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RESUMO

O acido latico ¢ um composto organico que possui grande importancia industrial devido as suas
diversas aplicacdes ja consolidadas no mercado e ¢ considerado um composto seguro e
aprovado pela American Food and Drug Administration (FDA). A producao do acido latico
pode ser realizada através da sintese quimica e por rota biotecnoldgica, sendo a disponibilidade
dos isdmeros puros desse composto um fator determinante na escolha da via de obtencdo. A via
quimica produz uma mistura racémica que interfere nas propriedades fisicas e quimicas do
produto final. J4 a rota biotecnoldgica ¢é vista como promissora, tendo em vista que algumas
espécies de microrganismos sdao capazes de gerar isdmeros opticamente puros ¢ ¢ possivel
utilizar fontes renovaveis como substrato, no qual € possivel reduzir o custo do processo. Uma
possivel matéria-prima que pode ser utilizada ¢ o soro de leite, um residuo da industria de
laticinios, abundante, barato e renovavel. Na literatura existem poucos relatados da produgao
de acido latico por Lactobacillus plantarum usando soro de leite como matéria-prima. Neste
contexto, o presente estudo avaliou a produgdo de acido latico por rota biotecnoldgica em escala
de bancada, utilizando duas cepas da espécie Lactobacillus plantarum, em especifico LAB07 e
LABI14, que foram isoladas de queijo artesanal e molho de pimenta, respectivamente, e soro de
leite desproteinado como fonte de carbono. A idade de cultura de inoculo, no qual as cepas
foram cultivadas isoladamente (16 h, 20 h e 24 h), temperatura (30 °C, 37 °C e 45 °C)) e rotagao
(100 rpm, 150 rpm e 200 rpm) foram os parametros avaliados para conduzir os experimentos
em agitador orbital, utilizando uma concentracao de indculo de 10% (v/v). A temperatura foi a
condi¢do operacional que mais influenciou o bioprocesso, principalmente quando usou-se a
cepa LABI14 a 45 °C, pois a producdo do acido foi muito baixa comparada as outras
temperaturas avaliadas. As condi¢des mais favoraveis a producdo do acido de interesse foi uma
cultura de in6culo com idade de 16 horas, uma rotagdo de 100 rpm para ambas as cepas € uma
temperatura de 37 °C para LABO7 e 30 °C para LAB14, obtendo uma concentragdo maxima de
acido de 11,89 g/LL e 10,27 g/L, produtividade de acido latico de 0,41 g/L.h e 0,30 g/L.h e uma
producdo de biomassa de 1,74 g/L e 1,76 g/L para LAB07 e LAB14, respectivamente. Neste
contexto, o soro de leite desproteinado e as cepas avaliadas da espécie Lactobacillus plantarum
foram favoraveis a produgdo de acido latico, ainda que essas tenham apresentando um baixo

crescimento celular no meio de cultura selecionado.

Palavras-chave: Acido latico. Lactobaicllus plantarum. Soro de leite.



ABSTRACT

Lactic acid is an organic compound that has great industrial importance due to its various
applications already consolidated in the market and it is considered a safe compound and
approved by the American Food and Drug Administration (FDA). The production of lactic acid
can be carried out through chemical synthesis and by biotechnological route, with the
availability of the pure isomers of this compound a determining factor in choosing the way of
obtaining it. The chemical route produces a racemic mixture that interferes with the physical
and chemical properties of the final product. The biotechnological route is seen as promising,
considering that some species of microorganisms are capable of generating optically pure
isomers and it is possible to use renewable sources as a substrate, in which it is possible to
reduce the cost of the process. A possible raw material that can be used is whey, waste from the
dairy industry, abundant, cheap and renewable. There are few reports in the literature on the
production of lactic acid by Lactobacillus plantarum using whey as a raw material. In this
context, the present study evaluated the production of lactic acid by biotechnological route in
bench-scale, using two strains of the species Lactobacillus plantarum, specifically LABO7 and
LABI14, isolated from artisanal cheese and pepper sauce, respectively, and deproteinated whey
as carbon source. The age of inoculum culture, in which the strains were grown in isolation (16
h, 20 h and 24 h), temperature (30 °C, 37 °C and 45 °C), and rotation (100 rpm, 150 rpm and
200 rpm) were the parameters evaluated to conduct the experiments in an orbital shaker, using
an inoculum concentration of 10% (v/v). The temperature was the operating condition that most
influenced the bioprocess, especially when it was carried out using the LAB14 strain at 45 °C,
as the acid production was very low compared to the other temperatures evaluated. The most
favorable conditions for the production of the acid of interest were an inoculum culture aged
16 hours, a rotation of 100 rpm for both strains and a temperature of 37 °C for LABO7 and
30 °C for LAB14, obtaining a concentration of acid at the end of the fermentation of 11,89 g/L
and 10,27 g/L, lactic acid productivity of 0,41 g/L.h and 0,30 g/L.h, and a biomass production
of 1,74 g/L and 1,76 g/L for LABO7 and LAB14, respectively. In this context, the deproteinated
whey and the evaluated strains of the species Lactobacillus plantarum were favorable to the

production of lactic acid, even though they have low cell growth in the selected culture medium.

Keywords: Lactic acid. Lactobaicllus plantarum. Whey.
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1 INTRODUCAO

O acido latico ou acido 2-hidroxipropionico ¢ um composto organico encontrado
em duas formas isoméricas diferentes, L e D, e ¢ um importante produto quimico devido as suas
amplas aplicagdes num elevado nimero de industrias. Dentre as aplicagcdes deste composto
organico pode-se citar, por exemplo, a producdo de polimeros biodegradéaveis, como o acido
poli latico (PLA), que ¢ capaz de substituir polimeros obtidos por derivados do petréleo
(TORRE et al., 2019), seu uso como acidulante na industria de alimentos e na formulacao de
solugdes anti-acne, além de apresentar novos usos na medicina (OLIVEIRA et al., 2018).

O mercado de acido latico estd em constante crescimento, pois ¢ fato que os
produtos finais sdo capazes de cumprir as leis ambientais, pois sao caracterizados como verdes,
renovaveis e biodegradaveis, contribuindo para a tendéncia de crescimento continuo nos
proximos anos (OLIVEIRA et al., 2018).

Este acido organico pode ser produzido por sintese quimica ou por fermentacio
microbiana, no qual a produg¢do biotecnolédgica do acido latico € a mais utilizada pela industria,
pois € capaz de produzir isdmeros puros deste acido, enquanto a sintese quimica produz uma
mistura racémica e utiliza uma grande quantidade de energia nos processos de separacao
(OLIVEIRA et al., 2018; VAN WOUVE et al., 2016; WANG, TASHIRO ¢ SONOMOTO,
2015). A sintese biotecnologica ¢ realizada, principalmente, através das bactérias do acido latico
(BALSs), que caracterizam-se por serem Gram-positivas, ndo formadoras de esporos, existentes
na forma de bacilo, anaerdbias, acidofilas e com complexa exigéncia nutricional (XIMENES et
al., 2019). No mais, ¢ possivel, através desta via de sintese, a utilizagdo de recursos renovaveis
como fonte de carbono e nitrogénio (BERNARNDO et al., 2016).

As BALs tém sua capacidade limitada a sintese de vitaminas do complexo B e
aminodcidos. Assim, elas requerem a adi¢do de nutrientes no meio de cultura, como
aminoacidos, peptideos, nucleotideos e vitaminas. No entanto, esses meios de cultura sdo
responsaveis por grande parte do custo de produgdo do 4cido latico, pois as matérias-primas,
como acucares refinados e amido, possuem um alto custo, representando um gargalo para esta
via de obten¢@o. Deste modo, o uso de matérias-primas baratas sdo fundamentais para viabilizar
a producdo biotecnoldgica deste composto organico na industria (ABEL-RAHMAN et al.,
2011).

Por isso, e tendo em vista que uma das maiores preocupagdes do mundo,
atualmente, ¢ quanto ao gerenciamento de residuos, principalmente industriais, € como dar um

novo destino aos mesmos, ¢ cada vez mais comum e justificavel a existéncia de linhas de
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pesquisa onde esses residuos sdo utilizados como substituintes das fontes de carbono e
nitrogénio, objetivando a reducgdo de custos e, consequentemente, o desenvolvimento de novos
produtos e processos (BAI et al., 2016; CIZEIKIENE et al., 2018).

Um dos residuos gerados pela industria de alimentos € o soro de leite, que ¢ um
subproduto liquido obtido no processo de fabricacdo de queijos e caseina. Esse residuo contém
de 5 a 8% (m/m) de sdlidos, dos quais cerca de 60-80% sao lactose e de 10-20% sdo proteinas
(VAMVAKAKI et al., 2010). O soro de leite ¢ um poluente, pois quando descartado sem
tratamento prévio, pode causar um impacto ambiental negativo devido a sua alta Demanda
Biologia de Oxigénio (DBO), que ¢ de 50.000 mg/L, ¢ Demanda Quimica de Oxigénio (DQO),
que ¢ de 80.000 mg/L (SHIPHRAH et al., 2013).

Apesar dos problemas citados, esse subproduto possui diversas aplicagdes que
podem ser utilizadas para diminuir o teor poluente que essa substidncia possui quando
descartada no meio ambiente, dentre elas estd sua utilizacdo como fertilizante, producao de
enzimas e derivados da lactose com valor agregado, como lactulose, cido lactobionico e acido
latico (ALBUQUERQUIE et al., 2018).

Além dos microrganismos e do meio de cultura utilizados, existem outros fatores
que interferem no crescimento celular e no acimulo de metabolitos em processos microbianos,
como pH, temperatura, concentracao de oxigénio dissolvido e grau de aeragdao (SOUZA et al.,
2017). Uma drastica queda de pH combinada a altas concentragdes de AL podem romper a
membrana celular, devido ao acimulo intracelular deste acido que podem causar efeitos
inibitdrios no metabolismo celular (ABDEL-RAHMAN e SONOMOTO, 2016). A temperatura
¢ outro fator que influencia diretamente neste bioprocesso, pois ¢ sabido que a temperatura
considerada ideal para o crescimento das BALs ¢ entre 20 °C e 45 °C a depender da espécie
selecionada, afetando os rendimentos e produtividade do acido latico (HOFVENDAHL e
HAHN-HAGERDAL, 2000; SOUZA et al., 2017).

Neste contexto, no presente trabalho investigou-se a producao biotecnoldgica de
acido latico utilizando o soro de leite pré-tratado sem suplementacdo de fonte de nitrogénio
como matéria-prima, avaliando a influéncia das condi¢des operacionais, sendo elas a idade das
células do indculo, temperatura e rotagdo, no processo de producdo deste acido organico. Essas

condig¢des operacionais foram avaliadas visando obter uma melhor eficiéncia e produtividade.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Estudar a producdo biotecnoldgica de acido latico por Lactobacillus plantarum,
cepas LABO7 e LAB14 isoladas de queijo artesanal e molho de pimenta, respectivamente,

utilizando soro de leite sem suplementagdo como matéria-prima.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar e pré-tratar o soro de leite;

2. Avaliar a producao de acido latico pelas cepas selecionadas, usando soro de leite
pré-tratado como meio de cultura;

3. Estudar fatores que influenciam na producdo interligadas as caracteristicas do
inoculo, como a concentracao inicial e a idade das células do in6culo;

4. Avaliar fatores que influenciam o processo produtivo, como temperatura e
agitagao;

5. Determinar os parametros de producao mais favoraveis a produgdo de acido

latico nas diferentes condic¢des avaliadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acido Latico

O 4cido latico ou &cido 2-hidroxipropanéico ¢ um acido hidrocarboxilico de origem
natural que foi, pela primeira vez, refinado de leite azedo pelo quimico sueco Carl Wilhelm
Scheele em 1780 (WANG et al., 2015). Mais tarde, em 1857, Pasteur categorizou este acido
como um metabdlito de fermentacdo gerado por certas espécies de microrganismos.
Corroborando com essa descoberta, o cientista Frémy produziu o acido latico através de
processo fermentativo, dando origem a primeira producao industrial de 4cido latico nos Estados
Unidos em 1881 (GHAFFAR et al., 2014).

Este composto organico contém alto valor comercial, pois possui uma ampla gama
de aplicagcdes que envolve a industria alimenticia, farmacéutica, cosmética e quimica.
Atualmente, aproximadamente 82% do acido latico produzido mundialmente ¢ utilizado pela
industria de alimentos (IZAGUIRRE et al., 2020) devido ao seu papel crucial na fabricagdo de
iogurtes e queijos (ES et al., 2018) e sua atuagio como conservante e agente de ajuste de pH
(JUODEIKIENE et al., 2015). Outro importante setor industrial que faz uso deste acido ¢ a
industria farmacéutica bem como a cosmética, atuando na formulagdo de pomadas, solucdes
anti-acne, umectantes e drogas de liberagdo controlada (OLIVEIRA et al, 2018).

O 4cido latico ¢ classificado como GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro)
(JUODEIKIENE et al., 2015) e possui diversas aplicacdes em varios setores industriais. Na
natureza, ocorre em dois isomeros Opticos, D-acido latico (D-AL) e L-acido latico (L-AL)
(WANG et al, 2015). A molécula deste 4cido contém um carbono quiral, sendo que a proporgao
de cada isomero confere diferentes propriedades fisicas ao produto final (OLIVEIRA et al.,
2018). Propriedades importantes, como a cristalinidade, podem ser controladas usando
diferentes concentragcdes dos enantiomeros (BERNARDO et al., 2016). Isso torna a pureza
enantiomérica um fator de extrema importancia para a producao industrial de acido latico, tendo
em vista que isdmero D- 4cido latico em altas doses ¢ considerado prejudicial aos humanos e

pode causar acidose ou descalcificagdo (OLIVEIRA et al., 2018).
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Figura 1 — Isdmeros espaciais do acido latico

HO & HO 0
H — H [l
= OH
H,C OH H,C
D-Acido Latico L-Acido Latico

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Portanto, o isomero L-acido latico ¢ preferido pelas industrias alimenticias e
farmacéuticas, pois € a unica forma que o corpo humano estd adaptado para assimilar. Além
disso, o L-AL ¢ empregado como aditivo, acidulante, aromatizante ¢ emulsificante, além de
inibir a esporulagdo de bactérias em alimentos processados (OLIVEIRA et al., 2018).

Apesar de a producao do D-AL nao ser interessante para as industrias alimenticias,
farmacéuticas e médicas, esse isomero, assim como o L-AL (JIANG et al., 2019), ¢ um
precursor interessante para a fabricacao de bioplasticos, como o acido polilatico (KLOTZ et al.,
2016). Assim, no processo produtivo do acido polilatico, quando os &cidos polilaticos
provenientes dos diferentes enantidmeros sdo misturados, o ponto de fusdo do polimero
aumenta em 50 °C, resultando em um complexo altamente regular, com altos graus de
cristalinidade e estabilidade térmica (BERNARDO et al., 2016).

Na area médica, o acido latico pode atuar na regeneracdo de tecidos, suturas
cirargicas, fixacdo de fraturas, implantes e ligamentos, reparos de cartilagem, menisco,
substituicdo 6ssea e cirurgias orais. E valido ressaltar que esse uso ja foi aprovado pela
American Food and Drug Administration (FDA) (RAMOT et al., 2016; HAMMOUCHE et al.,
2012; LANAO et al., 2013).

O 4cido latico atua, também, na industria quimica, em especifico na producao dos
solventes “verdes”, como o lactato de etila (JUODEIKIENE et al., 2015) e como um composto
quimico potencial para a producdo de plésticos renovaveis e biodegradaveis, como acido poli-
latico (PLA), através da fermentacdo do acucar, podendo substituir embalagens de alimentos e
utensilios de plasticos provenientes do petroleo bruto. Este monomero para a producao de PLA
proporciona diversas vantagens para este bioplastico, como: biodegradabilidade,
biocompatibilidade, elasticidade e perfil de liberacdo bem controladas em farmacos, alta

resisténcia quimica e resisténcia ao calor (OLIVEIRA et al., 2018).
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Devido ao grande crescimento comercial dos bioplasticos, como o PLA, estima-se
que o mercado atual de acido latico é avaliado em US $ 3,82 bilhoes (IZAGUIRRE et al., 2020).
O mercado global de acido latico deve crescer a uma taxa composta de crescimento anual de
16,2% de 2019 a 2025 (OLIVEIRA et al., 2018). De acordo com a Grand View Research
(GVR), para este mesmo periodo, ha uma previsao de que a demanda geral da industria de acido
latico seja impulsionada, pois este mercado estd apresentando um crescimento significativo na
América Latina, principalmente devido ao crescimento da industria de cosméticos no Brasil e

na Argentina (GVR, 2019; OLIVEIRA et al., 2018).

2.2 Producao do acido latico

O 4cido latico pode ser produzido por via quimica e por via biotecnoldgica, como
demostrado na Figura 2. A producao biotecnoldgica ¢ tida como a melhor forma de se obter D-
AL ou L-AL puro, quando comparado com o acido latico produzido por sintese quimica. Essa
ultima, por sua vez, produz uma mistura racémica através de processos intensivos em energia

(DE LATORRE et al., 2019).

Figura 2 — Resumo da produgdo quimica (A) e producao biotecnoldgica (B) de acido latico.
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Fonte: Elaborado pela autora (Adaptado de Juodeikiene et al., 2015).
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A produgdo quimica de acido latico € realizada utilizando subprodutos da industria
quimica, como a lactonitrila. Nesse processo, sdo adicionados cianeto de hidrogénio (HCN) e
acetaldeido (CH3CHO) na fase liquida em um reator e utilizando um catalisador basico sob
condigdes de alta pressao, formando, assim, o lactonitrilo. Posteriormente, o lactonitrilo passa
por um processo de destilagdo para ser purificado e, em seguida, sofre uma hidrolise utilizando
acido cloridrico (HCI) ou &cido sulfurico (H2SO4), momento em que, enfim, essa substancia
sera convertida em acido latico (NARAYANAN et al., 2004; HOFVENDAHL, HAHN e
HAGERDAL, 2000).

Este método de producdo apresenta diversas desvantagens, pois € um método caro
e ndo ¢ capaz de gerar um produto com pureza enantiomérica, fato esse que impossibilita o
controle das propriedades quimicas e fisicas no produto final (OLIVEIRA et al., 2018) e torna
o processo de separagio dificil e dispendioso (YANEZ, ALONSO e PARAJO, 2005).

A produgdo biotecnologica ¢ tida como mais eficiente, pois € capaz de produzir
isomeros puros de acidos D-latico e L-latico com alto rendimento utilizando uma ampla-gama
de matérias-primas como substrato em condi¢des moderadas de processo (KONG et al., 2019).
A producido destes isdmeros puros pode ser direcionada através da espécie de microrganismo
utilizado. Além disso, existem outros fatores que afetam esta via de sintese, como a fonte de
carbono, temperatura, pH e condi¢des de cultivo da biomassa (JUODEIKIENE et al., 2015).

O bioprocesso para a producdo do acido de interesse ¢ realizado, principalmente,
através das bactérias do 4cido latico (BALs), que convertem carboidratos, como glicose,
galactose e lactose em 4cido latico (LENCH, 2020). E importante destacar que bactérias do
género Bacillus e Escherichia, e leveduras de género Candida, Saccharomyces e Pichia foram
geneticamente modificadas para produzir o isdmero acido D-latico (OLIVEIRA et al., 2018;
ABEL-RHAMAN et al., 2011).

A viabilidade econdmica da sintese biotecnologica muitas vezes ¢ afetada pelo
custo do meio fermentativo utilizado durante o bioprocesso. Esse meio de cultivo pode
representar até 30% do custo de producao do acido latico (MARQUES et al., 2008). Por isso,
varios trabalhos na literatura estudam matérias-primas acessiveis, como a palha de trigo
(CIZEIKIENE et al., 2018), bagaco de cana-de-acucar (OLIVEIRA et al., 2019), residuo de
espiga de milho (KONG et al., 2019), turbérculo de alcachofra (SHI et al., 2012) e caroco de
algoddo, que tém sido utilizados como substituintes das fontes de carbono e nitrogénio,
objetivando reduzir os custos do processo (BAI et al., 2016). Além disso, a utilizagdo de
recursos renovaveis acarreta em uma menor emissao de dioxido de carbono (CO2), em contraste

com fontes baseadas em petroleo e combustiveis fosseis (BERNARDO et al., 2016).
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Apesar dos beneficios da via biotecnologica para a producdo do acido latico,
existem alguns gargalos, como baixa produtividade, inibi¢do do produto e variacdo na
padronizacao de lotes que elevam o custo da producao (ABDEL-RAHMAN ¢ SONOMOTO,
2016; SHI et al., 2012).

2.3 Microrganismos produtores do acido latico

2.3.1 Bactérias produtoras do dcido ldtico

O termo bactérias do acido latico (BALs) ¢ designado a espécies capazes de
metabolizar carboidratos em d4cido latico. As BALs formam um grupo heterogéneo de
microrganismos que pertencem a diversos géneros, como Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus e Estreptococcus. Essas bactérias sdo encontradas
em diversos ambientes e destacam-se por estarem envolvidas em um consideravel nimero de
fermentagdes da area alimenticia, sendo utilizados como culturas principais ou auxiliares,
visando acidificacdo dos alimentos e impactando nas propriedades organolépticas dos mesmos
(BUSTUS et al., 2005; ISKANDAR et al., 2019). No mais, na area da saide atuam na sintese
de bacteriocina e do acido latico (SHARMA et al., 2021).

De modo geral, essas bactérias sdo caracterizadas como gram-positivas, sem
esporulacdo, acidofilas, capazes de sobreviver em uma ampla diversidade de condicdes
ambientais, apresentam uma complexa exigéncia nutricional e foi relatado que a producado de
acido latico através destes microrganismos apresenta um alto rendimento e produtividade.
Assim, além da fonte de carbono, as BALs requerem uma fonte de nitrogénio € uma ampla
gama de vitaminas e minerais para manter o crescimento celular e a produ¢do do 4cido latico,
pois apresentam uma baixa capacidade de sintetizar aminoécidos para a reprodugao celular e o
processo evolutivo dessas bactérias lacteas foi associado a meios de cultura ricos
nutricionalmente, como o leite e a carne (OLIVEIRA et al., 2018).

E sabido que as BALs crescem em condigdes anaerdbias e podem ser classificadas
como: homofermentativas (capazes de fermentar agucar em acido latico como unico produto),
heterofermentativas (fermentam agucar em acido latico, mas produzem, também, outros
compostos, como etanol e acido acético) e heterofermentativas facultativas (produzem somente
o acido latico ou demais subprodutos, dependendo das condigdes a que foram submetidos)

(LENCH, 2020; OLIVEIRA et al., 2018).
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No presente trabalho, destaca-se a espécie Lactobacillus plantarum. Esta espécie €
a BAL mais utilizada na fermentag¢ao de sucos e vegetais, pois ¢ capaz de tolerar e metabolizar
0s componentes presentes nas frutas e vegetais, como macga, pepinos, azeitonas e repolhos
(GARMASHEVA et al., 2019; WANG et al., 2021). Além disso, Lactobacillus plantarum ¢ um
probiotico considerado seguro e com ampla aplicagdo na industria de alimentos e na area da
saude, atuando na melhora da textura, esséncia e preservacdo de alimentos, producdo de
bacteriocinas e de acido latico (SHARMA et al., 2021; WANG et al., 2021).

No entanto, o grande problema na aplicagao da cultura de BALs para a produgao
do 4cido latico ¢ a baixa taxa de reproducdo celular devido a inibi¢do pelo produto final
(OTHMAN et al., 2017). Além disso, outras barreiras precisam ser enfrentadas, como a
utilizacdo de matérias-primas hidrolisadas. Elas sdo utilizadas visando reduzir os custos de
producao do acido latico, porém apresentam uma mistura de carboidratos, principalmente
pentoses, que as cepas homofermentativas nao sdo capazes de metabolizar ou, quando sio
metabolizados por cepas heterofermetativas, produzem subprodutos indesejados (TORRE et
al., 2019). Um desses subprodutos ¢ o furfural produzido pela desidratacdo da pentose. Este
composto ¢ considerado toxico, pois ele esta relacionado a inibigdo da respiracao celular e da

fosforilagao oxidativa nos microrganismos (BUSTUS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2019).

2.3.2 Metabolismo de carboidratos

Quanto ao metabolismo de carboidratos, ¢ sabido que as BALs sdo capazes de
metabolizar facilmente hexoses, como glicose e galactose, sendo a metabolizacdo de pentoses,
como arabinose, ribose e xilose, restrita a algumas espécies (ABEL-RAHMAN et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2018). Estudos afirmam que, na presen¢a de uma mistura de carboidratos,
existe uma tendéncia das BALs em fermenté-los de forma sequencial. De acordo com o que foi
relatado, h4 uma preferéncia pela metabolizagdo da glicose. Isto pode ser explicado, pois a
glicose reprime o consumo dos outros acucares presentes no meio devido a repressdo catabodlica
pelo carbono (TORRE et al., 2019). Esta utilizagdo sequencial torna o processo de fermentagao
complexo e pode reduzir o rendimento e a produtividade (ABEL-RAHMAN et al., 2011).

As bactérias lacticas podem gerar acido latico através da degradacdo homo ou
heterofermentativa de agucares. A conversao homofermentativa de agucares € realizada pela via
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), mais conhecida como via glicolitica ou glicolise, em cujas
condigdes ideais, o rendimento de conversao das diferentes fontes de carbono em acido latico
pode ser proximo a 100% (BUSTUS et al., 2008). O uso de pentoses como fonte de carbono ¢é

realizado por via heterofermentativa, que, por sua vez, realiza a metabolizagdo destes aglicares
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através da via 6-fosfoglutanato/fosfocetolase (6-PG/PK). Porém, sua utilizacdo resulta na
producdo de subprodutos, como CO2, etanol, acido acético ou lactato, em quantidades
equimolares, afetando negativamente o custo de purificagdo do produto de interesse (ABEL-
RAHMAN et al., 2011; BUSTUS et al, 2008, OLIVEIRA et al., 2018).

Neste trabalho, foi utilizado o soro de leite como meio de cultura, sendo a lactose,
o principal carboidrato metabolizado pelas BALs. A lactose (Ci12H22011) ¢ um dissacarideo
formado por uma ligagao glicosidica B (1-4) entre o primeiro carbono da D-galactose e o quarto
carbono da D-glicose, existindo em duas formas anoméricas em um equilibrio dindmico, a o-
lactose e a B-lactose, representados na Figura 3 (DURHAM, 2009). A metabolizagdo deste
carboidrato esta diretamente ligada a processos fermentativos envolvendo bactérias lacticas e €
possivel através da enzima B-galactosidase que hidrolisa este carboidrato, gerando glicose e -
galactose (ISKANDAR et al., 2019; WU, CHEUNG e SHAH, 2015). Apos a célula absorver a
lactose, esse composto pode ser metabolizado através de duas vias: A via de Leloir ¢ a via

Tagatose-6-Fosfato (ISKANDAR et al., 2019), como pode ser observado na Figura 4.

Figura 3 — Andmeros da lactose.
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Fonte: Altamimi et al. (2017).



Figura 4 — Resumo das etapas de conversao da lactose em lactato.
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Na via de Leloir, ap6s a hidrolise da lactose em glicose e -galactose, ocorre,
primeiramente, a captagao da galactose através de uma permease especifica. A B-galactose, por
sua vez ¢ transportada e convertida em glicose-1P por reagdes no qual utilizam as enzimas
galactose mutarotase, galactose quinase, galactose-1-fosfato uridiltransferase e UDP-glucose-
4-epimerase como intermediarios. Posteriormente, a glicose-1P ¢ transformada pela enzima
fosfoglucomutase em glicose-6P, que ¢ um intermediario da glicélise e da via 6-PG/PK para a
producao do lactato, forma ionizada do acido latico (ISKANDAR et al., 2019; NEVES et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2018; WU, CHEUNG e SHAH, 2015).

Enquanto isso, na via da Tagatose-6P, a captagdo da lactose e da galactose ocorre
através de um sistema de fosfotransferase (PTS), deste modo a lactose-6P ¢ hidrolisada em
glicose e galactose-6P pela enzima fosfo-B-galactosidase. Em seguida, a galactose-6P ¢
convertida através das enzimas galactose-6-fosfato isomerase, tagatose-6-fosfato quinase e
tagatose-1,6-difosfato aldolase em duas trioses, o gliceraldeido-3-fosfato (GPDH) e o Di-
hidroxiacetona-fosfato (DHAP), que posteriormente, entram nas vias homolaticas ou
heterolaticas de produgao do lactato (ISKANDAR et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2018; WU,
CHEUNG e SHAH, 2015).

2.4 Fatores que influenciam a producio biotecnolégica de acido latico

O crescimento celular e a producdo de metabolitos sdo influenciados por
parametros, como a composi¢do do meio de cultura e condigdes operacionais, por exemplo o
pH e a temperatura. Neste contexto, o controle desses fatores ¢ fundamental para a otimizagao
de processos biotecnologicos (SOUZA et al., 2017; YANG et al., 2018). J4 as bactérias lacticas
necessitam de condi¢des especificas de crescimento o que afeta diretamente na producdo do
acido latico.

Durante o bioprocesso de produgdo do acido latico, ha uma queda gradual do pH
devido a producdo deste 4cido organico, acarretando em um efeito inibitorio sobre a atividade
metabolica das BALs e, consequentemente, alterando o rendimento de AL. Neste contexto, a
utilizacao de agentes neutralizantes € realizada, visando minimizar a inibi¢do pelo produto.
Porém, a neutralizag¢do do acido latico ndo ¢ vantajosa do ponto de vista industrial, pois aumenta
etapas no processo produtivo e gera residuos so6lidos, o que ndo ¢ interessante para o meio

ambiente (SINGHVI, ZENDO e SONOMOTO, 2020).
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A temperatura € outro fator crucial a ser avaliado e controlado durante o processo
fermentativo, pois pode haver o crescimento de microrganismo indesejados quando utilizada a
temperatura incorreta, no qual esta condigdo operacional pode afetar consideravelmente as
estruturas das culturas microbianas (CHO et al., 2015; MOONGA et al., 2021). Porém,
influéncia da temperatura, assim como a da agitacdo, sdo ainda pouco estudados.

Entretanto, ¢ cada vez maior, a quantidade de estudos que abordam a utilizacao de
residuos alimentares e biomassa lignocelulosica como fonte de carbono para o cultivo de
biomassa e conversao dos substratos disponiveis em acido latico (TORRE et al., 2019). O uso
destes recursos renovaveis, como o soro de leite que foi usado neste trabalho, ndo oferece
nenhuma contribui¢do liquida de didéxido de carbono para a atmosfera, ao contrario de fontes
baseadas em petréleo e combustiveis fosseis. Porém, quando utilizados compostos
hemiceluloésicos ocorre a produgao de pentoses que sdo metabolizadas somente por bactérias
heterolaticas, gerando subprodutos, como etanol e acetato, que diminuem o rendimento de AL
e geram perdas de acucar (ABEL-RAHMAN e SONOMOTO, 2016; HOFVENDAHL e
HAHN-HAGERDAL, 2000; PARRA-RAMIRES, MARTINEZ ¢ CARDONA, 2019).

2.5 Aproveitamento do soro de leite para a producao de acido latico

2.5.1 A industria de laticinios

Dentre os setores industriais que possuem intensa atividade, destaca-se a industria
alimenticia. O processo de producdo de alimentos apresenta uma desvantagem ambiental, pois
produz residuos organicos extremamente poluentes, que sdo despejados no meio ambiente
(ALBUQUERQUE et al., 2018), como ocorre na industria de laticinios. A partir do leite, €
possivel gerar uma ampla gama de alimentos, como iogurtes, queijos € manteiga. No Brasil, a
producdo de leite possui grande importancia, pois contribui com o desenvolvimento de varias
regides, gerando empregos e renda para a populagio local (SILVA, BUENO e SA, 2017).

A industria de laticinios € considerada uma das mais poluentes dentre os setores
alimenticios, pois essa consome uma grande quantidade de dgua, além de gerar gases do efeito
estufa, como metano (CHs) e gés carbdonico (CO»), e liquidos, como aguas residuais e soro de
leite (FERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2017). No mais, este tipo de industria gera efluentes
liquidos com elevados teores de matéria-organica, como gorduras e nutrientes, que os tornam a
principal fonte de poluigdo da producio de produtos lacteos (SILVA, BUENO e SA, 2017).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no ano de 2020

foram produzidos mais de 25 bilhdes de litros de leite cru industrializados. A produgdo deste
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ano foi maior que a produgdo de leite industrializado em 2018, no qual foram produzidos mais
de 24 bilhoes de litros de leite (IBGE, 2021), sendo que, neste mesmo ano, foram produzidos
uma quantidade superior a 1,6 milhdes de toneladas de soro de leite (IBGE, 2019), que ¢ um

dos principais residuos gerados pela industria alimenticia (ALBUQUERQUE et al., 2018).

2.5.2 O soro de leite

O soro de leite ¢ um residuo liquido gerado apds as etapas de precipitagao e remogao
da caseina e das gorduras do leite no processo de fabricagdo de queijos (DERELI et al., 2019).
De modo geral, primeiramente o leite cru ¢ pasteurizado, visando reduzir possiveis
contaminagdes, ¢ hd, em seguida, a realizagdo do processo de coagula¢do. Durante esse
processo ¢ gerado soro de leite e coalhada que serdo separados, no qual a coalhada gerara o
queijo e soro de leite adicional (FERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2017).

Este subproduto representa em torno de 85-95% do volume do leite e é composto,
majoritariamente, por lactose e proteinas, havendo em sua composi¢ao a presenca de compostos
como célcio, fosfato, lactase, cloreto, lipidios e acido latico em quantidades significativamente
menores, como pode ser observado na Tabela 1 (ALBUQUERQUE et al., 2018; DERELI et al,
2019; KOSSEVA, 2009).

Tabela 1 — Composicao tipica do soro de leite

Componentes Soro de leite doce (g/L)
Solidos totais 63,0-70,0
Lactose 46,0-52,0
Proteinas 6,0-10,0
Calcio 0,4-0,6
Fosfato 1,0-3,0
Lactase 2,0
Cloreto 1,1

Fonte: Kosseva, 2009.

Devido a sua alta demanda quimica e bioquimica de oxigénio (DQO e DBO,
respectivamente), este composto € considerado um efluente muito concentrado, sendo o seu
descarte sem tratamento prévio proibido pela Resolu¢do n® 430, 13 de maio de 2011 do

Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). Tendo em vista que a dgua residual do



30

soro de leite ¢ biodegradavel, a alta carga bioldgica pode ser atribuida a lactose, principalmente
(ALBUQUERQUE et al., 2018; DERELI et al, 2019; LENCH, 2020; SILVA, BUENO ¢ SA,
2017). No entanto, esse carboidrato pode ser utilizado como substrato em processos
fermentativos para a produgao de diversos produtos, como acido latico, acido lactobidnico, 2,3-
butanodiol, biogis, lactulose e nisina (ALBUQUERQUE et al., 2018; FERNANDEZ-
GUTIERREZ et al., 2017).

O uso deste residuo na produgdo de bioquimicos ¢ uma alternativa para diminuir o
impacto ambiental negativo que o0 mesmo causa, pois o soro de leite ¢ considerado uma fonte
de carbono de baixo custo, disponivel e renovavel (FERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2017).
Por exemplo, Albuquerque et al. (2018) utilizou o soro de leite como matéria-prima para
producdo enzimatica de lactulose através da enzima B-galactosidase. J4 Alonso, Rendueles e
Diaz (2015) e Lench (2020) utilizaram este residuo industrial na producdo biotecnoldgica de
acido lactobionico e acido latico, respectivamente.

Porém, apesar de ser benéfico o uso do soro de leite cru para a produgao do acido
latico, existem alguns problemas que devem ser solucionados, como a contaminagdo
microbioldgica natural do soro de leite, que pode causar interrupgdes em biorreatores (LENCH,
2020) e a interferéncia negativa na atividade da enzima [-galactosidase ocasionada pelas
proteinas presente no soro (LIMA et al., 2013). Essa enzima ¢ responsavel pela conversao de
lactose-6-fosfato em galactose-6-fosfato e glicose (NEVES, 2005), ou seja, ela afeta a
conversao do substrato, lactose, neste caso, em acido latico pelas bactérias lacticas. Por isso, €
importante avaliar a viabilidade do cultivo de microrganismos que apresentem uma boa

producao de 4cido latico em soro de leite.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Reagentes
Os reagentes utilizados foram adquiridos da Dindmica Quimica Contemporanea
(Acido fosforico e acido latico) e da Sigma-Aldrich Chemical Co. (Lactose). O soro de leite em

p6 foi adquirido pela industria Fortpan (Fortaleza-CE).

3.1.2 Bactérias do dcido latico

Nos experimentos de producdo do acido latico realizados neste trabalho, utilizou-
se a BAL da espécie Lactobacillus plantarum, em especifico as cepas LAB07 ¢ LABI14,
isoladas de queijo artesanal e molho de pimenta, respectivamente, do mercado local de
Fortaleza (Ceara, Brasil), pelo Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia —
LEMBiotech do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. As cepas sdao
armazenadas a -80 °C em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) com 20% de glicerol (v/v)
(XIMENES et al., 2019).

Ambas as cepas, possuem sua sequéncia de genes depositada no GenBank, podendo
ser visualizado através do nimero de acesso FJ05311 para L. plantarum LABO7 e FI05315 para

L. plantarum LAB14.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencgdo do indculo das bactérias produtoras de acido latico

A obten¢do do indculo foi realizada em Erlenmeyer com volume de 250 mL,
gerando privagdo de oxigénio, preenchido com caldo sintético com formulagdo baseada na
composi¢ao do meio MRS. Esse meio sintético ¢ composto de 10 g/L de peptona, 20 g/L de
glicose, 10 g/L de extrato de carne, 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de acetato de sddio, 2
g/L de fosfato de potassio, 1 g/L de tween 80, 2 g/L de citrato de amonio, 0,05 g/L de sulfato
de manganés e 0,1 g/L de sulfato de manganés. Deste modo, foram retiradas colonias das placas
de Petri, no qual as cepas LABO7 e LAB14 foram cultivadas, e, em seguida, foram incubadas,
em triplicata, utilizando agitador orbital (Tecnal — TE 422, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a

37 °C e 150 rpm para a condugao dos bioprocessos.
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3.2.2 Avaliacdo do crescimento de células

3.2.2.1 Obteng¢do do perfil de crescimento microbiano

Para conhecer o perfil de crescimento dos microrganismos utilizados, as cepas foram cultivadas
em frasco Erlenmeyer de 250 mL e usando o meio sintético com formulacdo baseada na
composicao do meio MRS. As incubagdes foram conduzidas em agitador orbital a 150 rpm,
37 °C, em triplicata. Amostras foram retiradas em intervalos de 1 hora, totalizando 17 horas de
experimento. Foram realizadas analises por espectrofotometria para determinar a densidade
optica, em espectrofotometro (Biochrom Libra S22) a um comprimento de onda de 600 nm,

utilizando agua destilada como valor de referéncia.

3.2.2.1 Obtengdo da curva padrdo do microrganismo

A curva padrao foi obtida através da analise da massa seca. Essa curva é um
instrumento necessario para determinar a concentracdo celular presente em determinada
suspensao homogénea. Assim, para a espécie utilizada no estudo foi preparado o indculo das
cepas isoladas, em triplicata, usando caldo sintético, em agitador orbital a 150 rpm, 37 °C por
24 horas, objetivando a concentra¢do do microrganismo no meio de cultura.

Apo6s o procedimento de concentragdo, o meio € transferido assepticamente para
tubos e centrifugado a 3500 rpm por 15 minutos, desprezando o sobrenadante ao fim do
processo. No precipitado adquirido, ¢ adicionado 20 mL de agua destilada e a suspensado ¢é
homogeneizada em vortex e centrifugada novamente nas condicdes citadas. Esse protocolo ¢é
repetido por mais duas vezes, porém, na tltima repeti¢do ¢ adicionado um volume de 25 mL de
agua destilada e homogeneizado formando a suspensao microbiana concentrada.

Para a obtencao da biomassa seca € necessario a utilizacao de cépsulas de porcelana
que devem ser previamente limpas, secas em estufa bacterioldgica (Tecnal TE-397/4, Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil) a 90 °C por 24 h, resfriadas em dessecador e pesadas em balanca
analitica.

Assim, ¢ transferido um volume de 5 mL da suspensido microbiana homogeneizada
para as capsulas de porcelana, em triplicata, que foram secas em estufa a 90 °C por 24h,
resfriadas em dessecador e pesadas em balanga analitica.

Além da biomassa seca, ¢ realizada a leitura das absorbancias. Assim, a suspensao
microbiana ¢ diluida em baldo volumétrico de diferentes volumes (10, 25, 50, 100, 200, 250,
500 e 1000 mL), no qual amostras de 1 mL foram retiradas de cada baldo e medida a absorbancia

em espectrofotometro a 600 nm, utilizando dgua destilada como valor de referéncia.
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A partir dos valores de biomassa seca e absorbancia adquiridos € possivel realizar
uma correlagdo dos mesmos e obter, enfim, a curva padrdo para as cepas de Lactobacillus

plantarum LABO7 e LAB14.

3.2.3 Tratamento do soro de leite

Para a obtencdo do meio de cultura foi utilizada uma solu¢do em agua destilada,
contendo uma concentragao de 50 g/L de soro de leite. Ap6s a preparagdao da solugdo, as
proteinas do soro de leite foram precipitadas por aquecimento a 90 °C sob suave agitacdo por
15 minutos, de acordo com a metodologia adaptada de Lima et al. (2013). Apds a sedimentagao
das proteinas, o soro de leite pré-tratado foi filtrado a vacuo e teve seu pH ajustado para 6,0.
Entdo, o soro de leite desproteinado foi utilizado como meio de cultivo e autoclavado a 110 °C
por 10 minutos. A Figura 5 apresenta, de forma resumida, o procedimento de precipitacao das

proteinas do soro de leite.

Figura 5 — Representacdo da metodologia de desproteinacdo do soro de leite.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Apos a realizagdo da desproteinacao do soro de leite, este foi caracterizado quanto
a concentracao inicial de lactose de acordo com a metodologia descrita no topico 3.2.8.1 deste
trabalho. Deste modo, foi detectado uma concentracao inicial de 70,08 + 5,15 g/L de lactose.

Esta concentracdo de lactose presente no meio fermentescivel foi superior a
concentracao de soro de leite presente na solugdo preparada para a obtencao do meio de cultura.

Isto pode ser explicado, devido a alta temperatura no qual a solu¢dao de soro de leite foi
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submetida na etapa da precipitacdo de proteinas, podendo ter acarretado na evaporacao da agua
presente na solugcdo em questdo e, consequentemente, no aumento da concentragdo inicial de

lactose presente no meio de cultura.

3.2.4 Producao do dcido ldatico

Para a producao de 4cido latico, foram avaliados trés parametros distintos: a idade
da cultura de indculo, a temperatura ¢ a rotacdo durante o bioprocesso. As células foram
inoculadas para alcangar a concentragao de biomassa utilizada para cada ensaio e o soro de leite
foi utilizado como meio de cultura. O processo foi conduzido em agitador orbital com
Erlenmeyer de capacidade de 250 mL contendo 90 mL de soro de leite desproteinado e 10 mL

do indculo (10 % v/v).

3.2.5 Avaliacdo da influéncia da idade da cultura de inoculo na produgdo do dcido latico
Neste estudo, foram avaliadas trés idades de inoculo distintas, no qual as cepas
LABO7 e LABI14 foram cultivadas isoladamente em caldo sintético, em triplicata, a 37 °C e
150 rpm em agitador orbital nos tempos de 16 h, 20 h e 24 h. O bioprocesso para a avaliagdo
da influéncia destes tempos de indéculo na produgao do acido latico foi conduzido nas mesmas
condig¢des operacionais de obten¢do do indculo (37 °C e 150 rpm), tendo duragao de 72 horas.
E importante ressaltar que durante o bioprocesso foram retiradas amostras para a determinagio
da concentracdo de células, que foi determinada por densidade Optica, e concentracdo de lactose

e acido latico, que foi obtida através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

3.2.6 Avaliacdo da influéncia da temperatura na produgdo do dcido ldtico

Ap0s a avaliagdo da idade da cultura de inoculo, foram avaliadas a influéncia das
temperaturas 30 °C, 37 °C e 45 °C na producdo de acido latico. As cepas LAB07 ¢ LAB14
foram cultivadas isoladamente em meio sintético durante o tempo selecionado na etapa anterior
deste estudo para, em seguida, serem inoculadas ao meio do bioprocesso, soro de leite
desproteinado. Esse experimento foi realizado em triplicata, em agitador orbital a 150 rpm por
72 horas, nas diferentes temperaturas. Durante a avaliacdo desta influéncia foram retiradas
amostras para a determinagao da concentracao de células, que foi determinada por densidade
optica, e concentragao de lactose e acido latico, que foi obtida através de Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia (CLAE).
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3.2.7 Avaliacdo da influéncia da rotagdo na produgdo do dcido ldatico

Depois de avaliar a idade da cultura do inoculo e a temperatura para ambas as cepas,
foi avaliado, também, a influéncia da rotacdo no bioprocesso. Os experimentos foram
conduzidos em agitador orbital nas rotagdes de 100 rpm, 150 rpm ou 200 rpm por 72 horas e
na temperatura que apresentou melhor desempenho na producdo do acido latico, bem como no
tempo de inoculo previamente determinado. Durante a avaliagdo desta influéncia, foram
retiradas amostras para a determinagdo da concentracao de células, que foi determinada por
densidade oOptica, e concentracdo de lactose e acido latico, que foi obtida através de

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

3.2.8 Métodos analiticos

3.2.8.1 Determinacdo da concentracgdo de lactose e do acido ldatico

As amostras coletadas foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando um cromatégrafo Thermo Finnigan Surveyor (HPLC System, Thermo
Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA), com detector de indice de refragdao e coluna Supelco
610 H, em relacdo a concentragdo de lactose e acido latico, que possuem tempos de retengdo de
10 minutos e 17 minutos, respectivamente. O eluente utilizado foi solucao de acido fosforico
(H3PO4) 0,1% (v/v) em agua MiliQ (Simplicity 185, Millipore, Billerica, MA), com uma taxa
de fluxo de 0,5 mL/min. As analises foram realizadas a 30 °C e o volume de inje¢ao de amostras

foram de 20 pL.

3.2.8.2 Determinacdo da concentracdo celular

A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S22),
utilizando um comprimento de onda equivalente a 600 nm e 4gua destilada como valor de
referéncia. Entdo, a concentracdo celular foi calculada utilizado a curva de calibragao
correlacionando-se a densidade dptica observada (absorbancia) com a massa celular seca obtida

do cultivo das cepas em meio sintético com formulag¢do baseada na composi¢ao do MRS.

3.2.8.3 Calculo dos rendimentos
Para o calculo dos rendimentos do processo de produgdo do 4cido latico, foram
utilizados os dados obtidos experimentalmente (concentragdo de substrato e produto). As

produtividades de acido latico foi calculada pelas Equagao 2:
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sendo:

PALl= Produtividade de 4cido latico (g/L.h)
Pr= Concentragao final de acido latico (g/L)
Po = Concentragao inicial de acido latico (g/L)

t = Tempo de processo (h)

O rendimento global de produto baseado no consumo de substrato foi
determinado usando a Equacao 4:
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sendo:

Y pis = Fator de conversdo de substrato em produto (g/g)
Pr= Concentragao final de acido latico (g/L)

Po = Concentragao inicial de acido latico (g/L)

S¢= Concentracao final de lactose (g/L)

So = Concentracao inicial de lactose (g/L)
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A maxima concentracdo de biomassa (Xmax) € produto (Pmax) foi definida como a

maior concentragao obtida durante o processo fermentativo.

3.2.9 Analises estatisticas

Os resultados foram analisados estatisticamente usando o software Minitab® 19, no

qual utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 95% e uma

probabilidade de 5% (p < 0,05). Além disso, utilizou-se o Teste de Tukey para avaliar as

diferencas significativas entre os parametros analisados (tempo de inoculo, temperatura e a

rotacao).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacao do crescimento de células em meio sintético

Os perfis da concentragdo celular para L. plantarum LABO7 ¢ LAB14 em meio

sintético de formulacio baseada na composicdo do MRS, estdo representados nas Figuras 6a e
6b.

Figura 6 — Perfil de crescimento da espécie L. plantarum, cepas LAB07 (a) e LAB14 (b), em
meio MRS.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Observando a Figura 6a e Figura 6b, ¢ notorio que as duas cepas avaliadas
apresentam uma fase lag semelhante, iniciando suas fases de intensa multiplicacdo, fase log, a
partir de 4 horas, ¢ que hd uma desaceleragdo do crescimento a partir de 16 horas de
experimento para a cepa LABO7. Porém, a cepa LAB14 apresenta um maior crescimento no
meio formulado baseado na composi¢do do meio MRS, com uma maior fase exponencial.

A partir dos perfis obtidos, foi selecionado a idade de 16 horas como o tempo
minimo de cultivo do inoculo para a avaliagdo da influéncia da idade da cultura de indculo na
concentracdo do produto de interesse no bioprocesso. Assim, foram avaliadas as idades de 16
h, 20 h e 24 h, tendo em vista que o acido latico ¢ produto final do metabolismo celular das
BALs (ABDEL-RAHMAN, TASHIRO e SONOMOTO, 2013) e que a fase estaciondria do
crescimento celular é conhecida pela intensa producao de metabdlitos (KUMAR et al., 2021;

SHARMA et al., 2021).

Ao correlacionar biomassa seca e densidade Optica, foi possivel obter as curvas
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padrdo paras as cepas LABO7 e LABI14, representadas pelas Equagdo 5 e Equagdo 6,

respectivamente.

Concentracao LABQO7 (%) = ABS; 4507 x 0,3208 ®))

Em que, ABS1aBo7: absorbancia obtida em determinado tempo de processo da cepa LABO7
Concentracio LAB14 (%) = ABS; 4514 % 0,316 (6)

Em que, ABS1aB14: absorbancia obtida em determinado tempo de processo da cepa LAB14

A partir dessas equagoes, foi possivel converter os valores de absorbancia obtidos
durante o bioprocesso de producdo do acido latico em concentracgdo celular (g/L) e avaliar a

viabilidade do soro de leite como meio de cultura para a produgdo de biomassa.
4.2 Avaliacao da influéncia da idade de cultura do in6culo na producio de acido latico

Um dos parametros avaliados no processo de producdo do acido latico foi a idade
de cultura do in6culo. Neste estudo, as cepas LAB0O7 e LAB14 foram cultivadas em meio MRS
por periodos de 16 h, 20 h e 24 h para, em seguida, serem inoculadas ao soro de leite
desproteinado.

Os perfis de producao de AL, consumo de lactose e crescimento celular para cada

idade do inoculo estao apresentados nas Figuras 7 e Figura 8.
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Figura 7 — Perfil de consumo de lactose (M), produgédo de acido latico ) e crescimento celular

@) de Lactobacillus plantarum, LABO7 a 37 °C, 150 rpm usando soro de leite desproteinado

como meio de cultura e indculo cultivado por 16 horas (a), 20 horas (b) e 24 horas (c).
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Figura 8 — Perfil de consumo de lactose (m), produgéo de acido latico (A) e crescimento celular
@®) de Lactobacillus plantarum, LAB14 a 37 °C, 150 rpm usando soro de leite desproteinado

como meio de cultura e indculo cultivado por 16 horas (a), 20 horas (b) e 24 horas (c).
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)

A partir dos perfis expostos € possivel constatar que as cepas da bactéria L.
plantarum produziram acido latico a partir de 8 horas de experimento. Porém, € notorio que
ambas as cepas apresentaram um baixo crescimento celular utilizando o soro de leite como
meio de cultura, pois, nos bioprocessos em que se utilizou culturas de in6culo com idade de 20
horas e 24 horas, a concentracdo de células foi inferior a 0,5 g/L (Figura 7b e 7c e Figura 8b e
8c).

Neste estudo, as bactérias Lactobacillus plantarum LABO7 e LABI14 foram
cultivadas a 37 °C e 150 rpm utilizando caldo MRS como meio de cultura e obtiveram um Xmax
de 2,30 g/L para LABO7, e 3,20 g/L para LAB14, indicando que o soro de leite ndo cumpre com
as exigéncias nutricionais requeridas por esta espécie.

Foi relatado na literatura que o soro de leite, apesar de benéfico para a producgdo de
acido latico, ndo possui composi¢ao nutricional suficiente para o cultivo das BALs (LENCH,
2020), necessitando, deste modo, que haja a suplementacdo deste meio de cultura com

vitaminas, aminoacidos e peptideos (SHI et al., 2012).
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Além da complexidade nutricional exigida pela espécie, alguns outros fatores
podem ser considerados interferentes da reprodugdo do microrganismo utilizado, como a acidez
excessiva (inibi¢ao pelo produto) ou a presenga de oxigénio no ambiente do bioprocesso, tendo
em vista que estes microrganismos se caracterizam por serem acidofilos e anaerobios
(XIMENES et al., 2019). Outro fator que pode estar afetando negativamente a reproducao das
cepas ¢ a alta concentragdo de lactose presente na composi¢do do soro de leite, causando
inibicao pelo substrato. Essa inibi¢do caracteriza-se por prolongar a fase lag de crescimento,
gerar estresse osmotico e lise celular, reduzindo a utiliza¢ao do substrato (ABDEL-RAHMAN
e SONOMOTO, 2016).

Na Tabela 2 ¢ possivel visualizar as diferengas de rendimentos, Pmix € Xmax,

ocasionados pela influéncia da idade de cultura do inéculo, para as cepas LAB07 ¢ LAB14.
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Tabela 2 — Influéncia da idade de cultura do in6culo na producao do acido latico por L. plantarum, LAB0O7 e LAB14, a 37 °C, 150 rpm em 72 h de

processo, utilizando soro de leite desproteinado como meio de cultura.

Cepas LABO07 LAB14

Parametros

Tempo de indculo (h) 16 20 24 16 20 24
Pmax (g/L) 13,12+0,16 8,54 + 0,431 11,24 + 0,30 | 10,37+0,36 10,56 + 0,05 9,33i
Produtividade de Pmax (g/L.h) 0,17 0,27 0,28 0,13 0,24 0,31
Xmix (&/L) 1,110 0,07 0,111 1,901 0,211 0,121
Yers (g/g) 0,59 0,13 0,79 0,41 0,35 1,32

(i): Produg@o maxima obtida em 8 h; (ii) Produgdo maxima obtida em 24 h; (iii) Produgdo maxima obtida em 30 h; (iiii) Produgdo maxima obtida em 48 h; (ij) Produ¢do maxima

obtida em 54 h.
Fonte: Elaborado pela autora (2021)
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Analisando a Tabela 2, € perceptivel que ambas as cepas apresentaram desempenho
semelhante de produgdo do acido latico, independentemente da idade da cultura de indculo
utilizada, o que ndo ocorre com o crescimento da biomassa durante o bioprocesso, que, por sua
vez, sofreu interferéncia desta condicdo. Esta semelhanga pode ser correlacionada com a
possivel fase de crescimento em que as cepas se encontravam, fim da fase log e inicio da fase
estacionaria para a idade de 16 h e fase estacionaria para as idades de 20 h e 24 h, tendo em
vista que foram avaliados os mesmos tempos de cultivo.

Visando selecionar a condi¢cao que obteve uma melhor producdo de acido latico,
realizou-se a andlise estatistica, no qual o desvio padrao combinado foi usado e os resultados

estdo apresentados na Figura 9a e 9b.

Figura 9 — Avaliacdo da producdo de acido latico sob influéncia da idade de cultura de indculo,
para cepa LABO7 (a) e LABI14 (b), baseado no teste de Tukey, com 95% de nivel de

significancia (p < 0,05), no qual letras iguais indicam que nao houve diferenga significativa.

a) 16 . : : : b) 16 :

Pméx de AL (g/L)
Pméx de AL (g/L)

20 16 20 24

Tempo de inoculo (h) Tempo de inoculo (h)

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Para a cepa LAB0O7 nao houve diferenga significativa para os tempos de 16 h e 24
h, bem como as concentracdes maximas de &cido latico obtidas nesses tempos de inoculos
foram maiores comparadas ao tempo de 20 h. Enquanto isso, para a cepa LAB14, a Pmax de
acido latico ndo apresentou diferenca significativa entre as idades de indculo avaliadas. Assim,
para ambas as cepas foi selecionada idade de cultura de indculo equivalente a 16 horas,
objetivando reduzir o tempo de processo e o consumo de energia. Deste modo, os experimentos
posteriores que visavam produzir acido latico foram todos realizados utilizando esta idade de

cultura de indculo.



4.3 Avalia¢do da influéncia da temperatura na producio de acido litico
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Neste estudo, foi avaliado a influéncia das temperaturas de 30 °C, 37 °C ¢ 45 °C na

producdo do acido latico por via biotecnologica, tendo em vista que a faixa de temperatura

considerada 6tima para o cultivo de BALs ¢ de 20 °C a 45 °C (SOUZA et al., 2017). Os perfis

de consumo de substrato, producao de acido latico e crescimento celular estdo apresentados na

Figura 7a, Figura 8a, Figura 10 e Figura 11.

Figura 10 — Perfil de consumo de lactose @), produgio de 4cido latico (A) e crescimento celular

(®) de Lactobacillus plantarum, LAB07 a 30 °C (a) e 45 °C (b), a 150 rpm usando soro de leite

desproteinado como meio de cultura e ino6culo cultivado por 16 horas.
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Figura 11 — Perfil de consumo de lactose (m), produgdo de acido latico (A) e crescimento celular

(@) de Lactobacillus plantarum, LAB14 a 30 °C (a) e 45 °C (b), 150 rpm usando soro de leite

desproteinado como meio de cultura e indculo cultivado por 16 horas.
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E notéria a influéncia da temperatura nos rendimentos de producio do 4cido latico.
A producao biotecnoldgica conduzida em temperaturas mais brandas, 30 °C e 37 °C, obteve
maiores concentragdes de acido latico e biomassa, quando comparada condugao do bioprocesso
a 45 °C. Isto pode ter ocorrido, pois a temperatura ¢ um fator que pode interferir na sintese e na
atividade enzimatica (KIZZIE-HAYFORD et al., 2021), podendo influenciar negativamente nas
enzimas que atuam nas vias metabolicas de conversao do substrato em acido latico.

De acordo com os perfis adquiridos, as cepas LAB0O7 ¢ LAB14 foram capazes de
se reproduzir em todas as temperaturas testadas. Porém, quando o processo foi conduzido a
45 °C, houve o crescimento de biomassa, apesar de o consumo de lactose, que ¢ a principal
fonte de carbono presente no soro de leite, ter sido muito inferior comparado as outras
temperaturas. Isto pode indicar que ha a interferéncia de outra fonte de carbono presente no
soro de leite que nao foi detectada pelo método de caracterizagao utilizado. Deste modo, ¢
necessario que haja uma caracterizacdo mais aprofundada da composi¢cdo do soro de leite
desproteinado.

Na Figura 10a, podemos ver que, apesar da baixa temperatura, houve um
decaimento na produgdo de biomassa da cepa LABO7. Isso pode indicar que, devido a maior
producao de AL, houve uma excessiva acidificacdo do meio impedindo o crescimento desta
cepa, pois apesar de ser considerado um microrganismo acidofilo, as BALs, de formal geral,
sdo incapazes de se reproduzirem quando o pH ¢ inferior a 4,5 (YANG et al., 2018), afetando,
assim os rendimentos do produto de interesse. A Tabela 3 apresenta a influéncia da temperatura

nos parametros de producdo.
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Tabela 3 — Influéncia da temperatura na producao do acido latico por L. plantarum LABO7 e LAB14, a 150 rpm por 72 h, utilizando soro de leite

desproteinado como meio de cultura e uma idade de cultura de in6culo de 16 horas.

Cepas LABO07 LAB14

Parametros

Temperatura (°C) 30 37 45 30 37 45
Prmax (/L) 11,17 + 0,64 13,12+ 0,16 1,91 +0,06 | 11,34+0,13% 10,37+ 0,36 1,55+0,10
Produtivida de Pmax (g/L.h) 0,17 0,17 0,10 0,23 0,13 0,05
Xmax (g/L) 0,89' 1,111 0,99 1,66 1,901 0,74
Yoss (2/g) 0,22 0,59 0,57 0,57 0,41 0,22

(i): Producao méaxima obtida em 8 h; (ii) Producdo maxima obtida em 24 h; (iii) Produ¢@o méaxima obtida em 30 h; (iiii) Produgdo maxima obtida em 48 h; (ij) Producdo maxima

obtida em 54 h.
Fonte: Elaborado pela autora (2021)
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Um desempenho semelhante da cepa LAB07 ¢ LABI14 ¢ observado quando o
bioprocesso ¢ conduzido com temperaturas mais brandas (Tabela 3). Porém, ao conduzir a
producao de acido latico a 45 °C, ocorre uma redugdo de 85,45% na concentracao final deste
acido ao comparar com a concentracdo maxima (Pmsx) obtida a 37 °C e uma reducao de 82,91%
em relacdo ao processo conduzido a 30 °C, para a cepa LABO7.

Enquanto isso, ao conduzir o bioprocesso utilizando a cepa LAB14 a 45 °C, houve
uma reducao de 86,33% e 85,05% na concentragdo maxima de AL ao comparar os resultados
obtidos nas temperaturas de 37 °C e 30 °C, respectivamente. Deste modo, os valores de
produtividade de ambas as cepas e o fator de conversao de substrato em produto para LAB14
foram negativamente impactados.

As cepas LAB 07 e LAB14 apresentaram um bom desempenho quanto a produgao
de AL ao comparar com outros estudos existentes na literatura, como Cizeikiene et al. (2018),
que utilizou hidrolisado enzimatico de palha de trigo como meio de cultura e obteve 4,94 g/L
de acido latico pela espécie L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, sendo o processo
conduzido a 42 °C e 2,85 g/L de 4cido latico foi produzido por L. sanfranciscenses MRV29
com o processo conduzido a 25 °C, ambos processos com duracao de 72 h.

Porém, apesar das concentragdes de acido latico obtidas por ambas as cepas
avaliadas serem maiores comparadas com outros estudos, os valores de produtividade ainda sao
menores. Chen et al. (2020) avaliaram o uso de uma cultura mista de duas espécies, em
especifico Bacillus coagulans e Lactobacillus rhamnosus para produzir acido laticoa 50 e 42 °C
por sacarificagdo simultanea e co-fermentacao e utilizando bagaco de mandioca como meio de
cultura para a producao do acido latico, obtendo, uma produtividade de 2,74 g/L.h, em 41 horas
de fermenta¢do. Quando utilizado somente a espécie Bacillus coagulans em bioprocesso a
50 °C, obteve-se uma produtividade de 1,29 g/L.h em 41 horas de processo biotecnologico.

Através da andlise estatistica, foi possivel selecionar a temperatura que foi capaz de
otimizar o processo de produgdo de acido latico para cada cepa estudada de Lactobacillus

plantarum, com os resultados apresentados na Figura 12.
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Figura 12 — Avaliagdo da produ¢do de acido latico sob influéncia da temperatura, para cepa
LABO7 (a) e LABI14 (b), baseado no teste de Tukey, com 95% de nivel de significancia (p <

0,05), no qual letras iguais indicam que nao houve diferencga significativa.

a) 16 , , , b) 16 ; .

Pmax de AL (g/L)

Pmax de AL (g/L)

30 37 45 30 37 45
Temperatura (C°) Temperatura (°C)

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Deste modo, foi possivel detectar que houve diferenga significativa nos resultados
obtidos a partir das diferentes temperaturas. A temperatura que apresentou melhores resultados
para LABO7 foi 37 °C. Enquanto que para a cepa LAB14, foi selecionada a temperatura de
30 °C, objetivando um menor gasto enegético, tendo em vista que essa condi¢cao ndo apresentou
diferenca significativa comparada a temperatura de 37 °C. Por isso, levando em consideragao
o estudo realizado com a idade de cultura de in6culo e a temperatura, os processos fermentativos
seguintes, no qual serd estudado a influéncia da rotacdo na producdo de acido latico, foram
conduzidos a 37 °C e utilizando um indculo com idade de 16 horas, para a cepa LAB07, ¢ 30 °C

utilizando in6culo com mesma idade para a cepa LAB14.

4.4 Avaliagdo da influéncia da agitacdo na producio de acido litico

Neste trabalho, o ultimo estudo realizado foi sobre a influéncia da agitagdo no
processo produtivo de 4cido latico e de biomassa para L. plantarum, LAB07 e LAB14. A
agitacdo ¢ um importante parametro, pois impede a precipitagdo de células. Porém, quando
utilizada maiores quantidades de rotagdes por minuto pode ocasionar em uma maior aera¢ao do
ambiente. Isto pode afetar negativamente a producdo de AL, tendo em vista que os
microrganismos utilizados sdo anaerdbios (XIMENES et al., 2019). Portanto, para avaliar este
parametro, o bioprocesso foi conduzido sob trés rotagdes diferentes, sendo elas 100 rpm, 150

rpm e 200 rpm, no qual foi possivel obter os perfis de consumo de substrato, produgdo do acido
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de interesse e crescimento celular, apresentados nas Figuras 13, Figura 7a, Figura 8a e Figura

14.

Figura 13 — Perfil de consumo de lactose (@), produgdo de acido latico (A) e crescimento celular
(®) para Lactobacillus plantarum, LAB07 a 37 °C, 100 rpm (a) e 200 rpm (b), usando soro de

leite desproteinado como meio de cultura e indculo cultivado por 16 horas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Figura 14 — Perfil de consumo de lactose @), producao de 4cido latico (A) e crescimento celular
(®) para Lactobacillus plantarum, LAB14 a 30 °C, 100 rpm (a) e 200 rpm (b), usando soro de

leite desproteinado como meio de cultura e indculo cultivado por 16 horas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

E possivel observar através da Figura 13, Figura 7a, Figura 8a e Figura 14 que
ambas as cepas apresentaram comportamento semelhante de producdo de acido latico e
biomassa em todas as rotagdes avaliadas. Por isso, a andlise dos rendimentos e produtividade
de acido latico serdo importantes para promover uma melhor discussdo, cujos resultados estao

expressos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Influéncia da agitacdo na producao do acido latico por L. plantarum, LAB0O7 a 37 °C e LAB14 a 30 °C, por 72 h e utilizando soro de

leite desproteinado como meio de cultura e uma idade de cultura de inoculo de 16 horas.

Cepas LABO7 LAB14

Parametros

Temperatura (°C) 100 150 200 100 150 200

Pmix (g/L) 11,89 + 0,19% 13,12+ 0,16 11,94 £0,09" | 10,27 £0,91% 11,34 +£0,13% 11,28 + 0,321
Produtividade de Pmax (g/L.h) 0,41 0,17 0,42 0,30 0,23 0,21
Xmax (g/L) 1,741 1,111 1,841 1,76 0,991 1,801
Yers (g/g) 0,29 0,59 0,52 0,40 0,57 0,49

(i): Produg@o maxima obtida em 8 h; (ii) Producdo maxima obtida em 24 h; (iii) Produg¢do maxima obtida em 30 h; (iiii) Produgdo maxima obtida em 48 h; (ij) Producdo maxima

obtida em 54 h.
Fonte: Elaborado pela autora (2021)
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Tendo em vista que os desempenhos adquiridos nesta avaliagdo foram aproximados,
foi realizado a analise estatistica, objetivando estabelecer as melhores condi¢des de produgio
do acido latico por L. plantarum LABO7 e LAB14. Os dados obtidos nesta analise podem ser

visualizados na Figura 15.

Figura 15 — Avaliacdo da produc¢ao de acido latico sob influéncia da agitacdo, para cepa LAB07
(a) e LAB14 (b), baseado no teste de Tukey, com 95% de nivel de significancia (p < 0,05), no

qual letras iguais indicam que nao houve diferenca significativa.

a) 16 T T T b) 16 T T T
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Como ¢ possivel visualizar na Figura 15, ndo houve diferenca significativa entre as
agitacOes avaliadas para ambas as cepas. Isso, pode ter ocorrido, pois foi utilizado uma faixa de
rotagdo muito estreita, ou seja, os valores de agitacdo selecionados para o estudo desta
influéncia foram muito proximos. Assim, se fossem selecionadas rotagdes com maiores faixas,
possivelmente haveria influéncia deste parametro na producao do 4cido latico.

Deste modo, foi estabelecido as melhores condi¢des operacionais, objetivando uma
producdo eficiente de acido latico, no qual, para a cepa LABO7 foi cultura de in6culo com 16
horas de idade, 37 °C e 100 rpm, e para LAB14 foi indculo produzido em 16 horas, 30 °C e 100
rpm. Através dessas condicdes, foi possivel obter uma concentracao de 11,89 g/l e 10,27 g/L
de 4cido latico, pelas cepas LABO7 e LAB14, respectivamente.

Lench (2020) relatou produzir 18 g/L e 3,1 g/L de 4cido latico, em 24 h e 52,2 h de
processo, utilizando soro de leite desproteinado como meio de cultura e a espécie L. rhamnosus.
Ja Senedese et al. (2015), através da espécie L. rhamnosus ATCC 10863 produziram 16,5 g/L

de AL a 43,4 °C e 200 rpm, utilizando melaco de cana-de-agucar como fonte de carbono e
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Ximenes et al. (2019) produziu 100 g/L de 4cido latico em 48 horas de bioprocesso através da
espécie L. plantarum, utilizando o residuo da cabeca de camardo como meio de cultura.

Neste contexto, foi possivel observar o potencial positivo que ambas as cepas da
espécie L. plantarum possuem para a produgao deste composto de grande importancia industrial
e alto valor agregado através de um residuo industrial poluente, o soro de leite. No mais, essa
espécie pode ser caracterizada como homofermentativa, pois produziu somente acido latico em

todos os bioprocessos realizados.
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5 CONCLUSAO

As duas cepas avaliadas neste estudo, L. plantarum LABO7 e L. plantarum
LAB14, apresentam potencial para a producao do 4cido latico em soro de leite desproteinado,
quando cultivada em condi¢des mais brandas de temperatura e utilizando uma idade de cultura
de in6culo na fase exponencial de reproducdo celular. Apesar da baixa
producao de biomassa, indicando que provavelmente o soro de leite ndo apresenta a
complexidade nutricional requerida pelas bactérias, este residuo da induastria alimenticia €
viavel para a produgdo do acido latico, pois foram obtidas concentracdes iguais ou superiores a
outros estudos reportados na literatura. O descarte indevido desse residuo gerard um impacto
ambiental e seu aproveitamento pode diminuir este impacto, tendo em vista sua aplicagdo como
matéria-prima na producdo de um bioproduto de grande relevancia industrial, bem como, pode

diminuir os custos envolvidos com a produgao do acido latico.
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