor pode ser produzido a partir de resíduos agroindustriais 

de baixo custo, logo sua utilização para produção de PLA acarreta também na 

diminuição do descarte de resíduos no meio ambiente. Como o ácido lático 

apresenta dois isômeros: L- ou -D, as proporções constituintes de cada isômero 

determinarão as propriedades do poliácido lático final.  

Outra vantagem observada é que o poliácido lático é naturalmente 

degradado no solo, em pouco tempo, cerca de oito semanas, devido as condições 

em que se encontra como calor, umidade, oxigênio presente e microrganismos 

(SINTIM et al., 2020). E devido a tais propriedades acredita-se que o poliácido lático 

venha a substituir a utilização de plásticos ou embalagens de uso único ou 

descartáveis (YADAV et al., 2021). 
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2.6 Processo de produção de poliácido lático 

 

A formação do PLA, representado como um polímero quiral que apresenta 

átomos de carbono assimétricos com confecção helicoidal, pode ocorrer pela 

condensação direta de ácidos livres ou a partir da polimerização por abertura de 

anel dos ésteres ácidos (CHENG et al., 2009).  

O processo de formação de PLA deriva de duas etapas, que são: 1) a 

produção de ácido lático e 2) síntese do polímero de ácido lático. Desta forma, a 

produção do polímero decorre da formação do D/L ácido lático, pois é a partir das 

quantidades existentes de cada um desses isômeros na estrutura química do 

polímero que será possível obter um polímero com diferentes características. Assim 

sendo, uma das problemáticas que existem na produção do poliácido lático depende 

da produção do ácido lático, o seu precursor, haja vista que se este ácido for obtido 

por processo de produção química obtém-se uma mistura racêmica, o que tornar o 

processo de produção de PLA mais custoso devido a necessidade de uma etapa 

complementar de separação isomérica. 

As propriedades estereoquímicas e térmicas são responsáveis por atuar 

diretamente nas características do poliácido lático, como na sua cristalinidade. É 

observado que a estrutura do PLA muda de acordo com a porcentagem dos 

isômeros (D e L) que o forma, quando o PLA é composto com majoritariamente pelo 

isômero L (PLLA), em condições superiores a 90%, o polímero é mais cristalino. E 

que quando essa porcentagem decai, costuma ser amorfo, ou seja, quando a 

concentração do poliácido lático formado pelo isômero D for maior que 10% ocorre 

a formação de um polímero amorfo. O PLA formado majoritariamente pelo isômero 

D, recebe a nomenclatura PDLA. Também pode ser constatado que outras 

propriedades como temperatura de fusão (Tm) e temperatura de transição vítrea (Tg) 

são influenciadas pela quantidade do isômero L, ou seja, quanto menor a 

quantidade de L-ácido lático, menor serão essas temperaturas. Assim sendo, 

capacidade térmica, densidade e características mecânicas e reológicas do 

polímero são dependentes das temperaturas de fusão cristalina e transição vítrea e 
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consequentemente das quantidades dos isômeros que o formam (AURAS et al., 

2010).  

Algumas indústrias, como o caso da Natureworks, têm produzido o poliácido 

lático a partir da polimerização por abertura de anel do intermediário lactídeo para 

conseguir produzir o polímero (JAMBUNATHAN et al., 2016). Entretanto, pesquisas 

reportam a necessidade de estudos sobre a produção de PLA, especialmente por 

rotas que contemplem processos sustentáveis, levando em conta que o processo 

convencional apresenta como desvantagens o elevado tempo de produção e a 

utilização de catalisadores metálicos como estanho ou zinco (PANDEY E ASWATH, 

2009). A utilização de processos biotecnológicos, a partir do uso de enzimas como 

biocatalisadores, na produção de PLA, indicam uma redução nos custos de 

purificação e separação do processo, tornando-o mais limpo. Assim, esta 

metodologia pode reduzir o tempo de síntese do polímero de 7 para 2 dias, além de 

apresentar uma temperatura operacional mais baixa (30 °C) (MATSUMURA et al., 

1997).  

Assim serão expostos os processos de produção de ácido lático pelo método 

químico e biológico.  

 

2.6.1 Processo de produção de poliácido lático por via química 

 

Existem três rotas de produção do poliácido lático, a condensação por 

desidratação azeotrópica, a policondensação e a polimerização por abertura de 

anel, que podem ser utilizadas para produção de PLA aja visto que essas rotas são 

comumente utilizadas para produção de diversos outros polímeros (HU et al., 2016; 

SILVESTRINI e SANTANA, 2019; PACHECO e BARCELOS, 2021).  

A produção de PLA que ocorre por condensação de desidratação azeotrópica 

proporciona dificuldades de controle operacional, altos custos e um produto com 

propriedades mecânicas ruins acabam inviabilizando esse método. Durante essa 

produção ocorre a remoção água e é formado o poliácido lático (SILVESTRINI e 

SANTANA, 2019). 
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O método de formação de PLA considerado mais tradicional é a partir da 

polimerização do lactídeo, que é produzido quando ocorre a despolimerização do 

pré-polímero de baixo peso molecular oriundo da condensação do D/L ácido lático 

(YOO et al., 2005; SILVESTRINI e SANTANA, 2019; PACHECO e BARCELOS, 

2021). É formado então um polímero de alto peso molecular, a polimerização deve 

ser realizada em duas etapas, na qual inicialmente ocorre a formação do dímero 

lactídeo e em seguida a polimerização por abertura do anel. Contudo, pode ocorrer 

a limitação pela reação de equilíbrio de policondensação proporcionado pela 

hidrólise das ligações éster. Também podem ocorrer transesterificações que se 

originam a partir da formação das estruturas em anel como o lactídeo. Todavia 

essas reações são consideradas reações colaterais e acabam gerando 

características indesejáveis ao polímero final. 

Existe também a possibilidade de ocorrer a produção do polímero a partir da 

polimerização por condensação direta no qual é formado um pré-polímero de baixo 

peso molecular (devido à alta viscosidade e a presença de água no meio) e em 

seguida após a adição de agentes de acoplamento de cadeia ocorre a formação de 

um polímero de alto peso molecular. Durante essa produção ocorre a reação entre 

os grupos hidroxila e ácido carboxílico do ácido lático, que remove água e é formado 

o poliácido lático (SILVESTRINI e SANTANA, 2019). Ou seja, a policondensação 

direta envolve a esterificação dos monômeros, o que só é possível porque os grupos 

OH e COOH estão presentes na estrutura química do ácido lático (PACHECO e 

BARCELOS, 2021). 

Na Figura 3 é apresenta esquemas da produção de PLA pelas três rotas 

possíveis: condensação de desidratação azeotrópica abertura do anel do lactídeo e 

polimerização por condensação direta. 
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Figura 3 – Rotas de produção do polímero de ácido lático (PLA) 

 

 

Fonte: Adaptado de Auras et al., 2010. 

 

Desta forma, observando as reações de polimerização é possível observar 

que sempre irá ocorrer a formação de subprodutos, porém a mesma pode ser 

controlada com a utilização de diferentes catalisadores (MEHTA et al., 2005). Na 

literatura são apresentados alguns estudos com o uso de catalisadores como, por 

exemplo, Singh et al. (2018) utilizaram SnCl2.H2O para produzir PLA por 

policondensação direta e Hong et al. (2012) utilizaram óxido de zinco durante o 

processo. 

Hu et al. (2016) cita que no ano de 1932, Carothers propôs um novo método 

de polimerização que consistia na abertura do anel. Por esse princípio, inicialmente 

ocorre a formação de um oligômero de baixo peso molecular. Em seguida é, usando 

um catalisador, despolimerizado por transesterificação interna em lactato e por fim 

ocorre a abertura do anel para ocorrer a formação do poliácido lático com alto peso 

molecular (GUO et al., 2018). Pelo método de abertura do anel pode-se produzir um 

polímero com alto peso molecular, o mais utilizado nos dias de hoje pelas indústrias. 
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Esse processo utiliza catalisadores de metais pesados, como estanho e, por ser um 

metal pesado, a Food and Drug Administration (FDA) limitou a 20 ppm a quantidade 

de estanho residual em polímeros médicos comumente utilizados. Mesmo que 

tenham sido estudados diversos métodos para reduzir a quantidade de catalisador 

utilizado, ainda não se determinou um que fosse considerado viável (SINGH et al., 

2018). 

A literatura reporta alguns estudos que foram realizados visando aperfeiçoar 

o método químico. Pandey e Aswath (2009) pesquisaram sobre a utilização de 

micro-ondas na polimerização de ácido lático com e sem a utilização de 

catalisadores de estanho. Esses autores observaram que a utilização do catalisador 

colabora com a etapa de polimerização, contudo não é indispensável para que 

ocorra a polimerização utilizando micro-ondas. De acordo com os autores, foi 

possível obter um polímero de alto peso molecular com um menor tempo de reação 

destacando assim que a utilização de micro-ondas pode ser uma alternativa mais 

rápida para se produzir esse polímero.  

Outro empecilho relacionado à produção do polímero é o longo tempo de 

cristalização, necessidade de altas temperaturas, e longos ciclos de processamento 

(YUEAGYEN et al., 2017). Para contornar o problema, são comumente empregados 

agentes nucleantes inorgânicos que, além de diminuir o tempo, possibilitam um 

incremento positivo nas características do poliácido lático como mica, 

montmorilonita, nanotubo de carbono ou substâncias orgânicas, como N,N-

etilenobis (estearamida); N,N-etilenobis (12-hidroxiestearamida) ou ftalimida (SHI et 

al., 2015). A utilização desses compostos apresenta como lado positivo um aumento 

na rigidez do PLA, porém afeta negativamente a sua ductilidade atribuído a adição 

de substâncias orgânicas. 

 

2.6.2 Processo de produção de poliácido lático por via biotecnológica 

 

Com o intuito de se estabelecer alternativas para a produção química do 

polímero, vem sendo realizados estudos relacionados a produção de PLA por rotas 

biotecnológicas, sem a adição de catalisadores a base de metais pesados. Essa 
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nova abordagem sugere a utilização de enzimas como catalisadores da reação de 

polimerização, que atuam na reação de abertura do anel aromático (YADAV et al., 

2021). Nesse contexto, as lipases podem ser avaliadas em relação ao seu potencial 

para esse tipo de reação, como a lipase B de Candida Antarctica, lipase AYS de 

Candida rugosa, lipase M de Mujor javancius e lipase PA de Pseudomonas 

aeruginosa (LIU et al., 2020). 

A utilização de enzimas, sejam elas imobilizadas ou livres, no processo de 

produção de PLA proporciona diversas vantagens, como a não utilização de metais 

pesados, evitando a ocorrência de resíduos tóxicos no produto de interesse, 

utilizando condições mais amenas no processo e tornando as reações mais 

seletivas (YADAV et al., 2021; JEON et al., 2013). 

A produção de PLA utilizando enzimas como biocatalisadores ocorre em 

condições mais brandas de temperatura, cerca de 25 °C e 30 °C e o tempo de 

reação pode durar desde 2 horas até 48 horas de acordo com as condições do 

processo (MATSUMURA et al., 1997; JEON et al., 2013). Jeon et al. (2013) 

avaliaram a produção de poliácido lático a partir do lactídeo avaliando a utilização 

de diversas lipases como lipase A de Candida antarctica, lipase B de Candida 

antarctica, lipase de Canida rugosa, lipase de Rhizomucor miehei, entre outras em 

condições brandas de 25 °C, contudo apenas a lipase B de Candida antarctica foi 

capaz de produzir o polímero de ácido lático. Já Yadav et al. (2021) estudaram a 

produção do poliácido lático por 30 horas de reação também utilizando lipase como 

biocatalisador na condição de 40 °C. 

Todavia, os dados na literatura são escassos quando relacionados a 

produção de PLA por via enzimática pois boa parte dessas informações são 

segredos industriais relacionados a patentes.   

 

2.7 Aspectos econômicos e ambientais 

 

O ácido lático é utilizado para produção do polímero de ácido lático (PLA), que 

representa mais de 35% do comércio dos bioplásticos, possui propriedades 

ecológicas interessantes como biocompatibilidade, biodegradabilidade, 
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elasticidade, entre outras (RAMOT et al., 2016; DJUKI´C-VUKOVI´C et al., 2013) e 

também é uma matéria-prima biodegradável que pode ser obtido a partir de 

matérias-primas renováveis (AMR, 2015).  

Em 2021 foram produzidos cerca de 1,39 milhões de toneladas de ácido 

lático e espera-se que em 2029 essa produção atinja valores de 2,65 milhões de 

toneladas apresentando um crescimento de 6,21% a/a o que equivale, 

aproximadamente, a um total de 1,3 bilhões de dólares no ano de 2021, tendo em 

vista que o preço do ácido lático gira em torno de 1,30 a 2,30 dólares por kg e tal 

valor vai depender da sua utilização e do preço das suas matérias-primas utilizadas 

(BIDDY et al., 2016; STATISTA, 2023). Sites como Alibaba relatam que o preço do 

ácido lático manteve valores similares aos estudos realizados por Biddy et al., 

(2016) com o preço do kg variando entre 1 e 2 dólares (ALIBABA, 2022).  

Juntamente com o aumento das produções e receitas do ácido lático está 

também a do PLA, no qual espera-se para 2028 um total de 1,82 bilhões de dólares, 

em 2020 o valor total foi igual a 525 milhões de dólares (STATISTA, 2023). Um dos 

fatores que impulsionam o consumo de produtos verdes como o PLA é a preferência 

por embalagens economicamente corretas fazendo assim com que cada vez mais 

as empresas utilizem produtos biodegradáveis. Esses produtos também são 

conhecidos como embalagens sustentáveis e as principais características desse 

tipo de produto são ser feito a partir de um material orgânico ou reciclado ou 

biodegradável, ser produzido a partir de recursos naturais e gerar o menor impacto 

ambiental após ser descartado. Hoje em dia, o PLA se apresenta como um dos 

plásticos biodegradáveis mais vantajosos (GROSS, 2002), pois ele proporciona 

tanto resistência química, quanto resistência ao calor (TANAKA et al., 2006; 

CASTRO-AGUIRRE et al., 2016), podendo ser utilizado para confecção de 

embalagens e utensílios plásticos substituindo assim os plásticos utilizados obtidos 

a partir do petróleo (DATTA et al., 1995; YANG et al., 2015).  

A busca por matéria-prima que reduza o custo do ácido lático e o 

desenvolvimento por processos mais sustentáveis é importante para atender a 

demanda do PLA e torna-lo mais atrativo, desta forma esse trabalho visa estudar 

condições que proporcionem uma produção de ácido lático a partir de um resíduo 
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agroindustrial, o bagaço de caju, visando diminuir os custos com matéria-prima e 

também conseguir produzir o PLA por uma rota mais verde ao utilizar enzimas como 

biocatalisadores ao invés dos catalisadores metálicos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Bagaço de caju  

 

O Bagaço de caju (BC), gentilmente fornecido pela Empresa Brasileira de 

Bebidas e Alimentos S/A (EBBA), foi utilizado como matéria-prima para produção 

de ácido lático. O BC foi lavado três vezes com água e prensado para ocorrer a 

retirada da água. Em seguida o bagaço de caju foi seco em estufa Tecnal TE-397/4 

(Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 60 °C durante 24 h. Posteriormente, o bagaço foi 

triturado, em moinho de bolas, e peneirado, para ocorrer à padronização do 

tamanho, no qual selecionou-se partículas que ficaram retina nas peneiras de 20-

80 Mesh (0,25-0,84 mm de diâmetro). Após essas etapas, o material padronizado 

foi armazenado a temperatura ambiente (25 °C) até ser utilizado. 

 

3.2 Caracterização do bagaço de caju  

 

A caracterização do BC foi realizada para se determinar as quantidades 

percentuais de celulose, hemicelulose e lignina presente na biomassa e na fração 

sólida obtida após o tratamento ácido. Para a caracterização utilizou-se a 

metodologia proposta por Gouveia et al. (2009) e os protocolos da NREL (National 

Renewable Energy Laboratory) NREL/TP-510-4620 (HAMES et al., 2008). A 

quantidade de extraíveis (ceras e gorduras), sólidos totais e cinzas foi determinada 

de acordo com os seguintes protocolos, respectivamente: NREL/TP-510-42619 

(SLUITER et al., 2008a) e NREL/TP-510-42621 (SLUITER et al., 2008b). Para a 

determinação dos carboidratos e lignina foi usado o protocolo NREL/TP-510-42618 

(SLUITER et al., 2008c) 

 

3.3 Hidrólise ácida do bagaço de caju 

 

A hidrólise ácida branda no bagaço de caju foi conduzida de acordo com 

metodologia proposta por Rocha (2010) e Albuquerque (2014). Na hidrólise usou-
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se uma solução de ácido sulfúrico 0,6 mol/L e uma proporção de 20% (m/v) de 

bagaço de caju sendo o processo conduzido em autoclave nas condições de 121 

°C por 30 min. Após isso, ocorreu a separação das fases líquida e sólida por filtração 

à vácuo. 

O hidrolisado teve pH ajustado, numa etapa de detoxificação, com o intuito 

de eliminar possíveis interferentes do processo fermentativo. Para tanto, o pH foi 

elevado para 10,0 utilizando-se hidróxido de cálcio (Ca(OH)2) (MARQUES e 

ROCHA, 2021), e então ácido sulfúrico (H2SO4) foi adicionado para atingir pH 6,0 ± 

0,2 sendo o adequado para a produção de ácido lático. O precipitado formado após 

o processo de detoxificação foi separado por filtração visando utilizar apenas a fase 

líquida sobrenadante (nomeado de HBC) para produção de ácido lático. 

 

3.4 Microrganismo 

 

Nesse estudo, para a produção de ácido lático a partir do hidrolisado do 

bagaço de caju, foram usados microrganismos da espécie Lactobacillus plantarum, 

L. plantarum LAB07 e L. plantarum LAB14. Estas linhagens de bactérias foram 

isoladas a partir do queijo artesanal e molho de pimenta, respectivamente, oriundas 

do mercado local de Fortaleza (Ceará, Brasil), pelo Laboratório de Ecologia 

Microbiana e Biotecnologia (LEMBiotech) do Departamento de Biologia da 

Universidade Federal do Ceará. As cepas foram armazenadas a -80 °C em caldo 

Man, Rogosa e Sharpe (MRS, MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960) com 20% de 

glicerol (v/v) (XIMENES et al., 2019). As cepas utilizadas nesse estudo estão com 

sua sequência genética depositada no GenBank, apresentando código de acesso 

FJ05311 para L. plantarum LAB07 e FJ05315 para L. plantarum LAB14. 

 

3.5 Preparação de inóculo 

 

Para preparo do inóculo, realizou-se a ativação das bactérias em meio ágar 

MRS que continha 20 g/L glicose, 10 g/L peptona, 10 g/L extrato de carne, 5 g/L 

extrato de levedura, 1 g/L polisorbato 80 tween, 2 g/L citrato de amônio, 5 g/L 
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acetato de sódio, 0,10 g/L sulfato de magnésio, 0,05 g/L sulfato de manganês, 2 g/L 

fosfato de potássio dibásico a pH 6,0 ± 0,2, e incubou-se a 37 °C por 48 h em estufa 

bacteriológica Tecnal TE-397/4 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Em seguida, 

realizou-se a ativação, transferindo-se três alçadas de colônia para 50 mL de meio 

do inóculo MRS. A cultura foi incubada em agitador orbital a 37 °C, 180 rpm por 24 

h. Em seguida, foi medida a concentração celular a partir da absorbância (utilizando-

se o comprimento de onda de 600 nm) em espectrofotômetro (Biochrom, Libra S22) 

e calculou-se a concentração celular a partir das curvas padrões em base de massa 

seca. 

 

3.6 Produção de ácido lático em agitador orbital 

 

O hidrolisado do bagaço de caju, ajustado para o pH de 6,0, foi utilizado como 

meio de cultivo para a produção de AL e antes do processo ele foi esterilizado em 

autoclave nas condições de 110 °C por 10 minutos. A produção ocorreu em frascos 

Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio, incubados em um agitador 

orbital (Tecnal – TE 422, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a diferentes temperatura, 

150 rpm por 72 h. Amostras foram retiradas em tempos pré definidos (0, 4, 8, 12, 

24, 30 48, 54, 72 horas) para quantificar a biomassa e determinar o consumo de 

açúcares e formação de ácido lático. Para determinar as melhores condições de 

produção de ácido lático, avaliou-se inicialmente a melhor fase de crescimento do 

microrganismo para inocular o meio de produção, sendo obtido em diferentes 

tempos de preparação do inóculo (16 h, 20 h e 24 h) e o bioprocesso conduzido a 

diferentes temperaturas (30 °C, 37 °C e 45 °C) e rotação (100 rpm, 150 rpm, 200 

rpm) e a suplementação do hidrolisado do bagaço de caju com fonte de nitrogênio 

(extrato de levedura, sulfato de amônio e ureia). A concentração de inóculo no início 

da reação foi de 10% (v/v). Todos os bioprocessos foram realizados em triplicata e 

foram retiradas amostras em tempos pré-determinados para determinar o consumo 

de carboidratos, formação de ácido lático e o crescimento celular.  

Após a produção do bioproduto, as células foram separadas do caldo 

fermentado por centrifugação nas condições de 4500 rpm, 4 °C por 20 minutos. Em 
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seguida, a fase líquida foi estocada em freezer na temperatura de -20 °C para 

experimentos posteriores. 

Os parâmetros avaliados nos ensaios de produção de ácido lático são 

melhores descritos nos subtópicos 3.6.1 a 3.6.4. Também foram avaliados os 

parâmetros dos processos como produtividade volumétrica (QP), as conversões do 

açúcar consumido em ácido lático (YP/S), de substrato consumido em biomassa 

(YX/S) e de ácido lático em biomassa (YP/X) e o consumo de glicose (S). Tais 

parâmetros estão melhores descritos no tópico 3.8. 

 

3.6.1 Ensaio para determinação do tempo de crescimento do inóculo 

 

Com o intuito de se determinar qual a melhor fase de crescimento do 

microrganismo a ser inoculado no meio de produção do AL, avaliou-se tempo de 

preparação inóculo para cada microrganismo, sendo investigados três diferentes 

tempos (16 h, 20 h e 24 h). Para este estudo, a produção de AL foi conduzida a 37 

°C e sob agitação orbital de 150 rpm por 72 h. 

 

3.6.2 Ensaio para determinação da temperatura ótima 

 

Após determinar qual a melhor fase de crescimento do microrganismo a ser 

inoculado, avaliou-se qual a melhor temperatura (25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C) para 

produção de ácido lático. Os ensaios foram conduzidos em agitador orbital sob a 

150 rpm por 72 horas e usando o inoculo obtido no tempo selecionado na etapa 

anterior. 

 

3.6.3 Ensaio para determinação da rotação ótima 

 

Posteriormente, realizou-se o estudo para verificar a melhor rotação a ser 

aplicada na produção de AL. As rotações investigadas foram 100 rpm,150 rpm e 

200 rpm e os ensaios foram conduzidos em agitador orbital por 72 horas na melhor 

temperatura e usando o inoculo obtido no melhor tempo para cada microrganismo. 
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3.6.4 Ensaio para determinação da melhor fonte de nitrogênio 

 

Em seguida, determinou-se qual melhor fonte de nitrogênio a ser 

suplementada no hidrolisado do bagaço de caju: extrato de levedura, sulfato de 

amônio e ureia, para cada microrganismo estudado na produção de AL. Para tanto 

foram adicionados 5 g/L da fonte de nitrogênio e os experimentos foram conduzidos 

em agitador orbital por 72 h sob as melhores condições de temperatura e rotação e 

usando o inóculo selecionado para cada microrganismo. 

Após a realização da produção com diferentes fontes de nitrogênio realizou-

se um cálculo para determinar se a adição da fonte de nitrogênio estudada 

impactava positivamente na produção de ácido lático. Desta forma foram calculados 

os custos para produção do meio padrão, meio com extrato de levedura, meio com 

sulfato de amônio e meio com ureia, considerando no meio padrão as quantidades 

utilizadas de ácido sulfúrico e hidróxido de cálcio. Todos os valores dos insumos 

foram obtidos a partir do site www.alibaba.com. 

O custo para cada fonte de nitrogênio foi calculado de acordo com a 

quantidade de cada componente e seu valor no mercado e está exemplificado na 

Equação 1. Na qual foi considerada a quantidade utilizada para 1 L de meio de 

cultivo. 

 

𝐶𝑢𝑠𝑡𝑜 =  ∑ 𝐶𝑖𝑃𝑖
𝑛
𝑖=1               (1) 

 

No qual custo é o valor do meio de cultivo exposto em dólar por litro (US$/L), 

Ci é a concentração do componente i no meio de cultivo em quilogramas por litro 

(kg/L) e Pi é o preço do componente i em dólar por quilograma (US$/kg). 

O custo da produção de ácido lático (CPAL) foi calculado a partir da relação 

do custo com a produção de ácido lático, de acordo com a Equação 2. 

𝐶𝑢𝑠𝑡𝑜 𝑑𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑎𝑜 𝑑𝑒 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑡𝑖𝑐𝑜 (𝐶𝑃𝐴𝐿) =  
𝐶𝑢𝑠𝑡𝑜

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢çã𝑜 𝑑𝑒 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑡𝑖𝑐𝑜
                (2) 
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No qual CPAL é o valor do custo de produção de ácido lático em (US$/g/L), 

custo é o valor do meio de cultivo calculado na Equação (1) em (US$/L) e produção 

de ácido lático é o valor da produção de ácido lático naquele meio em (g/L). 

 

3.7 Ensaio de produção de ácido lático em biorreator 

 

Após a realização dos ensaios em agitador orbital, no qual foram obtidas as 

melhores condições de fase de crescimento do microrganismo inoculado (tempo de 

inóculo), temperatura, rotação e fonte de nitrogênio, foi realizada a produção em 

biorreator de bancada. O biorreator utilizado foi do modelo New Brunswick Bioflo 

Celligen 115, Eppendorf, que apresenta um volume de 1 L e um volume útil de 800 

mL. Durante a bioprodução, avaliou-se também o controle do pH, utilizando 

hidróxido de sódio (NaOH) a 5 mol/L. Todo os experimentos ocorreram em triplicata 

e foram coletadas amostras para quantificar o consumo de carboidratos, a formação 

dos produtos e a concentração celular no decorrer das 72 horas de reação. 

 

3.8 Parâmetros cinéticos do processo de produção de ácido lático 

 

A produtividade volumétrica de ácido lático (Qp, g/L.h) foi calculada de acordo 

com a relação entre a produção máxima de ácido lático (Pmáx, g/L) e o tempo (t, h) 

em que a mesma foi obtida, de acordo com a Equação 3. 

𝑄𝑃 =  
𝑃𝑚á𝑥

𝑡
                                                                                                     (3) 

 

As conversões do açúcar consumido em ácido lático (YP/S), de substrato 

consumido em biomassa (YX/S) e de ácido lático em biomassa (YP/X) foram 

determinadas de acordo com as Equações 4, 5 e 6, respectivamente, nas quais P0 

e Pf representam as concentrações iniciais e finais de ácido lático, respectivamente; 

S0 e Sf representam as concentrações iniciais e finais de ácido lático e de glicose, 

respectivamente; X0 e Xf as concentrações iniciais e finais de biomassa, 

respectivamente. 
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𝑌𝑃/𝑆 =  
𝑃𝑓−𝑃0

(𝑆0−𝑆𝑓)
                                                                                                (4) 

 

𝑌𝑋/𝑆 =  
(𝑋𝑓−𝑋0)

(𝑆0−𝑆𝑓)
                                                                                                (5) 

 

𝑌𝑃/𝑋 =  
(𝑃𝑓−𝑃0)

(𝑋𝑓−𝑋0)
                                                                                               (6) 

 

Também, calculou-se o quanto de glicose foi consumido de acordo com a 

Equação 7. 

𝑆 (%) =  
(𝑆0−𝑆𝑓)

𝑆0
𝑥 100                                                                                    (7) 

 

3.9 Concentração, extração e separação de ácido lático 

 

Após a produção de ácido lático, as células foram separadas do meio por 

centrifugação a 4500 rpm, 4 °C por 20 minutos. A fase líquida foi estocada para em 

seguida dar início aos processos de concentração, extração e separação de ácido 

lático. Contudo, antes de realizar os estudos de concentração, extração e separação 

do ácido lático, foi conduzido um processo de clarificação do meio fermentado para 

a remoção da cor visando obter um líquido que seja mais claro, pois o hidrolisado 

do bagaço de caju proporciona ao meio uma cor bastante escura, para tanto 

adicionou-se carbono ativado NORIT com granulometria de 0,425 mm a 1,7 mm, na 

proporção de 3% (m/v). Os experimentos foram conduzidos em agitador orbital nas 

condições de 200 rpm, 30 °C por 2 horas, e em seguida o carbono ativado foi 

separado por filtração à vácuo.  

Após, o meio fermentado e clarificado é concentrado usando um evaporador 

rotativo (Quimis, Q344B) acoplado a um banho termostatizado (Tecnal, TE-2005). 

O procedimento ocorre sob condições de baixas pressões, temperaturas e rotações 

(-600 mmHg, 50 °C e 30 rpm). 

Para extração de ácido lático, avaliou-se diferentes solventes no processo de 

extração líquido-líquido usando uma proporção de 1:3 hidrolisado: solvente 
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orgânico. Foram usados os seguintes solventes: 1-butanol, 1-octanol, clorofórmio, 

hexano e tolueno, seguindo a metodologia proposta por KUMAR et al., (2020). 

Nesse processo, foram adicionados 5 g de sulfato de amônio (NH4SO4) a 10 mL do 

hidrolisado sob agitação para promover total dissolução, em seguida adicionou-se 

30 mL de solvente e essa mistura foi levada para um agitador orbital nas condições 

de 200 rpm, 30 °C e 2 horas. A seguir, a mistura foi levada para um funil de 

separação e deixada em repouso até as fases se separarem completamente. Após 

o processo de separação, foram retiradas amostras para determinar a quantidade 

de ácido lático, em ambas as fases, por meio de análise de HPLC. 

No processo de quantificar o ácido lático obtido e a eficiência do processo de 

separação, cada uma das fases foi centrifugada nas condições de 10000 rpm por 

10 minutos e a amostra filtrada antes de ser analisada por Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência (em inglês, High Performance Liquid Chromatography – HPLC). 

A metodologia da análise está descrita no Tópico 3.12  

 

3.10 Determinação do poder rotatório específico  

 

Para determinação da isomeria do ácido lático produzido, Levógiro (L) ou 

Dextrógiro (D), realizou-se a determinação do poder rotatório específico que ocorreu 

com a utilização de um polarímetro da marca Polax. Os ensaios foram realizados 

na temperatura ambiente (25 °C) e utilizou-se uma cubeta de quartzo com 10 cm de 

percurso óptico. Durante o ensaio foi possível determinar o grau de rotação da luz 

polarizada e assim definir qual foi o isômero na amostra. 

 

3.11 Produção de poliácido lático (PLA) 

 

Para os ensaios de produção do poliácido lático (PLA), foi utilizado o 

biocatalisador enzimático, lipase B de Candida antartica (CALB), adquirido da 

Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, Estados Unidos). O extrato comercial de CALB 

apresentou atividade igual a 312,1 U/mL. Durante a produção de PLA foram usados 

300 mg de catalisador, 0,3 mmol de ácido lático produzido, bem como 300 mg de 
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peneira molecular 5A e 10 mL de diferentes solventes (hexano ou tolueno). As 

reações ocorreram em agitador orbital a 150 rpm, 25 °C por 2 horas. Após catálise, 

ocorreu a remoção da peneira molecular por filtração e a amostra foi analisada para 

determinar a produção de poliácido lático por meio da técnica de RMN (JEON et al., 

2013). 

As amostras obtidas na síntese do poliácido lático (PLA) foram analisadas 

por ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H. As amostras foram solubilizadas 

em 500 µL de dimetil-sulfóxido deuterado (DMSO-d6, Cambridge Isototope 

Laboratories) e condicionadas em tubos de 5 mm (Wilmad) e as análises foram 

conduzidas no equipamento Bruker (Avance DRX 500).  

Os espectros obtidos foram processados utilizando o programa VNMRJ ™ 

4.0 e os deslocamentos químicos foram expressos em ppm e referenciados através 

do sinal do resíduo não deuterado do solvente 2,50 (1H). 

 

3.12 Métodos analíticos  

 

3.12.1 Determinação da concentração celular 

 

Para se determinar o crescimento microbiano, utilizou-se a turbidez por 

densidade ótica determinada no comprimento de onda de 600 nm em 

espectrofotômetro (Biochrom, Libra S22). Para tanto fez-se necessário uma curva 

de calibração em função da concentração celular e da densidade ótica. 

Para construção da curva de crescimento, inicialmente os microrganismos 

foram inoculados em frascos Erlenmeyer contendo o meio MRS, previamente 

esterilizado em autoclave a 121 °C e 15 min, em agitador orbital a 37 °C e 180 rpm 

por 24 horas. Em seguida, foram repicados em ágar MRS para isolamento de 

colônias, que após o crescimento celular, foram transferidas para 100 mL de meio 

MRS e mantido sob agitação por 26 horas a 37 °C e 180 rpm.  

Posteriormente, centrifugou-se o meio de cultura a 4500 rpm por 10 min e a 

massa de células precipitada foi lavada utilizando-se água destilada estéril. Em 

seguida, centrifugou-se novamente por 10 min a 4500 rpm, sendo este processo 
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repetido três vezes com o intuito de conseguir retirar todo o meio de cultura 

impregnado nas células. 

Em seguida, adicionou-se 10 mL de água destilada estéril à massa de células 

e homogeneizou-se para obter a suspensão estoque. Em seguida, retirou-se 2 mL 

e adicionou-se em cadinhos previamente tarados e incubou-se em estufa nas 

condições de 100 °C por 24 h e após pesado até peso constante, tal procedimento 

foi realizado em triplicata. Com essa massa seca obtida determinou-se a 

concentração da suspensão. Por fim, realizou-se diluições a partir da suspensão e 

elaborou-se um gráfico determinando-se a relação entre a massa seca (g/L) e a 

absorbância a 600 nm. Este procedimento, também foi realizado determinando o 

número de células viáveis na suspensão e a correlação com a absorbância. Com 

estas curvas, foi possível determinar a massa seca e o número de células viáveis 

em todos os bioprocessos realizados. As células viáveis foram determinadas a partir 

da adição de 0,1 mL de inoculo com 0,3 mL de azul de metileno e a contagem foi 

realizada em microscópio (Olympus) utilizando a câmara de Neubauer. Como o 

tamanho das células dos microrganismos dificultava a visualização utilizou-se lentes 

objetivas com aumento de 40 e 100 vezes e o número de células por mL foi obtido 

de acordo com a Equação 8. 

 

𝑁° 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑚𝐿 =  
(𝑁° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠)

(𝑁° 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒)
∗ 𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 ∗ 10000       (8) 

 

Na qual o fator de diluição representa em quantas vezes a amostra foi diluída 

e o 10000 está relacionado com o volume da câmara de Neubauer. 

Durante a realização dos bioprocessos eram coletadas amostras, medida a 

absorbância no comprimento de onda de 600 nm em espectrofotômetro e a 

concentração celular determinada utilizando as curvas padrões realizadas. 

  

3.12.2 Determinação do substrato e do produto 

 

A concentração dos açúcares (glicose e xilose) obtidos das análises de 

caracterização da composição do bagaço de caju (celulose, hemicelulose e lignina) 
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e que compõem o meio de cultura utilizado na bioprodução, dos ácidos e compostos 

furfurados obtidos na análise de caracterização do bagaço de caju e a concentração 

do ácido lático proveniente do processo microbiano foram medidas por 

Cromatografia Liquida de Alta Eficiência, utilizando um sistema Thermo Finnigan 

Surveyor (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com um detector 

de índice de refração e com uma coluna Supelco 610 H. A solução de ácido fosfórico 

(H3PO4) a 0,1% v/v preparada com Água MiliQ (Simplicity 185, Millipore, Billerica, 

MA) foi utilizada como fase móvel com vazão de 0,5 mL/min e a análise conduzida 

a 30 °C. O volume de injeção das amostras foi padronizado em 20 μL e os picos 

foram comparados com o tempo de retenção dos padrões previamente definidos 

dos constituintes de interesse identificados.  

 

3.13 Análises estatísticas 

 

Determinou-se os parâmetros estáticos dos dados oriundos dos processos 

microbianos a partir dos testes de Análise de Variância (ANOVA) usando um 

intervalo de confiança igual a 95%, ou seja, p < 0,05. Realizou-se também análises 

como o Teste de Tukey para avaliar as diferenças significativas entre os parâmetros 

analisados (tempo de inóculo, temperatura, rotação, fonte de nitrogênio e produção 

em biorreator), com o intuito de obter valores necessários para orientar de maneira 

estatística o estudo. Essas análises foram realizadas utilizando os programas 

ORIGIN 9.0, Excel 2013 e Minitab 17. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 Caracterização do bagaço e hidrolisado de caju  

 

Inicialmente analisou-se a composição química do bagaço de caju, matéria-

prima utilizada para produção de ácido lático, determinando as quantidades dos 

principais componentes que compõem tal matriz lignocelulósica. 

A composição do bagaço de caju, antes e após o pré-tratamento, está 

apresentada na Tabela 4. O bagaço de caju apresentou em sua composição 19,7 ± 

0,1% m/m de celulose, 19,2 ± 0,2% m/m de hemicelulose, 33,4 ± 1,7% m/m de 

lignina total, 6,4 ± 0,2% m/m de extraíveis e 1,5 ± 0,0% m/m de cinzas. Essa 

composição está de acordo com outros estudos do grupo de pesquisa, nos quais 

foram feitas também a caracterização do bagaço de caju. Correia et al., (2022) 

obtiveram na composição de celulose, hemicelulose e lignina iguais a 20,91%, 

10,17% e 35,26%, respectivamente (CORREIA et al.,2022). Rocha et al., (2010) 

obtiveram 20,54%, 16,33%, 33,62%, de celulose, hemicelulose e lignina (ROCHA 

et al., 2010) ao utilizar bagaço de caju para produção de outros bioprodutos.  

 

Tabela 4 - Caracterização química percentual do bagaço de caju antes e após a hidrólise 

com H2SO4 0,6 mol/L e quantidade mássica recuperada de cada componente partindo de 100 g de 

bagaço de caju (valores apresentados entre parênteses). 

 

Bagaço de 

Caju 

Massa 

(g) 

Celulose 

(%) 

Hemicelulose 

(%) 

Lignina 

(%) 

Extraíveis 

(%) 

Cinzas 

(%) 

Antes da 

hidrólise 

100 19,7 ± 0,1 

(19,7 g) 

19,2 ± 0,2 

(19,2 g) 

33,4 ± 1,7 

(33,4 g) 

6,4 ± 0,2 

(6,4 g) 

1,5 ± 0,0 

(1,5 g) 

Depois da 

hidrólise 

58,1 19,3 ± 0,1 

(10,8 g) 

4,5 ± 0,0 

(2,5 g) 

54,8 ± 0,1 

(30,8 g) 

22,5 ± 0,2 

(12,7 g) 

2,3 ± 0,0 

(1,3 g) 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O tratamento realizado com H2SO4 foi capaz de solubilizar 89% de 

hemicelulose (Tabela 4), o que potencializa a produção de pentoses, como xilose e 
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arabinose, e dissacarídeos que darão origem à glicose, favorecendo os 

bioprocessos envolvidos (JÖNSSON e MARTÍN, 2016). 

Durante a hidrólise ácida branda do bagaço de caju com ácido sulfúrico 0,6 

mol/L foi constatada uma diminuição da massa de bagaço seco, como é mostrado 

na Tabela 4. Partindo-se inicialmente de 100 g do bagaço de caju, obteve-se 58,1 

g de bagaço após a hidrólise. Essa diminuição da massa acontece devido ao 

processo de hidrólise das ligações presentes nas moléculas de celulose e 

hemicelulose, resultado em carboidratos como, por exemplo, glicose e xilose, que 

são solubilizados na solução. Foi apontada também a diminuição do volume de 

solução, pois partindo-se de um volume base igual a 500 mL chegou-se ao final do 

processo a um volume de 342,5 mL que ocorre devido a evaporação da solução 

durante o processo de hidrólise e a perda de volume durante o processo de 

separação da fração sólida e líquida. 

Em relação a celulose e hemicelulose, é possível observar um decréscimo 

das suas massas em torno de 8,9 g e 16,7 g, respectivamente. Para lignina e cinzas 

foi observado uma baixa diminuição igual a 2,6 g e 0,2 g, respectivamente, e os 

extraíveis apresentaram um aumento da sua massa de 6,3 g. Essa mudança ocorre 

devido a degradação de parte da matriz lignocelulósica durante a hidrólise ácida 

branda, liberando compostos no meio. Esses compostos são açúcares oriundos dos 

polissacarídeos (celulose e hemicelulose) e compostos fenólicos e outros 

compostos da lignina. Ao ocorrer a degradação da matriz lignocelulósica, a mesma 

se torna mais fácil de ser extraída pela utilização de solventes, no caso etanol, como 

foi observado o aumento na quantidade de extraíveis. Esses resultados estão 

condizentes com outros estudos da literatura que relatam comportamento similares 

após realização de hidrólise ácida em uma biomassa lignocelulósica (KUMAR et al., 

2018; JÖNSSON e MARTÍN, 2016; ALBUQUERQUE et al., 2015). 

A diminuição da massa da hemicelulose decorre da atuação do ácido 

sulfúrico na molécula, pois esse tipo de pré-tratamento é capaz de degradar 

facilmente esta molécula, que representa um composto com baixo peso molecular 

na forma de um heteropolímero amorfo. O agente causador do ataque a biomassa, 

e liberação dos açúcares, são os íons H3O+, que agem no interior da mesma para 
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ocorrer a hidrólise, e quanto maior a porcentagem de sólido, menor é a eficácia. 

Assim, deve existir um equilíbrio entre a quantidade de biomassa e a quantidade de 

solução ácida para conseguir concentrações adequadas de íons H3O+ para realizar 

uma hidrólise efetiva (ROCHA et al., 2014). 

Já a celulose, por exemplo, é um homopolímero cristalino de alto peso 

molecular sendo mais difícil de ser degradada a partir da hidrólise ácida. A lignina 

também foi um pouco degradada, e isso pode também ser percebido devido a 

detecção de alguns compostos presentes no meio hidrolisado que são oriundos da 

lignina, como hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, que podem ser inibidores para 

alguns microrganismos. Os teores de lignina, extraíveis e cinzas, expostos na 

Tabela 4, apresentaram aumento de 64,2%, 251,6% e 53,3%, respectivamente. 

Esse resultado também indica a possibilidade de utilização do bagaço de caju após 

pré-tratamento para obtenção de lignina, que nos últimos anos tem atraído mais 

atenção devido ao seu potencial de aplicação em diversos setores, como 

alimentício, cosmético, farmacêutico, químico e têxtil (ALBUQUERQUE et al., 2019; 

NOGUEIRA et al., 2019; SERPA et al., 2020; SERPA et al., 2021). 

O aumento da quantidade de extraíveis é observado pois tal etapa de 

extração ocorre a partir da utilização de etanol e após a hidrólise ácida foi 

constatada que devido a modificação na estrutura do material, os compostos 

solúveis em etanol se tornaram mais suscetíveis a extração com esse solvente. E 

em relação a porcentagem, ao diminui-se uma fração, para manter o todo, outra 

fração (em porcentagem) pode aumentar. Por fim, não foi observada uma grande 

variação da massa das cinzas. 

O hidrolisado ácido obtido continha glicose e xilose nas concentrações de 

39,9 ± 3,6 g/L e 28,0 ± 2,5 g/L, respectivamente. Parte dessa glicose é oriunda da 

hemicelulose, composta de pentoses, hexoses e ácidos urônicos, a outra parte, por 

volta de 18,9 g/L, é obtida a partir da hidrólise da celulose, a qual teve sua massa 

reduzida em torno de 8,5 g após a hidrólise com ácido sulfúrico. 

Nesse estudo foi observado que o hidrolisado do bagaço de caju, antes do 

tratamento com hidróxido de cálcio para ajuste de pH, proporcionou a formação de 

2,05 g/L de ácido acético e 0,07 g/L de ácido fórmico, valores próximos aos 
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relatados por Albuquerque et al. (2015), que quantificaram 1,79 g/L de ácido acético 

e 0,08 g/L de ácido fórmico na hidrolise do bagaço de caju utilizando ácido diluído. 

Após o ajuste de pH, foi observada a diminuição da concentração de ácido acético 

e ácido fórmico para 1,95 g/L e 0,05 g/L, respectivamente. Tal redução ocorreu 

devido ao processo de ajuste de pH ser também um processo de desintoxicação, 

pois ao adicionar a base, Ca(OH)2, ocorre uma reação ácido-base, diminuindo 

assim a quantidade de tais ácidos, formando um precipitado. Segundo dados da 

literatura, durante a etapa de hidrólise ocorre a liberação de substâncias que podem 

influenciar o metabolismo celular (ALVES-FERREIRA et al., 2022), sendo as mais 

reportadas ácido acético, ácido fórmico, 5-hidroximetilfurfural e compostos 

fenólicos. Contudo, normalmente são realizados processos de desintoxicação antes 

do bioprocesso como o hidróxido de cálcio que além de ajustar o pH proporciona 

também a detoxificação do meio, já a utilização de carbono ativado que além de 

remover tais compostos também ocasiona na clarificação do meio (ARMINDA et al., 

2021).  

Desta forma, a composição do hidrolisado do bagaço de caju, em relação a 

glicose e xilose e a baixa concentração de compostos que podem interferir no 

metabolismo microbiano, faz com que este hidrolisado possa vir a ser um meio de 

cultivo para a produção de ácido lático, o que será avaliado nos próximos tópicos. 

 

4.2 Estudo da curva de crescimento dos microrganismos em meio sintético 

 

Inicialmente, realizou-se um estudo do crescimento celular dos dois 

microrganismos selecionados, L. plantarum LAB 07 e L. plantarum LAB 14, em meio 

sintético MRS (Man, Rogosa, Sharp), que continha 20 g/L glicose, 10 g/L peptona, 

10 g/L extrato de carne, 5 g/L extrato de levedura, 1 g/L polisorbato 80 tween, 2 g/L 

citrato de amônio, 5 g/L acetato de sódio, 0,10 g/L sulfato de magnésio, 0,05 g/L 

sulfato de manganês e 2 g/L fosfato de potássio dibásico a pH 6,0 ± 0,2. Esse estudo 

ocorreu em agitador orbital nas condições de 37 °C, 150 rpm por 26 horas para 

avaliar as fases de crescimento dos microrganismos, o comportamento da cinética 



 

64 
 

de crescimento das duas cepas e o estado fisiológico. Tais perfis de crescimento 

estão apresentados na Figura 4. 

 

Figura 4 - Perfil de crescimento dos microrganismos Lactobacillus plantarum, cepas LAB 07 

(A) e LAB 14 (B), em meio Man, Rogosa, Sharp (MRS), em agitador orbital sob as condições de 37 

°C e 150 rpm. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Ambas as cepas, LAB 07 e LAB 14, apresentam fase lag similar e com 

duração de 4 horas (Figura 4). Após a fase lag é observada a fase log que dura até 

às 21 h e em seguida é observada a fase estacionária, que durou no intervalo de 21 

h a 26 h. As cepas apresentaram crescimento similar, com concentrações máximas 

de células iguais a 3,2 g/L e 3,1 g/L para LAB 07 e LAB 14, respectivamente. A 

velocidade máxima específica de crescimento (µmáx) para a LAB 07 e LAB 14 foram 

iguais a 0,36 h-1 e 0,31 h-1, respectivamente. O meio de cultivo (MRS) é muito mais 

complexo do que hidrolisado do bagaço de caju, que será utilizado na produção de 

ácido lático, desta forma esta etapa do estudo é importante para saber em qual 

estado fisiológico estarão as células ao serem inoculadas no meio de produção do 

ácido de interesse. Como as cepas apresentaram resultados similares, ambas 

podem ser utilizadas nos ensaios da produção de ácido lático. 
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4.3 Produção de ácido lático em agitador orbital 

 

4.3.1 Avaliação do tempo de inóculo na produção de ácido lático 

 

Inicialmente, investigou-se a influência da fase de crescimento do 

microrganismo inoculado, avaliando-se o tempo de preparação do inóculo, no 

processo de produção de ácido lático por ambas as cepas (LAB07 e LAB14), 

usando o hidrolisado do bagaço de caju como meio de cultivo. Os resultados obtidos 

estão apresentados nas Figuras 5 e 6. 

 

Figura 5 – Perfil do crescimento celular (▲), concentrações de glicose (■) e ácido lático (●) 

durante o bioprocesso a 37 °C e 150 rpm usando L. plantarum LAB07 e o meio hidrolisado do bagaço 

de caju inoculado por microrganismos obtidos em diferentes tempos de inóculo: (A) 16 horas (fase 

de desaceleração do crescimento), (B) 20 horas (fase de desaceleração do crescimento), e (C) 24 

horas (fase estacionária do crescimento).  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 6 – Perfil do crescimento celular (▲), das concentrações de glicose (■) e ácido lático 

(●) durante o bioprocesso a 37 °C e 150 rpm usando L. plantarum LAB14 e o meio hidrolisado do 

bagaço de caju inoculado por microrganismos obtidos em diferentes tempos de inóculo: (A) 16 horas 

(fase de desaceleração do crescimento), (B) 20 horas (fase de desaceleração do crescimento), e (C) 

24 horas (fase estacionária do crescimento). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Em nenhumas das condições avaliadas, a glicose foi totalmente consumida 

pela cepa LAB07, apresentando valores de conversão iguais a 39,51%, 60,53% e 

52,09%, para os tempos de inóculo de 16 h (fase de crescimento), 20 h (fase de 

desaceleração) e 24 h (início da fase estacionária), respectivamente. Apesar do 

tempo de inóculo ser diferente, a concentração inicial das células foi padronizada, 

e ambas as cepas consumiram a glicose presente no hidrolisado do bagaço de caju. 

A glicose é o principal açúcar utilizado por cepas da bactéria Lactobacillus para 

produzir ácido lático em um processo conhecido como homofermentação. No 

entanto, a xilose não foi assimilada pelo microrganismo, portanto esses dados não 

foram apresentados nos resultados cinéticos dos processos. 

No processo usando o inóculo obtido por 20 h, em que a cultura está na fase 

de desaceleração do crescimento, ocorreu o maior crescimento celular e resultou 

em 15,9 g/L ácido lático, não sendo a maior produção obtida do ácido de interesse. 

A maior produção foi alcançada no processo inoculado com a cultura obtida no início 

da fase estacionária em 24 h, obtendo 16,5 g/L de ácido lático. O processo usando 

o inóculo com o menor tempo, 16 h ou fase de crescimento, apresentou uma 

produção de ácido lático de 10,4 g/L. Um fato que vale a pena de ser acentuado é 

que os valores de produção máxima de ácido lático (Pmáx) foram registrados com 72 

horas de fermentação e que com o tempo de inóculo de 24 horas foi o que obteve 

os maiores valores de QP (produtividade) e de Pmáx (produção máxima), como pode 

ser observado na Tabela 5.  

Em relação as células obtidas com 24 h de inóculo (a qual estava na fase 

estacionária de crescimento), foi observada uma concentração celular de 1,6 g/L. 

Já nos processos com crescimento do inóculo por 20 h (fase de desaceleração) ou 

16 h (fase log), os valores de biomassa alcançados foram de apenas 0,95 g/L e 0,44 

g/L, respectivamente. O maior tempo de preparo do inóculo, que proporcionalmente 

ao microrganismo atinge a fase estacionária de crescimento, foi benéfico para 

acelerar o crescimento do microrganismo no processo de produção de AL usando 

o HBC. 
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Tabela 5 - Parâmetros cinéticos, produção, rendimento e produtividade do ácido lático 

usando as cepas L. plantarum LAB07 e LAB14 e o hidrolisado do bagaço de caju como meio de 

cultura, inoculados com culturas obtidas em diferentes tempos de crescimento. Letras diferentes em 

uma mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes. 

 

Tempo de 

crescimento 

do inóculo 

(h) 

L. plantarum LAB07 L. plantarum LAB14 

YX/S 

(g/g) 

YP/X 

(g/g) 

YP/S 

(g/g) 

PMAX 

(g/L) 

QP 

(g/(L.h)) 

YX/S 

(g/g) 

YP/X 

(g/g) 

YP/S 

(g/g) 

PMAX 

(g/L) 

QP 

g/(L.h)) 

16 0,03a 12,0a 0,70a 10,4a 0,15a 0,06a 12,2a 0,70a 15,1a 0,21a 

20 0,03a 12,2a 0,59b 15,9b 0,31b 0,02b 13,1b 0,91b 15,9b 0,33b 

24 0,07b 13,6b 0,85c 16,5c 0,22a 0,02b 12,1a 0,60a 15,9b 0,22a 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O rendimento de células com base no consumo de glicose, YX/S, foi igual para 

os processos usando os inóculos obtidos com 16 h e 20 h, obtendo 0,03 

gcélula/gglicose, porém o valor de YX/S foi 0,07 g/g para o processo usando o inóculo de 

obtido com 24 h (Tabela 5). O fato anterior também é observado ao ser analisado 

os valores do parâmetro YP/X no qual tem-se os resultados próximos de 12,0 g/g e 

12,2 g/g para os processos inoculado com a cultura obtida com 16 h (fase de 

crescimento) e 20 h (fase de desaceleração do crescimento), respectivamente, e 

novamente o maior valor observado foi no processo usando o inóculo obtido com 

24 h (início da fase estacionária), com valor de YX/P igual a 13,6 g/g. 

Este mesmo comportamento foi observado para o rendimento de ácido lático 

baseado no consumo de glicose, YP/S, obtendo um rendimento de 0,85 gAL/gglicose 

para o processo usando o inóculo obtido com 24 horas (Tabela 5). 

A maior produtividade volumétrica de ácido lático, QP, foi obtida no processo 

usando o inóculo de 20 h com um valor de 0,31 g/(L.h), seguido pelo processo 

usando o inóculo de 24 h, que apresentou valor de 0,22 g/(L.h) e por fim no processo 

usando o inóculo de 16 h com uma produtividade de 0,14 g/(L.h). 

Comportamento similar foi observado para a cepa LAB14 analisando os 

resultados obtidos dos processos inoculados com culturas obtidas por diferentes 

tempos (Figuras 6 A, B e C). Em nenhum dos processos o açúcar, glicose, foi 
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completamente consumido pela cepa LAB14, com porcentagem de consumo iguais 

a 59,26%, 64,21% e 66,92%, para os processos usado o inóculo obtido com 16 h 

(fase de crescimento), 20 h (fase de desaceleração) e 24 h (início da fase 

estacionária), respectivamente. Estes resultados estão apresentados na Tabela 7. 

O maior consumo foi alcançado usado o inóculo obtido com 24 h e tal valor é 

bastante próximo ao consumo usando o inóculo de 20 h, sendo estes valores 

significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (Tabela 7).  

A cepa LAB 14 apresentou o maior crescimento celular usando o inóculo 

obtido com 16 h, obtendo 1,30 g/L de células, seguido do processo usando o inóculo 

de 24 h com 0,57 g/L de células e por fim obteve-se o menor crescimento celular 

usando o inóculo de 20 h com uma concentração celular de 0,43 g/L. Desta maneira, 

foi possível observar que com um menor tempo de inóculo, cuja a cultura estava na 

fase de desaceleração de crescimento (16 h), foi possível obter uma maior 

concentração final de biomassa, comparado quando utiliza-se uma cultura em fase 

estacionária de crescimento (20 h e 24 h). Nesse estudo foi observado que a maior 

concentração celular não ocorreu juntamente com o maior consumo de glicose, 

indicando que parte da glicose consumida, no estudo com maior consumo, tenha 

sido utilizada para manutenção celular e formação de ácido lático. 

Ao contrário do que ocorre com a concentração celular, o tempo de inóculo 

não influenciou na produção de ácido lático. As concentrações máximas (Pmax) de 

AL foram 15,1 g/L, 15,9 g/L e 15,9 g/L obtidas nos processos usando o inóculo 

obtido com 16 h, 20 h e 24 h, respectivamente. Entretanto, a eficiência do 

bioprocesso em termos de produtividade (QP) foi influenciada pela fase de 

crescimento, sendo a maior produtividade (0,33 g/L.h) obtida no processo usando o 

inoculo obtido com 20 h, no qual o microrganismos encontra-se na fase de 

desaceleração do crescimento (Tabela 7). 

Analisando os rendimentos obtidos pela bactéria L. plantarum LAB14, 

observa-se que o rendimento de células com base no consumo de substrato (YX/S) 

foram iguais nos processos inoculados com a cultura obtida com 20 h ou 24 h, 

obtendo 0,02 gcélulas/gglicose. No entanto, o maior rendimento YX/S (0,06 gcélula/gglicose) 

foi obtido no processo usando o inoculo obtido com 16 h (Tabela 5). Esse 
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comportamento foi semelhante ao observado para o rendimento de YP/X, obtendo 

12,2 g/g, 13,1 g/g e 12,1 g/g, para os processos usando o inóculo de 16 h, 20 h e 

24 h, respectivamente (Tabela 5). 

Já para os rendimentos de produto com base no consumo de glicose (YP/S), 

observou-se que o processo inoculado com a cultura obtida com 20 h propiciou o 

maior YP/S (0,91 g/g) seguido pelo processo conduzido com o inóculo de 16 h (0,70 

g/g) e o menor rendimento obtido no processo usando o inóculo de 24 h (0,60 g/g), 

vide Tabela 7. 

Queiroz (2021) estudou a produção de ácido lático pelos mesmos 

microrganismos avaliados neste estudo, L. plantarum LAB07 e LAB14, porém 

usando o soro de leite como fonte de carbono. As concentrações de ácido lático 

obtidas pela cepa LAB07 foram 13,1 g/L, 8,5 g/L e 11,2 g/L para os tempos de 

inóculo de 16 h, 20 h e 24 h, respectivamente, e para a cepa LAB14 obteve-se 10,4 

g/L, 10,6 g/L e 9,3 g/L usando o inóculo obtido com 16 h, 20 h e 24 h, 

respectivamente (Queiroz, 2021). Para ambas as cepas estudadas (LAB07 e 

LAB14), Queiroz (2021) obteve a maior produção de ácido lático com o tempo de 

16 h, tempo no qual o microrganismo se encontrava na fase de crescimento. Essa 

concentrações são inferiores as obtidas usando o bagaço de caju como fonte de 

carbono. 

A partir de análises estatísticas, usando teste de Tukey com um nível de 

significância igual a 95%, verificou-se que para a cepa LAB 07, o tempo de inóculo 

no qual se obteve a maior produção de ácido lático foi igual a 24 h (início da fase 

estacionária), enquanto que para a cepa LAB14 foi de 20 h (fase de desaceleração 

do crescimento). Deve-se constatar que mesmo utilizando apenas hidróxido de 

cálcio (Ca(OH)2) no processo de desintoxicação, foi possível obter altos valores de 

concentração de ácido lático usando o hidrolisado do bagaço de caju, destacando 

dessa forma uma economia de custo e de tempo nessa etapa para formulação do 

meio reacional. E mesmo com a presença de alguns compostos, como ácido acético 

e ácido fórmico. No hidrolisado, ambas as cepas conseguiram produzir o ácido lático 

em quantidades elevadas se comparados os resultados obtidos por Queiroz (2021). 

Então, visando aumentar esta produção, outras variáveis foram avaliadas como a 
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temperatura, mantendo-se o tempo de obtenção do inóculo em 24 h (fase 

estacionária) para a LAB07 e 20 h (fase de desaceleração do crescimento) para a 

LAB14. 

 

4.3.2 Avaliação da temperatura na produção de ácido lático 

 

Partindo-se dos melhores resultados da análise da fase de crescimento dos 

microrganismos a ser inoculado no meio de produção, avaliou-se a influência da 

temperatura realizando ensaios a 25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C e os resultados podem 

ser observados nas Figuras 7 e 8 para L. plantarum LAB07 e LAB14, 

respectivamente. 
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Figura 7 – Perfil das concentrações celular (▲), de glicose (■) e ácido lático (●) durante o 

bioprocesso a 150 rpm e diferentes temperaturas (25 °C (A), 30 °C (B), 37 °C (C) e 45 °C (D)) usando 

L. plantarum LAB07 e o meio hidrolisado do bagaço de caju inoculado por microrganismos obtidos 

com 24 h.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

78 
 

Figura 8 – Perfil das concentrações celular (▲), de glicose (■) e ácido lático (●) durante o 

bioprocesso a 150 rpm e diferentes temperaturas (25 °C (A), 30 °C (B), 37 °C (C) e 45 °C (D)) usando 

L. plantarum LAB14 e o meio hidrolisado do bagaço de caju inoculado por microrganismos obtidos 

com 20 h.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As bactérias de ácido lático normalmente atuam em uma ampla faixa de 

temperatura, 20 °C – 45 °C, sendo um fator primordial e de grande influência no 

processo produtivo. Nas temperaturas analisadas (25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C), a 

produção de ácido lático é afetada negativamente com o aumento da temperatura, 

pois ocasiona a redução da atividade enzimática responsável pela conversão 

metabólica de substrato (glicose) em produto (ácido lático). 

Neste estudo, o microrganismo avaliado, L. plantarum, é uma bactéria 

homofermentativa capaz de converter apenas glicose em ácido lático no qual uma 

molécula de glicose forma duas de ácido lático. Esse metabolismo ocorre através 

da via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), e as principais enzimas envolvidas são 

glicose-6P isomerase (EC 5.3.1.9), 6-fosfofrutoquinase (EC. 2.7.1.11) e frutose 

bifosfato aldolase (EC 4.2.1.13) (EITEMAN e RAMALINGAM, 2015). Essas 

enzimas, quando originárias de microrganismos silvestres, ou seja, aqueles que não 
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sofreram modificações genéticas, têm sua atividade ótima em torno de 30 °C 

(SANFÉLIX-HAYWOOD et al., 2011). 

Em nenhuma das temperaturas avaliadas, a glicose foi completamente 

metabolizada, apresentando valores de consumo de glicose iguais a 46,63%, 

79,09%, 52,09% e 0,13% nos processos conduzidos a 25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C, 

respectivamente, indicando uma maior assimilação deste carboidrato a 30 °C e que 

a 45 °C praticamente não houve consumo. Esse resultado, como esperado, 

influenciou no crescimento celular em que a maior concentração de células (1,57 

g/L) foi obtida a 30 °C com 72 h de processo, enquanto a 45 °C obteve-se apenas 

0,12 g/L de células (Figuras, 7 B e 7 D). 

A máxima concentração de ácido lático obtida pela cepa LAB07 a diferentes 

temperaturas foi de 14,6 g/L, 17,7 g/L, 15,9 g/L e 5,4 g/L para as temperaturas de 

25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C, respectivamente, como apresentado nas Figuras 7 A, 

7 B, 7 C e 7 D.  

Os rendimentos YX/S, YP/X e YP/S foram calculados para a cepa LAB07 e estão 

apresentados na Tabela 8, contudo, devido à baixa produção de ácido lático, baixo 

consumo de glicose e baixo crescimento celular não foi possível calcular tais 

parâmetros para a temperatura de 45 °C. Os rendimentos de células com base no 

consumo de substrato (YX/S) obtidos a 25 °C, 30 °C e 37 °C foram 0,12 g/g, 0,06 g/g 

e 0,07 g/g, respectivamente. No processo conduzido a 45 °C, o valor de YX/S foi 

insignificante o que indica que pouco substrato foi metabolizado influenciando a 

reprodução celular durante o processo, como observado na Figura 7 D. 
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Tabela 6 - Parâmetros cinéticos, produção, rendimento e produtividade de ácido lático 

obtidos pelas cepas L. plantarum LAB07 e LAB14 a diferentes temperaturas e usando o hidrolisado 

do bagaço de caju como meio de cultura.  Letras diferentes em uma mesma coluna representam 

resultados estatisticamente diferentes.  

 

Temperatura 

(°C) 

L. plantarum LAB07 L. plantarum LAB14 

YX/S 

(g/g) 

YP/X 

(g/g) 

YP/S 

(g/g) 

PMAX 

(g/L) 

QP 

(g/(L.h)) 

YX/S 

(g/g) 

YP/X 

(g/g) 

YP/S 

(g/g) 

PMAX 

(g/L) 

QP 

(g/(L.h)) 

25 0,12a 7,41a 0,88a 14,6a 0,20a 0,13a 6,03a 0,77a 15,9a 0,22a 

30 0,06b 8,52a 0,64b 17,7b 0,25a 0,08a 9,32b 0,80a 19,9b 0,28a 

37 0,07b 11,6b 0,85a 15,9c 0,22a 0,02b 13,1c 0,91b 15,9a 0,21a 

45 - - - 5,4d 0,08b - - - 5,6c 0,08b 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Observou-se que os valores de YP/X referentes as temperaturas de 25 °C, 30 

°C e 37 °C foram iguais a 7,41 g/g, 8,52 g/g e 11,6 g/g respectivamente (Tabela 6). 

No processo conduzido a 25 °C é obtido o menor valor de YP/X, pois nessa 

temperatura é observado o maior valor de crescimento celular (2 g/L), já a 30 °C é 

apontado um valor de YP/X que se encontra entre os valores apresentados pois 

ocorreu, nessa temperatura, tanto o maior crescimento celular quanto a maior 

produção de ácido lático. Por fim na temperatura de 37 °C, é obtido o maior valor 

de YP/X, pois foi observado nessa temperatura o menor valor de crescimento celular. 

O menor valor de YP/S (0,64 g/g) foi obtido a 30 °C, indicando que nessa 

temperatura ocorreu tanto a maior produção de ácido lático, como também ocorreu 

o maior consumo de substrato. O rendimento YP/S na temperatura de 37 °C foi 0,85 

g/g, indicando que quase todo substrato consumido foi convertido em produto. O 

maior valor obtido do rendimento YP/S (0,88 g/g) foi no processo conduzido a 25 °C. 

Por fim, na temperatura de 45 °C não houve a conversão de substrato em produto, 

pois a bactéria não consumiu a glicose. 

As produtividades (QP) obtidas foram próximas nos bioprocessos realizados 

a 25 °C, 30 °C e 37 °C, 0,20 g/L.h, 0,25 g/L.h e 0,22 g/L.h, respectivamente (Tabela 

6), corroborando com os valores próximos de concentração de ácido lático obtidos 

nestas temperaturas (Figuras 7A, 7B e 7C). No entanto, o processo a 45 °C 
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apresentou a menor produtividade, 0,08 g/L.h, devido à baixa produção de ácido 

lático (Figura 7D). Mesmo não havendo consumo de açúcar a baixa produção e 

consequentemente a baixa produtividade de ácido lático a 45 °C foi observada já 

que o meio de inóculo apresentava produção de AL. 

Os ensaios realizados com a cepa LAB14, o comportamento dos resultados 

com a temperatura foram semelhantes aos obtidos pela cepa LAB07. L. plantarum 

LAB14 também não consumiu toda a glicose durante as 72 horas de processo, 

consumindo 54,26%, 66,97%, 64,21% e 7,91% nos processos conduzidos a 25 °C, 

30 °C, 37 °C e 45 °C, respectivamente, em que o consumo foi similar a 30 °C e 37 

°C. Uma possível justificativa para o baixo consumo de glicose é decorrente da 

diminuição do metabolismo celular que é causada pela modificação do pH durante 

o processo, pois não ocorreu o consumo completo devido a questão da acidez do 

meio gerada pela formação de ácido lático o que acaba ocasionando uma inibição 

pelo produto (SINGHVI, ZENDO e SONOMOTO, 2018).  

As concentrações de células obtidas após 72 horas de reação foram 2,00 g/L 

para a temperatura de 25 °C, 1,92 g/L a 30 °C, 1,32 g/L a 37 °C e 0,14 g/L a 45 °C, 

demonstrando que a temperatura influenciou o crescimento celular, devido a 

redução da atividade catalítica das enzimas envolvidas na conversão metabólica do 

substrato, na reprodução celular e na produção do ácido lático (KIZZIE-HAYFORD 

et al., 2021). 

Para a produção de ácido lático por LAB 14 foram obtidas concentrações 

iguais a 15,9 g/L 19,9 g/L, 15,9 g/L e 5,62 g/L para os processos conduzidos a 25 

°C, 30 °C, 37 °C e 45 °C, respectivamente, reforçando um melhor metabolismo 

celular a 30 °C. 

Os resultados obtidos na avaliação da temperatura de produção do ácido 

lático estão condizentes com os observados na literatura. Souza et al. (2017), ao 

analisarem a influência da temperatura na produção de ácido lático pelo 

microrganismo a L. lactis, constataram que a produção obtida na temperatura acima 

de 40 °C era irrelevante quando comparada a obtida a 30 °C ou 37 °C. Zhang e 

Vadlani (2015) utilizaram um processo de cofermentação de L. bravis e L. plantarum 

para produzir ácido lático a partir de biomassa lignocelulósica (casca de milho 
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hidrolisada) a 37 °C, alcançando uma produção de 24,3 g/L de ácido lático por cepa 

L. plantarum, resultado maior do que o obtido nesse estudo que foi de 17,7 g/L para 

a LAB07 e 19,9 g/L para a LAB14.  

Por outro lado, tais estudos variam de microrganismo para microrganismo. 

De la Torre et al. (2019) conseguiram uma maior produção de ácido lático a partir 

do hidrolisado de casca de laranja na temperatura de 40 °C por L. delbrueckii. 

A mesma espécie avaliada neste estudo, L. plantarum, foi reportada para 

produzir ácido lático usando hidrolisados de outras biomassas, por exemplo, 

Nagarajan et al. (2022) utilizaram hidrolisados de algas marinhas e o processo foi 

conduzido a 30 °C. Tu et al. (2019) avaliaram hidrolisado de palha de arroz integral 

como meio de cultura e conduziram o processo a 37 °C. Além disso, outros estudos 

citam que a temperatura influenciou a produção do tipo de isômero do ácido lático. 

Åkerberg et al. (1998) relatam que em processos produtivos utilizando a bactéria 

Lactococcus lactis ssp. A partir da glicose com temperatura acima de 30 °C é mais 

propício a formação de D-ácido lático e Choonut et al. (2016) reportaram que para 

L. plantarum temperaturas por volta de 37 °C, produz os isômeros D e L ácido lático.  

Nesse estudo, após a utilização do polarímetro, foi constada que em todas 

as temperaturas estudas, 25 °C, 30 °C, 37 °C e 45 °C, e para ambas as cepas de 

L. plantarum, LAB07 e LAB14, ocorreu a formação do isômero L-ácido lático sendo 

observada uma variação na sua rotação especifica entre 1 e 8 graus dependendo 

da concentração da solução analisada. Este resultado é muito interessante pois em 

altas concentrações o D-ácido lático pode gerar problemas para a saúde humana, 

como acidose ou descalcificação, assim o isômero L é preferido pelas indústrias 

farmacêutica e alimentícia (de la Torre et al., 2019, Oliveira et al., 2019, Eş et al., 

2018). 

Então, de forma geral, foi observado que tanto para a LAB 07 quanto para a 

LAB 14, o aumento da temperatura foi desvantajoso para produção de ácido lático, 

e de acordo com as análises estatísticas, constatou-se que para ambas as cepas a 

melhor temperatura para se conduzir o bioprocesso é a temperatura de 30 °C. Essa 

temperatura, além de favorecer uma maior produção e produtividade de ácido lático, 

pode ocasionar uma economia de custos por não necessitar de mais energia para 
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manter o processo em temperaturas mais elevadas. Consta na literatura alguns 

estudos de produção de ácido lático com L. plantarum conduzidos a 30 °C, por 

exemplo, Marzo et al. (2020) estudaram a produção de AL por uma linhagem de L. 

plantarum a partir da fermentação do hidrolisado de polpa de beterraba, atingindo 

Pmáx de 6,55 g/L e QP de 0,05 g/L.h, obtendo uma produção de AL 63% menor que 

a obtida no presente estudo, embora o meio de cultura contenha maior 

concentração de açúcares redutores (~64 g/L). Queiroz (2021), em seus estudos 

com a L. plantarum a 30 °C, reportou produção máxima de ácido lático iguais a 

11,17 g/L e 11,34 g/L com as cepas LAB07 e LAB14, respectivamente, utilizando 

soro de leite como fonte de carbono. 

E por fim, após analisar a melhor fase de crescimento do microrganismo 

inoculado no meio de produção e a melhor temperatura para se conduzir o 

bioprocesso, fez-se necessário também determinar qual seria a melhor rotação. 

Desta maneira, foram realizados ensaios conduzidos com três rotações diferentes.  

 

4.3.3 Avaliação da rotação na produção de ácido lático 

 

Após a realização das análises de influência de temperatura no qual foi 

selecionado, para ambos os microrganismos (LAB07 e LAB14), a temperatura de 

30 °C, estudou-se a influência da rotação na bioprodução de ácido lático por estas 

bactérias. Para tanto, foram realizados experimentos com três diferentes rotações 

100, 150 e 200 rpm e os resultados estão apresentados nas Figuras 9 e 10. 
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Figura 9 – Perfil das concentrações celular (▲), de glicose (■) e ácido lático (●) durante o 

bioprocesso a 30 °C e diferentes agitações (100 rpm (A), 150 rpm (B) e 200 rpm (C)) usando L. 

plantarum LAB07 e o meio hidrolisado do bagaço de caju inoculado por microrganismos obtidos com 

24 h.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 



 

88 
 

Figura 10 – Perfil das concentrações celular (▲), de glicose (■) e ácido lático (●) durante o 

bioprocesso a 30 °C e diferentes agitações (100 rpm (A), 150 rpm (B) e 200 rpm (C)) usando L. 

plantarum LAB14 e o meio hidrolisado do bagaço de caju inoculado por microrganismos obtidos com 

20 h.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Analisando os resultados obtidos com a cepa LAB07, observou-se que não 

houve diferença expressiva para o consumo de glicose nos processos conduzidos 

nas três rotações estudadas 100, 150 e 200 rpm, obtendo 52%, 52% e 56%, 

respectivamente, e que não houve consumo de xilose. No estudo realizado com a 

rotação de 200 rpm foi verificado o maior crescimento celular 2 g/L, contudo a maior 

produção de ácido lático foi observada na menor rotação, 100 rpm, obtendo um Pmáx 

de 20,7 g/L. Nos processos conduzidos a 150 rpm e 200 rpm as concentrações 

máximas de ácido lático obtidas foram 17,7 g/L e 17,4 g/L, respectivamente. Na 

Tabela 7 é possível observar melhor os valores dos parâmetros cinéticos, 

produtividade e Pmáx para os resultados obtidos com diferentes rotações para ambas 

as cepas (LAB07 e LAB14). 

 

Tabela 7 – Fatores de conversão, produção, rendimento e produtividade de ácido lático pelas 

cepas L. plantarum LAB07 e LAB14 do hidrolisado do bagaço de caju utilizando diferentes rotações. 

Letras diferentes em uma mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

No estudo utilizando a cepa LAB 14, também não se observou o consumo 

total de glicose, como ocorreu na LAB07, porém o consumo foi maior, 61%, 62% e 

63% para as rotações de 100, 150 e 200 rpm, respectivamente. A maior produção 

de ácido lático foi obtido a 150 rpm, contudo não houve diferença estatística 

significativa se comparada a uma menor rotação (100 rpm), mesmo comportamento 

apresentado pela cepa LAB07. Esse comportamento é explicado pelo tipo de 

metabolismo da bactéria L. plantarum.  

L. plantarum e boa parte das bactérias láticas são capazes de crescer sem a 

presença de oxigênio e produzir ácido lático pela via Embden-Meyerhof-Parnas 

Rotação 

(rpm) 

L. plantarum LAB07 L. plantarum LAB14 

YX/S 

(g/g) 

YP/X 

(g/g) 

YP/S 

(g/g) 

PMAX 

(g/L) 

QP 

(g/(L.h)) 

YX/S 

(g/g) 

YP/X 

(g/g) 

YP/S 

(g/g) 

PMAX 

(g/L) 

QP 

(g/(L.h)) 

100 0,09a 8,7a 0,81a 20,7a 0,43a 0,07a 8,5a 0,63a 18,5a 0,26a 

150 0,03b 13,6b 0,34b 17,7b 0,25b 0,08a 13,1b 0,80b 19,9a 0,28a 

200 0,08a 8,2a 0,66c 17,4b 0,24b 0,08a 8,0a 0,62a 18,4a 0,26a 
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(EMP). Apesar dos processos serem conduzido sem aeração, a transferência de 

oxigênio no reator é favorecida pelo processo de agitação, e em condições 

aeróbicas esses microrganismos podem catabolizar o piruvato, sintetizando o 

acetato pela enzima acetato quinase com a produção de ATP (HICKEY et al., 1983). 

O acúmulo de acetato em vez de lactato pode ter um efeito benéfico na célula, 

garantindo a homeostase do pH e a sobrevivência durante o crescimento da fase 

estacionária (TSENG et al., 1991), mas diminui a produção de ácido lático.  

Desta forma o meio não foi aerado, pois uma concentração elevada de 

oxigênio dissolvido pode interferir no crescimento celular e na produção de ácido 

lático de alguns microrganismos (SOUZA et al., 2017). Então, uma menor agitação 

favoreceu a produção do ácido de interesse, sendo que se faz necessário agitar 

para ter uma melhor homogeneidade no meio reacional, melhorar a fluidodinâmica 

do processo e manter as mesmas condições em qualquer parte do reator.  

Mesmo que em 150 rpm tenha sido observada uma produção um pouco 

superior de ácido lático em relação a 100 rpm, após a realização do Teste de Tukey 

com nível de significância igual a 5%, foi percebido que não houve diferença 

significativa para produção de ácido lático nestas rotações. Desta forma, constatou-

se que a rotação de 100 rpm foi considerada a mais eficiente para o bioprocesso, 

pois além de consumir menos energia, provoca menos danos as células dos 

microrganismos durante a bioprodução.  

É reportado na literatura que alguns microrganismos consomem tanto a 

glicose quanto a xilose, conseguindo assim produzir mais ácido lático, logo 

aumentando a eficiência do processo (ALVES-FERREIRA et al., 2022; MA et al., 

2016). Tais microrganismos conseguem utilizar a xilose como fonte de carbono por 

duas rotas, pela Via da Pentose Fosfato (PPP) e pela Via Fosfocetolase (PKP) (SUN 

et al., 2021). O fato do metabolismo das cepas de L. plantarum LAB07 e LAB14 ser 

homofermentativo, ou seja, só conseguirem converter glicose em ácido lático, 

resultou no meio uma quantidade significativa de xilose, pois tais microrganismos 

não conseguem metabolizar pentoses. De la Torre et al. (2019) explicam que tal 

metabolismo, das bactérias láticas homofermentativas, ocorre pela via Embden-

Meyerhof-Parnas (EMP), também chamada de via glicolítica. Nesse estudo 



 

92 
 

observou-se que a glicose não foi inteiramente consumida devido ao fato de o 

aumento da concentração de ácido lático provocar a diminuição do pH e a redução 

do crescimento celular. 

Comparando os diversos estudos relatados na literatura com o uso de 

resíduos lignocelulósicos, esse estudo apresentou altos valores de concentrações 

de ácido lático ao utilizar o hidrolisado do bagaço de caju como matéria-prima e os 

microrganismos LAB 07 e LAB 14, mesmo sem consumir xilose. Por exemplo, a 

produção de ácido lático a partir do hidrolisado da borra de café, usando uma 

levedura Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada, forneceu 2,7 g/L de 

ácido lático (KIM et al., 2019). Nos experimentos relatado por Cizeikiene et al. 

(2018), o hidrolisado enzimático da palha de trigo e a combinação de várias cepas 

do gênero Lactobacillus foram utilizadas no processo para produzir ácido lático e 

uma concentração máxima de 4,94 g/L foi alcançada. A utilização do melaço de 

cana-de-açúcar como matéria-prima para a produção de ácido lático por uma 

linhagem de L. rhamnosus proporcionou uma produção de ácido lático de 16,5 g/L 

(SENEDESE et al., 2015). O hidrolisado de cana-de-açúcar também foi utilizado 

como meio de cultura para a produção de ácido lático por uma cepa de L. lactis, 

obtendo uma concentração de 10,9 g/L (LAOPAIBOON et al., 2010).  

Desta forma, devido ao hidrolisado ser deficiente em fontes de nitrogênio, 

faz-se necessária um estudo sobre como a suplementação pode ser analisada 

visando aumentar mais ainda a produção de ácido lático, sendo os ensaios 

realizados na rotação escolhida de 100 rpm. 

 

4.3.4 Avaliação das fontes de nitrogênio na produção de ácido lático 

 

Após a determinação da melhor rotação (100 rpm) para ambas as cepas 

LAB07 e LAB 14, fez-se necessário um estudo sobre a utilização de fontes de 

nitrogênio. Existem diferentes tipos de fontes de nitrogênio que podem ser 

utilizadas, desde substâncias orgânicas como sementes, extrato de levedura e 

peptona como, também, substâncias inorgânicas, por exemplo, nitrato de amônio e 

sulfato de amônio (THAKUR et al., 2019). Além de uma fonte de carbono, as BALs 
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também precisam de uma fonte de nitrogênio e uma grande variedade de vitaminas 

e minerais para manter o crescimento celular e a produção de ácido lático, sendo 

reportado que as BALs estão normalmente associadas a meios de cultura ricos em 

nutrientes (OLIVEIRA et al., 2018). É observado na literatura diversos estudos sobre 

a adição de fontes de nitrogênio em resíduos visando um aumento na concentração 

de ácido lático (OVERBECK et al., 2016; IZAGUIRRE et al., 2019; THAKUR et al. 

2019; MICHALCZYK et al., 2021). A fonte de nitrogênio mais citada na literatura em 

processos que envolvem a fermentação lática tem sido o extrato de levedura, 

contudo o uso dessa fonte pode afetar economicamente o processo, dificultando 

sua utilização a nível industrial (ALTAF et al., 2007; PEJIN et al., 2015; OLIVEIRA 

et al., 2018).  

Nesse contexto, avaliou-se a influência da suplementação do hidrolisado do 

bagaço de caju com fontes de nitrogênio na produção de ácido lático pelas cepas 

LAB07 e LAB14. Os resultados dos ensaios usando o HBC suplementado com 5 

g/L das fontes de nitrogênio, extrato de levedura, sulfato de amônio e ureia, estão 

apresentados nas Figuras 11 e 12.  
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Figura 11 – Perfil das concentrações celular (▲), de glicose (■) e ácido lático (●) durante o 

bioprocesso a 30 °C e 100 rpm usando L. plantarum LAB 07 e o meio hidrolisado do bagaço de caju, 

inoculado por microrganismos obtidos com 24 h, e suplementando com diferentes fontes de 

nitrogênio na concentração de 5 g/L: extrato de levedura (A), sulfato de amônio (B) e Ureia (C). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 



 

96 
 

 

Figura 12 – Perfil das concentrações celular (▲), de glicose (■) e ácido lático (●) durante o 

bioprocesso a 30 °C e 100 rpm usando L. plantarum LAB14 e o meio hidrolisado do bagaço de caju, 

inoculado por microrganismos obtidos com 20 h, e suplementando com diferentes fontes de 

nitrogênio na concentração de 5 g/L: extrato de levedura (A), sulfato de amônio (B) e Ureia (C). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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De acordo com os resultados expostos nas Figura 11 A, B e C, a adição de 

fontes de nitrogênio nos experimentos realizados com hidrolisado bagaço de caju e 

a cepa LAB 07 resultou num incremento na produção de ácido lático. A maior 

produção do ácido de interesse ocorreu no meio suplementado com extrato de 

levedura, obtendo 25,3 g/L. O extrato de levedura é um meio mais rico em 

nutrientes, composto por diversas proteínas e aminoácidos, que podem ter 

favorecido a produção do ácido lático. Nos meios suplementados com ureia e sulfato 

de amônio a concentração de ácido lático produzida foi de 24,3 g/L 22,6 g/L, 

respectivamente, indicando que o microrganismo produzia mais no meio com fontes 

de nitrogênio de origem orgânica do que com inorgânica. 

Utilizando a cepa LAB 14, também foi observado um incremento na produção 

de ácido lático ao adicionar fontes de nitrogênio (Figura 12). Foi constatado que a 

maior produção de ácido lático ocorreu também no meio suplementado com extrato 

de levedura, seguido de ureia e por fim sulfato de amônio, com concentrações iguais 

a 24,0 g/L, 24,3 g/L e 23,4 g/L, respectivamente. O meio MRS apresenta uma 

quantidade de nitrogênio igual a 3,45 g e uma relação C/N igual a 2,32. O meio 

estudado contendo ureia apresenta 1,16 g de nitrogênio e uma relação C/N igual a 

13,68, o sulfato de amônio apresenta 0,53 g e relação C/N igual a 30,10, por fim o 

meio com extrato de levedura apresenta 0,75 g de nitrogênio e a relação C/N igual 

a 21,26. Todos esses cálculos foram realizados considerando 5 g/L de fonte de 

nitrogênio. Desta forma, como extrato de levedura e ureia apresentaram maiores 

quantidades de nitrogênio e uma maior relação C/N foram o que apresentaram 

também maior produção de ácido lático indicando a importância da adição de 

nitrogênio ao meio. 

A Tabela 8 fornece os valores Pmáx e da produtividade obtidos por ambas as 

cepas nos ensaios sem (controle) e com suplementação de fontes de nitrogênio. Foi 

possível concluir que o controle apresentou uma menor produtividade se 

comparado aos ensaios realizados com fonte de nitrogênio, a produção de ácido 

lático com essas fontes foi também superior apresentando valores de 24,3 g/L ao 
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utilizar ureia enquanto com controle obteve 20,7 g/L em estudos realizados com a 

cepa LAB 07, indicando um aumento de 17,4%. 

Já com a cepa LAB 14 a ureia apresentou os maiores valores tanto de Pmáx 

(24,3 g/L) quanto de produtividade (0,34 g/(L.h)), quando comparados com o 

controle (sem fonte de nitrogênio). Contudo ao analisar a produção de ácido lático 

para ambas as cepas é possível observar que as concentrações deste ácido obtidas 

no meio suplementado com extrato de levedura ou ureia apresentaram valores 

estatisticamente iguais com nível de significância de 95% (Tabela 8). 

A adição de quaisquer fontes de nitrogênio em ambos os microrganismos 

resultou num aumento significativo da concentração de ácido lático ao ser 

comparado com o bioprocesso conduzido sem a adição dessa fonte. 

Observando os dados de produção para a cepa LAB 07, foi possível constatar 

que a suplementação com fontes de nitrogênio ocasionou no aumento da 

concentração de ácido lático igual a 22,2% para o extrato de levedura, 9,4% para o 

sulfato de amônio e 17,4% para a ureia. Os melhores resultados foram obtidos com 

extrato de levedura e ureia, não apresentando uma diferença significativa, com um 

nível de significância de 95%. 

A produção de ácido lático pela cepa LAB 14 também apresentou um 

incremento igual a 34,6% para o extrato de levedura, 26,5% para o sulfato de 

amônio e 31,4% para a ureia ao suplementar o meio com fontes de nitrogênio. 

Observou-se que as três fontes analisadas apresentaram valores estatisticamente 

semelhantes de acordo com o Teste de Tukey com 95% de significância.  

Thakur et al. (2019) estudaram a produção de ácido lático a partir de resíduos 

agroindustriais suplementados com licor de maceração de milho (CSL) como fonte 

de nitrogênio. Eles também observaram que a suplementação com 25 mL/L ou 2% 

(m/m) aumentou a produção de ácido lático. Os aminoácidos também são relatados 

como fontes promissoras de nitrogênio para a produção de ácido lático 

(OVERBECK et al., 2016), porém são mais caros para serem utilizados em um 

bioprocesso. 
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Tabela 8 - Concentração e produtividade de ácido lático obtidas pelas cepas L. plantarum 

LAB07 e LAB14 usando hidrolisado do bagaço de caju suplementado com diferentes fontes de 

nitrogênio nas melhores condições estabelecidas (LAB 07: tempo de inóculo 24 h, temperatura 30 

°C e rotação 100 rpm; LAB 14: tempo de inóculo 20 h, temperatura 30 °C e rotação 100 rpm). Letras 

diferentes em uma mesma coluna representa resultados estatisticamente diferentes. 

 

Microrganismo Fonte de nitrogênio Pmax (g/L) 
QP 

(g/(L.h)) 

L. plantarum LAB07 

Controle 20,7 ± 0,1a 0,28a 

Extrato de levedura 25,3 ± 0,4b 0,35b 

Sulfato de amônio 22,6 ± 0,4c 0,31c 

Ureia 24,3 ± 1,0b,c 0,34b,c 

L. plantarum LAB14 

Controle 18,5 ± 0,3a 0,26a 

Extrato de levedura 24,9 ± 0,7b 0,35b 

Sulfato de amônio 23,4 ± 0,3b 0,33b 

Ureia 24,3 ± 1,0b 0,34b 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Para uma melhor avaliação da suplementação do hidrolisado do bagaço de 

caju com uma fonte de nitrogênio, foi realizada uma análise de custo para verificar 

o impacto econômico na adição de fonte de nitrogênio na formulação do meio de 

cultura.  

O custo para obter o hidrolisado do bagaço de caju sem a suplementação 

com fonte de nitrogênio foi calculado usando os custos da matéria-prima (bagaço 

de caju) e dos insumos, ácido sulfúrico e de hidróxido de cálcio, utilizados na 

hidrólise do bagaço de caju e no ajuste do pH do hidrolisado, respectivamente. Para 

os demais meios de cultura foi adicionado o custo com a fonte de nitrogênio. Os 

cálculos foram realizados para obter 1 litro de meio de cultura. Não foram incluídas 

questões como custo energético dos equipamentos pois este seria o mesmo para 
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todos os estudos e o foco era avaliar apenas as fontes de nitrogênio, sendo 

determinados apenas os custos com os componentes da formulação do meio de 

cultura. 

O custo para obter o hidrolisado do bagaço de caju (HBC) sem 

suplementação com fonte de nitrogênio foi 0,62 US$/L, e os custos do HBC 

suplementado com ureia, sulfato de amônio e extrato de levedura foram 0,65 US$/L, 

0,68 US$/L e 1,47 US$/L, respectivamente. O custo para produzir um litro do meio 

MRS foi 5,06 US$/L. Devido ao meio MRS ser bastante complexo, sendo formulado 

com diversos insumos desde fontes de nitrogênio, a sais e açúcares, o mesmo 

apresenta o maior valor de custo dentre os meios estudados.  

Desta forma, ao realizar uma comparação entre o meio MRS e o HBC, 

percebe-se a importância da utilização de materiais lignocelulósicos, no caso o 

bagaço de caju, como substratos renováveis para a produção de bioprodutos. 

Baseado nos resultados já apresentados, constatou-se que o hidrolisado desse 

resíduo da agroindústria pode ser utilizado como fonte de nutrientes para a 

produção de ácido lático e ainda apresenta um menor custo comparado a um dos 

meios complexos formulados mais citados na literatura para a obtenção do ácido de 

interesse. 

Como mostrado na Tabela 9, em relação a adição de fontes de nitrogênio ao 

HBC, tem-se que a adição de extrato de levedura é a fonte de nitrogênio que mais 

encarece o processo de produção de ácido lático. E ao analisar o custo da produção 

de ácido lático (CPAL) percebe-se que para a cepa LAB07 apenas a ureia 

apresentou CPAL inferior ao HBC, indicando que é viável economicamente a adição 

da mesma na produção de ácido lático no qual o CPAL da ureia foi de 0,027 US$/g 

e o custo HBC igual a 0,030 US$/g. Já com a cepa LAB14 tanto ureia como sulfato 

de amônio apresentaram valores menores que o custo do HBC, contudo novamente 

a ureia apresentou o menor valor, CPAL HBC foi igual a 0,033 US$/g, CPAL do 

sulfato de amônio foi de 0,029 US$/g e o CPAL de ureia foi de 0,027 US$/g.  
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Tabela 9 – Relação entre custo, concentração e custo da produção de ácido lático (CPAL) 

usando o hidrolisado do bagaço de caju sem e suplementado com diferentes fontes de nitrogênio, e 

usando meio MRS.  

 

Microrganismo Meio Custo 

(U$/L) 

Concentração 

de AL (g/L) 

Custo Produção 

Ácido Lático 

(CPAL) (U$/g) 

L. plantarum 

LAB07 

MRS 5,06 20,8 0,243 

HBC 0,62 20,7 0,030 

HBC + 

Extrato de 

levedura 

1,47 25,3 0,058 

HBC + 

Sulfato de 

amônio 

0,68 22,6 0,030 

HBC + 

Ureia 

0,65 24,3 0,027 

L. plantarum 

LAB14 

MRS 5,06 19,58 0,258 

Padrão 0,62 18,5 0,033 

BC + 

Extrato de 

levedura 

1,47 24,9 0,059 

BC + 

Sulfato de 

amônio 

0,68 23,4 0,029 

BC + Ureia 0,65 24,3 0,027 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Desta forma, tem-se que o a adição de ureia como fonte de nitrogênio 

representa um investimento de apenas 0,03 U$/L e sua utilização ocasiona uma 

melhoria na produção de ácido lático gerando um incremento de produção de 3,6 
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g/L com a cepa LAB07 e 5,8 g/L com a LAB14, bem como o uso da ureia como fonte 

de nitrogênio reduz o custo de produção de ácido lático quando se comparado ao 

custo de produção sem sua adição.  

Desta forma tem-se que a ureia foi a fonte de nitrogênio avaliada considerada 

a melhor, tanto a partir dos dados estatísticos como economicamente aja visto que 

sua utilização apresenta um retorno econômico em relação a produção de ácido 

lático. 

A utilização de HBC + ureia apresentou uma redução nos custos com o meio 

de 89% com a cepa LAB07 e de 90% com a cepa LAB14, ao serem comparados 

com o custo envolvido na produção usando o meio MRS. Ou seja, a utilização de 

ureia ao invés do extrato de levedura resulta numa diminuição dos custos do 

processo e consegue-se obter concentrações similares de ácido lático.  

Assim selecionou-se a ureia como melhor fonte de nitrogênio devido a 

produtivamente e economicidade ao realizar as análises em ambas as cepas LAB07 

e LAB14. E após selecionar a ureia como melhor fonte de nitrogênio para ambas as 

cepas LAB 07 e LAB 14 e visando uma maior produção de ácido lático, realizou-se 

estudos em um biorreator avaliando a influência do controle de pH. 

 

4.3.5 Produção de ácido lático em biorreator 

 

A produção de ácido lático usando o HBC suplementado com ureia foi 

conduzido em um biorreator para avaliar a influência do controle do pH durante o 

processo. Os resultados dessa etapa do estudo estão apresentados nas Figuras 13 

e 14 para as cepas LAB07 e LAB14, respectivamente. No ensaio utilizando a cepa 

LAB07, as condições operacionais realizadas foram: idade de inóculo 24 h, 30 °C, 

100 rpm e 5 g/L de ureia como fonte de nitrogênio. Já no ensaio utilizando a cepa 

LAB14 utilizou-se as seguintes condições: idade de inóculo 20 h, 30 °C, 100 rpm e 

5 g/L de ureia como fonte de nitrogênio. 

O controle de pH realizado visava fixar o pH do meio reacional em torno de 

6,0 sendo considerado o pH ótimo para o crescimento dos microrganismos 

avaliados para a produção de ácido lático. Ngouénam et al. (2021), Sudhakar e 
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Dharani, (2022) e Anagnostopoulou et al., (2022) estudaram a produção de ácido 

lático utilizando o mesmo microrganismo desse estudo (L. plantarum) e realizaram 

as bioproduções com pHs iguais a 6,6, 6,8 e 6,5, respectivamente. 

 

Figura 13 – Influência do controle de pH na produção de ácido lático por L. plantarum LAB 

07 do hidrolisado do bagaço de caju suplementado com ureia. Condições de processo: sem controle 

de pH (A) e com controle de pH (B) a 30 °C e 100 rpm e inóculo cultivado por 24 h. Concentrações 

de células (▲), glicose (■), ácido lático (●) e pH (▼). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 14 – Influência do controle de pH na produção de ácido lático por L. plantarum LAB 

14 usando o hidrolisado do bagaço de caju suplementado com ureia. Condições de processo: sem 

controle de pH (A) e com controle de pH (B) a 30 °C e 100 rpm e inóculo cultivado por 20 h. 

Concentrações de células (▲), glicose (■), ácido lático (●) e pH (▼). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Inicialmente avaliado os resultados obtidos para a cepa LAB07, observa-se 

que em nenhum dos processos (sem e com controle de pH) a glicose foi totalmente 

consumida (Figuras 13 A e 13 B), porém o ensaio com controle de pH, apresentou 

o maior consumo de glicose, cerca de 88,8% enquanto o estudo sem controle do 

pH, o consumo deste carboidrato foi 72,7%. Já em relação ao crescimento celular, 

ambos os estudos apresentaram curvas similares retratando um pico no meio do 

processo e uma queda de concentração ao final. No ensaio com controle de pH foi 

observado no tempo de 72 horas um /crescimento celular de 2,4 g/L, enquanto no 

sem controle de pH foi igual a 3,3 g/L. Nos ensaio sem controle de pH, foi observado 

que no tempo de 72 horas foi obtida uma concentração de ácido lático igual a 20,1 

g/L enquanto que no ensaio com controle de pH a concentração de ácido lático 

produzido foi igual a 31,6 g/L, indicando que ao operar o reator com controle de pH 

foi possível obter um incremento de 57,2% na produção com a cepa LAB07. 

Indicando assim que a produção de ácido lático foi favorecida com o ajuste de pH 
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enquanto que o estudo sem ajuste de pH ocorreu o favorecimento da formação de 

novas células. 

Semelhante com o que ocorreu para a cepa LAB07, também não ocorreu o 

completo consumo da glicose no processo usado a cepa LAB14, sem e com 

controle de pH (Figuras 14 A e 14 B). No ensaio com controle de pH observou-se 

um consumo de 94% e sem controle de pH igual a 87,1%. Em relação ao 

crescimento celular, ambos os processos apresentaram curvas similares e 

concentrações celulares próximas, 3,8 g/L e 3,3 g/L nos estudos realizados sem e 

com controle de pH no tempo de 72 horas, respectivamente. Como já esperado, o 

bioprocesso realizado com controle de pH apresentou a maior produção do ácido 

de interesse, cerca de 29,58 g/L, enquanto sem controle de pH obteve-se 20,31 g/L, 

ou seja um aumento de 45,6% na produção. Com isso foi possível observar que a 

adição de base para manter o pH do meio ajustado, para ambas as cepas L. 

plantarum LAB07 e LAB 14, promoveu uma maior conversão do substrato em 

produto do que em crescimento celular. 

A produção de ácido lático ocasiona a diminuição do pH no meio reacional o 

que provoca, em alguns casos, a inibição do microrganismo pelo produto, pois em 

condições de pH baixo é observado alguns problemas como uma diminuição na 

produção de enzimas, no crescimento celular e no transporte de nutrientes para as 

células do microrganismo, e também é constatado uma falha na produção de 

proteínas e no RNA (KLOVRYCHEV et al., 1979). 

Comportamento semelhante foi reportado por outros estudos, por exemplo, 

Mussato et al. (2008) avaliaram a produção de ácido lático a partir de hidrolisados 

de resíduos de cervejaria e reportaram uma concentração de 13 g/L de ácido lático 

sem controlar o pH e 35,54 g/L ao controlar o pH. Esses autores também 

observaram que ao atingir pH igual a 4,2 não ocorria mais formação do bioproduto 

de interesse.  

A importância do estudo acerca do controle do pH na bioprodução de ácido 

lático existe pois o mesmo pode interferir tanto no crescimento celular como na 

formação do produto de interesse (SOUZA et al., 2017). Uma mudança, queda, de 

pH muito acentuada pode provocar rompimento da membrana celular do 
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microrganismo pelo acúmulo da concentração de ácido intracelular ocasionando 

inibição do metabolismo celular pela alta concentração de ácido lático produzido 

(ABDEL-RAHMAN e SONOMOTO, 2016). 

Logo pode-se observar que o bioprocesso realizado com a utilização de um 

biorreator com controle de pH favoreceu a produção de ácido lático para ambas as 

cepas no qual foi observado um incremento de 57,2% com a LAB07 e 45,6% com 

a LAB14.  

Na Figura 15 estão representados os fluxogramas dos bioprocessos para 

esclarecer melhor as condições operacionais estudadas e os melhores resultados 

estão grifados em vermelho. 
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Figura 15 – Fluxograma do estudo de parâmetros do processo de produção de ácido lático 

a partir do bagaço de caju como fonte de carbono utilizando o microrganismo L. plantarum cepa 

LAB07 (A) e cepa LAB14 (B). As melhores condições foram destacadas em vermelho, com a 

concentração de ácido lático obtida expressa entre parênteses, e foram mantidas fixas nos estudos 

posteriores. 

 

 

 



 

111 
 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Nesse sentido, a melhor produção de ácido lático por L. plantarum LAB07 

ocorreu com o processo conduzido em bioreator com controle de pH a 30 °C, 100 

rpm e usando o hidrolisado de bagaço de caju suplementado com ureia como fonte 

de nitrogênio, sendo o meio inoculado com um microrganismo no início da fase 

estacionária obtido com 24 horas (Figura 15 A). E a melhor produção de ácido lático 
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por L. plantarum LAB14 ocorreu nas mesmas condições para L. plantarum LAB07, 

porém o meio de cultura deve ser inoculado com o microrganismos na fase de 

desaceleração obtido com 20 horas (Figura 15 B).  

Mesmo que os microrganismos estudados tenham sido isolados de 

diferentes fontes (molho de pimenta (LAB07) e queijo (LAB14)) e também tenham 

sido inoculadas no meio HBC, para a produção de ácido lático, em diferentes fase 

de crescimento durante a fase estacionaria 24 h (LAB07) e na fase de 

desaceleração 20 h (LAB14), ambas produziram quantidades similares de ácido 

lático a LAB07 apresentou uma produção de 31,6 g/L de ácido lático enquanto com 

a LAB14 foi obtido 29,6 g/L, indicando assim que as duas cepas são propícias para 

a utilização da síntese deste bioproduto. 

 

4.4 Concentração, extração e separação de ácido lático 

 

Após a produção de ácido lático em biorreator, controlado o pH durante o 

processo, realizou-se a clarificação do meio fermentado utilizando carbono ativado, 

na qual foi observada uma mudança visual na coloração do meio após a clarificação 

(ver Figura 16), indicando a remoção de compostos que proporcionavam coloração 

escura ao meio como, por exemplo, compostos aromáticos, 5- hidroximetilfurfural 

(HMF) e furfural oriundos da hidrólise do bagaço de caju.  
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Figura 16 – Imagens do meio fermentado antes (A) e após (B) o processo de clarificação do 

meio fermentado. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Em seguida, foi também realizada uma varredura de comprimento de onda 

na faixa de 300 a 800 nm para determinar a variação da absorbância antes e após 

o processo de clarificação, cujas curvas estão apresentados na Figura 17. 
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Figura 17 – Espectro de varredura do meio fermentado contendo o ácido lático produzido a 

partir do hidrolisado do bagaço de caju antes (-) e após (-) processo de clarificação. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Na Figura 17 foi observado que a maior absorbância obtida foi no 

comprimento de onda igual a 300 nm tanto antes (em vermelho) quanto após (em 

preto) a etapa de clarificação e que o meio clarificado apresentou um menor valor 

de absorbância para todos os comprimentos de ondas, indicando que o carbono 

ativado é capaz de adsorver componentes presentes no meio que proporcionavam 

cor e consequentemente uma maior absorbância. Os resultados obtidos são 

corroborados por outros autores. Albuquerque et al. (2015) avaliaram a produção 

de xilitol a partir do hidrolisado hemicelulósico do bagaço de caju e constataram que 

ocorre uma clarificação do meio fermentativo ao utilizar carbono ativado. Além 

disso, esse método é reportado na literatura como um método eficiente e barato 

para retirar compostos interferentes do bioprocesso, como compostos fenólicos, 

ácido acético, compostos aromáticos, furfural e 5- hidroximetilfurfural (HMF) que 
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normalmente são encontrados nos hidrolisados de materiais lignocelulósicos 

(CANILHA et al., 2008; TADA, KANNO e HORIUCHI 2012; MISRA, 

RAGHUWANSHI e SAXENA, 2013; MUSHTAQ et al., 2013). 

Após a clarificação, foi realizada a concentração do meio visando aumentar 

o teor de ácido lático em aproximadamente 100 g/L (concentrado 3 vezes) e em 

seguida o pH da solução foi ajustado para 2. Esse ajuste de pH aumenta a 

solubilidade do ácido lático nos solventes orgânicos (1–butanol, 1–octanol, 

clorofórmio, hexano e tolueno) enquanto aumenta sua polaridade e o coeficiente de 

partição, tornando a extração líquido-líquido melhor. Na literatura também é relatado 

estudos sobre extração e separação de ácido lático em condições de altas 

concentrações e baixo pH. Baral et al. (2021), ao realizarem o estudo sobre a 

extração com solvente assistida por salting-out de ácido L(+) lático obtido após 

fermentação de hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar, as concentrações no 

meio estava na faixa de 40 g/L a 100 g/L e pH aproximadamente igual a 2,5. 

Concentração inicial de ácido lático de 55 g/L e pH de 3,6 foram reportados no 

estudo realizado por Xu et al., (2018), no processo de separação de ácido lático de 

soluções sintéticas e da mistura diretamente derivada de palha de milho por 

extração aquosa bifásica. Hu et al. (2017) conduziram um estudo que partiu de 

concentrações iniciais de ácido lático de 350 – 400 g/L e pH igual a 2. 

Neste estudo foram conduzidos ensaios de extração líquido-líquido tanto com 

soluções de ácido lático PA, como com o ácido lático produzido a partir do 

hidrolisado do bagaço de caju nas concentrações de 100 g/L e pH igual 2.  

Cunha (2022) avaliou a seleção de 51 diferentes solventes para a extração 

de ácido lático em soluções aquosas por meio do modelo UNIFAC. Dentre esses 

solventes foram analisados hidrocarbonetos como hexano e tolueno, compostos 

clorados como clorofórmio e álcoois como 1- butanol e 1- octanol. Constatou-se que 

hidrocarbonetos que contem anel aromático apresentam baixos valores de 

desempenho no processo extrativo ocasionado pelo arranjo da cadeia. Já 

hidrocarbonetos de cadeia aberta são capazes de extrair melhor pois a interação é 

considerada mais forte entre as substâncias de maior cadeia carbônica. Já em 

relação aos álcoois quanto menor a cadeia melhor a eficiência de extração pois 
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cadeias apolares grandes acabam por exercer influência negativa na extração de 

ácido lático, contudo a eficiência dos álcoois é maior do que a de hidrocarbonetos. 

Os compostos clorados como o clorofórmio, que apresenta uma baixa polaridade, 

não favorecem o processo de extração. Desta forma, foram escolhidos esses 

solventes (1-butanol, 1-octanol, clorofórmio, hexano e tolueno) para avaliar a 

extração de ácido lático da fase aquosa (hidrolisado do bagaço de caju) para a fase 

orgânica. 

Na Tabela 10 é possível observar a porcentagem de separação que foi obtida 

em cada fase para cada solvente utilizado, indicando assim a quantidade final de 

ácido lático obtido. 

 

Tabela 10 – Porcentagem de recuperação de ácido lático por diferentes solventes na 

separação do ácido lático comercial e oriundo do bioprocesso usando o hidrolisado do bagaço de 

caju por extração líquido-líquido. 

 

ÁCIDO Solvente Fase orgânica Fase aquosa 

Ácido lático 

comercial 

1–butanol 80 20 

1–octanol 42,3 57,7 

clorofórmio 0 100 

hexano 0 100 

tolueno 0 100 

Ácido lático 

hidrolisado 

1–butanol 72,1 27,9 

1–octanol 37,9 62,1 

clorofórmio 1,1 98,9 

hexano 0 100 

tolueno 0 100 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os processos de extração de solvente usando hexano e tolueno não 

propiciaram a separação do ácido lático da fase aquosa para a orgânica utilizando 

ambas as soluções de ácido lático (comercial ou oriundo do bioprocesso). Isso pode 

ser explicado pois tais solventes são apolares e como a molécula de interesse 



 

117 
 

(ácido lático) é polar a mesma apresentou maior afinidade com solventes também 

polares como o caso do 1-butanol e 1-octanol. 

Na extração utilizando 1-octanol foi possível separar o ácido lático da fase 

aquosa, porém os rendimentos de separação foram de 42,3% para o ácido lático 

comercial e 37,9% para o ácido lático oriundo do bioprocesso.  

Já nos processos de separação utilizando o 1-butanol como solvente foram 

obtidos os melhores resultados. Na extração usando o ácido lático comercial, o 

butanol conseguiu uma eficiência de separação igual a 80,0% e que diminuiu para 

72,1% no processo de extração usando o ácido lático oriundo do bioprocesso. Esse 

decréscimo ocorre devido ao meio hidrolisado apresentar além do ácido lático 

outros componentes como açúcares não consumidos e outros componentes que 

podem interferir no processo de separação do ácido lático da fase aquosa para 

orgânica.  

O 1 – butanol foi considerado melhor solvente comparado com o 1 – octanol, 

observando um incremento de 89,1% para o processo de extração utilizando o ácido 

lático comercial e um incremento de 90,2% utilizando o ácido lático oriundo do 

hidrolisado do bagaço de caju.  

Outros autores obtiveram diferentes valores ao estudar a separação de ácido 

lático por solventes. Hu et al. (2017) obtiveram rendimento de recuperação igual a 

57,38% do caldo fermentado utilizando acetato de etila como solvente. Beg et al. 

(2022) conduziram um estudo sobre extração líquido-líquido de ácido lático usando 

solventes não tóxicos com adição de diferentes óleos, óleo de gergelim, óleo de 

farelo de arroz e óleo de mostarda, e reportaram eficiências de extração iguais a 

22,37%, 16,66% e 12,16%, respectivamente. 

Durante o processo de extração de ácido lático, ocorreu a formação de três 

fases conforme apresentado na Figura 18. A fase do fundo representa o sulfato de 

amônio, que acabou precipitando com o tempo, a fase do meio representa fração 

aquosa do hidrolisado do bagaço de caju e a fração do topo equivale a fase orgânica 

na qual ficou concentrada a maior parte do ácido lático. 
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Figura 18 – Imagem ilustrativa da extração do ácido lático, produzido a partir do hidrolisado 

do bagaço de caju, da fase aquosa para fase orgânica utilizando como solvente 1-butanol e com 

tempo de extração de 2 horas. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Após a realização da etapa de extração, ao ácido lático obtido foi realizada a 

caracterização do isômero, e após análises realizadas no polarímetro Polax foi 

possível determinar que para ambas as cepas, LAB07 e LAB14, ocorreu a produção 

de L – ácido lático. 

 

4.5 Produção enzimática de poliácido lático (PLA) 

 

Dentre as estratégias avaliadas para produção de poliácido lático (PLA), 

neste trabalho, destacou-se a utilização de enzimas como biocatalisadores, em 

substituição aos comumente utilizados catalisadores metálicos. O método de 
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produção do polímero PLA catalisado pela enzima lipase B de Candida antarctica 

(CALB), ocorreu sob condições de 25 °C e 150 rpm por 2 horas, avaliando os 

solventes tolueno e hexano como meio reacional, bem como diferentes 

concentrações de ácido lático (8, 23, 38, 53 e 75 mmol/L) oriundo do HBC.  

A Tabela 11 apresenta os resultados da conversão de ácido lático em PLA. 

Foi possível observar que a utilização do hexano como solvente não favoreceu a 

produção, pois em todos os testes analisados não ocorreu mudança na 

concentração do ácido lático. No entanto, nos processos usando o tolueno como 

solvente, foi possível constatar que com uma maior concentração de ácido lático 

inicial (53 e 75 mmol/L) ocorreu uma diminuição na sua concentração no decorrer 

do processo enzimático, indicando assim que a enzima pode ter sintetizado o 

polímero, não ocorrendo nenhuma variação na concentração de ácido lático nos 

experimentos realizados nas menores concentrações (8, 23 e 38 mmol/L).  

 

Tabela 11 - Síntese do polímero PLA catalisada pela enzima lipase B de Candida antarctica 

a 25 °C e 150 rpm por 2 horas em diferentes solventes e usando o ácido lático oriundo do 

bioprocesso.  

 

Solvente Concentração de ácido (mmol/L) Conversão de AL (%) 

Hexano 

8 0 

23 0 

38 0 

53 0 

75 0 

Tolueno 

8 0 

23 0 

38 0 

53 3,7 

75 7,9 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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O PLA produzido foi identificado por espectroscopia de ressonância 

magnética baseada na identificação dos hidrogênios (RMN de 1H). De acordo com 

os resultados apresentados, observou-se que a enzima CALB pode ser usada para 

produção de PLA, sendo os dados obtidos nesse trabalho suportados pelos dados 

publicados na literatura (JEON et al., 2013). A Figura 19 apresenta o RMN obtido 

para o ensaio utilizando tolueno como solvente e com uma concentração de ácido 

igual a 75 mmol/L. Na análise do espectro de RMN de 1H observa que ocorreram 

desvios químicos em δH 5,22 - 1,47 ppm indicando assim a formação de PLA. Na 

Figura 19, é possível observar que os grupos CH estão representados em δH 5,22 - 

5,18 ppm e também pode ser constatado a presença de grupos CH3 nos dupletos 

em δH 1,58 -1,56 ppm. E observando os dados reportados na literatura 

(SUGANUMA et al., 2019), é possível constatar a concordância dos resultados de 

deslocamento químico do PLA. Pode-se também analisar que para o deslocamento 

químico para o ácido lático, o quarteto em δH 4,40 – 4,35 ppm representa o CH e o 

dupleto em δH 1,48-1,47 ppm representa CH3. Por fim, foi observado que os 

resultados experimentais apresentados na Figura 19 estão de acordo com os 

valores encontrados no banco de dados HMDB (Human Metabolome Database). 
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Figura 19 - Espectro de RMN de 1H da síntese do PLA por lipase B de Candida antactica em 

tolueno por 2 horas usando o ácido lático produzido por bioprocesso. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Contudo, poucos estudos são reportados na literatura acerca da utilização de 

enzimas como biocatalisadores para produção de PLA, não existindo assim muitos 

dados comparativos. Todavia, foi constada a produção de PLA pela técnica de RMN 

e tal produção, que ocorre utilizando um biocatalisador enzimático, apresenta-se 

adequada aos requisitos necessários as mais novas legislações ambientais 

(OLIVEIRA et al., 2019), tendo em vista a não utilização de um catalisador químico 

que gera muitos compostos tóxicos. Esse estudo foi realizado sob condições 

reacionais mais amenas, contudo em relação a utilização do tolueno como solvente, 

esse seria um ponto de estudo futuro visando avaliar solventes menos tóxicos, pois 

os resultados obtidos com tolueno já foram promissores. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Em concordância com os resultados obtidos nesse estudo, foi possível 

concluir a produção de L- ácido lático a partir do hidrolisado de bagaço de caju em 

biorreator, que nas melhores condições operacionais selecionadas de obtenção do 

inóculo, temperatura, rotação, controlando o pH e adicionando ureia como fonte de 

nitrogênio obteve concentrações de ácido lático iguais a 31,6 g/L e 29,58 g/L para 

as cepas de Lactobacillus plantarum LAB 07 e LAB 14, respectivamente.   

Constatou-se que o melhor tempo de inóculo foi de 24 h para a cepa LAB07 

e 20 h para a cepa LAB14, indicando assim que a cultura em fase de desaceleração 

de crescimento é mais favorável ao processo de produção do ácido de interesse. 

Bem como foi possível observar que a maior produção ocorreu a uma menor 

temperatura, 30 °C, para ambas as cepas e também se constatou que com uma 

menor rotação 100 rpm era possível produzir mais ácido lático.  

A fonte de nitrogênio escolhida (para ambas as cepas) foi a ureia, pois o 

hidrolisado suplementado com essa fonte apresentou maior produção se 

comparado com os estudos sem fonte de nitrogênio e com sulfato de amônio, bem 

como não houve diferença significativa se comparado com o ensaio que utilizou de 

extrato de levedura. Além disso a utilização do hidrolisado do bagaço de caju 

suplementado com ureia apresentou uma redução nos custos com o meio de cultivo 

de 90%, se comparado com o meio comercial (MRS), condição essa importante 

tendo em vista a possibilidade de aplicação industrial e destacando o HBC como 

importante fonte de carbono para produção do bioproduto. 

No processo de separação do ácido lático por extração líquido-líquido, o 1-

butanol apresentou melhores resultados, recuperando 80% e 72,1% do ácido lático, 

proveniente da fase polar, comercial e o oriundo do bioprocesso, respectivamente. 

Também foi verificado a produção do bioplástico PLA por RMN a partir do 

ácido lático produzido em HBC, por reação enzimática com lipase CALB em tolueno, 

numa reação de 2 horas a 150 rpm e 30 °C, ressaltando a importância desse resíduo 

agroindustrial na produção de bioprodutos de alto valor agregado e grande 

aplicação industrial.  
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Por fim, esta tese apresenta-se como uma rota inovadora para a produção 

de L-ácido lático (o mais requerido pelas indústrias para produção do PLA), por duas 

cepas de L. plantarum selvagens, uma isolada do queijo (LAB07) e outra isolada do 

molho de pimenta (LAB14), utilizando uma fonte de carbono renovável (HBC) e com 

baixo custo de processo. Também, obteve-se o polímero de ácido lático por um 

bioprocesso sendo conduzido em condições amenas (25 °C, 150 rpm) e utilizando 

um catalisador não tóxico. 
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6 PRODUÇÕES CIENTÍFICAS 

 

O desenvolvimento dessa tese de doutorado gerou as seguintes produções 

científicas: 

 

• Foi publicado um artigo de revisão cujo título foi: “Polylactic acid production 

from biotechnological routes: A review”. Na revista: International Journal of 

Biological Macromolecules; 

• Foi submetido um artigo cujo título foi: “Lactic acid production from cashew 

apple bagasse, an agro-industrial waste, and its application in the enzymatic 

synthesis of polylactic acid”. Na revista: Process Biochemistry. 

• Foi apresentado um trabalho no 26th International Congress of Chemical and 

Process Engineering – CHISA, que ocorreu em Praga em 2022, cujo título do 

trabalho foi: “Cashew apple bagasse as feedstock for biotechnological 

production of lactic acid”. 
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