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RESUMO

O &cido latico (AL) é empregado nas industrias ldeemtos, quimica,
farmacéutica, téxtil e de embalagens. Ele podprseluzido por sintese quimica
e por fermentacdo. Em processos fermentativossto cie meio de cultivo € um
dos fatores a ser reduzido. Nesse sentido, o usolEodutos agroindustriais,
como batata (fonte de carbono) e agua de macemrdgdmilho (fonte de
nitrogénio), pode ser uma opg¢do economicamenteelvidiste trabalho foi
realizado com o objetivo de seguir uma estratégimencial para a selecao de
variaveis da composigdo do meio de fermentacaoneow de um delineamento
tipo Plackett-Burman (PB) e a posterior otimizagaameio para a producéo de
L(+)-acido latico podactobacillus rhamnosuaTCC 9595. Foram substituidas
fontes convencionais de carbono e nitrogénio pbpmutos agroindustriais,
como excedentes da producdo de batata e dgua dgagim de milho, e foi
também realizada a ampliacdo de escala por meisaale biorreator. No PB
12 foram avaliados oito fatores: concentracfeslidesg, extrato de levedura,
acetato de sodio, KPQ, MgSQ, 7 H,O, MnSQ, 4H,0, CaCQ e Tween 80.
Apenas CaCe@foi significativo para a producdo de acido latibka segunda
etapa, empregou-se 0 delineamento composto ceoteadional (DCCR) com
fatorial completo 2 a glicose foi substituida pela farinha de bapa¢éviamente
hidrolisada, o extrato de levedura por 4gua de rag@e de milho e foram
variadas as concentragdes de Ca@Omaior concentragdo de AL (183,83 g/L)
foi obtida utilizando-se 220 g/L de farinha dedbat 55 g/L de agua de
maceracao de milho e 45 g/L de CaC@urante 72 horas, a 37 °C, obtendo-se
2,553 g/L.h de produtividade e 94,2% rendimento. Biorreator foram
produzidos 180,45 g/L de AL, sendo 0 meio comppsta210 g/L de farinha de
batata, 65 g/L de 4gua de maceracédo de milho & .58egCaCQ, apresentando
produtividade de 2,506 g/L.h e rendimento de %@6,Ds resultados do
presente estudo demostraram que a utilizacdo dehdade batata e dgua de
maceracao de milho, juntamente com o uso de nizaingds de acidez, como o
CaCQ, para a producdo de &cido latico por fermentago lpactobacillus
rhamnosusé viavel. O Plackett-Burman, o planejamento costpaentral e a
metodologia de analise de superficie de respostangfiodos eficazes para a
melhoria e a otimizacdo de processos fermentativos.

Palavras-chave: Plackett-Burman. DCCR. Farinhaadiatdé. Agua de maceracio
de milho. Acido latico.



ABSTRACT

The lactic acid (LA) is used in the food, chemicpharmaceutical,
textile and packaging. The AL can be produced bgnuhal synthesis, by
fermentation. In fermentation processes, the costilture medium is one factor
to be reduced. In this sense, the use of agro4ndudy-products such as
potatoes (carbon source) and corn steep liquoro@h source) can be
economically viable options. This study aimed t@lgm screening design for
selecting composition variables of the fermentatisedium through a Plackett-
Burman design type (PB) and further optimization tbé medium for the
production of L (+)-lactic acid byactobacillus rhamnosusTCC 9595 by
replacing conventional sources of carbon and rétnogy agro industrial by-
products, excess potato production and corn stgepr] and a scale-up was
also performed using a bioreactor. In PB12 eigttiofa were evaluated: glucose
concentrations, yeast extract, sodium acetatelPiKy,, MgSQ,7 H,O, MnSQ,
4H,0, CaCQ and Tween 80. Only CaG@®as significant for the production of
LA. In the second stage, it was used the Centrahfi@site Rotatable Design
(CCRD) with full factorial 3, the glucose was replaced by potato flour
previously hydrolyzed, the yeast extract was regdaoy corn steep liquor and
there were several concentrations of CaCIhe highest concentration of LA
(183.83 g/L) was obtained using 220 g/L of potdtmr, 55 g/L of corn steep
liquor and 45 g/L of CaC{during 72 h at 37°C, there was obtained 2.553hg/L.
productivity and 94.2% vyield.180.45 g/L of LA wasoduced in bioreactor with
a medium composed of 210 g/L of potato flour, G5 @f corn steep liquor and
55 g/L of CaCQ presenting productivity of 2,506 g/L.h and vyielfl 86.7%.
The results of this study demonstrated that theofipetato flour and corn steep
liquor, with use of acid neutralizing such as Ca@® the production of lactic
acid by fermentation byactobacillus rhamnosuss feasible. The Plackett-
Burman, central composite design and responsecsugnalysis methodology
are effective methods for the improvement and dpttion of fermentation
processes.

Keywords: Plackett-Burman. CCRD. Potato flour. Cateep liquor. Lactic
acid.
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PRIMEIRA PARTE

INTRODUGAO GERAL

1 INTRODUCAO

O &cido latico (AL) é um &cido organico natural ¢emn atraido muita
atencdo devido as suas verséteis aplicacfes, paimente nas industrias de
alimentos, quimica, farmacéutica, téxtil e, ultinesmt®@, na indUstria de
embalagens. A indistria de alimentos, atualmente, g¥incipal consumidor
deste acido, que é amplamente utilizado como ceaser, acidulante e
aromatizante. Contudo, ha previsdo de aumento demta do AL para os
préximos anos e esta expansdo do mercado se dev@p@imente, a producéo
de plasticos biodegradaveis, no caso do polimeido gmlilatico (PLA), de
grande interesse tecnolégico, devido as suas ePésano campo ambiental,
como plastico biodegradavel e na area biomédica cuaterial biocompativel.

O é&cido 2-hidroxipropanoico, designacdo quimicaialfipara o AL, é
produzido para fins industriais por sintese quimicgor fermentagéo. A sintese
guimica baseia-se na hidrélise de lactonitrila, denivado petroquimico, por
acidos fortes. Esse processo envolve recursosemn@eaveis e apresenta custos
elevados para a obtencdo do AL. A utilizacdo degssos fermentativos é mais
vantajosa, devido a utilizacdo de matérias-primas baixo custo, como
subprodutos ou residuos agroindustriais, além dereguerer a utilizacdo de
temperaturas e pressfes elevadas e demandar baswnw de energia. A via
biotecnolodgica apresenta, também, boa produtividalden de ser um processo
ambientalmente correto, de acordo com os princiggoQuimica Verde (QV),

tendéncia que norteia o desenvolvimento de prosessie século XXI.
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A maior parte de todo o AL produzido no mundo vempércurso de
producdo fermentativa por meio da ag¢do de bactédifsas e apenas uma
pequena porcentagem é produzida a partir da hsdrdia lactonitrila. No
entanto, as bactérias laticas apresentam exigénci@Eionais de minerais,
vitaminas e peptideos especificos para garant@uoceescimento 6timo para a
producdo do &cido latico. A utilizacdo de carbdimsa refinados &
economicamente desfavoravel para o processo, parnsg matéria-prima de
alto custo e necessitar de suplementacdo de resieBntretanto, a utilizacéo
de residuos da agroindlstria como substrato, tamocamido e outros
polissacarideos obtidos a partir do milho, canagiesar, batata, soro de leite e
outras biomassas, representa uma alternativa i@valo processo de obtencao
do AL.

A batata é considerada a principal hortalica primduzo Brasil.
Entretanto, é consideravel o volume anual de bd&gtaartada como residuo no
Brasil. Essa batata inadequada para comercializap&esenta-se como uma
matéria- prima rica em nutrientes, especialmeritgo;derro, potassio, fésforo,
zinco, vitamina B e fibras e a utilizacdo destatdiiga em bioprocessos
disponibiliza substratos alternativos e resolve posblemas relacionados a
disposicao inadequada de residuos sélidos, agregahal aos mesmos.

A fonte de nitrogénio mais comum para a producédado latico é
extrato de levedura, sendo este adequado paratigapamcrescimento das
bactérias laticas. Porém, este nutriente contdeuiorma significativa para um
aumento dos custos de producdo, limitando sua ag@lic em processos
industriais. Como uma alternativa para extratoesgtedura, a agua de maceragao
de milho, um produto secundario obtido a partipdocesso de maceracédo de
milho, pode ser uma opcao de grande eficicia eoetioamente viavel, sendo

um subproduto rico em proteinas, vitaminas e misera
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Neste contexto, tem aumentado o interesse pelazaglo de
subprodutos agroindustriais em bioprocessos, aléimgregar valor as cadeias
produtivas e reduzir os impactos ambientais, tegmlovista tratar-se de uma
matéria-prima de baixo custo e altamente renovquel possibilita a reducao
dos custos de producédo de acido latico, podenddiaamapdifusdo do polimero
biodegradavel acido polilatico (PLA) no mercado.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de atenia composi¢cdo do
meio de fermentagdo, seguindo uma estratégia seiquate planejamentos
experimentais por meio da substituicdo de fontewemcionais de carbono e
nitrogénio por subprodutos agroindustriais parsoayrgdo de L (+)-4cido latico
por Lactobacillus rhamnosudTCC 9595. Os resultados deste trabalho foram
divididos em dois artigos. No primeiro artigo reali-se a selecdo de nutrientes
no meio de fermentagdo utilizando delineamentoketa®urman e, no segundo
artigo, objetivou-se a otimizacdo do meio de feragdo por meio do uso da
metodologia de andlise de superficie de resposigando batata, agua de
maceracdo de milho e carbonato de calcio e o parsteste em escala ampliada
usando biorreator.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Acido latico

O éacido latico foi descoberto em leite azedo, &t@01 pelo quimico
sueco Carl Wilhem Scheele que, inicialmente, o idensu um componente do
leite (WEE; KIM; RYU, 2006). Em 1789, Lavoisier dmminou este
componente do leite decide lactique tornando a possivel origem da
terminologia atual para acido latico. Em 1857, udot Pasteur descobriu que
ndo era um componente do leite, mas, sim, um midalda fermentacdo
gerado por certos microrganismos (BENNINGA, 1998)i o primeiro acido
organico a ser produzido comercialmente por feragéa, em 1881 (DATTA;
TSAI; BONSIGNORE, 1995).

Acido latico, ou &cido 2-hidroxi-propandico, temm étomo de carbono
quiral e existe em duas formas enantioméricas &gy (MARTINEZ et al.,
2013). A determinacdo de isomeria € feita de acomin a sua capacidade de
rotacdo Optica na luz; se a rotacdo é para aaikellenominado dextrorrotatorio
(D) e, se para a esquerda, € levorrotatério (Lh@&sver uma mistura de ambos

(D e L), entdo é denominado mistura racémica (RLYA et al., 2001).
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C. H H €.
HoO  C ¢’ Ton
~oH Ho*
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H g “H H v H
Li+) Di-)

Figura 1 Estrutura do D(-) e L(+) isbmeros do adédimo
Fonte: Adaptado de Martinez et al. (2013)
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O isbmero L(+)-acido latico é preferido para agiies farmacéuticas e
de alimentos porque é um intermediario do metafaolinormal dos mamiferos
sendo, portanto, seguro para a salde humana (¥l 8008). Ja o D(-)- acido
latico é prejudicial para o metabolismo humano depresultar em acidose e
descalcificacdo (DATTA; TSAI; BONSIGNORE, 1995),rpm, pode ter outras
aplicacdes, como, por exemplo, na industria quinpesa a producdo de
plasticos biodegradaveis (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAROOO; JOHN;
NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).

O &cido latico pode ser obtido por sintese quirnicdermentagcédo de
carboidratos. O método de sintese quimica produz mmstura racémica de
acido latico. Outras rotas possiveis de obtencasldsfo degradacédo catalisada
de acucares; oxidagdo de propilenoglicol; reacaaattaldeido, monoxido de
carbono e agua a temperaturas e pressdes elevadadlise do acido
cloropropibnico e oxidacdo do &cido nitrico pelomieno. No entanto,
nenhuma destas rotas se mostrou eficiente tecnitames vidvel
economicamente para processos industriais (DATT3AIT BONSIGNORE,
1995; NARAYANAN; ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004).

2.2 Aplicagbes do 4cido latico

O &cido latico (AL) é considerado uma matéria-priem potencial para
muitas aplicagcdes quimicas. Atualmente, ha qua@modgs categorias para os
usos e aplicacdes de acido latico: alimentos, ctiemsé produtos farmacéuticos
e aplicacdes quimicas (WEE; KIM; RYU, 2006).

Uma vez que o AL é classificado como “geralmeet®mnhecido como
seguro” (GRAS) para utilizacdo como um aditivo a&littar, pelaFood and
Drug Administration (FDA) (DATTA; TSAI;, BONSIGNORE, 1995;
NARAYANAN; ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004), é amplaente
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utilizado em quase todos os segmentos da indUslki@enticia, na qual é
empregado como aditivo, acidulante, flavorizantg@natizante, além de inibir
a esporulacao de bactérias em alimentos procesg@d@&3/ENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000; NARAYANAN; ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA
2004; NAVEENA et al., 2005).

O AL também é muito utilizado em aplicacdes cosradt sendo
empregado, principalmente, em hidratantes; audlizbém no clareamento e no
rejuvenescimento da pele. E utilizado na indudtianacéutica em solucées
parentais e de didlise que se destinam a repduidsd corporais ou eletrélitos.
Além disso, este 4cido € utilizado numa ampla dade de preparagbes de
minerais, 0s quais incluem comprimidos, protesesiras cirirgicas e sistemas
de entrega controlada de farmaco (WEE; KIM; RYW&0

O AL e os seus sais sdo utilizados em variosstige produtos e
processos quimicos. Nesta categoria de aplicag8es,4cido organico tem as
funcBes de agente de descalcificacdo, reguladpHgeaeutralizador, solvente,
agente de limpeza, agente de liberacdo lenta die,aagente complexante de
metais, agente antimicrobiano e umectante. Quam@masontra disponivel com
uma pureza isomérica superior a 98%, é adequadapfivacdo como matéria-
prima para a producdo de herbicidas e produtosafs&aticos (WEE; KIM,;
RYU, 2006). Outra aplicagédo do &cido latico e s#erévados, particularmente
ésteres de lactato, € na fabricacdo de solventdssjeque sdo chamados dessa
forma por ndo serem téxicos, ndo deixarem residoosieio ambiente, sendo
considerados ambientalmente corretos (HOFVENDAHAHN-HAGERDAL,
2000).

Como o AL apresenta em sua molécula dois gruposidoais reativos,
um carboxilico e outro hidroxilico, pode ser sulidwta uma variedade de
conversdes quimicas, 0 que resulta em produtosicpdrpotencialmente Uteis,

tais como 6xido de propileno obtido via hidrogemacicetaldeido obtido via
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descarboxilagéo, acido acrilico por reacéo de ditsicBo, acido propanoico por
reacdo de redugdo e 2,3-pentanodiona por reac@ordknsacdo e éster de
lactato por reacdo de autoesterificacdo (LITCHFIELI®96; RICHTER;
BERTHOLD, 1998; VARADARAJAN; MILLER, 1999).

Desde uma década atras, o AL tem recebido gratelecdo como
matéria-prima para a producdo do &cido polilatiebA) (DATTA; HENRY,
2006; REDDY et al., 2008), um polimero sustent&biodegradavel (RASAL;
JANORKAR; HIRT, 2010). A demanda mundial por estala é estimada em
cerca de 130.000 a 150.000 toneladas (métricas) quuo (JOHN;
NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007). Segundo previsdes, aoducdo deve
aumentar significativamente nos proximos anoscjpaimente para a producao
do &cido polilatico e espera-se chegar a 368 milemlas em 2017 (ABDEL-
RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013; MARTINEZ et al.03).

O polimero PLA apresenta ampla gama de aplica¢disscomo roupas
de protecdo, embalagens de alimentos, filmes eivedh sacos de lixo,
recipientes rigidos e bandejas (DRUMRIGHT; GRUBERENTON, 2000;
VINK et al., 2003). Além disso, os polimeros daladatico também podem ser
utilizados na medicina, pois apresentam a impataaracteristica de serem
biorreabsorviveis, podendo ser empregados na negeitede tecidos, suturas,
fixacbes de fraturas, reposicdo éssea, reparo ddlagam, fixacdo de
ligamentos e implantes (SAKATA; RINCON; DUEK, 2004)

Devido a quiralidade do carbomodo acido latico, é possivel a sintese
guimica de compostos enantioméricos, L(+) e D(Wlagpolilatico (PLLA e
PDLA). Entretanto, o polimero racémico ndo apreseristalinidade, sendo um
material amorfo e com propriedades mecanicas orfsj quando comparado
aos polimeros semicristalinos PLLA ou PDLA, o0s quaipresentam
cristalinidade e propriedades fisicas e quimicaslasies, diferindo apenas pelo
seu efeito na luz polarizada (BARBANTI; ZAVAGLIA; BEK, 2005). Logo, a
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pureza enantiomérica do acido latico é fator ctuwa propriedades fisicas do
PLA (SODERGARD; STOLT, 2002). Entretanto, o PLLArteatraido grande
atencao devido a sua utilizacdo para inUmerasagpls na area médica, como
biomateriais, devido a sua caracteristica de bipatitnilidade e biorreabsorcao
(MOTTA; DUEK, 2006).

2.3 Quimica verde

Desde ha muito tempo convivemos com produtos eedmoentos
desenvolvidos nas praticas do dia-a-dia que caritéln para o que hoje
conhecemos como Quimica Moderna, sendo inegavebn#&rittuicdo dessa
ciéncia nas inimeras conquistas da Humanidade.u@onicom o aumento
significativo do consumo de bens e matérias-prinasrescimento acelerado e
desordenado das cidades, particularmente apés @n@edsuerra Mundial,
rapidamente gerou-se um quadro de degradacéo aaibienca visto. Tal fato
se deu devido ao grande incentivo ao desenvolvoreranémico, aliado a falta
de consciéncia com relacdo a necessidade de mesdgtis no controle da
poluicdo e da inexisténcia de uma legislacdo anddigertinente com relacao
ao descarte de residuos toxicos no meio ambieARIAS; FAVARO, 2011).

A preocupacdo com os problemas ambientais decesreltls processos
de crescimento e desenvolvimento pode ser clar@mamgervada, pois, nos
Ultimos anos, cresce continuamente a pressao ashnellstrias, tanto por meio
da sociedade civil como das autoridades governaisenho sentido de
aprimorar o desenvolvimento de processos que sajada vez menos
prejudiciais ao ambiente (PRADO, 2003).

Introduzido no inicio da década de 1990, o conadtajuimica verde
vem ganhando cada vez mais notoriedade. Definidla WPAC, como a

quimica que visa a reducdo ou a eliminacdo de &utias toxicas nas reacoes
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(TUNDO et al., 2000), a quimica verde tem a preacép de desenvolver

tecnologias e processos incapazes de causar m(ABBATAS; KIRCHHOFF,

2002). Assim, a adocao deste pensamento cienéificoas das iniciativas para a

prevencdo da poluicdo desenfreada (PRADO, 2003x fdesofia cientifica

incentiva a implantacdo da quimica verde no ensiaqratica cientifica, como

também em escala comercial e industrial (TUNDQ.e2800).

Os principios da quimica verde sao:

a)

b)

d)

)

prevencdo é melhor prevenir a formacdo de subprodutos do qu
trata-los posteriormente;

economia de atomoss métodos sintéticos devem ser desenvolvidos
para maximizar a incorporacdo dos atomos dos réesgemos
produtos finais desejados;

sinteses com compostos de menor toxicidsempre que possivel,
deve-se substituir compostos de alta toxicidadecponpostos de
menor toxicidade nas reacdes quimicas;

desenvolvimento de compostos seguros produtos quimicos
devem ser desenvolvidos para terem a funcdo desejad
apresentando a menor toxicidade possivel;

diminuicdo de solventes e auxiliares utilizacdo de substancias
auxiliares (solventes, agentes de separacdo, defed ser evitada
guando possivel, ou utilizadas in6cuas no processo;

eficiéncia energéticaos métodos sintéticos devem ser conduzidos
sempre que possivel a pressdo e a temperatura raembijgara
diminuir a energia gasta durante um processo qointgoe
representa um impacto econdmico e ambiental;

uso de substancias recicladass produtos e os subprodutos de

processos quimicos devem ser reutilizados semgreagsivel,
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h) uso de reducdo de derivativog derivacdo (uso de reagente
blogueadores, de protecdo ou desprotecdo, modifiead
temporarios) deve ser minimizada ou evitada quaudsivel, pois
estes passos reacionais requerem reagentes aficiana
consequentemente, podem produzir subprodutos ijdwess

i) catalise a aplicacdo de catalisadores para aumentar aidette e o
rendimento dos processos quimicos;

j) desenvolvimento de compostos para degradagdmutos quimicos
devem ser desenvolvidos para a degradacao indcuarodieitos
téxicos, para ndo persistirem no ambiente;

k) analise em tempo real para a prevencdo da poluicas
metodologias analiticas precisam ser desenvolyides permitirem
0 monitoramento do processo em tempo real, pardratan a
formacgéo de compostos téxicos;

[) quimica segura para a prevencdo de aciden@s substancias
utilizadas nos processos quimicos devem ser edeaslhpara
minimizar acidentes em potencial, tais como exmes® incéndios
(ANANTAS; KIRCHHOFF, 2002; HIERESEN; SCHUTT; BOESE,
2000; WINTERTON, 2001).

As iniciativas da quimica verde abrangem todasraasada ciéncia,
sempre considerando os principios fundamentais uergabilidade. O
desenvolvimento desta quimica implica:

a) no uso de reagentes alternativos e renovaveispooiojetivo central

de diminuir os reagentes toxicos e ndo biodegrasi@ieeambiente;

b) no uso de reagentes in6cuos durante o processintise, para

evitar perdas indesejaveis, aumentando o rendintienproducao;

¢) na mudanca de solventes téxicos por solventematieos;
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d) no melhoramento dos processos naturais, tais caoassibteses e
biocatélises;

e) no desenvolvimento de compostos seguros, isto eé,baixa
toxicidade;

f)  no desenvolvimento de condi¢Bes reacionais parabtr maior
rendimento e menor geracdo de subprodutos e, paid, fna
minimizag¢do do consumo de energia (CLARK, 1999; PBIOFF
et al., 2002).

2.4 Producéo de &cido latico por fermentacdo

A producdo de AL via processo fermentativo tem @oprincipal
objetivo permitir um processo mais efetivo e ecoitdmA via biotecnoldgica
oferece diversas vantagens, se comparada a sipiiesiea, como, por exemplo,
uso de recursos renovaveis como substrato, prachno alta especificidade,
producdo do isémero desejado opticamente puro (DL-owacido latico)
(CHAUHAN; TRIVEDI; PATEL, 2007), uma vez que a paeeoptica do AL é
importante para a sintese do PLA altamente cristaHOFVENDAHL;
HAHN-HAGERDAL, 2000; KARP et al., 2011; SODERGARIBTOLT,
2002). Outro beneficio desta técnica é o fato derrmentacao requerer baixo
consumo energético, sendo conduzida a temperanaissbrandas (ILMEM et
al., 2007).

Os microrganismos que podem produzir este acidemacser divididos
em dois grupos: as bactérias e os fungos (WEE; K&MLJ, 2006). Alguns
microrganismos selecionados para investiga¢céesathugéo biotecnoldgica de

acido latico estao listados na Tabela 1.



Tabela 1 Microrganismos utilizados para producaédieo latico

Acido latico

Rendimento

Produtividade

Microrganismo Referéncia
g/L g/g g/L.h

Rhizopus oryzalRRL 395 104,6 0,87 1,8 Park, Kosaki e Okabe (1998)
Rhizopus oryzaATCC 52311 83,0 0,88 2,6 Zhou et al. (1999)
Lactobacillus plantarunATCC 21028 41,0 0,97 1,0 Fu e Mathews (1999)
Enterococcus faecalRKY1 144,0 0,96 51 Yun, Wee e Ryu (2003)
Lactobacillus delbrueckinutante Uc-3 67,0 0,83 0,93 Adsul, Varma e Gokhale (2007)
Lactobacillus lactisl0-1 10,9 0,36 0,17 Laopaiboon et al. (2010)
Bacillus coagulan86D1 80,0 0,8 0,3 Ou, Ingram e Shanmugan (2011)
Lactobacillus bulgaricuATCC8001, 24,6 0,81 - Fakhravar et al. (2012)
PTCC1332
Escherichia coli 50 0,90 0,60 Mazumdar et al. (2013)
Lactobacillus rhamnosu&TCC 9595 24,9 0,95 0,35 Alves (2014)

8¢
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A maioria das pesquisas de producdo de AL utbizetérias do acido
latico, porém, fungos filamentosos, tais coRbizopus podem usar glicose
aerobicamente para produzir este acido organiclS@QAI; PARK; OKABE,
1997; TAY; YANG, 2002; ZHOU et al., 1999). Entretanexistem algumas
limitacbes que devem ser controlados na producad\ldepor estripes de
Rhizopus tais como a producdo de subprodutos indesejéeeisparticular o
acido fumarico e etanol (TAY; YANG, 2002). No er@nalgumas cepas de
bactérias laticas sdo capazes de produzir 4cigo l&mo metabdlito principal,
além de apresentarem alto rendimento e alta pradatie (REDDY et al.,
2008).

2.4.1 Bactérias laticas

As bactérias do acido latico (BAL) abrangem umedio grupo de
bactérias gram-positivas ndo formadoras de espsssis bactérias existem nas
formas de cocos ou bacilos, sdo quimiorganotréfieasrescem em meios
complexos (WOOD; HOLZAPFEL, 1995), devido a suaitiagdo em sintetizar
aminoacidos e vitaminas (REDDY et al., 2008).

As BAL séo incapazes de sintetizar o ATP por raggo e tém como
principal produto final o &cido latico proveniemiz fermentacédo de agUcares. A
maioria das bactérias laticas é anaerdbica ou aecddila, utiliza o acido
piravico, o produto final da via de Emdben Meyerhpéra conversdo em
lactato, é catalase negativa e nao apresenta aadili TEém alta tolerancia a
ambientes acidos e sobrevivem a pH 5 ou menostdei@ncia a acidez as
torna competitivas em relagdo as outras bactéH&FYENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000; JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).

A temperatura 6tima de crescimento das BAL vddaacordo com o
género e esta entre 20 a 45 °C (HOFVENDAHL; HAHNGERDAL, 2000;
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JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007) e o crescimentdntd ocorre na
faixa de pH entre 5-7 (HOLFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL,2000).

As BAL pertencem ao fild-irmicutes que é composto por cerca de 20
géneros Os génerod.actococcus Lactobacillus StreptococcusLeuconostoc
Pediococcus Aerococcus Carnobacterium Enterococcus Oenococcus
TetragenococcysVagococcuse Weisella sdo os mais estudados entre as
bactérias laticas (DAVIDSON et al, 199FRCOLINI et al., 2001;
HOLZAPFEL et al., 2001; JAY, 2000; STILES; HOLZABE, 1997).

O génerolLactobacillusé o maior dentre os géneros que compreendem
as bactérias laticas, abrangendo cerca de 80 espéaconhecidas
(AXELSSON, 2004). E descrito como um grupo hetenegéde bastonetes
gram-positivos, ndo formadores de esporos, mesdfilo terméfilos, catalase
negativos, anaerébios ou aerotolerantes (SNEATHLHQ001; STILES;
HOLZAPFEL, 1997). Além disso, apresentam complexasigéncias
nutricionais, como vitaminas e aminodacidos pararesamento (STILES;
HOLZAPFEL, 1997).

Os Lactobacillus sdo encontrados em alimentos (bebidas, laticinios,
carne e vegetais fermentados), em plantas, silagsgoios e também nos tratos
genital, intestinal e respiratério de homens e aisnfWOOD; HOLZAPFEL,
1995). O génerdactobacillusé considerado seguro para a produgdo de acido
latico industrial, por ndo apresentar efeitos esh®@ saude de seres humanos
(ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013).

Lactobacillus rhamnaosus
Lactobacillus rhamnosust uma espécie do grupo das bactérias

acidolaticas que se caracteriza como bastonetéssagtam-positivos e de alta

capacidade de acidificacdo do meio por acdo de reetabolismo por
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fermentacdo de carboidratos e producdo de acidw.l& incapaz de formar
esporos e é anaerbbio facultativo, podendo ser s@isivel ao oxigénio e
exigindo menor tensdo deste para melhorar seuiti@so, e tém uma taxa de
temperatura étima entre 30 e 40 °C (GARRITY, 20@&ste microrganismo foi
selecionado previamente no trabalho de Alves (20pd)y apresentar boa

produtividade de L(+)-acido latico.

2.4.2 Metabolismo de carboidratos

O metabolismo dos carboidratos pelas bactériaxido &tico pode ser
classificado como homolatico ou heterolatico. Anfentacdo homolatica, ou
glicdlise, fornece exclusivamente lactato como ptodinal. Ja a fermentacao
heterolatica segue a rota do fosfogluconato, famneéo lactato, etanol (e/ou
acetato) e C@em quantidades equimolares (LEHNINGER; NELSON; COX
2002). Grande parte das bactérias do acido latioaofermentativas consegue
converter somente glicose em acido latico. Em estdr algumas BAL
heterofermentativas sédo capazes de fermentar texoses quanto pentoses
(GIVRY; PREVOT; DUCHIRON, 2008; ZHU; LEE; ELANDER20Q7).

Fermentacdo homolatica

Este processo realiza-se em duas etapas. No mripasso, chamado de
glicolise ou via Embdem-Meyerhof-Parnas, a glicéseansformada em éacido
piravico, enquanto, no passo seguinte, este é idmlyara acido latico pela
enzima lactato desidrogenase (MARTINEZ et al., 2QERura 2).

Neste tipo de metabolismo, as BAL fermentam 1 nwlgticose a 2
moles de acido latico, gerando um rendimento liuid 2 moles de ATP por

molécula de glicose, sendo o 4cido latico o proguicipal desta fermentacao
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com rendimento de mais de 0,90 g/g (REDDY et &082 WEE; KIM; RYU,
2006).
Glicose

ATP ATP
ADP ADP

Glicose 6-P

Frutose 6-P
CTP
ADP

Frutose 1-6 bis P

NADH

6-Fosfogluconato
NAD+
NADH
—CQ,
Xilulose 5-P

Gliceraldeido 3-P — DHAP  Gliceraldeido 3-P  Acetil -P
4 ADP 2 ADP
NADH
2NADH ~R_, 4 ATP NADDC2 ATP C
NAD+
2 NADH —_.2HO NADH —H,0
2 Piruvato Piruvato Acetaldeido
2 NADH NADH CIADH
A 2 NAD+ A C. NAD+ B NAD+
2 Lactato Lactato Etanol

Fermentagdo Homolatica

Fermentacdo Heterolatica

A - Lactato desidrogenase

B - Alcool desidrogenase

Figura 2 As principais vias de fermentacdo de gkco/A) de fermentacéo
homolatica (gliocdlise via Embden-Meyerhof-ParnagB) de
fermentacao heterolatica (via 6-fosfogluconatoffosfolase)

Fonte: Adaptado Wee, Kim e Ryu (2006)
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Microrganismos que utilizam apenas esse camiaina @ consumo de
carboidratos sdo chamados de bactérias homoferinestaobrigatérias, as
quais incluem, entre outrok, acidophilus L. amylophilus L. bulgaricus L.
helveticus L. salivarius (NIGATU, 2000; SANDERS; KLAENHAMMER,
2001) el. rhamnosus(KOZHAKHMETOV et al., 2013). Apenas as BAL
homofermentativas séo utilizadas para a produc@cemal de &cido latico
(HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000; YUN; WEE; RYU, 203).

Fermentacao heterolatica

Este processo caracteriza-se pela formagédo dedwdps, tais como
CO,, etanol e/ou acido acético, além de acido latwono produto final da
fermentacdo (MARTINEZ et al., 2013). A relacao erdas quantidades de acido
acético e etanol reduz o rendimento tedrico docatédtico a partir da glicose
para 0,50 g/g ou 1,0 mol/mol (ABDEL-RAHMAN; TASHIRGONOMOTO,
2011; MARTINEZ et al., 2013; REDDY et al., 2008).

Neste processo, 0 primeiro passo da degradagglicdae é chamado de
via das pentoses fosfato, produzindo glicerald&iddosfato, acetil-fosfato e
CO,. O (dliceraldeido 3-fosfato entra na glicélise poreio da qual é
transformado em acido latico, enquanto o acetfiafosé convertido em acido
acético e/ou etanol (MARTINEZ et al., 2013). Migganismos que utilizam esta
via metabdlica para o consumo de hidratados deonarisdo chamados de
bactérias heterofermentativas obrigatérias, ensrequais estad.. brevis L.
fermentum L. reuteri L. parabuchnerie L. reuteri (NIGATU, 2000;
SANDERS; KLAENHAMMER, 2001).
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2.5 Producéo de acido latico utilizando substrataalternativos

Para que a producéo biotecnolégica de acido latg viavel, torna-se
necessaria a utilizacdo de matérias-primas de lwaistw, visando a diminuicao
nos custos de obtencédo (WEE; KIM; RYU, 2006). Hameras pesquisas sobre
0 desenvolvimento para processos biotecnoldgicoa paproducdo de acido
latico com a utlizagcdo de residuos ou subprodwesprocessamento de
alimentos. Aproximadamente 3,5 bilh6es de tonela@aesiduos agricolas sao
produzidos por ano no mundo. Eles provém de foraesvaveis ricos em
nutrientes e a utilizacdo em bioprocessos abre gamaa de possibilidades,
agregando valor a estes subprodutos, além de wmar tecnologia ecoldgica
(JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).

Para conseguir uma boa producéo de acido latid®Adsdevem ser
cultivadas sob condi¢cBes que garantam o crescineroviabilidade celular,
pelo qual os nutrientes necessarios (carbono,géitio, minerais e vitaminas)
estejam prontamente disponiveis (ROBERTO et al7R0

E importante ressaltar que, conforme a matériaprie o0s
microrganismos empregados no processo, algunsmgatas prévios sao
indispensaveis. A celulose e a hemicelulose ndaessie pré-tratamento fisico,
seguido de hidrdlise quimica ou enzimatica, enguant outras matérias-primas
(batata, amido de milho, a mandioca e a cevadapaspeim tratamento
moderado para solubilizacdo e hidrélise pode sepregado (JOHN;
NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).

Varios estudos tém sido realizados (Tabela 2)zatido diversas
matérias-primas para a producdo econémica de &ido (BUYUKKILECI;
HARSA, 2004; KOTZAMANIDIS; ROUKAS; SKARACIS, 200ZYUN et al.,
2004).



Tabela 2 Pesquisas sobre producao biotecnoldgiéaide latico a partir de matérias-primas de baixsto

Acido latico

Produtividade

Matéria-prima Microrganismo gl g/L.h Referéncia
Palha de trigo Lactobacillus breviCHCC 7,1 - Nakasaki e Adachi (2003)
2097 elLactobacillus pentosus
CHCC 2355
Batata Lactobacillus amylovorus 4,2 0,1 Yun et al. (2004)
ATCC 33620
Soro lacteo Lactobacillus helveticuR211 66,0 1,4 Buyukkileci e Harsa (2004)
Farelo de arroz Lactobacillus delbruecksubsp. 28 0,78 Tanaka et al. (2006)
delbrueckiilFO 3202
Bagaco de maca Lactobacillus rhamnosuaTCC 32,5 541 Gullon et al. (2008)
9595 (CECT288)
Bagaco de cana-de-acUcar Lactobacillus lacticsl0-1 10,9 0,17 Laopaiboon et al. (2010)
Manipueira Lactobacillus rhamnosuB 103 41,6 0,86 Coelho et al. (2010)
Melaco Lactobacillus plantarum 94,8 2,89 Coelho et al. (2011)
LMISM6

g€
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Grande atencéo deve ser dada a adicao de resituosubprodutos de
baixo custo ou outros nutrientes para o meio, @oEmocao de impurezas pode
aumentar significativamente o0s custos das etapas paeificacdo
(BUYUKKILECI; HARSA, 2004). Logo, as matérias-prisi@ara a producdo de
acido latico devem apresentar as seguintes cadsiities: niveis baixos de
contaminantes, taxa de producdo rapida, alto resxtion pouca ou nenhuma
formacéo de subproduto, capacidade de ser fermeotad pouco ou nenhum
pré-tratamento e disponibilidade durante todo o(&¥J; YUN; WEE, 2003).

2.6 Fontes de carbono

A maioria dos estudos sobre a producdo de L(+t)eatitico tem se
centrado na utilizacdo de substratos puros ownfaaile fermentéveis, tais como
glicose, sacarose, maltose ou xilose (ILMEN et20Q7; PATEL et al., 2006).
Uma das vantagens da utilizacdo de carboidratasadefs € a formacédo de
produtos de maior pureza, 0 que reduz o0s custoseidgms posteriores de
purificacdo, porém, sdo matérias-primas de valevaelo (HOFVENDAHL;
HAHN-HAGERDAL, 2000). Assim, a busca por matérias¥as de baixo custo
a serem utilizadas na producédo de acido laticdgrarentacdo visa promover o
desenvolvimento de processos mais competitivos (WMINEZ et al., 2013).

As fontes de carbono mais utilizadas para este piodem ser
classificadas em dois grupos: os monossacarideadissacarideos e 0s
polissacarideos. A primeira categoria de fonteatbano inclui subprodutos da
indUstria de alimentos, tais como soro lacteo eaguel(KOTZAMANIDIS;
ROUKAS; SKARACIS, 2002).

Os substratos que contém polissacarideos, naiemaasos, nao podem
ser diretamente assimilados pelos microrganismagindo um estagio anterior
de hidrélise (MARTINEZ et al., 2013), como 0 uso demateriais
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lignocelulésicos que sdo compostos, principalmetdeselulose, hemicelulose e
lignina e representam uma abundante fonte de bsam@FAHERZADEH,;
KARIMI, 2008).

Nesta Ultima categoria, ha também os substra®sloangem matérias-
primas amilaceas, como o sorgo sacarino (RICHTERRBHOLD, 1998), o
trigo (AKERBERG; ZACCH, 2000; HOFVENDAHL; HAHN-HAGRDAL,
1997; OH et al.,, 2005), o milho (OH et al., 2005, ARDONG; XUAN;
RAKSHIT, 1997), a mandioca (XIAODONG; XUAN, RAKSH|T1997), o
arroz (OH et al., 2005; YUN et al., 2004), o centRICHTER; BERTHOLD,
1998), a cevada (LINKO; JAVANAINEN, 1996; OH et,aR005; VISHNU,;
SEENAYYA; REDDY, 2000) e o amido de batata (CHATTHE et al., 1997;
XIAODONG; XUAN; RAKSHIT, 1997). Atualmente, as maigs-primas
amilaceas sao as fontes de carbono mais utilizpaies a producéo de L (+)-
acido latico (LU et al., 2009).

2.6.1 Batata

A batata $olanum tuberosum.), conhecida como batatinha ou batata-
inglesa, pertence ao géneBmlanum da familiaSolanaceagce tem mais de
2.000 espécies, embora somente cerca de 150 produteérculos (LOPES;
BUSO, 1997). Os tubérculos que podem apresentaragélo variada com
pelicula externa clara ou rosada, lisa ou aspepmiEa pode ser ligeiramente
amarelada ou de amarelo intenso. Também podemeapsesoloracdo creme
ou branca, e o formato varia entre alongado oudandado. Essas
caracteristicas se referem as cultivares comunpatéadas no Brasil, todas
elas pertencentes a subespédaerosum(FILGUEIRA, 2003).
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Aspectos econdmicos da batata

A batata é originaria dos Andes peruanos e bolbsa onde é
cultivada ha mais de 7.000 anos. Atualmente, é artgualimento mais
consumido no mundo, depois de arroz, trigo e miASSOCIACAO
BRASILEIRA DA BATATA - ABBA, 2008). Cultivada em ma de 125 paises,
em 2014, a producdo mundial de batata foi de 246des8 de toneladas,
enguanto no Brasil foram produzidos 3,69 milhéedoteladas (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FA®,
2015). A cultivar Agata, de origem europeia, é dsnualtivada no Brasil e
destaca-se pelo elevado rendimento, precocidada @faréncia de tubérculos
(FERNANDES et al., 2011; PINTO et al., 2010).

A producé@o vem crescendo, nos Ultimos anos,wpdb do aumento
do consumo de batata natura e processada. O estado de Minas Gerais € 0
maior produtor brasileiro (33,4%), seguido de Paré?3,8%) e Sdo Paulo
(14,6%). Minas Gerais €, também, o0 estado de nmioducdo da regido
sudeste, com producdo de 1.172 mil toneladas,vaddis em 37 mil ha
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA 4BGE,
2015).

Segundo a Associacdo Brasileira da Batata, o wlanual de batata
descartada como residuo, em todo Brasil, pode ched200 mil toneladas
(ABBA, 2007). Além do desperdicio durante a indafizacédo, outra parte dos
tubérculos de batata é descartada, por ndo alesncars padrBes de
comercializacdo, tanto em tamanho quanto em quaidREZENDE et al.,
2007), somando também o armazenamento e o traespmtequados e a
demora na venda do produto no varejo (FERREIRAL.e807). Assim, nos
altimos anos, tém-se despendido de grandes esfpagaso aproveitamento dos

excedentes das producdes agricolas, dos seus otwod residuos de
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processos, a fim de agregar valores as cadeiasitiyasl e reduzir impactos
ambientais (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).

Composi¢do quimica da batata

A composicéo centesimal da batata crua e sem eatéadescrita na
Tabela 3.

Tabela 3 Composicdo centesimal tedrica da batataecsem casca

Constituintes Batata crua e sem cast
Agua (% 82,¢
Fibra (% 1,2
Calorias (kca 64
Proteina (% 1,6
Cinzas (% 0,€
Lipideos (% Traco:
Carboidratos (% 14,7
Tiamina (mg 0,1C
Pirodoxina (mc 0,1t
Niacina (mg Trago:
VitaminaC (acido ascérbico) (m 31,1
Cobre (mg 0,0¢
Magnésio (mc 15
Manganés (m¢ 0,1C
Zinco (mg 0,2C
Potassio (m¢ 30z
Célcio (mg 4
Ferro (mg 0,4
Faésforo (mg 39

Fonte: Nucleo de Estudos e Pesquisas em AlimemM&PA (2011)

A vantagem da utilizacdo de residuos de batatac@mparacdo com

outros residuos agroindustriais (por exemplo, cadedrutos citricos, beterraba
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ou de farelo de trigo), € que esta matéria-primatéro todos os nutrientes

necessarios para diferentes fermentacées (GONZALERA et al., 1996).

2.7 Fontes de nitrogénio

Os meios de cultivo sdo usualmente suplementados exdrato de
levedura ou peptona, sendo o custo desses nufiemt® das principais
desvantagens para a producdo biotecnoldgica cdimpetio acido latico
(TEJAYADI; CHERYAN, 1995). Em muitos estudos solargoroducédo de AL
tem sido relatado que a adicdo de varios nutriemdesneios e a suplementagéo
com fontes alternativas de proteina levam a umammabducdo deste acido
organico. Além disso, a sele¢do de um nutrienteail® custo e eficaz tem sido
considerado um aspecto importante para a melharfgaducéo do 4cido latico
(TINOI; RAKARIYATHAM; DEMING, 2005). Pesquisas témido realizadas
visando a otimizacdo dos nutrientes (FITZPATRICKKKEEFFE, 2001;
NANCIB et al., 2001), bem como a utilizacdo de adeamaceracdo de milho
(MARTINEZ et al., 2013).

2.7.1 Milho

O milho Zea mayd..) pertence ao géneeae a familiaPoaceaee é
uma planta anual. Sua importancia econémica é teasizada pelas diversas
formas de utilizacdo, desde alimentacdo animad snéistria de alta tecnologia.
Seu uso na alimentagdo animal representa a maiter @ consumo e, para a
alimentacdo humana, ¢é caracterizado, principalmerper derivados
(DEMETRIO et al., 2008).

A partir do milho, obtém-se centenas de derivadiopregados em

varias industrias, como alimenticia e quimica (amidextrina, glicose, 6leo,
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margarina, fermento, entre outros), de bebida®réi refrigerantes, entre
outros), de fermentacdo (enzimas, acetonas e juimogmica e mecénica
(fundicdo de metais, plasticos entre outros) e aas (CARDOSO et al.,
2011).

Aspectos econdmicos e processamento industrial ddlmo

A produgcdo mundial de milho na safra de 2014/15d® 991 mil
toneladas, com area colhida de 177 mil hectaresodufividade média 5,6
kg/ha, enquanto no Brasil foram produzidas 80 miletadas em uma é&rea
colhida de 15 mil hectares, alcancando a prodatidedmédia de 5,3 kg/ha
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE MILHO -
ABIMILHO, 2015).

A industrializacdo do milho, para a producdo denahtos e outros
produtos, é dividida em dois processos: um menosolégico, obtendo-se
produtos com menor valor agregado, processo de enoagseco, € outro com
ampla aplicacao tecnoldgica, processo de moagemaymgalizado por grandes
empresas, gerando produtos de maior valor agr@RDOSO et al., 2011).

Na producdo do milho por via Umida (Figura 3), pdlimpeza e a
secagem, o milho é macerado e separado em getmas & endosperma. A
finalidade da etapa de maceracdo durante o praoessa € aumentar a
eficiéncia da separagdo dos granulos de amidoteipas do endosperma por
meio da incorporagéo de agua no grao, resultandmaior nimero de produtos
(CARDOSO et al., 2011), com qualidade para usodtidl em geral (téxtil,
papel e celulose, adesivos) e na indUstria de atose normalmente usado
como amido modificado, para melhorar propriedades vdrios produtos

(GERALDI et al.,, 2012). Na moagem a seco, 0 endospeseco é apenas



42

fragmentado, sem que ocorra a separacao de anpidutednas (CARDOSO et
al., 2011).

Devido a sua importancia, a maceracdo é consigesadoracdo do
processo da moagem Umida. Se nao for adequadadapmss eseguintes serao
dificultadas e o processo resultara em um aumemfoodcentagem de proteina
no amido e perda da parte do amido nos demais oOJCABRALES et al.,
2006). Durante esta etapa, os gréos de milho satidos em tanques de acgo
inoxidavel com fluxo de agua contracorrente a, dpradamente, 50 °C,
durante 24 a 48 horas (CARDOSO et al., 2011).

No processo por via Umida ha a adicao de sulfismgm (0,1~0,2 %) na
agua de maceracdo, a fim de ajudar a liberacdoodgastos sollveis da
semente do milho. Ocorre também a producdo de 4éitm por meio da
fermentacdo de aclUcares por bactélkiastobacillus sp., reduzindo o pH do
meio e promovendo condi¢Bes favoraveis para a agf@aidos componentes do
grédo. Ao término do processo, a agua de maceragaoilbdo é recuperada por
evaporacgédo a vacuo e reutilizada em nova etapa QOGO et al., 2011).
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Industrials
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Figura 3 Fluxograma da producédo de milho por viedam
Fonte: Adaptado de Gerage et al. (1999)
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Agua de maceracao de milho

A agua de maceracdo de milho (AMM), também chandadailhocina,
€ um residuo que apresenta elevada quantidade wgianarganica, valores
médios de demanda bioquimica de oxigénio (DBO)ateacde 11.000 mgl/L,
tornando-se um dos grandes problemas de tratanpemto as industrias de
alimentos (LOSS et al., 2009).

Normalmente, os residuos agroindustriais sao meoscarboidratos e
sua utilizacdo em bioprocessos é limitada, devidbaia concentracdo de
proteina e a pobre digestibilidade, decorrente desgmca de residuos
celulésicos (JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007). Eetanto, a AMM é
composta por proteinas, aminoacidos, vitaminascased redutores, acidos

organicos e minerais (CHIANI et al., 2010), comcstrado na Tabela 4.
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Tabela 4 Composicao centesimal da agua de macetagédho (AMM)

Propriedades gerais Valores Propriedades gerais Valores
Proteina 20,5% Umidade 47 5%
Carboidratos 13,22% Fibras 1%
Lipideos 1% Cinzas 8,8%
Massa seca 52,5% pH 4-5

Brix 54,5

Aminoacidos Valores Aminoacidos Valores
Arginina 3,3% Glicina 5,1%
Isoleucina 3,6% Metionina 1,9%
Treonina 4% Leucina 11,3%
Triptofano 0,2% Lisina 2,5%
Tirosina 5,8% Histidina 2,8%
Cisteina 1,9% Valina 3,4%
Fenilalanina 4,4%

Minerais Valores Minerais Valores
Calcio 1% Potéassio 4,5%
Magnésio 1,5% Sadio 0,2%
Fosforo 3,3% Cloro 0,18%
Enxofre 0,58% Ferro 0,10%
Vitaminas Valores Vitaminas Valores
Tiamina 1 mg/kg Acido pantoténico 8 mg/kg
Riboflavina 5 mg/kg Pirodoxina 2 mg/kg
Niacina 30 mg/kg

Fonte: Chiani et al. (2010)

A AMM é utilizada como ingrediente para a alimedia animal. Rica
em proteinas e minerais (FILIPOVIC; RISTIC; SAKAEQO02), também é
amplamente utilizada, na industria farmacéuticana@dionte de nitrogénio
organico para varios metabdlitos (GAO; YUAN, 2011).

Pesquisas tém sugerido o uso da AMM para a proddegdd@cidos
organicos por via fermentativa (MADDIPATI et al.,021; PAREKH,;
FORMANEK; BLASCHEK, 1999), por ser considerada ufoate econémica

de nutrientes para microrganismos (CHIANI et &)1@,.
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2.8 Fermentacdo em batelada e parametros de conteol

A selecéo de processos de fermentacdo pode darerordo com o tipo
e a natureza do substrato, o crescimento microl@ameiscosidade do caldo de
fermentacdo (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013p acido
latico é, geralmente, produzido em batelada, pov@mips outros processos séo
utilizados, como batelada alimentada e processusncms (WEE; KIM; RYU,
2006).

A fermentagdo em batelada é o processo mais sirapteuito utilizado,
devido a facilidade de operacdo em que todos astraiis de carbono e outros
componentes sdo adicionados no inicio da fermemtap&eto os agentes de
neutralizagdo para o controle de pH. Este sisteiaaflo apresenta vantagens,
como obtencgdo de elevada concentracdo de acido ktredugéo do risco de
contaminacdo, em comparacdo com outros meétodos eatmerftacdo
(HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Na Tabela 5 estéo listadas pesquisas realizada agivoducado de acido
latico em processo de fermentacdo em batelada.
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Tabela 5 Pesquisas de producédo de acido laticeenehtacdo em batelada

. . AL Prod. A
Substrato Microrganismo QL) (g/L.h) Referéncia
Amido de milho Lactobacillus 73,2 3,86 Okano et al. (2009)
plantarumNCIMB
8826
Palha de milho  Lactobacillus 21 0,58 Cui, Li e Wan (2011)
rhamnosu®
Lactobacillus brevis
Extrato de Lactobacillus 92 1,2 Choi et al. (2012)
tubérculo de paracasei
alcachofra-de- KCTC13169
jerusalém
Arroz Lactobacillus 79,0 3,58 Nakano, Ugwu e
delbrueckii Tokiwa (2012)
Arroz Lactobacillus 82 3,73 Lietal. (2012)
hidrolisado rhamnosud. A-04-1

Varios fatores foram relatados para melhorar ayg@d de acido latico
obtido pelo processo de fermentacdo em bateladap amntrole de pH por
agentes neutralizantes (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SOMOTO, 2013).

O aumento da concentracao de acido latico no deefermentacao, por
meio da diminuicdo do pH, é considerada uma formanibicdo para as BAL
durante a producéo deste acido. Neutralizar o datadm durante a fermentacéo,
por meio da formacéo de sal de lactato com a adiedagentes neutralizantes,
tais como hidroxido de sddio, hidroxido de potassimroxido de célcio,
carbonato de calcio ou uma solucdo de amoénio, é famma de superar
parcialmente a inibicdo e melhorar a eficdcia docgsso fermentativo
(ABDEL-RAHMAN et al., 2011a, 2011b; ADSUL; VARMA; GKHALE,
2007; QIN et al., 2010; TASHIRO et al., 2011).

Em alguns estudos foi relatado que agentes deafiratdo podem
aumentar o rendimento de &cido latico e produtdédem fermentacdo em
batelada (NAKANO; UGWU; TOKIWA, 2012; QIN et al.020; TASHIRO et
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al., 2011). Hetényi, Németh e Sevella (2011) tastarcinco compostos
diferentes para controlar o pH, hidroxido de ampri@rdxido de sodio,
dimetilamina, trimetilamina e carbonato de caldiametilamina provou ser o
melhor agente de neutralizacdo, embora a utilizatgdidroxido de amonio
também seria aconselhavel, a partir do ponto da tesnolégico.

Em pH de 6,5, por meio da adi¢do controlada dedkido de sddiol
paracaseisubsp paracaseiCHB2121 produziu concentracdes elevadas de L(+)
acido latico 192 g/L, com produtividade de 3,99.y/& rendimento de 0,96 g/g,
a partir de 200 g/L glicose (MOON; WEE; CHOI, 201Em outro estudo,
obteve-se produtividade de D(-) acido latico de71¢8 L.h, utilizando-se
NH4OH e 1,3 g/L.h, e NaOH pela cepa ldedelbrueckiisubsp lactis QU 41
(TASHIRO et al., 2011). Nakano, Ugwu e Tokiwa (2piglataram que cations
bivalentes (C&) sdo melhores do que cations monovalente$ ¢NéH"), como
agentes de neutralizacdo para a producdo de aafwo lde L. delbruecki
JCM1106 de arroz.

2.9 Planejamento experimental

O desenvolvimento de um meio econdmico para a ugdml de
metabolitos microbianos requer a selecdo de fodéesarbono, nitrogénio,
fésforo, potassio, metais e 0s nutrientes requgrigesim como a otimizacdo da
concentracdo de cada ingrediente do meio (CHAUHARIVEDI; PATEL,
2007). Métodos estatisticos podem e devem seradds para a otimizacao de
meio de cultura (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

O planejamento experimental € uma das técnicasatyusmente vém
sendo utilizada em grande escala. Por meio desselopgpodem-se determinar
as variaveis que exercem maior influéncia no desahm de um determinado

processo, tendo como resultado reducdo da varidgdgrocesso, melhor
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concordancia entre os valores nominais obtidos evaldsres pretendidos,
reducdo do tempo do processo, reducdo do cust@apeal e melhoria do
rendimento do processo (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

A escolha do planejamento adequado é funcdo ditetalimero de
variaveis independentes envolvidas no estudo, sjaodibilidade de matéria-
prima, da viabilidade do nimero de ensaios quemads realizados e do custo
do processo em estudo (RODRIGUES; IEMMA, 2014).tBea0s diversos tipos
de planejamento experimental, os sistemas de plaeeaito fatorial destacam-se,
pois permitem avaliar simultaneamente o efeito de grande numero de
variaveis, a partir de um numero reduzido de essaiperimentais, quando
comparados aos processos univariados (PERALTA-ZAMORIORAIS;
NAGATA, 2005).

Quando o numero de fatores é muito grande, é ocamne escolher,
primeiramente, um fatorial fracionado que reduzimero de ensaios. Dessa
forma, todo o tempo e recurso para o desenvolviondat pesquisa ndo séo
gastos diretamente num primeiro planejamento pomuéas vezes, 0 processo
esta longe das condicfes 6timas. Assim, a util@agfuencial de fatoriais
fracionados, por meio da andlise dos efeitos e sdefor utilizacdo de um
delineamento fatorial completo, pode direcionar @mdi¢cdes otimizadas
(RODRIGUES; IEMMA, 2014).

De acordo com Rodrigues e lemma (2014), a estaatmyuencial é
dividida em trés etapas. Na primeira etapa, osr@siteugerem a selecdo de
variaveis por meio de fatorial fracionado ou deckst Burman (PB), sendo
aplicado quando se tém muitos fatores e pouco canbato do processo. Na
segunda etapa € realizada a otimizacdo por meiordéatorial completo ou
delineamento composto central rotacional (DCCRando se deseja construir
modelos preditivos a partir de poucos fatores,rdet® uma regido 6tima. Na

terceira etapa, é realizada a validacdo das caeslipimizadas, quando se
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deseja confirmar experimentalmente os resultadagdasb pela analise de

superficie de resposta. Neste caso, as condic@stia otimizadas e definidas.

2.9.1 Plackett-Burman

A triagem de componentes utilizando-se o delineamndrlackett-
Burman é extremamente (til em estudos preliminae@n de identificar os
fatores mais importantes que podem influenciar ocgsso. A principal
vantagem desse delineamento experimental é o decefea possibilidade de
um numero elevado de parametros, utilizando-se umero relativamente
pequeno de experiéncias (PLACKETT; BURMAN, 194@Yor exemplo, um
experimento utilizando o delineamento PB 12 peresteidar o efeito de até 11
fatores. Em comparacgdo, com dois niveis fatoriaimpetos, exigem-se 32
tratamentos para 5 fatores e 64 para 6 fatores, EDLIVIERI;
MAGALLANES, 2012). O modelo ndo descreve a intecagatre os parametros
porque se baseia em um modelo polinomial de prangidem (PLACKETT,;
BURMAN, 1946).

2.9.2 Delineamento composto central rotacional

A metodologia de andlise de superficie de respésiama técnica
estatistica que é aplicada para a modelagem eliaeadé varios processos em
gue a resposta de interesse é influenciada porsdwdatores, sendo a mesma
otimizada (JABEEN et al., 2015; LAKSHMIKANDAN et .al2014). O DCCR
utilizado juntamente com a metodologia de analesesuperficie de resposta é
mais vantajoso se comparado com o DCCR classids, ggoobtém uma boa
precisdo do experimento realizado (AHMADI et alQ0g). O modelo de

regressao obtido proporciona a analise para coefieitcada fator individual e
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para todas as possiveis relagBes que existem a&ntvariaveis dependentes e
independentes (PRIYADHARSHINI; BAKTHAVATSALAM, 2006
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Resumo

ANTECEDENTES: O A&cido latico (AL) € um &cido orgémiamplamente
empregado em diversos setores da industria e der®@% da sua producéo de
AL é por via fermentativa. Neste trabalho objetihagua selecao de variaveis da
composicdo do meio de fermentacdo por meio de Umedenento Plackett-
Burman (PB) para a producao de L(+)-acido laticolaatobacillus rhamnosus
ATCC 9595. Foram realizados 12 tratamentos, senddiados 8 fatores:
concentracbes de glicose, extrato de leveduraatacete sédio, KHPO,,
MgSQ,. 7 H,O, MnSQ, 4H,0, CaCQ e Tween 80. Para cada tratamento, foi
realizado estudo cinético e foram determinadasoasentracdes de acuUcares
redutores (AR), pH, contagem de células viaveisoelyzdo de acido latico e
foram calculados o consumo de glicose e o fator alescimento.
RESULTADOQOS: O CaCgexerceu efeito significativo positivo para a prod
de AL e consumo de glicose. Em relacdo ao fatorcdescimento do
Lactobacillus rhamnosysos componentes estudados que apresentaram efeito
positivo significativo foram glicose, KIPQ,, CaCQ e MgSQ.7H;O. A maior
concentracdo de AL alcancada foi de 46,8 'gel.observou-se aumento de 4
ciclos logaritmicos.

CONCLUSAO: O uso do delineamento PB provou ser il selecdo de
nutrientes significativos do meio de fermentacé® paproducéo de L (+)-acido
latico porLactobacillus rhamnosu&TCC 9595.

Palavras-chave: Acido latico; Plackett-Burmanlactobacillus rhamnosus;
CLAE; Nutrientes.
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Abstract

BACKGROUND: Lactic acid (LA) is a widely used organacid in various
sectors of industry and about 90% of the AL promuncis by fermentation. This
study aimed to check the composition of the fermonn medium through a
variable Plackett- Burman experimental design iergroduction of L(+)-Lactic
acid by Lactobacillus rhamnosusATCC 9595. Twelve treatments were
performed, being evaluated eight factors: glucgsast extract, sodium acetate,
K,HPQ,, MgSQ.7 H,O, MnSQ. 4H,O, CaCQ and Tween 80. For each
treatment was performed kinetic study and wererdeted the concentrations
of reducing sugars, pH, viable cell count and taatiid. The lactic acid glucose
consumption and factor growth were calculated.

RESULTS: The CaCgthad a positive significant effect on the productid LA
and glucose consumption. Compared with the growth Lactobacillus
rhamnosusfactor, the study components that had significeositive effect
were: glucose, ¥HPQ,, CaCQ and MgSQ.7H,0. The highest concentration of
AL achieved was 46.8 g'Land observed an increase of 4 log cycles.
CONCLUSION: The use of PB design proved to be usefiihe selection of
significant nutrients of the fermentation mediunt the production of L(+)-
lactic acid byLactobacillus rhamnosuATCC 9595.

Keywords: Lactic acid; Plackett-Burmar;actobacillus rhamnosusHPLC;
nutrients
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Introducao

O acido latico (AL) é um &cido organico natural ¢emn atraido muita
atencdo devido as suas versateis aplicacOes, paimente nas industrias de
alimentos, quimica, farmacéutica e téxtil. Em 20a2producdo mundial se
aproximou de 259 mil toneladas e a previsao, pata,2 de 368 mil toneladas.
Esta expansdo do mercado se deve, principalmerpeoducdo de plasticos
biodegradaveis, polilactato (PLA), um polimero dangle interesse tecnolégico
devido as suas aplicacdes no campo ambiental, ptstico biodegradavel e na
area biomédica, como material biocompatfvel.

Cerca de 90% de todo o acido produzido no mundod@ percurso de
producdo fermentativa por meio da acdo de bactdéiisas (BAL)? As
bactérias do acido latico compreendem cerca de &ftergs. O género
Lactobacillusé o maior dentre os géneros que compreendem as Bé¢é s&o
microrganismos exigentes e requerem nutrientes lexogp devido a sua
capacidade limitada para sintetizar vitaminas doptexo B e aminoacidds.

Segundo De Man, Rogosa e Sharpe extrato de carne, extrato de
levedura, peptona que sdo usados como fontes rgénio e vitaminas para
satisfazer as necessidades Hastobacillusssp. A glicose consiste na fonte de
carbono, sendo o carboidrato a ser fermentado.efatacde sédio atua como
agente inibidor e seletivo e também pode ser atibzcomo fonte de energia. O
sulfato de magnésio e o sulfato de manganés sd@mcdedores de cations
utilizados no metabolismo. O fosfato de potassionohdsico é o agente
tamponante responsavel por equilibrar o pH e o Tw8eé é um agente
surfactante que facilita a captura de nutrientésspectobacillusssp.

Por meio da manipulacdo das exigéncias nutricsoaaile parametros
fisicos, a produtividade de metabdlitos microbiarsie ser aumentada.

Entretanto, em processos industriais, o custo da®rias-primas € um dos
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principais fatores para a producdo economica de®ADesse modo, para o
desenvolvimento de um processo econdmico, a seldg&ontes de carbono,
nitrogénio, fésforo, potassio e outros elementosneim de fermentacao se faz
necessaria.

Quando o numero de fatores a serem avaliados & rguande, é
conveniente escolher, primeiramente, um delineamexperimental utilizando
um fatorial fracionado, que reduz o nimero de essAi triagem inicial dos
ingredientes do meio de cultivo, por meio do delmento Plackett-Burman, é
feita para avaliar o efeito de cada nutriente nanégédo do produto e, em
seguida, as variaveis respostas significativassefiazionadas para se chegar as
condicBes otimizadas do procesSNo presente estudo, realizou-se a selecdo de
nutrientes do meio de fermentacao, utilizando-selalimeamento experimental
Plackett-Burman para a producdo de L (+)-acidocdétpor Lactobacillus
rhamnosusATCC 9595.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Engeishade
Bioprocessos, no Departamento de Ciéncia dos AtimsenDCA) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Microrganismo
Bactéria do &cido latico

O microrganismaLactobacillus rhamnosu&ATCC 9595, espécie nédo
amilolitica e homofermentativa que foi utilizadastee estudo, foi cedido pela

Fundacgéo Oswaldo Cruz — FioCruz, Rio de JaneiroERi® microrganismo foi
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selecionado previamente em trabalho de Alyegpor apresentar boa

produtividade de L(+)-acido latico.

Manutencéo, padronizacdo e estoque da cultura

O microrganismo foi adquirido na forma liofilizagdaassim, uma etapa
de ativacdo foi necessaria. A ativacdo da culterdattobacillus rhamnosus
iniciou-se pela transferéncia do microrganismoilimefdo para um tubo de
ensaio contendo 10 mL de caldo man, rogosa e shMpRS) da marca
Himédid®, composto por 10 gtde peptona, 5 gtde extrato de levedura, 10 g
L™ de extrato de carne, 20 { tle glicose, 1 mL I de mono-oleato de sorbitan,
2 g L de fosfato de dipostassio, 2 § Lde acetato de sddio, 2 ¢ de citrato
triamonical, 0,20 g L de sulfato de magnésio, 0,05 gl He sulfato de
manganés e 1 g°'L de Tween 80 previamente esterilizado em autodla2#é
°C/15 min). Em seguida, foram mantidos em estufB® 37 °C/48 h. A
temperatura utilizada é considerada 6tima paraetgiias laticas (BALJ.

A etapa subsequente a ativacdo das bactériaspimipagacao. Apds a
verificacdo do aumento da turbidez do inéculo,feleentdo, transferido para
erlenmeyer 125 mL, contendo 50 mL de caldo MRSriésténantido em estufa
BOD, a 37 °C/24 h.

Em seguida, a fim de preparar as culturas estanpa aliquota de 1 mL
do novo inéculaue se encontrava em crescimento no caldo MR $afusferida
para eppendorfs, previamente esterilizado (121 5Gfiin) e centrifugado
(Spinlab modelo SL-5AM) a 7.126 5 min, a fim de separar o microrganismo
do caldo MRS. O sobrenadante foi descartado e oorg&Enismo centrifugado
mantido no eppendorf. Posteriormente, 1 mL de noeiogelante estéril foi
acrescido ao microrganismo e cada eppendorf fotifitado e armazenado em
condicbes de congelamento para uso futuro comoraudistoque.
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O preparo do meio congelante se deu pela adicd® del de glicerol,
0,5 g de peptona bacteriolégica, 0,3 g de extratevkdura e 0,5 g de NaCl em
100 mL de agua destilada. Apés a homogeneizacab, foi ajustado (7,2-7,4)
utilizando-se NaOH 0,1 mol/ L e a solucao estexiliz (121 °C/15 minY:

Preparo do in6culo

O in6culo foi feito a partir da cultura estoque Hactobacillus
rhamnosusATCC 9595. Em um tubo de ensaio contendo 10 mtatido MRS
estéril foi adicionado 1 mL da cultura estoque extida em estufa BOD, a 37
°C/24 h. Posteriormente, em erlenmeyer de 125 mmitecglo 50 mL de caldo
MRS estéril, foram adicionados 10% (v/v) do inOcwoterior (5 mL) e
mantidos a 37 °C. Ap6s 12 horas, foi conferido lovde absorbancia por meio
da leitura em espectrofotdmetro (600 nm) e 1% (&évjndculo foi transferido
para erlenmeyer contendo 300 mL de meio de ferrp@otale acordo com
Alves'! (APENDICE A), com base na correlacdo entre abswmib& o nimero
de células viaveis através das curvas de cresadnentrespondente a uma
contagem de & 10 UFC/mL.

Plackett-Burman — PB 12

Foi utilizado o delineamento experimental PlacBettman 12, com o
objetivo de verificar a influéncia de alguns comgmties adicionados no meio,
para selecionar as varidveis mais importantes fptama a producdo de L(+)-
acido latico. Foram analisados oito fatores, adistaconforme a composicao
descrita por De Man, Rogosa e Sharpendo avaliadas as concentracdes de
glicose (marca Vet&y, extrato de levedura (marca HiméYiaacetato de sodio
(marca Vete®), fosfato de potassio dibasico anidro,HiRO,) da marca

Proquimic&, sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSOH,0) da marca
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Vete®, sulfato de manganés tetra-hidratado (Mp26,0) da marca Vetéc
carbonato de célcio (CaGOda marca Exodo Cientifica e Tween 80 (marca

Dinamic&’), conforme a Tabela 1.

Tabela 1 Variaveis reais analisadas no delineam@lsickett-Burman 12 (PB
12)
Variaveis -1
X,= Glicose (g %) 40
X,= Extrato de levedura (g L'*) 5 10 15
X5= Acetato de sédio (g L) 0 1,0 2,0
X4= K,HPO4(g L™ 0 1,0 2,0
0
0
0
0

0 1
60 80

Xs= MgSO, 7 H,0 (g L) 0,10 0,20
Xe¢= Mn SO, 4H,0 (g L™ 0,025 0,05
X,= CaCOs(g L™ 15 30
Xg= Tween 80 (mL L) 0,75 1,5

Todos os tratamentos foram realizados em triplic@s erlenmeyers
foram vedados com algoddo e incubados em estufa,BOR7 °C. A
temperatura utilizada é considerada 6tima paraesiias laticas (BALPara
cada tratamento, foi realizado estudo cinéticoguma foram retiradas amostras
de 15 mL, assepticamente, em intervalos de tempy dga, 24, 48 e 72 horas.
Foi retirado 1 mL para contagem de células porygamento nos tempos de 0,
24, 48 e 72 horas. As amostras retiradas foranmitey@das (FANEM modelo
Excelsa Il 206 BL) a 2.26@/30 min e o sobrenadante armazenado em condi¢des
de congelamento (-5 °C) para, entdo, ser submetidgmalises de acUcares
redutores (AR), pH e de &cido latico. Foram calbogao consumo de AR e o
fator de crescimento. Depois de concluido o planejdao experimental (PB 12),
as andlises estatisticas foram feitas com auxdisaftware Statistice8.0", a

10% de significancia.
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Metodologia analitica

Todas as analises foram realizadas em triplicats seus resultados

expressos pela média e o desvio padrao dessessialor

Determinacgéo do pH

Os valores de pH foram determinados diretamenteoboenadante da
amostra, com auxilio de potenciémetro digital dachda (Tecnopon, modelo

mPA-210) calibrado previamente com solugéo-tamgdpHti4,0 e 7,0.

Determinacgéo de acUcar redutor (AR)

A concentragdo de AR foi determinada nas amostramdas da
fermentacdo, seguindo a metodologia descrita pdreiMj utilizando-se o
método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Naafetinacdo de AR, a reacdo
foi direta com o DNS e os valores de absorbancididos no espectrofotémetro
(FEMTO 700 S Soft., Brasil) a 540 nm e expressogimpela curva analitica
de glicose (APENDICE B).

Determinacdo do consumo de acUcar redutor (AR)

A determinacdo do consumo de glicose foi calculpdo meio da
equacao 1, sendo considerada a concentracdo ggifARo tempo de 0 hora e

de ARjna NO tempo de 72 horas.

Consumo de AR (%) = ARinicial= ARpimal 4 (D)

ARinicial
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Determinacgéo do &cido latico

O AL formado no final do processo fermentativodaalisado por meio
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAB)cromatégrafo (Shimadzu)
utilizado foi equipado com detector de condutivield@DD-6A), polaridade +,
uma pré-coluna SHIM-PACK SPR-H(G) (50 mm x 7,8 nemjuas colunas em
série SHIM-PACK SPR-H (250 mm x 7,8 mm). A fase mldoi uma mistura
de 16 mM de Bis-Tris, 4 mM de &cido p-tolueno suikd e 10QuM de EDTA,
com fluxo de 0,8 mL/min. O volume injetado da ammdbi de 20uL e a
temperatura de injecdo de 45 °C. As amostras previte centrifugadas foram
filtradas através de filtros de seringa (0,22 pmpdeosidade e 25 mm de
didmetro) e diluidas com agua milig, antes da &geqo cromatografo. A
guantificagdo do AL foi determinada pela comparagde tempos de retencéo
dos picos e curva analitica de &cido latico, dacen&igm& (APENDICE C e
APENDICE E).

Contagem de bactérias laticas por plagueamento

A contagem de BAL foi realizada pelo método de pémagnento em
profundidade, ou "pour plate". As amostras foratmidas decimalmente em
agua peptonada 0,1 % (m/v) até as diluicdes de I e 10°. Posteriormente,
uma aliquota de 1 mL de cada dilui¢&o foi distidlauém placas de Petri e cerca
de 15 mL de agar MRS foram vertidos sobre as mes#aamostra foi
homogeneizada no meio de cultura, realizando-sameotos aleatdrios até a
secagem do meio e incubada em estufa BOD, a 3BditC]2 horas. As placas

consideradas para contagem continham entre 25 ed¥&@ias.”
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Determinacgéo do fator de crescimento

O fator de crescimento da bactéria latica foi dalbo por meio da
equacdo 2, utilizando-se o tempo em que se obtesantagem significativa,
dentre as diluicbes utilizadas, Hactobacillus rhamnosuaTCC 9595.

Contagem de célulasging;

(2)

Fator de crescimento = -
Contagem de célulasinicial

Resultados e Discusséo

Plackett-Burman 12

A influéncia das variaveis concentragcbes de glicestrato de levedura,
acetato de sadio, MPQ,, MgSQ, 7 H,0, MnSQ, 4H,0O, CaCQ e Tween 80
sobre a producdo de L(+)-acido latico par rhamnosusATCC 9595 foi
estudada segundo o delineamento Plackett-Burmaoadh2,trés repeticdes no
ponto central, perfazendo um total de 15 tratansento

A matriz dos ensaios com 0s valores reais (enaenpeses) e
codificados das variaveis estudadas, bem comosaests obtidas a 90% de
confianca, producéo de acido latico, consumo dmgi e fator de crescimento,
apos 72 horas de fermentacao, estdo apresentadlabela 2.



Tabela 2 Matriz do Plackett-Burman contendo osresloeais, codificados e as variaveis resposta aaiito (g L),

consumo de glicose (%) e fator de crescimento
Xi=glicose, %= extrato de levedura, X acetato de sddio, % K;HPQ,, Xs= MgSQ, 7 H,0O, Xg= MnSQ, 4H,0, X;= CaCQ e

X1 X5 X3 X4 X5 Xs Xy Xg Acido latico Consumo de Fator de
Trat. (LY @LDH (@LY) @LYH @LhH (@LYH) (@LH mLLYH (@Lh glicose (%) crescimento
1 180) -15) 1(2) -10) -10) -10) 1(30) 1(1,5) 8823 26,4477 225+13
2 1(80) 1(15) -10) 1(2 -1(0) -1(0) -1(0) 1(1,5) 8130 8,7+1,5 537475
3 -140) 1(15) 1(2) -100) 1(0,2) -10) -10) -1(0) 860,2 9,8+4,6 2,005
4 180) -1(5) 1(2) 1(2) -100) 1(0,05) -10) -10) = 9%5 9,0443,4 1543
5 1(80) 1(15) -1(0) 12 1(0,2) -1(0) 1(30) -1(0) 46,8+2,6 850430  1668+453
6 1(80) 1(15) 1(2) -1(0) 1(0,2) 1(0,05) -1(0) 1(1,5) 15840,8 39,3484 49427
7 -1(40) 1(15) 1(2) 1(2) -1(0) 1(0,05) 1(30) -1(0) ,263,0 95,1+1,0 7+3
8 -140) -1(5) 1(2) 1(2) 1(0.2) -1(0) 1(30) 1(1,5) 3,6 97,740, 596+108
9  1(40) -1(5) -1(0) 1(2) 1(0,2) 1(0,05) -1(0) 1(15) 10,3+0,9  34,9+118 1443
10  1(80) -1(5) -1(0) -1(0) 1(0,2) 1(0,05) 1(30)  -1(0) 15,8+0,6  71,4+7,5 26549
11  -1(40) 1(15) -1(0) -1(0) -1(0) 1(0,05) 1(30) 1(1,5) 16,84#3,0  97,5¢0,2 1045
12 .1¢40) -1(5) -1(0) -1(0) -1(0) -1(0) -10) -1(0) 20,7  20,6%9,9 140
13 0(60) 0(10) 0(1) O0(1) 0(0,1) 0(0,025) 0(15) 0(0,75)40,443,0  83,7%5,0 322479
14 0(60) 0(10) 0(1) 0(1) 0(0,1) 0(0,025) 0(15) 0(0,75)34,643,0  77,5¢5,0 164£79
15  0(60) 0(10) 0(1) O0(1) 0(0,1) 0(0,025) 0(15) 0(0,75)38,043,0  87,5¢5,0 250479
Xg=Tween 80

9.

76
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Como se observa na Tabela 2, o tratamento 5 (46|8")ge os
tratamentos 13, 14 e 15 (pontos centrais) aprasemtas maiores producdes de
&cido latico, 40,4 g L, 34,6 g I e 38,0 g [, respectivamente. Na Figura 1 é
mostrado o grafico de Pareto das variaveis estsdaalaelineamento PB para a
producéo de AL potactobacillus rhamnosuaTCC 9595.

Ac. Latico g L™

. e
emeorwos |}

ey 00 B
onwso, w05 [T oo

Efeitos estimados (valor absoluto)

Figura 1 Grafico de Pareto com efeito estimadoofvabsoluto) das varidveis
estudadas no delineamento experimental do tipckéttaBurman 12,
para a producéo de L(+)-acido latico porhamnosu#\TCC 9595

Neste estudo, observou-se que a variavel de maflwéncia para a
producao de acido latico foi o Cag;@presentando efeito positivo significativo
a 90% de confianga, o que significa que, quandonaentracdo desta variavel
aumenta do nivel -1 para o +1, ocorre um aumenfro@ducdo de AL. Mesmo
resultado foi observado para a resposta consumacagdiear (%), como

demostrado na Figura 2.
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Consumo de glicose (%)

{7¥CaCo; g L 301824

(1)Glicose g L'

{B)MNS0, 4H,0 g L

(5)MgS0, THOg L 8023702
]
(2)Extrato de levedura g L' § ' | Baz0334
(4IHPD, g L |

b
{3)Acetato de sodio g L™

(8)Tween 80 mL L 1515124

p=1
Efeitos eslimados (valor absoluta)

Figura 2 Grafico de Pareto com efeito estimadoofvabsoluto) das varidveis
estudadas no delineamento experimental do tipck@&tlaBurman 12
em relagcdo ao consumo de glicose para a producériiacido latico
por L. rhamnosuATCC 9595

Observou-se que 0s tratamentos que 0s tratamentds &5 8, que
continham em sua formulagéo 30 é tle CaCQ e os tratamentos 13, 14 e 15,
que continham 15 gt de CaC@ estimularam o consumo de glicose pelo
rhamnosusATCC 9595 e foi concomitante com a maior produgéad (+)-acido
latico observada dentre os tratamentos do delinganiRB 12.

Na Figura 3 mostra-se a cinética do consumo deaa¢fb) para cada
tratamento do delineamento PB 12, durante a praddedAL porL. rhamnosus
ATCC 9595.
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Figura 3 Cinética de consumo de glicose (%) pardacwatamento do
delineamento PB 12 para a producgdo de L (+)-aciticol porlL.
rhamnosuATCC 9595

Nakano, Ugwu e TokiwA estudaram os efeitos de Ca(@HYH,OH e
NaOH como agentes neutralizantes para a producddcit® latico, por
Lactobacillus delbrueckiia partir de arroz quebrado, em processo simultdae
sacarificacdo e fermentacédo (SSF). Segundo oseaumolaridade do lactato
no meio de fermentacdo é menor quando se adicications bivalentes (€3
como agentes neutralizantes. Isso resulta em fidtéresia na producédo de AL,
em comparacdo com a adicdo de cations monovaleoies, Na e NH*, como
agentes de neutralizacao.

No estudo realizado por Chauhan, Trivedi e Pfedm selecionados,

dentre 15 componentes do meio de fermentacdo fpeptxtrato de carne,
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extrato de levedura, KPQ,, KH,PQO,, MnSQ,.4H,0, MgSQ.7H,0O, Tween 80,
NaCl, acetato de sédio, NagCritrato de tri-amonio, succinato de soédio e
FeSQ.7H,O e suco de tdmara), por delineamento Plackett-Burms mais
significativos para producdo de AL pbactobacillussp. KCP0O1. As variaveis
significativas foram peptona, extrato de carneragxtde levedura, PO,
acetato de sodio, NaSOFeSQ.7H,O, MnSQ.4H,0O e suco de tamara. Os
autores observaram que o controle de pH com a adigh CaC@ para
neutralizar o acido latico produzido durante a famtacdo aumentou
significativamente a producdo de &cido latico (@5¢ L") em relacdo ao
tratamento sem a adicdo de CaGUB,5 g L).

Resultado diferente foi encontrado por Navenral.gt ao utilizarem o
delineamento Plackett-Burman para selecionar, eelfir pardmetros, os mais
significativos para a producdo de L(+)-&cido latacgartir de farelo de trigo
como substrato para fermentacdo em estado sélido, Lpctobacillus
amylophilusGV6. Onze nutrientes pertencentes a duas categddates de
nitrogénio (peptona, extrato de levedura, citradrdamoénio, extrato de carne,
agua de maceracao de milho e caseina hidrolisadlaites de sais minerais
(MgSQ,. 7H,O, MnSQ.4H,0, NaHPQ,.2H,0, acetato de sddio e Tween 80),
juntamente com trés parametros fisicos (pH, quattidie indculo e periodo de
incubacdo) e um tampéo (CagOforam avaliados. De acordo os autores, 0
extrato de levedura, a peptona, o citrato de téram NaHPO,.2H,O e Tween
80 foram as variaveis significativas que podem oraha producdo de acido
latico. A concentracdo maxima alcancada pelos esitfwi de 2,3041 g de AL
por 10 g de farelo de trigo. O tampdo Ca@@o foi significativo na producéo
de AL.

Para o fator de crescimento dactobacillus rhamnosu8TCC 9595, as

variaveis independentes significativas foram cotregéo de glicose, KPQ,,
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MgSQ, 7 H,O, MnSQ. 4H,0, CaCQ e acetato de sddio, como pode ser

observado na Figura 4.

e ///////////////////////////////// 333333
mmmsfl "
NS— //?é//////// oo

p=,
Efeitos estimados (valor absoluto )

Figura 4 Grafico de Pareto com efeito estimadoofvabsoluto) das varidveis
estudadas no delineamento experimental do tipck@&tlaBurman 12
em relacdo ao fator de crescimentoL.dohamnosuATCC 9595, para
a producao de L(+)-acido latico

Entretanto, os componentes estudados que apresangdeito positivo
significativo foram glicose, PO, CaCQ e MgSQ.7H,O, a 90% de
significAncia, o que significa que, quando a cotregdo e/ou faixa destas
variaveis aumentam dentro dos niveis deste estclirre um aumento na
populac¢éo do microrganismo.

Buyiikkileci e HarsH afirmam que o MnS£é essencial paralo casej
pois 0 fon MA" estimula a atividade metabolica. Segundo Pete3sedf® o

acetato de sddio estimula o crescimento celulasgm, a producdo de AL é
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influenciada indiretamente. Entretanto, o Mpn38.,0 e o acetato de soédio ndo
foram significativos no presente estudo.

As bactérias do acido latico sdo microrganismos t@une exigéncias
nutricionais complexas que requerem vitaminas e ne&cidos para o0
crescimentd’® Fontes de nitrogénio sdo necessarias para a esirdes
aminoacidos, lipideos, enzimas, alguns carboidrat@sitras substancfise,
segundo Wood e Holzapf&la fonte de nitrogénio é o fator de maior infliénc
para o crescimento deactobacillus.Porém, neste estudo, o extrato de levedura
ndo apresentou efeito significativo a 90% de cogfiasobre o fator de
crescimento.

Alguns autores reportam que o Tween 80 é respongav@umentar o
crescimento delLactobacilluse a producdo de AL, por apresentar em sua
composi¢do acidos graxos insaturados, sendo esiser@d metabolismo
microbiano deste géne‘?ﬁ).Contudo, também nao foi observado efeito
significativo do Tween 80 sobre a resposta fator aescimento do
microrganismd.actobacillus rhamnosuATCC 9595, pelo delineamento PB 12.

Na Figura 5 é demostrada a cinética de crescimgmio rhamnosus
ATCC 9595 para cada tratamento, durante 72 horasogdesso fermentativo.
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Figura 5 Cinética de crescimento o rhamnosusATCC 9595, para cada
tratamento do delineamento PB 12, durante o procesmentativo
para a producéo de L (+)-acido latico

O tratamento 5 apresentou o0 maior valor paraar f3¢ crescimento
(1668) e maior producdo de &cido latico (46,879, Isendo que o meio de
fermentac&o consistia de 80 { de glicose, 15 gt de extrato de levedura, 2
g L' de KHPO, e 0,2 g [' de MgSQ.7H,0 e 30 g [ de CaCQ e foi
observado um aumento de aproximadamente 4 cidgsitmicos (7,7 x 10a
1,3 x 16° UFC mL"), durante a fermentacao.

Contudo, o tratamento 2 (80 ¢'lde glicose, 15 g L de extrato de
levedura, 2 g L de KHPO, e 1,5 mL de Tween 80) apresentou contagem de
células viaveis por até 24 horas (1,6 X4®,9 x 18 UFC mL?") e a producéo de
acido latico foi de 3,3 g't, e o tratamento 12 (40 g'lde glicose e 5 gt de
extrato de levedura) ndo apresentou contagem deasélpdés a adicao do

indculo e a producdo de acido latico obtida foilge g L*. Observou-se que,
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tanto no tratamento 2 como no 12, ndo houve adied6aCQ na formulagéo
dos meios de fermentagéo.

No caso de fermentacdes para a producéo de aticlm Eregulacéo do
pH é fundamental, pois o acido latico produzidbeénd crescimento celular e a
formacdo de produto. Por meio do controle de pHa @alicdo de agentes
neutralizantes, o efeito por inibicio é minimizatids fermentacdes iniciaram
com pH entre 5 e 7, conforme Figura 6.

De acordo com Hofvendahl- Hahn-Hagefdal faixa de pH 6timo para
a producdo de acido latico peldsctobacillusse situa entre 5 e 7 e os
tratamentos 5, 7 e 8, que continham em sua fog@aola maior concentracdo de
CaCQ e KHPQ,, definida pelo delineamento, apresentaram pH fieai® a
5,5, enquanto, para os demais tratamentos, o piHvimiou de 3 a 3,5. Segundo
Honorato et al** a adicao de fosfato ao meio de cultura aumentaszimento
do microrganismo, uma vez que mantém o pH préximovalor ideal de
crescimento, permitindo, assim, a realizacdo dendatacdo por um longo
tempo.

Chauhan, Trivedi e Pafelobservaram que o crescimento do
Lactobacillussp. KCPO1 foi afetado pelo pH do meio de fermeéidadurante a
producdo de &cido latico, em comparacdo ao meferdentacéo que continha
2% de CaC@
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Figura 6 Evolucdo do pH, dentre os tratamentosalmehmento PB 12, para
producao de L (+)-acido latico utilizandorhamnosuATCC 9595

A adic@o de agentes neutralizantes, como o carbaleatalcio, é uma
forma de superar parcialmente a inibicdo do AL$8lAL e melhorar a eficacia

do processo fermentativg:**%’

Concluséao

No presente estudo, o uso do delineamento PlaBkethan provou ser
atil na selecdo de componentes significativos dionde fermentagéo. Para
producdo de acido latico e consumo de aclcar, @ Umitriente que exerceu
efeito estatisticamente significativo, dentro ddelmwalo estudado, foi o
carbonato de calcio, que contribuiu para diminuiefeito inibitério do acido

latico pelo microrganismb. rhamnosuATCC 9595, além de promover a maior
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producdo de AL (46,8 g1), enquanto, para fator de crescimento, todos os
nutrientes, com excecdo do extrato de levedura &wieen 80, exerceram

efeitos significativos.
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Resumo

A maior parte do acido latico (AL) produzido no ndoné obtida por
fermentacado e o custo do meio de cultivo é um dmsds a ser reduzido. Nesse
sentido, o uso de subprodutos agroindustriais, dosiata e agua de maceracao
de milho (AMM), pode ser uma opcao economicameideel. Objetivou-se
otimizar a composicdo do meio de fermentacdo pao me um delineamento
composto central rotacional (DCCR) para a produdgid.(+)-acido latico por
Lactobacillus rhamnosus\TCC 9595, utilizando excedente de producdo de
batata e AMM. No DCCR foram realizados 17 tratamgnsendo trés variaveis
independentes analisadas: concentracao de farmtmatdta (FB), AMM e de
CaCQ. Realizou-se um estudo cinético, no qual forantagds amostras em
intervalos de tempo de 0 a 72 horas. Foram reasizadalises de contagem de
células, acucares redutores (AR), pH e de acidicolaForam calculados
rendimento e produtividade de acido latico, consudeo AR e fator de
crescimento. A maior concentracdo de AL (183,83 f@l obtida utilizando-se
220 g/L de FB, 55 g/L de AMM e 45 g/L de Cag Qurante 72 horas, a 37 °C,
obtendo-se 2,553 g/L.h de produtividade, 94,2%imeento, 96,1% de consumo
de AR e aumento de dois ciclos logaritmicos.

I?alavras—chaves: Acido laticd.actobacillus rhamnosusFarinha de batata.
Agua de maceracao de milho. DCCR
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Abstract

Most of lactic acid (LA) produced in the world isbtained by
fermentation and the cost of the medium is oneofadb be reduced.
Accordingly, the use of agro-industrial by-produstsch as potato and corn
steep liquor (CSL) can be economically viable amioThe objective was to
optimize the composition of the fermentation meditlhmough a Central
Composite Rotatable Design (CCRD) for the productad L(+)-lactic acid
using Lactobacillus rhamnosuATCC 9595 and excess potato production and
CSL. The CCRD were performed seventeen treatmeats werformed with
three independent variables analyzed: potato floncentration (PF), corn steep
liguor (CSL) and CaC@ Kinetic study were carried out and samples waken
at time intervals of 0 to 72 h. Cell count analyxesre performed, reducing
sugars (AR), pH and lactic acid. Yield and lacticida productivity, AR
consumption and growth factor were calculated. hlghest concentration of
AL (183.83 g/L) was obtained using 220 g/L of BB,g /L of CSL and 45 g/L
of CaCQ during 72 h at 37 °C, there was obtained 2.553hgfiroductivity,
94.2% yield, 96,1% of AR consumption and incredgssvo logarithmic cycles.

Keywords: Lactic acid.Lactobacillus rhamnosusPotato flour. Corn steep
liquor. CCRD
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Introducao

O 4&cido latico (AL) tem atraido grande atencdo dievas suas
aplicacdes generalizadas, principalmente na indlstlimenticia, quimica,
cosmética e farmacéutica. Além disso, esse aciganamo tem um grande
potencial para a producao do acido polilatico (PLA) polimero biodegradavel
e biocompativel que impulsiona a expansdo do merdadAL. Entretanto, em
comparacdo com o plastico petroquimico, a proddedeLA é considerada uma
tecnologia relativamente nova em escala industraal,que é atribuido,
principalmente, ao alto custo de producdo destm4t]j.

A maior parte de todo o AL produzido no mundo v@onpercurso de
producdo fermentativa por meio da acao das bastéirras 2]. No entanto,
essas bactérias tém grande requerimento nutricemahinerais, vitaminas e
peptideos especificos para garantir 0 seu crestnjg/ 5. Pesquisas estdo
centradas na procura de substratos alternativea@dveis, como subprodutos
de agroindustriais, tais como amido, celulose, derteite e melacd].

AcUcares puros tém sido a fonte de carbono t@thtipara a producao
de AL [7,8], assim como o extrato de levedura (EL) é a foitt®genada mais
comumente utilizada9}10,1]. Uma das vantagens da utilizacdo de produtos
refinados é a obtencdo de AL puro, reduzindo ososude pré-tratamento e
recuperacaod]. Contudo, em processos de industriais, o custoatéria-prima
€ um dos principais fatores para a producéo ecarsod@ AL [L12,13 e a busca
por matérias-primas de baixo custo a serem usaglggaducdo de AL, por
fermentacao, visa promover o desenvolvimento degssos mais competitivos
[14], além de ser um processo ambientalmente cordetoacordo com o0s
principios da quimica verd&4j.

O elevado indice de perdas e desperdicios geraas imdustrias de

alimentos tem levado pesquisadores a buscar alterma viaveis de
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aproveitamento desses residuos ou subprodutosndgstiiais. Na Ultima
década, houve um aumento significativo na produgicesiduo de batata pela
industria de alimentos, devido ao crescente nunderaedesfast food[16].
Aproximadamente 40% das batatas sdo desperdicaglammumdo, o que
representa cerca de 10 toneladas/dia de resldytd.

A batata Solanum tuberosuin.) contém cerca de 60% a 80% de amido
em base secdl9]. Pelo alto teor de amido, pode ser utilizada grotessos
fermentativos. Contudo, o amido ndo é diretamermdntescivel, necessitando
de uma hidrélise prévia de suas cadeias. Essalib&gode ocorrer de duas
maneiras, usando-se tratamento acido e tratameuzimdtico, que apresenta
vantagens sobre o acido por ser mais seletivoag@stuca energia e gerar
glicose que pode ser diretamente fermentad [

Ha relatos, na literatura, de fontes de nitrogéago baixo custo e
subprodutos agricolas como uma alternativa paemede uma substituicéo total
ou parcial para o extrato de levedugd][ A agua de maceracdo de milho
(AMM), um produto secundario do processo de indalstacdo do milho
[22,23, é uma fonte potencialmente Gtil de substituigacEL [24]. A AMM é
um subproduto de baixo custo que tem nutrientesnerais eficazes para a
fermentacaol4.

Neste trabalho objetivou-se a otimizacdo, por mdm uso da
metodologia de andlise de superficie de respostgraducdo de L(+)-acido
latico por Lactobacillus rhamnosu®ATCC 9595, utilizando batata, agua de
maceracao de milho e carbonato de célcio.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no laboratério de Engeiahde Bioprocessos,

no Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) & taboratérios de
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Fisiologia e Genética de Microrganismos e Micrabijih das Fermentagbes, no
Departamento de Biologia (DBI), todos situados mavérsidade Federal de
Lavras (UFLA).

Obtencéo das matérias-primas

Foram utilizadas batatas da espé&xidanum tuberosuissp tuberosum
cultivar Agata, adquiridas comercialmente em pamtovenda na cidade de
Lavras, MG. A agua de maceracao de milho foi dg@la empresa Ingredion
Brasil - Ingredientes Industriais Ltda., localizadacidade de Mogi Mirim, SP.

Microrganismo
Bactéria do acido latico

O microrganismaLactobacillus rhamnosu&ATCC 9595, espécie nédo
amilolitica e homofermentativa, que foi utilizadeste estudo, foi cedido pela
Fundacgéo Oswaldo Cruz — FioCruz, Rio de JaneiroERi® microrganismo foi
selecionado previamente em trabalho de AIvE§|, [por apresentar boa

produtividade de L(+)-acido latico.

Manutencao, padronizacéo e estoque da cultura

O microrganismo foi adquirido na forma liofilizagaassim, uma etapa
de ativacdo foi necessaria. A ativacdo da culterdattobacillus rhamnosus
iniciou-se pela transferéncia do microrganismoilimefdo para um tubo de
ensaio contendo 10 mL de caldo Man, Rogosa e Sh@wits), marca
Himédid®, composto por 10 g/L de peptona, 5 g/L de exulattevedura, 10 g/L
de extrato de carne, 20 g/L de glicose, 2 g/Lfod&ato de dipostassio, 5 g/L de
acetato de sédio, 2 g/L de citrato triamonicé20@y/L de sulfato de magnésio e
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0,05 g/L desulfato de manganés e 1 g/L de Tween 80 previanmestégilizado
em autoclave (121 °C/15 min). Em seguida, elesnfonaantidos em estufa
BOD, a 37 °C/48 h. A temperatura utilizada é comsida 6tima para as
bactérias laticas (BAL)20).

A etapa subsequente a ativacdo das bactériaspimipagacao. Apds a
verificacdo do aumento da turbidez do inéculo,feleentdo, transferido para
erlenmeyer 125 mL, contendo 50 mL de caldo MRSriésténantido em estufa
BOD, a 37 °C/24 h.

Em seguida, a fim de preparar as culturas estanpa aliquota de 1 mL
do novo inéculajue se encontrava em crescimento no caldo MR &afusferida
para eppendorfs, previamente esterilizado (121 5°Gtin) e centrifugada
(Spinlab modelo SL-5AM) a 7.126/5 min, a fim de separar 0 microrganismo
do caldo MRS. O sobrenadante foi descartado e morganismo centrifugado
mantido no eppendorf. Posteriormente, 1 mL de noeiogelante estéril foi
acrescido ao microrganismo e cada eppendorf fotifitado e armazenado em
condicbes de congelamento para uso futuro comoraudistoque.

O preparo do meio congelante se deu pela adi¢cd® del de glicerol,
0,5 g de peptona bacteriol6gica, 0,3 g de extratiewkdura e 0,5 g de NaCl, em
100 mL de agua destilada. Apés a homogeneizacab, foi ajustado (7,2-7,4)
utilizando-se NaOH 0,1 mol/L e a solucédo esterd&gl21 °C/15 min)47].

Preparo do in6culo

O in6culo foi feito a partir da cultura estoque Hactobacillus
rhamnosusATCC 9595. Em um tubo de ensaio contendo 10 mtatldo MRS
estéril foi adicionado 1 mL da cultura estoque etida em estufa BOD, a 37
°C/24 h. Posteriormente, em erlenmeyer de 125 mmitecglo 50 mL de caldo
MRS estéril, foram adicionados 10% (v/v) do inOcwoterior (5 mL) e
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mantidos a 37 °C. Ap6s 12 horas, foi conferido lovde absorbancia por meio
da leitura em espectrofotdmetro (600 nm) e 1% (&évjndculo foi transferido
para erlenmeyer contendo 300 mL de meio de ferm@otde acordo com Alves
[25 (APENDICE A), com base na correlacéo entre aliswia e o nimero de
células viaveis por meio das curvas de crescimertoespondente a uma
contagem de & 16 UFC/mL.

Delineamento composto central rotacional (DCCR) e eiodologia de

superficie de resposta

Foi realizado um DCCR de’ 2om trés pontos centrais, totalizando 17
experimentos. Os niveis dos pontos axiais foraroutados pela equacgéo 1,
segundo Rodrigues e lemni8], em quen € a distancia dos pontos axiais e o n

€ o0 nimero de variaveis independentes, sendoagthl68

a = (2n)'/* (1)

Neste estudo, trés varidveis independentes forastudadas:
concentragédo de fonte de carbono (farinha de Bataiacentracéo da fonte de
nitrogénio (4gua de maceracdo de milho) e de GaQ@arca Exodo
Cientifice).

As variaveis independentes foram codificadas sgmarequacao 2.

(X—Xo)
Xn = Xi1o X0_1 (2
2
em que

X, é o valor da variavel no experimento na formafocatia;
X é o valor real da variavel a ser calculada;
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Xo € o valor real da variavel no ponto central;
X.1 € 0 valor real da variavel no nivel superior;

X_, é o valor real da variavel no nivel inferior.
A relacdo entre os valores codificados e reais dasaveis

independentes para o DCCR encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 Relagéo entre valores codificados e dEssvariaveis independentes
para a producado de acido latico parctobacillus rhamnosusTCC

9595
Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68
X,= Farinha de batata (g/L) 113 140 180 220 247
X,=Agua de maceracéo de milho (g/L) 15 25 40 55 65
X3=CaCOx(g/L) 5 15 30 45 55

Todos os tratamentos foram realizados em dupli@saerlenmeyers
foram vedados com algoddo e incubados em estufa,BOR7 °C. A
temperatura utilizada é considerada 6tima paraaeetias laticas (BAL)Z6).
Para cada tratamento, foi realizado estudo cinéticoqual foram retiradas
amostras de 15 mL, assepticamente, em intervalteamg® de 0, 12, 24, 48 e 72
horas. Foi retirado 1 mL de cada tratamento de nasdéptico para contagem
de células por plagueamento nos tempos de 0, 24, WBhoras. As amostras
retiradas foram centrifugadas a 2.2880 min e o sobrenadante armazenado em
condi¢Bes de congelamento (-5 °C) para, entdomssubmetidos a andlises de
acucares redutores (AR), pH e de acido latico.rraralculados a produtividade
e o rendimento de AL, o consumo de AR e o fatocréscimento. As analises
estatisticas foram feitas com auxilio slftware Statistic#.0 29, com 5% de

significAncia. ApGs a concluséo do DCCR, foramtages modelos (equacgéo 3)
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e geradas superficies de resposta, curvas de oorggperfil de desejabilidade,

segundo metodologia preconizada por Rodrigues mé&eg].

Y= B0+ Bix1 + Baxz t Baxs + Bizxixz + Pi3x1x3 + Pazxaxz +
/311 x12+ ﬁzz X2+ /333x3z ()

em que f°, € o termo de interceptag f; 5, e f38840 0s coeficientes
lineares B, f13 e B3 sé@o os coeficientes de intera«f;; f,, e f33 S40 0s
coeficientes quadraticos ¢ x» € »% sao as variaveis codificadas.

A validacdo do modelo foi realizada por meio dzetigdo de um ensaio
em triplicata nas condicbes de maior producdo de)-&¢ido latico. A
concentracdo de 4cido latico predita foi, entdmparada com dados resultantes

dos experimentos.

Preparo do meio de fermentagéo a partir de batata

Foram adquiridos 45 kg de batatas, as quais foeasrmdhs em agua
corrente, secas, descascadas, picadas e deixadasgugancom circulacdo de ar
(Fanem/ Brasil), a 65 °C/72 horas. O material &iotvido a cada 24 horas.
Ap6s a secagem, as batatas foram moidas num md&Haca tipo Willey,
modelo Star FT 80/1 e a farinha foi peneirada dande vazamento de 14 mesh
(1,41 mm). Apbés a moagem, o lote de material fondgeneizado por agitagédo
e armazenado em recipientes plasticos tipo PE® &abtenc¢do do hidrolisado,
a farinha de batata foi pesada utilizando-se aqugdp de farinha definida pelo
delineamento experimental. As enzimas utilizadasentgabalho foram cedidas
pela empresa LNF Latino-Americana.

O processo de hidrélise enzimatica do amido feebdo no trabalho de
Menezes 30], sendo realizado em trés etapas: na primeiraeataphidrolise, a
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mistura teve o pH corrigido para faixa 6tima deagfio da enzima (6,0-6,5),
utilizando hidroxido de sédio (NaOH) 2 mol/L (Prémicos®). Os valores
foram conferidos utilizando-se pHmetro Tecnopondeh® mPA-210. A mistura
foi aquecida em banho-maria (Quiff)isa temperatura de 90 °C/1 h, para
geleificacdo do amido. Quando alcancada a tempardhiciou-se a segunda
etapa, com a adicéo da enzimaamilase (Termamyl 2% na concentracdo de
7.5 mL por kg de farinha de batata. A mistura fantida nessa temperatura por
2 horas, para hidrélise da cadeia linear do anit#foterceira etapa, o pH foi
ajustado para condicdes 6timas da enzima amilasitiase (AMG 3008), entre
4,0 e 4,5, adicionando-se &cido cloridrico (HCHh@/L (Exodo Cientific). A
temperatura foi reduzida para 60 °C e, em segtidadicionada a enzima, na
concentracdo de 6,5 mL/kg de farinha de batata. esnma temperatura foi
mantida por 11 horas, a fim de que as dextrinagyzidas pela primeira enzima
fossem hidrolisadas em monémeros de glicd&B. [Concluida a etapa de
hidrélise, a mistura foi arrefecida a temperaturdiante e o pH ajustado para a
faixa 6tima de atuacdo das BAL, na faixa de pHeebt7 {].

Rendimento do processo de hidrélise
O rendimento do processo de hidrélise foi obtidia pencentracdo de

amido hidrolisado e a concentracdo de amido inicialem relacdo entre a

glicose gerada e a concentracdo de glicose teénom segue a equacac3?]|

% Rpidrotisem (C amido hidrolisado) x 100 = ( Cglicose ) % 100 4)

C amido C glicose teodrica

sendo Q_;Iicoseteérica = 1,111 X Gmido inicial
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Depois de concluida a etapa de hidrélise, o mastéltrado em filtro
de pano e suplementado conforme o delineamenfe,aahomogeneizacao, foi
esterilizado em autoclave (121 °C/15 min). O mdstaresfriado e o inéculo
adicionado. As fermentac¢des foram conduzidas enfeeBOD, sem agitacado, a
37 °C/72 h, dentro de erlenmeyers vedados com @tgo0@s tratamentos do

DCCR foram realizados em duplicata.

Verificagdo do modelo em escala ampliada

Posteriormente a verificacdo da melhor condicdo MBCR, foi
realizada uma ampliacdo de escala, por meio dizagdlo de um biorreator.
Realizaram-se os mesmos procedimentos para o prepamoculo e para o
preparo do meio de fermentacéo a partir de batata.

Foi utilizado o biorreator Sartorius Stedim Bidtemodelo Biostat A
plus, com capacidade de 5 L. Prepararam-se 3 Leite ale fermentacédo, que foi
autoclavado por 121°C/ 20 min. O volume de inécatiicionado foi de 1%
(v/v). Os parametros para a conducdo do procesamf87 °C sem agitacéo e
sem aeracéo.

Foi realizado estudo cinético em que amostraf)del3foram retiradas,
assepticamente, em intervalos de tempo de 0, 1284 72 horas. Foi retirado
1 mL para a contagem de células por plaqueameogotempos de 0, 24, 48 e
72 horas. As amostras retiradas foram centrifugad@s260g/30 min e o
sobrenadante armazenado em condi¢cdes de congetafrerfiC) para, entéo,
serem submetidos a andlises, em triplicata, deasgsiaedutores (AR), pH,
acidez e de acido latico. Foram calculados a pinadatle de AL, o consumo de

AR, o rendimento em AL e o fator de crescimento.
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Metodologia analitica

Todas as analises foram realizadas em triplicats seus resultados

expressos pela média e desvio padréo desses valores

Caracterizacdo das matérias-primas

A batata, a farinha da batata e a 4gua de maceds;@wilho foram
caracterizadas por meio das analises de teor deladmi extrato etéreo,
proteinas, cinzas, fibra bruta e densidade peladuokigia da AOAC 33]. Os
resultados foram expressos em base Umida em g/1Q0tgor de amido foi
avaliado pelo método de Somogyi modificado por dlefg4].

Determinacgéo de acUcar redutor (AR)

A concentracdo de AR foi determinada nos procesosidrolise
enzimatica e nas amostras oriundas da fermentae@joindo a metodologia
descrita por Miller 35], utilizando-se o0 método do acido 3,5-dinitrogiitio
(DNS) da marca PanréacNa determinacdo de AR, a reacéo foi direta com o
DNS e os valores de absorbancia medidos no esfodtretro (FEMTO 700 S
Soft., Brasil) a 540 nm e expressos em g/L pelavecianalitica de glicose
(APENDICE B).

Determinagéo do consumo de acUcar redutor (AR)
A determinacdo do consumo de glicose foi calculpdo meio da

equacao 5.

Consumo de AR (%) = ARiniciar= ARjinal 1) 5)

ARinicial
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sendo

AR: acucar redutor.

Determinacédo do pH e acidez titulavel

Os valores de pH foram determinados diretamenteoboenadante da
amostra, com auxilio de potencidmetro digital dachda (Tecnopon, modelo
mPA-210) calibrado previamente com solugéo-tamgfptti4,0 e 7,0.

Para a determinacado da acidez titulavel, foi dduidnL de amostra em
50 mL de agua destilada e titulado com solucaoa@HNO,01mol/L, utilizando
fenolftaleina 1% como indicador. A acidez titulafel expressa em (g/L),
conforme a equacéao 8J|.

AT em &cido latico (g/L) = w (6)

sendo
AT: acidez titulavel,
V: volume da solucdo de NaOH gasto na titulacaomgm
A: volume da amostra, em mL;
f: fator de correcéo da solugéo de hidroxido deéos(daOH);
90: fator de conversao do acido latico;
M: molaridade da solugdo de NaOH utilizada (0,0Y/imau 0,1 mol/L).

Determinacgéo do &cido latico

O AL formado no final do processo fermentativo, cdela tratamento,
foi analisado por meio de cromatografia liquidaatta eficiéncia (HPLC). As

amostras foram descongeladas e centrifugadas (3ig45), a 4 °C, com
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15.052¢/10 min. O sobrenadante foi separado e filtradavas de membrana
PVDF (0,22 pm de porosidade e 25 mm de didmetrg).amostras foram
diluidas com agua deionizada antes da injecao arnatdgrafo e mantidas sob
congelamento para posterior analise.

O cromatografo utilizado € um equipamento Shimadrzagdelo LC-
10Ai (Shimadzu Corp., Japao), equipado com detectardadice de refragao,
modelo RID-10A, e de ultravioleta, modelo SPD-10A coluna utilizada é de
troca-ibnica, modelo Shimpack SCR-101H, com 7,9 X80 cm (Shimadzu).

O AL foi analisado utilizando-se metodologia mazhfila a partir de
Schwan et al. 36, em duplicata analitica. Foi utilizado o detectde
ultravioleta, com comprimento de onda selecionatdo2€0 nm e a coluna foi
operada a temperatura de 50 °C. A fase méveladiiZoi o acido perclérico, na
concentracdo 100 mM, a um fluxo de 0,6 mL/min Argifizacdo foi realizada
a partir da comparacdo com a curva analitica déodldtico, determinada
utilizando-se padrdes certificados da marca SARENDICE D).

Determinacédo do isbmero L(+)-acido latico

A presenca do L(+)-&cido latico foi determinadaopkit enzimatico

(Megazyme®, Wicklow, Irlanda), com 98% de confianca

Contagem de bactérias laticas por plagueamento

A contagem de BAL foi realizada pelo método de péssmento em
profundidade ou "pour plate". As amostras foranuidds decimalmente em
agua peptonada 0,1 % (m/v) até as diluicdes de i e 10°. Posteriormente,
uma aliquota de 1 mL de cada diluicdo foi distdlauém placas de Petri e cerca
de 15 mL de agar MRS foram vertidos sobre as mesAmsmostras foram

homogeneizadas no meio de cultura, realizando-sénmmeatos aleatdrios até a



104

secagem do meio e incubadas em estufa BOD, a 372 °fG/ As placas

consideradas para contagem continham entre 25 ediifias B7].

Determinacéao do fator de crescimento

O fator de crescimento da bactéria latica foi dalbo por meio da
equacéo 7, para o tempo de 72 horas de fermentacéo.

Contagem de célulasginq;

Fator de crescimento = (7

Contagem de célulasinicial

Determinagdo do rendimento e produtividade do déitico

O rendimento e a produtividade em acido foramutadtos por meio das

equacldes 8 e 9, para o tempo de 72 horas de fergaent

ALfinai(g/L)

Rendimento (%) = ARinicial —ARfina1 (8/L) x 100 (8)
Produtividade (g/ L.h) = _ALfi:zgl)(g/w ©

sendo
AR: acucar redutor;
AL: acido latico;

t: tempo.
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Resultados e Discusséo
Caracterizacdo das matérias-primas

Os resultados da andlise quimica da batata auligata utilizada para
a elaboracgéo da farinha e a composicédo centesarfarithha de batata usada na

formulacdo dos meios de fermentacéo sédo apressntadbabela 2.

Tabela 2 Resultados da anélise de composiciosoeateda batata cv. Agata
e farinha de batata

A Batata sem Farinha de batata Farinha de batata
Parametros (%) o o
casca 1°lote 2° lote
Umidade 85,740,2 7,0+0,4a 4,12+0,01b
Lipideos 0,02+0,00 0,37+0,05a 0,33+0,01a
Proteina 1,87+0,14 8,35+0,44a 9,0+0,8a
Cinzas 0,78+0,27 4,01+0,08a 4,4+0,4a
Fibra 0,43+0,02 2,42+0,72a 2,2+0,8a
Amido 7,8+0,8 77+6a 79+4a

A farinha de batata (1° lote) foi utilizada no DC@PR 2° lote de farinha de batata foi
utilizado na validagdo do modelo em escala ampliada

Médias seguidas por uma mesma letra, entre linmei diferem entre si
significativamente, a 5% de significancia, pelddgate Tukey

De acordo com a Tabela Brasileira de ComposicadAlimentos,
(TACO)[38], 82,9% de umidade, 1,8% de proteina, 0,6% deasin,2% de
fibra e tracos de lipideos foram encontrados patatd crua sem casca.
Evangelista39] encontrou 14,46 g/100 g de matéria seca, 10%mioa 0,86%
de cinzas, 1,42% de proteinas e 0,34% de fibrap@eentagem de matéria
fresca de batata cultivar Agata. Os valores enadogr da composi¢éo quimica
da batata aproximam-se dos encontrados na litaratmtretanto, diversos

fatores podem interferir na composi¢éo centesimdubérculo de batata, como



106

o clima, o tipo de solo, a temperatura, a matugddas tubérculos, as condi¢cdes
ambientais de cada safra, eR9,[19.

A Resolugéo n° 263, de 17 de outubro de 2005, gbnéia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) 40], estipula 0 maximo de umidade em farinhas
de 15%. Em farinhas com umidade acima de 15%, lpbsaibilidade de
desenvolvimento de microrganismos e diminuicdostabdidade, em funcéo de
reacfes quimicas e enzimaticas que ocorrem coesarga de alto contetdo de
agua, reduzindo a vida util do produto. Os valatattdos de umidade para cada
lote de farinha de batata encontram-se dentro tlpukslo pela legislacdo
brasileira. Freitas et al4]] encontraram teores de 7,90% de umidade para a
farinha de batata da cultivar Monalisa. Nao houferehca significativa entre
os lotes de farinha de batata, com excecao da dmida

Os resultados da analise de composicdo centesitaalagua de

maceracao de milho séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Resultados da analise de composicdo teatela agua de maceracgéo

de milho
Pardmetros Agua de maceragio de milho

Umidade (%) 57,8+0,4

Lipideos (%) 0,07+0,02
Proteina (%) 19,68+0,25

Cinzas (%) 6,05+0,09

Fibra (%) 0,00+0,02
Densidade (g/mL) 1,202+0,005
AR (g/L de glicose) 1,112+0,005

pH 3,98+0,05

Acidez titulavel em &cido latico 14,0+0,7

(9/L)

Os resultados da composicdo centesimal ficaram impo& aos

encontrados por Chiani et alZ, que obtiveram 47,5% de umidade, 1% de
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lipideos, 20,5% de proteina, 8,8% de cinzas, 1%hde e valor de pH entre 4 e
5, para &gua de maceracgao de milho. Entretanto,eChb @3] encontraram pH
de 3,8; 72,5 g/L de acido latico, 26 g/L de glicd@&&4 g/L de frutose e 41,5 g/L
de nitrogénio. Os resultados encontrados por WilgpoRistic e Sakac4{]
foram pH 3,94, além de 5,27% de matéria seca, @ proteina bruta, 0% de
lipideos e fibras, 18,24% de cinzas e 3,50% de aaiedcredutores, todos os
valores expressos em base seca. Ligget e Kofflg}, [ao analisarem a
composi¢do quimica da Agua de maceracdo, obtivdeasidade de 1,25 g/mL,
11% de acucar redutor (em glicose), 5,1% de aéidiml e valor de pH entre 3,7
e4,1.

A AMM apresenta muita variabilidade em relacdo a samposicao
guimica B5]. Essa variabilidade é devido a diferentes origgesgraficas,

épocas de colheita e processos de fabricacéo to [28].

Delineamento Composto Central Rotacional — DCCR

Para todos os ensaios do DCCR, ap6és o processdrdésie do amido da
farinha de batata, foram obtidos teores de glieosma de 95% de rendimento,
tendo, para os tratamentos com concentracéo dg/lL1240 g/L, 180 g/L, 220
g/L e 247 g/L de farinha de batata, a concentradedglicose obtida sido de 104
g/L, 129 g/L, 166 g/L, 203 g/L e 228 g/L, respeathente.

Na Tabela 4 apresentam-se o0s valores reais (erdréntpses) e
codificados do DCCR das variaveis estudadas: coraggio de farinha de batata
(FB), agua de maceracdo de milho (AMM) e CaCli®m como as respostas
obtidas para producao de acido latico, rendimemasumo de glicose e fator de

crescimento.



Tabela 4 Matriz do DCCR (valores reais e codificdovariaveis respostas acido latico (g/L), rerdito (%), consumo

de glicose (%) e fator de crescimento

Agua de Consumo
Farinha de maceragao de CaCO; Acido latico  Rendimento  de agucar Fator de
Trat. batata (g/L) milho (g/L) (g/L) (g/L) (%) (%) crescimento

1 -1 (140) -1 (25) -1 (15) 72,0£0,0 90,0£3,5 62,0+2,3 233164
2 -1 (140) -1 (25) 1 (45) 134,740,0 100+0,0 92,2+1,2 178+15
3 -1 (140) 1 (55) -1 (15) 78,510,0 90,3+2,6 67,2+1,9 93%17
4 -1 (140) 1 (55) 1 (45) 136,540,0 100+0,0 98,610,0 6148
5 1 (220) -1 (25) -1 (15) 83,910,0 79,6129 52,0+2,0 12243
6 1 (220) -1 (25) 1 (45) 93,7+1,1 50,4+0,6 91,5#1,0 307
7 1 (220) 1 (55) -1 (15) 82,0£1,9 62,2427 65,0+4,0 4+g
8 1 (220) 1 (55) 1 (45) 183,8+0,2 94,2+1,3 96,1+0,8 45+1
9 -1,68(113) 0 (40) 0 (30) 104,940,0 100+0,0 90,7+0,9 130428
10 1,68 (247) 0 (40) 0 (30) 98,310,0 75,6 +0,1 57,01, 13243
11 0 (180) -1,68 (15) 0 (30) 97,016,4 100+0,1 51,746,5 9725
12 0 (180) 1,68 (65) 0 (30) 137,441,0 100+0,4 74,2+0,3 139153
13 0 (180) 0 (40) -1,68 (5) 57,015,5 86,9+1,8 39,4+0,8 302+117
14 0 (180) 0 (40) 1,68 (55) 157,0+1,9 97,4+0,2 96,9+0,2 4961161
15 0 (180) 0 (40) 0 (30) 118,2+1,7 97,0£3,2 67,0£¢5,0 00414
16 0 (180) 0 (40) 0 (30) 113,74+1,2 97,043,2 6415,0 1
17 0 (180) 0 (40) 0 (30) 109,86+2,3 94,4+3,2 7015,0 +17B

80T

10¢€



109

A maior concentragdo de AL (183,83 g/L), em 72akate fermentacéo,
foi obtida no tratamento 8, com a utilizagcdo de g20de FB, 55 g/L de AMM
e 45 g/L de CaC¢) que também apresentou o valor mais alto de pixadiade
durante o processo fermentativo (2,553 g/L.h), comsumo de AR de 96,1% e
rendimento de 94,2%. Foi observado que as bactiimss aumentaram 2
ciclos logaritmicos (4,4 6x1@ 2,3x 18 UFC/mL), conforme Figura 1.

10,5

10,0 4

9.5 1

9.0

8.5

Log UFC/mL

8-0 b .;4

7.0 4 ——a—— 17

6.5 T T
0 20 40 60 80
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Figura 4 Cinética do crescimento dactobacillus rhamnosuATCC 9595 para
cada tratamento, durante 72 horas de fermentagdo

O tratamento que apresentou concentracdes Otiards, para producao
de acido latico como para consumo de aclcar ememdo, foi o tratamento 14,
sendo que o meio de fermentacéo consistia de 18@egiB, 40 g/L de AMM e
55 g/L de CaCg@ Nesse experimento, foram obtidos valores de 15d¢ AL,
97,49% de rendimento, 2,181 g/L.h de produtividad®5,9% de consumo de
AR, em 72 horas de fermentac&o. Verificou-se, aingdea o microrganismb.
rhamnosusaumentou 3 ciclos logaritmicos sua concentraciidace(1,6x10 a
1,3x 13° UFC/mL), ao longo da fermentac&o.
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Wee, Reddy e Ryuwdp] analisaram quatro fontes diferentes de amido
(milho, tapioca, batata, trigo e amido), com difeées concentracdes (50, 75,
100 e 125 g/L) e adicdo de 30 g/L de agua de med@erde milho como fonte
de nitrogénio para a producdo de L(+)-acido lapoo Enterococcus faecalis
RKY1. Obtiveram rendimento maior que 95% para ckulde de amido. A
maior concentracdo de AL foi de 129,90 g/L e remgita de 1,04 g de g/g, a
partir de 84 horas de fermentacéo, utilizando YP5lg amido de milho, tempo
superior em 12 horas ao requerido no presenteastud

Li et al. [24], para reduzir o custo de produgdo de L(+)-acitad,
utilizaram farelo de trigo como fonte de carboncA®M como fonte de
nitrogénio. Os autores observaram que, utilizandemrde fermentacdo com 25
g/L de farelo de trigo hidrolisado e 30 g/L de AMfdram obtidos rendimento
de fermentacdo de 0,99 g/g de &cido latico e 3/t5h gle produtividade,
resultado mais elevado em comparacgédo a 25 g/Lrdifde trigo hidrolisado e
15g/L de extrato de levedura (rendimento de 0,85egprodutividade de 2,46
g/L.h), utilizando a ceplactobacillus rhamnosus

Wang et al., 47] obtiveram producédo eficiente de L(+)- acido latic
produzido a partir de farinha de mandioca lpactobacillus rhamnosus alta
concentracéo de AL (175,4 g/L) foi obtida utilizarske 275 g/L de farinha de
mandioca (acUcar total de 222,5 g/L), em proceissol®ineo de sacarificacédo e
fermentacdo (SSF) em batelada, com adicdo de 18eyéxtrato de levedura e
165 g/L de CaC® A produtividade foi de 1,8 g/L.h e o rendimeneo@71 g/g.
Neste estudo obteve-se, portanto, maior producdcidie latico em relacdo a
produtividade e rendimento.

A partir dos dados experimentais apresentadosabald 4, foram feitas
as analises de regressdo mudltipla para as varigweducdo de acido latico
(g/L), rendimento (%), consumo de acglcar (%) erfdi® crescimento. Foram

considerados significativos os pardmetros com (50,
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Na Tabela 5 mostram-se os coeficientes de regregssa a producgédo de
acido latico e consumo de aglcar e em negrito esEoparametros

significativos.

Tabela 5 Coeficientes de regressdo para producad(Heacido latico e
consumo de acucar pbrrhamnosu®ATCC 9595

Acido latico (g/L) Consumo de acucar (%)

Fonte de variagdo Regressédo p-valor Regresséo p-o=l
Média/ Interagac 113,960 0,000 66,356 0,000
Xa(L) 0,774 0,838 -5,292 0,067
X1(Q) -4,390 0,312 4,581 0,133

X,(L) 12,047 0,013 4,906 0,085
X5(Q) 1,131 0,787 0,719 0,797
X3(L) 29,333 0,000 16,775 0,002
X3(Q) -2,491 0,555 2,573 0,372
X1 X5 9,989 0,074 0,740 0,823
X1 X3 -1,141 0,818 1,124 0,735
X5 X3 10,942 0,055 -0,902 0,786

R® 0,92 0,89

Xy:farinha de batata; Xagua de maceracao de milhg;GaCaQ.

Também é adotada a reparametrizacao nos dadosepatder uma boa
“normalidade” da funcéo, por meio de uma boa péecitos resultadog§]. Na
Tabela 6 mostram-se os coeficientes do modelo aapsrizado, apenas 0s

termos significativos, para producéo de acidodéiconsumo de acgucar.
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Tabela 6 Coeficientes de regresséo, reparametdzgdoa producdo de L(+)-
acido latico e consumo de aglcar porhamnosu\ATCC 9595

Acido latico Consumo de agucar (%)
Fonte de variagado Regressédo p-valor Regressao p-oal
Média/ Interacao 109,345 0,000 72,676 0,000
Xy(L) 12,047 0,012 - -
X3(L) 29,333 0,000 16,775 0,000
R® 0,80 0,71

X,:agua de maceracao de milhg;GaCQ

De acordo com os resultados apresentados nasasdbel 6, os termos
lineares da concentracdo de AMM e de Ca@@resentaram efeito significativo
positivo sobre a producdo de AL (p<0,05). Paramsomo de acguUcar, o termo
linear da concentracdo do Cagxpresentou efeito significativo positivo a 95%
de confianca. Isso significa que um aumento de Ga@dporciona um aumento
da resposta de producéo de acido latico e consenagutar dentro dos limites
estabelecidos neste estudo, e um aumento da caagd@nide AMM indica que
havera um aumento da producédo de AL. A andliseadéncia (ANOVA) para
0s modelos de regressao reparametrizados da pomdiecdL e consumo de

acucar é apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7 Andlise de variancia para producéo L(¢)dclatico e consumo de
acucar pot. rhamnosufATCC 9595

Acido latico
Fv SQ gl— QM Fcalc F tab (5%) p—valor
Regressao 13720,63 2 6860,31 28,40 3,74 0,00
Erro 3381,31 14
Total 17101,93 16
R’= 0,80
Consumo de agucar (%)
Fv SQ gl— QM Fcalc F tab (5%) p-valor
Regresséo 3840,08 1 3840,07 36,65 4,54 0,00
Erro 1571,44 15 104,76
Total 5411,52 16
R?=0,71

FVFonte de variacad® Soma dos quadraddbGraus de liberdad@ Quadrado médio

Observa-se, na Tabela 7, que os modelos de regreasd os dados de
producdo de AL e consumo de agucar sao signifizagelo Teste F, sendgyF
>Fqppara ambos os modelos, além de apresentar o phaib@. O bom ajuste
do modelo foi também verificado pelo coeficientedeéerminacéo (B, sendo o
valor acima de 0,70 considerado satisfatério pardircnar a significancia do
modelo R§].

O modelo de regresséo codificado obtido para augéml de AL esta
expresso na equacao 10 e a equacdo 11 mostra donaedesgressao obtido

pelo consumo de aclcar (CA (%)).

AL= 109,34 + 12,047 x+ 29,333 x (10)

CA (%) = 72,67 + 16,775 (11)

Na Figura 2 apresentam-se a superficie de resp@stairva de contorno

para a producdo de AL pelo microrganisimohamnosusATCC 9595.
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Analisando-se a Figura 2, ndo foi possivel confirmma valor 6timo
para a producdo de L(+)-acido latico. Entretantmjepse definir uma regido
com valores bastante altos de producdo de L(+pdaiito, que corresponde a
meios de fermentagdo com concentracdes superios gL para CaCe¢)
superiores a 47,5 g/L para AMM e superiores a 1B@g farinha de batata.

As bactérias do acido latico sdo microrganismostanekigentes que
requerem multiplos aminoacidos e vitaminas par&w gescimentodp, 21.
Neste estudo, obteve-se uma producao eficientg-gedkcido latico, a partir da
adicdo da AMM como fonte de suplementacdo do meifednentacéo feito de
farinha de batata hidrolisada.

Oh et al. Q] utilizaram cevada, trigo e milho hidrolisados gomzimas
amiloliticas comerciais para a producdo de AL [ortterococcus faecalis
RKY1.A produtividade de AL, utilizando cevada gtrisem adi¢cdo de nenhum
nutriente adicional, foi de 0,8 g/L.h e a biomaseaa obtida foi de 2,3 g/L.
Quando comparada esta produtividade ao meio comd@dile nutrientes
contendo 200 g/L de hidrolisado de farinha de tiigegral, 15 g/L de agua de
maceracao de milho e 1,5 g/L de extrato de leve@upaodutividade do AL e a
biomassa seca foram de 5,36 g/L.h e 14,08 g/Leotispmente. Este resultado
representou uma melhoria de 106% na produtividanleAd e 138% nha
biomassa seca, em comparag¢do com a fermentacédrdishdo de farinha de
trigo integral apenas.

Yu et al. R1] utilizaram agua de maceracao de milho em sulggiibuao
extrato de levedura, glicose, melaco, Tween 80 &Mmpara a producdo de
acido latico porLactobacillus rhamnosusCGMCC 1466. A concentracao
maxima de AL foi de 113,05 g/L, utilizando 118,2Q de glicose, 37,27 mL/L
de melaco, 42,54 g/L de 4gua de maceracédo de risd mL/L de Tween 80 e

0,30 g/L de MnSQ Os autores também compararam 0 meio otimizado com



116

agua de maceracédo de milho com outro meio compastextrato de levedura
como fonte de nitrogénio, obtendo um increment8@é% na produc¢do de AL.

Liu et al. p1] estudaram os efeitos de cinco fontes alternatilas
nitrogénio: broto de malte, agua de maceracédo dleomNH,CI, NH,NO; e
citrato de diamina sobre a producdo de L(+)-acdticd por Lactobacillus
plantarumAs1.3. O broto de malte e a AMM mostraram efesigsificativos na
producdo de &cido latico e os seus valores étimaneio foram de 16,0 g/L e
12,0 g/L, respectivamente, com produtividade dé® 32 .h e rendimento de
0,98 (g/g). Os resultados obtidos pelos autoreisand que a producdo de AL
pode ser aprimorada com fontes alternativas degéihio de baixo custo.

Dessa forma, a AMM pode ser utilizada em subsfimigo extrato de
levedura, uma vez que o alto custo do extrato dedlga tem um impacto
negativo para utilizacdo em processos industrifls fabe-se que a AMM tem,
em sua composi¢do, proteinas, aminoacidos, vitandoacomplexo B e outros
nutrientes $2] e tem sido amplamente estudada para suplementagéo
processos fermentativosd.

Na Figura 3 mostra-se o grafico de regressdo ematurnla variavel
CaCQe o consumo de acUcar experimental e o consumegidargpredito.
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Figura 3 Consumo de agucar (%) pelo microrganidmehamnosusATCC
9595, em funcado da concentracdo de CaACO

Wee et al. $5] avaliaram a produtividade, o rendimento, o corsua®
aclcar e a producdo de L(+)-acido latico pmterococcus faecaliRKY1,
utilizando 200 g/L de melaco (equivalente a 102 dglglicose), sob diferentes
pH (5 a 9). Os autores observaram que a maior paad(96,1 g/L) e o maior
rendimento obtido de AL (96,3 %) foram em pH 6. plesente trabalho, as
fermentacdes iniciaram em valores de pH entre peeas melhores producdes
de AL foram obtidas utilizando-se as maiores cotteedies de CaCQ
definidas pelo delineamento experimental, que &@#48 e 55 g/L e o pH final
variou de 4,20 a 4,85. Na Figura 4 observa-se aidhento do pH, dentre os
tratamentos, durante 72 horas de processo ferriventat
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Figura 4 Evolucdo do pH, dentre os tratamentos, agroducao de &cido latico
porL. rhamnosuATCC 9595, durante 72 horas

Nakano, Ugwu e TokiwabB] estudaram os efeitos de Ca(@QHYH,OH
e NaOH como agentes neutralizantes para a proddedacido latico, por
Lactobacillus delbrueckiia partir de arroz quebrado em processo simultéaeo
sacarificacdo e fermentacédo (SSF). Segundo oseaumolaridade do lactato
no meio de fermentacdo é menor quando se adiciaf@H}), sendo que, a
partir de 2 moles de acido latico, formado a pairl mol de glicose, forma-se
1 mol de lactato de calcio, sendo composto por idois lactatos e um cation de
célcio. Isso resulta em alta eficiéncia na neutaghio na producédo acido latico
[58. O mesmo ocorre quando se utiliza CaC@ meio de fermentacdo para
controle de pH.

Mussatto et al.§4] avaliaram o controle de pH, com adicdo de NaOH
5M, e a suplementacdo do meio MRS com hidrolisadcavada. O meio com
controle de pH atingiu producéo de 35,54 g/L delctatico com 0,99 g/g de

glicose consumida, enquanto sem o controle de prbducdo de AL foi de
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13,02 g/L. Os autores observaram que o tratameanto s controle de pH, o
metabolismo do microrganismbactobacillus delbrueckiilUFV H2B20 foi
afetado, resultando em menor crescimento celuleantiel a fermentacédo e o
consumo de glicose para a producdo de AL cessoniglgle 12 horas de
processo fermentativo.

Na Tabela 8 mostram-se os coeficientes de regrgssa o rendimento
em acido latico e fator de crescimentoLdehamnosudATCC 9595. Em negrito
sdo demostrados os parametros significateosia Tabela 9, mostram-se os

coeficientes dos modelos reparametrizados.

Tabela 8 Coeficientes de regressdo para rendinentacido latico e fator de
crescimento dé. rhamnosufATCC 9595

Rendimento Fator de crescimento

Fonte de variacdo Regressao p-valor Regressdo p-oal

Média/ Interacéo 98,779 0,000 90,112 0,132
X1(L) -9,893 0,014 -8,475 0,743
X1 (Q) -5,822 0,128 -3,803 0,893
X, (L) 1,949 0,544 -28,907 0,282
X, (Q) -1,500 0,670 -8,406 0,767
Xs(L) 2,949 0,367 25,131 0,345
X3 (Q) -4,281 0,245 91,151 0,012
X1 X5 3,250 0,443 -0,125 0,997
X1 X3 -2,100 0,616 17,625 0,603
X5 X3 7,625 0,098 -11,125 0,741

R? 0,74 0,70

Xq:farinha de batata; Xagua de maceracdo de milhg;GaCQ
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Tabela 9 Coeficientes de regresséao, reparametszpdoa rendimento em acido
latico e fator de crescimento HerhamnosudATCC 9595

Rendimento Fator de crescimento
Fonte de variagdo Regressao p-valor Regressdo p-orl
Média/ Interacao 89,464 0,000 78,080 0,006
X4(L) -9,893 0,007 - -
X3(Q) - 93,928 0,000
R® 0,39 0,55

Xi:farinha de batata; 2CaCQ

De acordo com os resultados estatisticos apreenteas Tabelas 8 e 9,
apenas o termo linear da concentracdo da farinfmtd¢a foi estatisticamente
significativo sobre o rendimento de AL (p<0,05).sihal do coeficiente foi
negativo, ou seja, a diminuicdo da concentrac&eBdproporciona um aumento
do rendimento de &cido latico.

E conhecido na literatura que ha diminuicio da eoimacio de &acido
latico devido a inibicdo do microrganismo pela atacentracdo de substrato
[1]. Em estudos de cinética de producdo de AL, &zatfio de até 200 g/L de
glicose ndo inibe a producédo de AL jhaictobacillus[49,59.

O Unico coeficiente significativo (p>0,05) paravaxiavel dependente
fator de crescimento db. rhamnosusATCC 9595 foi o termo quadratico da
concentracdo de CaG@/L). O sinal do coeficiente foi positivo, indiaim que
o crescimento dd.actobacillusfoi maior em concentragdes mais elevadas de
CaCQ.

A ANOVA para os modelos de regressdo reparamdbizade

rendimento em AL e fator de crescimento é apredanmia Tabela 10.
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Tabela 10 Andlise de variancia rendimento de atitioo em &acido latico e
fator de crescimento de rhamnosufATCC 9595
Rendimento em &cido latico

FVv SQ gl— QM Fcalc F tab (5%) p—valor
Regressdo  1335,51 1 1335,51 9,43 4,54 0,00
Erro 2123,16 15 141,54
Total 3458,67 16
R?= 0,39
Fator de crescimento dd.. rhamnosus ATCC 9595
Fv SQ gl— QM Fcalc F tab (5%) p-valor
Regressao 114517,58 1 114517,57 20,39 4,54 0,00
Erro 84214,7 15 5614,3
Total 198732,2 16
R?= 0,55

FVFonte de variaca®? Soma dos quadraddéGraus de liberdad®" Quadrado médio

Por meio da anélise da ANOVA (Tabela 10), obsee/aiue, apesar de
0s modelos de regressdo terem sido significativare mmbas as respostas,
rendimento em AL e fator de crescimento ldorhamnosusATCC 9595, no
entanto, por meio do teste R{BF.y), ndo apresentaram um bom ajuste, o0 que
pode ser verificado pelo coeficiente de determing§#), ndo sendo possivel

gerar graficos de superficie de resposta para eagaseis dependentes.

Validacdo do modelo

A estimativa das condi¢cdes oOtimas para a validag# modelos de
producdo de &cido latico e consumo de aclcar falizeela com base nos
modelos estatisticos propostos e com o auxilio étmica de otimizacéo
simultanea denominada “funcédo desejabilidade”, moné Figura 5.

De acordo com a Figura 5, as concentracdes otiaszdds variaveis
estudadas foram acima de 120 g/L para farinha taabacima de 55 g/L para
agua de maceracdo de milho e acima de 45 g/L paeCQ.
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Figura 5 Perfis dos valores preditos e desejabiidpara as respostas de
producdo de L(+)- &cido latico e consumo de acupato
microrganismd.. rhamnosuATCC 9595

Para a validacdo do modelo, na Tabela 11 apresesg#ans valores
reais, em g/L, da concentracéo de farinha de béE&p dgua de maceracgéo de
milho (AMM) e CaCQ e os valores codificados, entre parénteses, da/ee

estudadas, na faixa maxima de producao de AL euoomsle aclcar, bem como
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as respostas obtidas de concentracdo de acido lticonsumo de agucar

experimental, concentracdo de &cido latico e aqredlito e erro relativo.

Tabela 11 Validacdo do modelo para producédo de-&gio latico e consumo
de acUcar pelo microrganisrhorhamnosus\TCC 9595

Acido latico
Ensaio FB AMM CaCO; AL experimental AL predito Erro
(g/L) (g/L) relativo
(%)
1 210 65 55 179,242,8 178,8 0,6

(0,75) (1,68) (1,68)
Consumo de agUcar

Ensaio FB AMM CaCOs; Consumo Consumo Erro
experimental predito (%) relativo

(%) (%)
1 210 65 55 97,2+0,7 100 -3,7

(0,75) (1,68) (1,68)

Pode-se observar, na Tabela 11, que os errosyodatanto para o acido
latico quanto para o consumo de aclcar, foram bailgso indica que os
resultados obtidos no ensaio de validacdo foransfatdrios em relagdo as
variaveis respostas, estando os modelos para Etido e consumo de acucar,

portanto, validados.

Identificacéo do isbmero produzido

A determinacdo do isbmero L(+), realizada pelo &izimético,
confirmou a presencga do isdbmero nas amostras. Emossanteriores, Lu et al.
[60] e Wang et al. §1] afirmaram que d.actobacillus rhamnosué capaz de

produzir o isbmero L (+)-acido latico em grau degza elevado.
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A capacidade de produzir o L(+)-acido latico oguiente puro, a partir
de subprodutos agricolas, é importante para aagglic industrial §2]. A
destinacdo do AL no setor industrial varia de asordm o grau de pureza
Optica. O acido latico com pureza entre 20% e 5@érdminado grau técnico,
acima de 80% é chamado de grau alimentar e acim®08& de grau

farmacéutico e plastic@&J).

Cinética da fermentacdo em biorreator

A producéo de acido latico pbactobacillus rhamnosuaTCC 9595 foi
realizada em biorreator utilizando-se a mesma cdraighio utilizada na etapa da
validacdo do modelo, 210 g/L de FB (correspondarit®3 g/L de glicose), 65
g/L de AMM, 55 g/L de CaC¢) e 1% do indculo. Durante o processo
fermentativo (72 horas), foram feitas as amostrageam as quais se podem
observar a cinética do consumo de substrato ensafid@o do AL (Figura 6), a
evolugdo do pH (Figura 7) e a viabilidade celulal.drhamnosusATCC 9595
(Figura 8).
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Figura 6 Cinética do consumo de substrato e praddeil (+)- acido latico
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Figura 7 Evolucdo do pH durante a fermentacdo emdaitor para producao de
L (+)-acido latico utilizandd.. rhamnosu®\TCC 9595
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Figura 8Cinética do crescimento (L. rhamnosusATCC 9595 para producé
de L (+)-acido latico em biorreator

Podese observar, nos graficos apresentague ndao houve consumo
glicose, proveniente da farinha de batata hidrdtis®m até 24 oras, assim
como nédo ocorranr abaixamento expressivo gél e a formacao de acido lati
durante esse periodo. A viabilidade de célulasemanto, aumentou desde
adicdo do in6culo (1,7 x’ a 5,0 x 16 UFC/mL) durante 24 oras,
correspondendofase de adaptacao Lactobacillus rhamnosusTCC 959:.

A parir de 24 loras de fermentacdo, pésle-verificar um decréscin
continuo do cosumo de glicose até 7Zoras, quand 0 substratooi quase
totalmente consumic.. O inverso ocorreu para a formacédo de acido |, que
aumentou continuamente apos :oras de fermentacdo, sendo gae final de
72 horas, foramproduzids 180,45 g/L de AL.

A evolucdo do pl, conforme Figura 7apresentou um decréscimc
partir de 24 horasle cultivo, concomitante com a producdo de &cido €
Durante o periodo entre 24 8 horasde fermentacdo, a produgdo AL

aumentou de 11 g/L para 1,36g/L e o pH variou de 6,2 a 5,2. De acordo ¢
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Buyukkileci e Harsad4], LeBlanc et al., 5 e Yuwono e Kokugandlg], para a
maioria dosLactobacilluso pH entre 5 e 6 é ideal para o crescimento e a
producao de acido latico.

O pH, ao final da fermentacgéo, foi de 4,4, coorabhdo Panesar et al.
[67] que afirmam que valores baixos de pH levam aigaid da producdo de
acido latico e a fermentacdo cessa em pH com wahlaixo de 4,5. A adicdo de
CaCQ, por meio da neutralizacdo do AL formado, permdiconducdo da
fermentacdo por um tempo mais longo, sob as coesligé pH 6timo para a
producao de L (+)-4cido latico pdlactobacillus rhamnosuATCC 9595.

Durante as primeiras 24 horas, houve adapta¢doedono ao meio de
cultivo e, apés 24 horas de fermentacéo, obsernwiseo crescimento do.
rhamnosusfoi expressivo, aumentando de 5%¥01,9 x 16 UFC/mL até 48
horas de processo fermentativo. Apés esse perfodobservado um pequeno
decréscimo na viabilidade dd. rhamnosus ATCC 9595, apresentando
contagem final de 1,1 x 1QFC/mL em 72 horas, provavelmente devido ao
acumulo de &cido latico e a diminuicdo do pH reduzuracdo da fase
estacionaria. As curvas de crescimento das célafassentam uma fase
estacionaria curta e, em seguida, entram na faswde B8].

No presente trabalho, foi produzido no biorredt®d,45 g/L de acido
latico, obtendo rendimento de 96,7% e produtividdel@,506 g/L.h, semelhante
ao resultado encontrado em escala reduzida consmaneomposicdo de meio
de fermentacéo, realizada em erlenmeyers, a coacéotde AL de 179,2 g/L
em 72 horas de processo fermentativo. Coelho ¢6gl.obtiveram resultados
diferentes com a variagdo de escala, ao realizardermentacdo otimizada
constituida de melago (193,50 g/L), agua de maderde milho (37,50 mL/L),
K.HPO, (2,65 g/L) e Tween 80 (0,83 mL/L), em biorreatdilizando o
microrganismo Lactobacillus plantarum LMISM6. Ap6s 48 horas de

fermentacao, obtiveram uma producédo de AL de 8§/99%nquanto a producao
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em escala reduzida (frascos agitados em shaken) acmesma composicdo do

meio de fermentacéo, o AL obtido foi de 94,8 g/L.

Concluséo

As fontes de carbono e nitrogénio obtidas de suhypos agroindustriais
se mostraram adequadas para a produgdo de AL, ulim o custo de
producao e contribuindo com processos mais sustsi&eguindo 0s preceitos
da quimica verde.

A farinha de batata pode ser adicionada em qualaidde até 220 g/L,
0 que ndo alterara a produtividade do AL. A aguandeeracdo de milho se
mostrou excelente substituto do extrato de leveduraimizando o custo de
producdo e o carbonato de calcio contribuiu paranaior rendimento e
produtividade do processo.

A aplicacdo da metodologia de superficie de reapsstmostrou uma
ferramenta Util para se obter alto rendimento edygao de AL por
Lactobacillus rhamnosusATCC 9595, utilizando excedentes da producéo
agroindustrial.
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CONCLUSAO

Neste trabalho, determinaram-se as varidaveis quecepam maior
influéncia no desempenho do processo fermentatwa p producdo de L(+)-
acido laticoLactobacillus rhamnosu&TCC 9595, por meio da aplicacdo da
metodologia de planejamento experimental sequeré@l meio da utilizagédo
do delineamento Plackett-Burman, o carbonato dgocfdi selecionado para a
etapa de otimizagao.

No delineamento composto central rotacional (DCOREeve-se uma
producdo eficiente de acido latico (183,8 g/L),aatip da adicdo da agua de
maceracao de milho como fonte de nutrientes do uheifermentacéo feito de
farinha de batata hidrolisada, juntamente com a&adido CaCg que
contribuiu para o maior rendimento e produtividddeprocesso, pois, por meio
da neutralizacdo do AL formado durante o processméntativo, permitiu a
conducdo da fermentacdo sob boas condi¢cbes de pil Lpatobacillus
rhamnosus

Foram gerados modelos empiricos para producdo de #itico e
consumo de agucar redutor, sendo ambos validadiser@u-se também que,
na fermentacdo em biorreator, os resultados foramekantes em comparacdo
com os obtidos em escala reduzida e comprovolpsedaicdo do isémero L(+)-

acido latico potactobacillus rhamnosusTCC 9595.
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APENDICE A

Na Figura 9 apresenta-se a curva de crescimeritactobacillus
rhamnosus

Log UFCimL

5,0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (h)

Figura 9 Curva de crescimento dactobacillus rhamnosuaTCC 9595

A partir dos dados obtidos pela curva de crescimeatlizada por
Alves (2014), foi construido o grafico que mostracarrelacdo entre a
absorbancia e a contagem de células viaveid..dchamnosusATCC 9595
(Figura 10).
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Figura 10 Correlacdo entre absorbancia e a viabiidcelular na curva de
crescimento dé. rhamnosuf\TCC 9595
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APENDICE B

Na Figura 11 mostra-se a curva padrao de glictiseada na analise de

acucar redutor (AR).

R y=2,1863x+ 0,0676 *
R*=0,9886
:'.5 m
=l
=
B 08
8
@)
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0,2
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Figura 11 Curva padrao de glicose para determindeaacar redutor (AR)
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APENDICE C

Na Figura 12 mostra-se a curva de calibracdo di#pdético para as

analises de HPLC para o delineamento Plackett-Burma

1,28+5
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Figura 12 Curva analitica de acido latico paraiaesipor HPLC
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APENDICE D

Na Figura 13 mostra-se a curva de calibracdo d#pdético para as
analises de HPLC para o DCCR.

5 4 y=0,00000131x + 0,00053572
R*=0,99999
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Figura 13 Curva analitica de acido latico paraiaesipor HPLC
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APENDICE E

Na Figura 14 mostra-se o cromatograma das andlesd$PLC para a
guantificacdo do &cido latico obtido produzido.

Det A Chi

w
404 3 Latic Acid

d

T
0.0 258 4.0 758 10.0 12.5 15.0 17.8 200
min

Figura 14 Cromatograma para quantificacdo do akitioo pelas analises de
HPLC



