DU

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

LUANA ALVES TAVARES

AMPLIACAO DE ESCALA E PURIFICACAO PARCIAL DE
ACIDO PROPIONICO OBTIDO POR FERMENTACAO
USANDO Propionibacterium freudenreichii subsp ATCC6207

LAVRAS-MG
2021



LUANA ALVES TAVARES

AMPLIACAO DE ESCALA E PURIFICACAO PARCIAL DE ACIDO
PROPIONICO OBTIDO POR FERMENTACAO USANDO Propionibacterium
freudenreichii subsp ATCC6207

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagao
em Engenharia de Alimentos, para obtencéo
do titulo de Mestre em Engenharia de
Alimentos.

Prof. Dr. José Guilherme Lembi Ferreira Alves
Orientador
Profa. Dra. Olga Lucia Modragdn-Bernal

Coorientadora

LAVRAS-MG
2021



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Tavares, Luana Alves.

Ampliacio de Escala e Purificacio Parcial de Acido
Propidnico Obtido por Fermentagéo
Usando Propionibacteriumfreudenreichii subsp ATCC6207 / Luana
Alves Tavares. - 2021.

95 p.

Orientador(a): José Guilherme Lembi Ferreira Alves.

Dissertagdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2021.

Bibliografia.

1. Fermentacdo propionica. 2. Soro de leite ultrafiltrado. 3.
Criogéis.




LUANA ALVES TAVARES

SCALE-UP AND PARTIAL PURIFICATION OF PROPIONIC
ACID OBTAINED BY FERMENTATION USING
Propionibacterium freudenreichii subsp ATCC6207

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduagédo
em Engenharia de Alimentos, para
obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia de Alimentos.

APROVADA em 29 de outubro de 2021.

Dr. Eliana Setsuko Kamimura USP
Dra. Lizzy Ayra Alcéantara Verissimo UFLA
Dra. Olga Lucia Mondragén-Bernal UFLA

Prof. Dr. José Guilherme Lembi Ferreira Alves

Orientador

LAVRAS - MG
2021



Aos meus amados pais Voli e Hélio por serem minha luz.
Aos saudosos avos Maria e Urbano por todo exemplo,
Dirce por todo amor e Pedro por ser minha inspiragéo de vida.
Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida, pela iluminagédo, por sempre esta presente em minha vida e

ter me mantido forte para chegar ao fim de mais essa caminhada.

A CAPES, pela bolsa de Mestrado concedida, sem a qual, ndo poderia realizar esse
trabalho. O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

A linda e aconchegante Universidade Federal de Lavras, que além do estudo permite

caminhadas que traz paz para a alma ao apreciar seus ipés e natureza exuberante.

Ao meu orientador José Guilherme Lembi Ferreira Alves pela oportunidade de realizar
essa pesquisa, por compartilhar seu conhecimento e experiéncia, paciéncia e amizade durante

essa jornada.

A coorientadora Olga Lucia Mondragdn-Bernal e as professoras Lizzy Ayra Alcantara
Verissimo e Eliana Setsuko Kamimura pela participacdo na banca com valiosas contribuices

para esse trabalho.

Ao professor Luciano V. Paiva do laboratério de Biologia Molecular da UFLA por
permitir a realizacdo das analises em HPLC no seu laboratério e ao Fabricio Lelis da Silva por
todo conhecimento compartilhado durante as analises, bondade, amizade, paciéncia e risadas.

A professora Roberta Hilsdorf Piccoli pelo carinho, bondade e por todas as vezes que

compartilhou seu conhecimento nos momentos em que precisei.

A todos os professores do programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de Alimentos
(PPGEAL-UFLA) pelos ensinamentos que me passaram. Desejo crescimento e sucesso ao
PPGEAL.



A Creuza do laboratério de andlises de leite e produtos lacteos, do Departamento de
Ciéncias dos Alimentos, pela bondade, paciéncia e ser tdo solicita com todos, desempenhando

muito bem sua funcao.

Aos meus amados pais, Voli Silva e Hélio Tavares, pela amizade, carinho, amor,
incentivo e por sempre me apoiarem ndo medindo esforgos para me verem feliz e realizando
meus sonhos. Obrigada pai pelas ligacbes didrias e por se manter tdo presente apesar da

distancial!!

A minha querida irma Juliana Tavares pela amizade, amor, companheirismo, risadas,

boa energia e pelos inimeros apoios durante essa trajetoria.

Ao meu irmdo Roberson Tavares pela amizade, companheirismo, apoio e aos irmaos

mais velhos Hebert, Willian, Wagner e Wanderson pela torcida para meu sucesso.

Aos meus lindos e amados sobrinhos, Leandro, Vitoria, Davi, Laura, Jodo Pedro e
Bernardo por todo amor, alegria e paz que me transmitiram ao longo da jornada e em cada

reencontro, recarregando minha energia.

Aos meus tios Antobnio Tavares e Ana Lucia Tavares pelo apoio, torcida, oracdes,

carinho, amor, incentivo e serem tao presente nas etapas de minha vida.

A minha amiga Marta Silvério que mesmo de longe se manteve tdo presente, torcendo

pelo meu sucesso para conclusdo de mais essa etapa.
A Ana Cristina O. Meira pela boa recepcdo a minha chegada a UFLA, a amizade,
risadas, conhecimentos compartilhados e companheirismo durante os testes de purificacdo dos

acidos.

Aos colegas do laboratério de Engenharia de Bioprocessos, Debora, Cristiano,
Matheus e Luis Fernando pelos momentos de descontracdo, trabalho e amizade.

A Katherine A. Moura pela amizade, caminhadas, companheirismo e cervejadas.



Aos meus amados filhos de quatro patas, Peter por trazer luz, paz e fazer tanta
diferenca na minha vida com sua chegada. Ao saudoso, querido e amado Duqgue, que me

recebia tdo feliz a cada chegada e vive em meu coracao.

Ao Jonathan Romano por me ajudar a lidar com as adversidades e deixar essa etapa

final do Mestrado mais leve.

Aos colegas do grupo Bolsistas Capes (Facebook) pelas risadas e incentivo coletivo

durante essa caminhada. VVocés foram dez e dias melhores virdo.

Ao governo que fez seu trabalho, cuidou e investiu na area da educacdo me permitindo
chegar até aqui, Lula e Haddad. Pela oportunidade que as geracfes passadas nao tiveram e
espero que as proximas tenham.

As demais pessoas que de alguma forma contribuiram para essa conquista.

Meu muito obrigada!!!



“A demanda crescente na producdo de alimentos é um dos maiores desafios da humanidade.
O desenvolvimento sustentavel, aquele que atende as exigéncias do presente, sem
comprometer a capacidade das gerac6es futuras em atingir suas necessidades, somente podera

ser alcancado através da interacdo harmonica entre o0 homem e o0 ambiente”

Professor emérito Dr. Alfredo Schied Lopes (UFLA)



RESUMO GERAL

O é&cido propidnico (AP) é obtido atualmente por sintese quimica a partir de matéria-prima
derivada do petrdleo. Buscando abordagens sustentaveis, as pesquisas tém sido voltadas ao
uso de microrganismos e biomassa renovavel no processo de producdo de AP. A demanda por
AP tem crescido nos Ultimos anos por ser considerado um aditivo seguro pela Food and Drug
Administration (FDA), sendo muito aplicado pelas industrias quimicas e de alimentos em
razdo da sua atividade antimicrobiana. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
producdo de AP em biorreator usando meio de fermentagédo com permeado de soro leite (PSL)
como fonte de carbono e 4gua de maceracdo de milho (AMM) como fonte de nitrogénio e
investigar sua purificacdo usando criogeis de troca i6nica. O primeiro tratamento foi realizado
com fermentacdo descontinua por 120 h, em triplicata, com controle e variacdo do pH em
biorreator com meio composto por PSL, contendo 40 g L™ de lactose e 65 g L™ de AMM e
indculo preparado com Propionibacterium freudenreichii subsp ATCC 6207. A cada 24
horas, amostras foram retiradas para determinar as concentracdes de lactose, pH, acidos
organicos (acido acético, propidnico e latico) e contagem de bactérias propidnicas. O segundo
tratamento foi conduzido com fermentacdo descontinua alimentada, com controle da
concentracdo de lactose e do pH. O meio fermentado foi composto por PSL e AMM e mesmo
indculo. A concentracdo de lactose ao longo da fermentacdo por batelada alimentada no
biorreator foi mantida entre 5 e 15 g L™. Também foram retiradas amostras para anélises dos
acidos organicos (acético, propidnico e latico) e para contagem de bactérias propibnicas.
Comparando-se os dois tratamentos, verificou-se que o processo em batelada foi mais eficaz
na producdo de AP, com rendimento de 7,41 g.L™ e produtividade de e 0,103 g.L">.h"* com 72
h de fermentacdo. Nos testes de purificacdo, a adsor¢éo do PA foi estudada em diferentes pH
(4, 5, 6 e 7) usando criogéis funcionalizados com taurina (Criogel-Tau). A matriz que
apresentou maior capacidade de adsorcdo de AP (256,13 mg g*) e menor capacidade de
adsorcdo de acido acético (29,34 mg g-1) foi com o pH 4. O presente estudo apresenta uma
alternativa para obtencdo e purificacdo de &cido propidnico, com aproveitamento de
subprodutos da industria alimenticia.

Palavras-chave: Fermentacdo propionica. Soro de leite ultrafiltrado. Agua de maceragio de
milho. Purificacdo. Criogéis.



ABSTRACT

Propionic acid (PA) is currently obtained by chemical synthesis from petroleum-derived
feedstock. Seeking sustainable approaches, research has focused on the use of
microorganisms and renewable biomass in the production process of PA. The demand for PA
has grown in recent years because it is considered a safe additive by the Food and Drug
Administration (FDA), being widely applied by the chemical and food industries due to its
antimicrobial activity. The present work aimed to evaluate the production of PA in bioreactor
using fermentation medium with whey permeate (PSL) as carbon source and corn step liquor
(AMM) as nitrogen source and to investigate its purification using ion exchange cryogels. The
first treatment was carried out with discontinuous fermentation for 120 h, in triplicate, with
control and pH variation in a bioreactor with medium composed of PSL, containing 40 g L™
lactose and 65 g L AMM and inoculum prepared with Propionibacterium freudenreichii
subsp ATCC 6207. Every 24 hours, samples were taken to determine lactose concentrations,
pH, organic acids (acetic, propionic, and lactic acid), and propionic bacteria counts. The
second treatment was conducted with discontinuous fed fermentation, with control of lactose
concentration and pH. The fermented medium was composed of PSL and AMM and the same
inoculum. The lactose concentration throughout the fed-batch fermentation in the bioreactor
was maintained between 5 and 15 g L™. Samples were also taken for analysis of organic acids
(acetic, propionic and lactic) and for counting propionic bacteria. Comparing the two
treatments, it was found that the batch process was more efficient in PA production, with
yield of 7.41 g.L™ and productivity of e 0.103 g.L™.h* with 72 h of fermentation. In
purification tests, the adsorption of PA was studied at different pH (4, 5, 6 and 7) using
taurine functionalized cryogels (Criogel-Tau). The matrix that presented the highest
adsorption capacity for PA (256.13 mg g™*) and the lowest adsorption capacity for acetic acid
(29.34 mg g™*) was at pH 4. The present study presents an alternative for obtaining and
purifying propionic acid, using by-products from the food industry.

Keywords: Propionic fermentation. Ultrafiltered whey. Corn steep water. Purification.
Cryogel.
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PARTE 1

INTRODUCAO

A demanda por &cido propiénico no mercado global tem aumentado nos Gltimos anos.
Atualmente, o acido propionico é produzido em escala comercial é por sintese quimica a
partir de matéria prima derivada do petréleo, mas novas abordagens microbianas utilizando
biomassa renovavel tem atraido atencdo para uma producdo mais renovavel, ja que o acido
propidnico é reconhecido como aditivo seguro pela Food and Drug Administration (ISMAIL
et al. 2017). E de acordo com o Departamento de Energia dos EUA, o &cido propidnico esta
entre 0os 30 melhores produtos quimicos utilizados como componentes para produtos com
diversas aplicaces (WERPY; PETERSEN, 2004; DISHISHA et al., 2012).

Para produzir inimeros produtos os setores das industrias de alimentos, bebidas e
farmacéuticas exigem uma gama de compostos quimicos, que geralmente sdo usados como
aditivos, e tais aditivos tém capacidade para atuar como intensificadores de sabor,
estabilizantes, agentes acidificantes ou conservante, sendo o &cido propidnico um exemplo de
aditivo (JESUS et al., 2015) que pode ser obtido a partir de soro de leite.

Um grande volume e variedade de subprodutos ou residuos ricos em matéria organica
vem sendo produzido pelas industrias de alimentos devido ao incremento dessa atividade e
geracdo de novos produtos. O baixo reaproveitamento desses subprodutos gera prejuizos ao
meio ambiente e elevados gastos no tratamento de efluentes (CHAN et al., 2018). De acordo
com Fitzpatrick et al., (2010), para o desenvolvimento de processos sustentaveis e uma
economia de base bioldgica voltada para o futuro, pesquisas que enfocam o uso de processos
fermentativos para aplicacfes industriais diretas sao essenciais.

Considerada uma fonte de nutrientes de menor custo a agua de maceragdo de milho é
um subproduto da indudstria de alimentos usado para a producdo de varios compostos que
além de beneficiar o meio de crescimento pelo fornecimento de fonte de nitrogénio, fornece
varios micronutrientes, vitaminas e fatores estimulantes do crescimento microbiano
(NASCIMENTO et al., 2006). Outra fonte de nutrientes com menor custo ¢ o permeado de
soro de leite. A sua obtencéo é a partir do processo de ultrafiltracdo do soro de leite cru, que
obtém o retentado de soro de leite rico em proteinas e o permeado de soro de leite rico em
lactose (JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017), sendo o ultimo usado como fonte de carbono
pelas bactérias propidnicas (AHMADI et al., 2017).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/retentate
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/whey-permeate
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Sendo assim as preocupagdes com 0s impactos ambientais da matéria-prima derivada
do petroleo e seus processos de fabricacdo canalizaram o interesse para o desenvolvimento de
producdo de acido propibnico de base bioldgica via fermentagdo por propionibactérias (Yang
etal., 2018, Feng et al., 2010; Ngome et al., 2017, 2021a; Piwowarek et al., 2021).

De acordo com Thierry et al., (2011), além do &cido propiénico outros produtos séo
formados pela fermentacdo dessa bactéria, como os &cidos acético e succinico. E conforme
Singh et al., (2021), essa é uma dificuldade encontrada na producdo do acido propiénico por
meio de processos fermentativos, pois o alto custo associado ao seu processo de purificacéo
corresponde a 30-40% do custo total de producao.

Segundo Djas e Henczka, (2018) devido a importancia da producdo de acido
propiénico por fermentacdo torna-se também necessario desenvolver novos metodos ou
melhorar a eficiéncia do processo de purificacdo do &cido propiénico no meio de fermentacéo.
Trabalhos desenvolvidos por alguns autores como Li et al., (2021), abordam a purificagéo de
acido propionico utilizando resinas aniénicas (ZGA412 — esqueleto de Copolimero de acido
acrilico), ja Polat e Sayan (2018), verificaram a adsorcdo de acido propiénico em cristais de
sulfato de célcio dihidrato, e Silva e Miranda (2013), empregaram uma resina de troca
anionica (Purolite A133S - poliestireno reticulado com matriz de divinilbenzeno) para
purificar &cido propibnico presente em caldo de fermentacao.

De acordo com Andag; Galaev; Denizli, (2016), Guiochon, (2007), criogéis
poliméricos supermacroporosos sdo materiais cromatograficos que possibilitam a purificacéo
de extratos brutos e apresentam um menor custo quando comparados a colunas
cromatograficas comerciais.

No Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da UFLA, ja foram desenvolvidos
trabalhos na area de fermentagédo propiénica. NGOME et al., (2021), investigaram a producéo
de &cido propidnico usando soro de leite e agua de maceragdo de milho com cultura mista de
Propionibacterium freudenreichi e Lactobacillus paracasei em erlenmeyer obtendo as
melhores concentracfes desses subprodutos para fermentacéo.

A presente pesquisa aborda o uso de dois subprodutos da industria alimenticia, agua
de maceracdo de milho e permeado de soro de leite para produgdo de acido propiénico por
meio de fermentagdo usando Propionibacterium freudenreichi em biorreator, conduzindo o
processo em batelada e em batelada alimentada, assim como o estudo da adsorcdo do &cido
propiénico do meio fermentativo utilizando criogéis de troca ibnica que se mostra como uma

alternativa promissora.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo de producdo de &cido propibnico a partir da fermentagdo de sub-
produtos da industria lactea utilizando Propionibacterium freundenreichii subsp ATCC 6207
em biorreator em batelada e em batelada alimentada e purificar o acido propidnico por

cromatografia de troca iénica utilizando criogéis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sdo:
Testar a cinética da fermentacdo propidnica utilizando dois tipos de soro (ultrafiltrado de soro
de leite ou ultrafiltrado de leite desnatado como fonte de carbono) com cultura pura de
Propionibacterium freundenreichii subsp ATCC 6207;
Caracterizar as matérias-primas usadas (soro lacteo ultrafiltrado, leite desnatado ultrafiltrado e
agua de maceracao de milho);
Realizar estudo cinético em biorreator de 5 L com variacdo de pH em batelada e em batelada
alimentada;
Realizar a purificacdo e extracdo do acido propiénico do meio fermentado por troca idnica
utilizando criogeéis; e

Desenvolver processo com bom rendimento para producéo de acido propibnico.
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REFERENCIAL TEORICO

Residuos da Agroindustria

O grande impacto ambiental ocasionado pela industria de laticinios é seu efluente,
sendo que a cada litro de leite processado é gerado cerca de 6 a 10 litros de aguas residuais, e
essas aguas residuais podem ser categorizadas em agua de processamento, aguas residuais de
limpeza e aguas residuais sanitaria dependendo da sua composicdo e origem. Os efluentes

mais comuns gerados pelo laticinio podem ser visto na Figura 1 (AHMAD et al 2019).

Figura 1 — Efluentes comuns da industria de laticinios
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Fonte: (AHMAD et al., 2019).

De acordo com Jaganmai e Jinka (2017), os principais parametros que caracterizam
esses residuos sdo a Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) com uma média variando de
0,8 a 2,5 (kg /t) de leite no efluente ndo tratado e a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO),
gue normalmente é cerca de 1,5 vezes o nivel de DBO. Os equivalentes de carga residual de

constituintes especificos do leite sdo: 1 kg de gordura do leite = 3 kg de DBO; 1 kg de lactose
= 1,13 kg de DQO; e 1 kg de proteina = 1,36 kg de DQO.
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Permeado de Soro de Leite e Permeado de Leite Desnatado

O soro de leite € o produto lacteo liquido extraido da coagulacéo do leite utilizado no
processo de fabricacdo de queijos, caseina alimentar e produtos similares (MAPA, 2020). O
permeado de leite € o produto que se obtém da extracdo da proteina e da gordura do leite ou
do soro de leite mediante técnicas fisicas de separacao (ultrafiltracdo por membranas) que esta
ilustrada na Figura 2 (BRASIL, 2018).

Figura 2 - Fluxograma do processo de ultrafiltragdo do soro
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Fonte: (BURLANI, 2014).

O soro do leite estd presente em muitos produtos alimenticios, tais como cookies,
torrada, requeijdo, whey protein, sorvetes, sobremesas lAacteas, ricota, bebidas lacteas
fermentadas e doce de soro de leite. Utiliza-se o permeado de soro de leite em formulacGes
alimenticias a fim de conferir sabor agradavel, enriquecer de minerais com alta
biodisponibilidade, substituir carboidratos e reduzir a adi¢cdo de sal ao produto o que é um
fator positivo para a saude do consumidor (ZACARCHENCO et al., 2013)

Em escala industrial, destina-se as industrias de panificacdo e laticinios usualmente.
Com excecdo as aplicacdes alimenticias, tem-se uso em industrias farmacéuticas, bem como
de suplementos para alimentagdo animal (RAPETTI et al., 2002; BAILE et al., 2009).

Os permeados do soro de leite e do leite, obtidos da producéo do concentrado proteico
de leite, do isolado proteico de leite e do leite ultrafiltrado, tem uma composi¢do semelhante
gue pode ser vista na Tabela 1, mas, como o permeado de leite é derivado direto do leite passa

por menos etapas de processamento (USDEC, 2016).
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Tabela 1 - Composi¢do do permeado de soro de leite e permeado de leite

Permeado de Soro Permeado
Componente de Leite de Leite
Proteina Tipico 2-7% (Méax. 7%) Tipico 3-5% (Min. 2%)
Gordura Tipico 0-1,0% (Mé&x. 1,5%) Tipico 0-1,0% (Méx. 1,5%)
Lactose Tipico 76-85% (Min. 76%) Tipico 78-88% (Min. 76%)
Cinzas Tipico 8-11% (Max. 14%) Tipico 8-11% (Max. 14%)
Umidade Tipico 3-4,5% (Méax. 5,0%) Tipico 3-4,5% (Méx. 5,0%)
Sédio 0,70-0,89% 0,38-0,66%
Calcio 0,36-0,62% 0,36-0,46%
Magnésio 0,10-0,13% 0,10-0,12%
Potéssio 2,18-5,36% 1,91-2,58%

Fonte: (USDEC, 2016).

O componente de maior concentraco é a lactose que contribui em grande parte para o

soro de leite ser considerado um dos subprodutos mais poluidores devido sua elevadas

Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) >35.000 ppm e Demanda Quimica de Oxigénio
(COD) >60.000 ppm (SMITHERS, 2008).

Com isso microrganismos capazes de consumir a lactose podem ser utilizados para a

fermentacdo direta do soro visando sua biotransformacdo e produzindo diversos produtos

(PANESAR et al 2013). Como pode ser visto na Figura 3, a lactose estd em maior

concentracdo no permeado do soro. Reaproveitar esse subproduto pode diminuir a degradacédo

ambiental causada no meio ambiente j& que pode haver o descarte incorreto (BARBOSA et

al., 2010).
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Figura 3 - Composicéo do leite, soro e permeado do soro
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Porcentagem de Sdlidos Totais (%)

De acordo com a APIL (2017), no setor lacteo o Brasil importa em torno de 50% do
soro em po que consome, ja que as producdes sdo insuficientes para atender a demanda
interna, pois a maior parte das queijarias atua apenas com servico de inspecdo estadual, o que

impossibilita dessa forma as industrias de comprarem 0s Soros.

Agua de Maceragéo de Milho

A &gua de Maceracdo de Milho (AMM), também conhecida como milhocina, € um
subproduto da industria de moagem Umida do milho, sendo um substrato barato e disponivel
em grande escala que apresenta valores médios de DQO de 14.000 mg L™ e DBO de cerca de
11.000 mg L™ (LOSS et al., 2009).

A AMM é composta por proteinas, aminoécidos, vitaminas, agucares redutores, acidos
organicos e minerais, sendo, atualmente, a principal aplicacdo em racdo animal mas apresenta
potencial de aplicacdo em processos biotecnoldgicos (CHIANI et al., 2010; NGOME et al.,
2019). Na Tabela 2 mostra a composicao centesimal da AMM.

De acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias do Milho o consumo total de
milho esperado para 2021 € cerca de 20.764 milhdes de toneladas. Desse total, 9.590 milhdes
de toneladas destinados para consumo industrial, 7.840 milhdes de toneladas para producdo
de etanol, 1.625 milhdes de toneladas para consumo humano e 1.709 milhdes de toneladas

para consumo “in natura”, mostrando a grande geracdo de agua de maceracdo de milho
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(ABIMILHO, 2021). Contando que para esse processo que pode durar de 24- 48 horas um
alto volume de agua de 1,2 a 1,48 toneladas é utilizada para cada tonelada de milho
(JACKSON e SHANDERA, 1995).

Os fatores que influenciam a duracao desse processo vai depender do mix de produtos
que serdo produzidos, assim como da poténcia e eficiéncia dos equipamentos nas etapas
posteriores (RAUSCH e EDKHOFF, 2016), mostrando assim a necessidade de buscar novas
alternativas para este subproduto.

Pesquisas sugerem o uso da AMM para a producdo de &cidos organicos, por via
fermentativa (MADDIPATI et al., 2011), por ser considerada uma fonte econémica de

nutrientes para microrganismos (CHIANI et al., 2010).
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22

Propriedades gerais Valores Propriedades gerais  Valores
Proteina 20,5 % Umidade 47,5 %
Carboidratos 13,22 % Fibras 1%
Lipideos 1% Cinzas 8,8 %
Massa seca 52,5 % pH 4-5
SST* (° Brix) 54,5

Aminoéacidos Valores Aminoéacidos Valores
Arginina 3,3% Glicina 51%
Isoleucina 3,6 % Metionina 1,9 %
Treonina 4 % Leucina 11,3 %
Triptofano 0,2 % Lisina 2,5%
Tirosina 58 % Histidina 2,8 %
Cisteina 1,9% Valina 34%
Fenilalanina 4,4 %

Minerais Valores Minerais Valores
Calcio 1% Potassio 4,5 %
Magnésio 15% Saédio 0,2%
Fosforo 3,3% Cloro 0,18 %
Enxofre 0,58 % Ferro 0,10 %
Vitaminas Valores Vitaminas Valores
Tiamina 1 mg/kg Acido pantoténico 8 mg/kg
Riboflavina 5 mg/kg Pirodoxina 2 mg/kg
Niacina g/kg

* s@lidos solUveis totais
Fonte: (CHIANI et al., 2010)

2.4 Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel e Quimica Verde

Uma tendéncia atual da inddstria quimica é usar processos que atendam aos principios

da Quimica Verde, vertente da Quimica que tem como uma de suas principais ideias a
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aplicacdo de recursos biodegraddveis, sem gerar residuos téxicos ao meio ambiente
(NGOME et al., 2019).

O termo quimica verde foi originalmente formulado por Anastas e seus colaboradores
da agéncia americana de protecdo ambiental (EPA) no inicio da década de 90, sendo
oficialmente adotado pela EPA em 1993 (SOUZA MIRANDA, 2014).

De acordo com Castro e Verbel (2011), a quimica verde tem como filosofia de
trabalho avancar em direcdo ao verdadeiro desenvolvimento sustentavel, e eleva 12 principios

para atingir seus objetivos, que estao listados abaixo:

Impedir a criacdo de residuos: E mais (til evitar ou reduzir a producéo de lixo do que trata-lo
ou limpa-lo apéds a sua formacao;

Maximizar a economia atbmica: Os métodos sintéticos devem maximizar a incorporacao de
cada material usado no processo;

Realizar sintese quimica menos perigosa: Consiste na elaboracdo de processos que geram
toxicidade minima e impacto ambiental,

Projetar produtos e compostos menos perigosos: Os produtos quimicos devem ser formulados
com toxicidade minima;

Usar solventes e condicOes de reacdo seguras: As substancias auxiliares dos processos
quimicos (solventes, tampdes, aditivos de separacdo, entre outros), devem ser inofensivas e
seu uso deve ser minimizado;

Projetar para eficiéncia energética: Os requisitos de energia para processos quimicos devem
ser minimizados, onde serdo avaliados quanto ao seu impacto ambiental e econbmico e
reduzidos ao maximo, tentando executar os métodos de sintese a temperatura e pressdo
ambiente;

Uso de matérias-primas renovaveis: Os materiais utilizados devem provir de fontes
renovaveis, na medida em que seja econdmica e tecnicamente viavel,

Evitar derivados quimicos: A sintese deve ser projetada com o uso minimo de grupos de
protecdo para evitar etapas extras e reduzir o desperdicio;

Uso de catalisadores: Os catalisadores devem ser usados o mais seletivo e reutilizavel
possivel;

Projetar produtos facilmente degradaveis no final de sua vida uatil: Os produtos quimicos
devem ser projetados de forma que, quando terminem sua fungdo, ndo persistam no ambiente

e possam ser degradados em derivados inertes ou biodegradaveis;
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Monitorar processos quimicos em tempo real para evitar contaminacdo: Sistemas de controle
e monitoramento continuos devem ser criados para impedir a producdo de substancias
perigosas durante 0S processos; e

Prevenir acidentes: Projetar processos quimicos, usando métodos e substancias que reduzam
acidentes (emissdes, explosoes, incéndios, entre outros) e minimizem os danos quando

ocorrer um acidente.

Além dos objetivos da quimica verde, temos 17 objetivos de desenvolvimento
sustentavel no Brasil apoiado pelas NagGes Unidas. Dentre estes objetivos, 0 12° é assegurar
padrbes de producdo e de consumo sustentaveis. Dentro desse objetivo, busca-se alcancar o
manejo ambientalmente saudavel dos produtos quimicos e todos os residuos, ao longo de todo
o ciclo de vida destes, reduzindo significativamente a liberacdo destes para o ar, agua e solo,
para minimizar seus impactos negativos sobre a salde humana e o meio ambiente, assim
como até 2030, garantir que as pessoas, em todos os lugares, tenham informacéo relevante e
conscientizacdo para o desenvolvimento sustentavel e estilos de vida em harmonia com a
natureza ( BRASIL, 2021).

Portanto, do ponto de vista ambiental os subprodutos da industria de laticinios, que
constituiam um problema econdmico e ambiental podem ser valorizados e estdo sendo
explorados para multiplas aplicacbes alimentares e ndo alimentares (REBOUILLAT, 2005,
NGOME et al., 2021).

Propriedades Fisico-Quimicas e Aplicacdes do Acido Propidnico

O é&cido propidnico é um &cido organico, corrosivo e incolor com odor pungente, que
possui propriedades fisicas que sdo entre aqueles dos acidos férmicos, carboxilico, acidos
graxos de cadeia longa e acético mais leves, representa as propriedades globais dos acidos
carboxilicos e forma compostos éster, amina, cloreto e anidrido, o &cido propidnico é soltvel
em agua, mas ocorre precipitagdo com adicdo de sal (o sal rompe a fase da agua), as
propriedades fisicas e quimicas do acido propidnico podem ser vistas na Tabela 3 (AHMADI
et al 2017).
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Tabela 3 - Propriedades quimicas e fisicas do acido propiénico
Propriedades quimicas e fisicas

Nome IUPAC Acido propanoico
Outros nomes Acido etanocarboxilico, acido propionico
Numero CAS 79-09-4
Formula molecular C3sHsO;
Massa molar 74,08 g /mol
Aparéncia Liquido incolor
Odor Ligeiramente ran¢oso
Ponto de fuséo -21°C

Ponto de ebulicdo 141°C
Densidade 0,99 g /cm®
Solubilidade em Agua Miscivel
Acidez (pKa) 4,87
Viscosidade 10 mPa:s

Fonte: (AHMADI et al., 2017).

O 4cido propibnico e seus sais de potassio, sddio e calcio sdo utilizados como aditivos
na alimentacdo animal, conservante de graos e principalmente como agentes antiflngicos em
alimentos humanos, em outros campos, 0 acido propiénico pode ser usado para terapia animal
e para a fabricacdo de perfumes, herbicidas, plasticos de celulose e agentes aromatizantes,
segundo LIU et al. (2012).

Bactérias Propibnicas

As bactérias do género Propionibacterium foram isoladas e descritas na primeira
metade do século XX por Eduard von Freudenreich, Orl-Jensen e van Niela, que classificaram
esse género na classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales e familia Propionibacteriaceae
(PIWOWAREK et al., 2018).

O género Propionibacterium sdo diferenciados em dois grupos com base em seus
bidtopos naturais: “laticinios” (ou “cldssicos”) e propionibactérias “cutineas, sendo que as
propionibactérias lacteas sdo isoladas do leite e produtos lacteos, e as propionibactérias

cuténeas sdo comensais de mamiferos, incluindo seres humanos (AHMADI et al., 2015).
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As propionibactérias s&o um grupo de bactérias Gram-positivas, e apresentam-se em
forma de bastonetes curtos ou de cocos, de acordo com 0 meio em que se encontram
(KIATPAPAN e MUROOKA, 2002), sdo anaerdbias facultativas, ndo formadoras de esporos,
que sdo utilizadas hd muito tempo em producao de queijo tipo suico e vitamina B12, sendo
que quatro espécies tipicas de laticinios foram descritas precocemente: P. freudenreichii, P.
acidipropionici, P. jensenii e P. thoenii, j& as espécies mais estudadas de propionibactérias
cutaneas sdo as do grupo P. acnes (THIERRY et al 2011). Como substrato as bactérias
produtoras do &cido propibnico preferem usar o lactato do que a glicose (AHMAD et al
2019).

Produc&o e Inibicdo do Acido Propidnico

A via do acido dicarboxilico, também conhecida como via do succinato, tem o 4cido
propidnico como seu principal produto, sendo que este acido organico e seus sais sdo capazes
de inibir microrganismos (CoraL et al., 2008).

Um dos fatores que inibe a producao por fermentacdo do acido propidnico € o proprio
acido propionico, pois ele tem um forte efeito inibidor no crescimento da propionibactéria e
na producdo do 4cido, mesmo com uma concentracdo muito baixa, como de 2 g.L™, como
resultado da sua atividade antimicrobiana (MELO, 2007).

A visdo predominante é que atraves da membrana celular, o &cido propiénico perturba
o gradiente de pH, uma forca motriz essencial para que os anaerdbios facultativos transportem
nutrientes e metabolitos. Devido a natureza hidrofdbica do acido propionico e da membrana
celular, o &cido ndo dissociado pode difundir-se através da membrana bacteriana para o
citoplasma e depois dissociar-se em um anion proton e propionato dentro da célula. Assim, o
"vazamento" interno de protons é criado, através da membrana celular a fim de manter o
gradiente de prétons funcional, o trifosfato de adenosina extra (ATP) deve ser consumido pela
H" -ATPase para expulsar o préton, diminuindo o ATP disponivel para o metabolismo
celular. Portanto o crescimento de fungos filamentosos, leveduras e algumas bactérias é
inibido, sequndo (CORAL et al., 2008).

Devido a baixa concentracdo do produto final e ao rendimento e produtividade
insatisfatorios, o desempenho dos sistemas de fermentacdo convencionais € limitado (ZHU et
al., 2012), isso ocorre devido & forte inibicdo pelo produto final e a co-producdo de outros

subprodutos como &cido succinico e acético. No entanto buscando uma redugdo no custo do
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produto, os esforcos concentraram-se na utilizagdo de subprodutos da matéria prima
renovavel com custo baixo para fermentacdo de acido propiénico ou no uso de residuos
industriais (WANG YANG, 2013), podendo assim justificar as vantagens econémicas do

producdo bioldgica sobre a quimica (ZHU et al., 2012).

Biossintese do Acido Propidnico

A lactose € um dissacarideo que € composto por dois monossacarideos, a glicose e a
galactose, que sdo hidrolisadas e transformadas em piruvato pela via glicolitica como
mostrado na Figura 4. As vias de fermentacdo priméria catabolizam diferentes fontes de
carbono para o propionato, tendo como produtores nativo de propionato as vias do clico de
Wood-Werkmam (GONZALEZ-GARCIA et al., 2017).

Figura 4 — Glicélise via Embden-Meyerhof-Parnas
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Figura 5 - Clico de Wood-Werkmam.
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A principal caracteristica do ciclo de Wood-Werkman em P. freudenreichii é uma
reacdo de transcarboxilagdo sem o envolvimento de CO; livre. A enzima que catalisa a reagéo
é uma metilmalonil-CoA carboxitransferase, transferindo um grupo carboxil da metilmalonil-
CoA para o piruvato para formar oxaloacetato e propionil-CoA como posto na Figura. 5.

A via Wood-Werkman (Figura 5) comeca com a transformacdo do piruvato gerado
durante a glicélise em oxaloacetato na presenca de metilmalonil-CoA carboxitransferase e
complexo biotina-CO,. Entdo, oxaloacetato é reduzido atraveés de malato e fumarato em
succinato. No estagio seguinte, o succinato é acetilado pela succinil-CoA sintetase em
succinil-CoA, que em cooperacdo com a coenzima B12 (cobalamina) e a metilmalonil-CoA
mutase é transformado em metilmalonil-CoA, que leva a geragdo de propionil-CoA. A CoA
transferase libera CoA de propionil-CoA, transformando-o em propionato (PIWOWAREK et
al., 2018).

Producéo de Acido Propidnico por Fermentacéo
Diversos autores ja investigaram e determinaram as melhores condicbes, de

temperatura, tempo de fermentacdo e o pH ideal para a producdo de &cido propibnico por

Propionibacterium, que podem ser observados nas Tabela 4 e 5.
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Tabela 4 - Producao de acido propidnico por diferentes fontes de carbono

Fonte Microrganismo Tempo  pH Temperatura Referéncia
(h) °C)
Alcachofra P. acidipropionici 200 6.5 32
Liang et al., (2012)
Farinha P. acidipropionici 120-140- 6.0 37 Kagliwal et al., (2013)
de trigo 168
P. acidipropionici 140 6.0 32 Jiang et al., (2015)

lactose (leite)

Glicerina P. acidipropionici 120 6.5 30 Dishisha et al., (2012)
Glicose P. freudenreichii 108 6.0 35 Chenetal., (2012)

Melago P. freudenreichii 144 6.5 30 Ahmadi et al., (2015)
Leite P. freudenreichii 72 6.7 30,35 e 40 Farhadi et al., ( 2013)

Segundo NGOME et al. (2019), a fermentacdo convencional, para a obtencao de acido
propidnico, emprega habitualmente uma Unica matéria-prima. Contudo, na pratica, uma Unica
matéria-prima ndo atende completamente as exigéncias nutricionais para a producdo de acido
propiénico. Fontes mistas de carbono e nitrogénio podem aumentar a producdo de acido
propidénico, por meio de mudangas na composic¢do do produto final e, consequentemente, na
cinética da fermentacdo. NGOME et al. (2019) produziram AP usando-se cultura mista de P.
acidipropionicii NRRL B-3568 e L. paracasei, a partir de soro de queijo Minas frescal e dgua
de maceracio de milho (AMM), com producdo maxima do &cido propidnico de 6,85 g L™, e
rendimento de 0,21 g g-1, usando 40 g L™ de lactose e 65 g L™ de AMM. O aumento da 4gua
de maceracdo de milho favorece uma producéo de acido propiénico, mas tambeém a de &cido
latico, enquanto o aumento da concentracdo de lactose favorece, especialmente, a producdo de
acido latico. O consumo de lactose foi de 98,0% em até 48 h. Mostrando que 0 uso de
subprodutos lacteo e AMM em bioprocessos é promissor (FENG et al., 2010), analisaram o0s

resultados da fermentacdo com pH constante e variacdo de pH em batelada simples e com
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variacdo de pH em batelada alimentada. Os autores controlaram a fermentagdo com o pH a
6,5 em um periodo de 0 - 48h, e com isso observaram que maximizaram o crescimento
celular, com elevados valores de (ux) velocidade especifica de crescimento celular. Apés 48h
0 pH foi diminuido naturalmente para 6,0 e mantido constante, e com isso observou-se que
foram mantidos altos valores da (up) velocidade especifica da formacdo de AP, tornando
assim essa estratégia benéfica para formacdo de AP na fermentacdo. Os autores verificaram
que a producéo de AP aumentou em 31,75% (de 14,58 para 19,21 g L), em comparagdo com
0 processo constante de pH 6,0. Ao mesmo tempo, a produtividade do acido propionico foi
aumentada de 0,122 (pH 6,0) para 0,178 g L™ h™ com esta estratégia. O tempo de fermentaco
foi reduzido de 120 para 108 h (40 g L™ de glicose), o que foi vantajoso na producdo de AP
com esta estratégia. A estratégia de controle de mudanca de pH também foi benéfica para o
crescimento celular, sendo que 8,38 g L™'de UFC foram obtidos no final da fermentacéo, em
comparagdo com o processo em pH constante de pH 6,0 (8,05 g L™). A fermentagdo em
batelada alimentada com a estratégia de controle e mudanga de pH aumentou ainda mais a
producdo de AP (25,23 g L™*) comparado com a fermentacéo em batelada simples (19,21 g L’
1) com estratégia de controle e variacdo de pH, um aumento de 31,34%, com alta taxa de

conversao de glicose em acido AP (47,76%).

Variaveis do Processo Que Influenciam a Producdo de Acido Propibnico por

Propionibacterium

Vaérios fatores influenciam a fermentacdo do AP, entre eles incluem espécies de
microrganismos, pH, temperatura, fontes de carbono, tipo e concentracdo de fonte de
nitrogénio, tamanho do in6culo e tempo (AHMADI et al., 2017).

pH

O pH é um dos fatores ambientais mais importantes na producdo de acido propiénico,
sendo de extrema importancia buscar o pH ideal para alcancar o resultado desejado.

Propionibacterium é muito suscetivel ao pH, portanto, o controle do pH é importante,
pois o crescimento € inibido em pH menor que 5,0 (CORAL et al., 2008). O pH tambem esta

relacionado com o crescimento celular, consumo de substrato, e a formacgédo de subproduto,
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sendo que para alcancar a produgdo de acido propibnico com uma méaxima eficiéncia de
conversdo de substrato e diminuir a formacdo de produtos secundérios, € necessario uma

otimizacdo da producdo de acido propidnico em outras condicGes de pH.

Temperatura

A temperatura € um dos fatores mais significativos que influenciam o rendimento da
biossintese de AP. Coral et al (2008) observaram que a producdo de AP e biomassa eram
superiores a 30 °C do que a 36°C. Farhadi et al. (2013) observaram que quando a temperatura
era aumentada de 30 para 35 e 40 °C, a producdo de AP e &cido acético diminuia, enquanto a
biomassa celular aumentava. Como as taxas de reacdo bioguimica aumentam com a
temperatura, a digestdo termofilica € muito mais rapida que a mesofilica (KIM et al., 2002).
No entanto, de acordo com Zhang e Shen (2005), a mais indicada para producdo de acido
propidnico é a faixa mesofilica, devido a condicdo proxima do ideal (35 °C) para o

funcionamento dos catalisadores bioquimicos.

Fontes de Carbono e Nitrogénio

As propionibactérias sdo capazes de usar diferentes fontes de carbono incluindo
glicose, frutose, maltose, sacarose, lactose, glicerol, melaco e lactato (AHMADI et al., 2017).

Coral et al (2008), mostraram o efeito de diferentes fontes de carbono (lactato, melago
de cana e glicerol) na fermentacdo do AP. Os resultados mostraram que a concentracéo final
maxima e a produtividade de AP foram obtidas do lactato. De fato, a producdo de AP a partir
do lactato foi mais rapida que a partir do melago, pois ndo precisa ser metabolizada pela via
glicolitica. Outra clara vantagem do uso de lactato sobre melago de cana e glicerol é que ele
ndo requer controle constante de pH devido a variagdo limitada de pH. A taxa méxima de
crescimento celular, a produtividade, o rendimento e a concentracdo da biomassa produzida
foram obtidos quando o melago de cana foi usado como substrato (esse recurso é desejado
para a producdo simultanea de AP e vitamina B12).

O tipo e a concentracédo da fonte de nitrogénio também afetam a produgdo microbiana
de AP significativamente. Extrato de levedura, peptona e agua de maceracdo de milho sdo
boas fontes que podem ser usadas por Propionibacterium spp.(QUESADA-CHANTO, 1994).
Fontes de nitrogénio na faixa de concentracdo de 40 g L™ foram utilizadas em diferentes
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estudos para fermentacdo de AP, e as concentracdes mais comumente aplicadas foram 5 e 10
g L™ por Coral et al. (2008), Zhang e Yang (2009), Zhu et al., (2010). NGOME et al. (2019),
obtiveram melhores resultados na producéo de acido propidnico, com concentracao de 65 g L
' de AMM.

Tempo de Fermentacgao

Segundo Ahmadi et al. (2017), a extensdo do tempo de fermentacdo reduz a
produtividade devido ao acumulo de metabdlitos inibitorios. Portanto, é muito critico
selecionar o momento ideal para o processo de fermentacdo, sendo que a producdo de AP ja
foi relatada por diferentes tempos, como 48, 96, 120, 144 e 168 h, mas nenhum estudo
abrangente sobre o tempo ideal foi relatado. A importancia desse fator estd diretamente
relacionada a produtividade do acido.

Modos de Conducéo da Fermentacao

Processos fermentativos classificados em batelada e batelada alimentada sdo descritos

abaixo.
Processo em Batelada

Este processo também conhecido por processo descontinuo simples é muito utilizado
devido a facilidade de operacdo em que todos os substratos de carbono e outros componentes
sdo adicionados no inicio da fermentacdo, exceto os agentes de neutralizagdo para o controle
de pH.

O processo é realizado pela adicdo de um inoculo por fermentador, que se baseia no
preparo do substrato apropriado ao crescimento do micro-organismo. A fermentagédo so tem
inicio apos o preenchimento do fermentador. A fermentacéo é considerada concluida quando
cessa a atividade bioldgica por falta de nutrientes ou por excesso de produto inibidor. Esse
tipo de fermentacdo pode levar a baixos rendimentos e produtividades, visto que o substrato
exerce efeitos de inibicdo, repressdo, ou desvia o metabolismo celular a produtos que nao
interessam em razdo de ser adicionado de uma sé vez. Com isso esse tipo de processo fica

limitado para fermentagdes sem inibicdo ou de bebidas alcodlicas, como na produgdo de
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cachaga, de vinho e de cerveja (TOSETTO, 2002; CARVALHO; SATO, 2001; PORTO,
2005).

A grande vantagem desse processo séo as boas condicdes de assepsia e a possibilidade
de realizar a manutencdo sempre que for necessario. Além de menores riscos de
contaminacéo, este processo exprime grande flexibilidade de operagéo, condic¢do de controle
mais estreito da estabilidade genética do micro-organismo, assim como a capacidade de
identificar todos os materiais relacionados quando se esta desenvolvendo um determinado lote
de produto (CARVALHO; SATO, 2001; SCHIMIDELL; FACCIOTTI, 2001).

Processo em Batelada Alimentada

Também denominado por "cultura por processo descontinuo alimentado™, se referindo
a uma fermentacdo descontinua continuamente alimentada por aclcares (CARVALHO;
SATO, 2001). O processo batelada-alimentada pode ser observado como a técnica em que, €
realizada a adicdo de um ou mais nutrientes no meio de cultivo e no qual os produtos
permanecem no mesmo até o final do processo (LESSMANN, 1993).

O processo em batelada alimentada tem por objetivo reduzir os problemas em relacéo
a inibicdo da producdo pela concentracdo de substrato ou por repressdo catabdlica
(RODRIGUES, 2018). Os cultivos em batelada alimentada sdo comumente empregados para
se obter elevada densidade celular e/ou maxima formacdo de produto (KLEMAN et al.,
1991).

A vazdo de alimentacdo pode ser constante ou variar com o0 tempo, e a adi¢do de
mosto pode ser de forma continua ou intermitente, sendo que através desse mecanismo de
alimentacdo o metabolismo microbiano é conduzido para determinada via metabdlica levando
ao acimulo de um produto especifico, trazendo uma melhoria na produgdo, mostrando que o
processo em batelada alimentada pode ser vantajoso (CARVALHO; SATO, 2001).

Purificacdo do Acido Propi6nico

Sé&o divididos em meétodos quimicos ou mecanicos, 0s mecanismos para tratamento do
caldo de fermentacdo. Como processos quimicos de separagdo tem-se cromatografia de troca
ibnica, cromatografia de afinidade, cromatografia por interacdo hidrofdébica, extracdo com

solventes e a eletrodidlise, e como métodos fisicos podem ser citados a filtracdo,
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centrifugacdo, cristalizacdo, evaporagdo, secagem, osmose reversa e a ultrafiltracdo
(DECHOW, 1989; NOBLE; TERRY, 2004).

Cromatografia de Troca Iénica

Utilizada ha pelo menos 50 anos com intuito de separar e purificar proteinas, a
cromatografia de troca iénica, € uma modalidade da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) (KARLSSO; HIRISH, 2011).

A técnica pode ser definida como um fendmeno fisico-quimico em que ha uma troca
de ions entre uma solucdo carregada (fase mdvel) e um sélido poroso (fase estacionaria)
(GUICHON, 2002).

Os solutos com cargas opostas oriundos da fase movel se adsorvem na fase
estacionaria que se encontra altamente carregada. A interacdo desses ions com a fase
estacionaria é mais elevada, estes podem ser seguidamente eluidos através do deslocamento
por ions que possuem 0 mesmo tipo de carga, porém, com maior forca iénica (SPADARO,
2006).

A utilizacdo de resinas de troca i6nica pode ser uma excelente alternativa, quando as
moléculas que se deseja separar sdo substancias acidas ou basicas. Varios inconvenientes das
extracBes liquido-liquido e acido-base podem ser minimizados usando-se a cromatografia de
troca ibnica (CTI), como por ex.: formacdo de emulsGes de dificil separacdo, que
comprometem a eficiéncia do processo de particdo; limitacdo no uso do solvente de extracao,
ja que os dois liquidos devem ser imisciveis; extracdo de compostos ndo acidos sollveis em
agua; custo elevado e periculosidade potencial para o operador em fungdo de manipulagdo de
volumes elevados de solventes, geralmente perigosos; baixa reprodutibilidade e dificuldades
de automatizacdo (BARRETO et al., 2005).

O processo de troca idnica é similar a uma reacdo estequiométrica. Para que ocorra
adsorcdo de determinada quantidade de cargas de uma espécie (positivas ou negativas) a
matriz, a mesma quantidade de cargas da outra espécie deve ser liberada (GALLANT, 2005).
Os diferentes graus de afinidade eletrostatica entre a fase estacionaria e os ions da fase mével
regem esse tipo de cromatografia (PESSOA; KILIKIAN, 2005).

Os experimentos de troca ionica sdo realizados em 5 fases principais que podem ser

vistas na Figura 6.
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Na primeira fase, ocorre um equilibrio entre os trocadores de ions, o trocador idnico é
conduzido a um estado inicial em termos de pH e forga idnica, o qual permite a ligacdo das
moléculas desejadas de soluto. Comumente se utiliza anions e cations simples como o cloro e
0 sodio como contra-ions, ou seja, aqueles ions que se encontram presentes na matriz. A
segunda fase se da pela aplicacdo e adsor¢do da amostra, onde os ions liberados séo
equivalentes aos ions adsorvidos, eles se diferem apenas pela posicdo e origem do sitio de
troca. A terceira fase ocorre quando as substancias que estavam adsorvidas sao removidas, ou
seja, dessorvidas pela troca do eluente. Esse processo pode ser feito mais rapidamente atraves
da utilizacdo de um gradiente crescente de concentracdao de um sal, forca idnica. J& a quarta e
quinta fases sdo a remocdo, da coluna, de substancias ndo eluidas sob condicdes
experimentais prévias e o reequilibrio para as condi¢fes iniciais para uma proxima
purificacdo. Devido a diferentes graus de interacdo da substancia com a fase estacionéria é
que a separacao se faz possivel, sendo que essas interacdes podem ser controladas pela forca
i0nica, eluente, pH dentre outros (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002; YAGINUMA, 2007;
MORAES, 2009).

Figura 6 - Esquema do mecanismo de separacao por cromatografia de troca i6nica
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Fonte: Adaptado de YAGINUMA, (2007).

2.10.2 Criogéis

Dentre 0s novos materiais que tem sido empregado como coluna cromatogréafica por
troca idnica encontram-se 0s Criogeéis.
Devido a sua versatilidade, os materiais poliméricos macroporosos tém se destacado,

podendo ser aplicados em diferentes areas tais como quimica, biotecnologia, bioengenharia,
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biologia, permitindo a purificacdo e um répido isolamento de &cidos nucléicos, proteinas,
peptideos e outras biomoléculas (ERTURK; MATIASSON, 2014).

Os criogeis sdo monolitos poliméricos que foram relatados pela primeira vez ha 40
anos, e suas caracteristicas distintas logo atrairam a atencdo de varios pesquisadores.
(LOZINSKY et al., 2001).

Os suportes formados por redes poliméricas e preparados em condi¢bes de
congelamento (-10 °C a —20 °C) sdo considerados como o que h& de mais moderno no setor
de matrizes cromatogréaficas, sendo que os criogéis, tém sido cada vez mais utilizados devido
a facil preparacdo, excelentes propriedades de fluxo e alta performance quando comparado as
matrizes convencionais, 0S mesmos possuem um sistema interconectado de poros variando de
10 a 100 um e se caracterizam por suas propriedades como elevada porosidade, baixa queda
de presséo e baixo tempo de residéncia nas etapas de adsorcéo e eluicdo (MOL et al., 2017).
O processo de sintese dos criogéis resultam em uma unidade com estrutura tnica (FONTAN,
2013). O criogel é obtido devido a polimerizacdo de uma solucdo contendo mondmeros e
adicionada de catalisadores adequados, em condi¢des criogénicas por uma técnica conhecida
como criopolimerizacdo. Ao se iniciar o processo de congelamento, os mondmeros se
concentram em uma microfase que ainda ndo se congelou. Dessa forma, ocorre um aumento
na concentracdo dos mondémeros, possibilitando a formacdo de um gel mais resistente. Os
cristais de gelo formados atuam como agentes porogénicos, sendo que, ap0s 0O Seu
descongelamento sdo formadas as cavidades dos criogéis acarretando na formacdo de uma
estrutura esponjosa e macroporosa. A forma e o tamanho dos cristais de gelo serdo

responsaveis pela forma e tamanho dos poros conforme Figura 7 (LOZINSKY et al., 2001).
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Figura 7 - Esquema da producéo do criogel.
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Fonte: PLIEVA et al., (2004).

Os criogéis sdo matrizes que podem ser funcionalizados objetivando apresentar um
aumento em sua capacidade adsortiva. Para a imobilizacdo dos ligantes podem ser aplicados
os metodos epdxi, base de Schiff, glutaraldeido, carbonildiimidazol, dissuccinimidil
carbonato, hidrazida e brometo de cianogénio (MALLIK; HAGE, 2006).

Cronograma de Desenvolvimento do Projeto de Dissertacao

Esse projeto de dissertacdo foi conduzido em 4 etapas que podem ser vistas na Figura
8, e os resultados obtidos seguem divididos nos artigos 1 e 2. Primeiro foi realizado a
caracterizacdo centesimal das matérias-primas a serem utilizadas no processo fermentativo.
Segundo, foi feito um pré-teste (fermentacdo em erlenmeyer) que foi composta por 4gua de
maceragdo de milho, permeado de leite desnatado e carbonato de célcio. Na terceira fase, foi
realizada fermentacGes em biorreator compostas por agua de maceracdo de milho e permeado
de soro de leite. O permeado de soro de leite estava disponivel em maior escala no momento
das fermentacdes, e também apresentou composicdo centesimal semelhante ao permeado de

leite desnatado, assim foi utilizado na ampliacdo de escala. Apds as fermentagdes foi
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realizada a Ultima etapa da pesquisa, que foi os testes de adsor¢do dos &cidos organicos

utilizando criogéis de troca i6nica em diferentes pH.

Figura 8 — Etapas do desenvolvimento da dissertagéo
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Fonte: Prépria autora (2021)
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PARTE 2
Artigo 1

Caracterizacdo e fermentacdo de permeado de leite desnatado e 4gua de maceracdo de
milho para obten¢do de &cido propidnico por Propionibacterium freudenreichii subsp
ATCC 6207

Na industria de alimentos e quimica, a demanda por acido propiénico tem aumentado nos
ultimos anos. Atendendo aos principios da Quimica Verde, processos fermentativos utilizando
matérias-primas renovaveis tem atraido atencdo para uma producdo sustentavel de &cido
propidnico. Atualmente, esse &cido é obtido por sintese quimica a partir de matéria-prima
derivada do petroleo, o que causa preocupacao devido aos impactos ambientais. Esse trabalho
teve por objetivo estudar a cinética da fermentacdo propidnica usando permeado de leite
desnatado como fonte principal de carbono e Propionibacterium frendenreichii. O
experimento foi realizado a 30 °C por 120 h em triplicata em erlenmeyers contendo 65 g L™
de permeado de leite desnatado e 40 g L™ de 4gua de maceracdo de milho e carbonato de
calcio, respectivamente. A cada 24 h foram retiradas amostras para analises de acidez total
titulavel, pH e lactose, e nos tempos de 0 e 120h para contagem celular e determinacdo dos
acidos organcos, sendo o plagueamento realizado em agar lactato em anaerobiose. Observou-
se que a acidez aumentou de 0,10 g L™ para 0,23 g L™*, houve declinio do pH de 6,26 a 5,45 e
da concentracdo de lactose, de 33 para 22 g L™, em 120 h de fermentacéo. Pode-se observar
um crescimento total de bactérias propiénicas no processo fermentativo de 7,77 para 9,2 Log
UFC.mL™. Conclui-se ent&o que o permeado de leite desnatado pode ser utilizado como fonte
de carbono na fermentacdo propionica, sendo uma alternativa de aproveitamento para esse
subproduto da inddstria de laticinios.

Palavras-chaves: fermentacao propibnica; soro de leite ultrafiltrado; dgua de maceracdo de
milho.
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INTRODUCAO

Atualmente, o acido propidnico é produzido por sintese quimica de matérias-primas
derivada do petroleo (matérias-primas ndo renovaveis) (DISHISHA; ALVAREZ; HATTI-
KAUL, 2012) que causam danos ao meio ambiente. O &cido propibnico é um &cido
carboxilico importante com amplas aplicagdes. Aproximadamente 70% do &cido propidnico é
usado como conservante de ragdo humana ou animal. O &cido propiénico também pode ser
usado na fabricacdo de plasticos de celulose, perfumes, herbicidas e produtos farmacéuticos
(WANG et al., 2015).

Devido aos impactos ambientais da matéria-prima derivada do petréleo e seus
processos de fabricacdo, a obtencdo de acido propiénico de base bioldgica via fermentacédo
por propionibactérias é de grande interesse (YANG et al., 2018).

Vaérios fatores influenciam a concentracdo e a produtividade do acido propibnico,
como condigdes de cultura, tipo e escala do biorreator; entretanto, o valor do pH e a
temperatura sdo 0s mais importantes. Dado que existem muitos relatérios sobre a producéo de
acido propibnico a partir de glicose, permeado de soro de leite, glicerol, acido lactico,
hemiceluloses, fuba de milho hidrolisado, lactose, melago de cana-de-acucar e farinha de trigo
integral hidrolisada enzimaticamente, apenas alguns artigos de revisdo avaliam aspectos
biotecnoldgicos, ou seja, variaveis de bioprocessos (RANAEI et al., 2020).

Esse trabalho teve por objetivo estudar a cinética da fermentacdo propidnica em
erlenmeyer usando permeado de leite desnatado como fonte principal de carbono, agua e
maceracdo de milho como fonte de nitrogénio e Propionibacterium frendenreichii para

posterior ampliacdo de escala em biorreator.


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/propionic-acid
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/carboxylic-acids
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/carboxylic-acids
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MATERIAL E METODOS

A fermentacdo foi realizada utilizando permeado de leite desnatado (PLD) e agua de
maceracdo de milho (AMM), dois subprodutos da industria alimenticia. O permeado foi
doado pelo laticinio Verde Campo localizado na cidade de Lavras-MG e a agua de maceracao
de milho foi doada pela industria Ingredion localizada em Mogi Guagu-SP. O microrganismo,
Propionibacterium freundenreichii subsp ATCC 6207 foi adquirido junto a Colecdo de
Culturas Tropical pertencente a Fundacdo André Tosello, de Campinas-SP. Os experimentos
foram conduzidos nos laboratorios de Engenharia de Bioprocessos e Analise de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos e no Laboratdrio Central de Biologia Molecular da

Universidade Federal de Lavras.

Caracterizacéo do Subproduto Industrial Utilizado no Processo Fermentativo

O permeado de leite desnatado (PLD) fresco foi filtrado visando retirar micelas de
proteinas remanescentes, homogeneizado e armazenado sobre congelamento até 0 momento

da analise.

Caracterizacédo do Permeado de Leite Desnatado

O teor de umidade do PLD foi determinado por secagem em estufa até peso constante a
105 °C (AOAC, 1997). A fracdo lipideos foi obtida empregando o método de Gerber, a leitura
foi feita em escala graduada do butirémetro, apos centrifugacdo e imersdo em banho-maria
(IAL, 2008). Foi feito analise de nitrogénio total seguindo a metodologia de Kjeldhal descrita
pela 037/1V do IAL (2008). Utilizou-se um fator de correcdo de 6,25 para estimar o teor de
proteinas totais. Para a determinacdo de cinzas foi utilizado o método 018/1V IAL (2008), a
amostra foi carbonizada totalmente com auxilio de uma mufla a (550 °C). A fracdo glicidica
foi calculada por diferenca (AOAC, 2000). O pH foi monitorado utilizando um pHmetro de
bancada (Tecnopon, modelo mPA-210, Brasil).

A acidez total foi determinada por titulometria, com hidroxido de sodio 0,1 mol/L,
utilizando uma solucéo de fenolftaleina 1% como indicador (AOAC, 1990). A densidade foi
medida usando um picnémetro (AOAC, 2005).
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Ativacao, estoque e padronizacao do indculo

Para ativacdo a cultura armazenada em eppendorf de Propionibacterium
freundenreichii subsp ATCC 6207 foi transferida para um tubo de ensaio contendo 9 mL de
caldo lactato, previamente esterilizado a temperatura de 121 °C, durante 15 minutos. Este tubo
foi incubado a 30 °C por 48 h. Em seguida, para ser utilizado na propagacdo foi transferida
uma aliquota de 10 mL deste tubo para um Erlenmeyer contendo 90 mL de caldo lactato
composto por (extrato de levedura, peptona de carne, fosfato de potéssio e lactato de sodio).
Os mesmos foram incubados a temperatura de 30 °C em estufa BOD durante 24 h. Para
propagacdo a cultura foi inserida em eppendorfs, centrifugadas a 15.000g em centrifuga
(SPINLAB, modelo SL-5AM). Os sobrenadantes foram retirados e adicionou-se 1 mL de
meio congelante previamente esterilizado. O meio congelante era composto por glicerol
(15%), peptona bacteriologica (0,5%), extrato de levedura (0,3%), NaCl (0,5%) e seu pH foi
ajustado para 7,0.

A padronizagdo do in6culo foi realizada mediante curva de crescimento. O indculo
armazenado em eppendorf sob congelamento foi transferindo para um tubo de ensaio
contendo 9 mL de caldo lactato esterilizado e incubado a 30 °C por 48 h. Posteriormente 500
pl desse conteudo foi transferido ao Erlenmeyer contendo 300 mL de caldo lactato
esterilizado, onde a cultura foi incubada a 30 °C sendo realizada leituras periddicas em
espectrofotometro (A=600 nm) a cada 3 horas em um periodo de 36 h, e plaqueamento em
agar lactato, seguido de incubacdo a 30 °C por 72 h. As culturas foram padronizadas para a
fermentacdo com base na correlacdo entre absorbancia e o nimero de células viaveis,

correspondente a uma contagem de 10° UFC mL™,
Conducéo da Fermentacao em Erlenmeyer
O meio fermentado (300 mL) foi composto por permeado PLD e AMM conforme os

melhores resultados obtidos por NGOME et al. (2021), concentracdo de lactose de 40 g L™ e
65 g L™ de AMM.
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Nos tempos 0, 24, 48, 72 e 120 horas, foram coletados 10 mL do meio fermentado em
tubos de centrifuga e 0,1 mL em eppendorfs, para cada umas das trés repeticGes de cada
amostra ou ensaio.

O volume de 10 mL foi centrifugado a 3000 rpm (1428 g) por 20 min. O sobrenadante
foi coletado e transferido para tubos de ensaio com rosca, e posteriormente congelados para
posteriores estudos cinéticos da fermentacdo (em triplicata), para verificar a producdo dos
acidos graxos (propiobnico, lactico, succinico e acético), e para analises de acidez total
titulavel, lactose e pH. As amostras em eppendorfs foram utilizadas para determinacdo do
ndmero de organismos viaveis. As analises dos &cidos e contagem foram realizadas nos

tempos 0 e 120 h por se tratar de pré-teste.

Anélise do meio fermentado

Determinacdo dos parametros fisico-quimicos

As amostras de meio fermentado obtidos ao longo das fermentacdes em biorreator
foram analisadas quanto a concentragio de lactose pelo método do Acido Dinitrossalicilico
(MILLER, 1959). E o pH foi mensurado usando um pHmetro de bancada (Tecnopon, modelo
mPA-210, Brasil).

Determinacao da viabilidade celular

As amostras do meio foram diluidas com &gua peptonada, previamente esterilizada. Um
aliquotas de 0,1 mL das diluicGes foram plaqueadas. Para determinar o nimero de organismos
viaveis foi utilizado o método de plagqueamento por profundidade (pour-plate) em meio agar
lactato. As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose, posteriormente em estufa
microbiologica a 30 °C por 3 dias. O numero de organismos viaveis foi determinado pela
técnica de contagem total de células nas placas com numero de colbnias entre 25 e 250
(SWANSON et al., 2001).
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Os 4cidos organicos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Foi utilizado um cromatdgrafo Schimadzu, com sistema de deteccdo por arranjo de
diodos (modelo SPD-M20A), com amostrador automatico (SIL-20AHT). Foi utilizado uma
coluna Supelcogel C610H (30 cm x 7,8 mm x 9,0 um), equipada com pré-coluna. A fase
movel usada foi uma solucdo de &cido perclorico em agua ultrapura a 100mM, com fluxo de
0,5 mL min™ a 40 °C e tempo de corrida de 30 min. Os acidos foram detectados por analise
espectrofotométrica a 210 nm. A identificacdo e quantificacdo dos acidos foi feita utilizando
0s respectivos padrdes dos acidos propidnico, acético e latico. Todos os padrdes apresentavam
pureza de 99,9% (Sigma-Aldrich, EUA). As amostras foram diluidas 1/20 e filtradas com
filtro de 0,22 pum para posterior analise (NGOME, 2017). Os resultados foram processados

com ajuda do software LC-Solutions.

Determinacdo do rendimento, produtividade e fator de crescimento do processo

fermentativo

O rendimento (Ypss) e a produtividade (Pr) para os &cidos propidnicos e acético e o

fator de crescimento (FC) foram calculados de acordo com as equagdes 1 e 2.

, _ _Ap_ P—Po .
G TR "
Pr:(P;PO) (2)

f

Em que P é a concentracdo final de 4cido (g L™); Po - concentracéo inicial de acido (g L~
1: S - concentracéo final de substrato (g L™); So - concentracéo inicial de substrato (g L™); Pr

— produtividade; t; - tempo de fermentagéo (h).
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2.6 Anaélise estatistica

Os ensaios de fermentacdo conduzidos no biorreator foram realizados em triplicata. Os
resultados obtidos para as analises fisico-quimicas do meio fermentado ao longo da
fermentacdo e para a purificacdo do meio fermentado foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de média Tukey a 95 % de significancia com o auxilio do
software R (versdo 4.1.1) ( R Core Team, 2021). Os graficos foram plotados usando o

software SigmaPlot versao 11 (Systat Software, Inc., San Jose, EUA).

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1 Composicao Centesimal

A Tabela 1 apresenta a composicdo fisico-quimica do permeado de leite desnatado
utilizado para producdo de é&cido propidnico por meio de fermentacdo usando
Propionibacterium freudenreichi.

Tabela 1- Caracterizacdo fisico-quimica e centesimal da amostra de permeado de leite

desnatado
Anélises PLD
Umidade (%) 95,34+0,02
Lipidios (%) 0,00+0,00
Proteina (%) 0,27+0,00
Fibra Bruta (%) e

Cinzas (%) 0,64+0,00
Carboidratos (%) 3,75+0,88
pH 6,72+0,00

ATT (***) 0,05+0,00
Densidade (g.mL™) 1,02+ 0,001

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrao.
** Nao se aplica. *** Acidez titulavel por mL de NaOH 0,1M/L.
Fonte: Prépria autora (2021)
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Dentre as amostras analisadas nesta pesquisa, o valor médio encontrado para umidade
de 95,34 ¢/100 g foi bem préximo ao valor encontrado por Fontes et al., (2015), de 97,36
0/100 g para permeado de leite desnatado. Para a variavel lipidios, o valor encontrado de Og
/100 g, foi proximo ao valor encontrado por Andrade et al. (2002) que obtiveram teor de
lipidios menor que 0,1 g/100 g. Por se tratar de permeado de leite o resultado obtido esta
condizente ao resultado esperado, sendo que o processo tecnoldgico aplicado para sua
obtencdo tem como finalidade a retirada de lipidios por ultrafiltracdo (BRASIL, 2018). O
resultado obtido para protefnas de 0,27g /100 g (aproximadamente 2,76 g L™) foi superior ao
valor encontrado pelo mesmo autor de 0,087 ¢g/100 g, e mais préximo ao encontrado por
Andrade et al. (2002) de 0,50 g/100 g para permeado de soro de leite (PSL). Tratando-se de
permeado o teor de proteina esperado é sempre 0 menor possivel.

Analisando os dados obtidos verifica-se que o teor de cinzas encontrados no presente
estudo de 0,64 g/100 g (6,53 g L™) foi superior ao valor encontrado por Fontes et al., (2015),
de 0,41g /100 g, e préximo ao valor encontrado por Yadav et al. (2015) de 5,0 g L™ (0,5 g
/100 g) para PSL. Para o teor de carboidratos do PLD no presente estudo foi encontrado 3,75
0/100 g, valor esse superior ao encontrado por Fontes et al. (2015) que encontraram média de
carboidratos de 2,15 g/100 g, para PLD. A desigualdade entre os teores de carboidratos para
PLD dessa pesquisa e PLD da literatura pode ser remetida a composi¢do quimica inicial das
matérias-primas provocando maior ou menor degradacdo dos carboidratos.

Para a variaveis pH e acidez os valores encontrados no presente estudo para PLD de
6,72 e 0,05 sucessivamente estdo proximos ao encontrado por Fontes et al. (2015) de 6,58
para pH e 0,056 para acidez total titulavel.

A densidade encontrada de 1,02 g.mL™ foi de acordo com a densidade determinada
por Figura e Teixeira (2007), no qual informa que a densidade da maioria dos alimentos, bem
como de materiais agricolas e biolégicos é cerca de (1200 + 300) kg-m™). As diferencas
observadas entre o presente estudo e as pesquisas citadas, podem estar relacionadas a origem

da matéria prima, mistura de variedades, entre outros.

Pré-teste

Os resultados das analises das trés repeticdes realizadas em erlenmeyer ao longo de 120 h
estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 1.
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Tabela 2 - Resultados da variacéo de lactose (g.L™), contagem total de células UFC.mL™ e
4cidos organicos (g.L™) ao longo do tempo

Tempo Lactose Log Ac.Latico Ac.Acético Ac.Propidnico

(h) (gL UFC.mL™ (gL (gL (g.L™Y
0 33,11+4,98° 7,77+0,32° 7,72+0,12° 0,87+0,80" 0+0,00°

24 32,11+3,61° *x *x - -

48 30,89+3,48" % ok - ke

72 27,8945,03 *x % - .

96 22,87+5,46° ok 0+0,00° 4,47+1,91° 4,92+1,50°

120 23,14+3,45° 9,02+0,15" 0+0,00° 5,08+2,17° 5,26+1,56

Os resultados sdo expressos em média + desvio padréo.
*As letras minGsculas na mesma coluna correspondem a analise estatistica (Teste Tukey). Letras diferentes
correspondem a diferenga significativa ao nivel de 5% de significancia, letras iguais sdo correspondentes a
igualdade na medida nas andlises realizadas. ** N&o se aplica.

Fonte: Prépria autora (2021)

Nota-se através da Tabela 2, que os resultados de consumo de lactose foram iguais
estatisticamente ao nivel de 5% de significancia, e houve diferenca significativa na contagem
total de células, consumo de acido latico, produgdo de &cido acético e propibnico.

Através da Figura 1, pode-se observar o crescimento total das bactérias propibnicas
presentes no meio de fermentacdo, decréscimo progressivo da lactose de 33,11 para 22,87
g.L" e também consumo total do écido latico presente no meio fermentativo. Com 96h
observa-se que estabilizou a concentracdo de lactose e também o aumento da concentracao

dos acidos acético e propibnico.
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Figura 1- Concentracéo dos 4cidos organicos, lactose (g.L™) e contagem total de células ao
longo do tempo

Concentraggo (g L)
Log UFC mL"

—w— Lactose

—a— Acido latico

—m— Acido acético

—e— Acido propidnico
—— Crescimento celular

Tempo (h)
Fonte: Prépria autora (2021)

Tabela 3 - Resultados das analises de acidez total e pH ao longo do tempo

Tempo (h) ATT** (g.L Y pH
0 1,000,02° 6,26+0,11°
24 1,20+0,02° 6,30+0,03
48 1,50+0,00" 5,710,02"
72 2,40+0,06° 5,47+0,01°
96 2,30+0,00° 5,44+0,01°
120 2,30+0,00° 5,45+0,01°

Os resultados sdo expressos em média + desvio padréo.
*As letras minGsculas na mesma coluna correspondem a analise estatistica (Teste Tukey). Letras diferentes

correspondem a diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia, letras iguais sdo correspondentes a
igualdade na medida nas analises realizadas.

** ATT (% de acido propibnico)
Fonte: Prépria autora (2021)

Um dos fatores mais importantes que influenciam na concentragdo e produtividade do
acido propibnico é o pH. Na Figura 2 e Tabela 3, pode-se observar a variacdo do pH e acidez
ao longo do tempo de fermentacdo. Nota-se que nas primeiras horas ndo ocorreu alteracéo
significativa do pH. A partir de 24h observa-se um decaimento progressivo do pH o que
indica o inicio da producdo dos &cidos orgénicos, e com 48 h o mesmo diferenciou-se

estatisticamente ao nivel de 5% de significancia dos demais tempos, momento esse que teve
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seu maior decréscimo de (6,30 para 5,71). Nota-se também que com 72 h de fermentacdo os
valores de pH e acidez mantiveram-se constantes, sendo esse um indicativo do fim do

processo fermentativo nesse tempo.

Figura 2 - Acidez (g L™) e pH ao longo do tempo

7 7
A— Acidez
g ®— pH
~_ L s
~ )
5 e e ————@
-5
- 4
2 T
4
E a
B 3
< A
A& & 3
2 _—
e
I
1 &— 2
O T T T T 1
] 24 48 72 96 120
Tempo (h)

Fonte: Autora

A partir da Tabela 4, pode-se verificar uma relagdo entre os coeficientes de rendimento
e produtividade dos acidos acético e propiénico com 96 h de fermentacdo sendo que nesse

tempo nao se diferenciou estatisticamente do tempo de 120 h ao nivel de 5% de significancia.



57

Tabela 4 - Concentracao de substrato, produtos, coeficientes de rendimento e produtividade
do processo fermentativo em erlenmeyer

Yers Yeis
T [S] [P.AA]  [P.AP] A AP PpPAA PpAP
(h) (gL (gL (gL 4 4 (@L'h")  (gL*hY
(9.97) (9.9
0 33 1,16 0 0,331 0,492 0,046 0,052
96 23 4,47 4,92
120 22 5,08 5,26

[S] € a concentracdo de lactose, [P.AA] é a concentracdo de &cido acético, [P.AP] é a concentracdo de &cido
propibnico, Ypis AA é o rendimento do &cido acético, Yps AP € o rendimento d acido propibnico, PpAA ¢ a
produtividade do acido acético e PpAP é a produtividade do acido propidnico.

Fonte: Propria autora (2021)

Observa-se através da Tabela 4, que as concentracdes, rendimentos, e produtividades
dos acidos acético e propidnico ficaram proximas. Um fator que pode ter influenciado nesse
resultado, é a variacdo do pH ao longo do tempo de fermentac&o.

Podemos verificar também que no presente trabalho a concentracdo de acido
propidnico de 4,92 g.L, foi inferior a producéo alcancada por Ali et al., (2021) de 10 g.L™.

No entanto, quando se compara os resultados obtidos dessa pesquisa referente ao
rendimento e produtividade de &cido propiénico de 0,492 g.g* e 0,052 g.L'h*
respectivamente, nota-se valor superior ao encontrado por (ALI et al., 2021) de 0,084 g.g™ e
proximo de 0,079 g.L™.h™* sucessivamente, que utilizaram como substrato racio vegana para

cdes e queijo de cabra moido como indculo.
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CONCLUSAO

No pre-teste realizado, notou-se que com 120 h de fermentacdo foi alcancada uma
concentracéo de 5,26 g.L™ de acido propiénico, e que no tempo de 72 h ja ndo apresentada
alteracdes no pH e acidez do meio de fermentacdo. Nota-se com esse resultado, que o PLD e
AMM sdo subprodutos com grande potencial da industria alimenticia que podem ser

utilizados para uma producé@o mais sustentavel de acido propionico.
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Biossintese de acido propiénico a partir de permeado de soro de leite e agua de
maceracdo de milho por Propionibacterium freudenreichii subsp ATCC 6207 e
purificacdo parcial usando criogéis de troca ibnica

Resumo

Neste estudo, foram conduzidas fermentacGes com permeado de soro de leite (PSL) e agua de
maceracdo de milho (AMM) para obtencdo de acido propiénico (AP) usando
Propionibacterium freudenreichii subsp ATCC 6207. Fermentagdes em batelada e em
batelada alimentada foram realizadas a 30 °© C em biorreator de 5L com controle de pH e, no
caso da batelada alimentada, também com controle da concentracdo de lactose, com retirada
de amostras para analises dos &cidos organicos (acético, propidnico e latico) e para contagem
de bactérias propiénicas. Foram realizados testes de purificacdo do AP obtido através do uso
de criogéis. Os criogeéis foram funcionalizados com taurina (Tau-criogel) em diferentes pH
(4,5, 6 e 7) e foram aplicados na purificacdo de acido propiénico por cromatografia de troca
ibnica. Os resultados mostraram que a producdo de AP foi melhor na batelada simples, com
concentraco, rendimento e produtividade de &cido propidnico de 13,10 g L1, 0,335 g g™ e
0,182 g L™ h™* sucessivamente com 72 h de fermentagdo. O pH 4 que apresentou maior
capacidade de adsorcdo e recuperacdo de &cido propidnico (256,13 mg gt) e (59,73)
sucessivamente e menor capacidade de adsorcdo de &cido acético (29,34 mg g?). Os
resultados mostram que PSL e AMM sé&o subprodutos promissores para producdo de AP,
assim como o uso de criogel para purificaco.

Palavras-chave: fermentacdo propidnica; batelada alimentada, subprodutos da industria de
alimentos, purificacdo por criogéis.
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INTRODUCAO

O é&cido propidnico € muito utilizado nas industrias de alimentos, quimica e
farmacéutica. De acordo com o Departamento de Energia dos EUA, o &cido propidnico esta
entre os 30 melhores produtos quimicos utilizados como componentes para produtos com
diversas aplicacbes (WERPY; PETERSON, 2004; DISHISHA et al., 2012). O &cido
propibnico e seus sais de potassio, sodio e calcio sdo utilizados como aditivos na alimentagéo
animal, conservantes de grdos e principalmente como agentes antifingicos em alimentos
humanos, em outros campos o &cido propiénico pode ser usado para terapia animal e para a
fabricacdo de perfumes, herbicidas, plasticos de celulose e agentes aromatizantes ( LIU et al. ,
2012).

A producdo deste acido é realizada a partir de matéria-prima proveniente do petréleo
(ISMAIL et al 2017) sendo uma fonte ndo renovavel e que causa danos ao meio ambiente. O
acido propidnico também pode ser produzido por meio de processos fermentativos usando
Propionibacterium (FENG et al., 2010a, 2010b; NGOME et al., 2017, 2021a; PIWOWAREK
etal., 2021).

A obtencdo de acido propidnico a partir de processos biologicos € uma alternativa
verde, por utilizar matérias-primas renovaveis durante o processo fermentativo. Subprodutos
alimenticios como agua de maceragdo de milho e permeado de soro de leite podem ser
utilizados como substratos de fermentacdo pois sdo fontes de nitrogénio e carbono
(NASCIMENTO et al., 2006), que podem ser metabolizados pelas bactérias propibnicas
(AHMADI; KHOSRAVI-DARANI; MORTAZAVIAN, 2017, NGOME et al., 2021). A
riqueza de nutrientes desses subprodutos lhes confere inclusive um alto potencial poluidor
guando descartados de forma incorreta, sendo o permeado de soro rico em lactose e a dgua de
maceracdo de milho em muitos outros nutrientes, como proteinas, aminoacidos, vitaminas,
acucares redutores, acidos organicos e minerais (AHMAD et al. 2019, SMITHERS, 2008
CHIANI et al., 2010).

Um entrave encontrado na producdo do acido propibnico por meio de processos
fermentativos é o alto custo associado ao processo de separacdo desse metabolito, pois outros
acidos organicos sdo produzidos no decorrer desse processo. Acredita-se que 0 custo
associado a sua purificacdo corresponde a 30-40% do custo total de producdo (SINGH et al.,
2021). Uma alternativa promissora para solucionar este problema é utilizar os criogéis

poliméricos supermacroporosos no processo de separacdo. Esses materiais cromatograficos
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possibilitam a purificacdo de extratos brutos e apresentam um menor custo quando
comparados a colunas cromatograficas comerciais (ANDAC; GALAEV; DENIZLI, 2016;
GUIOCHON, 2007). O desempenho dos criogéis é atribuido a funcionalizacdo de sua
superficie com ligantes (SAVINA; MATTIASSON; GALAEV, 2005). Ligantes como
aminoacidos (histidina, fenilalanina, cisteina, triptofano, taurina, entre outros) (KIM et al.,
1991; VIJAYALAKSHMI, 1993) e polimeros como a polietilenoimina (EROL et al., 2016)
podem ser empregados na producéo de criogeéis de troca idnica.

Os criogéis possuem um sistema interconectado de poros variando de 10 a 100 um e se
caracterizam por suas propriedades como elevada porosidade, baixa queda de presséo e baixo
tempo de residéncia nas etapas de adsorcio e eluicdo (MOL et al., 2017). Para que ocorra
adsorcdo de determinada quantidade de cargas de uma espécie (positivas ou negativas) a
matriz, a mesma quantidade de cargas da outra espécie deve ser liberada (GALLANT, 2005).

O aumento da demanda por &cidos produzidos a partir de produtos naturais,
principalmente, para a industria de alimentos aumentou o interesse pela recuperacdo dos
acidos, a partir do caldo de fermentacdo (YANKOV, 2004).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producéo de &cido propidnico a
partir da fermentacdo de subprodutos da industria alimenticia utilizando Propionibacterium
freundenreichii subsp ATCC 6207 em biorreator, conduzindo o processo com variagdo de pH
em batelada, e com variacdo de pH e controle da concentracdo de lactose em batelada
alimentada, e investigar a purificacdo do acido propidnico por cromatografia de troca idnica
utilizando criogéis de troca catidnica funcionalizados com taurina (criogel-tau) em funcéo de

diferentes valores de pH.
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MATERIAL E METODOS

A fermentacdo foi realizada utilizando permeado de soro de leite (PSL) e agua de
maceracdo de milho (AMM), dois subprodutos da industria alimenticia. O permeado foi
doado pelo laticinio Verde Campo localizado na cidade de Lavras-MG e a agua de maceragdo
de milho foi doada pela indUstria Ingredion localizada em Mogi Guagu-SP. O microrganismo,
Propionibacterium freundenreichii subsp ATCC 6207 foi adquirido junto a Colegdo de
Culturas Tropical pertencente a Fundacdo André Tosello, de Campinas-SP. Os experimentos
foram conduzidos nos laboratérios de Engenharia de Bioprocessos e Analise de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos e no Laboratorio Central de Biologia Molecular da

Universidade Federal de Lavras.

2.1 Caracterizagdo dos subprodutos industriais utilizados no processo fermentativo

2.1.1

O permeado de soro de leite (PSL) fresco foi filtrado visando retirar micelas de
proteinas remanescentes, homogeneizado e armazenado sobre congelamento até o momento
da analise.

A 4gua de maceracdo de milho (AMM) foi liofilizada e armazenada para posterior analise de
lipidios. Para realizar sua liofilizacdo um volume de 50 mL de AMM foi inserido em potes de
vidro com capacidade de 100 mL. As amostras foram submetidas ao congelamento em
ultracongelador com sistema de ar estatico (Coldlab, modelo CL120-86V, Piracicaba, SP,
Brasil) a -75 °C. Em seguida, as amostras foram liofilizadas (Edwards, modelo L4KR, Séo
Paulo, Brasil) a —40 °C e pressdo de vacuo de 0,998 mbar por 48 h. O produto seco foi

armazenado em dessecador a vacuo.

Caracterizacdo do permeado do soro de leite (PSL) e da agua de maceragdo de milho
(AMM)

O teor de umidade foi determinado por secagem em estufa até peso constante a 105 °C
(AOAC, 1997). A fragéo lipideos foi obtida empregando o método de Gerber, a leitura foi
feita em escala graduada do butirdbmetro, apds centrifugacéo e imersdo em banho-maria (IAL,
2008). Ja a fragdo de lipideos da AMM liofilizada foi determinada pelo método 032/1V 1AL

(2008), utilizando Eter Etilico como solvente organico e um aparelho tipo Soxhlet
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(MARCONI, modelo MA117/6/800, Brasil). Foi feito analise de nitrogénio total seguindo a
metodologia de Kjeldhal descrita pela 037/1V do IAL (2008). Utilizou-se um fator de
correcdo de 6,25 para estimar o teor de proteinas totais dos dois subprodutos. Para a
determinacéo de cinzas foi utilizado o método 018/IV 1AL (2008), a amostra foi carbonizada
totalmente com auxilio de uma mufla a 550 °C. A frag&o glicidica foi calculada por diferenca
(AOAC, 2000). O pH foi monitorado utilizando um pHmetro de bancada (Tecnopon, modelo
mPA-210, Brasil). A fracdo de fibra bruta da AMM foi obtida pelo método da Official
Methods of Analysis — AOAC (2000).

A acidez total foi determinada por titulometria, com hidréxido de sédio 0,1 mol/L, utilizando
uma solucdo de fenolftaleina 1% como indicador (AOAC, 1990). A densidade foi medida
usando um picndémetro (AOAC, 2005).

2.2 Estoque, ativacao e padronizacdo do indculo

Para propagacdo e ativacdo, 1 mL da cultura armazenada em eppendorf de
Propionibacterium freundenreichii subsp ATCC 6207 foi transferida para um tubo de ensaio
contendo 9 mL de caldo lactato, previamente esterilizado a temperatura de 121 °C, durante 15
minutos. Este tubo foi incubado a 30 °C por 48 h. Em seguida, foi transferida uma aliquota de
10 mL deste tubo para um Erlenmeyer contendo 90 mL de caldo lactato composto por
(extrato de levedura (1%), peptona de carne (1%), fosfato de potassio (0,025%) e lactato de
sodio (1%). Os mesmos foram incubados a 30 °C em estufa BOD durante 24 h. Para
propagacao, a cultura foi inserida em eppendorfs, centrifugada a 15.000g (SPINLAB, modelo
SL-5AM). Os sobrenadantes foram retirados e adicionou-se 1 mL de meio congelante
previamente esterilizado. O meio congelante era composto por glicerol (15%), peptona
bacterioldgica (0,5%), extrato de levedura (0,3%), NaCl (0,5%) e seu pH foi ajustado para
7,0. A padronizacdo do indculo foi realizada mediante curva de crescimento. O indculo
armazenado em eppendorf sob congelamento foi transferindo para um tubo de ensaio
contendo 9 mL de caldo lactato esterilizado e incubado a 30 °C por 48 h. Posteriormente 500
pl desse conteddo foi transferido ao erlenmeyer contendo 300 mL de caldo lactato
esterilizado, onde a cultura foi incubada a 30 °C sendo realizadas leituras periddicas em
espectrofotometro (A=600 nm) a cada 3 horas em um periodo de 36 h, e plaqueamento em

agar lactato, seguido de incubagéo a 30 °C por 72 h. As culturas foram padronizadas para a
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fermentacdo com base na correlagdo entre absorbancia e o numero de células viaveis,

correspondente a uma contagem inicial no biorreator de 10° UFC mL™.

2.3 Estudo cinético em biorreator

Fermentacéo em batelada

O primeiro tratamento foi conduzido em um biorreator TEC-BIO modelo 7,5
(TECNAL, Piracicaba/Brasil) em batelada com controle de pH, em triplicata. O meio
fermentado (3,6 L) foi composto por permeado PSL e AMM conforme os melhores resultados
obtidos por NGOME et al. (2021), concentrago de lactose de 40 g L™ e 65 g L™ de AMM. O
indculo apresentou uma concentracéo inicial de células no biorreator 10° UFC mL™. A
fermentacdo foi conduzida por 120 h, sendo que a cada 24 horas, 10 mL de amostra eram
retiradas para determinar as concentracfes de lactose, pH, acidos organicos (acido acético,

propidnico e latico) e contagem de bactérias propionicas.

Fermentacdo em batelada alimentada

O segundo tratamento foi conduzido em biorreator em batelada alimentada e foi
realizado com controle de lactose e pH, em triplicata. O meio fermentado (1,6 L) foi
composto por PSL e AMM, iniciando com inéculo de concentragdo 10° UFC mL™ no
biorreator (NGOME et al., 2017). O controle da concentracdo de lactose ao longo da
fermentacdo no biorreator foi realizado retirando periodicamente amostras e analisando pelo
método DNS (&cido dinitrosalicilico) (MILLER, 1959). A concentracdo desse acucar redutor
foi mantida entre 5 e 15 g L™, A adicdo do mosto ocorreu até que o meio de fermentaco
atingiu um volume final de 4 L. Foram retiradas amostras a cada 12 h para analises de acidos
organicos (acético, propibnico e latico) e a cada 24 h para contagem de bactérias propidnicas.
O pH do meio ao longo da fermentacdo foi medido no biorreator e com pHmetro de bancada
(Tecnopon, modelo mPA-210, Brasil).
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2.4 Analise do meio fermentado

24.1

2.4.2

Determinacéo da viabilidade celular

As amostras do meio foram diluidas com &gua peptonada, previamente esterilizada.
Aliquotas de 0,1 mL das diluigcdes foram plaqueadas. Para determinar o numero de
organismos viaveis foi utilizado o método de plagueamento por profundidade (pour-plate) em
meio agar lactato. As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose, dentro de estufa
microbioldgica a 30 °C por 3 dias. O nimero de organismos vidveis foi determinado pela
técnica de contagem total de células nas placas com nimero de coldnias entre 25 e 250 UFC
mL™* (SWANSON et al., 2001).

Determinacao dos acidos organicos

Os acidos organicos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Foi utilizado um cromatografo Schimadzu, com sistema de detecgdo por arranjo de
diodos (modelo SPD-M20A), com amostrador automatico (SIL-20AHT). Foi utilizado uma
coluna Supelcogel C610H (30 cm x 7,8 mm x 9,0 um), equipada com pré-coluna. A fase
movel usada foi uma solucdo de acido perclérico em agua ultrapura a 100mM, com fluxo de
0,5 mL min™ a 40 °C e tempo de corrida de 30 min. Os 4cidos foram detectados por analise
espectrofotométrica a 210 nm. A identificacdo e quantificacdo dos acidos foi feita utilizando
0s respectivos padrdes dos acidos propidnico, acético e latico. Todos os padrdes apresentavam
pureza de 99,9% (Sigma-Aldrich, EUA). As amostras foram diluidas 1/20 e filtradas com
filtro de 0,22 um para posterior andlise (NGOME, 2017). Os resultados foram processados

com ajuda do software LC-Solutions.

2.5 Determinagdo do rendimento, produtividade e fator de crescimento do processo

fermentativo

O rendimento (Ypys) € a produtividade (Pr) para os &cidos propidnicos e acetico foram

calculados de acordo com as equacdes 1 e 2.
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Voo = AP_ P — Po 1
PS5 T AT (So=5) 1)
pr:(P;—PO) )

f

Em que P é a concentracdo final de 4cido (g L™); Po - concentracéo inicial de acido (g L~
1; S - concentragéo final de substrato (g L™); So - concentracdo inicial de substrato (g L™); Pr

— produtividade; t; - tempo de fermentagéo (h).

2.6 Purificacao do &cido propidnico usando criogéis de troca idnica supermacroporosos

2.6.1

2.6.2

Sintese dos criogéis

Os criogeis de poliacrilamida supermacroporosos foram sintetizados conforme
descrito por VERISSIMO et al. (2017). A mistura polimérica foi feita dissolvendo 1,185 g de
mondmeros acrilamida (99%), 0,3175 g de N,N’-metileno-bis-acrilamida (99%), 1 mL de alil
glicidil éter (99%) em 25 mL de &gua ultrapura. Para iniciar a polimerizacdo foram
adicionados dois catalisadores, sendo 100 pL de persulfato de amonio (98 %) e 23,8 pL de
N,N,N,N -tetrametil etilenodiamina (99%). As solugbes foram vertidas em seringas e
polimerizadas por 24 h a -12 °C em banho de etilenoglicol (Modelo 521/3DE, Nova Etica,
Brasil). Em seguida os criogéis foram descongelados, lavados e secos em estufa a 60 °C por
24 h.

Funcionalizagédo dos criogéis de troca idnica

A funcionalizagdo do criogel com ligante de troca ionica foi realizada explorando a
reatividade dos grupos epoxi decorrentes do co-mondmero alil glicidil éter (ALTINTAS et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2019; WHEATLEY; SCHMIDT JR, 1999). Inicialmente, 0s criogéis
puros de aproximadamente 3,0 cm (x 0,24 g) foram imersos em 50 mL de uma solucédo

tampédo de sulfato de aménio (2,75 mol L™, pH 9,5), contendo 0,5 g de ligante taurina (acido
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2-aminoetanossulfénico), por 24 h a 40 °C (WHEATLEY; SCHMIDT JR, 1999). Em seguida,
a solucdo residual foi removida, os criogéis foram lavados com 400 mL de agua deionizada e,

entdo as matrizes foram secas a 40 °C por 24 h e armazenadas em um dessecador até 0 uso.

Ensaios de adsorcdo do &cido propidnico proveniente do meio fermentado por
Propionibacterium freundenreichii

Visando determinar a melhor condicdo de pH para adsorcdao do acido propibnico

empregando o criogel enxertado com taurina (criogel-Tau) foi avaliado a influéncia do pH
(4,0, 5,0, 6,0 e 7,0) sobre a capacidade adsortiva dos criogéis de troca idnica. Os ensaios de
adsorcdo foram realizados em batelada, usando tubos de centrifugacdo de 15 mL. Foi
adicionado aos tubos 0,05 g do criogel de troca iénica e 2,5 mL de solugdo salina de fosfato
de sédio 0,05 mol L™ nos diferentes valores de pH estabelecidos, durante 30 minutos, para
equilibrar o adsorvente. Em seguida foram adicionados aos tubos 2,5 mL do extrato
fermentado filtrado com o pH previamente ajustado.
O pH das solugdes foram ajustados com auxilio de acido fosférico ou NaOH (1 mol L™?). Os
ensaios de adsorcdo foram realizados a 25 °C, sob agitacdo de 50 rpm por 24 h.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 3248xg por 10 min e os sobrenadantes foram
coletados para quantificacdo do conteldo de é&cidos organicos por CLAE conforme
apresentado na secdo 2.4.2. Os ensaios de adsorcdo e as corridas no HPLC foram realizados
em duplicata. A capacidade de adsorcdo dos criogéis para acido propidnico e acido acético foi
determinada pela Equacdo 3 e a recuperacao de acido propibnico foi encontrado pela Equacéo
4,

(cg—c) XV
g=22% ©)
r= mAP.recuperada x 100 (4)

Myp.iniial

Em que q é a capacidade adsortiva do adsorvente (mg &c g criogel™); Co -
concentraco inicial do acido em solucdo (mg mL™): C - concentracéo final do acido em

solugdo (mg mL™); M - massa de criogel seco utilizado (g); r - recuperacéo; mAP recuperada
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-massa de &cido propidnico presa no criogel e que seria recuperada (mg); mAP inicial - massa

inicial de acido propidnico (mg).

2.7 Andlise estatistica

Os ensaios de fermentacdo conduzidos no biorreator foram realizados em triplicata. Os
resultados obtidos para as analises fisico-quimicas do meio fermentado ao longo da
fermentacao e para a purificacdo do meio fermentado foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de média Tukey a 95 % de significadncia com o auxilio do
software R (versdao 4.1.1) (R Core Team, 2021). Os gréficos foram plotados usando o

software SigmaPlot versdo 11 (Systat Software, Inc., San Jose, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao fisico-quimica de PSL e AMM

Permeado de soro de leite (PSL) e agua de maceracdo de milho (AMM) foram
utilizados na elaboracdo do meio de fermentacdo para producdo de éacido propidnico por
Propionibacterium freudenreichi. A Tabela 1 apresenta a composicao fisico-quimica desses

subprodutos agroindustriais.
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Analises PSL AMM
Umidade (%) 97,17 £ 0,02 57,21+ 0,12
Lipidios (%) 0,00 £ 0,00 0,70 £ 0,06
Proteina (%) 0,49 + 0,00 22,91 +0,31

Fibra Bruta (%) *x 0,00 + 0,00
Cinzas (%) 0,27 £ 0,00 6,69 + 0,22
Carboidratos (%) 2,58 + 0,88 12,49+0,34
pH 6,65 + 0,00 4,00 = 0,00
ATT (gL™ 0,1+ 0,00 11,43+ 0,55
Densidade (g.mL™) 1,021 + 0,007 1,199 + 0,001

Os resultados sdo expressos em média seguidos por seus respectivos desvios padrdo. ** Nao se aplica.
Fonte: Prdpria autora (2021)

O permeado de soro de leite (PSL) utilizado no processo fermentativo apresentou
umidade de 97,17 %, pH de 6,65 e acidez titulavel de 0,01 g L™. Fontes et al. (2015) ao
analisar permeado de leite desnatado obteve um valor semelhante de umidade (97,36 %) e pH
(6,58) e uma acidez titulavel superior (0,056 %). O PSL ndo apresentou fracdo lipidica (0,0
%), visto que o processo tecnoldgico aplicado tem finalidade de retirar lipidios por
ultrafiltracdo.

O percentual de proteina do PSL foi andlogo ao obtido por Andrade e Martins (2002)
que ao analisar permeado do soro de leite proveniente da producdo de queijo Minas
encontraram um teor de 0,50 %. Ja o teor de cinzas 0,27% foi inferior a 0,41% detectados
por Fontes et al. (2015).

Analisando os resultados obtidos da caracterizacéo fisico-quimica da AMM (Tabela 1)
nota-se que Chiani et al. (2010) ao avaliar o0 mesmo subproduto encontrou valores menores
para os parametros umidade (47,5 %) e proteina (20,5 %) e maiores para lipideos (1 %), fibras
(1 %) e cinzas (8,8 %). Para os demais parametros a acidez foi inferior ao valor de 14 g L™
obtido por Cunha et al. (2018) e a densidade foi semelhante a 1,25 g mL™ obtido por Liggett
e Koffler (1948).
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3.2 Estudo cinético em biorreator
3.2.1 Fermentacdo em batelada

Os resultados de pH, concentracdo de agucares redutores, contagem total de células e
concentracdo dos acidos organicos ao longo do periodo de fermentacéo estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados da variac&o de lactose (g L™), contagem total de células UFC mL™ e
concentragdo de 4cidos organicos (g L™) ao longo do tempo para 0 processo
fermentativo em batelada

) ) Ac.Propioni
Tempo pH Log Lactose Ac.Latico  Ac.Acético co

(h) UFC mL* (gL? QL") QL") 9L?
0 6,54+0,69  6,05+2,92 48,73+4,07 8,93+0,68° 1,75+1,32°  0,00+0,00°
24 6,92+0,17 7,16+0,89  45,65+548 6,95+0,78" 2,20+0,43®  0,45%0,78°
48 6,34+0,36  10,06+0,72 25,36+2,20 0,92+0,85° 2,90+1,16®  6,94+1,66°
72 6,75+0,32 8,35+0,86  10,14+1,30 0,37+0,64° 7,79+3,21* 13,10+2,18"
96 6,83+0,36 8,11+1,71 6,06£1,21  0,13+0,22° 7,37+2,34*  14,72+3,88"
120 7,07+0,12 7,21+2,10 4,89+1,45 0,15+0,26° 8,00+3,12° 15,82+1,67°

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrao.
Os valores médios seguidos de mesma letra para cada parametro indicam que nao ha diferenca estatistica
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Propria autora (2021)

Os perfis cinéticos da fermentacdo em batelada com os parametros avaliados ao longo

do tempo sdo apresentados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 - Perfil cinético da concentracao celular e variacdo de pH da fermentacdo em

batelada simples com P. freudenreichi
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Fonte: Propria autora (2021)

Figura 2 - Perfil cinético das concentrac@es de lactose e &cidos organicos para fermentacao

em batelada em biorreator com P. freudenreichi
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Fonte: Prépria autora (2021)

Observa-se pela Figura 2 que ao longo do processo fermentativo houve um consumo
de lactose, de 48,73 para 4,89 g L™ e de 4cido latico de 8,93 para 0,15 g L™ ap6s 120 h. A
sintese de acido acético e propidnico alcancaram uma concentracéo de 15,82 e 8,00 g L™
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sucessivamente nesse mesmo tempo. Este perfil é caracteristico de fermentacdo com bactéria
Propionibacterium freudenreichii, pois este microrganismo metaboliza uma variedade de
substratos, como carboidratos, polidis como o glicerol e acidos organicos como o acido latico.

As bactérias propionicas hidrolisam a lactose, metabolizando-a em piruvato pela via
glicolitica. O piruvato é oxidado a acetato e CO , ou reduzido a propionato pela via de Wood-
Werkman para manter o equilibrio redox. (KOZLOSKI, 2002 (FROHLICH-WYDER et al.,
2017). O piruvato € uma molécula que pode ser utilizada tanto para sintese de propionato que
consome NADH, como para acetato geradora de NADH (DEBORDE e BOYAVAL 2000).
Os principais produtos formados pela fermentacdo dessa bactéria sdo os acidos propidnico,
acético, succinico e CO, (THIERRY et al., 2011).

Analisando-se os perfis de consumo de lactose e contagem total de células nota-se que
nas primeiras 24 horas de fermentacdo o consumo de lactose e acido latico foi baixo, o que
pode ser atribuido a etapa de adaptacdo das bactérias propidnicas ao substrato. No periodo de
24 a 48 horas de fermentacdo, pode ser visto um maior consumo de lactose e &cido latico,
aumento da contagem total de células e queda de pH. De acordo com Ahmadi et al. (2015), as
bactérias sdo capazes de usar as fontes de carbono rapidamente durante as 36 horas iniciais e a
rapida producéo de &cidos que causa a queda do pH.

A partir de 72 horas de fermentacdo o consumo de lactose ndo apresenta uma grande
variacdo e nota-se um decaimento da contagem total de células. A réapida estagnacdo da
producdo de &cido propibnico pode ser atribuida a forte inibicdo do produto final e a
coproducdo de outros subprodutos como acido succinico e acético (ZHU et al., 2012). O
efeito antimicrobiano dos sais de propionato proveniente do acido propidnico se estende a
fungos que crescem sobre a superficies de alimentos e pode inibir o crescimento de bactérias
patogénicas como a Listeria monocytogenes (GONZALEZ-GARCIA et al., 2017).

Analisando o consumo e a producdo de acidos organicos, pode ser verificado na
Tabela 2 verifica-se que ao longo da fermentagdo houve producdo dos acidos acéticos e
propidnico, sendo 8,00 g L™ e 15,82 g L™, respectivamente. A maior concentracdo desses
acidos foi observada ap6s 120 horas de fermentacdo, entretanto nota-se que apds 72 horas de
fermentacdo ndo houve um aumento significativo (p<0,05) nas concentracdes desses acidos,
indicando assim o término do processo fermentativo. Pela Figura 8, pode-se observar que os
acidos acético e propibnico crescem simultaneamente ao longo da fermentacdo, observa-se

ainda pela Tabela 2 que a proporcéo de producédo de (AA/AP) foi de aproximadamente de 2:1,
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segundo Assis et al. (2020) essa é uma caracteristica do metabolismo anaerdbio das bactérias
propionicas.

Visando avaliar a capacidade da bactéria Propionibacterium freudenreichii em
converter os substratos presentes no meio em &cidos organicos foi feito céalculos de
rendimento (Yps) e produtividade (Pp), a Tabela 3 expressa os resultados encontrados,

considerando que a fermentagéo terminou em 72h.

Tabela 3 - Concentracdo de substrato, produtos, coeficientes de rendimento e produtividade
do processo fermentativo em batelada

T [S] [P.AA] [P.AP] Yes AA Yeis AP PPAA
(hora) 9L™ 9L? 9L? 997 CI'p) (@L*h?)
0 49 1,75¢1,32°  0,00+0,00° 0,154 0,336 0,108
24 46 2,20+0,43"°  0,45+0,78°
48 25 2,90+1,16®  6,94+1,66"
72 10 7,79+321%  13,10+2,18°
96 6 7,37+2,34%  14,72+3,88"
120 4,89+1,45  8,00£3,12° 15,82+1,67°

[S] € a concentracdo de lactose, [P.AA] € a concentracdo de acido acético, [P.AP] é a concentracdo de &cido
propidnico, Yps AA é o rendimento do acido acético, Yps AP € 0 rendimento de acido propidnico, PpAA é a
produtividade do acido acético e PpAP é a produtividade do acido propidnico.

Fonte: Prépria autora (2021)

A anélise dos resultados de producdo de acidos organicos (Tabela 3) demostra que a
concentracdo, rendimento e produtividade de acido propidnico apos 72 horas de fermentacao
foram de 13,10 g L'1, 0,335 g g~ € 0,182 g L™ h™, respectivamente. Os valores de producdo e
produtividade de &cido propidnico foram superiores ao encontrado por Piwowarek et al.
(2021) que ao fermentar em Erlenmeyer bagaco de maca e agua residudria de batata
utilizando a cepa bacteriana Propionibacterium freudenreichii T82 produziu 12,71 g L™ de
4cido propidnico com rendimento de 0,42 g g e produtividade de 0,106 g L™ h™, apés 120
horas de fermentacéo.

Ngome et al. (2017) ao fermentar soro de leite com cultura mista de Lactobacillus

helveticus e Propionibacterium freudenreichii PS-1 também alcangou menor producédo de
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4cido propionico (3,78 g L™). J4 um estudo realizado em erlenmeyer por Ngome et al., (2021)
com meio de fermentacdo contendo soro de leite, agua de maceracdo de milho e carbonato de
calcio (CaCOyg) utilizando cultura mista de Propionibacterium freundenreichii ATCC 6207 e
Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei, obtiveram uma concentracdo de acido propidnico
levemente superior (23,27 g L™) com 120 h de fermentacéo.

Uma pesquisa desenvolvida por Feng et al. (2010a) em biorreator contendo cepa de
Propionibacterium freudenreichii CCTCC M207015 e 7,5 litros de meio contendo glicose
como substrato (glicose 40 g L™, peptona 5 g L™, extrato de levedura 10 g L™, NaCl 3 g L,
(NH 4); 8045 g L e KH,PO,5 g L™ com controle de pH em dois estagios, obteve
concentracdo de 19,21 g L™ de 4cido propidnico e produtividade de 0,178 g L h™, com 108
horas de fermentacdo. Enquanto, Feng et al. (2010b) ao fermentar também glicose como
substrato e bactérias Propionibacterium freudenreichii CCTCC M207015 para realizar uma
fermentacdo em batelada em biorreator observou uma concentracdo de acido propinico
(20,41 g L™) e produtividade (0,34 g L™ h™) maior desse é&cido. Nestas pesquisas a
concentracdo e a produtividade de &cido propidnico foi maior, porém as matérias-primas
empregadas provavelmente apresentaram um custo superior jA que ndo se tratava de

subprodutos industriais de baixa custo.

Fermentacdo em batelada alimentada

Os resultados obtidos para pH, concentracdo de agucares redutores, contagem total de
células, e perfil de concentracdo dos &cidos organicos ao longo do tempo estdo apresentados
na Tabela 4.



Tabela 4 - Resultados da variac&o de lactose (g L™), contagem total de células UFC mL™ e
4cidos organicos (g L™) ao longo do tempo para 0 processo fermentativo em
batelada alimentada
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Tempo Log Lactose Ac.Latico  Ac.Acético  Ac.Propioni

(h) pH UFC.mL! (g.L™h (g.L™h (g.L™h co(g.L™h

0 6,88£0,09  7,00%0,99  6,00+0,00 4,58+2,93° 1,16%+1,34®  0,00+0,00°

5 7,03+0,24 Fok 5,00+0,00 ok ek ek

6 7, 10i0,30 *kk 8’00i1’00 *kk **x **x

10 7,38+0,15 Fok 7,00+0,58 ok ek ek

12 7,100,20 Hoxk 15'0:-;1’15 1,13+1,00° 0,70+0,64°  0,86+0,94"
*

24 6,36+1,00  7,00+1,93 8’00“‘;1’53 0,00£0,00°  0,00+£0,00°  0,63+1,10"
*

36 7,55+0,12 ool 7’00“‘;3’61 0,43+0,26"  3,53+1,49"  6,27+1,32°
*

48 7,6240,57  7,001,61 4’00"‘;3’55 0,00£0,00° 5,04+2,48"  6,04+1,84°

72 7,56+0,38  8,00%1,17  2,00£0,00  0,00+0,00° 4,78+1,24*  7,41%1,31°

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo. Os valores médios seguidos de mesma letra para cada
pardmetro indicam que ndo ha diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
** Adicdo de substrato. *** N&o se aplica.
Fonte: Prépria autora (2021)

Os perfis cinéticos dos parametros avaliados ao longo do tempo séo ilustrados nas

Figuras 3 e 4.
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Figura 3 - Perfil cinético da concentracdo celular e da variacdo de pH da fermentacdo em

1
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Fonte: Prépria autora.

Figura 4 - Perfil cinético das concentrac@es de lactose e &cidos organicos para fermentacao
em batelada alimentada com P. freudenreichi

14 4 —¥— Lactose

—a— Acido latico
—=— Acido acético
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Tempo (h)

Fonte: Propria autora (2021)

Pelas Tabela 4 e Figura 4 observa-se que ocorreu adi¢do de substrato nos tempos 6,
12, 24, 36 e 48 horas de fermentacdo e que nas primeiras 11 horas foi mantido uma
concentracdo de lactose dentro do biorreator entre 5 e 8 g L™. Nota-se que ao adicionar
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substrato ap6s 12 h de fermentaco a concentragdo do meio subiu para 15 g L™, para manter a
concentracdo de lactose acima de 5 g L™ sem que houvesse necessidade de uma nova adic&o
de substrato antes de completar 24 h. Pela Figura 3 pode-se observar que ndo houve grande
variacdo da contagem total de células ao longo da fermentacdo. De acordo com Melo et al.,
(2007), mesmo em uma concentragdo muito baixa como 2 g.L™ o préprio &cido propiénico
tem efeito inibidor no crescimento das bactérias propidnicas. Outro fator que também pode ter
influenciado no crescimento das bactérias ao longo do tempo séo as alimentacfes realizadas
ja que diluem o meio de fermentacdo, e consequentemente pode diminuir a contagem total de
celulas.

Na tabela 5, pode ser visto que a partir de 36 horas de fermentacdo ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na producdo de acido propidnico, mas
ocorreu adicdo de mosto superior a esse tempo, sendo assim os calculos para rendimento e

produtividade foram realizados no tempo final com 72 horas de fermentagéo.

Tabela 5 - Concentragao de produtos, coeficientes de rendimento e produtividade do
processo fermentativo em batelada alimentada

T [P.AA] [P.AP] Yes AA Yeis AP PpAA PpAP
(h) QLY QLY (99" @gh) @@L @LihY)
0 1,16+1,34®  0,00+0,00° 0,219 0,414 0,066 0,103
12 0,70£0,64°  0,860,94
24 0,00£0,00°  0,63%1,10"
36 3,53+1,49%  6,27+1,32°
48 5,04+2,48%  6,04+1,84°
72 4,78+1,24*  7,41%1,31°

[P.AA] é a concentracdo de &cido acético, [P.AP] é a concentragdo de &cido propidnico, Yps AA é 0
rendimento do &cido acético, Yps AP € 0 rendimento de 4cido propidnico, PpAA é a produtividade do éacido
acético e PpAP é a produtividade do &cido propionico.

Fonte: Propria autora (2021)

Os resultados obtidos na batelada alimentada, foram superiores aos encontrados por
Ahmadi et al. (2015), que avaliaram o efeito do pH na producdo de &cido propiénico em
batelada alimentada por Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii e Lactobacillus
acidophilus, utilizando melagco como substrato base, e com 36 h de fermentacao realizavam a

alimentacdo do meio com leite. Estes autores produziram 5,25 g.L™* de AP e 5,86 g.L™" de AA
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controlando o pH do meio fermentativo em 6,5 e alcancaram valores de 5,67 g L™ de AP e
6,33 g L™ de AA quando n#o realizaram o controle do pH. Ambas as fermentacdes foram
conduzidas por 144 horas. Foi observado que no tratamento em que o pH foi controlado, a
concentracdo de AP e AA foi menor do que no tratamento sem controle de pH. Os autores
concluiram, que a fermentacdo sem controle de pH é mais adequada para o crescimento de P.
freudenreichii e destacam que o uso de grande volume de NaOH com o intuito de manter o
pH permanente ao longo do processo fermentativo pode causar efeito negativo no crescimento
das bacterias.

No estudo conduzido por Feng et al. (2010b) com substrato e suplementos puros na
fermentacdo em batelada alimentada com estratégia de controle de pH de 6,5 nas primeiras 48
horas e 6,0 a partir desse tempo até o final da fermentacdo, obteve uma concentracdo final
superior de acido propidnico de 25,23 g L™ com produtividade de 0,150 g L™ h™ . Em outro
estudo de Feng et al. (2010b) ao fermentar também glicose como substrato e células
imobilizadas de Propionibacterium freudenreichii CCTCC M207015 alcancou 67,05 g L™ de
AP apos 496 h de fermentacdo. No entanto buscando uma redugdo no custo do produto, 0s
esforcos recentes concentram-se na utilizacdo de residuos industriais ou de subprodutos da

matéria prima renovavel com custo baixo para fermentacdo de AP (WANG; YANG, 2013).

Fermentacdo em batelada simples (BS) e em batelada alimentada (BA)

A Tabela 6 apresenta um comparativo dos resultados finais das fermentacGes

conduzidas em batelada simples e em alimentada.

Tabela 6 - Concentragdo de substrato, produtos, coeficientes de rendimento e produtividade do
processo fermentativo em batelada e batelada alimentada

Tempo [P.AA] [P.AP] YesAA  YesAP  PpAA PpAP
(h) Tratamentos (gL (L™ (9gh (@gH (gL*hh) (gL*hY
72 BS 478+124 1310+218 0154 0336 0108 0,182
72 BA 478 +1,24 7,41 +131 0,219 0,414 0,066 0,103

[P.AA] é a concentracdo de cido acético, [P.AP] é a concentracdo de acido propidnico, YpsAA € o rendimento
do 4cido acético, Yp;s AP é o rendimento de acido propidnico, PpAA é a produtividade do &cido acético e PpAP
é a produtividade do &cido propionico.

Fonte: Propria autora (2021)
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Apo6s 72 horas de fermentacdo em batelada alimentada a concentragdo final de AP de
7,41 g.L! e produtividade 0,103 g.L™-.h™, foram inferiores aos observados para o processo
fermentativo em batelada simples (13,10 g.L™ e 0,182 g.L">.h™*) no mesmo tempo.

Foi observado que o rendimeno de AP foi maior na batelada alimentada (0,414 g g™
do que na batelada simples (0,336 g g*), mas a produtividade e a concentracao final foram
menores na batelada alimentada. Portanto os resultados levam a concluir que é melhor
conduzir a fermentacdo propidnica usando batelada simples.

Umas das possiveis causas para os resultados obtidos da batelada alimentada nao
serem melhores pode ser a auséncia de inibi¢do pelo substrato (lactose) na faixa investigada
deste trabalho, pois uma das vantagens da batelada alimentada em relacéo a batelada simples
é evitar esse tipo de inibicdo (DEBABRATA E DEBAYAN, 2019).

De acordo com Ammar e Philippidis (2021), um obstaculo que reduz o rendimento de
acido propibnico e aumenta o custo de processamento posterior é a purificacdo, isso ocorre
devido a formacdo de subprodutos como os acidos acético e succinico pois torna 0 processo

mais complexo.

3.3 Purificacéo do acido propidnico obtido por fermentacdo de subprodutos

Criogéis de troca catidnica funcionalizados com taurina (criogel-tau) foram aplicados
na purificacdo de &cido propidnico. A Tabela 7 apresenta os resultados de capacidade de
adsorco (g - mg g™) do criogel-Tau, em funcéo dos diferentes valores de pH (4,0 a 7,0). Os
resultados (Tabela 6) foram submetidos a ANOVA e verificou-se que o0s tratamentos
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si de acordo com o teste de Tukey. Em pH
4,0 o criogel-Tau foi efetivo na adsorcdo de acido propionico (256,13 mg g*) em detrimento
da adsorcdo de acido acético (29,34 mg g™), isso ocorreu porque o pka do AP é igual a 4,88,
enquanto o do AA é 4,75. Assim no pH 4,0 o AA apresentava menos cargas positivas
comparado ao AP, resultando em sua menor atracdo eletrostatica e interacdo com o ligante. O
criogel-Tau apresentou caracteristicas de um trocador catidnico, pois o pka da cadeia lateral
livre da taurina é 1,5 (CHEMICALBOOK, 2021), logo em todos os valores de pH estudados,
o ligante apresentava carga liquida negativa, sendo neutralizado por contra ions catidnicos.

A capacidade adsortiva do criogel-Tau em pH 4,0 foi superior ao reportado por Li et

al. (2021) que ao analisarem a adsorcao de acido propidnico em resinas anionicas (ZGA412 —
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esqueleto de Copolimero de &cido acrilico), obtiveram um resultado méaximo de capacidade
adsortiva de 47,32 mg g™*. Resultados inferiores aos obtidos nesse trabalho também foram
relatados por Polat e Sayan (2018), que verificaram uma adsorcdo de &cido propibnico
(188,50 mg g) em cristais sulfato de célcio dihidrato. J4 Silva e Miranda (2013) ao
empregar uma resina de troca anionica (Purolite A133S - poliestireno reticulado com matriz
de divinilbenzeno) para purificar &cido propiénico presente em caldo de fermentacéo,

alcancaram um resultado maximo de 452,73 mg +g™.

Tabela 7 - Conteldo de acido organicos adsorvido (q) no criogel funcionalizado com taurina em
funcdo de diferentes valores de pH

. Capacidade de adsorgéo Capacidade de adsorgéo
Criogel pH -1 i
(mgécido propidnico gcrioqel ) (mgécido acético gcrioqel )
4,0 256,13 + 38,14% 29,34 + 12,86°
Criogel-Tau 50 153,45 + 5,81° 199,34 + 15,52°
6,0 203,81 + 11,80° 249,94 + 25 57°
7.0 148,42 + 2,59° 185,36 + 14,71°

Os resultados sdo expressos em media + desvio padréo.
Os valores médios seguidos de mesma letra para capacidade adsortiva indica que ndo hé diferenca estatistica
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Tau-criogel: criogel funcionalizado com taurina.
Fonte: Propria autora (2021)

A Tabela 8 apresenta os valores de porcentagem de recuperacdo de acido propidnico
apos purificacdo utilizando o criogel-Tau. Observa-se que no pH 4,0 obteve-se um maior
valor de recuperacdo (59,73 %). Este resultado foi proximo ao encontrado por Silva e

Miranda (2013), que obtiveram 64% de recuperacdo de AP.

Tabela 8 - Recuperacdo de acido propibnico purificado em funcédo de diferentes
valores de pH

Criogel pH Recu(;g/i;agao
4.0 9,73 +£9,03°

Criogel-Tau 5,0 35,70 + 1,35°
6,0 47,46 + 2,59°

7,0 34,81 +0,39°

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrao.
Os valores médios seguidos de mesma letra para capacidade adsortiva indica que ndo ha diferenca
estatistica entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Criogel-Tau: criogel funcionalizado com taurina.
Fonte: Propria autora (2021)
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4 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, conclui-se que o uso de subprodutos da industria
alimenticia como PSL e AMM sdo promissores para producdo de AP de maneira sustentavel,
contribuindo assim para a preservacdo do meio ambiente, reducdo dos gastos das industrias
com o tratamento desses efluentes e agregacdo de valor para esses subprodutos. O melhor
resultado usando esses dois subprodutos e cultura pura de Propionibacterium freudenreichii
subsp ATCC 6207 foi alcangado pela batelada simples com concentracdo de AP de 13,10 g L~
! ap6s 72 h de fermentacéo. A maior capacidade de adsorcéo de AP (256,13 mg g™*) nos testes
usando criogéis de troca catiénica funcionalizados com taurina (criogel-tau) foi obtida em pH
4, assim como a maior recuperacao de AP (59,73 %) e menor capacidade adsortiva de AA
(29,34 mg g'), mostrando assim que o uso de criogéis de troca ibnica é uma forma

promissora de purificagdo de AP do meio de fermentacéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O permeado de soro de leite e a agua de maceragdo de milho mostraram-se eficientes
para utilizacdo na fermentacdo propidnica. Novos testes com esses subprodutos séo sugeridos,
para as fermentacGes em batelada simples e alimentada com cultura mista afim de obter uma
maior concentracdo de acido propiénico e menor tempo de fermentagdo. Assim como mais
testes de capacidade de adsorcdo de AP usando criogeis, e também testes de dessor¢do, afim

de melhorar o processo de purificagdo com o uso de criogéis.
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APENDICE

Figura 1 — Filtracdo para retirada de micelas de proteinas remanescentes

Fonte: Propria autora (2021)

Figura 2 — Fermentacdo do pré-teste em triplicata

Fonte: Propria autora (2021)



Figura 3 — Fermentacéo da batelada simples

Fonte: Prépria autora

Figura 4 — Fermentacdo da batelada simples alimentada
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Fonte: Prépria autora
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Figura 5 — Etapa de sintese de criogéis com as solucGes vetidas em seringa

Fonte: Propria autora

Figura 6 — Criogéis sendo lavados

Fonte: Prépria autora
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Figura 7 — Criogéis sendo secos em estufas

Fonte: Propria autora

Figura 8 — Criogéis sendo funcionalizado com os ligantes

Fonte: Propria autora



Figura 9 — Ensaio de adsor¢éo do AP proveniente do meio fermentativo
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Fonte: Propria autora
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