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RESUMO

O acido latico (AL) é o produto final da homoferrtegdio de bactérias
laticas (BAL) e possui grande importancia comercidlgumas BAL séao
conhecidas por converter diretamente o amido eme&kas sdo chamadas de
BAL amiloliticas. O isbmero L(+) acido latico, oliti somente por processo
fermentativo, é a principal matéria-prima na pr@duge alguns polimeros
biodegradaveis, como polilactato. A batata, ricaamnido e vitaminas, € uma
potencial matéria-prima a ser utilizada em procegsomentativos, uma vez
gue, no Brasil, tem perdas significativas de swalygdo durante as etapas de
colheita e comercializacdo. Assim conduziu-se ps&ajuisa, com o objetivo de
investigar a capacidade de producdo de acido l&tecd espécies de BAL
(Enterococcus durans, E. faecalis, Lactobacillusndaum, L. rhamnosug
Streptococcus mutajpautilizando meios de batata (cultivar agata)ydlidados
ou nao, estudando o efeito do enriguecimento dio mhe fermentacdo com
extrato de levedura (EL), a fim de selecionar aaj@eim maior produtividade.
Na segunda etapa, empregou-se planejamento DCCRatorial completo 22 e
metodologia de superficie de resposta para avaliafluéncia, no meio de
fermentacdo, das concentracfes de polpa de bathta ma produtividade e
rendimento de L(+) acido latico usandorhamnosusAs fermentac6es foram
conduzidas em erlenmeyers a°8796 h, em estufa BOD sem agitacdo e foram
utilizados teste enzimatico e CLAE para determimpalitativamente e
guantitativamente o L(+) acido latico. Nas condigdvaliadas, as espécies
estudadas apresentaram maior potencial de prodergdmeio hidrolisado de
batata com extrato de levedura. O aumento da ctacéon de EL no meio,
propiciou maior producdo de AL. A maior concentragitida foi de 25 g/L de
L(+) acido latico, em meio de fermentacdo com 3&¥m) de polpa de batata
hidrolisada e 8% (m/v) de EL utilizandlo rhamnosus

Palavras-chave: Extrato de levedurathamnosusAcidos organicos. DCCR.



ABSTRACT

Lactic acid (LA) is the final product of lactic idcbacteria (LAB)
homofermentation and presents great commercial riapoe. A few LAB are
known for directly converting starch into LA, theaee called amylolytic LAB.
The L(+) lactic acid isomer, obtained only by fermerdatiis the main raw
material in the production of a few biodegradabidymers such as polylactide.
The potato, rich in starch and vitamins, is a pidérieedstock to be used in
fermentation processes, since, in Brazil, its potidn during the stages of
harvesting and marketing presents significant [dssLs, this research aimed at
investigating lactic acid production capacity fréni,AB species Enterococcus
durans, E. faecalis, Lactobacillus plantarum, Lannosusand Streptococcus
mutan$, using potato mediums (agata cultivar), hydrotiype not, studying the
effect of enriching the fermentation medium withageextract (YE) in order to
select the one with highest productivity. In thems®l stage we used the RCCD
22 full factorial design and surface response nulomy to assess the influence,
in the fermentation medium, of potato pulp and Ydhaentrations over(+)
lactic acid productivity and yield usirlg rhamnosusThe fermentations were
conducted in erlenmeyer flasks at €7 /96 h in BOD oven without agitation,
and enzyme and HPLC tests were used to qualitatimed quantitatively
determine theL(+) lactic acid. Under the evaluation conditionke tstudied
species showed greater production potential intpdtgdrolyzed medium with
yeast extract. The increased concentration of YEhénmedium caused higher
LA production. The highest concentration Lgf+) lactic acid achieved was of
25¢g/L in the fermentation medium with 35 % (m/mphylyzed potato pulp and
8 % (w/v) YE usingd.. rhamnosus

Keywords: Yeast extract.. rhamnosusOrganic acids. RCCD.
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CAPITULO 1 Introduc&o Geral

1 INTRODUCAO

O acido latico (AL) ou acido 2-hidroxipropanéicaié acido organico
produzido naturalmente pelo metabolismo animaleefpde também ser obtido
por fermentacdo ou sintese quimica. Apresenta-dermea de dois isbmeros
Opticos, oD e oL- acido latico, além de poder estar em uma mistaréamica
(DL - &cido latico). A sintese quimica tem comotagem a producdo de um
acido termicamente estavel, com menores custos wdicacdo e sem
guantidades residuais de carboidratos, fato esteitoao acido produzido por
fermentacdo. Esse processo, porém, pode envoleersos ndo renovaveis da
industria petroguimica e métodos mais caros, apodsuir elevados custos de
matéria-prima e fornecer somente a mistura racéducal. Ja com a obtengéo
por fermentacdo microbiana, de acordo com o miarusgno selecionado é
possivel produzir um dos estereoisdmeros, ou sajacido opticamente puro.
A fermentag¢&o microbiana apresenta ainda a vantagepoder empregar nesse
processo matéria-prima de baixo custo, subprodatosesiduos industriais,
fator este que vem corroborar com a crescente ypagéo da sociedade com a
preservacao ambiental.

O &cido latico possui versatil e vasta gama deaglies e conta com o
surgimento de novos campos de emprego, entre eiscd-se sua utilizacdo na
indUstria de bioplasticos, onde este é a prinagimiria-prima para a producao
de biopolimeros e polilactatos biocompativeis, camécido polilatico (PLA),
um substituto biodegradavel do termoplastico cociesral. A isomeria e pureza
do &cido latico sdo determinantes para as progtgedalo polimero a ser
produzido, podendo afetar diretamente no tempcedeadacao. O Brasil possuli

vantagens competitivas em relacdo a producdo dmsolbneros, devido a
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capacidade de cultivo de matérias-primas utilizadas producdo desses
plasticos. Atualmente, o mercado nacional de biopaios é composto em sua
maioria de PLA e poli-3-hidroxibutirato (PHB) e,emar da importancia do uso
de plasticos biodegradaveis, estes sdo pouco difomao mercado, pelo alto
custo da sua principal matéria-prima e, consequentte, seu preco comercial.

Inmeras pesquisas tém investigado nos Ultimos damses que
reduzam os custos de producado do acido laticoglasionando variaveis como
microrganismos, substratos fermentativos e aspaaib$entais, com o aumento
das concentragdes, dos rendimentos e produtividietese 4cido.

As bactérias do acido latico (BAL), frequentememtenominadas
bactérias laticas, constituem um grupo de bact&iasn-positivas que obtém
energia por meio da fermentacdo de aglcares egogdwas vias principais de
fermentacdo, sendo o &cido latico o produto dahgmofermentativa. Nos
ultimos anos, diversos pesquisadores vém relatandmisténcia de algumas
espécies de BAL, capazes de converter amido diegtimem acido latico,
dividindo as bactérias laticas em dois grupos: @ftidas e ndo-amiloliticas. As
amiloliticas produzem enzimas que hidrolisam angidoacucar fermentescivel
e as nao-amiloliticas necessitam de um tratame#tagpde hidrolise.

Visando a obtencdo de um maior rendimento na pémulp acido
latico, varios estudos tém sugerido a suplementdgdmeio de cultivo com
fontes de nitrogénio que possam atender as neadssichutricionais dessas
bactérias e, consequentemente, aumentar a prodagdb. Dentre as fontes de
nitrogénio atualmente utilizadas, esta o extrattededura.

A batata é conhecida nutricionalmente por apresaittateor de amido,
proteina, vitaminas e sais minerais. Consideradmaata fonte alimentar da
humanidade, seu comércio constitui-se em um agéoiegde grande
importancia em todos os continentes. No Brasil,staito de Minas Gerais é

considerado o maior produtor de batatas do pais,regido sul mineira a
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segunda maior produtora do Estado. Apesar da idmeig econdmica, a
bataticultura nacional agrega varias deficiénoimére elas estdo os problemas
agroecondmicos e agrotecnolégicos que afetam aacadedutiva da batata
devido as exigéncias quanto a aparéncia extertabdoculo, fazendo com que
grande parte da producdo nacional seja descartaaddrequéncia. Nos Gltimos
anos, mundialmente tém-se despendido grandes esfpata o aproveitamento
dos excedentes das producdes agricolas, dos spusdgtws e residuos de
processos, a fim de agregar valores as cadeiastpuasl e reduzir 0os possiveis
impactos ambientais.

Baseado no contexto apresentado neste trabalretjvobjse avaliar a
capacidade amilolitica de 5 espécies de BAL, bemoca selecdo da espécie
com melhor produtividade e caracteristicas pardyg@®o de_(+) acido latico.
Visou-se, ainda, ao estudo da influéncia da addgi@xtrato de levedura na
producgdo de AL e otimizar o meio de fermentag@oamdo as concentracdes de
substrato e fonte de nitrogénio, empregando metginlde superficie de
resposta.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Acido Léatico

O éacido latico (AL) ou acido 2-hidroxipropandicoi fisolado pela
primeira vez em 1780, pelo quimico sueco Carl With&cheele, em amostras
de leite coalhado, fato que deu origem ao nomealaaula (DATTA; HENRY,
2006; LIMA et al., 2001). Em raz&o das impurezasaestra original, houve
consideraveis criticas quanto a existéncia do Aloieapenas em 1810 que
confirmaram sua presenca em tecidos organicos.&38, hmostras puras desse
acido foram preparadas e sua férmula quimica figéicedeterminada, e somente
em 1869 que houve a constatacdo da existénciaries v&Omeros 6pticos do
AL (ROBERGS; GHIASVAND; PARKER, 2004).

A determinagéo de isomeria do AL é feita de acaao sua capacidade
de rotacdo Optica na luz (Figura 1), se a rotacgmam®@ a direita, este é
denominado Dextrorrotatério (D); se para a esquefdaevorrotatério (L). Se
houver uma mistura de ambag+) e D(-) acido latico, este é denominado
mistura racémicaDL - acido latico), uma mistura equimolar das duamé&s
enantioméricas (CARR; CHILL; MAIDA, 2002; LIMA etl., 2001).

HOOC HOOC

H CH, HO  “cH,
D (-) acido Latico L (+) acido Latico

Figura 1 Projecdo de Fischer
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Embora seja classificado como GRAS (Geralmente ftemndo como
Seguro) para utilizacdo como aditivo alimentar pelA (Food and Drug
Administration) dos Estados Unidos, o acido latieoformaD(-) acido latico,
pode apresentar efeitos prejudiciais ao ser hum@DATTA; TSAI;
BONSIGNORE, 1995), uma vez que este ndo é faciknergtabolizado e seu
consumo excessivo pode causar distarbios médidbls 2003), como acidose e
descalcificacdo (DATTA; TSAI; BONSIGNORE, 1995).

2.1.1 Obtencao

O AL é um &cido orgéanico produzido naturalmente paktabolismo
animal, podendo ainda ser obtido por fermentacapooisintese quimica. No
metabolismo animal, ele é produzido pelo muscundo h&a uma diminuicdo
na oferta de oxigénio ou quando este é sujeitof@gesfisico. Durante esse
processo, o glicogénio armazenado nos musculaspérdbilizado em forma de
glicose, dando inicio ao processo denominado giepbnde cada molécula de
glicose é convertida em duas de acido pirdvicarecendicdes normais, o acido
piravico passa para as mitocondrias das célulascutares e reage com o
oxigénio (oxidando totalmente a €© H,0), para formar varias moléculas de
ATP (adenosina trifosfato). Quando o oxigénio éassg, para que ocorra a
etapa oxidativa do metabolismo da glicose, a mpéote do acido pirQvico é
convertida em AL e este é formado mais rapidamgmtgue pode ser eliminado
e sua acumulacdo transiente causa sensacdo decacamsdor muscular
(NELSON; COX, 2002; ROBERGS; GHIASVAND; PARKER, 200
Enquanto os animais e plantas superiores produzemetabolizam apenas o
L(+) acido latico, as BAL, fungos (leveduras e ficortisg e algas sao capazes

de produzir ambos os isdmeros e a mistura rac&inligBA et al., 2001).
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A via sintética ou sintese quimica tem como bashidadlise da
lactonitrila. Nesse processo, 0 acido cianidricadi&ionado ao acetaldeido na
presenca de uma base para produzir a lactongglajo que essa reacéo ocorre
na fase liquida sob alta pressdo atmosférica. fonddla é recuperada e
purificada por destilacdo, sendo hidrolisada acaidico, mediante adicdo de
acido cloridrico ou é&cido sulfdrico; com isso, geoa producdo de sais de
amodnio e AL (Figura 2). A producéo ocorre aposatde de esterificagdo do
acido latico que se une ao metanol e é possivarmatdo de um novo
composto, o metil lactato. Por sua vez, o metial@mcpode sofrer hidrélise e os
compostos iniciais podem ser recuperados, sendo &skeacdo inversa do
processo (NARAYANAN; ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004

CH,CHO + HCN ——— CH,CHOHCN

Acetaldeido Cianeto de Lactonitrila
hidrogénio
CH,CHOHCN + H,0 + %.H,S0, —>CH3CHOHCOOH + %(NH,)SO,
Lactonitrila Acido sulftrico Acido latico Sulfato de amonio

Figura 2 Sintese quimica do acido latico atravésidi®lise da lactonitrila
Fonte: Adaptado de Narayanan; Roychoudhury; Savasf2004).

A sintese quimica fornece somente a mistura ra@énicAL, oDL-
acido latico, enquanto que na fermentacdo, de acoodh 0 microrganismo
selecionado, é possivel a obtencédo de um dos @stareeros, podendo haver a
uma pequena quantidade do outro isébmero (HOFVENDAHHAHN-
HAGERDAL, 2000) conforme a fase de crescimento datdsia, quem
determina tal variacdo € a presenca da coenzimaHN&8pendente especifica
conhecida como lactato desidrogenase (nLDH) eesectiva atividade, onde,
conforme sua presenca, ha a producdo de um dosrns$nou da mistura
racémica (AXELSSON, 2004).
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Existem também outras possiveis vias quimicas paiatese do acido
latico, que incluem base catalisada, degradacdoaddsares, oxidacdo de
propilenoglicol, reacdo de acetaldeido, mondxido abono, agua em
temperaturas elevadas, pressdes, hidrolise do-gtombnico, entre outros.
Porém, nenhuma dessas rotas se mostra economieawviénel (DATTA,
TSAI; BONSIGNORE, 1995).

A vantagem da producéo do acido latico por simjesmica esta no fato
deste ser termicamente estavel, possuir menoresscds purificacdo e néo
conter quantidades residuais de carboidratos, & comum ao acido
produzido por fermentacdo e que pode vir a compwwma qualidade do
produto, sobretudo quando é estocado por granddsdps (TRINDADE,
2002). No entanto, como ja dito anteriormente, a sintética sempre leva a
formacdo de uma mistura racémica e, em geral, dedog sintéticos de
producdo se mostram mais caros que os fermentatilém de possuirem
elevados custos de matéria-prima.

A obtencdo do AL pela fermentacdo microbiana aptasgantagens
significativas sobre a sintese quimica, o que in@i® somente a producdo de
isbmeros opticamente purds;+) ou D(-) acido latico, mas também o fato de
poder empregar nesse processo matérias-primasxaedosto, subprodutos ou
residuos da agroindastria (JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDE2007). De
acordo com Lima et al. (2001), em decorréncia dmdgs quantidades de AL
produzidas pela industria petroquimica, o uso dadatacao na producao desse
composto tendia a entrar em desuso. Porém, a msdsscrescente de
aproveitamento de residuos agroindustriais e, coesgemente, 0 aumento na
oferta de fontes renovaveis para a produc¢éo do &h fazendo com que esse
processo de fermentagdo assuma um papel importangistria (NAVEENA,;
ALTAF; BHADRAYYA, 2004; REDDY et al.,, 2008). Em 2@) 90 % da
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produgdo mundial de AL foi obtida por fermentacaotériana, sendo o restante
por via sintética (VIJAYAKUMAR; ARAVINDAN; VIRUTHAGIRI, 2008).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas foram realizadsando a
investigacdo de fatores que possam reduzir os cast@roducdo desse acido
organico, correlacionando elementos como, substrigomentativos (batata,
mandioca, melaco, soro de leite, residuos da fatfir do queijo e das
industrias de papel - celulose e a hemicelulos&eyonganismos e problemas de
aspectos ambientais, com meétodos que aumentem rBEENt@cOES, O0S
rendimentos e produtividades do acido latico (ABEREAHMAN; TASHIRO;
SONOMOTO, 2013; VISHNU; SEENAYYA; REDDY, 2000).

E importante ressaltar que conforme a matéria-pri@a os
microrganismos empregados no processo, algunsmiatas prévios sao
indispensaveis. A celulose e hemicelulose necessit pré-tratamento fisico,
seguido de hidrélise quimica ou enzimatica, enaqugoe em outras matérias-
primas (batata, amido de milho, a mandioca e adagvapenas um tratamento
moderado para solubilizacédo e hidrélise pode s@regado. O uso de recursos
renovaveis ricos em nutrientes, como os varios-eggfaluos, fornece muitas
possibilidades e uma forma dupla de trabalho pgiegacéo de valor, por meio
de uma tecnologia ecolégica (JOHN; NAMPOOTHIRI; PBEY, 2007;
LOPES, 2008).

Apesar de aproximadamente 70 % do custo de prodic@gido latico
corresponder a matéria-prima (YADAV; CHAUDHARI; KGRRI, 2011),
outros fatores, além dos econdmicos (baixo cudm)em ser levados em conta
durante a selecdo do material a ser empregado goeg®0, COmo 0S baixos
niveis de contaminantes, materiais toxicos gergukle processo, taxa de
subprodutos, disponibilidade da matéria-prima degram ano e 0s custos
agregados a purificagdo do produto quando necessqdOHN;
NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007; WEE; KIM; RYU, 2006).
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2.1.2 Producgéo e mercado

O mercado mundial de AL tem se mostrado, em grpade, imune as
recentes turbuléncias da economia global com taxar@scimento constante na
Ultima década. Analogos ao crescimento do setoéoedis principais
desenvolvimentos tecnoldgicos que tém ajudado arfedpear diversos
processos de producdo (GLOBAL INDUSTRY ANALYSTS IN2012). Em
2012, a producdo mundial se aproximou de 259 mélamlas e a previsdo para
2017 séo de 368 mil toneladas (ABDEL-RAHMAN; TASHOIRSONOMOTO,
2013; MARTINEZ et al., 2013). Com versatil e vagtana de aplicagbes, o0 AL
€ o primeiro acido organico multifuncional biotetogcamente produzido
(REDDY et al., 2008).

Semelhante ao crescimento da produgdo do AL estdrgimento de
novos campos de aplicacdes, entre eles o empregwazutos farmacéuticos,
nas industrias de couro e téxteis e como matéiiaapquimica (JOHN et al.,
2009; REDDY et al, 2008; VIJAYAKUMAR; ARAVINDAN;
VIRUTHAGIRI, 2008). Na industria de cosméticos vgamhando destaque, em
razdo da capacidade de retencdo de agua, torndedoamla sua utilizacdo em
formulacdes hidratantes (GAO; MA; XU, 2011). Comyd indUstria alimentar
€ quem lidera o mercado consumidor desde 1982,0sendL amplamente
utilizado como conservante, acidulante, aromatezantamponante (REDDY et
al., 2008).

Mesmo com as industrias de alimentos liderando rswmo de AL,
recentemente este tem recebido grande atencdo owatéria-prima para a
producdo de plasticos biodegradaveis, fazendo com @ producdo de
biopolimeros e polilactatos biocompativeis, coméciolo polilatico (PLA), seja
atualmente uma das aplicacbes mais promissoras etor $GLOBAL
INDUSTRY ANALYSTS INC., 2012).
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Em razdo da crescente quantidade de residuoscpEstim todo o
mundo, consideraveis esfor¢os da pesquisa e dég@mento tém se dedicado a
buscar um substituto biodegradavel para os terrstipdé convencionais
(REDDY et al., 2008). Esse tipo de polimero tamb&m sendo extensamente
utilizado nas praticas médicas, tais como suturasgicas, proteses e sistemas
de liberacdo controlada de medicamentos (PING.,e2@05; WEE; KIM; RYU,
2006).

2.1.3 Polimeros biodegradaveis

Segundo definicdo da IUPAC, polimeros biodegradaséao polimeros
suscetiveis a degradagcdo pela atividade biol6gieandcrorganismos de
ocorréncia natural como bactérias, fungos e algga, degradacdo acompanha
uma reducdo da sua massa molar. Esses polimeres @i oriundos de fontes
naturais renovaveis como batata, milho, celulosar@-de-acgucar, sendo estes
chamados de biopolimeros, ou ainda serem sinteszpor bactérias a partir de
pequenas moléculas de acidos ou até mesmo seraradder de fonte animal,
como a quitina, quitosana ou proteinas. Outrograstis biodegradaveis podem
ser obtidos de fontes fosseis, petréleo, ou daumigintre biomassa e petrdleo
(BRITO et al., 2011; HORIE et al., 2004).

O AL é a principal matéria-prima na producdo do P{RATTA;
HENRY, 2006; REDDY et al, 2008), um biopolimero stntavel e
biodegradavel (BRITO et al.,, 2011; RASAL; JANORKARIIRT, 2010).
Segundo Lunt (1998), é essencial se ter claro gpereza Optica do AL é
determinante para as propriedades fisicas do pajm@odendo alterar as
propriedades de temperatura de fusédo e grau gridede (RUDNIK, 2007) e
afetar diretamente o tempo de degradacao do pai(f&SAL; JANORKAR,;
HIRT, 2010).
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Atualmente, o setor de embalagens consome ceré® d¢ do PLA
produzido, sendo o restante da producédo distribo@daetor de fibras, téxtil,
agricultura, eletrénicos, aparelhos e aparatos dticos. O PLA também é uma
promessa para aplicagbes em medicina, cirurgia oglupys farmacéuticos
(BRITO et al, 2011; GUPTA; REVAGADE; HILBORN, 2007SHIH;
HUANG; CHEN, 2010).

O mercado de biopolimeros corresponde a menos%edd demanda
dos plésticos totais e apresenta crescimento aapakior a 20 %, 0s custos de
producdo também tendem a diminuir, sendo esperasi@mximos cinco anos
uma reducdo de 25 % para 20 %, enquanto que o®spmags plasticos
petroquimicos devem crescer nesse mesmo periosim.cBmpensacao de preco
pode beneficiar a difusdo do PLA no mercado, Wigte atualmente a diferenca
de custo desses sobre os plasticos convencioraggm chatingir uma marca de
30 a 70 %, impondo um importante desafio a essaoecia (JAMSHIDIAN et
al., 2010).

No Brasil, apesar da pequena conscientizacdo sobuso destes
bioplasticos, o mercado vem gerando de US$ 4 nslled&/S$ 5 milhGes em
receitas nos Ultimos anos, mercado este compostsuammaioria de acido
polilatico (PLA) e poli-3-hidroxibutirato (PHB). @ais ainda possui vantagens
competitivas em relagdo a producdo dos biopolimgrels sua capacidade de
cultivo das matérias-primas (cana de aculcar, batatendioca) utilizadas na
producao desses bioplasticos (LANCELLOTTI, 2010).

Entre as vantagens do PLA sobre os polimeros a loese
hidrocarbonetos esta a diminuicdo da emissdo dg j@@ue este emite menor
guantidade de gas carbdnico, durante sua produg@mm@ostagem, e ainda
colabora com a absor¢do desse gas, durante agdlardas matérias-primas a
serem utilizadas na producéo do PLA (JAMSHIDIANkt2010).
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2.2 Bactérias laticas

As bactérias do acido latico (BAL), frequentememtenominadas
bactérias laticas, constituem um grupo de bact&iam-positivas unidas por
diversas caracteristicas morfologicas, metabébkdésioldgicas.

2.2.1 Caracterizacao

Em geral, as bactérias laticas ndo apresentamidgadi ou formacéo de
esporos, sdo anaerébias ou aerotolerantes, nggepatas, apresentam forma de
cocos ou bacilos, produzem acido latico como pmguincipal da fermentacao
de carboidratos, ndo sintetizam ATP por meio dpir@sdo, catalase negativa,
nao produzem indol e acido sulfidrico; suas cos&o pequenas e a produgéo
de pigmentos é rara, mas se presente, pode seelanoar laranja-escuro, ou
ainda, vermelho-escuro (AXELSSON, 2004; REDDY et2008).

Os limites do grupo das BAL foram sujeitos a cexatrovérsia, mas
historicamente o0s génerosactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcusormam o nicleo do grupo. Revisdes taxondmicasedegéneros
e a descricdo de novos géneros afirmam que as Béeram em sua ampla
defini¢do fisiol6gica, compreender cerca de 20 géneNo entanto, a partir de
um pratico ponto de vista da tecnologia de aliments seguintes géneros séo
considerados  principais: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, OenocqccuBediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e WeigsgEELSSON, 2004).

A classificacdo das BAL em diferentes géneros é,geamde parte,
baseada na morfologia, modo de fermentagdo dasglicorescimento em

diferentes temperaturas, configuracdo do AL prattyzcapacidade de crescer
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em elevadas concentracdes salinas e tolerancia dgidlcalina, como mostra a
Tabela 1 (AXELSSON, 2004).



Tabela 1 Caracteristicas diferenciais das bactddaido latico

Bacilos Coco:
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O S < m SS 806 o & e =2
Formacéo tétrade - - + - - - + R + -

CO; a partir da glicose  -° + - - - + - - .

Cresc. em 10 °C + + + + + + + - +
Cresc. em 45 °C - + - + - - + + - -
Cresc. 6,5 % NaCl ND + + + - + + - + +
Cresc. em 18 % NacCl - - - - - - - - + -
Cresc.em pH 4,4 ND + - + + + + - - +
Cresc. em pH 9,6 - - + + - - - - + -

Configuracéo do AL L D, L, DL L L L D L,DL® L L D, DL®

+, positivo; -, negativo; +, resposta varia de doarom a espécie; ND, nio determinado; AL, Acidticod Cresc. = crescimento.
& Cepas de Weissella podem também apresentar faracilos.

® Teste para homo- ou heterofermentativo a partilidese; negativos e positivos denota homo- erbfsementativo,

respectivamente.

Baixas quantidades de ¢@odem ser produzidas, dependendo do meio.
¢Nenhum crescimento em NaCl 8 % tem sido relatada.
®Producao de acido D, L, ou DL-latico varia entnpéeses.

Fonte: Adaptado de Axelsson (2004).
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Esses organismos heterotréficos costumam apreseardaiplexas
exigéncias nutricionais para o seu desenvolvimeiais, como: aminoacidos,
peptideos, acidos nucléicos e derivados, vitamisasg minerais e acidos
graxos, em razdo da sua habilidade limitada pamtetsar vitaminas do
complexo B e aminoacidos (CARR; CHILL; MAIDA, 200REDDY et al.,
2008).

As BAL obtém energia, por meio da fermentacdo decags e tem
como produtos finais do seu metabolismo o lacttetato, fumarato, succinato,
diéxido de carbono e etanol (HOFVENDAHL; HAHN-HAGBRL, 2000). A
temperatura 6tima de crescimento varia entre 26 éC4(MARTINEZ et al.,
2013), sdo aciddfilas, toleram baixos niveis dgghire 3 e 4), com faixa 6tima
entre 5 e 7 (VIJAYAKUMAR; ARAVINDAN; VIRUTHAGIRI, 2008),
dependendo da espécie. Em pH neutro ou em read¢felinas ha uma
diminuicdo na producdo de acido. Essas bactéride geralmente associadas a
habitats ricos em nutrientes, como alguns alimefiegetais, leite, carnes e
bebidas) e também na microbiota natural, por exempl do homem
(AXELSSON, 2004).

Duas vias principais de fermentacdo de aclUcaresolkServadas nas
bactérias laticas, a homofermentativa (ou ferméatachomolatica) e
heterofermentativa (ou fermentacdo heterolaticajdiddo-as em dois grupos
de acordo com o produto final da via, Figura 3.

Na homofermentacéo, o AL é o principal produto Ifitha metabolismo
da glicose pela via Embden-Meyerhof-Parnas ou halgica (Figura 3A), na
gual o &cido pirtvico é convertido em acido lateda acédo da enzima lactato
desidrogenase, produzindo aproximadamente 85 % lde N&sse tipo de
fermentacdo, as BAL fermentam um mol de glicosedais moles de &cido
latico, gerando um rendimento liquido de dois malesATP por molécula de

glicose metabolizada.
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Glicose
ATP ATP

ADP ADP

Glicose 6-P
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Frutose 1-6 bis P
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NAD+
NADH
—CO,

Xilulose 5-P

Gliceraldeido 3-P — DHAP  Gliceraldeido 3-P  Acetil -P
4 ADP 2 ADP
NADH
2 NAD+ 4 ATP NADDC-Z ATP C
NAD+
2 NADH __.2HO NADH™| —.H 0
2 Piruvato Piruvato Acetaldeido
2 NADH NADH CIADH
£ 2 NAD+ A C« NAD+ B NAD+
2 Lactato Lactato Etanol

Fermentagédo Homolatica Fermentag&o Heterolatica

A - Lactato desidrogenase B - Alcool desidrogenase

Figura 3 Principais vias de fermentacdo da gliomse bactérias laticas: (A)
fermentacao homolatica; (B) fermentacao heteralatic
Fonte: Adaptado de Reddy et al. (2008)

Ja na via 6-fosfogluconato (Figura 3B), quantidaetpgmolares de AL,
diéxido de carbono e etanol ou acetato sdo formadustir da glicose pela via
oxidativa das pentoses (fosfoquinase), sendo ovatoue o acetaldeido,
substancias intermediarias dessa via, formandamokto final do processo
Nessa via, o metabolismo é referido como a ferngéotaheterolatica ou
heterofermentativa. Nesse processo, um mol desgliggra um mol de acido

latico, um mol de etanol, e um mol de £8 apenas um mol de ATP é gerado
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por mol de glicose, resultando em um menor crestimmpor mol de glicose
metabolizada. A proporcdo de etanol e acetato fdontepende do potencial
redox do sistema. Condi¢cbes de crescimento difesermqiodem alterar
significativamente a formacdo do produto final pmlgumas BAL. Essas
alteracdes podem ser atribuidas a um metabolisnrdeato alterado e/ou a
utilizacdo de receptores de elétrons externosctai®m 0 oxigénio em ambas as
respiragcfes (aerdbia e anaerdbia) ou compostosicoga(AXELSSON, 2004,
HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000; REDDY et al., 2008

2.2.2 Importancia econémica

As BAL sdo microrganismos amplamente conhecidose eextrema
importancia comercial por participarem do procegsamde carnes, vegetais e
produtos lacteos, como iogurtes e leites fermestada industria de alimentos,
atuam também na produgdo de compostos aromatieakadores de sabor
(CARR; CHILL; MAIDA, 2002) e conservante de alimeat(MOZZI; RAYA,
VIGNOLO, 2010), podendo ser utilizadas, ainda, madpcdo de dextrano,
nisina e AL para diferentes aplicacées (HOFVENDAMAHN-HAGERDAL,
2000) e como vetores de vacina oral (DETMER; GLEWG] 2006).

N&do obstante sua importancia na inddstria, as fastdo acido latico
constituem-se de agentes prejudiciais as fermeedagftoodlicas, ja que estas
participam de forma ativa na deterioracdo de nagédsiimas desses setores,
como na cana-de-acucar colhida. As BAL reduzenmpdede armazenamento e
introduz indesejaveis produtos do seu metabolisnao pnocesso. Esses
microrganismos provocam a floculacdo e perda domdato, consomem a
sacarose e outros nutrientes do mosto destinadeseatturas, levando a perdas

consideraveis no rendimento da producao de alédsORIM, 2005).
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2.2.3 Bactérias laticas amiloliticas e nao-amiloliticas

As BAL sédo frequentemente utilizadas, visando adptéo de AL, a
partir de fontes de carbono previamente hidrolisaGantudo, nos dltimos anos
inUmeras pesquisas vém relatando a capacidade gienad espécies em
produzir enzimas capazes de hidrolisar o amidopedisando a etapa de
hidrélise do carboidrato, essas sdo chamadas #inds| enquanto que aquelas
espécies isentas de tal capacidade sdo nhomeadamitéliticas.

A descoberta das bactérias amiloliticas se deurtr pie diferentes
alimentos amil4ceos tropicais, com destaque pararalioca e cereais de milho
(JOHANSSON et al., 1995). Devido a capacidade diolisar parcialmente
amidos crus, essas bactérias podem fermentar mifsrdipos de matérias-
primas amilaceas, tais como batata, milho ou maadediferentes substratos
feculentos (ALTAF; NAVEENA, 2005; CHATTERJEE et ,a1.997), utilizando
biomassa e féculas para converter em acido laticouma Unica etapa de
fermentacdo, podendo tornar 0 processo mais econd@OHN et al., 2009;
REDDY et al.,, 2008). No Quadro 1, listam-se algureapécies de bactérias

laticas ja relatadas, de acordo com o relato g@atle amilolitica ou nao.



Quadro 1 Estudos de producéo de acido latico artitlz diferentes espécies de bactérias laticaslémie ou ndo

Microrganismo Producao de acido latico relatada Amilolitica Autor

E. faecalis ﬁ:ﬂ g'l‘._l em100g.L" de glicose em madei Nao Wee et al., (2004)

idrolisada

E. faecium |16,6g/g de sagu Sim Shibata et al., (2007)

0.769/96g de amido soluvel Sim Vishnu; SeenayyadRe(2000)
L. amylophilus | 0.93g/g de farinha de trigo Sim Vishnu; Seenayyadd¥, (2002)
0,78g/g de farinha N&o Altaf; Naveena; Reddy, (32007
L. cellobiosus | 0.5g/g de residuo de batata Sim Chatterjee €1L.8py7)
L. fermentum | 21,3g/L em meio enriquecido de batata Sim Fossieda(2013)
L. 0.45¢g/g de amido soluvel Sim Guyot; Calderon; Motauyot, (2000)
manihotivorans| 19.5g/200g de residuo de alimentos Sim Guyot; Me@aiyot, (2001)
L. paracasei |192g/L em 200g/L de glicose Nao Moon; Wee; Chd1@
L. plantarum 23,86/100g de farinha de batata doce Sim Panda;(RaQ8)
49g/100g de massa seca de batata Sim Giraud €it9894)
125¢g/L a partir de 150g/L de glicose N&ao Kwon et(@000)
L. rhamnosus - - =
1,67 mol de &cido latico/mol de glicose N&o Betrgle (1999)

Lc. lactis ~5.5 g.”* em meios de cultivo comerciais Sim Petrov; Ursiiatrova, (2008)
Leuconostoc | 20.75 g.Iem suco de caju como substrato Nao Honorato; RaBgitm, (2007)
mesenteroides 15 5 g.L” em xarope de caju como substrato Nao Guilhernméo FRodrigues, (2009)
P.acidilactici |1,06g/L/h em residuo lignocelulésico Nao Zhao et(aD13)

S. bovis 14.7g/l em 20g de amido de milho Sim Narita; NakahBukuda, (2004)

AbreviacdesE. Enterococcus; L. Lactobacillus; Lc. LactococcBsRediococcus; S. Streptococcus

GE
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2.3 Fontes de nitrogénio

Visando a obtencdo de um maior rendimento na pémulp acido
latico, inmeros pesquisadores tém suplementadeio de cultivo com fontes
de nitrogénio (ALTAF; NAVEENA; REDDY, 2007; ALTAF,NAVEENA,
2005; HUJANEN; LINKO, 1996; LIMA et al., 2009; MI-¥UNG et al., 2003;
OHKOUCHI; INOUE, 2007; OLIVEIRA et al., 2009) queogsam atender as
necessidades nutricionais das bactérias laticasnsequentemente, aumentar a
producao desse &cido organico.

Dentre as fontes de nitrogénio atualmente utilizgadsata o extrato de
levedura (HUJANEN; LINKO; LEISOLA, 2001; HUJANEN; INKO, 1996;
MI-YOUNG et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009; WEE &l., 2004).

2.4 Batata

A batateira, embora seja cultivada como bianualRegido Sul do
Brasil, € uma solanacea anual, pertencente ao @&uwéanum originaria dos
Andes, préoximo a fronteira do Peru e Bolivia. Al@gmespécies tém sido
utilizadas em programas de melhoramento genéticfimade introduzir no
mercado cultivares resistente a fatores bidticaisiéticos deletérios a cultura. E
popularmente conhecida como batata, batatinha databanglesa - uma
denominacdo errbnea, ja que esta € uma culturanseficana (FILGUEIRA,
2003).

A parte de interesse da planta sdo os tubérculéssua boa aparéncia
gue determina a aceitacdo de uma cultivar por pdoteconsumidor. Os
tubérculos podem apresentar coloragdo variada @lfoufa externa clara ou
rosada, lisa ou aspera; a polpa pode ser ligeit@memarelada ou amarelo

intenso, também pode apresentar coloracdo crentwamea; o formato varia
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entre alongado ou arredondado. Essas caractesisticaeferem as cultivares
comumente plantadas no Brasil, todas elas pertegarsubespéctaberosum
(FILGUEIRA, 2003).

2.4.1 Importancia alimentar e econémica da batata

Segundo a Associagdo Brasileira da Batata (ABBA)bpadata é
considerada a quarta fonte alimentar da humanidaides apenas do arroz, trigo
e milho — cereais que constituem as trés fontegipais de carboidrato. Alguns
autores consideram ser ela a terceira fonte, j&equeuitos paises o milho nao
€ aceito como alimento humano. A bataticultura tituiise em um agronegaocio
de importéncia alimentar em todos 0s continent® seu consumo de maior
ou menor importancia conforme a regido (FILGUEIRZQ03; PEREIRA,
2008).

A batata é primeira cultura oleracea em importaec@ndémica, sendo
aquela de maior area cultivada. Segundo dados e@midmicos do Ipeadata
(2013) esses valores vém oscilando entre 140 eniib®ectares na Ultima
década. Em 2013, a producdo atingiu a marca apasemente 3,5 milhdes de
toneladas, sendo as regides sudeste e sul as sypiotitoras, responsaveis por
83 % da producdo nacional. Nesse contexto, osassiéderes na colheita da
solanidcea s&o: Minas Gerais, Sdo Paulo, ParandoeGRinde do Sul,
respectivamente, juntos somam 80 % da producadldiras Em outubro de
2013, Minas Gerais respondeu por aproximadamente?o3@la producéo
nacional. A regido sul de Minas Gerais possui anaea colhida do Estado e a
segunda maior producdo (INSTITUTO BRASILEIRO DE GHRAFIA E
ESTATISTICA, 2013).

Mesmo com a grande importancia econémica, a baliatia nacional

agrega varias deficiéncias, inclusive no custorddygdo elevado. H4 muito se
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constata o uso excessivo de fertilizantes e defesmsagricolas, bem como a
baixa utilizacdo de batata-semente qualificada, msse quadro vem se
modificando positivamente. Em 2010, o Programa délide de Residuos de
Agrotoxicos de Alimentos (PARA) da Agéncia Naciodel Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) monitorou os residuos de agrotoxicos emcli@uras coletadas em
25 estados do pais e no Distrito Federal. Ao cootda grande maioria das
culturas analisadas, a batata obteve resultadisfagatios em 100 % das
amostras analisadas. Em 2001, primeiro ano de amaniento do programa,
22,2 % das amostras de batata coletadas apresentavagularidades

(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).

O produto obtido das culturas de batateira é dbdgae variavel, muito
embora no Brasil a aparéncia externa seja supgoiata batata comercializada
em outros paises. Isso se deve a exigéncia ddgelogsquanto ao aspecto do
tubérculo diferente do que ocorre em paises cofero, Holanda, Alemanha e
Polénia (FILGUEIRA, 2003; ZAMBOLIM, 2011). Nesse mtexto, 0s
problemas agroecondémicos e agrotecnoldgicos sdavadps pela elite
econbmica nacional, afetando a cadeia produtivabatata, por meio das
exigéncias feitas quanto a aparéncia externa dérdulp. Fazendo com que
grande parte de toda a producdo nacional seja rted@acom frequéncia
(TAVARES, 2009).

Nos ultimos anos, mundialmente tém-se despendidndgs esforcos
para o aproveitamento dos excedentes das produagesolas, dos seus
coprodutos e residuos de processos, a fim de agnegares as cadeias
produtivas e reduzir possiveis impactos ambierdas mesmas. O potencial
biotecnoldgico brasileiro depende ndo s6 da reatho de residuos
agroindustriais, mas também do valor disso paraamsmodities agricolas
(como a batata e outros) produzidas em grandegidades e que tém um valor
baixo no mercado internacional (SOCCOL; VANDENBERE&H003), fato
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este que nos revela que ha muito a ser feito neéssas para desenvolver

processos comerciais com viabilidade técnico-ecaredm

2.4.2 Composicao quimica da batata

A batata é conhecida nutricionalmente por apresedita teor de
carboidratos, onde o amido é a forma predomin&te (80 % da matéria seca).
Esse tubérculo possui em torno de 2 % de prot&iah fcerca de 10 % da
matéria seca) e quantidade importante de vitamjnat&ninas do complexo B,
acido félico e sais minerais (ZAMBOLIM, 2011), Téhe.

Tabela 2 Composi¢ao quimica da batata por 100pplp& sem casca

Centesimal Minerais (mg) Vitaminas (mg)
Umidade (% 82,¢ Magnésic 15 Tiamine 0,1
Energia (Kcal 64 Mangané 0,1 Riboflavine  Traco:
Proteina (¢ 1,6 Fosforc 39 VitaminaC 31,1
Lipideos (g Traco:  Ferrc 0,4 Niacine Traco:
Carboidrato (¢ 14,7 Potassi 30z Piridoxine 0,1t
Fibra alimentar (¢ 1,z Calcic 4
Cinzas (g 0,€ Cobre 0,0¢

Zinca 0,2

Fonte: Adaptado de TACO (2006).

A composicdo quimica da batata, além de ser infiada por fatores
genéticos, pode variar ainda de acordo com as gieslide cultivo, tais como o

sistema de producdo, clima e tipo de solo.
2.4.3  Cultivar Agata
Nas Ultimas décadas, em meio as cultivares deabatégtes no Brasil, a

cultivar agata, de origem holandesa, vem dominandetor de producédo de

batata para mercado fresco. Tal preferéncia seeld& paracteristicas externas
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dos tubérculos, potencial produtivo, facilidadentbnejo e brotacdo (PEREIRA,
2011).

A cultivar agata possui maturacdo precoce e pradatie elevada, os
tubérculos sdo graddos, ovalados, uniformes, cdioupe amarela e lisa, olhos
superficiais e polpa amarelo-clara. Seu baixo tel® matéria seca
(EVANGELISTA et al.,, 2011; FERNANDES; SORATTO; SIlA/ 2010;
FILGUEIRA, 2003; ZAMBOLIM, 2011) limita o uso culério, uma vez que
esta ndo é indicada ao preparo de fritas (PEREXRA]L).
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CAPITULO 2 Capacidade amilolitica e selecéo da espié de bactéria latica
com maior produtividade de &cido latico

RESUMO

O &4cido latico (AL) é um acido organico que pode sbétido
industrialmente por fermentacdo, utilizando printipente bactérias laticas
(BAL). Nos ultimos anos, inimeros pesquisadores réatando a existéncia de
espécies capazes de converter amido diretamenteAlemdispensando o
processo de hidrélise, sendo chamadas de BAL dtigiéd. O cultivo de batata
apresenta importancia econémica no Brasil, senBstado de Minas Gerais o
maior produtor. Entretanto, suas perdas sdo Sigtifias durante a colheita e
comercializacdo. Assim, neste trabalho, foram desta5 espécies de BAL
(Enterococcus durans, E. faecalis, Lactobacillusnfdaum, L. rhamnosug
Streptococcus muta)jsutilizando meios de fermentacdo a base de bakata
cultivar 4gata para avaliar a produc¢do de &cidcold©s meios de fermentacao
continham 33 % (m/v) de polpa de batata e forarmetidos ou ndo a hidrélise
enzimatica coma-amilase e amiloglicosidase. Para avaliar a infti®rdo
enriguecimento do meio fermentativo com uma forgendrogénio, os meios
foram adicionados ou ndo com 5 % (m/v) de extraolebedura (EL). A
fermentacdo foi conduzida em erlenmeyer e armazeead estufa BOD, sem
agitacdo a 37 °C/96 h. Avaliou-se a cinética deephtidez da fermentacéo e o
volume de AL produzido foi quantificado com CLAE.eflire os meios
avaliados a maior produtividade se deu em meiowligddos e enriquecidos
com EL. Considerando os aspectos de produtividedéld conclui-se que a
maior producdo se deu pbr rhamnosug7,95 g/L) eL. plantarum(6,55 g/L)
em meios fermentativos de polpa de batata hidddisaenriquecida com EL,
com produtividade de 0,08 g'lh* e 0,07 g.[*.h™ respectivamente. De acordo
com as caracteristicas fisioldgicas das melhoregluporas, optou-se pela
selecdo dd.. rhamnosusuma vez que essa espécie é relatada com produtora
exclusiva do isbmerd (+) acido latico. As diferentes linhagens de BAL
investigadas mostraram baixo potencial amilolities condi¢cdes em que foram
testadas.

Palavras-chave: Batata. Fermentacdo. Extrato dedugs.L. rhamnosus
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ABSTRACT

Lactic acid (LA) is an organic acid that can beusigially obtained by
fermentation especially using lactic acid bactéridB). In recent years, several
researchers have reported the existence of spempadle of converting starch
directly to LA, eliminating the hydrolysis procesging called amylolytic LAB.
The potato crop has economic importance in Brawth the state of Minas
Gerais being the largest produceétowever, its losses are significant during
harvesting and marketing. Thus, in this work wete@s5 LAB species
(Enterococcus durans, E. faecalis, Lactobacillusn@aum, L. rhamnosuand
Streptococcus mutapsusing fermentation media based on potato, agata
cultivar, to evaluate the production of lactic acithe fermentation media
contained 33 % (w/v) of potato pulp and were sutaditor not to enzymatic
hydrolysis with alpha-amylase and amyloglucosiddgseevaluate the influence
of enriching the fermentative medium with a nitrogeurce, the means were
added or not with 5 % (w/v) yeast extract (YEhe fermentation was conducted
in erlenmeyer flask and stored in BOD oven withagitation, at 37 °C for 96 h.
We evaluated the kinetics of fermentation pH anidigcand volume of LA
produced was quantified by HPLC. Among the evaliatedia, the highest
productivity was obtained in hydrolyzed and enrithwith YE media.
Considering the productivity aspects LA, we coneldidthat the highest
production was obtained thy rhamnosug7.95 g/L) and_. plantarum(6.55g/L)
in hydrolyzed potato pulp enriched with YE, withoductivity of 0.08 gr*.h*
and 0.07 gl*.h*, respectively. According to the physiological dwteristics of
the best producers, we opted for the selectidn diamnosussince this species
is reported as exclusive producer of the) lactic acid isomer. The different
strains of LAB investigated showed low amylolytiotential under the testing
conditions.

Keywords: Potato. Fermentation. Yeast extracthamnosus
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1 INTRODUCAO

As bactérias do acido latico sdo microrganismoslamgnte conhecidos
e de extrema importancia comercial. Esse grupo at#ébas obtém energia
através da fermentacdo de acuUcares e possui 0 kido como principal
produto final da via homofermentativa. Nos Ultimeosos, diversas pesquisas
vém relatando a existéncia de espécies de baclitizas capazes de converter
amido diretamente em acido latico, dispensando acgsso de hidrélise
comumente utilizada, a estas deu-se o nome deriaadtiticas amiloliticas.

O 4cido latico é um acido organico produzido ndhoueate pelo
metabolismo animal e pode também ser obtido pandetacdo ou sintese
guimica. Sua obtencao por via fermentativa aprasesttagens em relacdo a
sintese quimica, j& que o processo de fermentagde gerar um produto
opticamente puro e, ainda, empregar nesse proceskgias-primas de baixo
custo, subprodutos ou residuos industriais, ateltdemssim a crescente
preocupacdo da sociedade com o desenvolvimentstensabilidade do meio
ambiente. A pureza do acido produzido pode inflisgncliretamente no
emprego final do produto.

Durante a fermentacdo microbiana é possivel agmgaubtrair fatores
gue aumentem a producao do Acido latico. Fundanhemi@sse conceito, varios
estudos investigam tais condi¢des, a fim de cavicdar elementos como
microrganismos, substratos fermentativos e proldedeaaspectos ambientais,
com métodos que aumentem as concentracfes, omeids e produtividades
do &cido latico.

Atualmente, a substituicdo eficiente da fonte dba@o empregada e de
alto valor agregado por excedentes e residuosrdidgstria e da industria de
alimentos, tal como o amido, facilmente disponivaispartir da batata,

mandioca, milho e outras biomassas, representaatn@ante alternativa para o
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processo. E importante ressaltar ainda que o Béasibdutor de grande parte
das culturas utilizadas na indastria do acido datic que nos garante certa
vantagem em relacdo aos demais paises. No Bragilizacdo da batata como
substrato fermentativo desse processo certameviteete o Estado de Minas
Gerais, uma vez que este é o maior produtor ndaionabérculo e a regido sul
mineira, a segunda maior produtora do Estado. Logaso da batata como
matéria-prima renovavel e em excesso no mercadoalefmmente ao
enriquecimento do meio de fermentacdo com uma fdetaitrogénio, trata-se
de uma alternativa viavel para a indUstria de at¢idico, onde se espera o
aumento da produtividade, diminuicdo nos custo®litencdo e consequente
difusdo desse acido no mercado, com menores valdeesproducéo,
beneficiando principalmente a indlstria de biopetms, uma vez que o isbmero
L desse &cido é a principal matéria-prima para actd#io de bioplasticos.

Assim, nesta pesquisa, objetivou-se selecionanme eas diferentes
linhagens de bactérias laticas, a espécie e ascéasdlo meio fermentativo que
proporcionar maior producdo de &acido latico, awalm a cinética da
fermentacdo latica e a produtividade do proces$&m ade investigar a
capacidade amilolitica das espécies estudadas.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nos laboratérios de Engenharia de
Bioprocessos e Produtos vegetais do Departamen@éeia dos Alimentos e
no laboratério de Enzimas Microbianas do Departamele Biologia, todos
situados na Universidade Federal de Lavras (UFLA)metodologia foi

executada conforme ilustra-se, na Figura 1.

IManutencau dos microrgzmismosl IPrcpam do meio de I'crmcntacﬁo]
Obtengdo ¢ Caracterizagio
pré-selegio da batata
Ativagio e
ropa; '1\“50 das Frcpate da polpa
propagagao das de batata
bactérias
I I
[ 1
Z;u::k: ull:;llu:lul:: Meio Meio ndo
i hidrolisado hidrolisado
celular
Preparo do Com fonte de Sem fonte de Com fonte de Sem fonte de
inéculo nitrogénio nitrogénio nitrogénio nitrogénio
FERMENTACAO

Analises Fisico-Quimicas
e quantificagdo do dcido
latico produzido

[

Selegdo do
microrganismo

Figura 1 Organograma de execucao das etapas ddaiogfia

2.1 Pré-selecdo e manutencdo dos microrganismos

Os microrganismos utilizados foram cedidos peladBgéo Oswaldo

Cruz — FioCruz (Rio de Janeiro/RJ). De acordo comcervo disponivel na
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instituicdo, as espécies de BAL foram selecionadaguindo dois critérios:
producao de(+) acido latico e atividade amilolitica j& relatiad

Os microrganismos investigados foraBnterococcus duran§ATCC
6056),E. faecalis(ATCC 29212),Lactobacillus plantarun{ATCC 10012),L.
rhamnosugATCC 9595) eStreptococcus mutaidTCC 25175).

2.1.1 Ativacdo e propagacao da cultura estoque de bactés laticas em

meio congelante

Na Figura 2, esquematizam-se os procedimentos dmtpara a
ativacdo e propagacao da cultura estoque em maegelamte. Posteriormente,

esse esquema é descrito em detalhes.

BOD 5 BOD N
Microrganismo 10mL |37°C/48h 10mL 37°C/24h

liofilizado 4145 MRS Caldo MRS

7 ) T

Caldo MRS Caldo MRS

Meio l
congelanten 1mL
I /| \

Centrifuga

< g <715000 rpm/5' ﬁg @y

Descarte do
sobrenadante

Figura 2 Esquema de ativacdo e preparacdo da aulstoque dos
microrganismos em meio congelante

Uma vez que os microrganismos foram adquiridosormad liofilizada,

uma etapa de ativacdo dos mesmos foi necessériprotadimento se deu pela
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transferéncia dos liofilizados para tubos de ensaittendo 10 mL de caldo
MRS (Man, Rogosa e Sharpe, marca Him&di@mposto por peptona 10 d,L
extrato de levedura 4 g extrato de carne 8 g'Lglicose 20 g L}, monooleato
de sorbitan 1 mL.E, fosfato de dipostassio 2 ¢.Lacetato de sodio 2 g'L
citrato triamonical 2 g.t, sulfato de magnésio 0,20 d.k sulfato de manganés
0,05 g.L™") previamente esterilizado em autoclave (121 °@fik§. Em seguida,
estes foram mantidos em estufa BOD a 37 °C por at8sh A temperatura
utilizada é considerada 6tima para as BAL (AXELSSQ@004).

A etapa subsequente a ativacdo das bactériaspi@pagacao. Apés a
verificacdo do aumento da turbidez do in6culo (Fig3), este foi entdo
transferido para erlenmeyer 125 mL, contendo 50dmlcaldo MRS estéril e

mantido em estufa BOD 37 °C por 24 horas, até ceatmrda turbidez.

Figura 3 Aumento da turbidez dle rhamnosuem caldo MRS, apds 24 horas
em estufa BOD a 37 °C

Em seguida, a fim de preparar as culturas estanua,aliquota de 1 mL
do novo inéculoque se encontrava em fermentacdo no caldo MRS, foi
transferida para eppendorfs, previamente estatdiz§121 °C/15 min) e
centrifugado a 5000rpm, por 5 minutos, a fim deasmpo microrganismo do
caldo MRS.
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O sobrenadante foi descartado e o microrganismuiftgado mantido
no eppendorf. Posteriormente, 1 mL de meio congelestéril foi acrescido ao
microrganismo e cada eppendorf foi identificadoreseenado em condi¢cbes de
congelamento para uso futuro como cultura estoque.

O preparo do meio congelante se deu pela adicd® del. de glicerol,
0,5 g de peptona bacteriolégica, 0,3 g de extratewvkdura e 0,5 g de NaCl em
100 mL de agua destilada. Ap6s a homogeneizac&bfoimjustado (7,2 - 7,4)

e a solucao esterilizada (121 °C/15min).

2.1.2 Preparo do in6culo da fermentacéo

Com base na correlagdo absorbancia e numero déascélidveis
previamente estabelecida por meio das curvas geigrento (APENDICE A),
foi possivel determinar o valor de absorbanciasspondente a uma contagem
entre 10 e 16 UFC.mL". Uma vez conhecida a quantidade de in6culo a ser
transferido para o meio de fermentacdo, determima&e os volumes de
indculos de 1 % v/vl( plantarume L. rhamnosuse 10 % v/v E. duransE.
faecalise S. mutans

A seguir, sdo descritas as metodologias para pregercada indculo,
conforme o volume final de fermentacao, para testesriplicata.

In6culo de fermentacdo paral. plantarum e L. rhamnosus(1 % v/v): Um
tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo MRS estérdicionado de 10 % da
cultura estoque e mantido em estufa BOD a 37 °@/2Rosteriormente, um
erlenmeyer contendo 50 mL de caldo MRS estériaéticionado 10 % (v/v) do
in6culo anterior (5 mL) e mantido a 37 °C. Ap6shl Zoi conferido o valor de
absorbéncia do inéculo e 1 % (v/v) do in6culo fansferido para erlenmeyer

contendo 300 mL de meio de fermentacao.
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In6culo de fermentacao parak. durans, E. faecali® S. mutans(10 % v/v):
Um tubo de ensaio contendo 30 mL de caldo MRSik&igadicionado de 10%
da cultura estoque e mantido em estufa BOD a 374°@/ Posteriormente, um
erlenmeyer contendo 300 mL de caldo MRS estériaditionado de 10 % (v/v)
do in6culo anterior (30 mL) e mantido a 37 °C. ABds, conferiu-se o valor da
absorbancia e 10 % (v/v) do inéculo foi transfenmoa erlenmeyer, contendo

300 mL do meio de fermentacao.

2.2 Preparo de meios para fermentacao

Os procedimentos adotados para a obtencdo da pElphatata e

preparacdo dos meios fermentativos sdo descregLar.

2.2.1 Obtencao da matéria-prima e preparo da polpa de bata

Batatas da espéc®olanum tuberosurasp tuberosum cultivar Agata,
foram adquiridas no comércio local da cidade dedstWG. As batatas foram
lavadas, secas, descascadas, picadas e trituradapuilificador industrial por
aproximadamente 5 minutos. Em sequéncia, a polpadeneizada foi pesada e
armazenada em sacos hermeticamente fechados @c&glm temperatura de

congelamento para posterior utilizacéo (Figura 4).
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Figura 4 Sequéncia de preparacdo da polpa de bé&atlavagem e secagem;
(B) descascamento e picagem; (C) pesagem da pelpatdta triturada
(D) armazenamento em sacos herméticos

Uma amostra da polpa foi retirada para a caraefgiz da batata
(Metodologia analitica, Item 2.4).

2.2.2 Preparo do meio de fermentacao ndo hidrolisado

A polpa de batata descongelada foi homogeneizadegamdestilada na
propor¢édo de 330 g da polpa por 670 mL de 4gua mB&stura foi acrescida ou
nao de 5 % (m/v) de extrato de levedura (EL) e ganeizada manualmente. O
pH foi ajustado para a faixa Otima de atuacdo dad,Bentre 5 e 7
(VIJAYAKUMAR; ARAVINDAN; VIRUTHAGIRI, 2008) e o meio foi entdo
esterilizado em autoclave (121 °C/15 min). Ap6égsfriamento, o mosto (meio
de cultura) foi inoculado (conforme o ltem 2.1.22sfermentacdes conduzidas
em estufa BOD sem agitacdo a 37 °C/96 h, denterldameyers vedados com
algodéao.
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2.2.3 Preparo do meio de fermentacéo hidrolisado

Para a obtencdo do hidrolisado, a polpa de batsaodgelada foi
homogeneizada em agua destilada (330 g da polp®fbmL de agua). O
volume total da mistura sofreu processo de hidrékszimatica do amido
realizado em duas etapas.

A primeira etapa da hidrolise consistiu na gelg@ado amido por meio
do aquecimento da mistura em banho-maria com dgitago atingir 90 °C o
pH foi ajustado para a faixa 6tima (6,0 e 6,5) mgio da enzimai-amilase
(Termamyl 2X) e a mesma foi adicionada & mistura (1,5 mL/kgpdipa
batata). A mistura foi mantida a 90 °C/1 h, pamdrdiise da cadeia linear do
amido. Novamente, o pH foi ajustado para o étimoatieidade da segunda
enzima glicoamilase (entre 4,0 e 4,5) e a temperatduzida para 60 °C. A
enzima amiloglucosidase (AMG 30%)Lfoi adicionada (1,5 mL/kg de polpa de
batata) e mantida a mistura mantida a 60 °C/1 ta garantir que as dextrinas
produzidas pela primeira enzima pudessem ser tgddas em mondémeros de
glicose (PAVLAK; ABREU-LIMA; CARREIRO, 2011). Conudida a etapa de
hidrélise, a mistura foi arrefecida a temperaturdiante e o pH ajustado para a
faixa 6tima de atuacéo das BAL, entre 5 e 7 (VIJAXUMAR; ARAVINDAN;
VIRUTHAGIRI, 2008). As enzimas utilizadas nessegaisso foram doadas pela
empresa Romerlabs e as correcbes de pH utilizaratengbémetro digital
(Tecnopon, modelo mPA-210) e solugdes de HCI (10/0& M) e NaOH (1 M
e 0,01 M).

Por fim, o mosto foi acrescido ou ndo de 5 % (we) extrato de
levedura e ap6s a homogeneizacgéo foi esterilizadaaetoclave (121 °C/15
min). O mosto foi resfriado e o in6culo adiciongdonforme Item 2.1.2). As

fermentacdes foram conduzidas em estufa BOD setacagi a 37 °C/96 h,
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dentro de erlenmeyers vedados com algodéo (Figurddslos os processos

fermentativos foram realizados em triplicata.

_______

de fermentac&o apos esterilizagitiggio do indculo

Figura 5 Mosto

Apés o inicio da fermentacdo e a cada 12 h forairadas do mosto
aproximadamente 15 mL de amostra. Essas amostrasn fadquiridas
assepticamente e centrifugadas a 280 min (Figura 6).

—

L s
Figura 6 Amostras ja centrifugadas oriundas dogs®sa fermentativo

-

O sedimentado foi descartado e 0 sobrenadante dogetado e
armazenado para analises posteriores de pH, &oi@dis e acido latico.
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2.3 Capacidade amilolitica e selecdo da melhor linhagemrodutora de

acido latico

A investigacdo da capacidade amilolitica das BAlpegadas neste
estudo, teve como base a comparacdo do desempasimedmas em produzir
AL em meio ndo hidrolisado e hidrolisado de polpddtata.

A selecdo da espécie com melhores caracteristegsatdiucdo de AL
baseou-se no fundamento teérico e nos resultadaostpor este estudo (pH,

acidez, producédo de AL e caracteristicas morfdfigioas das bactérias).

2.4 Metodologia analitica

Todas as analises foram realizadas em ftriplicats seus resultados

expressos pela média desses valores.

2.4.1 Caracterizacdo da matéria-prima

A polpa da batata (sem a casca) foi caracterizattatpor de umidade,
teor de amido e composi¢do centesimal. A metodmlogiizada é descrita a

seqguir:

2.4.1.1 Teor de umidade

Para a determinagdo do teor de umidade, foi u#iza metodologia
AOAC International (2012). Foi pesada uma massaQdg de polpa de batata
(obtida conforme o Item 2.2.1) em balanca analifigiaprecisa). Em seguida,

as amostras foram desidratadas por aproximadam2item estufa a 65 °C até
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peso constante. As amostras secas foram arrefemdatessecador e seu peso

determinado. O valor de umidade foi obtido pelad€go 1.

Teor de Umidade = (Massa integral — Massa seca¥Magegralx100 Q)

Posteriormente, as amostras desidratadas foramatt#s, com o auxilio
de gral e pistilo, para a determinacdo da composigiitesimal e do teor de

amido.

2.4.1.2 Determinagéo da composi¢do centesimal e teor de atui

Os teores de proteina, fibra, extrato etéreo asjrifpram determinados
conforme a metodologia da AOAC InternatiofaD12) e do Instituto Adolfo
Lutz (2008).

O teor de amido na batata foi avaliado pelo métddoSomogyi
modificado por Nelson (1944).

Extracdo: Para a etapa de extracdo, foi necesséaria a adigdf,5 g de
carbonato de calcio (CaGe 1 g de amostra seca em 80 mL de alcool etilico
70 °GL, posteriormente essa mistura foi levada athb-maria por 1 hora e
depois permaneceu em repouso por 15 h. Apés osepouesiduo foi lavado e
filtrado com aproximadamente 30 mL de alcool aiiBd °GL. O residuo soélido
foi utilizado na determinacéo de amido.

Hidrolise do amido: Nesta etapa, o residuo sélido foi misturado cormB@e
agua destilada, trés gotas de solucdo de hidradédsddio (NaOH) 10 % e
autoclavado (120 °C/1 h). Em seguida, foram adamos 2,5 mL de &cido
cloridrico (HCI) concentrado e novamente autoclavéi?0 °C/30 min). Apds
resfriar, as amostras foram neutralizadas (pHcgf) NaOH 10 % e 50 % e o

volume foi completado para 100 mL com &gua desti@aéltrado.
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Desproteinizacdo: O desproteinizado foi formado pela mistura de 3 del
filtrado, 9 mL de agua destilada, 1,2 mL hidroxiio bario (Ba(OH) 0,3M e
1,2 mL de sulfato de zinco (Zn9® %. Posteriormente, foi realizada uma nova
filtracdo dessa mistura.

Determinacdo do Amido: Uma aliquota de 2 mL do desproteinizado foi
retirada para reacdo com 1 mL do reativo de Somegybém chamado de
reativo cuprico (mistura de 25 mL de reativo A enlL de reativo B). As
amostras foram levadas para banho-maria por 20tosine imediatamente
resfriadas em banho de gelo. Em seguida, foi amnésdo 1 mL do reagente de
Nelson, também chamado de reativo Arsenomolibdigéond de agua destilada.
A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (GryProb& da Varian)
com comprimento de onda de 510 nm e expressos HiO g/ de amostra em

comparacgdo com a curva padrao de glicose.

2.4.2 Determinacgdo do pH e acidez titulavel

Os valores de pH foram determinados diretamenteoboenadante da
amostra com auxilio de potenciémetro digital dechda (Tecnopon, modelo
mPA-210) calibrado previamente com solugéo-tamedpHti4,0 e 7,0.

Para a determinacgédo da acidez titulavel foramdbsil mL de amostra
em 50 mL de agua destilada e titulado com solugdblalOH 0,01N, tendo-se
usado fenolftaleina 1 % como indicador (AOAC INTERRNONAL, 2012). O
pH da titulacéo foi conferido com potencidmetroitdigde bancada até atingir
pH préximo de 8,3 (PLATA-OVIEDO, 1998).

A acidez titulavel foi expressa em % (m/v), comioxda Equagéo 2.

AT (% de acido latico, m/v) = (Vxfx0,9xNx100) /A 2
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Sendo,
AT: acidez titulavel;
V: volume da solugdo de NaOH gasto na titulag&omém
A: volume da amostra, em mL;
f: fator de correcao da solucdo de hidroxido deécs@daOH);
0,9: fator de conversao do acido latico;
N: normalidade da solucdo de NaOH utilizada (0,C4uND,1N).

2.4.3 Determinacéo do &cido latico

As analises de quantificacdo do AL produzido foraadizadas no polo
de Café localizado no campus da UFLA. O AL formadofinal do processo
fermentativo foi analisado por meio de cromatogriéifijuida de alta eficiéncia
(CLAE). O cromatégrafo (Shimadzu) utilizado foi guado com detector de
condutividade (CDD-6A), polaridade +, uma pré-caluBHIM-PACK SPR-
H(G) (50 mm x 7.8 mm) e duas colunas em série SAACGK SPR-H (250 mm
x 7.8 mm). A fase mdvel foi uma mistura de 16 mMBie Tris, 4 mM de acido
p-tolueno sulfénico e 100M de EDTA; com fluxo de 0,8 mL/min. O volume
injetado da amostra foi de 2 e a temperatura de injecdo 45 °C. As amostras
previamente centrifugadas foram filtradas atraw@§ilttos de seringa (0,22 um
de porosidade e 25 mm de didmetro) e diluidas aqum deionizada antes da
injecdo no cromatdgrafo. A quantificagdo do AL fdeterminada pela
comparacdo dos tempos de retencdo dos picos e dergalibragdo de padréo
de écido latico, da marca SigfgAPENDICE B).

2.4.4 Determinacgéo da produtividade do acido latico
A determinacgdo da produtividade se deu pela reldg&mncentracdo de

acido latico final e o tempo de fermentacao, cantora Equacéo 3 (OLIVEIRA
et al., 2009).
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Produtividade (g.L:.h") = Acido Latico (g.L)/Tempo de fermentagéo(h) (3)

2.4.5 Contagem de bactérias laticas por plaqueamento

A contagem de BAL foi realizada pelo método de pémgnento 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 distdbuem placas de petri e
despejou-se cerca de 15 mL de agar MRS. A amasitthaomogeneizada no
meio de cultura, realizando movimentos aleatériésassecagem do meio. Uma
sobrecamada foi adicionada, com o objetivo de cuara atmosfera de
aproximadamente 15 % de €@s placas foram incubadas a 37 °C por 72 horas
(TEBALDI et al., 2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagéo da polpa de batata

Os resultados da analise quimica da polpa de batdizada para

formulacdo dos meios de fermentacéo sédo apressntadbabela 1.

Tabela 1 Resultados da analise de composicdo quilaibatata sem casca

Parametros (% m/m) Este estudo EVANGELISTA! TACO2 USDA®

Amido 8,17 10,21 b 15,44
Cinzas 0,72 0,86 0,6 1,08
Fibra 0,6 0,34 1,2 2,2
Lipideos 0,14 Trago traco 0,09
Proteina 2,25 1,42 1,8 2,02
Umidade 85,65 85,54 83 80

2 Os autores utilizaram a casca da batata durantanakses;” N&o consta essa

informacgéo no estudo citado.

Fonte: Evangelista et al. (2011), 2Nucleo de EstuelPesquisas em Alimentos (2006) e
3United States Departament of Agriculture (2011)

Os valores da composicdo quimica da polpa de batditeada nesse
estudo sdo préximos aos relatados por outros aytexeeto para amido. As
diferencas no teor de amido podem estar relacienadapraticas de cultivo
adotadas no manejo da cultura, como a adubacasspatégjue altera o teor de
amido nos tubérculos (EVANGELISTA et al., 2011), diferencas na época de
plantio (ZAMBOLIM, 2011).

3.2 Estudo cinético do pH e acidez durante as fermeacoes

Os meios de fermentacdo hidrolisados ou ndo hidwmbdis,

independentemente da adicdo do extrato de levegdilp apresentaram pH
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inicial entre 5 e 7, valor este considerado oOtimcapatividade metabdlica dos
microrganismos, (VIJAYAKUMAR; ARAVINDAN; VIRUTHAGIR, 2008) e
gue proporciona condicdes adequadas para a proddgdmetabdlito de
interesse, o cido latico.

3.2.1 Meios de fermentag&o n&o hidrolisados

Avaliando a evolucdo do pH ao longo da fermentagaaneio sem EL
(Figura 7), observa-se que entre as espécies dasjtla rhamnosusnanteve
maior valor de pH, durante as 96 h do processoedmtativo, com pH final
(5,29) proximo daquele apresentado inicialment®6)5,Notou-se ainda que em
todas as linhagens testadas, o valor de pH seilestabapés 12 h de
fermentacdo e quke. plantarumapresentou maior queda de pH nesse periodo
(4,28).

=¢—E. faecalis E. durans=#=S. mutans=>=L. plantarum==¢=L. rhamnosus
6,00 -
5,75
5,50 -
5,25 A
I 5,00 -
4,75
4,50 -
4,25
4,00 T T T T . T . . )
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)

Figura 7 Variacdo do pH durante a fermentagcdo de m&o hidrolisado de

batata sem extrato de levedura

No meio fermentativo adicionado de extrato de levaedFigura 8) as
espécies do génelactobacillusapresentaram comportamento semelhante ao
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meio sem extrato, ou seja, com estabilizacdo degds 12 h de fermentacao.
Com respeito as demais espécies, verificou-se tivadeeducdo do pH no
decorrer do processo e, na fermentacdo Eordurans o pH estabilizou-se
apenas 72 h apés a adicéo do in6culo.

Todas as espécies estudadas apresentaram pH rixahps entre si,

variando entre 4,5 e 4,75.

—o—FE . faecalis E. durans=#=S. mutang=>=L. plantarum==¢=L. rhamnosus
6,00 -
5,75 -
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L 5,00 -
4,75 _—
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4,00 ; ; ; ; ; . . . .

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)

Figura 8 Variacdo do pH durante a fermentacdo die m&o hidrolisado de

batata com extrato de levedura

A producdo de &cidos totais nos meios de fermentagin EL é
observada na Figura 9, onde é possivel analisaolagéio da producdo de
acidos orgéanicos totais durante as 96 h do prodessentativo (Figura 9A) e a
concentracdo inicial e final desses &cidos (Fig&ja Nota-se que a evolugéo da
acidez corrobora com o comportamento do pH quasdmesmas condi¢des
foram testadas, onde a maior producéo de acidaseocnas 12 primeiras horas
de fermentacdo (Figura 9A) e, consequentementsjeha diminuicdo de pH
(Figura 7) nesse mesmo periodo.

Pela Figura 9B, observa-se que, entre as espéciegladas,L.

rhamnosusapresentou irriséria producdo de acidos organidoza vez que a
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acidez final foi de 0,93 %, essa linhagem prodszimente 0,03 % de acidos
totais. Ainda conforme a Figura 9B, mutanspresentou maior teor de acidos

organicos, com acidez final de 3,9 % a producadddi,92 % de acidos totais.

(A)
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<L 2 A OB =
e e %
0 T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96
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(B)
9,0 -
75 - H|nicio @ Fim
S
0 6,0 1
£ 3,90
245 - 3,84 )
2 3,39
3,04 2,30
§ 2,11 1,98 1,83
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0,0 T T T T - T - 1
E. faecalis E. durans S. mutans L. plantarum L. rharaeos

Figura 9 Cinética de producdo dos acidos organfédse sua concentracdo
inicial e final em processo fermentativo (B) com i@se ndo
hidrolisados de batata sem extrato de levedura

Na Figura 10, é apresentada a acidez titulavehdnss de fermentagéo
ndo hidrolisados e com EL, possibilitando avaliarpmducdo de &cidos

organicos por cada microrganismo. Na Figura 10Astraese a cinética da
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producdo de acidos organicos totais ao longo doegem fermentativo e na

Figura 10B, ilustra-se a concentracgao inicial alfadesses acidos.
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Figura 10 Cinética de producdo dos acidos orgarn(iadpse sua concentracao
inicial e final em processo fermentativo (B) com i@se ndo
hidrolisados de batata com extrato de levedura

A adicdo do EL aumentou consideravelmente a praddedacidos ao
longo do processo fermentativo (Figura 10A), apreselo diferenca
significativa (p<0,05) na producdo de acidos, qoantllizados espécies do
género Lactobacillus O microrganismo com maior producdo de &acidos
organicos nessas condi¢Beslfoplantarum(cerca de 4 %), Figura 10B.
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Ao comparar os meios ndo hidrolisados, é posserdficar que a adi¢do
de EL influenciou significativamente no desempedios microrganismos. O
maior produtor de acidos organicos foiplantarumseguido pot.. rhamnosus
com 3,90 % e 2,90 %, respectivamente, em meiosdeoEL (Figura 10). Esses
mesmos microrganismos produziram 1,26 % e 0,03 é¥pectivamente, de

acidos organicos quando o meio nao foi suplemer{téigara 9).

3.2.2 Meios de fermentacéao hidrolisados

A seguir, sdo apresentados os resultados das emnélés fermentacao
utilizando BAL em meio de fermentacé&o hidrolisadéa.Figura 11, mostra-se a
variacdo do pH em meio de fermentagéo hidrolisedo EL.

Os menores valores finais de pH foram observadastdaecalis, L.
rhamnosuse L. plantarum variando entre 3,11 e 3,33. Na fermentacao
utilizandoS. mutan®bteve-se a menor variacdo de pH, com valor tiead, 26,
seguido dé. durans com pH final de 3,75 (Figura 11).

=o=E_ faecalis E. durans=#=S. mutans=*=L. plantarum==#¢=L. rhamnosus
6,0
5,5 A
5,0
L 45 -
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3,0 . . . . : : : : .
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (h)
Figura 11 Variacdo do pH durante a fermentacéo eie hmdrolisado de batata
sem extrato de levedura
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Nos meios de fermentacg&o hidrolisados e adiciondeldd. (Figura 12),
as maiores quedas de pH também ocorreram quanatdizeu E. faecalis, L.
rhamnosus e L. plantarunsendo que o ultimo atingiu valor final de 3,78.
durans e S. mutans apresentaram maior pH final, de 4,41 e 4,33,
respectivamente, sem diferenca significativa esitrgp<0,05). Com as demais
espécies o pH final oscilou entre 3,79 e 3,9. leddpntemente do

microrganismo utilizado, o pH se estabilizou apd$ e fermentacéo.

—¢=F faecalis E. durans=s#=S. mutans=*=L. plantarum==¢=L. rhamnosus
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Figura 12 Variac@o do pH durante a fermentacéo eie fridrolisado de batata
com extrato de levedura

Na Figura 13, ilustra-se a acidez titulavel em maie fermentacéo
hidrolisados e sem EL, possibilitando avaliar &tiga da producéo de acidos
organicos totais (Figura 13A) e a concentracdoiahie final desses &cidos
(Figura 13B).

No decorrer da fermentacdo, as espécies do gfrmrtwbacillus
acompanhado pdE. faecalismostraram aumento gradativo na concentracao de
acidos, enquanto gue duranse S. mutangroduziram pouco acidos organicos
(Figura 13A).
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As maiores produgbes foram obtidas por faecalis (9,45 %), L.
plantarum (9,36 %)e L. rhamnosug7,95 %), que atingiram apés 96 horas,
acidez final de 12,24, 12,00 e 9,93 %, respectivaen@-igura 13B).
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Figura 13 Cinética de producdo dos acidos orgarn(iadpse sua concentracao
inicial e final em processo fermentativo (B) comigsehidrolisados
de batata sem extrato de levedura

Na Figura 14, é apresentada a cinética da prodig&zidos organicos
totais ao longo do processo fermentativo (Figury) Bla concentracao inicial e
final desses acidos (Figura 14B) em meios fermentathidrolisados e

enriquecidos com EL. Nessas condi¢fes, as maiomRigbes foram obtidas
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por L. rhamnosug15,63 %) L. plantarum(15,09 %) E. faecalis(10,56 %),
Figura 14B. Comportamento diferente do apresentaomeios hidrolisados
sem EL (Figura 13B), ondE. faecalisobteve a maior producéo (9,45 %),
seguida por &. plantarum(9,36 %) e.. rhmanosug7,95 %).
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Figura 14 Cinética de producdo dos acidos orgarn(iadpse sua concentracao

inicial e final em processo fermentativo (B) comiasehidrolisados
de batata com extrato de levedura

Conforme esperado, com o aumento de &cidos orgamlocante o

processo fermentativo ocorreu a diminuicdo do phiném (Figuras 11 e 13; 12
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el4). Independente da adicdo ou ndo do EL nos rdeidsrmentacéo (Figuras

13 e 14), a producao de acidos estabilizou-se @@ds e no meio sem EL

(Figura 13) alguns microrganismos tiveram a produgstabilizada antes desse
periodo. As Figuras 13 e 14 permitem afirmar aigde a suplementacdo dos
meios influenciou positivamente a producéo de &cidofermentacéo

A producgédo de AL, pode ser diretamente influencipela pH ja que a
atividade catalitica das enzimas e a atividade mdéta dos microrganismos
dependem do pH intra e extra celular (MOZZI; RAYYIGNOLO, 2010;
AXELSSON, 2004). Nesse contexto, varios fatoresrsfadados para melhorar
a eficicia da producéo de AL em processos fernigmgsatom bactérias laticas,
entre eles esta o controle do pH.

Apesar das BAL suportarem baixos valores de pH eio fiermentativo
(AXELSSON, 2004; MARTINEZ et al, 2013), muitos pessadores
concluiram que o controle do pH no processo feratieot pode aumentar,
significativamente, a producao de acido latico (ARERAHMAN; TASHIRO;
SONOMOTO, 2013; GUYOT; CALDERON; MORLON-GUYOT, 200MI-
YOUNG et al., 2003; MOON; WEE; CHOI, 2012). Poréaflguns métodos de
controle de pH, como a adicdo de agentes neutntdizg CHEN et al., 2012;
DJUKIC-VUKOVIC et al., 2012), podem afetar a producéo de AL patoento
dos custos de purificagcdo, causando consideraraitepnas ambientais (JOHN;
NAMPOOTHIRI, 2008; MARTINEZ et al., 2013; YANG; LUFSAO, 1995).

3.3 Producéo de &cido latico

As maiores producdes de AL foram obtidas a paetimeios de cultura
elaborados com polpa de batata hidrolisada, adidion de EL e fermentados
por L. rhamnosusplantarume E. faecalis(Figura 15), onde foram atingidos

teores entre 5 e 8 g/L.
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Figura 15 Producédo de acido latico por bactéritksals em diferentes meios de
fermentacdo de polpa de batata enriquecidos olcooextrato de
levedura

De acordo com as analises cromatogréaficas de duagfio de AL,
determinou-se a produtividade apés as 96 h de feap&o (Tabela 2).

Tabela 2 Produtividade de &cido latico (§h') em meio fermentativo de polpa
de batata hidrolisada ou ndo e adicionada ou n&atdsto de levedura

Polpa néo hidrolisada

Polpa hidrolisada

Microrganismos Sem Com Sem Com
extrato extrato extrato extrato
Enterococcus faecalis 0,01 0,01 0,05 0,05
Enterococcus durans 0,01 0,02 0,02 0,03
Streptococcus mutans 0,01 0,02 0,01 0,03
Lactobacillus plantarum 0,01 0,02 0,04 0,07
Lactobacillus rhamnosus 0,00 0,01 0,04 0,08

Os resultados obtidos neste trabalho elucidam aoridpcia da

suplementacdo do meio de batata com fonte de @éitfogyuando se visa a
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maior producdo de AL. Conforme a Figura 15, a adigd EL no meio de

fermentacdo hidrolisado proporcionou o aumento de fara 7,95 g/L na

producdo de AL poL. rhamnosus Segundo Mi-Young et al., (2003), o EL
satisfaz as exigéncias nutricionais das BAL. Vigt® esses microrganismos
apresentam complexas exigéncias nutricionais parselo desenvolvimento
(REDDY et al., 2008), o enriquecimento exerce nataehte efeito positivo na
producdo de AL pelo aumento no consumo de AR, uea que € de

conhecimento prévio que esses microrganismos oleté@ngia por meio da

fermentacdo de acticares (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERD/A000).

Varios autores ja relataram a importancia do eedgmento do meio de
fermentacdo com uma fonte de nitrogénio, quanddikeam BAL no processo,
independente do substrato empregado (HOFVENDAHLHNAJAGERDAL,
2000; NAVEENA et al.,, 2011; WEE et al.,, 2004). @ira et al. (2009)
duplicaram a producéo de AL ao enriquecer o meime@co de cana com 2 %
de EL e Guilherme, Pinto e Rodrigues (2009) aummamtaa producdo de
9,01g/L para 15,48 g/L de AL ao enriquecer o meidedimentacdo de xarope de
caju com 8 % de EL. Chauhan, Trivedi e Patel (2@8@)bém enrigueceram o
meio fermentativo com EL e observaram um aumentdl®é g/L de AL
utilizando suco de tamareira.

3.4 Capacidade amilolitica das bactérias laticas emeios com batata

A producdo biotecnolégica de AL ocorre principalteenpela
fermentacdo de aclcares simples. Frequentemente@mpse nesse processo
matérias-primas ricas em amido que necessitam dératamento prévio de
hidrélise enzimética para sua conversdo em glieosebsequente producgéo de
AL (PING et al.,, 2005). Porém, a bioconversdo dedanem AL pode ser

realizada diretamente, dispensando a etapa ddibéddd substrato, por meio da



78

utilizagdo de bactérias amiloliticas. Essas badéséo capazes de sintetizar
enzimas responsaveis pela conversdao do amido enaraglfermentesciveis
(REDDY et al., 2008), reduzindo, consequentemasge;ustos do processo de
fermentacao.

Ao investigar a capacidade de conversao diretanddoaem AL pelas
espécies de BAL, observou-se que a produtividadenmaanos meios de polpa
de batata ndo hidrolisada foi de 0,02'JgH_1, com producdo maxima de 2,06
g/L de AL peloS. mutansconforme apresentado anteriormente pela Tabela 2
Figura 15, respectivamente.

Estudos anteriores apontam isolados amiloliticos dénero
Lactobacillus com producdo maxima de 4,2 g/L de AL em meioadméntacao
de batata (XIAODONG; XUAN; RAKSHIT, 1997), o mesmmio também foi
utilizado por Shibata et al. (2007) ao produzire®,31g/L de AL e
produtividade de 0,545 ¢ih® com espécie amilolitca do género
EnterococcusPortanto, com base nas produtividades de AL aptedasn neste
estudo, observa-se que as espécies estudadasrpdsaixe potencial para a
producéo direta de AL, a partir do amido de batatacondicfes testadas.

Apesar de L. rhamnosusja ter sido relatada como amilolitica
(BIELECKI et al., 2000), sabe-se que essa carati@ai pode ser alterada
conforme o substrato fermentativo e as condi¢Oefereentacdo (REDDY et
al., 2008; VISHNU et al., 1998Bomrungnok et al. (2012), concluiram due
plantarum SW14 tinha potencial para a producdo de acidoddatiretamente a
partir do amido de mandioca, quando estudou a feag&o de modo continuo
com alta densidade celular e elevada taxa de @duigbservando produtividade
de 4cido latico de 8,0 g'h™. Mesmo utilizando um produto amildceo como
substrato fermentativo, as condi¢gdes de fermentapéesentadas pelos autores
diferem daquelas utilizadas neste estudo, printipale no modo de

fermentacao, j& que o presente estudo utilizoueddua simples.
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3.5 Selecdo da espécie com maior producao de adighico

Dentre as espécies investigadas, aquelas do gérermbacillus
apresentaram as maiores producdes de AL nas cesdigstadas, 6,6 e 7,9 g/L.
Uma vez que esses valores mostraram ndo haveerdigesignificativa entre si
(p>0,05), ¢é importante levar em consideracdo alguntaracteristicas
metabdlicas dessas espécies, para entéo selegior@hor.

Apesar de ambas serem relatadas com metabolismerohet
homofermentativo,L. rhamnosuspossui vantagem significativa de produzir
apenas isbmeros opticamente purosL¢€) acido latico, enquanto quke.
plantarum produz tanto esse isbmero como sua mistura raaémi®L-acido
latico (BERRY et al., 1999; AXELSSON, 2004). Comstes da crescente
demanda de L(+) acido latico no mercado de biomatis (BRITO et al., 2011;
DATTA; HENRY, 2006; GLOBAL INDUSTRY ANALYSTS INC, P11), L.
rhamnosudrata-se de uma potencial espécie a ser utilizada @ producéo de
L(+) &cido latico.

3.6 Viabilidade celular

Os in6culos iniciais foram da ordem dé #016 UFC.mL*. Ap6s sua

adicdo ao meio de fermentacdo, estes atingiramagemt entre T0e 16
UFC.mL*em sua maioria (Tabela 3).

Embora os meios de fermentagéo tenham atingidm$aialores de pH
e elevada acidez ao longo do processo fermentadgses fatores pouco
influenciaram na reducéo da viabilidade celulaalfidos meios fermentativos,
visto que, na maioria dos casos, a contagem déaséhanteve-se na ordem de
10" e 16 UFC.mi* ao final do processo, independente do meio utitizadl

ocorréncia se deve a alta tolerancia das bactiitiaas em condigbes &cidas,
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pH<5 (MARTINEZ et al., 2013), conferindo, assim,aiwantagem significativa

em relagdo aos demais microrganismos.

Tabela 3Contagem de células na fermentacéo de batata isaftal ou n&o
adicionada ou ndo de extrato de levedura (EL)

Tempo inicial Tempo final

Microrganismos Meio de cultivo

(Oh) (96h)
Y Sem EL 1,1x19 2,5 x 10
N&o hidrolisado
Enterococcus Com EL 1,2 X 10 4,2 X 16
faecalis Hidrolisado Sem EL 4,3x10 2,3x 16
Com EL 52x10 1,3x 16
e Sem EL 5,4 x 10 5,4 x 10
N&o hidrolisado
Enterococcus Com EL 45x10 1,6 x 16
durans . Sem EL 2,4x10 1,4 x 16
Hidrolisado
Com EL 8,7x10 1,3x 16
Y Sem EL 1,3x19 1,7 x 16
N&o hidrolisado
Streptococcus Com EL 49x10 3,8x 1§
mutans L Sem EL 2,3x1b 2,5x16
Hidrolisado
Com EL 1,6 x10 2,0x 16
L Sem EL 3,8x10 2,5x10
N&o hidrolisado
Lactobacillus Com EL 1,9x10 1,9 x 10
plantarum o Sem EL 1,4x10 2,0x 106
Hidrolisado
Com EL 1,4x16 3,5x16
L Sem EL 2,6x1b 1,4 x 16
N&o hidrolisado
Lactobacillus Com EL 8,3 x 16 2,2 X 16
rhamnosus o Sem EL 9,0 x 10 4,1 X 10
Hidrolisado
Com EL 1,0x 16 3,7x16

Espécies do génerd.actobacillus sdo notaveis por possuirem
consideravel resisténcia a baixos valores de pHFWENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000). Essa caracteristica de resistéaocigH foi confirmada ao
verificar a viabilidade celular mantida pbr plantarume rhamnosusquando
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expostas a um meio mais acido que as demais lzecesiudadas, em razdo da
maior quantidade de acidos por elas produzidossddde espécies que toleram
baixo pH € importante, pois minimizam o uso de #gertamponantes,
reduzindo, assim, os custos e os problemas decgolualém de facilitar os
processos de recuperacado do acido latico (JOHN; RAMTHIRI, 2008).
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4 CONCLUSAO

Considerando os aspectos de maior produtividadeAtdee as
caracteristicas metabdlicas das espécies aqui aglstsld conclui-se que
Lactobacillus rhamnosudTCC 9595 trata-se de uma potencial espécie a ser
utilizada em meios fermentativos com polpa de hatatrolisada e enriquecida
com 5 % de extrato de levedura. Essa espécie pasuih a vantagem de
produzir isbmeros opticamente purosLde) acido latico. A concentragéo final
de &cido latico produzida foi de 7,95 g/L com ptiddade de 0,08 g.Lh*
apos 96 h de fermentagdo a 37 °C sem agitacao.

Quanto a condicdo amilolitica das bactérias laticasclui-se que as
diferentes linhagens investigadas ndo possuem @atgrara a producao direta
de &cido latico, a partir do amido de batata, naslicGes testadas, uma vez que

a concentragdo de 4cido latico obtida foi muitoxd@menor que 2 g/L).
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CAPITULO 3 Influéncia da composicdo do meio de ferrantacdo na
producdo deL (+) acido latico porLactobacillus rhamnosus

RESUMO

O 4cido latico (AL) é um acido organico amplameutédizado nas
industrias alimenticias e biopoliméricas. O isdméfe) acido latico é a
principal matéria-prima na producao de polimeragl&jradaveis e sua pureza
Optica é determinante para caracteristicas do pobina ser produzido. As
bactérias do acido latico (BAL) sdo amplamenteizaiilas na producdo em
escala industrial de AL sendo o géndractobacillus o mais utilizado em
virtude da alta toleréncia &cida. Muitos fatores praducdo de AL podem
aumentar significativamente os custos de producdm wso de excedentes
agricolas, como a batata, pode ser uma medidal yiave a reducédo dos custos.
O enriguecimento do meio de fermentacdo pode aamanprodutividade do
acido de interesse, uma vez que as BAL costumarasemiar complexas
exigéncias nutricionais para o seu desenvolvimeyégse contexto, no presente
estudo, objetivou-se aumentar a producad @¢ acido latico utilizandd_b.
rhamnosusem meios com polpa de batata hidrolisada, enridaemm extrato
de levedura (EL). A producdo maxima idg-) acido latico (25 g/L) foi obtida
em meio de fermentacdo com 35 % (v/v) de polpaadatd hidrolisada e 8 %
(m/v) de EL. Verificou-se ainda que o microrganisaumentou em média de 1
ciclo logaritmico (de 10para 186 UFC.mL?) ao longo da fermentacdo. As
metodologias utilizadas para analise quantitatiVhAE) e qualitativa (testes
enzimaticos) mostraram-se satisfatérias para ardietacao da producdo de AL
e do isdmero produzido e a metodologia de superfieiresposta associada ao
planejamento experimental fatorial também mosteyuusn método eficaz para
a otimizacdo do processo. Conforme a analise dga¢dlo, 0 modelo pode ser
validado com desvio relativo médio préximo a 10 %.

Palavras-chave: Teste enzimatico. DCCR. CLAE. Atidico.
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ABSTRACT

Lactic acid (LA) is an organic acid widely used fiood and biopolymer
industries. Theé.(+) lactic acid isomer is the main raw materiathie production
of biodegradable polymers and its optical purityigcial to characteristics of
the polymer to be produced. The lactic acid baatdrAB) are widely used in
industrial scale production of LA, with tHeactobacillusgenus being the most
used due to the high acid tolerance. Many factoithé production of LA may
significantly increase production costs, and the af agricultural surpluses,
such as potatoes, may be a viable measure to redate The enrichment of the
fermentation medium may increase the productivitthe acid of interest, since
the LAB usually present complex nutritional reqments for its development.
In this context, the present study aimed at inéngathe production of (+)
lactic acid usind_b. rhamnosu®n medium containing potato pulp hydrolyzed
enriched with yeast extract (YE). The maximum puigiun of L(+) lactic acid
(25 g/L) acid was obtained in fermentation mediuith\85 % (v/v) hydrolyzed
potato pulp and 8 % (w/v) YE. We also verified tllaé organism grew an
average of 1 log cycle (from 1@ 16 UFC.mLY) throughout the fermentation.
The methodologies used for quantitative (HPLC) apdlitative (enzymatic
assays) analysis were satisfactory for determihiAgand isomer production,
and the surface response methodology associatadtvétfactorial design also
proved to be an effective method for optimizing grecess. According to the
validation analysis, the model can be validatedhwitn average relative
deviation close to 10 %.

Keywords: Enzyme assay, HPLC, RCCD, Lactic acid
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1 INTRODUCAO

O &cido latico (AL) é um acido organico produzidw pintese quimica
ou por fermentacdo, amplamente utilizado nas ind8stalimenticias,
farmacéuticas, téxteis, biopoliméricas e outrasistErte em duas formas
enantioméricas e também em mistura racémica, @ &ididroxipropandico
como também é denominado, tem seu comportamentoiaguideterminado
pelas suas propriedades fisico-quimicasL(@®) acido latico € a principal
matéria-prima na producdo de polimeros biodegraslavesua pureza 6tica é
determinante para caracteristicas do polimero gps®iuzido. E importante
ressaltar ainda que o uso desse acido na inddsthampolimeros vem ganhando
grande atenc¢do nos ultimos anos.

As bactérias do acido latico (BAL) sao amplamenti#izadas na
producdo em escala industrial de &cido latico, peistre outras vantagens, a
maioria desses microrganismos ndo oferecem rissaside dos consumidores e
trabalhadores do processo. Entre os géneros qeenfparte desse grupo de
bactériaslLactobacillusé o mais utilizado em virtude da sua alta toldéeaacida
e producao seletiva dos isdmeros de acido latico.

Em virtude da crescente preocupacdo da sociedade questdes
ambientais, inUmeros estudos visam atualmente apregm de recursos
renovaveis e excedentes agricolas como fontesrdermana producao de acido
latico por BAL. O Brasil possui vantagens compedisi em relacdo a producao
dos biopolimeros, pela sua capacidade de cultigontiérias-primas utilizadas
na producdo desses bioplasticos. Nesse contextblizacdo de batata como
substrato de fermentagdo é uma atraente alternativa vez que o estado de
Minas Gerais € o maior produtor nacional dessaiicuke grande parte da sua
producdo é descartada anualmente em virtude ddasvaxigéncias feitas por

parte dos consumidores em relacdo a aparénciaaxtertubérculo.
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A matéria-prima tem grande impacto nos custos ddyméo do acido
latico por fermentagéo e o uso de excedentes &@gjammo a batata, pode ser
uma medida viavel para a reducdo dos custos. @uemimento do meio de
fermentacdo com fonte de nitrogénio pode aumemandutividade do acido de
interesse, uma vez que as bactérias laticas costuapmesentar complexas
exigéncias nutricionais para o seu desenvolvimento.

Atualmente, diversos métodos séo utilizados paédisms quantitativas
e qualitativas do acido latico, entre elas estaanalises por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e testes enziowdj respectivamente. O uso
de metodologia de superficie de resposta tambémpdamente utilizado na
otimizacdo de processos fermentativos. Conduzio-peesente estudo, com o
objetivo de aumentar a producdo lde) acido latico utilizandd.. rhamnosus
em meios com polpa de batata hidrolisada enriqoezth extrato de levedura,
utilizando métodos qualitativos e quantitativosapardeterminacdo da producao

de &cido latico e do isbmero produzido.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foiconduzido no Laboratério de Engenharia de Biopsmes
e Produtos vegetais do Departamento de CiénciaAlioentos situado na
Universidade Federal de Lavras/MG.

2.1 Obtencédo e manutencdo do microrganismo

Neste estudo foi utilizadd.actobacillus rhamnosugATCC 9595)
cedido pela Fundacdo Oswaldo Cruz — FioCruz (RioJdeeiro/RJ). Sua
ativacdo e propagacao se deram conforme desciidviaamente (Capitulo 2,
ltem 2.1.1).

2.1.1 Preparo do in6culo da fermentacéo

Baseado na correlagdo entre a absorbancia e nitraréulas viaveis,
previamente estabelecida por meio das curvas geigrento (APENDICE A),
foi possivel determinar o valor de absorbanciaespondente a uma contagem
de células entre $0e 16 UFC.mL™. Uma vez conhecida a quantidade de
in6culo a ser transferido para 0 meio de fermeotagéterminou-se o volume
do inéculo de 1 %.

Para o preparo do inéculo, um tubo de ensaio ndoté0 mL de caldo
MRS estéril foi adicionado de 10 % da cultura estoffl mL) e mantido em
estufa BOD a 37 °C/24 h. Posteriormente, um erlgeameontendo 100 mL de
caldo MRS estéril foi adicionado de 10 % (v/v) dédulo anterior (10 mL) e
mantido a 37 °C. Ap6s 12 h, foi conferido o valerabsorbancia do inéculo e
foi transferido de 1 % (v/v) do in6culo para erlayer contendo 200 mL de

meio de fermentacao.
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2.2 Preparo dos meios de fermentacao

Batatas da espéc®olanum tuberosurasp tuberosum cultivar Agata,
foram adquiridas no comércio local do municipioLderas/MG. O preparo da
polpa seguiu conforme descrito anteriormente (Qlpg, Item 2.2.1).

Para a obtencdo do hidrolisado, a polpa de bawsaodgelada foi
homogeneizada em agua destilada a razdo correspgende planejamento
experimental (Tabela 1). A mistura foi submetid#idrdlise enzimatica do
amido, conforme descrito anteriormente (Capituldtedn 2.2.3). Concluida a
etapa de hidrélise, a mistura foi arrefecida a tmapra ambiente e o pH
ajustado para a faixa 6tima de atuacdo da BALeeénhe 7 (VIJAYAKUMAR;
ARAVINDAN; VIRUTHAGIRI, 2008). As enzimas utilizadano processo de

hidrélise foram doadas pela empresa Romerlabs.

Tabela 1 Niveis e fatores do delineamento compmsttral rotacional (DCCR)
para producao de+) &cido latico

Variavel Codigo -141 -1 0 +1 +1/41
Extrato de levedura (‘m/v) X4 2 3 5 7 8
Polpa de batatd% v/v) X, 28 30 35 40 42

Por fim, o mosto foi acrescido de extrato de levad(EL) em
quantidades determinadas pelo planejamento expadime(Tabela 1),
homogeneizado e esterilizado (121 °C/15 min). Ap&srefecimento do meio
de fermentacéo, o indéculo foi adicionado (1% viAs fermentagBes foram
conduzidas em erlenmeyer vedados com algoddo ddosrem estufas BOD

sem agitacdo a 37 °C por 72 h.

2.3 Delineamento composto central rotacional
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Segundo Rodrigues e lemma (2009), quando se temmimiono, duas
variaveis independentes, recomenda-se como es&raggerimental o uso de
delineamento composto central rotacional, o DCCRsiA, neste trabalho,
optou-se pela utilizacdo do planejamento DCCRjza@db conforme o fatorial
completo 22, com 4 ensaios nas condi¢cdes axiaiplecdta no ponto central,
totalizando 11 ensaios. Os dados foram tratados @cawoxilio do software
STATISTICA v.8.0. As duas variaveis independentaarh: concentracdo de
extrato de levedura (X e propor¢do de polpa de batata em agua €Xas
variaveis respostas foram: producdo de &acidosstotinsumo de agucares
redutores e producdo e rendimento de AL. Logo, ltvoude L. rhamnosus
visando a producdo dg+) acido latico foi realizado em meio hidrolisade
polpa de batata, variando a concentracéo de stdetoo EL.

Para o estudo cinético da fermentacdo, a cada ftizam retiradas,
assepticamente, amostras de aproximadamente 1aténkotalizar 72 h. Essas
amostras foram centrifugadas (22880 min) e o sobrenadante armazenado em
condicBes de congelamento (-5 °C) para entdo ssubmetidos a analises de
pH, acidez titulavel (acidos totais), acucares t@es e producdo de AL.

2.4 Metodologia analitica

Todas as andlises realizadas neste experimentm fexagcutadas em
triplicata, e seus resultados expressam a médizslealores.

2.4.1 Caracterizacao da matéria-prima
Para a caracterizagdo da matéria-prima, foram eyagas metodologias

da AOAC International (2012) e do Instituto Adolfmtz (2008), conforme

descrito anteriormente (Capitulo 2, ltem 2.4.1).
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2.4.2 Determinacédo do pH e Acidez

Os valores de pH de acidez foram determinados noefadescrito
anteriormente (Capitulo 2, ltem 2.4.2). Para daiifio das amostras utilizou-se
solucdo de NaOH 0,1 M.

2.4.3 Determinacéo dos acucares redutores no mosto

Mediante testes realizados previamente, verifi@ogie a adicdo do EL
no meio de fermentacdo afetava diretamente a c@ a@aostras e,
consequentemente, a leitura espectrofotométricgneml para a determinagéo
de acucares redutores (AR) pelo método de Milleb9). Logo, foi necesséria
uma etapa de desproteinizacdo da amostra.

A etapa de desproteinizagdo consistiu na mistuta é de amostra, 9
mL de agua destilada, 1,2 mL hidroxido de bario(@#)2) 0,3 N e 1,2 mL de
sulfato de zinco (ZnSP5 %. Posteriormente, foi realizada uma filtradéssa
mistura em papel filtro, e a amostra desproteirizfad, entdo, utilizada para
determinar a concentracdo de AR, seguindo a metgidotiescrita por Miller
(1959), utilizando-se o método do acido 3,5-disidailico (DNS).

Esse procedimento foi feito pela adicdo de 1 mLrekgente DNS
(10,6g de acido 3,5-dinitrosalicilico, 19,8 g deQi§ 1416 mL de agua
destilada, 7,6mL de fenol e 8,3 g de metabissulfit®sddio) a 1 mL de amostra
desproteinizada. Apos a adicdo do reagente DNS, fesievado em banho-
maria (ebulicdo) por 5 min e resfriado em banhgele. Em sequéncia, foram
adicionados 16 mL de solugdo de tartarato dupkddée de potassio (15,1 g de
tartarato duplo de Na e K4{8) em baldo volumétrico de 1 litro, completou-se
0 volume com 4gua destilada) e feita a leitura epe&rofotdmetro (FEMTO

700 S Soft., Brasil) com comprimento de onda dersddDQ,0). Os valores da
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absorbéancia foram expressos em g/L comparando+seacgaurva padréo de
glicose (APENDICE C).

2.4.4 Andlises quantitativas e qualitativas de acido latio

As analises descritas a seguir, foram realizadatsiplcata e apenas no
tempo final da fermentacao.

O AL foi identificado e quantificado por CLAE, enromatégrafo
(Shimadzu), com detector condutividade (CDD-6A)lapdade +, utilizando
uma pré-coluna SHIM-PACK SPR-H(G) (50 mm x 7.8 nerjuas colunas em
série SHIM-PACK SPR-H (250 mm x 7.8 mm). A fase eldfoi uma mistura
de 16 mM Bis-Tris, 4 mM &cido p-tolueno sulfénical@0 uM EDTA; com
fluxo: de 0,8 mL/min. O volume injetado da amostoh de 20 uL e a
temperatura de injecdo 45 °C. As amostras forarritegadas, filtradas (filtros
de seringa de 0,22 um de porosidade e 25mm de @neediluidas com agua
deionizada antes da injecdo no cromatégrafo. Qsspiorrespondentes ao AL
foram identificados pelo tempo de retencéo, utidase como comparacdo 0s
tempos de retencdo do padrdo, e a quantificacd® denforme a curva de
calibracdo do padrédo (APENDICE B).

A analise qualitativa para a determinacéo do iséndgtico produzido
foi obtida mediante reacdes do kit enzimatico K-IEAIMegazym®&, Wicklow,
Irlanda), especifico para o acidd+) latico, com 98 % de confianca. Os
procedimentos foram executados manualmente, coefoam instrugbes do
fabricante.

O kit baseia-se no seguinte principio: A quantifica de acidd.(+)
latico requer duas reac¢des enzimaticas. Na primme&géo, o acida(+) latico
(L-lactato), catalisado pela L-lactato desidrogendk-LDH), é oxidado a

piruvato por Dinucle6tido de nicotinamida e ader(iNlAD+). No entanto, visto
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gue o equilibrio dessa reacdo encontra-se firmemamt favor do acida(+)
latico e de NAD+, uma préxima reagéo é necessara frapturar” o piruvato.
Isso é obtido pela conversao do piruvato para abire e 2-oxoglutarato, com
a enzima D-transaminase de glutamato-piruvato (DJGRa presenca de um
excesso de D-glutamato. A quantidade de NADH produnessa reacdo é
associada estequiométricamente com a quantidaderyiéatico acido, sendo o

NADH medido pelo aumento na absorbancia a 340 nm.
2.4.5 Determinacao dos parametros cinéticos da fermentaga

O processo fermentativo foi analisado quanto aosinpetros de
consumo de AR (Equacéo 1), rendimento (Equacagp®)dutividade (Equacéo
3, descrito no Capitulo 2, Item 2.4.4) de acidizcdafOLIVEIRA et al., 2009).
Consumo de AR (%) = (AR consumido (g.L) / AR inidig.L)) x 100 Q)
Rendimento (%) = (Acido Latico (g.L) / AR consumi¢ipL)) x 100 (2)
2.4.6 Contagem de bactérias laticas por plaqueamento

Para a andlise de viabilidade celular , foramadtis amostras a cada 24

h e a contagem de colbnias viaveis foi realizada pettodo de plaqueamento
em profundidade ou "pour plate"”, conforme ja dés¢Capitulo 2, Item 2.4.5).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo da polpa de batata

Os resultados das andlises fisico-quimicas da mi#pbatata utilizada

para formulacéo dos meios de fermentacdo sédo apsess na Tabela 2.

Tabela 2 Caracterizagdo quimica da polpa de batata*

Parémetros (%) 1° Lote 2° Lote
Amido 8,17 8,63
Cinzas 0,72 0,77

Fibra 0,6 0,72
Lipideos 0,14 0,12
Proteina 2,25 2,33
Umidade 85,65 85,29

* O 1° lote refere-se as andlises da polpa de bagat@adas na primeira parte deste
experimento (Capitulo 2, Item 3.1) e 0 2° lote ®efee as analises feitas na polpa de
batata utilizada para a segunda parte do experimemianejamento.

Os valores encontrados neste lote de matéria-paeaaproximam
daqueles encontrados anteriormente (Capitulo 23 IBel), como mostra a
Tabela 2. Algumas variacdes podem ocorrer em déce da diferenga nas
praticas de cultivo, adotadas no manejo da cul(ENMMANGELISTA et al.,
2011) ou diferencas na época de plantio (ZAMBOLR@11). Os valores entre
o primeiro e segundo lote de polpa de batata rféoediciaram estatisticamente

entre si, ao nivel de 5% de significancia.

3.2 Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR

Os resultados do obtidos pelo DCCR séo apresentadbscutidos a

sequir.
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3.2.1 Contagem de células e viabilidade celular

A contagem de células totais durante o processdedeentacdo é
apresentada na Figura 1. Todos os ensaios forarioral de indculos com
concentracéo celular inicial entre’1® 16 UFC.mL", porém ap6s sua diluicdo

no meio de fermentacéo, essa concentracao foiiceduz
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Figura 1 Variacdo da concentracdo total de cétldaante a fermentagéo

Nas primeiras 24 h de fermentagdo, observa-se astiomento padrao
do microrganismo em todos o0s ensaios, indicand@amespécie estava adaptada
ao meio de fermentacdo e com boa atividade metabdisso ocorre, pela
concentracdo de produtos resultante do metaboksnmnais baixa no periodo
inicial da fermentacdo (GONCALVES et al., 1997) mébém quando ha uma
maior oferta de nutriente das mesmas.

A reducdo do pH no meio fermentativo, apdés as prasel2 h de
fermentacdo (Figura 2), sugere o aumento de acgidomeio, provocando,
consequentemente, a estabilizacdo do crescimenis apse periodo. Tal
ocorréncia pode referir-se a um efeito de toxiokdded AL, agora presente no
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meio em grandes quantidades, aumentando, assinasea de laténcia do
microrganismo (YANEZ et al., 2008). N&o foi possiperceber a fase de morte

da bactéria durante o periodo da fermentacéo.
3.2.2 pH e acidez
O pH inicial de todos os meios fermentativos tesdagstavam dentro

da faixa 6tima de atuag¢do do microrganismo, entee 5 (VIJAYAKUMAR;
ARAVINDAN; VIRUTHAGIRI, 2008), como mostra a Figura

7.0 7 =¢—FEnsaio 1
6,0 - Ensaio 2
5,0 - \ —#—Ensaio 3
4.0 A S ) =>=Ensaio 4
5 S r—— — =¥=Ensaio 5
’ Ensaio 6
2,01 Ensaio 7
1,0 1 Ensaio 8
0,0 —t T+ Ensa?o 9

0 12 24 36 48 60 72 Ensaio 10

Tempo (h) Ensaio 11

Figura 2 Cinética do pH durante a fermenta¢do tonmamnosusconforme o
planejamento experimental

Em todos os meios testados ao longo do processefigativo, a maior
reducdo de pH se deu nas 12 primeiras horas e abilesicdo ocorreu
progressivamente apés esse periodo. Isso ocorre,ram@io da baixa
concentracdo de acidos existente nessa fase danfieigdio (GONCALVES et
al., 1997). O pH final dos meios fermentativosaitse entre 3 e 4.

O estresse acido faz parte do ciclo de vida das, Bl virtude da sua
capacidade de fermentar glicose em AL. Porém, acéemido pH ocasionada
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pela producéo de acidos pode reduzir a producdaciltn de interesse. Essa
diminuicdo em condi¢des de elevada acidez podesi@o associada somente &
inibicdo do metabolismo celular, mas também a @dwp nimero de células

sem interferir necessariamente no metabolismo ldéagq@ ANEZ et al., 2008).

Na Tabela 3, encontram-se os resultados de prodigdwidos totais
para cada ensaio realizado. Apés 72 h de fermemtac@naior producédo de
acidos totais ocorreu no ensaio 6 (25,8 g/L) quessgmtava 35 % de polpa de
batata e a maior concentragéo de EL (8 %) dentdemsis ensaios. Os ensaios
2 e 4 também mostraram alta producdo de acidos(Q2fl) e ambos foram
adicionados de 7 % de EL, variando apenas a caoacéot de substrato

empregada, 30 e 40 % de substrato, respectivamente.

Tabela 3 Produgdo de acidos totais variando aseotnagdes de extrato de
levedura e de polpa de batata, conforme o planej@mnexperimental

Concentracao de Concentracao de ~
. Producéo de
Ensaios extrato de levedura polpa de batata 4cidos totais (g/L)
(% m/v) (% viv)
1 3 30 17,7(
2 7 30 24,60
3 3 40 18,30
4 7 40 24.,6(
5 2 35 16,2(
6 8 35 25,80
7 5 28 20,55
8 5 42 22,50
9 5 35 21,6(
10 5 35 19,8(
11 5 35 21,15

A identificacdo dos parametros significativos fealizada por meio de
andlises estatisticas. Pela Tabela 4, de coefsedé regressdo, permite-se
afirmar que apenas o termo linear do EL apreserfeilo estatisticamente

significativo (p<0,05) para o aumento da produgddados orgéanicos totais.
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Tabela 4 Coeficientes de regresséo para produciodies totais

Fonte de variacao RegressadoErro Padrdo p-valor
Média/Interacao 20,850 0,397 0,000
(1) Extrato de levedura (% m/v) (L) 3,352 0,243 00,0
Extrato de levedura (% m/v) (Q) 0,084 0,291 0,783
(2) Polpa de batata (% v/v) (L) 0,420 0,243 0,145
Polpa de batata (% v/v) (Q) 0,348 0,291 0,284
1L por 2L -0,150 0,344 0,681

A partir desses resultados, foi originada analeseatiancia (ANAVA).
Onde é possivel observar que @.fla regresséo (38,8) é maior que o tabelado,
a 5 % de significancia, sendo, portanto o ajustedeessao bom (Tabela 5).

Tabela 5 Analise de variancia para producdo deddatais

Fonte de variacao SQ gl QM Fearc Fian(5 %)
Regresséo 91,797 5 18,359 38,835 5,050
Erro 2,363 5 0,472
Total SS 94,160 10 rz: 0,98

¢ Soma dos quadraddsGraus de liberdad@" Quadrado médio.

O modelo ajustado (rz 0,98) em variaveis codifisa@ representado

pela Equacéao 3, onde PAC é producéo de 4cidos.totai
PAC = 20,85 + 3,352* %0,084*x2 + 0,42*% + 0,348*%2 - 0,15*x%*X, 3)
Os efeitos das variaveis independentes e dasrgeasgdes na formacao

dos acidos podem ser visualizados por meio da sandlas superficies de

resposta (Figura 3), construidas a partir da Equaca
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Figura 3 Superficie de resposta para a producdacitlvs totais como uma

funcdo das variaveis: concentracdo de polpa déabatde extrato de
levedura

A producdo maxima de acidos se deu na maior carggiat de extrato
de levedura (8 %). Na Figura 3, fica evidente at@fado significativo da
porcentagem de polpa de batata sobre a producacidies.

3.2.3 Consumo de agucares redutores

Durante as 72 h de fermentacdo, o consumo de ARortmu
comportamento semelhante entre os ensaios (Figuxéadando de 29,88 g/L a
18,75 g/L, e a quantidade média no meio de ferméntao final do processo foi

de 14,14 g/L. O ensaio 6 apresentou a menor q@aldifinal de AR (7,65 g/L).



103

=o—Ensaio 1
60 - Ensaio 2
< 50 - —&—Ensaio 3
o .
e 40 =>=Ensaio 4
g =¥¢=Ensaio 5
§ 30 A Ensaio 6
?/:) 20 - Ensaio 7
o 10 Ensaio 8
] 7 .
S Ensaio 9
g0 ' ' ' ' ' ' ' =4=Ensaio 10
0 12 4 36 48 60 72 .
Tempo (h) Ensaio 11

Figura 4 Cinética do consumo de aclcares reduthnesite a fermentacdo com
L. rhamnosusconforme planejamento experimental

Ao final do processo fermentativo, 0 maior consud®oAR se deu nos
ensaios 8 (29,88 g/L) e 3 (28,36 g/L) e apesaredeapresentarem maior
concentracdo de polpa de batata no meio, essataréstica ndo se mostrou

estatisticamente significativa (p>0,05), Tabela 6.

Tabela 6 Coeficientes de regresséo para o consaragltares redutores

Fonte de variagédo Regressdo Erro Padrdo p-valor
Média/Interacdo 23,528 1,642 0,000
(1) Extrato de levedura (% m/v) (L) 0,725 1,007 035
Extrato de levedura (% m/v) (Q) -0,040 1,201 0,974
(2) Polpa de batata (% v/v) (L) 1,976 1,006 0,107
Polpa de batata (% v/v) (Q) 1,820 1,201 0,190
1L por 2L 0,426 1,422 0,776

3.2.4 Producao e rendimento de acido latico

A matriz com o0s resultados obtidos para as vasddependentes de
rendimento do AL em relacdo ao consumo de AR (Yefsloducdo de AL para

cada ensaio realizado é apresentada na Tabela 7.
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Alguns cromatogramas oriundos das analises de CLARa

guantificagdo do AL produzido, estdo dispostos é?ENDICE D.

Tabela 7 Matriz de planejamento com 0s ensaios \@iéveis respostas para
rendimento e producao de acido latico

Extrato de levedura Polpa de batata Rendimento Producdo

Ensaio Cod. Real! Cod. Real? (9AL/gAR)  (g/L)
1 -1 3 -1 30 0,66 17,40
2 1 7 -1 30 1,02 23,83
3 -1 3 1 40 0,75 18,16
4 1 7 1 40 0,80 21,51
5 -1,41 2 0 35 0,86 16,08
6 1,41 8 0 35 0,95 24,91
7 0 5 -1,41 28 0,93 21,02
8 0 5 1,41 42 0,76 22,66
9 0 5 0 35 0,90 21,64
10 0 5 0 35 0,91 21,08
11 0 5 0 35 0,91 21,15

Foram considerados significativos os parametrosgealor menor que
0,05 (5 %). A producado de AL foi calculada, consgaelo a diferenca entre a
concentracdo final e inicial de cada ensaio prapgstlo planejamento
experimental.

De acordo com os resultados estatisticos apresentaa Tabela 8,
apenas o termo linear da concentracdo de EL apoesefeito estatisticamente
significativo sobre a producdo de AL (p<0,05), ondletermo linear esta
associado a letra L.

A ANAVA (Tabela 9) mostra que o (14,04) foi maior que o Jg
(5,05), ao nivel de significAncia de 5 %. O coefité de determinacao (r2) igual
a 0,93 e o fato da regresséo ser estatisticamigmificativa (FeacFan) permite

afirmar que o0 modelo ajustou-se bem aos dadosime@ais.
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Tabela 8 Coeficientes de regresséo para producacidie latico

Fonte de variagédo Regressdo Erro padrdo p-valor
Média/Interacdo 21,293 0,564 0,000
(1) Extrato de levedura (% m/v) (L) 2,787 0,346 00,0
Extrato de levedura (% m/v) (Q) -0,638 0,413 0,183
(2) Polpa de batata (% v/v) (L) 0,093 0,346 0,800
Polpa de batata (% v/v) (Q) 0,037 0,413 0,931
1L por 2L -0,773 0,488 0,175

Tabela 9 Analise de variancia para producao dedatito

Fonte de variacéo SQ gl QM Feac Fian (5 %)
Regressao 67,01 5 13,40 14,04 5,05
Erro 4,77 5 0,95
Total SQ 71,78 10 r2: 0,93

¢ Soma dos quadradd$Graus de liberdad@" Quadrado médio

O modelo de ajuste com as varidveis codificadaa paproducdo de

acido latico (PAL) em g/L, é apresentado na Equdcao
PAL = 21,293+2,787*%0,638*%2+0,093*%+0,037*%2-0,773*%*X 4)
Os efeitos das variaveis independentes na formdgdwoduto podem

ser visualizados por meio da andlise da superfieieresposta (Figura 5),

construida a partir da Equacao 4.
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Figura 5 Superficie de resposta para producaoide Etico como uma funcao
das variaveis: concentracéo de polpa de batataegtidgo de levedura
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A superficie de resposta mostra que apesar da fwalugiio de AL
obtida, o ponto de 6timo nao foi alcancado comamgjamento experimental e
gue o aumento da concentracdo de EL eleva a prodiacacido, sugerindo que
0 aumento da concentracéo de EL pode favorecemaia producéo de AL.

O EL é amplamente utilizado em processos fermeottia fim de
proporcionar melhores condi¢des de fermentagdo @IBNet al., 2001), uma
vez que 0 enriquecimento do meio com essa fontaitlegénio aumenta
significativamente a producdo de acido latico (ABERAHMAN; TASHIRO;
SONOMOTO, 2013).

A maior producado alcancada no presente estudoef@4gd g/L (ensaio
6), onde o meio foi adicionado de 35 % de polpaatata hidrolisada e 8 % de

extrato de levedura, como mostra a Figura 6.
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Figura 6 Producdo de acido latico de acordo coransmios do planejamento
experimental

As andlises de coeficientes de regressdo paramenth de AL
mostram que apenas o termo linear da concentragdelLdapresentou efeito
significativo sobre essa variavel dependente (Bald€l). O mesmo ocorreu

guando se avaliou a producéo de AL.

Tabela 10 Coeficientes de regresséo para rendirderdocido latico

Fonte de variacéo Regressdo Erro Padrdo p-valor
Média/lnteracéo 0,905 0,037 0,000
(1) Extrato de levedura (% m/v) (L) 0,068 0,023 30,0
Extrato de levedura (% m/v) (Q) -0,017 0,027 0,555
(2) Polpa de batata (% v/v) (L) -0,047 0,023 0,098
Polpa de batata (% v/v) (Q) -0,046 0,027 0,153

1L por 2L -0,080 0,032 0,058
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Mesmo o coeficiente de determinacdo apresentando vator
relativamente alto (rz 0,81), a ANAVA (Tabela Itpstra que o &.(4,37) da
regressao nao foi maior do queg, 5,05), indicando que o ajuste da regressao
nao foi bom, nivel de significancia a 5%. Portant) foi gerada a superficie de

resposta.

Tabela 11 Analise de varidncia para rendimentccitidatico

Fonte de variacao SQ gl QM Eic Fian (5%)

Regresséao 0,092 5 0,018 4,372 5,05
Erro 0,021 5 0,004

Total SQ 0,113 10 rz: 0,81

¢ Soma dos quadraddsGraus de liberdad@" Quadrado médio.

E frequente a utilizacdo de uma fonte de nitrogéein meios
fermentativos. Li et al. (2010), investigaram noviamtes de carbono e
nitrogénio para a producdo econémica de AL lporhamnosus relataram a
importancia do EL no aumento da producdo, cerca2@glL de AL foi
produzido a mais quando o meio foi acrescido dg/R,8e extrato de levedura.
Zhang e Jin (2009) concluiram que a suplementagdmealo de fermentativo
com EL nado beneficia apenas as fermentacdes comériaac mas também
quando séo utilizados fungos.

Apesar do crescente interesse da industria e darédatle cientifica na
producao sustentavel de AL, nao foi encontrado menéstudo que se igualasse
as condicdes do processo fermentativo adotadasspmestudo (Tabela 12).



Tabela 2 Comparacéoe estudos qurelatem a produc¢é de L(+) &cido laticca partir de diferentesubstratos amilacs
e condi¢bes de fermentagéo

Fonte de carbono + fonte de AL Rendimento Produtividade

Microrganismo nitrogénio (/L) (g/L) (g.LhY Referéncias
0
L. rhamnosus (I;c))lpa de batata (35%) + EL (8 24,9 0,95 0,35 Este trabalho
L. rhamnosus (P5<;/dLe) mandioca (2 g/L) + EL 175,4 0,71 g/g 1,8 Wang et al., (2010)
Amido de batata (1 %) + EL Xiaodong; Xuan;
L. amylovorus (30g/L) 4,2 NI 0,12 Rakshit, (1997)
. . . Narita; Nakahara;
S. bovis Amido de milho cru (20 g/L) 14,7 0,88 0,15 Fukuda, (2004)
E. faecium gA/”L")'dO soluvel de batata ( 14,3 0,69 0,59 Shibata et al., (2007)
Rhizopus arrhizusAmido de batata (20 g/L) 19,74 0,91 0,41 Ping et(2005)
. Amido de LV (0,8 %) + EL Altaf; Naveena; Reddy,
L. amylophilus (1%) 4,69 0,92 0,1 (2007)
I ! 0,
L. amylophilus Amido soluvel (%) +LV 12,2 0,92 NI Altaf; Naveena, (2005)

(2%) e células de levedura (1%) "’

Amido de batata (100 g/L) + Wee; Reddy; Ryu,

E. faecalis AMM (30 g/L) e EL (1 g/L) 98,8 0,95 1,9 (2008)
.. . Anuradha; Suresh;
L. delbrueckii  Amido de batata (10 g/L) 7,2 0,7 0,3 Venkatesh, (1999)

At Acido latico;™ N&o Informado® Extrato de levedurd! Lentilha vermelha®"™ Agua de maceracédo de milho;

60T
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Entre os estudos citados na Tabela 12, aquele gisesmassemelha aos
parametros utilizados pelo presente trabalho é Wligado por Wang et al.
(2010), que produziram 175,4g/L de AL ao utilizamesmo microrganismo e
fonte de nitrogénio desta pesquisa. Porém, oseauttdilizaram p6 de mandioca
como substrato e em uma concentracdo superioriceaguegada. Os autores
utilizaram, ainda, de temperatura diferente, femagip descontinua com
sacarificac@o simultdnea do meio e controle de pH.

Wee, Reddy e Ryu (2008) produziram 98,8 g/L dectitco em meio
contendo batata e agua de maceracao de milho, coesmo rendimento obtido
pelo presente estudo (0,95 gAL/gAR). Na Tabelani@stra-se, ainda, diversos
autores que utilizaram produtos excedentes da rafirsiria como fonte de
nitrogénio e obtiveram producéo préxima a 24g/L.

Assim, com base em resultados obtidos em outrogufEas, pode-se
afirmar que a producdo obtida no presente estudmbmra com aqueles ja
encontrados anteriormente. E importante ressaltae conforme o
microrganismo utilizado e as condi¢cdes a que séinstidos a producdo de
acido latico pode chegar a valores superiores aps apresentados. Um
exemplo disso sdo o0s indmeros trabalhos existe(A&DEL-RAHMAN;
TASHIRO; SONOMOTO, 2013; DATTA; HENRY, 2006; GUYOT;
MORLON-GUYOT, 2001; MARTINEZ et al., 2013) relatamds mais diversos
métodos, concentracBes e rendimento de acido.latico

A grande frequéncia de utilizacdo de espécies dergdactobacillus
(Tabela 12) é justificada pelas altas taxas decienemto e rendimento de
produto (PING et al., 2005).

3.2.5 Identificac&o do isdmero produzido
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O kit enzimético utilizado para a identificacdo i@6mero produzido
mostrou haver producdo do isbmero L em todas asstesso analisadas.
Resultados estes que corroboram com estudos aate(ioMA et al., 2010;
WANG et al., 2010; YU et al., 2008) que afirmamraducédo apenas dg+)
acido latico pot.. rhamnosus

Na Tabela 13, apresentam-se as concentracfag+jeacido latico

produzido pelos ensaios do planejamento experimenta

Tabela 13 Andlise da producdo dé+) acido latico porL. rhamnosusem
ensaios conforme planejamento experimental

Extrato de levedura Polpa de batata Producao de L(+) acido

Ensaio (% miv) (% miv) latico (g/L)
1 3 30 14,87
2 7 30 18,13
3 3 40 15,06
4 7 40 18,20
5 2 35 12,91
6 8 35 20,57
7 5 28 17,14
8 5 42 16,12
9 5 35 18,29
10 5 35 18,13
11 5 35 17,33

E essencial se ter claro que a pureza Optica dé déterminante para o
setor a que esse produto se destina. Sendo estxct@imente disponivel em
diferentes ‘graus de qualidade’. Aqueles com purentre 20 e 50% ¢é
denominado AL de grau técnico, os acima de 80%psate grau alimentar e os
acima de 90 % séo os de grau farmacéutico e magUtIAYAKUMAR;
ARAVINDAN; VIRUTHAGIRI, 2008).

A obtencdo do AL por via fermentativa apresentaaatagem de

produzir um acido opticamente puro e a ndo adigdsuthstancias para controle
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do pH durante a fermentacéo garante facilidadeoemxessos de recuperacao e
purificacdo do acido (JOHN; NAMPOOTHIRI, 2008; MARIEZ et al., 2013).

3.2.6 Validacdo do modelo

Com base nos valores apresentados na Tabela 1fgjtéoa validacéo

do modelo para producao dé+) acido latico (Tabela 14).

Tabela 14 Valida¢do do modelo de producéo de Lgidpdéatico

Extrato de Polpa de Producdo Producdo Erro
Ensaio levedura batata experimental prevista Relativo
Cod. Real! Cod. Real? (g/L) (g/L) (%)
1 0,5 6 -1 30 16,08 18,33 13,99
2 0,5 6 1 40 16,72 18,00 7,66

1 Valores expressos em % m/v; 2 Valores expressd®e/v; > Valores codificados

Na Tabela 14, pode-se observar que o erro relatigdio de 10 %
indica que os resultados obtidos nos ensaios d#agab foram satisfatorios em

relacdo a producéo dé+) acido latico.
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram produzidos 25 g/L lde)acido latico em meio
com 35 % (v/v) de polpa de batata hidrolisada e §nif/) de extrato de
levedura. Verificou-se ainda que as bactériasddétaumentaram, em média, de
1 ciclo logaritmico (de T0para 18UFC.mL") ao longo da fermentacéo e que o
pH ao final do processo estabilizou-se entre 3 Eofnprovou-se que o acido
latico produzido porL. rhamnosusé o isébmero OticoL(+) acido latico,
mondmero utilizado na producao de plastico biodifgrel polilactato (PLA).

Concluiu-se ainda que a metodologia utilizada paidises qualitativas
e quantitativas mostrou-se satisfatéria para am@iacio da producédo de AL e
do isébmero produzido. A metodologia de superfi@erelsposta associada ao
planejamento experimental fatorial de experimen&sbém mostrou ser um
método eficaz para verificar a influéncia dos patiios fermentativos no

processo de fermentacao.
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CONSIDERACOES GERAIS

Ap6s a analise dos resultados, pode-se conclu@ quprocesso
fermentativo, assim como, as metodologias anaditerapregadas no decorrer
deste trabalho foram adequadas e apresentaram cesottado uma boa
producdo de AL. Tais resultados sugerem a viabiéddo processo, uma vez
que o rendimento obtido se apresentou muito proxidas literaturas
consultadas.

O presente estudo enriguece ndo s6 o ambito &ooldkbntal como
também o académico, uma vez que é o primeiro trabgle investiga a
producdo delL(+) acido latico, utilizando como substrato fernagnb uma
cultura produzida em grande escala, nacionalmemteque garante certa
vantagem na produc¢édo desse acido organico peldd&deéaMinas Gerais, ja que
0 Estado mineiro é o maior produtor nacional dathat

Considerando a quantidade de matéria-prima emgi@egesse processo,
pode se afirmar ainda que o emprego de batata sabsirato fermentativo, na
obtencdo de AL, trata-se de uma atraente altemgiara a reducdo desse
produto em excesso no mercado e de baixo valorgadoena sua cadeia
produtiva.

Durante a execu¢do de um processo fermentativimdros parametros
podem ser alterados a fim de aumentar a produdigidip acido de interesse.
Contudo, é importante avaliar individualmente cadaacdo, uma vez que a
combinacdo de elementos como microrganismos, stibstfermentativos e
problemas de aspectos ambientais, com métodos queentem as
concentracbes, os rendimentos e produtividadesedasilo podem levar
também a elevagéo dos custos de producao.

Nesse contexto, visando a producdo ldg) é&cido latico porL.

rhamnosusem substratos fermentativos a base de batatagueaido com uma
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fonte de nitrogénio, este estudo sugere a avalidedocombinacdes de outros
elementos que possam vir a influenciar o processmentativo, como o
controle de pH, modo de fermentacdo e outros, dgadeestes ndo onerem
maiores custos de producdo do acido de interessm f@is alteracdes no
processo fermentativo, espera-se que haja condequemte maior difusdo no
mercado dos produtos que possuem esse acido conoipalr matéria-prima,
como os biopolimeros.

Ainda do contexto de valorizagdo das questdeseantdis e visando ao
enriquecimento do meio de fermentacdo, sugere-se eptudos futuros
considerem a suplementacdo dos meios fermentatMosoutros recursos em
excesso no mercado, como os subprodutos da agstirad(Enfim, quando se
trata de processo fermentativo inimeros parametsdem ser alterados, desde
que atendam a requisitos de viabilidade econ6roarap dito anteriormente.

Sugere-se ainda a otimizagdo do meio fermentadiion de melhorar a
producao de &cido latico e o emprego de batatastad@®de decomposicéo para
avaliar a influéncia desse fator no rendimento apgdo de AL, bem como
ampliar as alternativas de uso do substrato.
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APENDICE A - Curvas de crescimento de bactérias l&tas

Todas as curvas de crescimento foram realizadastrigicata e
seguiram a mesma metodologia. A ativacdo da culteirdeu pela transferéncia
da cultura estoque em glicerol (1 mL) para um tddensaio contendo 10mL de
caldo MRS estéril (121°C/15min). Ap6s 24 h a 371°@ do in6culo (10 mL)
foi adicionado a 100 mL de caldo MRS estéril, damdizio a curva de

crescimento (Figura 1A).

VR /\V
) -

BOD s = s Inicio da curva
Cultura 37°C/24h %mL de crescimento
estoque Caldo MRS Caldo MRS

(1mL)

Caldo MRS

Figura 1A Esquema de inicio da curva de crescimento

Posteriormente, amostras foram retiradas a cadandash4 primeiras
horas e depois a cada 1 h, até a estabilizacadwadoes de absorbancia. As
absorbancias foram medidas em espectrofotdmeti TEE700S Soft., Brasil)
com comprimento de onda de 600 nm (g0 caldo MRS estéril foi utilizado
como amostra branca do equipamento.

A determinacdo da viabilidade celular foi realizgaa plagueamento
em profundidade (“pour plate”) com adicédo de salanmada, visando a criacdo
de atmosfera de 15 % de £€©incubadas a 37 °C/72 h (TEBALBM al, 2007).
Antes do plaqueamento as amostras foram diluidadgera peptonada (1 g de
peptona bacterioldgica/L de 4gua destilada) e lagdies 10, 10° 10° e 10
foram utilizadas. Testes de identificacdo de gracatalase foram realizados a

fim de confirmar a pureza das col6énias.
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A partir dos dados obtidos pelas curvas de cresdoneforam
construidos gréficos que ilustram a correlacaceatisorbancia e a contagem de
colbnias viaveis (Figura 2A, 3A, 4A, 5A e 6A).

10
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- 8'____‘0_}_"‘4‘—/
4
€ 6
O
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2 4
o y =0,8823x + 7,5665
3 R2=0,99

2

0

000 025 050 075 100 125 150 1,75 2,00

Absorbancia (600 nm)

Figura 2A Correlacdo entre absorbancia e a viagkdcelular na curva de
crescimento d&. faecalis
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o 4 y = 0,8691x + 7,0551
S Rz = 0,90
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000 025 050 0,75 100 125 150 1,75 2,00
Absorbancia (600 nm)

Figura 3A Correlagdo entre absorbancia e a viagkdcelular na curva de
crescimento d&. durans.
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Figura 4A Correlacdo entre absorbancia e a viaukdcelular na curva de
crescimento d8. mutans
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Figura 5A Correlagdo entre absorbancia e a viagkdcelular na curva de
crescimento dé. plantarum
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Figura 6A Correlacdo entre absorbancia e a viaugkdcelular na curva de
crescimento dé. rhamnosus

A cinética da absorbéncia e o crescimento de cEtll@ante as curvas
de crescimento d&. faecalis(Figura 7A),E. durans(Figura 8A), S.mutans
(Figura 9A), L. plantarum (Figura 10A), eL. rhamnosug(Figura 11A), séo

apresentados a seguir:

1,8 - - 10
a . —
€15 g
3 5
S L2 -6 E
809" i
s 45
5 0.6 =o—Absorbancia S
D]

203 - Viabilidade celular | 2

0,0 = T T T T T T T T T T T T 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

Figura 7A Cinética da absorbancia e do crescimegltdar deE. faecalis
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Figura 8A Cinética da absorbancia e do crescimegltdar deE. durans
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Figura 9A Cinética da absorbancia e do crescimegltdar deS. mutans
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Figura 10A Cinética da absorbancia e do crescimegitdar del. plantarum
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Figura 11A Cinética da absorbancia e do crescimegitdar del.. rhamnosus
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APENDICE B - Curva de calibracdo do acido latico utizado nas analises
de CLAE

9000000+
8000000+
7000000+
6000000+
© 5000000+
<< 4000000
3000000+
2000000+
1000000

y = 135278x - 23525
R2=0,99

0 10 20 30 40 50 60 70
Acido Latico (g/L)
Figura 12A Curva de calibracéo de 4cido latico paraises de CLAE.

A concentracao de Acido latico é dada pela Equicao

Concentracdo de 4cido latico (g.L)= (area encoattaf3525)/135278 (8]
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APENDICE C - Curva padrao de glicose para analise@ AR

Na Figura 13A, mostram-se as concentracdes desgligtilizadas para a
confeccdo da curva de padrdo da glicose e suagciBss absorbancias,
correlacionando a absorbancia da amostra com suzemivacdo de glicose,
conforme o método de DNS.

= F
o N
1 )

o
o]
1

Glicose (g/L)
o
(o))

y =2,2629x
R2=0,96

o o005 01 015 02 025 03 035 04 045 05
Absorbancia (540 nm)

Figura 13A Correlagé@o da absorbancia com a coraxgiurde glicose

A concentracao de glicose é dada pela Equagéo 2:

Concentracao de glicose (g.L) = (2,2629xAbsorbaec@ntrada) (2)
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APENDICE D - Cromatogramas das analises de CLAE par quantificacéo
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