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Aproveitamento de subprodutos da industria de alimentos para producdo de acido

propidnico por fermentacéao e purificacdo usando Sistemas Aquosos Bifasicos

Resumo geral

O éacido propionico esta entre os 30 produtos quimicos aplicados como conservante de alimentos e de
racdo animal, intermedidrio quimico na sintese de fibras de celulose, herbicidas, perfumes e produtos
farmacéuticos. O &cido propidnico pode ser produzido por sintese quimica e por fermentacdo. Em
processos fermentativos, o custo do meio de cultivo é um dos fatores a ser reduzido. Além disso,
tecnologias convencionais de purificacdo sdo o grande gargalo de todo o processo de producdo, em
termos de complexidade e alto custo, porque envolvem vérias operagdes unitarias e, portanto, em cada
passo, alguma quantidade de molécula alvo é perdida, resultando em grande perda global. Nesse
sentido, 0 uso de subprodutos para o processo fermentativo como soro de leite (fonte de carbono) e
agua de maceracdo de milho (AMM) (fonte de nitrogénio), seguida de purificacdo do acido
propidnico, usando Sistemas Aquosos Biféasicos (SAB) que é uma tecnologia simples, podem ser
opcbes economicamente viaveis. Assim, foi objetivo deste trabalho estudar a viabilidade do
aproveitamento de subprodutos da industria de alimentos para biossintese de acido propiénico por
cultura mista e sua purificacdo do mosto fermentado usando SAB. Para isso, o experimento foi
dividido em trés etapas nas quais foi usado Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Na
primeira etapa, empregou-se fatorial completo 23, em que glicose e extrato de levedura foram
substituidos por soro lateo. Foram testados trés fatores (concentracdo das células, da lactose e do
CaCO0s) e foi usada cultura mista de Propionibacterium freundenreichii ATCC 6207 e Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei. Apenas lactose e CaCO; foram significativos (p<0,05) e conseguiu-se
produzir &cido propidnico numa concentragdo de 23,27 g L1. Valores entre 20 a 45 g L™ de lactose e
acima de 26 g L' de CaCO; aumentaram a biossintese do acido propionico. Na segunda etapa, foi
conduzido um DCCR com 11 tratamentos, sendo glicose e extrato de levedura substituidos por soro
lacteo e AMM e foi usada cultura mista de Propionibacterium acidipropionicii NRRL B-3568 e
Lactobacillus paracasei. Neste caso, os fatores testados foram lactose e AMM. Tanto a lactose como
AMM foram significativos (p<0,05) com a maior producdo do acido propidnico de 6,85 g L. Este
valor foi obtido com uso de 40 g L* de lactose e 65 g L' de AMM. Por fim, na terceira etapa, foram
conduzidos novos experimentos empregando DCCR para avaliar a particdo do acido propibnico puro e
a purificacdo de &cido propidnico em um sistema aquoso bifasico com polietilenoglicol (PEG) e citrato
de sodio. As duas variaveis independentes foram PEG e citrato de sddio e foram testadas 2 massas
molares de PEG (1500 e 4000). Foram determinados coeficientes de particdo e relacdo de fases no
processo de particdo e purificacdo do acido propiénico. Ainda na purificacdo, os melhores resultados
foram analisados quanto & eficiéncia do processo. Os menores coeficientes de particdo de &cido
propidnico foram obtidos nos sistemas 24% m m* de PEG e 15% m m de citrato de sddio, tanto para
PEG1500, como para PEG4000, com valores inferiores a 0,4. Os melhores sistemas obtidos, para
purificagdo dos &cidos organicos, com os menores coeficientes de particdo de acidos totais (Kar),
foram 16,7% m m* PEG e 13,5% m m citrato, para PEG1500 com Kar igual a 0,21 com uma
eficiéncia de 58,03% e o sistema 24% m m* PEG e 15% m m citrato com PEG4000, Kar de 0,15. A
eficiéncia do processo de purificacdo, para esse ultimo, sistema foi de 68,15%. A utilizacdo de soro
lacteo, agua de maceracdo de milho e CaCOs, para a biossintese de &cido propiénico com uso da
cultura mista de bactérias propibnicas e laticas, é vidvel. Nas condices testadas, a Propionibacterium
freundenreichii apresentou melhores resultados da producdo do &cido propidnico do que
Propionibacterium acidipropionicii.

Palavras-chaves: soro de leite, agua de maceracdo de milho, extracdo liquido-liquido, DCCR,
Propionibacterium spp., Lactobacillus spp.



The use of by-products of the food industry for the production of propionic acid by

fermentation and purification using Aqueous Two-Phase Systems

Abstract

Propionic acid is among the 30 best chemicals used as a component for products with various
applications: food and animal feed preservatives, chemical intermediates in the synthesis of cellulose
fibers, herbicides, perfumes and pharmaceuticals. Propionic acid can be produced by chemical
synthesis and by fermentation. In fermentative processes, the cost of growing medium is one of the
factors to be reduced. In addition, conventional purification technologies are also great bottleneck of
the entire production process in terms of complexity and high cost because they involve several steps
of unit operations and therefore at each step some amount of target molecule is lost, resulting in a
large global loss. In this sense, the use of by-products such as whey (carbon source) and corn steep
liquor (CSL) (nitrogen source) and then purification using Aqueous Two-Phase System (ATPS),
which is a simple technology, can be economically feasible. Thus, the objective of this work was to
study the viability of the use of by-products of the food industry for propionic acid biosynthesis and
purification of the same in the fermented medium using ATPS. The experiment was divided into three
stages. Central Composite Rotational Design (CCRD) was used at all stages. In the first step, 23
complete factorial was used, where glucose and yeast extract were replaced by whey. Three factors
(cell, lactose and CaCOs; concentration) were tested and mixed culture of Propionibacterium
freundenreichii ATCC 6207 and Lactobacillus paracasei were used. Only lactose and CaCO3; were
significant (p<0.05), and propionic acid at a concentration of 23.27 g L™ was produced. Values
between 20 and 45 g L* of lactose and above 26 g L' of CaCO? increased the biosynthesis of
propionic acid. In the second step, a CCRD with 11 treatments, glucose and yeast extract replaced by
whey and CSL, was used and mixed culture of Propionibacterium acidipropionicii NRRL B-3568 and
Lactobacillus paracasei were used. In this case, the factors tested were lactose and CSL. Both lactose
and CSL were significant (p<0.05) with the highest propionic acid production of 6.85 g L. This value
was obtained with the use of 40 g L lactose and 65 g L't CSL. Finally, in the third step, 4 CCRD
were conducted to evaluate the partition of pure propionic acid and the purification of propionic acid
in a biphasic aqueous system with PEG and sodium citrate. The two independent variables were PEG
and sodium citrate and 2 PEG molar masses (1500 and 4000) were tested. Partition coefficients and
phase relations were determined in the partition and purification process of propionic acid. Still in the
purification, the best results were analyzed for the efficiency of the process. The lowest propionic acid
partition coefficients were obtained in the 24% w w PEG and 15% w w sodium citrate systems for
both PEG1500 and PEG4000, with values lower than 0.4. The best systems for purification of organic
acids, with the lowest total acid partition coefficients (Kar), were 16.7% w w? PEG and 13.5% w w!
citrate, for PEG1500 with Kar equal to 0.21 with an efficiency of 58.03% and the system 24% w w!
PEG and 15% w w* citrate with PEG4000, Kar of 0.15. The efficiency of the purification process for
the latter system was 68.15%. The use of whey, CSL and CaCOs, for the biosynthesis of propionic
acid with the use of the mixed culture of propionic and lactic bacteria is feasible. In the conditions
tested, Propionibacterium freundenreichii showed better results in the production of propionic acid
than Propionibacterium acidipropionicii.

Keywords: whey, corn steep liquor, liquid-liquid extraction, central composite rotational design,
Propionibacterium spp, Lactobacillus spp.
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1. INTRODUCAO

Considerando a escassez de recursos naturais e 0s graves danos da poluicdo ambiental
causados pela producdo quimica de acido propiénico (CHEN et al., 2012; GUAN et al.,
2015b), bem como os aumentos constantes do preco do petréleo, a atencdo mundial tem sido
voltada ao aproveitamento de subprodutos, para a obtencdo de véarios produtos valiosos, a
partir de recursos renovaveis. Uma tendéncia atual da inddstria quimica € usar processos que
atendam aos principios da Quimica Verde, vertente da Quimica que tem como uma de suas
principais idéias a aplicacdo de recursos biodegradaveis, sem gerar residuos toxicos ao meio
ambiente. Os subprodutos sdo fontes frequentes de compostos biologicamente ativos (podem
ser boa fonte de carbono, proteinas, pectina, fibras, vitaminas e acidos organicos). Seu
aproveitamento pode reduzir o custo da formulacdo de meios de fermentacédo, viabilizando
economicamente os processos fermentativos (PIWOWAREK et al., 2018a; YANG et al.,
2018).

Embora o baixo custo da sintese quimica do acido propionico seja grande vantagem,
em razdo de algumas desvantagens, como o uso de catalisadores complexos, reagentes toXxicos
e alto consumo de energia, a producdo microbiana de &cido propibnico, usando 0s
subprodutos, tem atraido interesses, particularmente pelo uso de processos ambientalmente
amigaveis (ZHUGE et al., 2014). Por outro lado, algumas limita¢6es da produgdo microbiana,
tais como alta complexidade de substratos e processos demorados com possivel inibicdo pelo
produto final, como também as etapas necessarias para a recuperacdo e purificacdo, tornam
este processo menos competitivo comparado aos processos quimicos (FENG et al., 2011).
Assim, uma visdo detalhada das varidveis do processo como pH, temperatura, concentracdo
celular, estratégias de mistura de substratos ou microrganismos complementares, fermentacao
extrativa, uso de bactérias tolerantes ao acido obtidas por evolucdo adaptativa, uso de células
imobilizadas, pode ser abordada para superar as limitacdes, bem como melhorar o
desempenho da producao de &cido propidnico.

A demanda por &cido propi6nico produzido via fermentacdo aumentou, 0 que esta
relacionado a introdugdo de produtos com “rétulos limpos”, sem aditivos artificiais no
mercado (BAUMANN; WESTERMANN, 2016). A utilizacdo de subprodutos em
bioprocessos pode resultar na reducdo da poluicdo ambiental, ndo apenas pelo descarte desses
subprodutos, mas também por sua transformacgdo em compostos industriais Gteis e valiosos,
como o &cido propi6nico (PIWOWAREK et al., 2018a; YANG et al., 2018). As matérias-

primas, principalmente, a fonte de carbono e nitrogénio, usadas na fermentagéo, representam
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uma grande parcela (> 30%) do custo do produto para o acido propidnico de base bioldgica
(TUFVESSON et al., 2013). Portanto mais estudos foram realizados para investigar a
aplicacdo de subprodutos de baixo custo (como soro de leite, hidrolisados de farinha, 4gua de
maceracdo de milho) ou residuos agroindustriais baratos (como glicerol e melago de cana)
(DISHISHA et al., 2013; ZHUGE et al., 2014; CORAL et al., 2008; NGOME et al., 2017;
CRIVELARI et al., 2018; YANG et al., 2018; ZHANG et al., 2015). Essas fontes de carbono
e de nitrogénio foram identificadas em nivel de bioprocessos, para substituir o actcar mais
caro (glicose) e extrato de levedura, respectivamente, no crescimento celular e producao de
acido propionico.

Bactérias das espécies Propionibacterium freudenreichii, Propionibacterium jensenii,
Propionibacterium thoenii e Propionibacterium acidipropionici parecem ser as mais
apropriadas a producdo biotecnologica do &cido propionico. Em virtude de sua ampla
variedade de sistemas enzimaticos, elas podem utilizar carbono de vérias fontes puras e de
subprodutos (FENG et al., 2011; ZHU et al., 2012, 2010; YANG et al., 2018). Também
possuem um sistema metabodlico que torna possivel produzir vitamina B12 (CHEN et al., 2012.
ZHU et al., 2010; PIWOWAREK et al., 2018a, 2018b). Além disso, as cepas de P.
freudenreichii sdo consideradas bactérias seguras pelo FDA (Food and Drug Administration)
dos Estados Unidos, que permite o uso dessas células bacterianas e seus metabdlitos na
producdo de alimentos como queijos do tipo suico e ragdo animal entre outras aplicacdes
(SALMINEN et al., 2002; GUAN et al., 2015b; ES et al., 2017). Os metabdlitos (acido
propidnico, acético, vitamina B e trealose) s&o comumente usados nas industrias cosmetica,
farmacéutica e alimenticia, além de também serem usados como aditivos em forragens para
gado.

A importancia da producdo de acido propidnico por fermentacdo torna necessario
desenvolver novos métodos eficientes ou melhoria substancial para a purificacdo de acido
propidnico do meio de fermentagdo (HENCZKA; DJAS, 2016). O meio fermentado, contendo
0 &cido propibnico ou propionato, contém geralmente varias impurezas, tais como agucares,
sais, subprodutos de fermentacdo e detritos derivados da lise celular. A separacdo dessas
impurezas € complexa pela sensibilidade do produto, em alguns casos, em relacdo a
solventes organicos, em outros casos, a baixas concentragdes no meio fermentado, valores
de pH ou altas temperaturas.

Embora vérias tecnologias convencionais de purificacdo tenham sido amplamente
empregadas, elas geralmente sdo um grande gargalo de todo o processo de producdo, em

termos de complexidade e alto custo, o que pode representar mais de 70% do custo total do
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produto purificado (RAJA et al., 2011). Envolvem vérios passos de operacGes unitarias e,
portanto, em cada passo, alguma quantidade de molécula alvo é perdida, resultando em uma
grande perda global (RAJA et al., 2011; GLYK; SCHEPER; BEUTEL, 2015). Dessa forma, a
purificagdo é um dos principais entraves para a comercializagdo de produtos bioldgicos. Neste
contexto, os Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) de polietilenoglicol e sal (PEG)/sal
representam uma tecnologia de extracdo liquido-liquido promissora e eficiente, para a
purificacdo de varias biomoléculas, como proteinas, enzimas, acidos, virus, anticorpos e
organelas celulares. Além disso, os SAB podem superar as limitacdes das técnicas
tradicionais de purificagdo e ganhar importancia para aplicacdes, em diversos campos de
bioprocessos, por suas vantagens versateis quanto aos métodos de purificagcdo convencionais.
Sdo alguns exemplos das suas vantagens a biocompatibilidade, simplicidade da técnica,
menor custo total pela reducdo do nimero de etapas na purificacdo, baixo custo dos materiais
de formacdo de fase, separacdo rapida com poucas alteracdes do produto e de facil potencial
de expanséo.

Estdo disponiveis varias e recentes revisdes na literatura sobre processos de
fermentacdo com 4&cido propibnico e técnicas de melhoria na sua producdo (VIDRA,;
NEMETH, 2018). No entanto existem poucos dados sobre a biossintese deste acido, usando
mistura de subprodutos (soro lacteo e agua de maceragdo de milho) e sua purificacdo. Ainda
que o soro tenha se tornado uma fonte barata de carbono, pois aumento de processos de
producdo de queijo fornece uma grande quantidade de soro como subproduto, ha pretenséo
de novas aplicacdes deste subproduto. As fontes de carbono e de nitrogénio mais comuns,
para a producdo de 4&cido propidnico, sdo lactato/glicose e extrato de levedura,
respetivamente, sendo esses adequados para garantir o crescimento das bactérias propibnicas,
porém estes nutrientes contribuem de forma significativa, para um aumento dos custos de
producdo, limitando suas aplicagdes em processos industriais. Como uma alternativa para
extrato de levedura, a 4gua de maceracao de milho, um produto secundario obtido, a partir do
processo de maceracdo de milho, pode ser uma op¢do economicamente viavel, sendo um
subproduto rico em proteinas, vitaminas e minerais. A maioria dos artigos existentes na
literatura concentram-se na purificacdo de enzimas e proteinas. Para a purificacdo do acido
propidnico em meio fermentado, ainda, constitui um grande desafio. Por isso, foram objetivos
deste trabalho estudar a viabilidade do aproveitamento de subprodutos da industria de
alimentos para a produgdo de acido propibnico por fermentacdo e estudar a purificacdo do

acido propiénico no meio fermentado usando Sistemas Aquosos Bifasicos.
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1.1 Objetivo Geral

Estudar a producdo de acido propiodnico utilizando soro de queijo e cultura mista de

Propionibacterium spp. e Lactobacillus spp.

1.1.1 Objetivos Especificos

e Analisar a cinética da fermentacdo propibnica, utilizando subprodutos da industria de
alimentos (soro lacteo e agua de maceragdo de milho), usando cultura mista de
Propionibacterium spp. e Lactobacillus spp.;

e Auvaliar a biossintese do acido propi6nico e acido acético, além do consumo de lactose
e das concentracdes de acido latico usando soro de queijo Minas frescal e cultura de

Propionibacterium freundenreichii ATCC 6207 e Lactobacillus paracasei;

e Otimizar a formulacdo de meio de fermentacdo com soro de queijo e agua de
maceracdo de milho, para a producdo de acido propidnico, a partir da cultura mista de
Propionibacterium acidipropionicii NRRL B-3568 e Lactobacillus paracasei;

e Examinar a particdo do acido propionico em Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) do
tipo polietilenoglicol e sal (PEG/sal);

e Investigar a purificacdo do &cido propibnico obtido por fermentacdo do soro lacteo
usando SAB PEG/sal.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Acido propiénico

O acido propidnico € um &cido organico monocarboxilico, com trés atomos de
carbono. Apresenta a formula molecular (CsHsO2) de cadeia aberta e com a massa molar de
74 g molt (BARBOSA, 2011; MCMURRY, 2010). Caracteriza-se pela presenca do grupo —
COOH, denominado carboxila ou grupo carboxilico (BARBOSA, 2011). E reconhecido ainda
por ter odor pungente, aroma e sabor suave. E o responsavel pelo cheiro caracteristico do
queijo suico, podendo ser usado como aromatizante (DALMASSO et al., 2011). E um &cido
polar e pode formar ligagdes de hidrogénio (pontes de hidrogénio). SolGvel em agua, ioniza-se
parcialmente em solucdo aquosa (CH3CH,COOH + H,O = CHs;CH,COO" + H30") e com
constante de dissociacdo Ka = 1.34*10° a 25 °C. O grupo etila (CH3CH") tem efeito indutivo
doador de elétrons, sendo, portanto, acido fraco, e 0s seus sais sdo ativos em alimentos com
baixa acidez. Apresenta temperatura de fusdo de -22 °C e de ebuligdo de 141 °C (BARBOSA,
2011).

2.2 Aplicacao do &cido propibnico

Dados de mercado sobre compostos da bioproducdo, como os &cidos organicos, nao
estdo prontamente disponiveis para 0 mundo académico, mas apenas para fornecedores
comerciais. As empresas de servi¢os oferecem relatérios de andlise e previsdes recentes de
mercado, mas, para ter acesso a um relatério de 100 a 300 péaginas, precisa-se fazer um
pagamento de cerca de US$ 5.000 (BAUMANN; WESTERMANN, 2016). Alguns dados da

producéo do acido propidnico e acético dos anos 2014 e 2015 sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Mercado global e pregos dos acidos propidnico e acético

P Producdo em Preco .
A Ref
cido toneladas (t) no (USDIt) eferéncias
1500-2000 http://www.lookchem.com/
Propidnico 3,8*10° 2014
1600-2300 http://www.alibaba.com/
Acético 16* 107 2015 500850 http://www.alibaba.com/

http://www.lanzatech.com/

Fonte: Baumann; Westermann, (2016).

Segundo o Departamento de Energia dos EUA, o acido propibnico estd entre os 30

melhores produtos quimicos utilizados como componentes para produtos com diversas
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aplicacdes (WERPY et al., 2004; DISHISHA; ALVAREZ; HATTI-KAUL, 2012; LIU et al.,
2016; ZHUGE et al., 2014). O acido propidnico é usado, principalmente, na forma de sal de
calcio, sodio, potassio ou de amobnio como conservante de alimentos (CORAL et al., 2008;
NGOME et al., 2017; VIDRA; NEMETH, 2018a; YANG et al., 2018), geralmente,
reconhecidos como aditivos alimentares seguros (ES et al., 2017). Usa-se 0 acido propi6nico
ou propionato como aditivo e conservante na producio de alimentos e racdes de animais. E
também importante intermedidrio quimico na sintese de fibras de celulose, herbicidas,
perfumes, aromas e produtos farmacéuticos (CORAL et al., 2008; VIDRA; NEMETH, 2018).

O é&cido propibnico e seus sais sdo capazes de inibir o crescimento de
microrganismos (WANG; LIU, 2014). O mecanismo de inibi¢do do crescimento de fungos,
leveduras e algumas bactérias € bem complexo, mas a visao predominante € de que o acido
propionico perturba a membrana celular pela diminui¢do do gradiente do pH do meio. O
acido ndo dissociado pode difundir-se da membrana bacteriana para o citoplasma e depois
dissociar-se (CHsCH2COOH = CH3CH,COO" +H") dentro da célula, assim, permitindo um
"vazamento" interno de protons. A fim de manter o gradiente de prétons funcional por meio
da membrana, o trifosfato de adenosina (ATP) extra deve ser consumido, para expulsar o
préton (H™), diminuindo o ATP disponivel para o metabolismo celular (CORAL et al.,
2008; GU; GLATZ; GLATZ, 1998). O &cido propibnico, aléem de modificar o sabor do
queijo (DISHISHA et al. 2012), pode prevenir a infeccdo de fungos em aves e outros
animais (LIND; JONSSON; SCHN, 2005).

2.3 Bioprocesso da producéo do &cido propidnico

O é&cido propibdnico é produzido principalmente por hidrocarboxilacdo de eteno na
indastria petroquimica, com um mercado global de 390.000 toneladas com receitas de US$
908 milhdes em 2012. Estima-se que 0 seu mercado cres¢a a uma taxa anual superior a 6,7 %
e atinja uma receita de US$ 1,53 bilhdo até 2020 (YANG et al., 2018). Considerando a
escassez e a natureza finita de recursos do petrdleo e os graves danos ambientais causados
pela producéo quimica de acido propidnico, bem como aumento da demanda por produtos
alimenticios naturais e ecoldgicos (CHEN et al., 2012; AHMADI; KHOSRAVI-DARANI;
MORTAZAVIAN, 2017), como também a introdugdo de alimentos com “rotulos limpos” sem
aditivos artificiais no mercado da América do Norte e paises europeus, aumentou a demanda
por acido propidnico de origem microbiana (BAUMANN; WESTERMANN, 2016), com uso

de residuos gerados de varias industrias, incluindo a alimenticia, o que deve reduzir
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consideravelmente o custo e melhorar o status ambiental. Para tanto, a busca pelas novas vias
metabdlicas é necessaria para intensificar a biossintese do acido propiénico (CHEN et al.,
2012).

Sdo citadas na literatura trés vias, mas a via Wood-Werkman é a mais importante da
biossintese de producdo de acido propidnico, na qual as bactérias propidnicas sdo utilizadas
(FALENTIN et al., 2010). Além das bactérias propidnicas, esta via também esta presente em
Veilonella alcalescens e Selenomonas ruminantium (REICHARDT et al., 2014). O produto
priméario da fermentacdo, na via de Wood-Werkman, é o acido propiénico, que € muito
eficientemente biossintetizado, quando comparado ao acido acético e a outros subprodutos
(KOSMIDER ET AL., 2010). Os subprodutos dessa via sio metilmalonil-CoA, succinil-CoA
e CO, (FALENTIN et al.,, 2010). A via de Wood-Werkman (Figura 1) comega com a
transformacdo do piruvato gerado, durante a glicolise, em oxaloacetato na presenca de
metilmalonil-CoA carboxiltransferase e complexo de biotina-CO,. Em seguida, oxaloacetate é
reduzido por malato e fumarato em succinato. Na etapa seguinte, o succinato € acetilado pela
succinil-CoA sintetase em succinil-CoA, que, em cooperacdo com a coenzima B
(cobalamina) e a metilmalonil-CoA mutase, é transformada em metilmalonil-CoA que, em
seguida, leva a geracdo de propionil-CoA. CoA transferase libera CoA de propionil-CoA,
transformando-o em propionato (FALENTIN et al., 2010; PIWOWAREK et al., 2018). Uma
das caracteristicas fundamentais do ciclo é a reacdo de transcarboxilagdo e a enzima que
catalisa essa reacao é metilmalonil-CoA carboxiltransferase, que transfere o grupo carboxilico
de metilmalonil-CoA, para o piruvato, com a geracdo de acido oxaloacético e propionil-CoA.

Esta enzima é uma carboxitransferase dependente de biotina (FALENTIN et al., 2010).

Pyruvate

Oxaloacetate

|

Malate

Wood-Werkman
Cycle
S-Methylmalonyl-CoA

Fumarate

R-Methylmalonyl-CoA

[ Succinate
Propionyl Co/ Succinyl-CoA

Propionate

Figura 1. Vias da biossintese de &cido propiénico em bacterias propidnicas
Adaptado: Falentin et al. (2010).
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O piruvato € um no6 importante, nas vias metabdlicas das propionibactérias, porque o
acido propidnico, o acido acético e o acido succinico, bem como a biomassa, sdo todos
formados a partir do piruvato (WANG; YANG, 2013). Numa comparacdo dos principais
metabdlicos, na sintese de &cido propiénico por Propionibacterium acidipropionici, foi
verificado que Propionil-CoA, metilmalonil-CoA e succinil-CoA séo fatores cruciais na
biossintese de acido propiénico como precursores diretos do produto. Para elevar as
quantidades intracelulares destes fatores, foram adicionados fumarato, malato e succinato,
separadamente, a cultura de fermentacdo de P. acidipropionici CGMCC 1.2230. Assim,
foram observadas melhorias acentuadas na producdo de acido propidnico com
concentracdes de 10,6, 10,7 e 10,5 g L™, apds adicdo de fumarato 30 m mol L, malato 40
m mol L e succinato 20 m mol L™, respectivamente. Logo os resultados mostraram que
fumarato, malato e succinato foram efetivamente utilizados ao entrar no ciclo de Wood-
Werkman e aumentaram a bioproducdo do &cido propidnico (GUAN et al., 2015b). Além
desses fatores, 0 NAD" participa da glicélise como a coenzima da desidrogenase, que traz
uma grande quantidade de ATP para bombear o H* para fora das células. A oxidacdo de
NADH em NAD" é necessaria, para a biossintese de &cido propionico e, portanto uma menor
relacito NAD*/NADH é benéfica para a producdo de acido propidnico. A maior razdo de
NAD*/NADH aumenta a tolerancia das bactérias ao acido, mas é desvantajosa na producao
do acido propiénico (LIU et al., 2012). Como a glicolise ndo pode fornecer NADH suficiente,
para a producdo de &cido propidnico, o acido acético € formado como um metabdlito
compensador, fornecendo um poder redutor extra para manter o equilibrio
redox. Consequentemente, para produzir acido propibnico, a partir de glicose, que tem um
estado redox mais baixo do que o acido propi6nico, requer-se a coproducdo de um metabdlito
mais oxidado, o acido acético (WANG; YANG, 2013). Varios substratos, incluindo glicose,
sacarose, lactose, glicerol e lactato podem ser utilizados por bactérias propidnicas para a
biossintese do &cido propidnico (GUAN; ZHUGE et al., 2015). No entanto a producdo de
acido propidnico, a partir da glicose, é fortemente limitada pela producdo de &cido acético
(WANG; YANG, 2013). Assim sendo, ha um grande esforco para melhorar a biossintese do
acido propidnico (ZHU et al., 2010) com o desenvolvimento de fermentacdo de alta
densidade celular, por meio da imobilizacdo celular (DISHISHA et al., 2012; ZHU et al.,
2012), fermentagéo extrativista e adaptacdo evolutiva (JIN; YANG, 1998; ZHU et al., 2012),
processo de fermentagdo com alimentacdo do substrato (WANG et al., 2017). Embora esses
processos tenham sido demonstrados como abordagens eficientes, para aliviar a inibicao e

aumentar a produtividade do acido propi6nico, a complexidade do processo de controle desses
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biorreatores pode, em ultima andlise, limitar sua aplicacdo na escala industrial (WANG; JIN;
YANG, 2015).

2.4 Bactérias do acido propidnico e do &cido latico

Bactérias propibnicas sdo grupos de bactérias anaerdbias, Gram-positivas e
facultativas, ndo formadoras de esporos (THIERRY et al., 2011; PIWOWAREK et al.,
2018a), catalases positivas e apresentam-se em forma de bastonetes curtos ou de cocos, de
acordo com o meio em que se encontram (KIATPAPAN; MUROOKA, 2002). Este grupo de
bactérias pode crescer em varios tipos de fontes de carbono (CORAL et al., 2008). As
coldnias destas bactérias propidnicas no meio solido podem ser de cor creme, laranja,
vermelha ou marrom, dependendo da espécie. No meio liquido, elas se comportam como um
pellet de fibras (PIWOWAREK et al., 2018). Nos ultimos anos, foi reconhecida por suas
propriedades probioticas para o consumo humano (WANG; YANG, 2013). Vérias espécies de
bactérias propidnicas, incluindo P. acidipropionici, P. freudenreichii e P. shermanii sdo
geralmente consideradas como seguras (WANG; YANG, 2013; AHMADI; KHOSRAVI-
DARANI; MORTAZAVIAN, 2017; PIWOWAREK et al., 2018a).

As bactérias propibnicas sdo amplamente utilizadas nos bioprocessos e na industria de
laticinios, para fabricar produtos como queijo tipo suico, vitaminas do grupo B como o caso
de vitamina By1o, trealose e bacteriocinas, além da bioproduc¢do do acido propidnico (WANG,;
JIAO; LIU, 2014; BIOTECHNOL; PAPER, 1994; CORAL et al., 2008; CHAMLAGAIN et
al., 2018; PIWOWAREK et al., 2018a, 2018b). Além de modificar o sabor do queijo pela
geracdo de compostos volateis (acidos acético e propidnico) e compostos derivados do
catabolismo de aminoacidos e lipidios, as propionibactérias lacteas (DISHISHA,;
ALVAREZ; HATTI-KAUL, 2012; ZARATE; PEREZ-CHAIA, 2012), também, sio
utilizadas como cultura e aditivos em alimentos e silagem para inibir o crescimento de bolores
e leveduras (KIATPAPAN; MUROOKA, 2002).

Todas as bactérias classicas do género Propionibacterium tém capacidade de
fermentacdo e sdo importantes fontes de metabdlitos valiosos (acido propi6nico, vitamina B1z,
bacteriocina e trealose). Um exemplo séo as cepas de P. freudenreichii subsp. shermanii que
podem metabolizar a lactose (eles t€ém genes que codificam a enzima B-D-galactosidase
(PIWOWAREK et al., 2018a; SUOMALAINEN et al., 2008). Propionibacterium & muito
suscetivel ao pH, portanto o controle do pH é importante, pois o crescimento é geralmente
inibido em pH menor que 4,5. O seu crescimento 6timo é entre pH 6-7 (ES et al., 2017). O
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pH mais baixo melhora a relacdo entre a concentracao de acido propiénico e &cido acético (5:
1), todavia a produtividade do acido propionico diminui (0,11 g Lth™). Em pH maior que 6
(até 7,5), menores propor¢des de acido propidnico, para a concentracao de acido acético (2,5:
1), foram obtidas, mas a produtividade de &cido propidnico aumentou (0,2 g L*h?)
(SESHADRI; MUKHOPADHYAY, 1993). Em outro estudo com a estratégia de controle de
pH, em dois estagios (pH de 6,5 por 48 h e, posteriormente, para 6,0), foi observada uma
eficiéncia maxima de conversdo de glicose em acido propiénico de 48,03%, uma melhoria
significativa de producdo em 19,21 g L't comparando com o processo de operagdo com pH
constante (6,0), em que a eficiéncia de conversdo foi de 36,45% e uma producdo do acido
propidnico de 14,58 g L™ (FENG et al., 2010). Além do pH, a temperatura é um dos fatores
mais importantes que influenciam o rendimento da biomassa e da biossintese do &cido
propidnico (AHMADI et al., 2017). A temperatura ideal, para o crescimento destas bactérias,
varia de 30 a 37 °C e foi relatado que a producdo de &cido propidnico diminui com
incrementos de temperatura de 30 para 37 °C, enquanto a producdo de biomassa aumenta
(SESHADRI; MUKHOPADHYAY, 1993). Entretanto, nos experimentos com a cepa
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4965, foram observados melhores resultados
tanto da producéo de &cido propidnico quanto da taxa de crescimento de biomassa a 30 °C do
que a 36 °C em todos os ensaios (CORAL et al., 2008).

As bactérias do acido latico sdo conjunto de diferentes géneros que se apresentam, na
forma de bastonetes, variando de longos a curtos, sdo Gram-positivas, ndo formam esporos, a
maioria sdo anaerobicas ou microaerdfilas e catalase negativa (TORTORA; FUNKE; CASE,
2000). Estas bactérias pertencem ao filo Firmicutes, sendo este composto por cerca de 20
géneros. Os géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weisella sdo os mais estudados entre as bactérias laticas (ERCOLINI et al., 2001;
HOLZAPFEL et al., 2001; JAY, 2000). Na fermentacdo, as bactérias do &cido latico podem
ser classificadas como homolatica ou heterolatica. A fermentagdo homolética ou glicélise
fornece exclusivamente lactato como produto final. Ja a fermentacdo heterolatica segue a rota
do fosfogluconato, fornecendo lactato, etanol (e/ou acetato) e CO, em quantidades
equimolares (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

Fermentacdo homolatica compreende duas etapas. No primeiro passo, chamada de
glicolise ou via Embdem-Meyerhof-Parnas, a glicose é transformada em &cido piravico,
enguanto, no passo seguinte, este é reduzido para acido latico pela enzima lactato

desidrogenase (MARTINEZ et al., 2013). As bactérias do &cido latico ou homofermentativas
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fermentam 1 mol de glicose a 2 moles de &cido latico, gerando um rendimento liquido de 2
moles de ATP por molécula de glicose, sendo o &cido latico o produto principal desta
fermentacio com rendimento de mais de 0,90 g g* (REDDY et al., 2008; WEE; KIM; RYU,
2006). S&o exemplos de bactérias homofermentativas L. acidophilus, L. amylophilus, L.
bulgaricus, L. helveticus, L. paracasei, L. plantarum, L. salivarius, L. rhamnosus (NIGATU,
2000; SANDERS; KLAENHAMMER, 2001; KOZHAKHMETOV et al., 2013). Ja a
fermentacao heterolatica € caracterizada pela formacao de acido latico como produto principal
além de produtos secundarios como exemplo o CO3, etanol e/ou &cido acético (MARTINEZ
et al., 2013). O subproduto reduz o rendimento tedrico do &cido latico a partir da glicose para
050 g g* ou 1,0 mol mol! (REDDY et al., 2008; ABDEL-RAHMAN; TASHIRO;
SONOMOTO, 2011; MARTINEZ et al., 2013). O primeiro passo das bactérias
hereofermentativas ¢ a degradacdo da glicose, chamada de via das pentoses fosfato,
produzindo gliceraldeido 3- fosfato, acetil-fosfato e CO,. O gliceraldeido 3-fosfato entra na
glicolise por meio da qual é transformado em acido latico, enquanto o acetil-fosfato é
convertido em acido acético e/ou etanol (MARTINEZ et al., 2013). Sdo exemplos das
bactérias que utilizam esta via metabdlica para o consumo de hidratados de carbono L. brevis,
L. fermentum, L. reuteri, L. parabuchneri e L. reuteri (NIGATU, 2000; SANDERS;
KLAENHAMMER, 2001).

O género Lactobacillus é o maior dentre 0s géneros que compreendem as bactérias
laticas, abrangendo cerca de 80 espécies reconhecidas (AXELSSON, 2004; TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2000). Os lactobacilos ndo possuem sistema de citocromo e sdo incapazes de
utilizar o oxigénio como aceptor de eléctrons. Em vez disso, essas bactérias produzem &cido
lactico a partir de simples fermentacéo de carboidratos. A acidez produzida inibe as bactérias
competidoras, criando nicho ecoldgico no qual os lactobacilos levam vantagem em relacéo
aos competidores (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000; HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

A temperatura 6tima de crescimento das bactérias laticas varia de acordo com o género
e estad entre 20 a 45 °C e o crescimento 6timo ocorre na faixa de pH entre 5 a 7
(HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL 2000; JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).
O género Lactobacillus é considerado como seguro, para a producéo industrial de acido latico,
por ndo apresentar efeitos adversos a saude de seres humanos (ABDEL-RAHMAN;
TASHIRO; SONOMOTO, 2013).

As células de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei apresentam-se em forma de

bastonete e crescem entre 10 a 40 °C; para algumas estirpes, esse intervalo aumenta para 5 a
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45 °C. S8o usadas para a biossintese dos isdomeros do &cido latico (COLLINS; PHILLIPS;
ZANONI, 1989). A um pH de 6,5 controlado pela adi¢do de hidréxido de sodio, L. paracasei
subsp. Paracasei, CHB2121 metabolizou eficientemente 200 g L™ de glicose para produzir
concentracdes de 192 g L de 4cido L-latico, com produtividade de 3,99 g Lth™%, rendimento
de 0,96 g gt e pureza optica de 96,6%. Como a propor¢do de acido lactico é de,
aproximadamente, 97%, L. paracasei CHB2121 foi identificado como tendo propriedades
homofermentativas (ABDEL-RAHMAN et al., 2013; MOON; WEE; CHOI, 2012).

2.5 Fontes de carbono e nitrogénio

As matérias-primas, principalmente, a fonte de aglUcar e nitrogénio usada na
fermentacdo, representam uma grande parcela (> 30%) do custo do produto de base biol6gica
como o &cido propidonico (TUFVESSON et al., 2013). Portanto mais estudos foram
realizados, para investigar a aplicacdo de fontes de carbono e nitrogénio renovaveis ou
substratos de baixo custo (como soro de leite, hidrolisados de farinha, &gua de maceracéo de
milho, casca de batata) (CORAL et al., 2008; FENG et al., 2010; MENEZES, 2014), para
substituir o agUcar mais caro (glicose) e extrato de levedura (YANG et al., 2018), visto que as
bactérias propibnicas sdo capazes de utilizar diferentes fontes de carbono, incluindo lactose
(CORAL et al., 2008; NGOME et al., 2017), glicose (CORAL et al., 2008; HIMMI; BORIES;
BOUSSAID, 2000; MART, 2002; WANG; YANG, 2013; BELGRANO et al., 2018), lactato
(CORAL et al., 2008; MART, 2002), glicerol (CORAL et al., 2008; HIMMI; BORIES;
BOUSSAID, 2000; ZHANG; YANG, 2009; WANG; YANG, 2013), melago (Ahmadi and
KHOSRAVI-DARANI, 2015; CORAL et al., 2008), sacarose (CORAL et al., 2008;
QUESADA-CHANTO; AFSCHAR; WAGNER, 1994), xilose (CORAL et al., 2008) entre
outras.

O soro lacteo é o principal subproduto obtido na producdo de queijo. E um liquido
diluido de cor amarela esverdeada, que contém lactose, proteinas, minerais e vestigios de
gordura, com, aproximadamente, 70% ou mais constituidos por lactose. A sua composi¢ao
difere, dependendo da origem da espécie, do processo tecnoldgico da producdo do queijo
(Tabela 2), mas os componentes brutos sdo similares e em quantidades diferentes (ZALL,
1992).
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Tabela 2. Composicéo do soro do queijo

Componentes Quantidade
Agua 93-94%
Solidos totais 5,9-6,9%
Gordura 0,1-05%
Proteina 0,7-09%
Lactose 4,5-5%
Minerais 0,6-1,6%
Sddio 0,13%
Potassio 0,14%
Calcio 0,12%
Fosforo 0,10%
Nitrato 45ppm
Ferro 1ppm

Fonte: ZALL, (1992); FRANCO, (1982) e OLIVEIRA et al. (2012).

O soro contém também a maioria das vitaminas presentes no leite (soliveis em agua),
como a vitamina Bio, a vitamina Bs, acido pantoténico, riboflavina, tiamina, vitamina C e
retinol além de &cido latico, de &cido citrico e, compostos nitrogenados ndo-proteicos (ureia e
4cido urico) (DRAGONE et al., 2009; GUIMARAES, 2010). Em vista da composic&o do soro
de leite, existe um interesse consideravel em fermentar a lactose proveniente do soro para a
producéo de sais de &cido propidnico. O soro tem alto teor de lactose, mas carece de grandes
aplicacdes econdémicas. Uma das alternativas do uso poderia ser para a producdo de acido
propidnico. O caldo fermentado, contendo acido propidnico, pode ser seco e usado como
ingrediente natural na industria de alimentos, como, por exemplo, ser usado em produtos de
panificacdo que eliminaria o fluxo de residuos nas indastrias de laticinios e atingiria
contaminacdo ambiental baixa (YANG; HUANG; HONG, 1995). Por isso, ha varios estudos
que despertam atencdo sobre maior problema do soro, pois ele tem alto poder poluente
(BARBOSA, 2011), dessa maneira, as sugestdes para a fermentacdo do soro como via para
producdo de varios compostos de grande valor, dependendo dos microrganismos utilizados,
considerando que 0 processo que converta a lactose na substancia desejada seja seguro e pode
ser vidvel economicamente (JAN et al., 2002).

Além da temperatura e do pH, a fonte de carbono utilizada também pode influenciar
nos resultados como o rendimento e a bioproducdo. No estudo realizado por CORAL et al.,
(2008), com diferentes fontes de carbono, foi verificado que o rendimento celular do melaco
de cana-de-acucar foi maior em cerca de quatro vezes que o do lactato. Entretanto a
biossintese do &cido propiénico nos dois substratos foi semelhante.
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Geralmente, a falta de multiplos nutrientes, como vitaminas e ou varios aminoacidos,
pode levar a um fraco desempenho de fermentacdo a qual pode ser uma das raz6es do baixo
crescimento bacteriano. Desse modo, a fonte de nitrogénio também afeta significativamente a
biossintese de varios produtos de interesse (WANG et al., 2017). Extrato de levedura, peptona
e 4gua de maceracdo de milho séo boas fontes que podem ser usadas por bactérias propidnicas
(QUESADA-CHANTO et al., 1998). Agua de maceracdo de milho é um subproduto do
processo de fabricacdo de milho (GAO; YUAN, 2011), de baixo custo e possui nutrientes e
minerais que sdo eficazes para a fermentacdo (CASTILLO-MARTINEZ et al., 2013).
Apresenta elevada quantidade de matéria orgénica, valores médios de DBO (Demanda
Bioquimica de Oxigénio) de cerca de 11.000 mgL™, tornando-se um dos grandes problemas
de tratamento para as indudstrias de alimentos (LOSS et al., 2009). Nota-se que outras fontes
de nitrogénio, como o farelo de soja, subproduto da refinaria de soja atualmente utilizado,
principalmente, na alimentacdo animal, também podem ser empregadas como fonte
econdmica de nitrogénio para fermentacdo (ZHANG; YU; YANG, 2015).

AMM € composta por proteinas, aminoacidos, vitaminas, acUcares redutores, acidos
organicos e minerais (Tabela 3).

Tabela 3. Composicédo centesimal da agua de maceracdo de milho (AMM)
Propriedades gerais Valores Propriedades gerais Valores

Proteina 20,5 % Umidade 475 %
Carboidratos 13,22 % Fibras 1%
Lipideos 1% Cinzas 8,8 %
Massa seca 525 % pH 4-5
Brix 54,5
Aminoacidos Valores Aminoacidos Valores
Arginina 3,3% Glicina 51%
Isoleucina 3,6 % Metionina 19%
Treonina 4% Leucina 11,3 %
Triptofano 0,2% Lisina 2,5%
Tirosina 58 % Histidina 2,8 %
Cisteina 1,9% Valina 3.4%
Fenilalanina 4,4 %
Minerais Valores Minerais Valores
Caélcio 1% Potéassio 4,5 %
Magnésio 1,5% Sédio 0,2%
Fasforo 3,3% Cloro 0,18 %
Enxofre 0,58 % Ferro 0,10 %
Vitaminas Valores Vitaminas Valores
Tiamina 1 mg/kg Acido pantoténico 8 mg/kg
Riboflavina 5 mg/kg Pirodoxina 2 mg/kg
Niacina 30 mg/kg

Fonte: Chiani et al. (2010).
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Pesquisas tém sugerido o uso da AMM para a producdo de cidos orgéanicos, por via
fermentativa (MADDIPATI et al., 2011), por ser considerada uma fonte econémica de
nutrientes para microrganismos (CHIANI et al., 2010). Numa avaliacdo da producéo de acido
propidnico por P. acidipropionici, usando agua de maceragdo de milho como fonte de
nitrogénio, a produtividade do &cido, nas fermentacdes em bateladas sequenciais, alcangou 0,8
g L*h? e rendimento de 0,42 g g em pH 6,5 (YANG et al., 2018). Em estudo dos efeitos de
cinco fontes alternativas de nitrogénio: brotos de malte, &gua de maceracdo de milho, NH4CI,
NHsNOs e citrato de diamina, na producdo de &acido L (+) lactico por Lactobacillus
plantarum, os brotos de malte e &gua de maceracdo de milho mostraram efeitos significativos
na producdo de &cido latico e seus valores 6timos foram de 16,0 g L* e 12,0 g LY,
respectivamente, com produtividade de 3,20 g L*h? e rendimento de 0,98 g g* de 4cido
latico. Esses resultados indicam que a producdo de acido latico pode ser melhorada com
fontes alternativas de nitrogénio de baixo custo (LIU et al., 2010). Em outro estudo de
otimizacgdo da composi¢do do meio de fermentacdo, para a producdo de acido latico, usando
Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 e, como matéria-prima farinha de batata, dgua de
maceracdo de milho e carbonato de célcio, foi obtido um resultado, para a producéo do &cido
latico de 183,8 + 0,2 g L, utilizando 220 g L de farinha de batata, 55 g L™ de 4gua de
maceracéo de milho e 45g L™t de CaCOg3 por 72 horas de fermentacéo a 37 °C (CRIVELARI
etal., 2018).

2.6 Purificacao do acido propibnico

H& um grande interesse no desenvolvimento de processos eficientes para a
recuperacdo e purificacdo de produtos bioldgicos (RUIZ-RUIZ et al., 2012). As estratégias de
purificacdo respondem por até 80% dos custos totais de bioprocessos (MAESTRO et al.,
2008). Alguns métodos de purificacdo de acido propiodnico, obtido por fermentacdo, foram

reportados na literatura (Tabela 4).
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Método

Descricao

Vantagens

Desvantagens

Precipitacdo

CaCOs € adicionado no
meio para neutralizar o
acido. A solucéo de
carboxilato de célcio é
concentrada por
evaporagdo, cristalizada e
separada da 4gua mae.

Baixas impurezas
no produto; baixo
custo de
investimento; alto
rendimento.

Requer o uso de H,SO4 para a
liberag&o do &cido carboxilico,
gue gera CaSOg, um residuo
s6lido gue € depositado em
aterros.

Destilacéo

NH; é usado para
neutralizar &cido.
Carboxilato de amonia
entdo reage com alcool
para formar éster, que é
separado por destilacao.

Produto de elevada
pureza; o
subproduto
(NH4)2SO4 pode
ser usado como
um fertilizante.

Requer a hidrolise de ésteres e
destilacdo para separar 0
alcool a partir de 4cido
carboxilico. Elevado
investimento e custos de
energia associados com a
destilacdo, requer economia de
escala.

Extracéo
liquido-
liquido

(Tradicional)

Extracéo
liquido-
liquido
(SAB)

Uso de solventes
organicos para extrair

acido carboxilico do caldo.

Espécies quimicas
misturadas em faixas de
[1e Tedividem-se em 2
fases com composi¢des

diferentes

Baixo custo, alto
rendimento,
melhor para a
producéo de sal
carboxilato.

Baixo custo, curto
tempo de
processamento,
mantem atividade
bioldgica do
produto e de facil
operagéo

A solucéo precisa ser
acidificada para permitir
extragdo eficiente do acido
carboxilico livre. Extratante
precisa ser regenerado por
destilacdo ou re-extracao

(stripping).

Pode requerer mais que 1
operacao ou associar a outros
métodos

Adsorc¢ao

Usualmente usam-se
resinas de troca ibnica
para adsorver ions
carboxilatos do caldo.

Fécil operacéo.

Alto custo da resina, exige
intensa energia para
regeneracdo da resina,
separacdo nao € altamente
seletiva.

Eletrodiélise

Corrente elétrica é
aplicada para mover 0s
ions carboxilato negativos
por meio de membrana de
troca anibnica para o
anodo no eletrodializador.

Carboxilato é
concentrado na
solucéo aquosa,

ndo requer adi¢do
de &cido para
ajustar o pH da
solucdo

Pureza do produto é baixa e
pode exigir purificacio
adicional; grande consumo de
energia; membrana pode
incrustar; dificil de realizar o
scale up.

Adaptado: Yang et al. (2007); [ ]- concentragé&o.
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A escolha do método de separacdo depende do tipo de acido carboxilico e sua
concentracdo e pureza no caldo de fermentacdo. Em geral, uma concentracdo de produto de,
aproximadamente, 10% (m v1) é suficiente para o processo de recuperacio (YANG et al.,
2007) de maneira simples, com um menor custo (JIN; YANG, 1998). Neste contexto, o
desenvolvimento de estratégias, para o desenho de processos de purificacdo eficiente e

econdmico, representa uma area de pesquisa de grande interesse (RUIZ-RUIZ et al., 2012).

2.7 Sistemas Aguosos Bifasicos (SAB)

Uma das alternativas de purificacdo é o processo de extracdo liquido-liquido em SAB
(RUIZ-RUIZ et al., 2012). SAB é uma técnica de extracdo liquido-liquido em_que duas fases
sdo formadas, quando dois polimeros hidrofilicos, ou um polimero e um sal sdo misturados
(Figura 2) na presenca de agua acima de uma concentracdo critica (ASENJO; ANDREWS,
2011).

Polimero + Sal
/-———w\ . + .
Polimero Polimero
N ]
rd
Agua _l_ Polimero + Surfactante
G Surfactante + Surfactante
“25, < ".| Componente Surfactante + Sal
: majoritario
~— Liquido i6nico  + Sal

Figura 2. Exemplos de componentes e tipos de sistema aquoso bifasico
Fonte: Junqueira. (2014).

Esta técnica de extracdo liquido — liquido emprega duas fases aquosas com aplicacdes,
no campo da biotecnologia, para a separacdo e purificacdo de materiais biolégicos, como
proteinas, enzimas, acidos, virus, anticorpos e organelas celulares (RAJA et al., 2011).
Acidos, proteinas e outros solutos dividem-se entre as duas fases com base em suas
propriedades termodinamicas (ASENJO; ANDREWS, 2011). Acidos organicos incluindo o
acido propibnico seriam particionados, na fase superior do SAB, que é uma fase rica em
polietilenoglicol (PEG) (KHAYATI, 2013a). Apesar de a grande variedade de sistemas
aquosos bifasicos, os sistemas mais utilizados, para a extracdo liquido-liquido, s&o
basicamente os formados por PEG-sal (fosfato/citrato/sulfato) e PEG-Dextrana (DEX), por
sua disponibilidade comercial, e 0 PEG é um polimero de baixo custo e forma um sistema de

duas fases com outros polimeros neutros, bem como sais (RAJA et al., 2011). E um polimero


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/liquid-liquid-extraction
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/solute
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096030851730130X#bib0010
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ndo toxico, inflamavel e ndo voléatil, portanto os SAB, baseados em PEG, podem ser
considerados, ambientalmente amigaveis, ao contrario dos sistemas convencionais de extracao
por solvente que utilizam solventes organicos imisciveis em agua (KHAYATI, 2013a).
Fosfatos e sulfatos sdo os sais comumente usados nos SAB formados por polimero/sal, porém
0 descarte da fase sélida leva a altas concentracfes de fosfato e sulfato nos efluentes e, dessa
forma, surge uma nova preocupagdo ambiental. Por isso, atualmente, o uso de sais de citrato e
de carbonato de aménio, como componentes formadores de fase com PEG, é preferido, uma
vez que os sais de citrato sdo biodegradaveis e ndo toxicos e os sais de amonio sdo volateis
(RAJA et al., 2011). A purificacdo usando o SAB fornece um ambiente suave e néo
desnaturante para biomoléculas e é facil de escalonar (GLYK; et al., 2015; RAHIMPOUR,;
HATTI-KAUL; MAMO, 2016), alem de ser efetivo para a separacdo de varias substancias
bioldgicas (RUIZ-RUIZ et al., 2012). Isso € interessante e adequado do ponto de vista de
bioprocessos, pois, muitas vezes, 0 processo envolve um ou mais estagios de extracdo. No
primeiro estagio, por exemplo, o produto alvo migra para uma das fases, enquanto a maioria
dos contaminantes migra para a outra fase. Este estdgio é adequado, para a purificacdo
primaria, ou seja, remocdo de residuos celulares e outros contaminantes. A extracdo em
multiplos estagios é usada, quando o rendimento de recuperacdo do produto e ou requisitos
de pureza ndo podem ser obtidos em uma Unica etapa de separacdo (GLYK et al., 2015;
RAHIMPOUR et al., 2016). O mecanismo que direciona 0 comportamento de
particionamento de biomoléculas em SAB é complexo e ndo pode ser facilmente previsto
(ASENJO; ANDREWS, 2011). Entretanto a massa molecular do polimero utilizado influencia
a particdo do produto. Quanto maior o peso molecular dos polimeros, menor é a concentracao
de polimero necessaria para a separacdo de fases. A medida que a concentragio do polimero
aumenta, as diferencas na densidade, indice de refracdo e viscosidade entre as fases aumentam
(OLIVEIRA et al., 2008). Varios pesquisadores relataram que, em pH mais alto, a
biomolécula com carga negativa prefere a fase superior, e o coeficiente de particdo aumenta, o
que pode ser atribuido as interacGes eletrostaticas entre a biomolécula e as moléculas de
PEG. Além disso, a mudanca no pH afeta a composicdo de fases que, por sua vez, afeta o
comportamento de particdo. A area de duas fases se expande com um aumento na temperatura
e no pH (ASENJO et al., 1994; TUBI et al., 2006).

Uma abordagem préatica, para o desenvolvimento de processo a recuperacdo de
biomoléculas, usando SAB PEG/sal, requer a caracterizagdo fisico-quimica inicial da
matéria-prima, que envolve principais contaminantes, selecdo dos parametros do sistema

(pH, massa molecular e concentracdo de PEG e do sal) e avaliacdo da influéncia dos
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parametros, no processo da purificacdo, para finalmente definir as condi¢Ges operacionais
do processo de purificacdo (BENAVIDES; RITO-PALOMARES, 2008). O processamento
com a ajuda da metodologia de superficie de respostas tém sido usados como ferramenta de
modelagem poderosa e confiavel pela sua simplicidade e alto poder de predicdo, em varios
campos das engenharias, como a modelagem dos Coeficientes de Particdo de Biomoléculas
em SAB Poliméricos (DESAI et al., 2008).

2.7.1 Coeficiente de particdo

Ao adicionar os compostos nos SAB, que se distribuem seletivamente entre a fase
superior e inferior, este processo é caracterizado pelo coeficiente de particdo (Kp), 0 qual é
definido pela relacéo entre a concentracdo da biomolécula na fase superior e inferior. VVarios
fatores influenciam os valores de Kp como a natureza quimica dos componentes formadores
do SAB, o tamanho, a conformacdo (estrutura secundaria, tercidria e quaternaria) e a
composic¢do (estrutura primaria), a presenca de ligantes, ao longo da cadeia polimérica que
possam interagir com a biomolécula, o pH, a temperatura e a adicdo de sais inorganicos
(CHAIWUT; RAWDKUEN; BENJAKUL, 2010; DE SOUSA et al., 2014).
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Biosynthesis of propionic acid using whey by mixed culture of Propionibacterium

freundenreichii subs ATCC 6207 and Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

Abstract

Biosynthesis of propionic acid (PA) by mixed culture of Propionibacterium freundenreichii ATCC
6207 and Lactobacillus paracasei subsp. paracasei from the whey cheese fermentation was
studied the effects of 18 treatments using L. paracasei inoculum, lactose, and CaCOj3 concentrations
on propionic acid (PA) production by P. freundenreichii following a central composite rotational
design (CCRD). Concentrations of lactose below 52 g L* and above 26 g L' of CaCO; promoted
higher production of acetic acid (AA) and PA. To optimize productivity and PA yield, concentrations
of lactose should be less than 37 g L and concentrations of CaCO; should be greater than 28 g L.
This mixed culture can efficiently use whey for PA biosynthesis, reducing environmental damage

from traditional synthesis.

Keywords: renewable sources, lactose, propionic fermentation, organic acids, central rotational

compound design.
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1. Introduction

Propionic acid (PA) is a short chain organic acid with broad application in the food
industry, mainly in food preservation and in feed (Vidra and Németh, 2018). This acid is
recognized by the Food and Drug Administration (FDA) as a generally safe food additive
(Liu et al., 2012; Es et al., 2017). It is also used in pharmaceuticals, herbicides, and cosmetics
(Stowers et al., 2014). PA salts inhibit fungal growth, thereby improving food safety and
prolonging shelf-life (Kagliwal et al., 2013). PA is also used as an important chemical
intermediate (Vidra and Németh, 2018) in the synthesis of vitamin E, cellulose fibers,
artificial fruit aromas, fragrances, and perfumes (Kagliwal et al., 2013). It is also used as an
intermediate in the production of polymers, plastics, pesticides, solvents and bioaromas (Chen
etal., 2012).

Propionic acid is currently produced by chemical synthesis of non-renewable raw
materials (petroleum) (Dishisha et al., 2012, Yang et al., 2018), as this is the most economical
process. However, there is growing interest in sustainable production and in reducing the cost
of synthesizing chemicals from renewable resources.

Fermentative processes offer the opportunity for countries with limited petroleum
resources to manufacture organic acids such as propionic acid in a sustainable manner
(Stowers et al., 2014). Reducing waste generated from technological processes is a significant
concern for both manufacturing companies and environmentalists. Waste reduction has many
benefits, such as reducing environmental pollution and treatment costs, and it can also enable
the production of new products (Piwowarek et al. 2016). Therefore, alternative routes for
producing PA from renewable products have been extensively investigated (Piwowarek et al.,
2016; Wang et al., 2015b; Sabra et al., 2013), but remains at the research scale (Dishisha et
al., 2012).

Producing propionic acid via fermentation still has both low productivity and final

concentration due to end-product inhibition of propionic bacteria growth (Dishisha et al.,
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2013). This inhibition is mainly due to the passage of PA (an undissociated weak acid)
through the cell membrane into the cytoplasm where it releases protons because of the
intracellular alkaline environment. As a result, the pH gradient across the cell membrane is
disturbed, which affects nutrient transfer and inhibits cell growth (Zhang and Yang, 2009).

Several alternatives have been reported to significantly improve the production of
propionic acid including: extractive fermentation to reduce the effect of the acids generated
during the production of propionate (Zhu et al., 2012); cellular immobilization, which
increases the tolerance of bacterial cells to their metabolites (Zhu et al., 2012; Dishisha et al.,
2015, Belgrano et al., 2018ab); controlling the pH; strains to increase PA production (Ahmadi
et al., 2017) and propionic cells adapted by serial transfer in media containing increasing
amounts of PA (Woskow and Glatz, 1991; Zhu et al., 2010; Wang et al., 2015a). The pH also
influences cell growth, substrate consumption, and by-product formation, with efficient
production of 19.21 g L of propionic acid seen using a pH control strategy (Feng et al.,
2010).

Fermentation processes for PA production require abundant and economical raw
materials, such as lactose (whey), sucrose (sugar cane derivatives), glucose (corn derivatives),
glycerol or cellulosic materials (Feng et al., 2011; Coral et al., 2008), and control of the
bacterial growth process. Thus, the use of one of the most important by-products of the food
industry, whey, was studied for propionic acid biosynthesis, evaluating the effects of
concentration of lactic acid bacteria, lactose, and calcium carbonate on the fermentative
process with a mixed culture of Propionibacterium freundenreichii ATCC 6207 and

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei.

2. Materials and methods

The whey was from fresh Minas cheese provided by the Milk Technology Pilot

Plant in Federal University of Lavras/Brazil. The microorganisms, Propionibacterium
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freundenreichii ATCC 6207 and Lactobacillus paracasei subsp. paracasei were donated by
the Tropical Cultures Collection belonging to the André Tosello Foundation, Campinas/SP.

The reagents used were all analytical grade.

2.1 Purity of propionic and lactic bacteria cultures

The purity of the cultures Lactobacillus paracasei and Propionibacterium
acidipropionicii NRRL B-3568 was verified wusing Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisation - Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) (Microflex-
Bruker Daltonics/BioTyper ™). The strain Escherichia coli K12 was used as the standard for
the external calibration of MALDI-TOF MS following the methodology described by Lima-

neto et al. (2014).

2.2 Preparation of whey

The whey was filtered to remove the micelles and homogenize the raw material.
This whey was then concentrated with the aid of a rotary evaporator to approximately half the

initial volume. In parallel, aliquots were taken for chemical characterization of the whey.

2.3 Activation, stock, and standardization of the inoculum

A lyophilized culture of Lactobacillus paracasei was transferred to a test tube
containing 10 mL of Man Rogosa and Sharpe broth (MRS), previously sterilized at 121 °C,
for 15 min, incubated at 37 °C for 48 h. For propagation, an aliquot of this culture in the tube
was transferred to an Erlenmeyer flask containing 100 mL of MRS broth and incubated at 37
°C for 24 h. For storage, 1 ml aliquots of the culture contained in the Erlenmeyer flask were
transferred to several 1.5 ml eppendorfs. The eppendorfs were centrifuged at 27,000 g at the
Spinlab (SL-5AM) spectrophotometer for 5 min and the supernatant was removed. The

culture of L. paracasei was stored added in pre-autoclaved freezing medium containing: 15
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mL glycerol, 0.5 g bacteriological peptone, 0.3 g yeast extract, and 0.5 g NaCl in 100 mL of
distilled water pH adjusted to 7.0.

The inoculum was standardized by growth curve. After reactivation, aliquots of 100
pL of the inoculum were transferred to 300 mL of MRS broth, incubated at 37 °C. In parallel
samples were taken at regular times of one hour intervals for absorbance reading and viable
cell counting. The OD at 600 nm was determined at one hour intervals in a Biospectro (SP-
22) spectrophotometer. The culture was plated on MRS agar for incubation at 37 °C for 96 h
in anaerobic conditions. The cultures were standardized for fermentation based on the ratio of
absorbance to the number of viable cells, corresponding to 108 CFU mL™.

The lyophilized culture of Propionibacterium freundenreichii ATCC 6207 was
activated, stored, and standardized following the same methodology as that for L. paracasei.
Here, lactate broth per liter (w v'1): 1% yeast extract, 1% meat peptone, 0.025% K,HPO; and
1% sodium lactate was used, and the culture was incubated at 30 °C for 48 h and plated on
lactate agar (per liter (w v1): 1% yeast extract, 1% meat peptone, 0.025% K;HPOs, 1%
sodium lactate and 2% agar-agar). The plates were incubated at 30 °C for 96 h in anaerobic

conditions.

2.4 Effect of bacterial cell, lactose, and carbonate concentration on PA biosynthesis

A Central Composite Rotational Design (CCRD) was performed totaling 18
experiments (Rodrigues and lemma, 2014) with three independent variables: L. paracasei
inoculum concentration in log UFC mL? - LacInoc (x1), lactose (x2), and calcium carbonate
(x3) concentrations. The choice of levels of the factors was based on the results of our
research. The studied range of the variables is shown in Table 1. The dependent variables
(responses) were the organic acid production (propionic, acetic, and lactic acid), propionic

acid productivity and yield, lactose consumption, total acidity, and pH.
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Table 1. Relationship between coded and real values of independent variables for CCRD

Level
Variables Code -1.68 -1 0 +1 +1.68
Laclnoc (LogCFU mL™?) X1 5 6 7 8 9
Lactose (g L ™) X2 20 30 45 60 70
CaCOs (g LY Xa 0 8 20 32 40

LaclInoc- Lactobacillus inoculum concentration in log UFC mL™!

For fermentation, a mixed culture of P. freundenreichii ATCC 6207 and L.
paracasei was used, with a fixed initial inoculum of 108 CFU mL* P. freundenreichii ATCC
6207 for all treatments. The fermentation medium was prepared with concentrated whey from
fresh Minas cheese. The calcium carbonate and lactose (from the whey cheese) concentrations
was determined by CCRD. All treatments were performed in duplicate; the Erlenmeyer flasks
were sealed with cotton and incubated in an B.O.D oven without shaking at 30 °C, to verify
the production of the organic acids. For each treatment, a kinetic study was carried out in
which 10 mL aliquots were aseptically removed at time intervals of 0, 24, 48, 72, 96, and 120
h. A 0.1 mL aliquotas of each treatment was also taken aseptically at the beginning (0 h) and
at the end of the fermentation (120 h) to count cells by plating on lactate agar medium and
incubating in anaerobic jars placed in an oven at 30 °C for 4 days. The collected samples (10
mL) were centrifuged at 1428 g for 25 min and the supernatant was collected in capped flasks
and then stored frozen (-10 °C) for the analysis of organic acids, lactose, total acidity, and pH.
The PA yield (Yrss), PA productivity (Pr), and growth factor (GF) were calculated according

to equations 1, 2 and 3.

Ypis = - AP/AS = (P-Po)/(So-S) (¢D)]
Pr = (P-Po)/ts (2)

GF = (LogUFC/mL)#/(LogUFC/mL); 3
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Where P - final concentration of PA (g L™); PO - initial concentration of PA (g L™);
S - final lactose concentration (g L™); SO — initial lactose concentration (g L™); Pr —
productivity of PA (g Lth™); tf - fermentation time (h); Log CFU mL™ - logarithm of the total
cell forming units per mL at the final and initial time points.

Statistical analysis was performed using Statistic 8.0 software (Statsoft, 2008), with
5% significance level. Models were adjusted (equation 3) and generated response surfaces,

contour curves, according to methodology recommended by (Rodrigues and lemma, 2014).
y= B+ 1'913._ + 1'92.5:’: + ﬁaxs +J'912£._x= +J'913£._.5:’5 + 1'9232125 + 1311.5:’5+ B2z X+ 1"333.5:’5"7 4)
Since y is the response variable, O is the intercept term, [, f.e B, are the
coefficients of the model, §,, 5 e f5.; are the coefficients of interaction, B,, f,, e ;5 are
the quadratic coefficients, and x1, x2, and x3 are the independent variables in coded values.

The interactions that did not have a significant effect (p> 0.05) were disregarded during the

regression and eliminated from the final model.

2.5 Determination of organic acids (lactic, acetic, and propionic)

The organic acids were analysed by high performance liquid chromatography
(HPLC). A Schimadzu brand chromatograph was used with a diode arrangement detection
system (model SPD-M20A) and aSIL-20AHT automatic sampler. The column used was a
Supelcogel C610H, 30 cm x 7.8 mm x 9.0 um, equipped with a pre-column and operated at a
temperature of 40 °C. The mobile phase was per chloric acid (HCIOa) in H20O, with flow rate
of 0.5 mL min'* and a run time of 30 min. Acids were detected by UV absorbance at 210 nm.
The acids were identified by comparison with sample retention times of the respective acid
standards, and quantification was performed by preparing a standard curve. Samples were
diluted and filtered with a 0.22 um filter for further analysis. The results were processed using

the LC-Solutions software.
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2.6 Determination of physico-chemical parameters

pH were determined according to the methodology of (AOAC, 2012). Lactose
analysis was performed using the dinitrosalicylic acid (DNS) method according to (Miller,

1959).

3. Results and Discussion

Using the MALDI-TOF MS technique the microorganisms were successfully
confirmed and with a higher identification score of 2.167 and 2.112 for Propionibacterium
freundenreichii ATCC 6207 and Lactobacillus paracasei subsp. paracasei. This method
corroborated all previous phenotypic identifications for these microorganisms in reference.
Mass spectrometry using MALDI-TOF has been applied for the identification of a wide
variety of bacterial species. Where each profile can be automatically compared to a library of
reference spectra, generating the list of the most closely related microorganisms. This ranking
indicates the level of confidence in the identification and, depending on how high the value is,
the organism is identified at the level of gender or species (Clark et al., 2013; Lima-neto et al.,

2014; Patel, 2013).

In fermentation, efforts have focused on the use of low-cost carbon and nitrogen
sources (Yang et al., 2018). In the case of propionic fermentation, most of the carbon and
nitrogen sources investigated have been agricultural and processing wastes (Vidra and
Németh, 2018). Whey is a by-product of cheese production, with valuable uses, and can
reduce the cost in the fementation process. In addition to lactose, whey proteins, amino acids
and minerals are also found in the whey. Table 2 shows the composition of the normal whey

and the whey concentrate.



Table 2. Composition of the normal whey and the whey concentrate

Parameters Normal whey Whey concentrate
PH 6.78+0.01 5.72+0.01
Acidity (g L7 0.80+0.00 3.67+0,06
Ashes (% w w) 0.48+0.05 1.12+0.07
Lactose (%0 w w) 4.83+0.21 9.70+0.10
Proteins (% mv?) 5.31+0,94 10.97+1.30
Fat (% mv?) 0.30+0.00 0.60+0.00
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In this study, whey from fresh Minas cheese was used for propionic fermentation

and the results of the 18 treatments are shown in Table 3.

Table 3. CCRD matrix with results for lactate, acetate and propionate concentrations in g L-1,
growth factor and propionic acid yield

Treat. PPA Yers PLA PAA Ratio
x1 X2 x3 (L)  (@gh (gLhH (gL (PAJAA) GF

1 -1 -1 -1 1.09 0.04 10.44 0.74 1.46 1.68
2 1 -1 -1 2.12 0.08 9.31 1.72 1.24 1.19
3 -1 1 -1 0.66 0.01 15.14 0.39 1.70 1.82
4 1 1 -1 0.78 0.02 15.42 0.52 1.52 1.37
5 -1 -1 1 18.88 0.74 1.15 5.08 3.72 1.66
6 1 -1 1 14.73 0.56 1.34 3.92 3.76 1.31
7 -1 1 1 2.54 0.05 20.91 0.72 3.50 1.25
8 1 1 1 1.82 0.04 18.64 0.79 2.29 1.36
9 -1.68 0 0 5.76 0.14 12.91 1.82 3.17 1.29
10 1.68 0 0 1.91 0.05 17.99 0.32 5.99 1.45
11 0 -1.68 0 10.31 0.55 1.30 2.82 3.66 1.43
12 0 1.68 0 0.62 0.01 26.13 0.42 1.48 1.30
13 0 0 -1.68 0.18 0.01 5.49 0.25 0.71 1.21
14 0 0 1.68 23.27 0.55 2.42 5.88 3.96 1.42
15 0 0 0 2.21 0.05 15.00 0.66 3.34 1.34
16 0 0 0 2.72 0.07 14.00 0.68 4.00 1.29
17 0 0 0 2.32 0.05 15.08 1.02 2.27 1.29
18 0 0 0 3.57 0.10 13.37 1.05 3.40 1.32

x1- Laclnoc (LogCFU mL™?); x2- Lactose (g L*); x3- CaCOs (g L), PPA, PLA and PAA - production
of propionic, lactic and acetic acid respectively, Ypss - Yield of propionic acid (g g*), PA/AA- ratio

between propionic and acetic acid and GF - growth factor

concentration ranged from 0.18 (treatment 13) to 23.27 g L (treatment 14), indicating the

Analysis of the results of propionic acid (PPA) production revealed that the

large effect of calcium carbonate concentration on propionic fermentation. Similar results
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were obtained for propionic acid productivity, with a lowest value seen in treatment 13 and
highest value in treatment 14 (0.19 g L™ h'%). Finally, the highest yields of propionic acid
were produced by treatments 5 (0.74 g g 1) and 6, 11, and 14 (0.55-0.56 g g ).

For lactic acid, highest concentrations were observed in treatments 7 (20.91 g L)
and 12 (26.13 g LY and lowest concentrations were seen in treatments 5, 6, 11, and 14.
Treatments 5 (5.08 g L) and 14 (5.88 g L) produced the highest concentrations of acetic
acid. Since the purpose of this study was to produce propionic acid, the treatments with
lowest levels of lactic and acetic acid are the most interesting. This can also be observed by
analysing the ratio of propionic acid/acetic acid (PA/AA), which was highest in treatments 10
(5.99) and 14 (3.96). There was little variation in the growth factor of lactic and propionic
bacteria, ranging between 1.19 (treatment 2) and 1.82 (treatment 3).

The results of fermentation with the mixed culture of P. freundenreichii ATCC 6207
and L. paracasei were promising. Taking into account all factors, treatment 14, which
contained 10" CFU mL™ of L. paracasei, 45 and 40 g L™! of lactose and CaCOs respectively,
had the best results with a maximum concentration of 23.27 g L™* PA obtained after 120 h of
the fermentation.

In this treatment, the main by-product was 5.88 g L™ of AA. It was verified that in
tests with highest concentrations of LA, the concentrations of propionic acid were low. The
same result was observed in the production of PA from the fermentation of glucose and
lactose by Lactobacillus zeae and V. criteci. L. zeae metabolizes the glucose in lactate,
causing the accumulation of lactic acid and the inhibition of Veillonella criteci that should use
the lactate, resulting in lowest propionic acid production (Sabra et al., 2013). The results of
this work were better than those obtained by Ngome et al. (2017), which fermented milk whey
with a mixed culture of Propionibacterium freudenreichii PS-1 and Lactobacillus helveticus

and obtained a maximum propionic acid production of 3.78 g L, with 3.10 g L™ of acetic
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acid, which competed with the main product. The highest productivity was 0.19 g L * h '
over 120 h of fermentation and the yield was 0.74 g g . In the literature, there are many
works with similar or better results, but the time required (productivity) for the fermentation
or its complexity limits their eventual application on an industrial scale.

The results of this experiment showed that the mixed culture and whey may be used
for the production of PA. However, some authors show that conventional fermentation
processes for PA production are mainly focused on monocultures (Sabra et al., 2013). The use
of mixed cultures could be an effective alternative for PA production (Ngome et al., 2017).

Whey is an inexpensive industrial by product that has been investigated as a raw
material for the production of propionic acid. Development of a continuous fermentation
process with cell retention resulted in a productivity of 0.90 g L h * and a yield of 0.40 g g
over a 192 h fermentation (Goswami and Srivastava, 2001). Using a two-stage pH control
strategy (pH 6.5 for 48 h and then 6.0), caused the PA concentration to increase from 14.58 ¢
L at a constant pH to a maximum of 19.21 g L * and the maximum propionic acid yield and
glucose conversion efficiency reached 25.23 g L™ and 47.76%, respectively (Feng et al.,
2010). Chen et al. (2012) obtained high concentrations of PA, 136 + 6.8 g L™, with a
productivity of 0.57 g L*h after 240 + 11 h, using glucose as a fermentation medium and P.
freudenreichii CCTCC M207015 immobilized on sugarcane bagasse. Yang et al. (2018)
fermented soybean residues at pH 6.5 with Propionibacterium acidipropionici and obtained a
PA productivity of 0.8 g L2 h * and a yield of 0.42 g g " sugar. Belgrano et al. (2018a)
investigated the fermentation of propionic acid and obtained a concentration of 25.8 g L%, a
productivity of 0.46 g L't h* and a yield of 0.43 g g ** using immobilization of microbial cells
for bioprocess production of propionic acid. In all of these cases, the yield was lower than that

achieved in this study.
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AA is the main byproduct of propionic acid fermentation. It is difficult to minimize
its production during fermentation (Stowers et al., 2014) and makes recovery of the product
difficult. In this study, the highest ratio of PA/AA was 5.99 in treatment 10, which
unfortunately also showed low productivity and yield (0.02 g L * h * and 0.05 g g *
respectively). Therefore, the most interesting PA/AA ratios were 3.72 and 3.95, which
involved low levels of AA and yields of up to 0.74 and 0.55 g g " of PA, respectively. The
low concentrations of acetic acid facilitate the purification of propionic acid from the
fermented medium. Control of oxygen input during the fermentation process may result in a
further reduction of the by-product. It has already been noted that aerobic conditions favor the
production of acetic acid, which explains the increased production of this metabolite

(Piwowarek et al., 2016).

3.1 Production of propionic, acetic, and lactic acid

The regression coefficients of the model adjusted for lactic acid, acetic acid,
propionic acid production, and propionic acid yield are presented in Table 4. According to the
regression analysis verified that the concentration of the lactic acid bacteria inoculum did not
significantly influence any of the response variables and that only the concentrations of
lactose and calcium carbonate had statistically significant effects (p<0.05). It was found that
an increase in the concentration of lactose decreased the production of propionic acid, while
an increase in carbonate concentration increased the propionic acid content.

The Analysis of Variance (ANOVA) and the coefficients of determination (R?)
above 88%, indicated that the models which described lactic (LA), acetic (AA), and propionic
acid (PA) production, and propionic acid yield (Yps) as a function of the concentration of
lactose and CaCQOs concentrations, can be considered adequate, since the regressions were
statistically significant at a 5% significance. The L. paracasei inoculum concentration was not

statistically significant (p <0.05).
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In all cases, the highly significant calculated F factors (p <0.0001) were higher than
the tabulated F, showing significant adjustment by the models. For the growth factor (GF) and
ratio (PA/AA) responses, the model adjustments were not statistically significant at a 5%
threshold; for GF, no term was significant, whereas for PA/AA, only the linear effect of
calcium carbonate concentration had a positive and statistically significant effect (p<0.05)
(Table 4).

Table 4. Regression coefficients, reparametrized, for LA, AA and PA production by a mixed
culture of P. freundenreichii ATCC 6207 and L. paracasei

PPA Yeis PLA PAA Ratio
(L™ (9g? (gL™h (L™ PA/AA

SV p- p- p- p- p-
Reg value Reg wvalue Reg value Reg value Reg value

Mean/Int  3.27 0.0003 0.07 0.0017 14.74 0.0000 1.08 0.0001  2.84 0.000

ercept

Xa(L) -347 00001 -0.16 0.0000 657 0.0000 -0.96 0.0001 - -
x2(Q) - - 007 00001 - - - - - -
Xa(L) 529 0.000 0.16 00000 - - 122 00000 094 0.0052
x3(Q) 2.68 00006 007 00001 -3.61 0.0000 0.69  0.0003 - -

X2 X3 -3.44 00007 -0.14 0.0000 3.28 00001 -0.74 0.0007 - -

R? 0.92 0.95 0.95 0.88 0.40

SV- Source of variation, x2- Lactose, x3- CaCOs, Reg- Regression, Ygs - Propionic acid yield (g g*),
PPA- production of propionic acid, PLA- production of lactic acid, PAA- production of acetic acid
and PA/AA- ratio between propionic and acetic acid.

The coded models for the production of PA, LA, and AA are represented by

equations 5, 7, and 8 and the model for yield of propionic acid by equation 6.
PA =3.27 — 3.47x, + 5.29%3 + 2.68X3% — 3.44X2X3 (5)
Yeis =0.07 — 0.16x2 + 0.16X3 + 0.07x22 + 0.07x5° — 0.14%2X3 (6)
LA = 14.74 + 6.57x2 — 3.61x3? + 3.28X2X3 @)

AA =1.08 — 0.96X2 + 1.22x3 + 0.69%3% — 0.74X2X3 (8)
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Contour curves were constructed from the CCRD models for the various

combinations of the concentrations of lactose and of calcium carbonate (Fig. 1 and 2).

Contour curves for the production and yield of propionic acid are shown in Fig. 1A

and Fig. 1B respectively.

CaCO; g L™

Lactose g L™

CaCO;(gL™

Lactose (g L’l)

(A)

(B)

Fig. 1. Contour curves for the production of propionic acid (A) and yield (B) of propionic
acid (x1 fixed at the central point corresponding to LogUFC mL-1 equal to 7)
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Fig. 2. Contour curve for the production of lactic acid (A) and acetic acid (B) (x1 fixed at the
central point corresponding to LogUFC mL-1 equal to 7)
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Neither the LA, AA, PA, nor Ypss responses were affected by cell concentration
(LogCFU mL™) within the range studied (p<0.05). Thus, there was no need to construct the
contour curves for this variable. For the PA, Yps, LA, and AA responses, (Fig. 2 and 3)
respectively, only the concentrations of lactose and CaCOs3 were statistically significant. For
Yess, it was verified that the region with the highest values is the area below 37 g L of
lactose and above 28 g L! of CaCOj3 (Fig. 1B). This information is important because it is
possible to minimize the quantities to be used, minimizing the cost of the fermentation
process and consequently making it more competitive.

For lactic acid, a region of lowest concentrations contained more than 28 g L™ of
CaCOs and less than 37 g L? lactose (Fig. 2A), similar to the optimal region for propionic
acid. For acetic acid, the region with the lowest values corresponds to the area between 8 and
27 g L't of CaCOs3 and above 60 g L™* of lactose (Fig. 2B).

In all treatments, pH were measured during 120 h of fermentation. In Fig. 3, it can
be seen that treatments 5, 6, 11, and 14, which had higher levels of propionic acid production,
did not result in higher pH variation during fermentation. The other treatments caused lower
pH and higher acidity. In general, drops in pH and increases in acidity were fastest during the
first 48 h of fermentation. Treatment 13, which did not include CaCOs, had the lowest mean
pH of the treatments with a pH of 3.47 at the end of fermentation; it also started with the

lowest pH (5.76).
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Fig. 3. Variation of pH over 120 h of fermentation

In general, concentrations of calcium carbonate above 32 g L in the fermentation
medium prevented drastic variations of acidity and pH, resulting in a positive effect on PA
production rates and PA Ypss (Table 4 and Fig. 1A and 1B). It was also seen that in the media
with less CaCOg, pH levels were lower, as were the PA/AA ratios. In these treatments, the
increase in acidity (drastic reduction of pH after 24 h) may have led to inhibition of PA
biosynthesis. The temperature was maintained constant at 30 °C which is considered optimal
propionic bacteria in the production of PA. Concentrations of lactose greater than 45 g L in
the media had negative effects on the production of PA, AA, and PA Yp;s (Table 4 and Fig.

1A and 2B).

3.2 Lactose consumption

The consumption of the substrate (lactose) throughout the fermentation is presented
in Fig. 4. It was verified that after 120 h of fermentation, practically all lactose had been

consumed.
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Analysis of the (Fig. 4) treatments with lactose concentrations below 30 g L™ and
that of calcium carbonate at 32 g L™ (5, 6, 11 and 14), consumption of lactose by mixed
culture was fast, with lactose depletion after 48 h of fermentation. These treatments had less
acidity and lower pH variation. In contrast, in media with lactose concentrations above 60 g L
1 and less than 8 g L™ of calcium carbonate, consumption of lactose was very slow, lasting
about 120 h, as seen in treatments 3, 4, and 12. The axial points of carbonate (treatment 14)
and lactose (treatment 13) followed the trend of fast and slow lactose consumption,
respectively. In the remaining treatments, lactose was consumed for between 72 and 96 hours.
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00

20,00

Lactose (g L'Y)

10,00

0.00

0 20 40 60 80 100 120 140
Time (h)
—®—Test1 Test 2 Test3 Test4 —@—Test; —@—Testh

——Test7 —@—Test8 —@—Testd —@—Testl) —@—Testl]l —@—Test12

Test13 Test 14 Test 15 Test 16 —@—Test 17 Test18

Fig. 4. Consumption of lactose during fermentation

3.3 Kinetics of organic acid production

A kinetic study of the formation of the organic acids over the course of fermentation
was performed for treatment 14, which had the highest production of propionic acid. The

complex interrelationship between the use of lactose and lactate and production of PA and
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AA by the bacteria of propionic acid in the fermentation by mixed culture is shown in Fig. 5.
It was found that lactose was consumed almost entirely in just 48 h of fermentation at which
time lactate reached its maximum concentration of 38.31 g L™, along with 7.64 and 3.92 g L™
of PA and AA, respectively. After 48 h of fermentation, lactose depletion and lactate
consumption were observed until the end of fermentation at 120 h. By then, lactate had also
been depleted, allowing the formation of 23.27 g L* of propionic acid.
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Fig. 5. Kinetics of organic acid production for treatment 14

Caption: Trat. 14: 10’ CFU mL, 45 g L't and 40 g L™ cell count of L. paracasei,

lactose concentration and CaCOs respectively

In preliminary work and in a previous study it had been observed that P.
freundenreichii grows slower (32 h growth time) than L. paracasei (8 h) (Ngome et al., 2017).
In Fig. 5, it was noted that at the beginning of the fermentation, L. paracasei metabolizes
lactose, producing lactic acid, whose maximum concentration was observed in 48 h of

fermentation when all lactose was metabolized. Then P. freundenreichii metabolized has a
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preference for lactate, although lactose may also be used simultaneously, production PA.
According to Seeliger et al. (2002) the propionic bacteria preferentially metabolize lactate to
propionate and for each 3 moles of lactate consumed are formed 2 moles of propionate, 1 mol
of acetic acid and 1 mol of carbon dioxide, plus 2 moles of ATP. PA production was more
evident after 48 h of fermentation and the fermentation products of this bacterium were safe
for human consumption. At the end of the fermentation in this study, 0.35 g L lactose and
1.01 g L lactate were observed (Fig. 5).

This process of fermentation with a mixed culture showed good symbiosis between
lactic and propionic bacteria, which also occurs in the production of which resembles the
production process of the Swiss cheese, where the activity of enzymes in Lactobacillus spp.
promotes the release of peptides that stimulate the growth of P. freundenreichii. The positive
interaction in this mixed culture may serve as another interesting data point for future
fermentation studies.

Several authors had previously observed that P. acidipropionici ACT-1 has a
relatively high tolerance to propionate at pH 6.5. The highest propionic acid concentration of
42.7 g L't was found in the second batch (Wang et al., 2015a). Sequential batch fermentations
in a fibrous-bed bioreactor (FBB) has much higher PA productivity (0.81 vs. 0.35gL *h 1)
and yield (0.42 vs. 0.39 g g- 1) at pH 6.5 (Yang et al., 2018) during subsequent batches. The
production of propionic acid by propionic bacteria is inhibited by the extensive accumulation
of by-products, mainly acetic acid (it decreases pH, thus inhibiting bacterial growth)
(Suwannakham and Yang, 2005).

In some cases (Fig. 5), and others treatments not shown, lactose and lactate
depletion may have been another inhibiter of cell growth and PA biosynthesis. The highest
production of metabolites occurred between 48 and 120 h of the fermentation process with a

mean production of 5.21 g L™ of propionic acid every 24 h. A study in which apple was used
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as a substrate for propionic/acetic acid fermentation showed a larger increase in the
production of both metabolites between 96 and 120 h (Piwowarek et al., 2016). The large
production of propionic acid achieved from glycerol with genetically modified
Propionibacterium jensenii and a strategy of pH control, had a maximum yield of 37.26 g L™
of PA and productivity of 0.163 g L™ h ! (Zhuge et al., 2014). In this work, the pH was not
controlled. However, calcium carbonate was added to the fermentation medium at various
concentrations according to DCCR in order to regulate abrupt pH variation during
fermentation.

The PA biosynthesis in some treatments (Table 2) was not satisfactory. This can be
explained by the low concentration of calcium carbonate in the medium, causing inhibition of
propionic fermentation either by the low pH or the high concentration of lactose. Some
authors have verified a metabolic change in P. acidipropionici, since P. acidipropionici
ATCC 55737 accumulated 25 g L™ of LA in a fermenter compared to only 6 g L™ of LA for
P. acidipropionici ATCC 4875. Clearly, the metabolism of P. acidipropionici ATCC 55737
was biased towards the production of LA relative to P. acidipropionici ATCC 4875 (Stowers
etal., 2014).

LA can then be converted into PA using propionic bacteria under glucose-limiting conditions,
extending the fermentation time after glucose depletion (Wang et al., 2017). The production
of PA by propionic bacteria from lactate is faster than from molasses because it does not need
to be metabolized by the glycolytic pathway (Ahmadi et al., 2017). Propionic acid is produced
by propionic bacteria via carboxylic acids with acetic and lactic acid produced as by-products
(Stowers et al., 2014).

According to the transcarboxylation reaction, they can convert pyruvate to
oxaloacetate, which is then converted to succinate through the carboxylic acid cycle enzymes.

Succinate is converted via intermediates of methylmalonyl coenzyme A (CoA) to propionate.
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The carboxylic group removed from methylmalonyl-CoA is then transferred to pyruvate to
form oxaloacetate, making it cyclic pathway (Huang et al., 2002). The production of AA from
glucose by propionic bacteria is associated with redox balance, energy generation (ATP or
NADH) and cell growth (Stowers et al., 2014; Wang et al., 2017) decreasing the yield of the
acid (Vidra and Németh, 2018). Thus, the major challenge will be to make P. freundenreichii
more tolerant to the substrate to provide greater production of its metabolites from the agro

industrial residues.

4. Conclusions

A mixed culture of P. freundenreichii and L. paracasei can efficiently use lactose
from whey for PA and AA biosynthesis and is therefore an alternative to exploit this by-
product of the dairy industry. A symbiotic relationship between the microorganisms allowed
the production of 23 g L™ of propionic acid using 10’ CFU mL™? of L. paracasei, 40 and 45 g
L of calcium carbonate-supplemented dairy whey respectively. It is important to develop
sustainable processes, for example, fermentative processes, for obtaining outputs of

commercial value, such as propionic acid.
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Otimizacgdo da formulacdo de meio de fermentacdo com soro de queijo Minas frescal e
agua de maceracdo de milho para a producédo de acido propiénico a partir da cultura

mista de Propionibacterium acidipropionicii NRRL B-3568 e Lactobacillus paracasei

Resumo

O objetivo deste estudo foi otimizar a formulacdo de meio de fermentagdo com soro de queijo
Minas frescal e agua de maceracdo de milho (AMM) para a producdo de &cido propibnico a partir da
cultura mista de Propionibacterium acidipropionicii NRRL B-3568 e Lactobacillus paracasei. Para
tanto, foi utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com duas variaveis
independentes (concentragdo de lactose e de AMM) totalizando 12 tratamentos. Estudos cinéticos
foram realizados, e as amostras foram tomadas em intervalos de tempo de 24 até 120 h. Foi
determinado a producéo de &cido propibnico (PAP), do acido acético (PAA) e do &cido latico (PAL),
pH, consumo de lactose, produtividade e o rendimento da producdo dos acidos e o fator de
crescimento celular. A maior PAP (6,85 g L) foi obtida usando 40 g L de lactose e 65 g L™ de
AMM com rendimento de 0,21 g g*. O consumo de lactose foi de 98,0% com crescimento celular de
dois ciclos logaritmicos.

Palavras-chaves: fermentacdo, acido propidnico, dgua de maceracdo de milho, soro de queijo e
delineamento composto central rotacional.

Abstract

The objective of this study was to optimize the formulation of fermentation medium with Minas
frescal cheese whey and corn steep liquor (CSL) for the production of propionic acid from the mixed
culture of Propionibacterium acidipropionicii NRRL B-3568 and Lactobacillus paracasei. Central
Composite Rotational Design (CCRD) was used with two independent variables (lactose and CSL
concentration), totaling 12 treatments. Kinetic studies were performed, and samples were taken at time
intervals of 24 to 120 h. Production of propionic acid (PAP), acetic acid (AAP) and lactic acid (LAP),
pH, lactose consumption, yield and acid yield and cell growth factor were determined. The highest
PAP (6.85 g L) was obtained using 40 g L lactose and 65 g L' CSL in a yield of 0.21 g g. The
lactose consumption was 98.0% with cell growth of two log cycles.

Keywords: fermentation, propionic acid, corn steep liquor, cheese whey and central composite
rotational design.
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1. Introducéo

O é&cido propibnico esta entre os 30 produtos quimicos utilizados como componentes
para produtos com diversas aplicacdes (Werpy et al., 2004; Dishisha et al., 2012; Liu et al.,
2016; Zhuge et al., 2014): conservante de alimentos (Coral et al., 2008; Ngome et al., 2017;
Vidra and Németh, 2018; Yang et al., 2018). Geralmente os seus sais de sodio, potassio,
calcio e aménio sdo reconhecidos como aditivos alimentares seguros (Es et al., 2017),
aditivo e conservante na produgéo de ra¢des de animais.

O acido propibnico e seus sais sdo capazes de inibir o crescimento de outros
microrganismos (Wang et al., 2014). A inibicédo pelo acido propidnico € causada pelo efeito
de perturbacdo do gradiente de pH, que é importante no transporte de nutrientes para dentro e
para fora das células. A membrana citoplasmatica impede compostos ionizantes de entrarem
nas células bacterianas. Assim, o acido propionico ndo dissociado penetra no interior da célula
e, com isso, é liberado um préton H* (CHsCH,COOH = CH3CH>COO" +H"), logo o
gradiente de pH por meio da membrana celular é interrompido e, para ser reestabelecido, uma
molécula de ATP extra é consumida, diminuindo o nimero de moléculas de ATP livres, para
0 metabolismo celular, o que faz com que o metabolismo e transporte de nutrientes fique
comprometido (Coral et al., 2008; Gu et al., 1998). O &cido propiénico é um importante
intermediario quimico, na sintese de fibras de celulose, herbicidas, perfumes, aromas e
produtos farmacéuticos (Coral et al., 2008; Vidra and Németh, 2018).

Atualmente, muitos acidos carboxilicos sdo produzidos, principalmente, por sintese
quimica a partir no petréleo (Yang et al., 2018). Contudo fontes alternativas e renovaveis,
para a producdo de produtos quimicos, incluindo o acido propibnico, estdo em destaque.
Perante essa realidade, o soro lacteo e agua de maceracdo de milho, dois subprodutos da
industria de alimentos, vém sendo estudados como fontes de carbono e nitrogénio,
respetivamente, para a bioprodugéo de &cidos organicos por suas altas disponibilidades, bem
como aumento da demanda por produtos alimenticios naturais e ecoldgicos.

O soro lacteo € o principal subproduto obtido na producgédo de queijo. Contém cerca de
70% de lactose, proteinas, minerais e tracos de gordura. Geralmente, a falta de mdaltiplos
nutrientes, como vitaminas e ou aminoacidos, pode levar ao fraco desempenho da
fermentacdo a qual pode ser uma das razdes do baixo crescimento bacteriano (Wang et al.,
2017). Desse modo, a fonte de carbono, bem como a de nitrogénio afetam significativamente

a biossintese de varios produtos de interesse como o0 &cido propionico.
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Extrato de levedura, peptona e agua de maceragdo de milho sdo boas fontes que
podem ser usadas por bactérias propibnicas (Quesada-Chanto et al., 1998). Agua de
maceracdo de milho é um subproduto do processo de fabricacdo de milho (Gao et al., 2011),
de baixo custo e possui nutrientes e minerais que sdo eficazes para a fermentacdo (Castillo-
Martinez et al., 2013). Apresenta elevada quantidade de matéria organica, valores médios de
DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) de cerca de 11.000 mg L, tornando-se um dos
grandes problemas para o tratamento de residuos industrias de alimentos (LOSS et al., 2009).
Por isso, pesquisas tém sugerido o uso da AMM, para a producdo de acidos organicos por via
fermentativa (MADDIPATI et al., 2011), por ser considerada uma fonte econdmica de
nutrientes para microrganismos (CHIANI et al., 2010) como bactérias do &cido propidnico
(YANG et al., 2018) e do acido latico (CRIVELARI et al., 2018).

Bactérias propibnicas constituem um grupo de bactérias anaerobias, Gram-positivas e
facultativas, ndo formadoras de esporos (THIERRY et al., 2011; PIWOWAREK et al.,
2018a), catalase positiva e apresentam-se em forma de bastonetes curtos ou de cocos, de
acordo com o0 meio em que se encontram (KIATPAPAN; MUROOKA, 2002). Este grupo de
bactérias pode crescer em varios tipos de fontes de carbono (CORAL et al., 2008). Nos
altimos anos, foram reconhecidas por suas propriedades probioticas para o consumo humano
(WANG; YANG, 2013). Algumas espécies de bactérias propibnicas, incluindo P.
acidipropionici, P. freudenreichii e P. shermanii, sdo geralmente consideradas como seguras
(WANG; YANG, 2013; AHMADI; KHOSRAVI-DARANI; MORTAZAVIAN, 2017;
PIWOWAREK et al., 2018a). Todas as bactérias classicas do género Propionibacterium tém
capacidade de fermentacdo e sdo importantes fontes de metabdlitos valiosos (&cido
propidnico, vitamina Bi», bacteriocina e trealose). Um exemplo sdo as cepas de P.
freudenreichii subsp. shermanii que podem metabolizar a lactose (eles tém genes que
codificam a enzima [-D-galactosidase (PIWOWAREK et al., 2018a; SUOMALAINEN et al.,
2008). No entanto, verifica-se que as bactérias propidnicas metabolizam, preferencialmente,
lactato em propionato. Desta forma, a utilizagdo de bactérias laticas como Lactobacillus é
alternativa, para maior aproveitamento do soro de leite, para a producdo do &cido propidnico.
As bactérias do acido latico produzem lactato, a partir de simples fermentacdo de
carboidratos. O género Lactobacillus pode ser considerado seguro, para a producao industrial
de lactato, pois ndo apresenta efeitos adversos a salde de seres humanos.

Assim, a producdo de &cido propibnico com a utilizacdo de bactérias pode resultar na
reducdo da poluicdo ambiental, ndo apenas pelo tratamento dos residuos, mas também por sua

transformacdo em compostos industriais Uteis e valiosos (Piwowarek et al., 2018b, 2016).
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Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi otimizar a formulagdo de meio de fermentacéo,
usando subprodutos da industria de alimentos, para a producédo de acido propidnico, a partir
da cultura mista de Propionibacterium acidipropionicii NRRL B-3568 e Lactobacillus

paracasei.

2. Materiais e métodos

As analises foram realizadas nos laboratérios de Engenharia de Bioprocessos e
Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Ciéncia dos Alimentos/UFLA e no

Laboratorio Central de Biologia Molecular pertencente ao Departamento de Biologia/UFLA.

2.1 Matérias-primas

O soro utilizado foi proveniente da fabricacdo de queijo Minas frescal obtido na Planta
piloto de Tecnologia de Leite do Departamento de Ciéncias dos Alimentos da UFLA. A agua
de maceragdo de milho (AMM) foi doada pela empresa Ingredion Brasil - Ingredientes
Industriais Ltda. localizada na cidade de Mogi Mirim- SP. Nos experimentos, AMM foi
utilizado diretamente sem tratamento prévio. Os reagentes utilizados foram todos do grau

analitico.
2.2 Preparacao e andlise da composi¢ao do soro de leite

O soro de leite foi filtrado com papel filtro (didmetro de 12,5cm e porosidade 8 pm)
para a retirada das micelas de proteina e homogeneizado. Em seguida, foi concentrado em
evaporador rotativo (marca Tecnal -TE-210, operada a uma temperatura em torno de 80 °C)
até aproximadamente a metade do volume inicial. Paralelamente, foram retiradas aliquotas
antes e depois da concentracdo para a analise quantitativa da composi¢do do soro (proteina,
cinzas, gordura, lactose e sélidos totais).

2.3 Pureza das culturas de bactérias propionicas e laticas

A pureza das culturas Lactobacillus paracasei e Propionibacterium acidipropionicii
NRRL B-3568 foi verificada, utilizando-se o0 sistema Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisation - Time Of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) (Microflex-
Bruker Daltonics/BioTyper™). A cepa Escherichia coli K12 foi utilizada como padrdo para a
calibracdo externa do MALDI-TOF MS, seguindo metodologia descrita por Lima-Neto et al.
(2014).
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2.4 Pureza, Ativacao, estocagem e padronizacéo do inéculo

Foram utilizadas as cepas Propionibacterium acidipropionicii NRRL B-3568 e
Lactobacillus paracasei doadas pela Colecdo de Culturas Tropical pertencente a Fundacéo
André Tosello (Campinas/SP).

A cultura liofilizada de Lactobacillus paracasei foi ativada em caldo Man Rogosa &
Sharpe (MRS) com incubacgdo a 37 °C por 24 h. As culturas estoque de L. paracasei foram
armazenadas em meio de congelamento (15 mL glicerol; 0,5 g peptona bacterioldgica; 0,3 g
de extrato de levedura; 0,5 g NaCl em 100 mL de agua destilada, pH 7,0) a -18 °C durante
todo o experimento.

A padronizacdo do indculo foi realizada mediante curva de crescimento. Apos a
reativacdo da cultura estoque em caldo MRS, aliquotas de 100 pL do in6culo foram
transferidas para 300 mL de caldo MRS, incubadas a 37 °C, sendo realizadas leituras
periddicas (intervalos de uma hora) em espectrofotdometro (D.O. 600 nm) e plagueamento em
agar MRS, com incubagdo em anaerobiose, utilizando-se jarra e gerador anaerobiose
(PROBAC do Brasil), a 37 °C por 96 h. O indculo foi padronizado em 108 UFC mL™.

A cultura liofilizada de Propionibacterium acidipropionicii NRRL B-3568 foi ativada,
armazenada e padronizada seguindo a mesma metodologia de Lactobacillus paracasei.
Entretanto os meios de cultivo foram o caldo e 4gar lactato (m v): 1% de extrato de levedura,
1% de peptona de carne, 0,025% de KoHPOs, 1% de lactato de sodio, sendo ao 4gar lactato
adicionados 2% de agar-agar, com incubacdo a 37 °C por 48 h e 96 h, respectivamente. As

placas foram incubadas em anaerobiose.

2.5 Otimizacdo da formulacdo do meio de fermentacdo com residuos agroindustriais

para a producao de &cidos organicos

Foi realizado delineamento composto central rotacional (DCCR) com as variaveis
concentracdo de lactose (x1) e concentracdo de agua de maceracdo de milho (x2), conforme
metodologia preconizada por Rodrigues; lemma (2014). A matriz do planejamento
experimental com as varidveis € mostrada na Tabela 1. As fermentacGes foram conduzidas em
erlenmeyers, sem agitacdo, a 37 °C por 120 h. As variaveis respostas foram a producdo dos
acidos organicos (latico, acético e propidnico), rendimento, produtividade, consumo de
lactose e contagem de células. Os resultados quantitativos foram submetidos a analise

estatistica.
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Tabela 1. Relag&o entre valores codificados e reais das varidveis do (DCCR)

Niveis
Variaves -1,41 -1 0 +1 +1,41
Lactose (g L ™) X1 26 30 40 50 54
AMM (g LY X2 15 25 40 55 65

AMM- 4gua de maceragdo do milho.

2.6 Estudo cinético da fermentacéo

O meio de fermentacdo foi preparado utilizando soro de leite suplementado com agua
de maceracdo de milho, em diferentes quantidades, de acordo com o delineamento
experimental (Tabela 1). Em todos os tratamentos, foi adicionado carbonato de calcio na
concentragéo de 40 g L, sendo em seguida os meios autoclavados a 121 °C por 15 min. Apds
o resfriamento a temperatura ambiente, o meio foi inoculado com cultura de
Propionibacterium acidipropionici e Lactobacillus paracasei e incubado a 37 °C durante 120
horas. A concentragédo do carbonato foi determinada por experimentos preliminares.

As fermentacGes foram realizadas em frascos erlenmeyers, contendo 300 mL de meio
de cultura e 10% (v v't) com 108 UFC mL™ de indculo de P. acidipropionici e L. paracasei,
perfazendo o total de 360 mL. Aliquotas de 10 mL dos mostos fermentados foram coletadas
apos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h de incubagdo. Aliquotas de 1 mL foram retiradas, para
contagem em placas e o restante foi centrifugado (FANEM modelo Excelsa 11 206 BL) a 1428
X g por 25 min. O sobrenadante foi coletado em frascos com tampa e congelados (-18 °C) para
a realizacdo posterior das analises de acidos organicos, acidez total, aclcares redutores e pH.

A determinacdo do nimero de microrganismos viaveis foi feita por plaqueamento, no
inicio (0 h) e ao final da fermentacdo (120 h), em meio &gar lactato para as duas cepas e
incubadas em anaerobiose a 37°C por 4 dias.

O rendimento de producgéo do acido propidnico (Yess), a produtividade (Pr) e o fator de

crescimento (FC) foram calculados segundo equacdes 1, 2 e 3.
Ypis = - APIAS = (P-Po)/(So-S) (1)
Pr = (P-Po)/ts @)

FC = (LogUFC/mL)#/(LogUFC/mL); (3),

Em que P é a concentragéo final de acido (g L™); Po - concentragéo inicial de &cido (g L™?); S -

concentragéo final de substrato (g L™); So - concentracgéo inicial de substrato (g L™?); Pr —
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produtividade; tr - tempo de fermentagdo (h); Log UFC mL™ — logaritmo na base 10 da

contagem de unidades formadoras de col6nia totais por mL no tempo final e inicial.
2.7 Determinacéo dos acidos organicos (Latico, Acético, Propidnico)

Os acidos organicos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Foi utilizado um cromatdgrafo da marca Schimadzu, com sistema de detec¢do por
arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), com amostrador automatico SIL-20AHT. A coluna
utilizada foi da marca Supelcogel C610H, 30 cm x 7,8 mm x 9,0 um, equipada com pré-
coluna, operada a uma temperatura de 40° C. A fase mével usada foi de acido perclérico
HCIO4 100Mm (70%) em H,0, com fluxo de 0,5 mL min™ e tempo de corrida de 30 min. Os
acidos foram detectados via UV (absorbancia 210 nm). A identificacdo dos acidos foi feita
por comparagao com tempos de retencdo das amostras com os respectivos padrdes dos acidos
(propibnico acético e latico) todos com a pureza de 99,9% da marca Sigma-Aldrich, e a
quantificacdo foi feita por meio de curva-padrdo. As amostras foram diluidas 1/10 e filtradas
com filtro de 0,22 um para posterior analise. Os resultados foram processados com ajuda do

software LC-Solutions.
2.8 Determinacao dos parametros fisico-quimicos das amostras

O pH e acidez total das amostras retiradas, em diferentes tempos de fermentagéo,
foram determinados segundo a metodologia da AOAC (2012).
A determinacdo da concentracdo de lactose, nas diferentes amostras e tempos de

fermentacdo, foi realizada pelo método do &cido dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959).

2.9 Andlise estatistica

Os modelos para cada resposta foram obtidos usando regressdo polinomial de segunda
ordem (Equacéo 4).

Y:JBD-l_iﬂiXi-l_ iﬁﬁxz-I-iﬁUXiX}.—I—g (4)
i=1 i=1

| 3= 2

Em que Bo - é constante do modelo, i - é coeficiente linear, Bii - é coeficiente quadratico e Bij -
é coeficiente de interacdo; Xi e X; - sdo as varidveis independentes; K - € o nimero de fatores
testados (k=2); e € é o erro experimental. Foi feita a analise de variancia (ANOVA, e foram

determinados os coeficientes de efeito e regressdo dos termos individuais linear, quadratico e
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de interagdo. Os modelos foram utilizados para gerar as superficies de resposta e curvas de

contorno com auxilio do software Statistica 8.0 (Statsoft, 2008), a 5% de significancia.

3. Resultados

Os efeitos das concentracdes de lactose (X1) e de agua de maceracdo de milho (X2)
sobre a producdo de acidos (latico, acético e propidnico), seus rendimentos e sobre os fatores
de crescimento de Propionibacterium acidipropionici e Lactobacillus paracasei podem ser
observados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados da producéo de acidos, rendimento e fator de crescimento, ap6s 120 h
de fermentacdo, em funcdo da concentracdo de lactose e agua de maceracdo de milho

LAC AMM PAP PAA PAL Y apis Y aass Yauss

Ensaio x1 x2 @LY) (@LYH (@LY) (@gh) (@gh (ggh FC
1 1(50) 1(55) 6,24 026 3524 0,14 0,01 0,81 1,27
2 -1(30) 1(55) 1,78 2,06 1841 0,08 0,09 0,82 1,17
3 1(50) -1(25) 1,68 222 3181 0,04 0,05 0,72 1,23
4 -1(30) -1(25) 363 324 1516 0,19 0,17 0,79 1,27
5 0(40) 0(40) 1,50 1,62 26,25 0,06 0,06 0,99 1,42
6 0(40) 0(40) 1,77 2,11 2493 0,07 0,08 0,92 1,34
7 0(40) 0(40) 151 1,88 2583 0,06 0,07 0,96 1,50
8 0(40) 0(40) 1,87 3,00 2412 0,07 0,11 0,90 1,40
9 1,41(26)  0(40) 276 228 1433 021 0,18 1,10 1,14
10 1,41(54) 0(40) 260 1,12 3487 0,07 0,03 0,87 1,30
11 0(40) -1,41(15) 2,63 2442 2261 0,09 0,08 0,74 1,26

12 0(40) 1,41(65) 6,85 1,67 26,69 0,21 0,05 0,83 1,28

LAC- lactose, AMM- agua de maceracdo de milho; PAP-producdo do acido propidnico; PAA-
producdo do &cido acético; PAL-producdo do &cido latico; Yapis —rendimento do &cido propidnico;
Y aais —rendimento do acido acético; Y aLis —rendimento do acido latico e FC- fator de crescimento de
P. acidipropionici e L. paracasei.

Analisando-se os resultados, verifica-se que a producao de acidos, rendimento e fator
de crescimento variaram bastante. Houve maior producdo de PAP e PAA de 6,85 € 3,24 g L™
nos tratamentos 12 e 4, respectivamente. No tratamento 12, as concentracfes de lactose e
AMM foram 40 g L™ e 65 g L, respectivamente e esta Gltima foi a maior concentracio de
AMM. J& no tratamento 4, as concentracdes de lactose e de AMM foram em niveis mais
baixas, 30 g L e 25 g L. A producio de acido latico (PAL) variou de 14,33 a 35,24 g L™
com rendimento maximo de, aproximadamente, 100% para o tratamento 9. Os niveis baixos
da concentragdo de lactose resultaram em menor PAL.

Em relagdo ao rendimento em &acido propionico (Yars), pode-se notar que, nos
tratamentos 9 e 12, foram encontrados os valores méximos de 21%. Estes dois tratamentos
referem-se aos pontos axiais, ou seja, no tratamento 9 foi aplicado o valor mais baixo de

lactose (26 g L) e o valor mais alto de AMM de 65 g L* para o tratamento 12. O tratamento
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9 apresentou o maior rendimento para Yaas de 18% com uso de menor concentragdo de
lactose de 26 g L™ e 40 g L™t de AMM.

O tratamento 7 apresentou o maior valor para o fator de crescimento (1,50). Neste
tratamento, foi observado o aumento aproximado de 3 ciclos logaritmicos (1,0 x 10" a 3,13 x
101 UFC mL™Y), durante a fermentacdo. No geral, foi observado aumento de 2 a 3 ciclos
logaritmicos para todos os experimentos (Tabela 2).

Pela analise estatistica, foram considerados significativos os parametros com p-valor
menores que 5% (p<0,05). Os termos lineares do modelo matematico estdo associados a letra

L e os quadraticos a letra Q (Tabela 3).

Tabela 3. Coeficientes de regressao para as respostas PAP, PAA, PAL, YAP/S, YAA/S,

YAL/Se FC
Mean/ (1)LAC LAC (2AMM AMM 1L by R?
Variaveis FV Interc. (gLHL)  @LHYQ) (@LHL) @LYHYQ) 2L
PAP Regresséo 1,67 0,29 0,41 1,09 1,45 1,60 0.93
p-valor 0,0025 0,2723 0,1710 0,0038 0,0016  0,0030 '
PAA Regresséo 2,15 -0,56 -0,21 -0,53 -0,03 -0,19 0,74
p-valor 0,0002 0,0285 0,3688 0,0342 0,8798  0,5088
PAL Regresséo 25,28 7,83 -0,21 1,56 -0,18 0,05 0.99
p-valor 0,0000 0,0000 0,6136 0,0041 0,6580  0,9285 '
v Regressao 0,06 -0,04 0,03 0,02 0,04 0,05 082
AP/S ’
p-valor 0,0156 0,0310 0,0854 0,1478 0,0518 0,0286
Y anss Regressao 0,08 -0,05 0,01 -0,02 -0,01 0,01 092
p-valor 0,0002 0,0003 0,2717 0,0290 0,3255  0,4520 ’
YaLs Regresséo 0,94 -0,05 0,00 0,03 -0,10 0,01 075
p-valor 0,0000 0,0997 0,9151 0,2844 0,0118 0,7686 '
EC Regresséo 1,41 0,04 -0,10 0,00 -0,07 0,03 0.86
p-valor 0,0000 0,0884 0,0028 0,8550 0,0126  0,2294 '

LAC- lactose; AMM- &gua de maceracdo do milho; PAL-producédo do &cido latico; PAA-producéo do
acido acético; PAP-producdo do &cido propibnico; Yaus —rendimento do acido latico; Yaas —
rendimento do acido acético; Y apis —rendimento do acido propibnico e FC- fator de crescimento de P.
acidipropionici e L. paracasei.

Para a PAP, somente AMM e a interacdo da lactose com AMM é que foram
significativos (p<0,05) e com efeito positivo na PAP. Para PAL e PAA, a analise da regressao
indicou que foram significativos (p<0,05) os termos lineares da concentracdo da lactose e da
AMM. Como os coeficientes dos termos linear da lactose e da AMM foram positivos,
indicam que aumento da lactose e da AMM incrementam a producdo de &cido latico, sendo
maior o efeito da lactose. Para a PAA e o0 seu rendimento, os coeficientes dos termos linear da
lactose e da AMM foram negativos, indicando que o aumento da lactose e da AMM promove
a diminuicdo da PAA e, consequentemente, o seu rendimento. Ja para FC, os coeficientes dos

termos quadraticos da lactose e da AMM foram negativos, mostrando a diminuicéo de células



77

viaveis de P. acidipropionici e L. paracasei a medida que a concentracdo da lactose e da
AMM aumentaram.

Os resultados da analise de variancia (ANOVA), para as respostas PAP, PAL, Y apss,
Y aais € FC, mostraram variacdo dos coeficientes de determinacéo (R?) de 82 a 99%. Quanto
mais proximo a 100% o valor de R? melhor os modelos predizem os resultados
experimentais. Verificou-se, também, que os valores de F, calculados da regressdo, sdo
maiores que os valores de F tabelado em um nivel de confianca de 95%. Desta forma, esses
resultados demonstram bom ajuste entre os valores experimentais e previstos pelo modelo e
podem representar adequadamente a relacdo real dos fatores escolhidos. De acordo com a
andlise de regressdo, as variaveis PAA e Y aus ndo proporcionaram bom ajuste.

Foi possivel, entdo, ajustar os modelos com as variaveis codificadas de concentracdo
de lactose (X1), concentracdo de AMM (X2). Os modelos matematicos empiricos completos,
codificados para as respostas PAP, PAL, Yarss, Yaas € FC sdo apresentados pelas equacdes
5,6,7,8e9, em que os valores em negrito sdo os parametros estatisticamente significativos

que foram obtidos utilizando o software Statistica® 8.0.

PAP = 1,67 + 0,29x1 + 1,09%2 + 0,41x12 + 1,45%2% + 1,60X1X2 (5)
PAL = 25,28 + 7,38x1 + 1,5%2 — 0,21x12 — 0,18x2% + 0,05X1X2 (6)
Y apis = 0,06 — 0,04x1 + 0,022 + 0,03x12 + 0,04x2? + 0,05X1X2 (7)
Y aass = 0,08 — 0,05x1 — 0,02x2 + 0,01x12 — 0,012 + 0,01x1X2 (8)
FC = 1,41 + 0,04x1 - 0,10x:2 - 0,07x2% + 0,03X1X2 (9)

As curvas de contorno para a PAP e PAL (Figura 1) foram geradas empregando-se as
equacOes 5 e 6. Nas Figuras 1A e 1B, sdo apresentados os efeitos da concentracdo da lactose e
da AMM. Observa-se que somente nos extremos de menor ou de maior concentracao de
lactose e AMM é que foi observado maior PAP. Ja na Figura 1B, verifica-se que as maiores
PAL s3o obtidas a valores acima de 45 g L de lactose e independente da concentracio de
AMM, mas com tendéncia de aumento de PAL nas maiores concentracbes de AMM.
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AMM (g/L)

Lactose (g L'}

AMM (g/L)

Lactose(g L™

(A)

(B)

Figura 1. Influéncia da concentragdo de lactose e da agua de maceracdo de milho na
producéo de &cidos orgénicos: (A) Acido Propionico e (B) Acido Lético

As curvas de contorno para 0 Yarss € Yaass (Figura 2) foram geradas empregando-se

as equacOes 7 e 8. Nas Figuras 2A e 2B, sdo apresentados os efeitos da concentragdo da

lactose e da AMM sobre Y aps (rendimento do &cido propionico) e Yaass (rendimento do

acido acético). Assim como na PAP, 0 Y apis também foi mais alto nos extremos de menor ou
de maior concentracao de lactose e AMM (Figura 2A). O Y aass (Figura 2B) foi observado em

valores abaixo de 40 e 55 g L™* da concentracéo de lactose e da AMM, respectivamente.

AMM (g L™

Lactose (g L)

(A)

30

40

Lactose (g L)

(B)

Figura 2. Efeitos da concentragdo da lactose e da AMM sobre YAP/S (rendimento do acido

propidnico) (A) e YAA/S (rendimento do &cido acético) (B)

Nas Figuras 3A e 3B sdo apresentadas a superficie de resposta e a curva de contorno

para o FC que foram geradas, usando a equagdo 9, que mostra os efeitos da concentragdo da

lactose e da AMM sobre o crescimento bacteriano, tendo o fator de crescimento atingido o

maximo de 1,29.
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Figura 3. Efeitos da concentracdo da lactose e da AMM sobre o crescimento

bacteriano: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B)
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As evolugdes do pH, da acidez e o consumo de lactose, durante a fermentacdo por
cultura mista de P. acidipropionici e L. paracasei, sdo mostradas pela Figura 4. Os valores
iniciais de pH do meio variaram em relacdo a média de 6,30 de todos os tratamentos. Nas
primeiras 24 horas de fermentagdo, houve decréscimo consideravel de 1,11 no valor medio de
pH. De 24 a 48 horas, nota-se 0 mesmo comportamento, porém com variagao de 0,17 do seu
valor médio que é um pouco menor, comparativamente, as 24 h iniciais. Apos estes periodos,
o valor do pH manteve-se praticamente constante até o fim da fermentacdo (Figura 4A). A
variacdo de acidez corrobora com o0 pH, uma vez que aumenta nas primeiras 48 h, com maior
acidez neste periodo para os tratamentos 1, 10 e 12. De 48 h & 72 h, houve uma pequena
queda de acidez em todos tratamentos. Nos tempos subsequentes da fermentagéo, acidez
manteve-se constante (Figura 4B).

—o—Trat 1
—o— Trat 2
Trat 3
Trat 4
—o—Trat 5
—o—Trat 6
—&—Trat 7
—o—Trat 8
—o—Trat 9
—o—Trat 10

- _ ) ) —e—Trat 11
0 24 48 72 96 120 & Trat 12

Tempo (h)
(A)

—o— Trat 1
—®— Trat 2
Trat 3
Trat 4
—o—Trat 5
—&—Trat6
—o—Trat 7
—o—Trat 8
—o—Trat 9
—eo—Trat 10
0 24 48 72 96 120 —&—Trat 11
—o—Trat 12

Acidez (g L)

Tempo (h)
(B)
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Trat 1
Trat 2
Trat 3
Trat 4
—o— Trat 5
Trat 6
—o—Trat 7
—o—Trat 8
—o—Trat 9
—&— Trat 10
—o—Trat 11
72 96 120 —e—Trat 12

Tempo (h)

Lactose (g L'Y)

(©)
Figura 4. Variacdo do pH (A), da acidez (B) e consumo de lactose (C) durante a fermentacéo
por cultura mista de P. acidipropionici e L. paracasei

Os graficos das cinéticas de consumo de lactose, durante a fermentacdo, podem ser
observados na Figura 4C. No geral, todo o acucar (lactose) foi consumido (96,4% do
consumo) em até 48 h, independentemente da concentracdo inicial da lactose. Entretanto, nos
tratamentos 3 e 4, o consumo total de lactose s6 ocorreu apds 72 h de fermentacdo. Os
tratamentos 6, 8 e 10 mostraram o menor consumo de lactose de 0,58; 1,0 e 1,22 g L™ nas

primeiras 24 h, respectivamente, pelas bactérias.

4. Discussao

A fermentacdo convencional, para a obtencdo de acido propidnico, emprega
habitualmente um dnico substrato. Contudo, na pratica, um Unico substrato ndo atende
completamente as exigéncias nutricionais de P. acidipropionicii NRRL B-3568 e L.
paracasei para a producdo de acido propiénico (PAP). Fontes mistas de carbono e nitrogénio
podem aumentar a producdo de &cido propibnico, por meio de mudangas na composi¢do do
produto final e, consequentemente, na cinética da fermentacéo.

O melago de soja (SM), um subproduto de baixo valor econémico das industrias
beneficiadoras de soja, contem sacarose e oligossacarideos da familia da rafinose (RFO) e foi
usado como fonte de carbono e agua de maceracdo de milho como fonte de nitrogénio para a
PAP. A fermentacdo foi realizada em bateladas sequenciais, com P. acidipropionici, tendo
alcancado 21,9 g L, produtividade de 0,35 g Lh? e rendimento de 0,39 g g com pH
controlado em 6,5 (Yang et al., 2018).
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No estudo com uso de duas fontes de carbono (glicose + glicerol) e uma Unica cultura
de Propionibacterium freudenreichii, foi obtido PAP de 42,7 g L, rendimentos do &cido
propionico (Yarss) de 0,71 g g e produtividade do acido propidnico de 0,36 g L*h" em 258 h
de fermentacdo, usando a estratégia de adicdo gradual do substrato (Wang et al., 2014). Na
fermentacdo sequencial de alta densidade celular (ADC), com o pH 6,5 foi produzido acido
propidnico (40 g L) e produtividade do AP mais alta ja verificada até o momento de 2,98 g
Lth, com um rendimento de 0,44 g g, a partir de glicose usando uma cepa tolerante a
acidos de Propionibacterium acidipropionici (Z. Wang et al., 2014). Neste estudo, com uso
da cultura mista de P. acidipropionicii NRRL B-3568 e L. paracasei e soro proveniente do
queijo Minas Frescal, como fonte de carbono e 4gua de maceracdo do milho (AMM), como
fonte de nitrogénio, foi obtido PAP de 6,85 g L't com rendimento de 0,21 g g* (Tabela 2).
Salienta-se que a concentracdo de AMM foi o fator que maior contribuiu para a PAP. Estes
resultados foram melhores, se comparados aos relatados por Ngome et al. (2017) que também
utilizaram uma cultura mista de P. freudenreichii PS-1and L. helveticus num meio de soro
desnatado cuja a PAP foi 3,78 g L.

Foi encontrado neste estudo uma relacdo da PAP/PAA de 23,86 que pode ser
interessante para 0s passos subsequentes da purificacdo do &cido propidnico. Entretanto a
concentragdo do acido latico no meio foi muito maior (35,24 g L™). Observa-se que as
bactérias propiénicas metabolizam, preferencialmente, lactato em propionato e, para cada 3
moles de lactato consumidos, sdo formados 2 moles de propionato, 1 mol de &cido acético e 1
mol de dioxido de carbono, aléem de 2 moles de ATP (Seeliger et al., 2002). A célula
bacteriana ird obter energia a partir da oxidacdo anaerdbia do proprio lactato em acetato e CO»
(Vidra and Németh, 2018). Outros autores encontraram acido lactico como produto principal,
numa fermentacdo com cultura mista indefinida, usando residuos de casca de batata a qual
contém uma grande quantidade de amido, polissacarideo ndo amilaceo, lignina, proteina e
lipidio e obtiveram rendimentos maximos de PAL e PAA de 022 e
0,06 g g ! respetivamente. A PAL foi de 14,7 gL ! e de AA foi de 4,0 g L' (Liang et al.,
2014).

Neste trabalho, a maior concentracdo de acido latico no meio fermentado pode
requerer reajuste para melhoramento do processo na PAP. Por outro lado, maior concentracdo
de &cido latico no meio fermentado pode indicar uma possivel inibicdo das bactérias
propibnicas pela alta concentracdo de cido latico. Stowers et al. (2014) consideram que 0
acido latico é um intermediario, durante a fermentacdo na PAP, podendo entdo ser convertida

em AP sob condicdes de limitacdo de glicose, estendendo o tempo de fermentacdo, apos a
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deplecdo de glicose. A producdo de AA, a partir da glicose pelas bactérias propibnicas, esta
associada ao equilibrio redox, geracdo de ATP e crescimento celular pelo consumo do
substrato.

Vaérios fatores podem ter influenciado o processo de fermentagdo, como a temperatura,
pH, fonte de carbono e de nitrogénio, tempo de fermentacédo, entre outros. A temperatura de
37 °C, provavelmente, favoreceu mais o crescimento celular do que a formacdo de &cido
propidnico, uma vez que foi verificado, no geral, um aumento de 2 a 3 ciclos logaritmicos. O
fator de crescimento foi sempre maior que a unidade (Tabela 2 e Figuras 3A e 3B). A
influéncia da temperatura de cultivo sobre o crescimento das bactérias impacta diretamente na
producéo de AP. Farhadi and Khosravi-darani, (2013) e Coral et al. (2008) observaram que,
quando a temperatura foi aumentada de 30 para 35 e 40 °C, a PAP e PAA diminuiam,
enquanto a biomassa celular aumentou, fato que pode corroborar com os resultados
encontrados no presente trabalho.

O pH, com o valor minimo verificado de 4,81, também, é outro fator que pode ter
afetado a fermentacdo. Segundo Coral et al. (2008), as bactérias propiénicas crescem mais
rapidamente em pH entre 6,0 e 7,0, enquanto nenhum crescimento é observado em pH inferior
a 4,5. Como a P. acidipropionicii NRRL B-3568 ndo metabolizou todo o lactato do mosto,
houve o0 aumento da acidez (Figuras 4A e 4B), uma vez que pka do AL < pka do AA < pka do
AP. Isto é, o AL é mais forte, por isso, ele tem maior influéncia na acidez do meio, o qual ndo
chegou a inibir o crescimento P. acidipropionicii (pH = 4,5). O carbonato de célcio (40 g LY),
adicionado no inicio juntamente com o meio fermentado, auxiliou no controle da variacdo do
pH.

Segundo Abdel-Rahman et al. (2011) e Tashiro et al. (2011), o aumento da
concentracdo de acido latico no meio de fermentacdo pode inibir o crescimento bacteriano.
Neutralizando os acidos formados, durante a fermentagdo, por meio da formacéo de sal de
lactato com a adicdo de agentes neutralizantes, tais como hidréxido de sédio, hidroxido de
potéssio, hidréxido de célcio, carbonato de célcio, ou uma solugdo de amdnio, é uma forma de
superar parcialmente a inibicdo bacteriana e melhorar a eficacia do processo fermentativo.
Nakano et al. (2012) relataram que cations bivalentes (Ca?*) sdo melhores do que cétions
monovalentes (Na* e NH**) como agentes de neutralizagio na fermentagao.

O consumo de lactose foi, para todos os tratamentos, alto (96,4% de consumo de
lactose em até 48 h) (Figura 4C). Essa eficiéncia pode ser atribuida a L. paracasei visto que a

maior parte de lactose foi transformada em lactato em até 48 h. A medida que o AL foi
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formado, a acidez do meio aumentou (Figura 1B e Figuras 4A e 4B) até o consumo total da
lactose (Figura 4C).

O consumo do lactato por P. acidipropionicii levou a diminuicdo da acidez, no
periodo de 48 a 72 h, permanecendo constante apds esse periodo (Figura 4A e 4B). Assim, era
de se esperar que, com a deficiéncia de lactose no meio, a P. acidipropionicii NRRL B-3568
utilizasse todo o lactato como Unico substrato para o seu crescimento e PAP. O processo
metabdlico, para esta bactéria, foi lento, ja que foi verificado até o final da fermentacdo uma
maior taxa de AL. Num trabalho anterior, foi verificado que as bactérias propidnicas cresciam
lentamente (tempo de crescimento de 32 h) em caldo lactato (Ngome et al., 2017).

O consumo de lactose ocorreu em até 48 h, neste periodo, verificou-se maior produgédo
do &cido latico, consequentemente, o abaixamento drastico do pH, pois pka do acido latico <
pka do &cido acético < pka do &cido propidnico. Com esgotamento de lactose em até 48 h, o
lactato foi consumido por P. acidipropionicii, diminuindo, assim, acidez do meio (aumento
ligeiro do pH). Quando o lactato foi esgotando, o pH permaneceu constante (Figuras 4A, 4B e
4C).

5. Concluséo

Conseguiu-se produzir acido propionico, usando-se cultura mista de P.
acidipropionicii NRRL B-3568 e L. paracasei, a partir de soro de queijo Minas frescal e
agua de maceracdo de milho (AMM), com producdo maxima do acido propiénico de 6,85 ¢
L e rendimento de 0,21 g g%, usando 40 g L'* de lactose e 65 g L' de AMM. O aumento da
agua de maceracdo de milho favorece a producdo de &cido propidnico, mas também a de
acido latico, enquanto o aumento da concentracdo de lactose favorece, especialmente, a
producdo de &cido latico. O consumo de lactose foi de 98,0% em até 48 h. O uso de

subprodutos (soro de queijo e AMM) em bioprocessos é promissor.
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Particdo e purificacéo de acido propidnico obtido por fermentacdo em Sistemas Aquosos

Bifasicos do tipo polietilenoglicol e citrato de sodio

Resumo

Este trabalho visou desenvolver uma estratégia de purificagdo do acido propidnico de meio
fermentado em Sistemas Aquosos Biféasicos (SAB) do tipo polietilenoglicol e sal (PEG/sal) em 2
sistemas (modelo e real) e em 2 massas moleculares do polimero (PEG1500/citrato e
PEG4000/citrato). Para isso, foram realizados 4 delineamentos compostos centrais rotacionais
(DCCR), com duas variaveis independentes (concentracdo do PEG em % m m e do citrato de sodio
em % m m1), totalizando 44 ensaios. Foram determinados coeficientes de particdo e relacdo de fases
no processo de purificagdo do acido propiodnico. As melhores condi¢des de particdo do &cido
propidnico, nos sistemas modelos, foram 24 (% m m™) de PEG1500 e 15 (% m m) do citrato. Usando
meio fermentado (sistema real), as melhores condicGes foram 16,7 e 24 (% m m*) de PEG, 13,5 e 15
(% m m?) de citrato nos sistemas PEG1500/citrato e PEG4000/citrato, respectivamente. A andlise dos
modelos de regressdo indicou que os modelos polinomiais quadraticos podem ser empregados com
confiabilidade para purificacdo.

Palavras-chaves: extragdo, coeficiente de particdo, metodologia de superficie de resposta, citrato de
sodio.

Abstract

This work aimed to develop a strategy of purification of the propionic acid of the fermented medium
in aqueous two-phase system (ATPS) of type polyethylene glycol and salt (PEG/salt) in 2 systems
(model and in fermentation medium) and 2 polymer molecular weights (PEG1500/citrate and
PEG4000/citrate). For this purpose, 4 Central Composite Rotational Design (CCRD) with two
independent variables (concentration of PEG (% w w) and sodium citrate (% w w) were performed,
totaling 44 trials. Partition coefficients and phase relationships were determined in the purification
process of propionic acid. The best conditions for the partitioning of propionic acid, using fermented
medium, in the model systems were 24 (% w w) of PEG1500 and 15 (% w w?) of citrate. The best
conditions were 16.7 and 24 (% w w) PEG, 13.5 and 15 (% w w?) citrate in the PEG1500/citrate and
PEG4000/citrate systems, respectively. The analysis of the mathematical regression models indicated
that quadratic polynomial models can be used reliably for purification.

Keywords: extraction, partition coefficient, response surface methodology, sodium citrate.
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1. Introducéo

O desenvolvimento de processos biotecnoldgicos industriais que utilizam recursos
naturais renovaveis é uma necessidade que se faz presente, nos dias de hoje, dada a
preocupacao com o abastecimento de petréleo e o desenvolvimento sustentavel. Por isso, ha
um grande interesse pelos processos fermentativos, para a producéo de acidos carboxilicos, a
partir de recursos renovaveis. [1] verificaram que o interesse pela recuperacdo dos acidos, a
partir do caldo de fermentacdo, aumentou pelo crescimento da demanda de &cidos produzidos,
a partir de produtos naturais, principalmente, para a inddstria de alimentos.

O é&cido propibnico € um dos principais acidos carboxilicos que tem amplos usos nas
industrias de alimentos, em especial, para a preservagdo de alimentos para animais, incluindo
feno, silagem e grdos e, em alimentos humanos, como produtos de panificacdo e queijo; em
industrias quimicas e farmacéuticas, para a fabricacdo de farmacos antiartriticos, perfumes e
bioaromas, plastificantes, preparacdes de moldes em silagem e feno e como solvente [2- 3,4].
Assim, a crescente importancia da producédo de acidos organicos por fermentacdo faz com que
se busquem métodos eficientes para a separacao e purificacdo do produto.

Uma das alternativas de purificagdo é o processo de extracdo liquido-liquido por
Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB). Esse método tem-se mostrado uma opcado promissora
para a separacdo de varias substancias bioldgicas. Alguns autores mostraram que sistemas
aquosos bifasicos formam-se, espontaneamente, misturando solucbes aquosas de dois
polimeros hidrofilicos ou entdo um polimero hidrofilico e um sal, em determinadas
concentragOes [5-6-7]. Cada um dos constituintes do sistema tende a se concentrar em uma
das fases, oferecendo diferentes ambientes fisico-quimicos, para a particdo de solutos como

proteinas, células, particulas celulares e acidos nucléicos (Figura 1).
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Figura 3. Extracdo em batelada utilizando sistemas aquosos bifasicos
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Muitos trabalhos sobre a extracdo, usando sistemas aquosos bifasicos foram relatados
[8-6-9-10,11,12,13,14-15-7,16,17]. As principais vantagens de se utilizar tais sistemas sao:
facilidade de scale-up; rapida transferéncia de massa, com o equilibrio sendo atingido com
relativo pouco uso de energia (s6 para agitacdo); os equipamentos podem ser operados de
forma continua; os polimeros estabilizam as enzimas; a separacdo dos componentes
bioldgicos de diferentes origens pode ser rapida [7], sendo conduzida a temperatura ambiente
e € mais econdmico que outros processos de separacédo [18].

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero ndo toxico, inflamavel e ndo volatil, em
sistemas aquosos bifasicos, portanto os sistemas aquosos bifasicos, baseados em PEG, podem
ser considerados ambientalmente amigaveis, ao contrario dos sistemas convencionais de
extracdo por solvente que utilizam solventes organicos imisciveis em agua. Acidos organicos
como o acido propidnico podem se distribuir, seletivamente, nas fases superior e inferior de
SAB [13]. Vérios fatores como pH, massa molar e concentracdo do polimero hidrossolvel,
concentracdo e tipo de sal e propriedades biomoleculares podem afetar fortemente o
comportamento de particionamento de biomoléculas em sistemas aquosos de duas
fases. Esses fatores sdo inerentes ao sistema (por exemplo, escolha dos componentes do
sistema, massa molar do polimero, concentragéo de polimeros e pH) [19].

A extracdo liquido-liquido é um metodo eficiente, econémico e facil de
escalonamento, para a separacdo de acido propidnico em solucBes. No entanto alguns
extractantes tradicionais, como alcoois, cetonas, éteres, ésteres e hidrocarbonetos alifaticos
provaram ser inadequados. A possivel razdo € que a alta afinidade dos acidos a agua induz
baixos coeficientes de distribuicdo [20,21]. O método convencional inclui a adicdo de
hidroxido de calcio, para formar sal (propionato de calcio), ao qual é adicionado,
posteriormente, o acido sulfarico para libertar acido propiénico livre [22]. Este método de
recuperacdo € caro e hostil ao meio ambiente, j& que consome muita cal e acido sulfdrico e,
também, gera residuo solido de sulfato de calcio [23]. A concentragdo dos acidos carboxilicos
em meios fermentados, geralmente, é baixa (menos de 10%), tornando as técnicas tradicionais
de purificacdo menos eficientes [24], [22]. Portanto sistemas aquosos bifésicos tém sido
intensivamente pesquisados para a recuperacdo e purificacdo parcial de compostos bioldgicos
de interesse industrial [9,12-15, 25-29].

Sistemas aquosos bifasicos preparados com polimeros + sal, polimero + polimero,
copolimeros + sal ou copolimero + polimero sdo adequados a purificagdo continua e em larga
escala de compostos de origem biologica [6,18]. Adicionalmente, a maioria das operacdes

unitarias que compdem um processo de biotecnologia estdo focadas na recuperagdo e
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purificagdo do produto de interesse. Neste contexto, o desenvolvimento de métodos, para a
purificacdo, eficientes e econdémicos representa uma area de pesquisa de grande interesse. Os
tradicionais SAB de polimérico/sal tém sido utilizados para a recuperagdo e purificacdo de
produtos de alto valor [18]. No entanto a purificacdo do acido propiénico no meio fermentado
ndo tem sido amplamente abordada como no caso de purificagdo de proteinas e enzimas.
Assim, este trabalho objetivou desenvolver uma estratégia de purificacdo do &cido
propidnico obtido por fermentacdo do soro lacteo, usando Propionibacterium freundenreichii
ATCC 6207 em Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) do tipo polietilenoglicol e sal (PEG/sal).

2. Material e métodos

O acido propibnico, polietilenoglicol (PEG), com massa molar de 1500 e 4000 e

outros produtos quimicos utilizados, foram de grau analitico. Marca e pureza/Brasil.

2.1 Preparacao, montagem dos Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) e particdo do acido

propidnico

Foram preparadas solugdes estoques de PEG1500 + agua destilada (concentracdo de
60% m.m™) e citrato + 4gua destilada (concentragdo de 30% m m™). Ap6s solubilizacio, as
solugBes foram ajustadas ao pH = 7, com &cido citrico 1 mol L e hidréxido de s6dio 1 mol L
1.

Para a montagem de cada sistema, foram empregados tubos de centrifuga de 15 mL.
Na balanca analitica, foram pesadas, inicialmente, as solu¢des estoque de PEG, de citrato de
sodio e agua purificada. Apds esse procedimento, os tubos foram agitados e levados para a
centrifuga, onde foram centrifugados (FANEM modelo Excelsa Il 206 BL) a 952 g por 15
min. Terminada a centrifugacdo, os tubos foram levados a incubadora B.O.D, mantidos a 25
°C durante 24h. Passado esse tempo, os tubos foram retirados da incubadora B.O.D, ap0s
terem atingido o equilibrio termodindmico. Amostras controle de cada fase foram coletadas e,
depois, armazenadas em frascos de vidro. Para a retirada das amostras nas fases topo e fundo,
utilizaram-se pipetas automaticas.

Com base nesses sistemas, foram formados outros sistemas de massa final de 10 g (5 ¢
da fase topo e 5 g da fase fundo), em tubos centrifugos graduados de 15 mL. Em seguida,
foram adicionados, em cada um dos tubos, 100 uL de acido propidnico de grau analitico e,
logo apds, os tubos foram agitados e levados a centrifuga a 2000 rpm (952 g) por 15 minutos.
Terminada essa etapa, os tubos foram armazenados novamente em incubadora B.O.D por 24

horas a 25 °C. depois de 24 horas, os tubos foram retirados da incubadora B.O.D, os volumes
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das fases medidas e as fases topo e fundo foram retiradas com a pipeta automaética e as
amostras colocadas em tubos eppendorf, para a determinacdo de acidez total e para a
determinacdo da relacdo das fases.

Para o sistema PEG4000/Citrato de sodio/agua, foi usado o mesmo procedimento do
PEG1500/Citrato de sddio/agua. Na segunda fase do trabalho, foram também usados o0s
mesmos sistemas (PEG1500/Citrato de sodio/agua e PEGA4000/Citrato de sddio/agua).
Entretanto, apds a preparacdo das solucBes estoque de PEG, de citrato de sddio e agua
purificada foram formados logo sistemas de massa final de 10 g (5 g da fase topo e 5 g da fase
fundo), em tubos centrifugos graduados de 15 mL. Depois, foi adicionado 1 mL do meio
fermentado, obtido na biossintese de acido propidnico por cultura mista de Propionibacterium
freundenreichii ATCC 6207 e Lactobacillus paracasei, usando soro lacteo como meio de
cultura. Adicionado amostra nos tubos foi seguido o passo anterior com acido propiénoco
como amostra. Apds andlise de resultados, foram selecionados os tratamentos que
apresentaram menor coeficiente de particdo de &cidos organicos totais, para a determinagéo de

acido propiénico, acético e latico, usando cromatografia liquida.
2.2 Purificacdo do acido propi6nico no sistema aquoso bifasico PEG/Citrato

Para a purificacdo do acido propionico, foram feitos quatro delineamentos compostos
centrais rotacionais (DCCR) [30], com duas varidveis independentes, concentracdo de PEG e
de citrato de sodio. Na Tabela 1, sdo apresentados os intervalos estudados para as duas
variaveis. Dois planejamentos experimentais foram conduzidos, para a particdo de acido
propidnico puro (PEG1500/Citrato de sodio/agua e PEG4000/Citrato de sédio/agua) e dois
para a purificacdo do meio fermentado. Os sistemas com 4&cido propidnico puro
(PEG1500/Citrato de sédio/agua e PEG4000/Citrato de sddio/agua) e os sistemas com 0 meio
fermentado (PEG1500/Citrato de sddio/agua e PEGA4000/Citrato de sodio/agua) foram

designados por sistemas modelos e sistemas reais, respectivamente.

Tabela 5. Relacédo entre valores codificados e reais das variaveis independentes do DCCR
para os Sistemas PEG1500/citrato de sodio/agua e PEG4000/citrato de sddio/agua

Niveis
Variaveis -1,41 -1 0 +1 1,41
PEG(%m/m) X1 16,7 18 21 24 2572
Citrato(%em/m) X2 114 12 135 15 156

2.3 Determinagéo dos Coeficientes de Particéo
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O coeficiente de particdo do &cido propiénico (Kap) é a razdo entre a concentracdo de
equilibrio de acido propi6nico, na fase superior (Ct) e a concentracdo de equilibrio do acido, na fase
inferior (Cg). O Kap foi utilizado para quantificar o grau de particdo e separacdo alcangado num
processo de purificacdo. A relacdo de fases é a razdo dos volumes da fase superior ou topo (Vt) e a
fase inferior ou fundo (Vf). Para a selecdo do melhor sistema de purificacdo, foi calculado o
rendimento para cada sistema. Assim, os coeficientes de particdo, relacdo de fases e o rendimento

foram determinados, usando as equagdes 1, 2, 3 e 4:

Kap = g—l @)
Rf =1 @
Y(%) = Lﬂi (3)
T
Kar = 2_;; (4)

Em que Kap é 0 coeficiente de particio do acido propidnico, Ct e Cr sdo as
concentragdes de &cido propibnico, nas fases de topo e fundo, em % m m™, respectivamente,
Rf € a relacdo de fases, Vt é o volume da fase topo enquanto Vf é o volume da fase fundo e
Y (%) é o rendimento de purificacdo do acido propibnico do sistema, Kat é o coeficiente de
particdo dos acidos organicos totais e Cat é a concentragdo de &cidos totais nas fases topo (T)
e fundo (F).

2.4 Determinagéo dos parametros fisico-quimicos

O pH foi determinado diretamente na amostra com auxilio de potenciémetro digital de
bancada (Tecnopon, modelo mPA-210). As concentracfes de acido propidnico nas fases
foram determinadas pela titulagio com solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 mol L*
previamente padronizada com a solucdo do acido oxalico (99,9%) [31]. Foi pesado em
erlenmeyer, em média, 1g das fases brancas (amostra controle) e das fases com &cido
propidnico e acidez total, para sistemas modelo e reais, respectivamente. Logo depois, foram
adicionadas trés a quatro gotas de Fenolftaleina, 1% e 50 mL de &gua destilada, para iniciar a
titulacdo.

A acidez titulavel foi expressa em % (m m™), conforme a Equacio 5:

Vi< 0.74=xM=10

AT (% de 4cido propidnico) = " (5)
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Sendo:

AT: acidez total (% m vY);

V: volume da solucéo de NaOH gasto na titulacdo, em mL;
A: massa da amostra, em g;

f: fator de correcdo da solugdo de hidroxido de sédio (NaOH);
0,74: fator de conversdo do acido propionico;

M: molaridade da solugdo de NaOH utilizada (0,1 mol L™).

2.5 Determinacao dos &cidos orgéanicos (Latico, Acético, Propiénico)

Os acidos organicos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Foi utilizado um cromatégrafo da marca Schimadzu, com sistema de detecgdo por
arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), com amostrador automatico SIL-20AHT. A coluna
utilizada foi da marca Supelcogel C610H, 30 cm x 7,8 mm x 9,0 um, equipada com pré-
coluna, operada a uma temperatura de 40° C. A fase movel usada foi de acido perclorico
HCIO4 100Mm (70%) em H,0, com fluxo de 0,5 mL min™ e tempo de corrida de 30 min. Os
acidos foram detectados via UV (absorbancia 210 nm). A identificacdo dos &cidos foi feita
por comparacdo com tempos de retencdo das amostras com os respectivos padrdes dos acidos
(propibnico acético e latico), todos com a pureza de 99,9% da marca Sigma-Aldrich, e a
quantificacdo foi feita por meio de curva-padrdo. As amostras foram diluidas 1/10 e filtradas
com filtro de 0,22 pm para posterior analise. Os resultados foram processados com ajuda do

software LC-Solutions.

2.6 Analise estatistica

Os cinco niveis codificados de cada variavel foram incorporados ao planejamento
experimental (DCCR) e foram analisados em 11 ensaios experimentais. O efeito das variaveis
independentes nas respostas foi investigado, usando a Equacéo 6 de regressdao polinomial de
segunda ordem.

k

Y = fo+ iﬁ’eiﬁ- + iﬁﬁf +) BXX+e (6)
i=1 i=1

L=

[ ]

Em que Po - ¢ constante do modelo, Bi - ¢ coeficiente linear, Bii - € coeficiente
quadratico e Pij - é coeficiente de interagdo; Xxi e X;j - Sd0 as variaveis independentes; K - é o

namero de fatores testados (k=2); e € ¢ o erro experimental. Foi feita analise de varidncia
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(ANOVA) e foram determinados os coeficientes de regressédo dos termos individuais linear,
quadratico e de interacdo. Os modelos foram, entdo, utilizados para gerar superficies de
resposta e curvas de contorno com auxilio do software Statistica 8.0 [32], a 5% de
significancia.

3. Resultados e discusséo

Os valores de acidez titulavel foram calculados para cada sistema subtraindo a acidez
da amostra-controle (branco). Foram determinados os coeficientes de particdo (Kap) e relacdo
de fases (Rf), para o &cido propiénico puro e para a purificagdo, usando o meio fermentado.
Para o sistema PEG1500/citrato de sddio/agua destilada e PEG4000/citrato de sédio/agua, 0s

resultados para a parti¢do do acido propi6nico puro estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados dos coeficientes de particdo do acido propidnico (KAP) e relacdo de
fases obtidos no DCCR para o sistema PEG1500/citrato de sodio/agua e PEG4000/citrato de
sodio/agua, no sistema modelo

PEG Citrato
(%om/m) (Yom/m)  PEG 1500 PEG 4000
Ensaio x1 X2 Kap Rf Kap Rf
1 -1,00 (18) -1,00 (12) 0,78 0,76 0,43 0,48
2 1,00 (24) -1,00 (12) 0,42 0,49 0,41 0,42
3 -1,00 (18) 1,00(15) 0,46 0,51 0,39 0,40
4 1,00 (24) 1,00 (15) 0,32 0,40 0,34 0,37
5 -1,41 (16,7) 0,00 (13,5) 0,51 0,53 0,46 0,50
6 1,41 (25,2) 0,00(13,5) 0,39 0,41 0,41 0,43
7 0,00(21) -1,41(11,4) 0,53 0,59 0,44 0,45
8 0,00 (21) 1,41 (156) 0,38 0,40 0,39 0,40
9 0,00 (21) 0,00 (13,5) 0,50 0,47 0,42 0,41
10 0,00 (21) 0,00 (13,5 0,48 0,49 0,41 0,41
11 0,00 (21) 0,00 (13,5) 0,49 0,49 0,40 0,45

Kap — coeficiente de particdo do acido propibnico, Rf- relacdo de fases.

Os valores dos coeficientes de particdo do &cido propidnico puro (Kap), no sistema
PEG1500/citrato, variaram de 0,32 a 0,78, mostrando que o mesmo tem preferéncia pela fase
inferior rica em citrato de sodio. O maior valor do coeficiente de particdo de 0,78 (Ensaio 1)
correspondeu ao sistema com 18% PEG e 12% de citrato de sodio, e o menor valor do
coeficiente de particdo de 0,32 correspondeu ao Ensaio 4 com 24% PEG e 15% citrato de
sodio. Neste ultimo ensaio, com menor Kap, a relacdo de fases observada foi de 0,40 e
resultou na maior recuperacdo do acido propiénico na fase inferior. Ja para PEG4000/citrato

de s6dio, o acido propiénico mostrou também ter preferéncia pela fase inferior rica em citrato
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de sodio e verificou-se que houve menor variacdo do coeficiente de particdo (0,34 a 0,46). O
menor valor verificado do coeficiente de particdo foi 0,34 no ensaio 4 (24% PEG e 15%
citrato de s6dio), mesmas concentraces do ensaio com menor Kap do sistema com PEG
1500, com relagéo de fases (Rf) de 0,37. Nestes sistemas, o volume de fase superior sempre
foi menor que o da fase inferior.

Na Tabela 3, sdo apresentados os dados dos coeficientes de particdo dos &cidos
orgénicos totais (Kat) e relagdo de fases para o sistema PEG1500/citrato de sodio/agua e

PEG4000/citrato de s6dio/agua, no sistema real.

Tabela 3. Resultados dos coeficientes de particdo dos acidos organicos totais (KAT) e relacdo
de fases obtidos no DCCR para o sistema PEG1500/citrato de sodio/agua e PEG4000/citrato
de sodio/agua, no sistema real

PEG Citrato
(%om/m) (Yom/m)  PEG 1500 PEG 4000
Ensaio x1 X2 Kat Rf KaTt Rf
1 -1,00 (18)  -1,00(12) 0,51 1,60 0,51 1,25
2 1,00 (24) -1,00 (12) 0,55 1,80 0,16 1,65
3 -1,00 (18) 1,00(15) 0,44 1,00 0,41 1,00
4 1,00 (24) 1,00 (15) 0,50 1,31 0,15 1,28
5 -1,41(16,7) 0,00 (13,5) 0,21 1,11 0,19 1,00
6 1,41 (25,2) 0,00 (13,5 0,30 1,55 0,19 1,44
7 0,00(21) -141(114) 0,29 1,85 0,51 1,50
8 0,00 (21) 1,41(156) 050 1,11 0,23 1,02
9 0,00 (21) 0,00(1355 0,29 1,40 0,29 1,25
10 0,00 (21) 0,00(13,5) 0,26 1,37 0,36 1,16
11 0,00(21) 0,00(1355 0,35 1,33 0,31 1,23

Kat- coeficiente de particdo total, Rf- relacdo de fases.

Ao analisar os valores encontrados no sistema real, foi possivel observar o mesmo
comportamento dos sistemas modelos em relacdo a preferéncia da particdo dos &cidos
organicos pela fase inferior (rica em citrato de sodio). Todos os coeficientes de particdo foram
inferiores a 1 e variaram de 0,26 a 0,55, para o sistema com PEG 1500 e de 0,15 a 0,51 para o
sistema com PEG 4000. No entanto, comparando os sistemas modelo com reais, foi verificado
um aumento na relacdo de fases (Rf), para PEG1500 e PEG4000, em todos os tratamentos,
sendo os valores iguais ou superiores a 1. Os sistemas com os menores coeficientes de
particdo (Kat) foram o Ensaio 5 (16,7 % m m™ PEG e 13,5% m m™ citrato), para PEG 1500
com Karigual a 0,21 e os Ensaios 2 (24% m m™ PEG e 12% m m™ citrato) e 4 (24% m m™
PEG e 15% m m™ citrato), para os sistemas com PEG 4000 com valores de Kar de 0,16 e

0,15, respectivamente.
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A partir dos dados experimentais, apresentados na Tabela 2, foram feitas as anlises de
regressao multipla para as varidveis Kap e Rf. Foram considerados significativos os
parametros com p<0,05. As Tabelas 4 e 5 mostram os coeficientes de regressao para Kap, Kat
e Rf para a particdo do &cido propibnico puro e de &cidos organicos totais, nos sistemas
aquosos bifasicos estudados. Em negrito, sdo demostrados os parametros significativos
(p<0,05).

Tabela 4. Coeficientes de regressdo para as respostas KAP e Rf da particio do acido
propidnico puro (sistema modelo)

Sist/ Mean/ (1)PEG PEG (2)Citrato Citrato 1L by R?
Mod Var. FV Interc.  (YommH(L) (YommD(Q) (Yomm)(L) (YommH(Q) 2L
9 3 Koap Regressdo 0,49 -0,08 -0,01 -0,08 -0,01 0,05 0.85
= B o p-valor 0,0000 0,0169 0,7415 0,0185 0,7812 0,1566
%9 g Rf Regressio 0,48 -0,07 0,01 -0,08 0,02 0,04 0.88
»a o p-valor 0,0000 0,0131 0,7078 0,0087 0,3704 0,1545 '
g K, Regressio 04113 -0,02 0,00 -0,02 -0,01 001 .
§ p-valor 0,0000 0,0723 0,7659 0,0281 0,5298 0,6334 '
L8 E g Regressio 043 -0,02 0,01 20,02 -0,01 001 4o
& o 5 p-valor 0,0000 0,0393 0,2381 0,0346 0,4710 0,5121 ’
Sist. -Sistemas, Mod- Modelos, Var. — variavel, Kap — coeficiente de particdo do &cido propidnico e Rf

— relacéo de fases ou de volumes superior e inferior.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, os termos lineares da
concentracdo de PEG1500 e 4000 e de citrato de sédio apresentaram efeitos significativos
negativos sobre Kap e Rf (p<0,05), nos sistemas modelos, exceto sobre Kap do PEG4000, que
ndo foi significativo. Isso significa que um aumento de PEG e do citrato de sddio proporciona
uma diminuicdo da resposta (Kar) que pode ser uma situacdo interessante para o0 processo da
purificacdo do &cido propibnico.

Analisando os dados da Tabela 5, quando foram usados sistemas reais, nem a
concentracdo de PEG, nem a concentracdo de citrato exerceram efeitos significativos (5%)
sobre o coeficiente de particdo dos &cidos organicos totais. Entretanto, para a relacéo de fases,
os termos lineares da concentragdo do PEG1500 e PEG4000 apresentaram efeitos
significativos positivos em nivel de 95% de confianca. Para o termo linear de citrato, o efeito
foi significativo e negativo para estes modelos. Esse fato significa que um aumento de PEG e
uma diminuigdo de citrato proporciona um aumento da Rf. Em negrito, sdo demostrados os

parametros significativos (p<0,05).
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Tabela 5. Coeficientes de regressédo para as respostas KAT e Rf para os sistemas com
particdo de meio fermentado (sistema real)

Sist/ Mean/ (1)PEG PEG (2)Citrato Citrato 1L by

Var. FV Interc.  (Yomm?)(L) (Yomm(Q) (Yomm)(L) (omm)(Q) 2L R?
Ko Regressio 0,30 0,03 0,02 0,02 0,09 0,01 0.40
=3 p-valor 00108  0,6217 0,7818 0,6479 01630 09283
%’ o g i Regressio 137 0,14 -0,01 -0,27 0,06 003 g
205 p-valor  0,0000  0,0001 0,3952 0,0000 0,0054 011428
k. Regressio 032 -0,08 -0,06 -0,06 0,03 002 o
§8 pvalor 00039  0,1091 0,2460 0,1620 05109 07154 =
T3 E Rf Regressio 1,21 0,16 0,02 -0,16 0,04 003 oo
205 p-valor  0,0000  0,0002 0,4415 0,0002 01168  0,2848 '

Sist. -Sistemas, Var. — variavel, Kap — coeficiente de particdo do acido propibnico e Rf — relacéo de
fases ou de volumes superior e inferior.

Os modelos, para Kap e de Rf obtidos nos sistemas PEG1500/citrato e nos sistemas
reais (PEG1500 e 4000)/citrato, foram significativos pelo Teste F (Fcaic >Ftan). O bom ajuste
do modelo foi também verificado pelo coeficiente de determinacio -R?, como pode ser visto
nas Tabelas 4 e 5. Os restantes modelos ndo apresentaram bom ajuste. Khayati. (2013), no seu
artigo de otimizacdo da extra¢do do acido propidnico, usando metodologia de superficie de
resposta, encontrou rendimento maximo de acido propidnico extraido com o sistema 30,71%
m m PEG4000/31,77% m m* sulfato de amonio, a temperatura de 37,37 °C e adicionando-
se 0,72% m m? de acido propibnico. A variagdo da temperatura de 20 a 40 °C e a
concentragéo do acido propidnico de 0,2 a 1,8% m m foram os fatores mais importantes que
afetaram o rendimento da extragdo, enquanto a concentragio de PEG4000 de 20 a 40% m m™,
concentracdo do sulfato de amoénio de 15 a 35% m m™ e todos os termos de interagdo nio
tiveram efeitos estatisticamente significativos (p-valor> 0,05).

Os modelos de regressdo com variaveis codificadas para Kap e Rf sdo apresentados nas
Equacdes 7, 8, 9 e 10. Estes modelos podem ser usados, para prever o desempenho de

particdo do processo, especialmente, a Equacéo 7 para o coeficiente de particéo.

Kar (PEG1500/citrate/mod) = 0,49 — 0,08x; — 0,08x, — 0,01x12 — 0,01x,? + 0,05X1X2 (7
Rf (PEG1500/citrate/mod) = 0,48 — 0,07x1 — 0,08x, + 0,01x,% + 0,02x2? + 0,04X1X2 (8)
Rf (PEG1500/citrate/real) = 1,37 + 0,14x; — 0,27x, — 0,01x:2 + 0,06x2? + 0,03X1X2 ©)]
Rf (PEG4000/citrate/real) = 1,21 + 0,16x;1 — 0,16X2 + 0,02x:2 + 0,04x2? — 0,03X1X2 (10)

As curvas de contorno, para 0 Kap € Rf nos sistemas com acido propinico puro
(Figura 2), foram geradas empregando-se as Equacdes 7 e 8. Nas Figuras 2A e 2B, observa-se
que, aumentando-se a concentragio do PEG1500, acima de 21% m m™ e do citrato de sédio
acima de 13,5% m m?, os coeficientes de particio do &cido propidnico sdo menores,

concentrando-se mais na fase inferior, rica em citrato. A influéncia sobre a relacdo das fases é
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semelhante, ou seja, com aumento das concentracGes de PEG e de citrato, diminui-se a
relacdo de fases, aumentando-se, portanto o volume da fase inferior, 0 que aumenta a

recuperacdo dos acidos (Figura 2B).
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Figura 2. Curvas de contornos para coeficiente de particdo do acido propidnico (A) e relacdo
de fases (B) para particdo do &cido propidnico nos sistemas com PEG1500/Citrato (sistema
modelo)

As curvas de contorno para a Rf nos sistemas reais, usando PEG1500 e PEG4000
(Figura 3), foram geradas, empregando-se as Equacdes 9 e 10. Nas Figuras 3A e 3B, verifica-
se que a relacdo das fases aumenta com o aumento da concentracdo de PEG e com a
diminuigdo da concentracédo de citrato, independentemente da massa molar do PEG. No geral,
maior Rf melhora o rendimento do processo de purificacdo, assim, para a Figura 3, foi
verificado nos valores acima de 18% do PEG1500 e abaixo de 13,5% do citrato. Para a Figura

3B, foram observados valores acima de 21% de PEG4000 e abaixo de 13,5% de citrato de

sodio.
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Figura 3. Curvas de contornos da relacéo de fases (A) e (B), nos sistemas reais, para a
purificacdo do &cido propibnico, usando PEG1500 e PEG4000, respectivamente
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Em termos de eficiéncia, pode ser visto, na Tabela 7, que os rendimentos de
recuperacdo, para o acido propibnico, foi de 68,15% no sistema PEG4000/citrato de sodio.
Neste sistema, foram usadas concentracdes de 24% m m™ de PEG4000 e 15% m m™ de
citrato. Os resultados da cromatografia foram divergentes aos resultados dos sistemas
modelos, pois, tanto no sistema PEG1500/citrato como nos sistemas PEG4000/citrato, 0 Kap
foi maior que 1, indicando que o &cido propidnico migrou para a fase superior rica em PEG e
0 Kaa menor que 1, verificado para PEG4000, mostrou que o &cido acético tem preferéncia
pela fase salina (Tabela 7). A maior forca idnica do &cido acético (pka do AA < pka do AP)
pode ter contribuido, em grande escala, para deslocar o acido propibnico para a fase superior,
aumentando a capacidade da eficiéncia da purificagdo logo no primeiro estagio. Este estagio
foi adequado, para a purificacdo primaria, ou seja, remocdo de residuos celulares e outros
contaminantes.

O mecanismo que rege o comportamento de particionamento de biomoléculas em
SAB é complexo e ndo pode ser facilmente previsto [10,31]. Entretanto a massa molecular do
polimero utilizado influencia a particdo do produto. Quanto maior o peso molecular dos
polimeros, menor é a concentracdo de polimero necessaria para a separacdo de fases. A
medida que a concentracdo do polimero aumenta, as diferencas na densidade, indice de
refracéo e viscosidade entre as fases aumentam [34].

A caracterizacdo do meio fermentado, quanto a variacdo do pH, de lactose e de
producdo de acidos propidnico e acético, € apresentada na Tabela 6. A Tabela 7 mostra as
concentragdes dos acidos, coeficientes de particdo e rendimento na purificacdo dos acidos.

Tabela 6. Caracterizacdo do meio fermentado quanto ao pH, de lactose e de producdo de
acidos

Parametros pH Lactose (L) AP(@L?YH AA(@L?Y AL(gL?

Média 5,77 £0,07 0,17 £ 0,02 11,47°+0,31 6,36°+0,51 0,83"+0,06

*- concentracdo determinada por cromarografia liquida.
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Tabela 7. Concentracdo dos acidos, nas fases topo e fundo dos sistemas reais, rendimento de
extracao de acido propidnico e acético, nos dois tratamentos selecionados, para a analise por
cromatografia em diferentes sistemas aquosos biféasicos

16,7% m m* PEG 1500/ 13,5% m 24% m m™* PEG 4000/ 15% m m*!
Par m™ Citrato de sédio Citrato de sodio
Rf Topo(gL?) Fundo(gL?) Rf Topo(gL?') Fundo(gL?)

AP 1,11 1,45 +0,06 1,00°+0,24 128 145°+0,10 0,86 +0,03
AA 1,11 0,90+ 0,07 0,90°+0,02 1,28 0,97°+0,06 1,06°+0,24

Kap 1,3+£04 1,7+0,2
Kaa 1,0+£0,1 09+0,2
Y ap(%0) 58,0+1,4 68,2+ 2,2
Y aa(%0) 52,7+25 54,4+ 47

Par- parametro, Rf- relacdo de fases, AP- &cido propidnico, AA- &cido acético, Kap-
coeficiente de particdo do &cido propibnico purificado, K aa-coeficiente de parti¢do do 4cido acético
purificado, Yar (%)- rendimento da purificagdo do &cido propidnico, Yaa (%)-rendimento da
purificacdo do acido acético e *- concentra¢do determinada por cromarografia liquida.

De acordo com [18], os processos industriais com SAB podem representar uma
alternativa a cromatografia de afinidade ou a cromatografia tradicional, a fim de reduzir os
custos operacionais e facilitar a intensificacdo do processo. Considerando-se a
biocompatibilidade, a grande disponibilidade no mercado e a baixa toxicidade dos polimeros
tornam os SAB atraentes. Segundo [27], os SAB sdo uma alternativa ecologicamente correta
aos sistemas liquidos-liquidos convencionais feitos de solventes organicos.

[36] afirmam que a massa molar do polimero tem um impacto na parti¢cdo do produto,
uma vez que os deslocamentos de volume sdo vistos em polimeros de alta massa molar. Além
disso, [18] mostraram que a concentracdo de polimero também pode aumentar os rendimentos
de recuperacdo e purificacdo nos SAB. Niveis apropriados, porém devem ser estudados, dado
que a alta concentracdo de polimero pode gerar problemas de impedimento estérico entre as
moléculas-alvo. [29] verificaram que concentragBes crescentes de PEG/fosfato, em um
sistema de extracdo, geram um incremento de miscibilidade entre os constituintes do
sistema. Portanto, maiores concentragcdes de polimero e sais sdo necessarias, para formar o
sistema bifasico, o0 que favorece o comportamento de particdo de moléculas-alvo em direcéo a

uma fase particular.

4. Conclusdes

Nos sistemas modelos, o acido propiénico teve maior afinidade pela fase rica em
citrato nos sistemas aquosos bifasicos do tipo PEG/Citrato de sddio. Nos sistemas reais, 0
acido propionico teve maior afinidade pela fase rica em PEG nos sistemas aquosos bifasicos

do tipo PEG/Citrato de sddio. Os menores coeficientes de particdo de acido propiénico foram
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obtidos nos sistemas 24% PEG e 15% citrato de sodio, tanto para PEG1500, como para PEG
4000, com valores inferiores a 0,4. Usando meio fermentado, os melhores sistemas obtidos,
para a purificacdo dos acidos organicos, com os menores coeficientes de particdo (Kar),
foram 16,7 %m m™* PEG e 13,5%m m™ citrato, para PEG 1500 com Kar igual a 0,21 com
uma eficiéncia de 58,03% e 24% m m™ PEG e 12% m m citrato, 24% m m™ PEG e 15% m
m? citrato, para os sistemas com PEG4000, com valores de Kp de 0,16 e 0,15,
respectivamente. Este Gltimo sistema obteve uma boa eficiéncia de 68,15%, logo Sistemas
Aquosos Bifasicos tém potencial para ser aplicados no processo de purificacdo de &cido
propidnico obtido por fermentagéo.
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