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RESUMO GERAL

Substratos liquidos e poluentes como soro podem ser aproveitados para
a producdo de novos produtos com maior valor agregado, minimizando assim, o
impacto ambiental e custos pelo tratamento de efluente por laticinios. A
fermentacdo do soro por Propionibacterium freudenreichii PS-1produz &cido
propibnico, usado como agente antifingico em alimentos e sementes e como um
ingrediente em termoplasticos, drogas antiartrite, perfumes, aromas e solventes.
Inicialmente, foi realizada a adaptacdo das linhagens de Propionibacterium
freudenreichii PS-1 usando erlenmeyers com 100 mL de caldo lactato com
concentragdes crescentes de 0 %, 0,1 %, 0,15 % e 0,25 % do acido propi6nico
incubados a 30°C, monitorando o crescimento a partir da densidade o6ptica
(DOsgonm)- Os resultados indicaram que o0 aumento da concentracdo do &cido
propibnico promoveu a diminuicdo na velocidade especifica méaxima de
crescimento de Propionibacterium freudenreichii PS-1, de 0,1137 a 0,0277 h™.
Portanto, o crescimento celular de bactérias propidnicas € negativamente
influenciado pela concentracdo de acido propiénico, aumentando o tempo de
crescimento de 32h para 100h, com o aumento da concentracdo de &cido
propiénico no meio de crescimento para 0,25% m/v. Posteriormente, foi feito
um estudo cinético da fermentacdo propidnica com cultura pura de
Propionibacterium freudenreichii PS-1 e mista com 0 mesmo microrganismo e
Lactobacillus helveticus em meio com soro desnatado o extrato de levedura, a
30°C. Na fermentacdo com cultura mista, foi produzida maior quantidade de
acidos totais (2, 1978 g acidez total por 100 mL). Em seguida, utilizou-se um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para avaliar o efeito da
concentragdo de inoculo e do tempo de adicdo de Propionibacterium
freudenreichiiPS-1 sobre a producdo de acido propidnico usando cultura mista.
Foram conduzidas fermentagcdes em erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL
do soro desnatado suplementado com 1% de extrato de levedura, inoculados
com 10% v/v. As concentragBes de células do indculo foram determinadas a
partir da densidade 6tica a 660 e 540 nm para Propionibacterium freudenreichii
PS1 e Lactobacillus helveticus respectivamente. Os meios foram incubados a 30
°C durante 168h, sem agitacdo. As amostras foram retiradas em tempos
regulares durante a fermentacdo para estudo cinético e andlise da producéo dos
acidos organicos.Os resultados foram1, 0989g/100 mL para acidez e pH final de
3,76 para cultura pura e para a cultura mista 2,1978g/100mL e 2,87 de acidez e
pH, respectivamente. A producdo maxima atingida dos &cidos orgéanicos foi de
3,78 g/L para &cido propibnico e 3,10 g/L para acido acético. Todos 0s
pardmetros analisados ndo tiveram efeitos estatisticamente significativos, ao
nivel de significancia de 5% (p<0,05).
Palavras-chave:Soro  desnatado.  Propionibacterium  freudenreichii  PS-
1.Lactobacillus helveticus.Acidos organicos.



GENERAL ABSTRACT

Liquid substrates and pollutants such as whey may be used in the
production of new products with larger added value, thus minimizing the
environmental impact and the costs of treating effluents with dairy products.
Whey fermentation by Propionibacterium freudenreichii PS-1 produces
propionic acid, used as an anti-fungi agent in foods and seeds and as an
ingredient in thermoplastic, anti-arthritis drugs, perfumes, aromas and solvents.
Initially, isolates of Propionibacterium freudenreichii PS-1 were adapted using
erlenmeyers with 100 mL of lactate juice with increasing propionic acid
concentration (0%, 0.1%, 0.15% and 0.25%), incubated at 30 °C, monitoring the
growth through the absorbance in a spectrophotometer at 660 nm. The results
showed that the increase in propionic acid concentration decreased the
maximum specific growth rate of the Propionibacterium freudenreichii PS-1
from 0.1137 to 0.0277 h™. Therefore, the cellular growth of the propionic
bacteria was negatively influenced by propionic acid concentration, increasing
the growth time from 32 h to 100 h, with an increase of propionic acid
concentration in the medium to 0.25% m/v. Posteriorly, a kinetic study of the
propionic fermentation with a Propionibacterium freudenreichii PS-1 pure
culture and a mixed culture with the same microorganism and Lactobacillus
helveticus was performed in a medium with skimmed whey and yeast extract, at
30°C. In the fermentation with mixed culture, a larger quantity of total acids was
produced (2.1978 g total acidity per 100 mL). Subsequently, a Central
Composite Rotational Design was used in order to evaluate the effect of the
inoculum concentration and of the Propionibacterium freudenreichii PS-1
addition time over the production of propionic acid using mixed cultures.
Fermentations were conducted in erlenmeyers of 500 mL containing 300 mL of
skimmed whey supplemented with 1% yeast extract, inoculated with 10% v/v.
The concentrations of cells in the inoculum were determined from the optical
density of 660 and 540 nm for Propionibacterium freudenreichii PS-1 and
Lactobacillus helveticus, respectively. The mediums were incubated at 30 °C
during 168 h, without agitation. The samples were removed in regular times
during fermentation for kinetic study and analyses of organic acid production.
The results were 1.10 g lactic acid/100 mL for acidity and final pH of 3.76 for
pure culture and, for the mixed culture, 2.32 g lactic acid /100 mL and 2.87 of
acidity and pH, respectively. The maximum production of organic acids reached
was 3.78 g/L for propionic acid and 3.10 g/L for acetic acid. All the analyzed
parameters did not present statistically significant effects at 5% (P,0.05) level of
significance.

Keywords: Skimmed whey. Propionibacterium freudenreichii  PS-1.
Lactobacillus helveticus. Organic acids.
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CAPITULO 1liIntrodugio Geral

1 INTRODUCAO

O é&cido propidnico € usado como conservante em alimentos e sementes
e como ingrediente em termoplasticos, drogas, perfumes, aromas e solventes.A
producdo comercial de acido propibnico é conduzida especialmente por sintese
quimica utilizando-se matérias-primas obtidas do petréleo. Porem, a producéo
por processo fermentativo a partir de insumos renovaveis é alternativa
interessante. Diferentes fontes de carbono tém sido utilizadas nessas pesquisas,
como glicose, glicerol, lactose e soro de queijo. Entretanto, a produgdo por
fermentacdo ainda apresenta baixo rendimento e produtividade devido a inibi¢éo
do crescimento celular e da sintese de acido propidnico por altas concentra¢oes
do mesmo. Para diminuir o problema, varias estratégias tém sido testadas como
fermentacdo extrativa e uso de bactérias tolerantes ao acido propiénico obtidas
por evolucao adaptativa.

O setor de laticinios é de grande importancia no estado de Minas Gerais,
que € o maior produtor de queijos do Brasil, representando aproximadamente
50% da producdo nacional. A producdo de queijo no Brasil girou em torno de
745 mil toneladas em 2010, segundo Associacdo Brasileira das Industrias de
Queijo (ABIQ), sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial, atrds da Unido
Europeia e Estados Unidos (LIMA FILHO; POMBO, 2010). Esse setor & um
segmento importante da inddstria mineira e apresenta tendéncia de crescimento
pelo aumento no consumo de produtos lacteos, principalmente de queijos.

Segundoa Associagdo Brasileira das Industrias de Queijo - ABIQ (2010
apud SOUZA, 2007), cada quilo de queijo gera-se, em média, 8 Kg de soro,
podendo-se deduzir que sdo gerados, aproximadamente, 5,6 milhdes de

toneladas anuais de soro. Embora o soro contenha alto valor nutricional, ele é o
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maior problema das industrias de laticinios, em todo o mundo, pois somente
parte do soro produzido é utilizado, sendo o restante descartado como efluente,
por causa do alto custo e da dificuldade de processa-lo (RAMQOS, 2010), apesar
da legislacdo ambiental ser cada vez mais rigida quanto ao destino do soro e
outros produtos agroindustriais.

O soro pode ser usado como fonte de carbono e energia para producéo
de é&cidos, combustiveis, bebidas fermentadas, dentre outros, conforme o tipo de
microrganismo utilizado. Por isso, diversos estudos tém sido feitos utilizando-se
soro de queijo em fermentacOes para producdo de, entre outras substancias,
bioaromas e 4acidos organicos. As bactérias propionicas produzem 4&cido
propidnico eseus sais possuem baixa tendencia & dissocia¢do; por isso sao ativos
em alimentos com baixa acidez.

A pesquisa do aproveitamento deste subproduto da industria de
laticinios € muito importante, pois seu uso em processos fermentativos pode
gerar produtos de maior valor agregado como acido propidnico, aproveitando
seus nutrientes e minimizando seu impacto ambiental.

Objetivou-se, nesta pesquisa, avaliar a producdo de acido propidnico a
partir da fermentacdo do soro lacteo por cultura mista de Propionibacterium

freudenreichiiPS-1 e Lactobacillus helveticus.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura e propriedades do &cido propi6nico

O é&cido propibnico é &cido organico monocarboxilico, com trés 4tomos
de carbono. Esse &cido € conhecido na nomenclatura usual como acido propilico
ou acido propibnico e na nomenclatura IUPAC (Internacional Union of Pure and
Applied Chemistry) como 4&cido propandico. Apresenta formula molecular
(C3sHg0,), de cadeia aberta e com a massa molar de 74 g/mol(BARBOSA, 2011,
MCMURRY, 2010).

O 4cido propibnico é caracterizado pela presenca do grupo — COOH,
denominado carboxila ou grupo carboxilico, apresenta caracteristicas de gordura
(grego: prétos, primeiro; pidn, gordura) (BARBOSA, 2011).E caracterizado
ainda por ter odor pungente, aroma e sabor suave. E o responsavel pelo cheiro
caracteristico do queijo suico, podendo ser usado como aromatizante
(DALMASSO et al., 2011).

O é&cido propibnico é polar e pode formar pontes de hidrogénio.Este
acido é solavel em A&gua e ioniza-se parcialmente em solucdo aquosa
(CH3CH,COOH + H,0 = CH;CH,COO + H;0" ), com constante de dissociacéo
Ka = 1.34*10°a 25 °C. O grupo etila (CH3CHy-) tem efeito indutivo doador de
elétrons, sendo, portanto, acido fraco e os seussaissdo ativos em alimentos com
baixa acidez. Esse acido apresenta temperatura de fusdo de -22 °C e de ebulicdo
de 141 °C (BARBOSA, 2011).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_massa_at�mica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_massa_at�mica

18

2.1.1 Importancia do &cido propidnico

Os &cidos propibnico, acético e seus sais de célcio, sddio e potassio tém
sido usados em concentra¢bes maximas de 0,32% como conservantes em alguns
alimentos tais como queijos e pdes. Essas moléculas inibem o crescimento de
fungos filamentosos. A adicdo de 0,2% de propionato de calcio no pdo retarda a
germinacdo de microrganismos e evita 0 amarelecimento e a viscosidade em
massa de pdes (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2007;YANG; SILVA, 1995).

O acido propidnico tem muitos e variados usos como agente anti-
flngico em alimentos e sementes e como ingrediente em termoplasticos, drogas
antiartrite, perfumes, aromas e solventes (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2007).
O soro fermentado por Propionibacterium freundenreichii, substituindo os
conservantes quimicos, tem se comportado como agente fungistatico natural
quando incorporado em pées e outros produtos de confeitaria (HUANG et al.,
2002).

Usa-se o acido propidnico ou propionato como aditivo e conservante na
producdo de racdes de animais. E também importante intermediério quimico na
sintese de fibras de celulose, herbicidas, perfumes, aromas e produtos
farmacéuticos (CORAL et al., 2008).

Segundo Jay,Loessner e Golden (2007), o acido propidnico é utilizado
para lavar e sanificar carcacas de animais apds o abate, com objetivo dese
reduzir a quantidade de patogénicos e aumentar a vida Gtil do produto. O efeito
antimicrobiano do &cido propidnico deve-se & diminuicdo do pH para valores

.....

dissociado.
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2.1.2 Producéo do &cido propidnico por processos fermentativos

Atualmente, quase todo o acido propibnico € produzido por sintese
quimica de matérias-primas do petréleo (CORAL et al., 2008; ZHU et al., 2012).
No entanto, na agricultura bioldgica, hd grande esforco para minimizar parcela
de recursos ndo renovaveis(combustiveis fosseis, por exemplo) e maximizar uso
de apenas matérias-primas renovaveis, com objetivo de alcancar sistemas de
producdo sustentaveis e tornar-se agricultura autossuficiente(KADAR et al.,
2011). Em virtude da grande oscilagdo de precos de matérias-primas do petroleo
e da necessidade de preservar 0 ambiente, na industria sdo explorados métodos
alternativos como processos fermentativos para a producdo de acido propibnico
(CORAL et al., 2008).

O écido propidnico pode ser produzido por bactérias propionicas, via
rota dos &cidos dicarboxilicos com &cidos acético e succinico como subprodutos.
propinico no crescimento celular e na sintese de &cido propidnico ainda sdo
problemas para producdo por fermentacdo (ZHU et al., 2010). Esse baixo
rendimento ressalta a importancia de desenvolver duas estratégias: fermentacao
extrativa propiénica (SRIVASTAVA, 2001) e producdo de acido propidnico
com bactérias tolerantes ao acido propiénico obtidas por meio de adaptacdo
evolutiva (ZHU et al., 2012). Outros trabalhos revelam que a inibicdo da
producdo do &cido propibnico foi substancialmente superada aumentando-se a
concentragdo de extratos de levedura ou usando-se outro substrato para melhorar
a fermentacdo (FENG et al., 2010a;MARCOUX et al., 1992). Marcoux et
al.(1992)concluiram que a suplementacdo do meio de cultura com extrato de
levedura e KH,PO, aumentou a taxa de crescimento, em uma populacdo de
células de 1,3 x 10"°°UFC/mL em 48h.
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2.2 Bactérias propidnicas e condi¢fes do processo

S8o chamadas de bactérias propidnicas porque produzem grande
quantidade de acido propibnico, atraves da conversdo de &cido lactico em &cidos
propibnico e acético e CO,. Sdo gram-positivas, pertencem ao grupo de bacterias
lacticas na classe de actinobactéria, principalmente isoladas a partir de produtos
lacteos, em especialmente de queijo tipo suico em que a densidade desua
populacdo em geral, atinge 10° UFC/g (DALMASSO et al., 2011). Sdo iméveis,
ndo formam esporos, anaerdbicas e anaerdbicas facultativas, catalase positiva e
apresentam-se em forma de bastonetes curtos ou de cocos, de acordo com o
meio em que se encontram. As colbnias menores podem apresentar cores
amarelas, alaranjadas ou vermelho-escuro (KIATPAPAN; MUROOKA, 2002).

As bactérias propibnicas tém papel importante em varios processos
industriais.Entre os quais a obtencdo de in6culos para producdo de queijos tipo
suico e como probi6ticos para producéo de vitamina B,,(ZARATE, 2012)e cido
propiénico (FENG et al., 2010a; ZHU et al., 2010, 2012). Além disso, sdo
utilizadas como cultura e aditivos em alimentos e ensilagem para inibir o
crescimento de bolores e leveduras e em preparagbes farmacoldgicas
(KIATPAPAN; MUROOKA, 2002). As bactérias propidnicas laticas sdo
consideradas probidticas devido a producgdo de &cido propidnico, bacteriocinas,
propioninas e vitamina By, (ZARATE; CHAIA, 2012).

Existem evidéncias claras atuais de que a cultura pura ou mista de
propionibactéria estimula o crescimento de outras bactérias e exercem efeitos
benéficos ao hospedeiro (KIATPAPAN; MUROOKA, 2002; ZARATE;
CHAIA, 2012). Outras pesquisas tém evidenciado que as bactérias propidnicas
podem desenvolver aroma doce e o cheiro de nozes em queijos (DALMASSO et
al., 2011; MAISTRO; DAMACENA; FREIRE, 2002). Peptideos e aminoécidos,

em particular prolina e leucina produzidos pela proteélise, e &cidos graxos
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produzidos pela lipolise, ao longo do catabolismo de seus produtos, contribuem
significativamente para o desenvolvimento dos “flavors” caracteristicos desses
queijos (ZARATE; CHAIA, 2012). Nesse sentido, o permeado de soro fresco,
fermentado por bactérias propidnicas, pode ainda servir como ingrediente
natural para produtos de panificacdo (YANG; SILVA, 1995).

As bactérias propibnicas isoladas no leite crescem na faixa de
temperatura de 15 a 40°C.No entanto, a temperatura 6tima de crescimento em
condi¢bes anaerobicas, situa-se em torno de 30°C. Contudo as bactérias
propiénicas podem permanecer ativas em temperaturas baixas (MOURA, 2001).
Essas bactérias apresentam aindapH 6timo de crescimento na faixa de 6,5 a 7,0.
O pH igual a 5,0 é o ponto critico e em meios com valores de pH abaixo desse,
ha queda do crescimento das bactérias propionicas (BERESFORD et al., 2001).
Os valores baixos de pH inibem o crescimento das bactérias mas ndo as mata.
Esse notavel efeito é provavelmente explicado pela alta concentracdo de ions
hidrogénio que podem inibir a atividade das proteinas expostas na parte externa
da membrana celular, afetando as propriedades dos lipideos na membrana
citoplasmatica (DOELLE, 1985).

Entretanto outro estudo avaliou o efeito do pH na velocidade especifica
de crescimento celular (ux) e na velocidade especifica deformacdo de &cido
propibnico (pp), demonstrando que o pH de 6,5 era benéfico para obter o
méaximo de crescimento de células (umax) no intervalo de fermentacéo de 0 a
48h e que, para manter o valor elevadode pp apds 48h para a fermentacdo do
acido propiénico, o pH 6,0 foi mais benéfico. Esse estudo concluiu que,
aplicando-se a estratégica do controle do pH, o rendimento e a produtividade do
acido propibnico foram aumentados em 31,75% e 45,90%, respectivamente, em
comparagdo com os melhores resultados do processo de pH constante (FENG et
al., 2010b).
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2.3 Microbiologia preditiva

A microbiologia preditiva é uma &rea da Microbiologia que usa modelos
matematicos para descrever e predizer a evolucdo quantitativa da populacéo
microbiana ao longo do tempo. O tratamento dos dados obtidos pelo estudo
permite obter uma equacdo que podera prever o tempo de ajuste ao meio (fase
lag) ou a taxa de crescimento apés a adaptacdo das células do microrganismo ao
meio. Ao variaras condi¢bes ambientais como o pH ou o0 tempo e temperatura ou
outros fatores intrinsecos e extrinsecos, torna- se possivel verificar se ha
crescimento nas condicOes testadas e gerar curvas de crescimento/inativagdo
microbiana (DANNENHAUER, 2010).

Das vérias classificacbes dos modelos preditivos destaca-se a
classificagdo proposta por Buchanan, Whiting e Damert (1997), os quais
consideram os modelos como primarios, secundarios ou terciarios. Os modelos
primarios descrevem as alteragbes no nimero de microrganismos ou nhas
respostas microbianas com o tempo, num dado ambiente especifico, enquanto
que modelos secundéarios indicam a forma como os parametros dos modelos
primarios se alteram com mudancas nos fatores ambientais como a temperatura,
pH e a atividade de agua.Enquanto que os modelos terciarios consistem em
softwares que conjugam o0s modelos primarios e secundarios, constituindo
ferramenta Gtil para a aplicagdo no nivel da produgdo industrial da microbiologia
preditiva.

Os modelos primarios estdo aptos a estimar o crescimento celular em
UFC/ g ou mL, a formac&o de toxinas, os niveis de substratos ou de produtos do
metabolismo microbiano, ao longo do tempo, através do fornecimento de valores
de parametros de equacOes especificas (BUCHANAN; WHITING; DAMERT,
1997).
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Diversos modelos preditivos primarios foram desenvolvidos e descritos,
como a Funcdo de Gompertz, Funcdo modificada de Gompertz, Modelo
Logistico, Modelo Baranyi, Modelo Monod, Modelo Monod modificado,
valores D de inativacdo térmica, Modelo de decréscimo de crescimento de
Whiting e Cygnarowicz, Modelo linear de trés fases (TELEKEN; ROBAZZA,;
GOMES, 2011).

O modelo de crescimento microbiano desenvolvido por Baranyi e
Roberts (1994) tem sido utilizado amplamente desde que foi introduzido no
inicio dos anos 90. A notabilidade desse modelo deve-se ,de algum modo, a
disponibilidade de dois programas: DMFit e o MicroFit, distribuidos pelo
Institute of Food Research, UK.

O modelo de Baranyi e Roberts (1994) tem 4 pardmetros principais:
valor inicial, lag, velocidade méaxima e valor maximo (final) e 2 parametros
relativos a curvatura: mCurv e nCurv, que descrevem a curvatura do modelo
sigmoide no inicio e no fim da fase de crescimento, respectivamente. Os valores
relativos a esses parametros dependem do modelo escolhido no programa
(DMFit), isso é, se escolher "model of Baranyi and Roberts- no lag”, o valor de
mCurv é ajustado a 0 e, assim 0 modelo descreve apenas o0 crescimento/morte
microbiana e a fase estacionaria, evidenciada pelaFigura 1A. No estudo do
modelo de “Baranyi and Roberts- complete model”, os parametros definidos sdo
mCurv=10 nCurv=1, tendo-se nesse caso, a representacdo das fases lag, de
crescimento e estacionaria da populacdo microbiana, mostrada pela Figura
1B.Na Figura 1,apresentam-se as curvas geradas pelo modelo de Baranyi e
Roberts (1994).
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Figural Curva gerada pelo modelo de Baranyi e Roberts-no lag A e modelo
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Matematicamente, o modelo de Baranyi e Roberts é definido pela

equacéo:

dN_ q(t) N(t) \m

ar1raeo Hma (1 () INCY 1)
dq _
< = hmax. q(t) 2)

Onde N representa 0 nimero de células existentes no tempo t, tmax € a
densidade méaxima de células e g(t) é a média fisiologica das células, a qual se

altera com o tempo. A parte % representa o ajusteda fungdo a(t) como fator

extra para descrever a fase lag de crescimento. Essa fun¢do permite a transicdo
da fase lag para a fase de crescimento exponencial, por descrever a diminuicao
gradual do efeito do ambiente embutido em q(0), que representa o estado
fisiologico inicial das células no momento da inoculagdo (SWINNEN et al.,
2004).

_ a®
a() =110 3)
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A transformagdo mais estdvel de q(0) pode ser definida através da
equacéo 4.

h(t) = In (1+ qio) = -Ina(t) (4)

O valor h0 = h(0) = -lna(0) que é o produto da taxa especifica de
crescimento maximo e de lag, portanto,esse produto é constante para as curvas
de crescimento diferentes, desde que o estado fisiol6gico das células na
inoculacéo seja idéntico(BARANY|; ROBERTS, 1994).

2.4 DMFit

DMFit é sistema usado internacionalmente para modelar avariagdo do
logaritmo das concentragbes de células de culturas bacterianas em relagdo ao
tempo. Esse programa ¢ baseado no trabalho de Baranyi e Roberts (1994) “A
dynamics approach to predicting bacterial growth in food”, publicado em 1994
na revista Internacional Journal of Food Microbiology e é uma extensdo do
programa Excel para ajustar curvas de crescimento, em que a fase linear é
precedida pela fase lag.

Os modelos secundérios indicam a forma como os parametros dos
modelos primarios alteram-se com mudangas nos fatores ambientais como a
temperatura, pH atividade de agua entre outros. A temperatura é o fator de maior
relevancia nas reacGes de deterioracdo de alimentos, principalmente na
deterioracdo provocada por microrganismos, pois a velocidade de crescimento
dos microrganismos e a fase lag sdo largamente dependentes da temperatura.

Estes sdo exemplos de modelos secundarios: 0 modelo de Belehradek;

de Ratkowsky; de Arrhenius; modelo modificado de Arrhenius; modelo
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Probabilistico; Valor Z; Polinomiais ou resposta; modelo de Superficie e de
Williams-Landel Ferry (ISABELLE; ANDRE, 2006).

Os modelos terciarios consistem em softwares que conjugam os modelos
priméarios e secundarios, constituindo-os ferramenta Gtil para a aplicacdo no
nivel da producdo industrial da microbiologia preditiva. Esses modelos
compreendem USDA Pathogen Modeling Program; Food Micro Model; ExPert
Systems e ComBase (ISABELLE; ANDRE, 2006).

2.5 Lactobacillus helveticus

Lactobacillus possuem a forma de bastonetes, variando de longos a
curtos, sdo gram-positivas e ndo formam esporos. Os lactobacilos ndo possuem
sistema de citocromo e sdo incapazes de utilizar o oxigénio como aceptor de
eléctrons. Ao invés disso, essas bactérias produzem &cido lactico a partir de
simples fermentacdo de carboidratos. A acidez produzida inibe as bactérias
competidoras, criando nicho ecoldgico no qual os latobacilos levam vantagem
em relagdo aos competidores (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

Estas bactérias sdo utilizadas desde os primordios, na fabricacdo de
diversos produtos fermentados. Algumas cepas sdo consideradas probidticas e
proteoliticas, uma caracteristica fisiolégica que tem sido muito estudada.
Durante a fermentacdo do leite, os sistemas proteoliticos das bacterias laticas
desempenham papel fundamental, onde permitem que as bactérias cresgcam bem,
assegurando fermentacdo bem sucedida (LOZO et al.,, 2011). S&o ainda
responsaveis por VArios processos, tais como a elaboragdo de queijos e de
iogurtes, o envelhecimento dos vinhos, a conservacdo de alimentos (chucrute,
silagem para o gado) e a producdo de &cido l4ctico, aditivo na industria de
alimentos como acidulante e estabilizante (MALAJOVICH, 2011).
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Lactobacillus helveticusémuito usada em leites fermentados e queijos.
Essa bactéria possui enzimas que favorecem o seu crescimento rapido no leite
com perfis especificos de hidrélise do substrato, o que pode explicar a
identificacdo de estirpes associadas com interessantes propriedades tecnologicas.
Essas enzimas tambémdesempenham papéis cruciais na textura e sabor de
produtos lacteos, bem como a geracdo in situ de peptideos bioativos (SADAT-
MEKMENE et al., 2011). Em comparagéo com outros lactobacillus termofilicos
L. helveticus é relativamente adaptavel a diferentes condicGes de crescimento, e
apresenta boa capacidade para fermentar grande variedade de carbohidratos. L.
helveticus produz grande quantidade do acido lactico, em comparagdo com
outros lactobacillus (MICHAYLOVA; MINCOVA, 2005). Séo autotroficas para
a maioria dos aminoacidos e a sua atividade proteolitica é considerada a mais
forte entre as bacterias laticas (LOZO et al., 2011;SADAT-MEKMENE et al.,
2011).

Para todos 0s microrganismos existem valores de pH minimo, 6timo e
maximo para sua multiplicagdo. Verifica-se que o pH da neutralidade (6,5 — 7,5)
é 0 mais favoravel para a maioria dos microrganismos. Alguns sdo favorecidos
pelo meio &cido, como ocorre com Lactobacillus, certamente porque ha inibigdo
da microbiota competidora. No geral,essas bactérias sdo tolerantes a baixos
niveis de pH, com faixa 6tima de 5,5 a 5,8, em pH neutro ou em reacGes
alcalinas ha diminui¢do na producdo de acido e o crescimento decresce. A
temperatura 6tima de crescimento varia entre 30 a 40°C, sdo acidofilas e
encontradas naturalmente em: efluentes, esgotos, grama, em laticinios, leite,
carne e derivados, cerveja, vinho, frutas, suco de frutas, agua, vegetais, picles e
trato intestinal de animais homeotérmicos(HOFVENDAHL; HAHN-
HLIGERDAL, 1997). Sendo ainda L.Helveticususadapara fabricacdo de
produtos lacteos, uma vez que sdo as espécies mais acidificantes e tolerantes ao

acido latico que conduzem a diminuicdo do pH até 3,5 (NIELSEN et al., 2009).
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2.6 Reac0es bioquimicas da fermentacgao propidnica

Algumas das substancias produzidas pelo metabolismo microbiano, via
fermentacdo propibnica podem ocorrer tanto a partir de 4cido latico
(CH;CHOHCOOH) como de seu sal lactato de célcio ((CH;CHOHCOO),Ca).
Pelo balanco da fermentacdo, obtém-se que trés unidades de &cido latico, com
2709 fornecem duas unidades de &cido propi6nico com 148g, uma unidade de
acido acético com 60g, uma unidade de gas carbdnico com 44g e uma de agua
com 18g, em que uma unidade equivale a um mol de CO,, que equivale a 22,4
litros (MOURA, 2001). A fermentacdo realizada pelas bactérias propidnicas
pode ocorrer ainda a partir de glicose, glicerol e alguns aminoécidos, mas o
principal substrato é o lactato e os produtos dessa fermentacdo sdo os &cidos
propidnico, acético e 0 CO, (MOURA, 2001).

A lactose, glicose e lactato, substratos preferidos pelas bactérias
propibnicas, sdo convertidos em &cido propibnico através do ciclo do &cido
dicarboxilico. Essa conversdo segue a reacdo de transcarboxilacdo, onde eles
podem converter piruvato a oxaloacetato, que entdo é convertido a succinato.
Succinato é convertido através de intermediarios da metilmalonil coenzima A
(CoA) a propionato. O grupo carboxilico removido da metilmalonil-CoA ¢é
transferido o piruvato para formar oxaloacetato, fazendo o caminho ciclico
(HUANG et al., 2002). Acido acético e CO, sdo formados a partir do piruvato
via piruvato desidrogenase (SOUZA, 2007). A Figura 2apresenta o ciclo
metabdlico da fermentacdo da glicose realizado por Propionibacterium

freudenreichii.
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Acetyl-P — acetate + ATP
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Figura2 Ciclo metabolico da fermentacdo da glicose por Propionibacterium
freudenreichii

Fonte:Allen (1964)

Nota: Me-malonil-CoA é metilmalonil-CoA, (a) e (b) sdo isémeros. FP é flavoproteinae
FPH, é reduzido a flavoproteina.

As maiores desvantagens da fermentacdo sdo o lento crescimento da
bactéria, alta producédo de inibidores e a dificuldade de recuperacdo do produto
(HUANG et al., 2002). Além disso, o pH do meio de fermentagdo pode afetar
tanto o crescimento dos microrganismos como a producdo e aestabilidade dos
metabdlitos obtidos (LONSANE; GHILDYAL; BUDIATMAN, 1985).

Esforcos sdo feitos para eliminar a produgdo de inibidores e para
melhorar a produtividade da fermentagdo. Cepas tolerantes ao acido propionico,
reatores com células imobilizadas e reatores com reciclo témsido desenvolvidos
para melhorar o rendimento e a produtividade da fermentagcdo (HUANG et al.,
2002).

Outros estudos indicamquea elevada capacidade de tamponamento de
alguns substratos, assim como o uso de solucdo salina inicial elimina a

necessidade de controle do pH durante o processo fermentativo, uma vez que
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permitem que, durante o crescimento, o pH ndo sofra variacBes bruscas e ndo
atinja valores criticos para o metabolismo (LONSANE; GHILDYAL;
BUDIATMAN, 1985).

2.7 Soro lacteo

Soro lacteo é o principal subproduto obtido na produgdo de queijo. Ele
contém alta concentracdo de matéria organica, principalmente proteinas, lactose
e sais minerais (CUARTAS-URIBE et al., 2009). E um liquido de cor amarela
esverdeada, que possuiproteinas de alto valor nutritivo, aproximadamente a
metade dos sélidos do leite, com significativo valor nutricional, e boas
propriedades funcionais (MAWSON, 1994).

O soro consiste em aproximadamente 85 a 90% do volume do leite
usado para a transformacdo de queijo e retém 55% de nutrientes do leite
(BARBOSA, 2010), consiste ainda em grande quantidade de agua e solutos de
baixa massa molar como a lactose, sais minerais, e outros componentes
minoritarios (TOLKACH; KULOZIK, 2005). A grande quantidade de soro
produzida nas queijarias gera preocupagdo com relacdo ao meio ambiente, pois o
soro lacteo langado em um corpo receptor possui uma Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO) em torno de 60.000 mg/L. A conversédo do soro de queijo em
novos produtos pode ser mais uma alternativa para a disposicdo do mesmo, pois
por um lado obtém-se reducdo na DBO e por outro ganha-se novo produto
resultante da fermentacdo (BARBOSA, 2010).

Vaérios estudos indicam que a composi¢do e o tipo de soro produzido na
industria leiteira variam em fungdo dos processos tecnoldgicos empregados, do
leite utilizado e do tipo de queijo fabricado (MARWAHA; KENNEDY, 1988).

Bertazzoni et al. (2004) afirmam a existéncia de varias opgdes para o

aproveitamento do soro, podendo ser utilizado como matéria-prima na
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elaboracdo de bebidas lacteas, ou até em tecnologias modernas para obtencéo de
produtos especificos e/ou novos a serem utilizados, principalmente pela industria
de alimentos.

Segundo Souza (2007), o soro pode ser usado na alimentagdo humana na
forma liquida, condensada ou em pd, sendo que a forma em po6 é geralmente
preferida por apresentar maior tempo de armazenamento, podendo ser
modificado e/ou misturado com outros produtos servindo a propositos
especificos.

O soro pode ser utilizado ainda sob diferentes formas: soro fresco,
pasteurizado ou ndo, concentrado, contendo 35 a 60% de sélidos, soro
adocicado, contendo 38% de solidos e 38% de acucares, soro fresco e,
finalmente, podem-se utilizar, os componentes individuais do soro, como a
lactose e proteinas (SOUZA, 2007).

Varios estudos despertam atencdo sobre maior problema do soro, pois
esse tem alto poder poluente, sendo muitas vezes descartado no meio ambiente,
gerando poluicdo e degradacao dos corpos receptores(BARBOSA, 2011).

Embora ainda haja casos de descarte de soro em cursos de agua, a
tendéncia é que cada vez mais as industrias apliqguem tecnologias que permitam
0 processamento de grandes volumes de soro em produtos que possam ser
usados em grande variedade de alimentos e aplicagGes industriais (TEIXEIRA,
2004).

Jan et al. (2002) sugerem a fermentagdo do soro como via para produgédo
de vérios compostos de grande valor, dependendo dos microrganismos
utilizados, considerando que o processo que converta a lactose na substancia

desejada é seguro e viavel economicamente.
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CAPITULO 2 Adaptacio das bactérias propidnicas a concentragdes
crescentes de acido propibnico e estudo cinético da

fermentacdo propibénica com cultura pura e mista

RESUMO

A utilizagdo comercial dos processos de fermentagdo para a producéo de
acidos organicos € frequentemente limitada por baixos rendimentos de producao.
Esse baixo rendimento ressalta a importancia de desenvolver estratégias de
fermentagdo para aumentar a producdo. Avaliaram-se,neste trabalho,as
adaptacOes das bactérias propidnicas a concentragdes crescentes de acido
propidnico, foi avaliada também a cinética da fermentacdo propi6nica com
cultura pura e mista, onde amostras do meio fermentado foram coletadas em
tempos regulares para determinagGes de pH, acidez total e agucares redutores.A
adaptagdo das linhagens de Propionibacterium freudenreichii PS-1 foi
conduzida usando erlenmeyers com 100 mL do caldo lactato com concentragdes
crescentes de 0 %, 0,1 %, 0,15 % e 0,25 % do acido propidnico incubados a
30°C, monitorado o crescimento a partir da densidade optica (DOggonm).OS
resultados mostraram que o aumento da concentracdo do &cido propidnico
promoveu a diminuigdo na velocidade especifica maxima de crescimento de
Propionibacterium freudenreichiiPS-1, de 0,1137 a 0,0277 h™. Portanto o
crescimento celular de bactérias propibnicas é negativamente influenciado pela
concentragdo de &cido propidnico, aumentando o tempo de crescimento de 32h
para 100h, com o aumento da concentragdo de &cido propidnico no meio de
crescimento para 0,25% m/v. No estudo cinético, o pH variou de 5,81 a 3,76 na
cultura pura e de 5,48 a 2,87 na cultura mista em 168h de fermentag&o. A cultura
mista de Propionibacterium freudenreichii PS-1 e Lactobacillus helveticus
apresentou maior teor de acidez que variou de 0,0999 a 2,1978 g de acidez total
por 100mL da amostra, com consumo de lactose variando de 2,91 a 2,56g/100g
em 168h de incubacdo a 30°C. Para a cultura pura de Propionibacterium
freudenreichii PS-1, o teor de acidez foi de 0,0999 a 1,0989¢ de acidez total por
100mL da amostra e a variacdo de lactose foi de 2,24 a 2,32¢g/100g.Este estudo
mostrou que ap6s 72h de fermentacdo ndo ocorria muita variacdo nos
parametros analizados de pH, acidez e lactose.

Palavras-chave: Adaptacdo.Propionibacterium freudenreichii PS1.Lactobacillus
helveticus.Fermentacéo.
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CHAPTER 2 Adaptation of the propionic bacteria to the increasing
concentration of propionic acid and kinetic study of

propionic fermentation with pure and mixed cultures

ABSTRACT

The commercial use of fermentation processes in order to produce
organic acids is frequently limited by low yield. This highlights the importance
of developing fermentation strategies to increase production. In this work we
evaluated the adaptation of propionic bacteria to increasing concentrations of
propionic acid. We also evaluated the kinetic of propionic fermentation with
pure and mixed cultures, in which samples of the fermented medium were
collected in regular times to determine pH, total acidity and reducing sugar. The
adaptations of the Propionibacterium freudenreichii PS-1llineages was
conducted using erlenmeyers with 100 mL of lactate juice with increasing
concentrations of propionic acid (0%, 0.1%, 0.15% and 0.25%), incubated at 30
°C, monitoring the growth from the optic density (DOgso nm). The results showed
that the increase in propionic acid concentration promoted the decrease in
Propionibacterium freudenreichii PS-1 maximum specific growth speed from
0,1137 a 0,0277 h™. Therefore, the cellular growth of propionic bacteria is
negatively influenced by the concentrations of propionic acid, increasing the
time of growth from 32 h to 100 h, with an increase of propionic acid
concentration to 0.25% m/v. In the kinetic study, the pH varied from 5.81 to
3.76 in the pure culture and from 5.48 to 2.87 in the mixed culture in 168 h of
fermentation. The Propionibacterium freudenreichii PS-1 mixed culture
presented higher acidity rate which varied from 0.0999 to 2.1978 g of total
acidity per 100 mL of the sample, with lactose consumption varying from 2.91
to 2.56 g/100g in 168 h of incubation at 30 °C. For the Propionibacterium
freudenreichii PS-1 pure culture, the acidity rate was from 0.0999 to 1.0989 g of
total acidity per 100 mL of the sample and the variation of lactose was from 2.24
to 2.32 g/100 g. This study showed that not much variation of the analyzed pH,
acidity and lactose parameters occurred after 72 h of fermentation.

Keywords:Adaptaion. Propionibacterium freudenreichii PS-1. Lactobacillus
helveticus. Fermentation.
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1 INTRODUCAO

O é&cido propidnico é utilizado como bioaroma, conservante, na
producdo de racdes animais, sintese de fibras de celulose, herbicidas, perfume,
produtos farmacéuticos e fabricacdo de termopléasticos e solventes. Na industria,
a producdo comercial de &cido propidnico € conduzida especialmente por sintese
quimica a partir de matérias-primas do petrdleo, o que ressalta a importancia de
desenvolvimento da producdo a partir de insumos renovaveis. Nesse caso,
diversas fontes de carbono tém sido utilizadas nessas pesquisas, como glicose,
glicerol e lactose (CORAL et al., 2008). Esses substratos podem ser convertidos
pelas bactérias propibnicas 4 acido propibnico através do ciclo do é&cido
dicarboxilico (CHEN et al., 2012). Entretanto, o rendimento e produtividade
baixos devido a inibicdo do acido propidnico no crescimento celular e na sintese
de &cido propi6nico ainda sdo problemas para sua producdo por fermentacdo
(ZHU et al., 2010). Para alguns autores a inibicdo do acido propi6nico no
crescimento celular e na sintese de 4&cido propibnico, tem requerido
desenvolvimento de vérias estratégias: fermentacdo propidnica extrativa
(SRIVASTAVA, 2001)e producdo de acido propibnico por bactérias tolerantes
ao acido propidnico obtidas por meio de adaptacdo evolutiva (ZHU et al., 2012).
Outros autores salientam que a inibicdo da produgdo do &cido propidnico foi
substancialmente superada aumentando-se a concentragdo de extrato de levedura
ou usando outro substrato para melhorar a fermentacdo (LIU et al., 2011;
MARCOUX et al., 1992). Marcoux et al. (1992) provaram que a suplementacéo
do meio de cultura com extrato de levedura e KH,PO,aumentava a taxa de
crescimento, em uma populacio de células de 1,3 x 10'° UFC/mL em 48h.

A estimativa da concentracdo de células das culturas em qualquer
estudo, a partir da analise das curvas de crescimento obtidas, pode favorecer o

desenvolvimento de processos fermentativos que conduzam a condicfes Gtimas



4

de crescimento e, consequentemente, a obtencao de bons resultados na industria
de fermentagfo.E sabido ainda que todos os microrganismos necessitam de
conjunto de fatores que lhes permitam viver e crescer num determinado meio
ambiente. Esses fatores sdo diferentes de microrganismo para microrganismo.
Assim, esta pesquisa foi conduzida objetivando-se avaliar a adaptagédo
das bactérias propidnicas a concentracBes crescentes de acido propibnico e
estudar a cinética de fermentagdo usando cultura pura de Propionibacterium
freudenreichii PS-1 e cultura mista com 0 mesmo microrganismo e

Lactobacillus helveticus para produgdo do acido propiénico.
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2 MATERIAL E METODOS

Todas as analises foram realizadas nos laboratérios de Engenharia de
Bioprocessos, Laticinios, Bioquimica de Alimentos, Microbiologia de Alimentos
e no Laboratério das Analises Avancadas e Bioquimicas do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos/UFLA.

2.1 Obtengdo e armazenamento do soro

O soro desnatado foi doado pelo laticinio Verde Campo em Lavras-MG
e transportado imediatamente em bombonas de 20L para o Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos, onde, foi mantido congelado a -18°C em garrafas
PET de 2L até o momento de andlise, segundo as recomendacdes adaptadas da
ISO 7218 (INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION - 1SO, 2007).

2.2 Preparacdo e caracterizacdo do soro

O soro foi filtrado a vacuo, com papel- filtro faixa azul de diametro
12,5cm e porosidade 8 um para a homogeneizacdo da matéria-prima e retirada
de sélidos em suspensédo. O pH do filtrado foi ajustado a 7,0 com NaOH 0,2 N,
antes da autoclavagem. Paralelamente, foram retiradas aliquotas para analises de
acidez titulavel e pH (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS - AOAC, 1998),além delactose (método de Antrona) (DISCHE,

1962), para a caracterizag&do do soro, realizada em triplicata.
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2.3 Microrganismos

Os microrganismos, Propionibacterium  freudenreichii PS1 e

Lactobacillus helveticus foram doados por Empresa Christian Hansen Industria.

2.4 Manutencao das culturas, ativacao e preparo de inoculo

A cultura liofilizada de Propionibacterium freudenreichii PS1 (Chr-
Hansen) foi ativada em caldo lactato por litro (m/v): 1% de extrato de levedura,
1% de peptona de carne, 0,025% de K,HPO,4 e 1% de lactato de sodio segundo
metodologia de Marcoux et al.(1992), e incubado a 30°C por 48h. Apds
incubacéo aliquotas de 1mL da cultura foram retiradas e transferidas para tubos
de ensaio ,contendo 9 mL de agua peptonada realizando-se diluices seriadas.
Aliquotas de 0,1 mL das diluigdes adequadas foram plaqueadasem agar lactato e
incubadas a 30°C por 5 dias. Col6nias isoladas foram transferidas para agar
lactato apdés a confirmacdo de pureza pelo teste de catalase, morfologia e
coloracdo de Gram. A cultura estoque purificada foi preparada em caldo lactato,
adicionando 15% de glicerol, previamente ajustado a pH 7 e autoclavados a
121°C durante 15 minutos, congelado a -18 °C conforme metodologia adaptada
de WoskoweGlatz(1991).

A cultura liofilizada de Lactobacillus helveticus foi ativada em meio
MRS, contendo por litro 10 g de peptona, 8 g de extrato de carne, 49 de extrato
de levedura, 20 g de glucose, 2 g de K;HPO,, 5 g de acetato de sodio, 2g de
citrato de aménio, 0,2 g de sulfato de magnésio heptahidratado, 0,05g de sulfato
de manganés tetraidratado esterilizado a 121°C por 15 minutos.As bactérias
foram ativadas a 37 °C por 24h em tubo de ensaio, contendo 10 mL do caldo

MRS. O estoque da cultura foi feito com 12% de leite desnatado e 15% de
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glicerol previamente autoclavados, congelado a -18 °C, conforme metodologia
adaptada de Woskow e Glatz (1991).

Para a padronizacdo dos indculos, aliquotas de 10%v/v da cultura
ativada de Propionibacterium freudenreichii foram transferidas para frascos
contendo 100 mL do caldo lactato estéril e incubada a 30°C por 24h. Aliquotas
de 10%v/v da cultura ativada de Lactobacillus helveticus foram transferidas para
frasco contendo 100 mL do meio MRS incubada a 37 °C por 24h.

2.5 Pureza da cultura de bactérias propidnicas

Foram feitos testes para a confirmacdo da pureza da cultura verificando-
se a morfologia das células usando microscépico éptico, a morfologia das

coldnias nas placas, teste da catalase e coloragdo de Gram (TEIXEIRA, 2004).

2.6 Multiplicagéo celular

Multiplicacdo celular de Propionibacterium freudenreichii PS1 foi
acompanhada pela medicdo da absorbancia em espectrofotdmetro (DOgg)
(FEMTO 700 S Soft., Brasil). O acompanhamento do crescimento celular
deLactobacillus helveticus foi realizado no mesmo espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 540nm (DOss). As curvas de crescimento foram
realizadas em triplicata segundo a metodologia adaptada de Feng et al. (2010a,
2010b).
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2.7 Determinacéo dos parametros de crescimento microbiano

Os parametros de crescimento microbiano como velocidade especifica
maxima de crescimento (umax), duracdo da fase lag (A), numero inicial e
méaximo de células (Ng) e (Nm) respectivamente foram determinados
utilizando-se a metodologia de modelo preditivo descrito por Baranyi e Roberts
(1994). Os parametros de crescimento foram obtidos pelo ajuste dos dados a

equacdo de Baranyi e Roberts (1994), usando software DMFit 3.0.

2.8 Adaptacao das bactérias propidnicas a concentragdes crescentes de

acido propibnico

As linhagens de bactérias propiénicas foram adaptadas a concentragoes
crescentes de acido propidnico por transferéncias sucessivas em meios contendo
concentracdes crescentes de acido propidnico, no qual o indculo de 10% da
cultura priméria foi transferido a erlenmeyers com 100 mL de caldo lactato,
sendo que as concentracdes de acido propidnico foram: 0 %, 0,1 %, 0,15 % e
0,25 %. Em seguida, foram incubados a 30°C e foi monitorado o crescimento a
partir da densidade Optica. As células que apresentaram bom crescimento foram
repetidamente transferidas para caldo lactato com maiores concentracfes de
acido propiénico, conforme metodologia descrita por Woskowe Glatz (1991),
modificado por Zhu et al.(2010). Os experimentos foram feitos em triplicata.

2.9 Estudo cinético da fermentacao e producao de acido propidnico

Os meios de fermentacdo utilizados no estudo cinético foram preparados

com soro desnatado e 1% (m/v) de extrato de levedura, composi¢cdo essa
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definida em testes preliminares e baseada em Hugenschmidt et al. (2010). O
soro foi previamente filtrado, seu pH ajustado a 7 com 0,2N de NaOH,
misturado com extrato de levedura e os meios foram autoclavados a 121°C por
15 min. As fermentacfes foram realizadas em frascos erlenmeyers e inoculado
com 10% do indculo, a uma concentracdo de 10’ UFC/mL, perfazendo 330mL
de meio e conduzidas a uma temperatura de 30°C por 168 h. Nos tempos
regulares de 0, 24, 48, 96, 120, 144 e 168h, foram coletados 10 mL do meio
fermentado em tubos de centrifuga e ImL em tubo de ensaio, para cada uma das
trés repeticdes de cada tratamento. O volume de 10 mL foi centrifugado a 3000
rpm (1428 g) por 25 min. O sobrenadante foi coletado e transferido para tubos
de ensaio com rosca, e posteriormente congelado para analises de &cido
propidnico, &cido acético, acido latico,acidez total, agucares redutores, e pH.
Para as amostras em tubo de ensaio, foram realizadas diluicbes para contagem

de microrganismos viaveis.

2.10 Microrganismos viaveis

No processo fermentativo, 0s microrganismos viaveis foram
determinados utilizando o método de plaqueamento por profundidade. O
plagqueamento foi efetuado em dois meios de cultura, Agar lactato e Agar MRS
conforme o0 microrganismo Propionibacterium freudenreichii PS1 e
Lactobacillus helveticus, respectivamente.As placas foram incubadas a 30 °C
por 5dias e 37 °C, por 3dias, para a contagem de Propionibacterium

freudenreichii PS1 e Lactobacillus helveticus, respectivamente.
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2.11 Determinac@es do pH, acidez titulavel, sélidos totais, cinzas, gordura,
proteinas e lactose

Os valores de pH foram determinados pela leitura direta do sobrenadante
em potenciémetro digital de bancada modelo Q400AS, calibrado previamente
com solugdo-tampao de pH 4,0 e 7,0. Para a determinacdo de acidez titulavel, do
teor de sélidos totais e do teor de cinzas foram adotadas as metodologias de
AOAC 920.24, AOAC 925.23, AOAC 935.42 respectivamente (AOAC, 1998).
A determinagdo da porcentagem da gordura foi feito por método de Gerber
descrito por Pereira et al. (2001). A determinag&o do teor de nitrogénio total foi
feita pelo método micro-Kjeldahl AOAC 991.20, usando fator de conversao 6,35
para obtencdo do teor de proteina total(AOAC, 1998). A quantificacdo de AR foi
feita pelo método de Antrona (DISCHE, 1962).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo do soro desnatado

Os resultados da analise fisico-quimica do soro desnatado (SD) utilizado

para formulacdo dos meios de fermentagdo sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Caracterizacéo fisico-quimico do soro desnatado

Parametro Valores de Soro Desnatado
pH 6,35 + 0,05
Acidez (g/L) 0,70 + 0,57
Gordura (Yom/v) 0,20+0,0
Soélidos Totais (%m/v) 5,35+0,05
Cinzas (%m/m) 0,46+0,01
Lactose (%m/m) 2,74+0,12
Proteinas (%m/v) 1,11+0,11

Estes resultados mostram que o soro deshatado pode ser utilizado na
formulagéo do meio de fermentag&o para o crescimento de bactérias propibnicas
e producdo de &cidos propiénico e acético. Possui valor de pH 6timo para
crescimento das bactérias laticas e aclcares suficientes para a fermentacao.
Outra vantagem apresentada nesse soro desnatado é o teor de gordura baixo.
Entretanto, o valor relativamente elevado das proteinas pode ndo favorecer
muito a fermentacdo e producdo do é&cido propibnico. Isto porque na
fermentacdo, dependendo do microrganismo, o pH pode ser reduzido a valores
préximos de 2 e o ponto isoelétrico das proteinas do soro é préximo de pH 5,
entdo em meios com valores de pH abaixo de 5, provavelmente pode ocorrer a

precipitacdo das proteinas do soro, ndo podendo favorecer assim a fermentacao.
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Os resultados da gordura, solidos totais, cinzas, proteinas e lactose
(Tabela 1) obtidos nesta pesquisa foram inferiores aos encontrados por Pelegrine
e Carrasqueira(2008), que obteve basicamente em um soro resultante do
processamento do queijo 92% de agua, 8% de matéria seca, 4,8% de lactose,
0,7% de proteina bruta, 0,4% de gordura e 0,5% de cinzas e aos obtidos por
Barbosa (2010), que reportou, aproximadamente, 93+0,05% de agua,
4,25+0,05% de lactose, 1,25+0,06% de proteinas solUveis, 0,60+0,01% de sais
minerais, 0,33+0,06% de gorduras e 6,43+0,08% de extrato seco total.Luz
(2010), analisando o permeado de soro também obteve valores de 0, 013% de
proteinas, 0,9 g/L de acidez titulavel, 4,09% de sélidos totais, 0,18% de cinzas,
3,43% de lactose e pH 6,17.0 teor de lactose do soro desnatado utilizado neste
trabalho foi um pouco inferior aos reportados nos trabalhos anteriores. Os niveis
minimos de lactose no leite de vaca (m/m) segundo o artigo 475 de 1962,
regulamentado em 1963, do RIISPOA ¢ de 4,3%, valor esse superior ao obtido
nesse trabalho, mesmo considerando que, quase toda a lactose do leite passa para

0 soro.

3.2 Crescimento celular e determinacéo dos parametros de crescimento

As Figuras 1 e 2 apresentamos dados experimentais das curvas de
crescimento de Propionibacterium freudenreichii PS-1 em caldo lactato e de
Lactobacillus helveticus em caldo MRS respectivamente, assim como as curvas
geradas pelo modelo primario de Baranyi e Roberts (1994), aplicando o software
DMFit.
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experimentais e ajuste do modelo primario de Baranyi e Roberts
(1994)
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Nestas figuras € possivel visualizar os pontos experimentais e as curvas
preditas pelos modelos priméarios de Baranyi e Roberts, onde nota-se que o
tempo de crescimento de Propionibacterium freudenreichii PS-1 em caldo
lactato a 30°C e L. helveticus em caldo MRS a 37°C foi muito diferente. A
bactéria Propionibacterium freudenreichii PS-1 cresce mais lentamente (tempo
de crescimento de 32h) que L. helveticus (tempo de crescimento del2h). Na
Tabela2 encontram-se os valores dos pardmetros primarios de crescimento para

as duas espécies de bactérias.

Tabela 2 Pardmetros de crescimento observados para P. freudenreichii em
caldo lactato a 30 °C e L. helveticus em caldo MRS a 37°C obtidos
pelo modelo de Baranyi e Roberts (1994)

Paramentros
Tempo
Cultura
uit crescimento | pma(h™) [Lag(h) | Y° | YE | t5(h) | R?
(h)
P. freudenreichii 32,0 0,1137 14,0 0,1096 - 6,1 0,9901
L. helveticus 12,0 0, 3153 42 0,1999 2,1819 2,2 0,9956

NestaTabela 2, pode-se notar diferenca nos parametros de crescimento,
sendo que as bactérias P. freudenreichii PS-1 apresentaram uma maior fase lag
(14,0 h) e menor velocidade especifica maxima de crescimento - pmax(0,1137 h™)
contra 4,2 h e 0,3153 h* de L. helveticus, respectivamente.Em relacdo ao tempo
de geracdo,P. freudenreichii PS-1 teve maior tempo de geragéo (6,1 h) enquanto
que L. helveticus tiveram menor tempo de geragdo (2,2 h), uma vez que as
Gltimas apresentaram maior m. A Vvelocidade especifica maxima de
crescimento de L. helveticus foi 2,77 vezes maior que a da P. freudenreichii PS-
1. Em relacdo ao tempo de incubacéo, foi de 32h para P. freudenreichiie de 12h
para L. helveticus. Nota-se que os coeficientes de determinacdo R* de ajuste do

modelo de Baranyi e Roberts foram elevados, iguais a 0, 9901e 0, 9956 para P.
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freudenreichii PS-1 e L. helveticus respectivamente, indicando bom ajuste dos
dados experimentais a0 modelo. Nas tabelas 3 e 4 sdo apresentadas as
correlacdes entre absorbancia e contagem de células de P. freudenreichii PS-1 e

L. helveticus.

Tabela 3 Crescimento de P. freudenreichii PS-1 em funcéo do tempo

Tempo Absorbancia (660nm) Contagem UFC/mL
6 0, 106 3,50*10"
10 0,179 1,27*10°
18 0, 544 1,10*10°
22 1,018 2,44%10°

Tabela 4 Crescimento de L. helveticus em funcéo do tempo

Tempo Absorbancia Contagem
(540nm) UFC/mL

0 0, 161 2,10*10°

2 0, 201 7,40*10°

6 0, 698 1,80*10’

8 1,419 6,80*10’
10 1,938 1,02*10°
12 2,152 1,49*10°

Pela Tabela 3, foi observado que apds 6h de cultivo a 30 °C a contagem
de P. freudenreichii atingiu cerca de 3,50*10" UFC/mL, valor esse que cresceu
até 2,44*10° UFC/mL ap6s 22h de cultivo.Para L. helveticus foi constatado que
ap6s 6h de incubacio a 37 °C a contagem atingiu 1,80*10" UFC/mL, tendo
aumentado para 1,49*10® UFC/mL ap6s 12h de incubacéo.
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3.3 Adaptacdo das bactérias propidnicas a concentragdes crescentes de

&cido propibnico

Um dos principais problemas nas fermentacdes reside no baixo
rendimento e produtividade devido a vérios fatores entre ambientais e do préprio
processo fermentativo. Assim, a adaptacdo das bactérias propidnicas a
concentragdes crescentes do &cido propidnico € mecanismo para minimizar
alguns desses problemas. Nas figuras 3, 4 e 5, sdo apresentadas as curvas de

crescimento para as linhagens de Propionibacterium freudenreichii PS-1, com

concentragdes crescentes de &cido propidnico.
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Figura3 Curva de crescimento de Propionibacterium freudenreichii PS-1 em
caldo lactato com 0,10% de &cido propidnico -dados experimentais e
ajuste a modelo de Baranyi e Roberts



Figura 4

54

15 -
2 0,15%
:
D 1,5 T
0
2
w 1
2
05 # + Dados experimentais
Iy —— Ajuste de Baranyi e Roberts
D T T 1
0 20 40 60

Tempo (h)

Curva de crescimento de Propionibacteriumfreudenreichii PS-1 em
caldo lactato com 0,15% de &cido propi6nico - dados experimentais e
ajuste a modelo de Baranyi e Roberts



55

0,25%

= L
[ I ST Y
1 1 1 1

Abs. (660nm)
%

+ Dados experimentais

—— Ajuste de Baranyi e Roberts

o T T ]
o a0 100 150

Tempo (h)
Figura5 Curva de crescimento de Propionibacterium freudenreichii PS-1 em

caldo lactato com 0,25% de &cido propi6nico - dados experimentais e
ajuste a modelo de Baranyi e Roberts(1994)

Nasfiguras 3, 4 e 5 pode-se perceber comportamento bem diferente em
relacdo a fase lag e tempo de crescimento de P. freudenreichii PS-1em caldo
lactato com diferentes concentracdes de &cido propidnicoa 30°C.Da Tabela 5
podem ser observados e comparados os valores preditos pelo modelo de Baranyi

e Roberts (1994), para todos o0s parametros representados.
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Tabela5 Parametros de crescimento observados para P. freudenreichii em
caldo lactato com 0,10; 0,15 e 0,25% de acido propiénico (AP) a
30°C, obtidos por modelos primarios de Baranyi e Roberts (1994)

Cultura Parametros
P. Te-rnpo -1 0 End 2
freudenreichii cresc(lr:?ento Umax (h™) [Lag (h)| Y Y ts (h) R
0,10% AP 40,0 0, 0679 13,1 10,3294 1,9455 10,2 0,9867
0,15% AP 55,0 0, 0507 23,3 0,4641 - 13,7 0,9830
0,25% AP 100,0 0, 0277 55,5 0, 3592 - 25,1 0,9489

A diferenca observada graficamente é melhor comprovada pela anélise
dos parédmetros de crescimento, que se mostram bem diferentes para cada
concentracdo de acido propidnico. Pelo ajuste do modelo de Baranyi e Roberts
(1994), notou-seque o crescimento celular das bactérias propidnicas, em meio
com 0,25% de acido propibnico apresentou uma fase lag muito maior (55,5h) e a
velocidade especifica maxima de crescimento (ma) Muito menor (0, 0277 h™)
gque nos outrosmeios com menoresconcentracbes do acido propidnico.
Umamaior fase lag e menor velocidade especifica maxima de crescimento
indicam maiorinibicdo no crescimento, ou seja P. freudenreichii PS-1 levou
mais tempo para se adaptar & concentracdo de 0,25% de &cido propidnico. Os
pardmetros de crescimento estimados pelos modelos primarios de Baranyi e
Roberts (1994) na influéncia da concentragdo de é&cido propibnico foram
matematicamente avaliados através do calculo de R?. Nota-se que os coeficientes
de determinacdo foram elevados, 0,9867; 0 9830; 0,9486 nas concentracOes de
0,10; 0,15 e 0,25% de é&cido propibnico respectivamente, o que indica bom
ajuste dos dados experimentais ao modelo de Baranyi e Roberts (1994).

Nas curvas de crescimento correspondentes asFiguras 3, 4 e 5, onde a
linhagem de Propionibacterium freudenreichii PS-1 foi adaptada a

concentracdes crescentes do é&cido propiobnico de 0,10; 0,15 e 0,25%



57

respectivamente, verificou-se nitidamenteaumento do tempo de geracdo(10,2;
13,7 e 25,1 h) derivado ao aumento da concentracdo do &cido propiénico. Com
aumento da concentra¢do do acido propiénico de 0,10% (Figura 3), implicava
também aumento do tempo de crescimento em 40h quando comparado ao meio
sem acido propiénico em gque o tempo de crescimento foi avaliado em cerca de
32h (Figura 1). Para os meios contendo 0,15% e 0,25% m/v de 4cido propidnico
(Figuras 4 e 5), o tempo de crescimento aumentou para 55 e 100h
respectivamente. Notou-se , ainda apartir das figuras 4 e 5 com concentragdo de
acido propiobnico de 0,15 e 0,25% que essas ndo apresentaram assintota superior
(YE™). Entretanto ,com a concentragéo de acido propionico de 0,10%, o valor de
YE" foi determinado em 1,9455.Segundo Marcoux et al.(1992), o crescimento
mais lento verificado nos meios de fermentacdo pode ser parcialmente
relacionado com a diminuicdo do pH. Esse resultado é concordante com este
trabalho, pois observou-se ainda demora no crescimento que se pode notar
também a partir da diminuicéo do valor das velocidades especificas maximas de
crescimento celular de 0,1137 do meio controle (figura 1) para 0,0679; 0,0507;
0,0277 (Figura 3, 4 e 5 referentes a umax), respetivamente. Ofato da diminuicdo
da taxa de crescimento especifica, com aumento das concentracGes de
propidnato também foi reportado por Mart (2002). Entretanto Woskow e Glatz
(1991) trabalhando com linhagem de P. acidi propionicii tolerante ao &cido
propiénico P200910 observaram que havia taxa de crescimento mais rapida a
8% de teor de &cido propidnico do que seu gerador (0, 047 e 0, 033h™),
respectivamente.Champagne, Baillargeon-C6té e Goulet (1989) mencionaram
que a concentracdo de lactato teve um efeito negativo consideravel sobre o
crescimento de P. Shermanii, com velocidades especificas maximas de
crescimento celular de 0,08 h™ em caldo lactato. Portanto, a linhagem de bactéria
propidnica sofre inibicdo por aumento da concentracdo do acido propibnico. Ja

alguns trabalhos indicaramque o acido propiénico tem efeito de inibicdo sobre
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0s microrganismos quando estd na sua forma ndo dissociada (ANTWI et al.,
2008; BERESFORD et al., 2001). P acidipropionicii é capaz de crescer a
velocidades especificas méximas de 0,08 h™ quando a glicose e lactose sdo
cometabolizados, diminuindo assim a inibi¢cdo no crescimento celular (MART,
2002).

3.4 Estudo cinético da fermentacao

As amostras congeladas foram analisadas quanto a evolugdo do pH,

acidez, consumo de lactose e producéo de acidos organicos.

3.4.1 Evolucao do pH e da acidez na fermentacéo

Nesta investigacdo o meio de fermentacdo foi constituido basicamente
por soro desnatado, suplementado com 1% de extrato de levedura. Os valores
médios de pH e acidez sdo apresentados naFigura6 . Cada valor é a média de trés

medic¢des efetuadas em amostras colhidas a partir de trés fermentacdes.
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Figura6 Evolugdo de Acidez e do pH dos meios de fermentacdo com soro
desnatado, com in6culo da cultura pura de Propionibacterium
freudenreichii PS-1 e mista com Lactobacillus helveticus

O valor inicial de pH do soro desnatado utilizado neste estudo foi de
6,35. A Figura 6 mostra que o valor de pH dos meios inoculados com cultura
pura de Propionibacterium freudenreichii PS-1 e mista com Lactobacillus
helveticus apresentou variagdo maior nas primeiras 48h, e apds esse periodo, o
valor de pH praticamente se estabilizou. Em termos gerais, 0 pH decresceu de
6,35 no soro para 3,76 e 2,80 nos soros inoculados com a cultura pura e mista,
respectivamente, apds 168h. Marcoux et al.(1992) verificaram que apds 60h de
fermentacdo do meio FACMP, que o crescimento ocorria pouco abaixo de pH
5,3.No presente trabalho, o abaixamento do pH foi mais acentuado nos meios de
fermentacdo com cultura mista, indicando maior producédo de acidos do que nos
meios de fermentacdo com cultura pura de bactérias propidnicas. Segundo Liu e
Moon (1982), o maior crescimento de Propionibacterium observado com
bactérias lacticas na fermentacdo mista em lactose ou glicose é conhecida ha

bastante tempo. Assim Marcoux et al.(1992) apontaram que essa estimulacéo do
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crescimento ndo pode ser unicamente explicada pela disponibilidade da
concentragdo do acido latico, mas sim que outros efeitos positivos podem estar
presentes sobre o crescimento ou producgdo de acidos.

Na avaliacdo de acidez em g/100mL, como pode ser visto na Figura 6,
0s meios contendo as culturas pura e mista tiveram o mesmo valor inicial de
acidez de 0,0999, aumentando-se até 1,1998 e 2,0988, respectivamente, apds
120h de incubacdo. Os valores de acidez estabilizaram-se ap6s 72h de
fermentagdo, tanto para indculo puro como para o misto. Os valores mais altos
obtidos com a cultura mista indicam que a producdo de acidos foi maior,

concordando com os menores valores de pH verificados nessas condicdes.
3.4.2 Teor de lactose na fermentacéo

Na Figura7, apresentam-se os teores da lactose no meio fermentado.

3,5 - =—&—P. freudenreichii PS-1

3
P. freudenreichii PS-1
2,5 A + L. helveticus

Titulo do Eixo

0 T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144

Tempo (h)
Figura7 Lactose (g/100g) dos meios de fermentacdo com indculo da

Propionibacterium freudenreichii PS-1 e mista com Lactobacillus
helveticus
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A concentracdo de lactose em g/100g no meio foi inicialmente de 2,74.
A Figura7 mostra que, ap6s a inoculacdo da cultura pura e mista, o teor de
lactose era avaliado em 2,24 para cultura mista e 2,91 para cultura pura, esse
valor abaixou para 1,77 e 2,30, respectivamente, apos 72h. Apds esse periodo, 0s
teores de lactose praticamente se estabilizaram, tendo em vista 0s erros

experimentais da metodologia.

3.4.3 Microrganismos viaveis

Os resultados das contagens das culturas estdo apresentados na Tabela 6
e nota-se que houve pequeno acréscimo e pequena diminuigdo nas duas culturas
respectivamente, comparando-se o tempo inicial com o final. Apesar de serem
pequenas as alteracbes, podem indicar que o aumento de acidez e,
consequentemente, a diminui¢do do pH na cultura mista mostrada pela Figura 6,
contribuiu desfavoravelmente na viabilidade celular de P. freudenreichii e L.
helveticus. Em alguns estudos desenvolvidos por Antwi et al. (2008) e Beresford
et al. (2001)foi demonstrado que os &cidos apresentam maior efeito inibitorio na

viabilidade de células, em suas formas ndo dissociadas.

Tabela 6 Contagem de células (UFC/mL) para as culturas puras de P.
freudenreichii e mista de P. freudenreichii e L. helveticus

L Tempo final
Cultura Tempo inicial (Oh)
(168h)
Propionibacterium freudenreichii 1,0*10" UFC/mL 2,4*10" UFC/mL

P. freudenreichii+ L. helveticus 8,1*10" UFC/mL 2,8*10" UFC/mL
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4 CONCLUSAO

A adaptacdo de Propionibacterium freudenreichii PS-1 maxima
conseguida neste trabalho foi de 0,25% do é&cido propidnico. Mesmo a
relativamente baixas concentracBes de &cido propidnico, o crescimento das
bactérias propiénicasfoi fortemente inibido.

A fermentacdo com cultura mista de Propionibacterium freudenreichii
PS-1 e Lactobacillus helveticus apresentou maior acidez final, 2, 0988g/100mL,

0 dobro da obtida usando-se cultura pura(1,1998g/100mL.).
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CAPITULO 3 Efeito da concentragdo do indculo de Propionibacterium
freudenreichii PS-1 e Lactobacillus helveticus e do tempo de
inoculacdo de Propionibacterium freudenreichii PS-1, sobre

producéo de &cido propibnico

RESUMO

A legislacdo ambiental é cada vez mais rigida quanto ao destino do soro
e outros produtos agroindustriais, por isso as industrias de laticinios procuram
alternativas para aproveitamento do soro de queijo. A producdo de &cido
propidnico a partir do soro pode reduzir a poluigdo ambiental e o custo dos
laticinios no tratamento de efluentes. Além disso, é uma estratégia para o
desenvolvimento industrial de novos produtos através de processos
fermentativos. Objetivou-se, neste estudo, avaliar os efeitos da concentracéo do
in6culo de Propionibacterium freudenreichii PS-1e Lactobacillus helveticus e
do tempo de inoculacdo de Propionibacterium freudenreichii PS-1 ao processo
fermentativo sobre produtividade de &cido propiénico. As fermentagcdes foram
conduzidas em erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL do meio enriquecido
com 1% de extrato de levedura. Foi realizado planejamento com 11 ensaios
variando as concentracdes do inéculo de Propionibacterium freudenreichii em
10" a 10" UFC/mL e tempo de inoculagdo apdés 2,6 a 9,4h do inicio da
fermentagdo por Lactobacillus helveticus. Os resultados da producdo méxima
atingida de &cido propi6nico foram de 3,78 g/L do ensaio 2 com concentragdo do
indculo de PS-1 de 5,0. 10° UFC/mL e tempo de inoculacéo de 4h. Para o 4cido
acético a produgdo méxima foi de 3,10 g/L do ensaio 9 com concentra¢do do
indculo de Propionibacterium freudenreichii PS-1 de 10° UFC/mL em tempo de
inoculacdo de 6h. Entdo este estudo considera que o soro desnatado pode ser
usado como matéria- prima renovavel de baixo custo para a produgdo de acido
propiénico por uma cultura mista de Propionibacterium freudenreichii PS-1e
Lactobacillus helveticus onde este Gltimo inéculo foi fixado em 10’ UFC/mL
para este experimento.

Palavras-chave:Concentracdo do in6culo.Propionibacterium  freudenreichii
PS1.Lactobacillus helveticus.Acido Propionico.
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CHAPTER 3 Effect of the Propionibacterium freudenreichii PS-1 and
Lactobacillus helveticus inoculum concentration and the time
of Propionibacterium freudenreichii PS-1 inoculation over the

production of propionic acid

ABSTRACT

The environmental legislation is becoming more rigid in regard to the
destination of the whey and other agro-industrial products, therefore, dairy
product industries seek for an alternative use for cheese whey. The production of
propionic acid from whey may reduce environmental pollution and dairy cost in
treating the effluents. In addition, it is a strategy of the industrial development of
new products through fermentative processes. The objective of this study was to
evaluate the effects of the concentration of Propionibacterium freudenreichii
PS-1 and Lactobacillus helveticus inoculum and the time of Propionibacterium
freudenreichii PS-1 inoculation to the fermentation process over the productivity
of propionic acid.The fermentations were conducted in 500 mL erlenmeyers
containing 300 mL of medium enriched with 1% of yeast extract. The planning
was done with 11 trials varying the Propionibacterium freudenreichii PS-1
inoculum concentration from 10’ to 10*® CFU/mL and inoculation time after 2.6
to 9.4 h from the beginning of the fermentation by Lactobacillus helveticus. The
results of the maximum propionic acid production reached was of 3.78 g/L in
trial 2, with PS-1 inoculum concentration of 5.0x10° CFU/mL and inoculation
time of 4 h. For the acetic acid, the maximum production was of 3.10 g/L in trial
9, with Propionibacterium freudenreichii PS-1 inoculum concentration of 10°
CFU/mL in the inoculation time of 6h. Thus, this study considers that the
skimmed whey may be used as low cost renewable raw material for the
production of propionic acid by a Propionibacterium freudenreichii PS-1 and
Lactobacillus helveticus mixed culture, in which this last inoculum was fixated
in 10’ CFU/mL for this experiment.

Keywords: Inoculum concentration.Propionibacterium freudenreichii  PS-
1.Lactobacillus helveticus. Propionic acid.
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1 INTRODUCAO

O soro lécteo é o principal subproduto da indUstria de laticinios que vem
despertando o interesse de inimeros pesquisadores em todo o mundo em virtude
de sua potencialidade nutricional e funcional.

O soro ¢ constituido, basicamente, de 92% de 4gua, 8% de matéria seca,
4,8% de lactose, 0,7% de proteina bruta, 0,4% de gordura e 0,5% de cinzas
(PELEGRINE; CARRASQUEIRA, 2008). Para o aproveitamento desses
nutrientes, varios estudos tém sido realizados para desenvolvimento de novos
produtos, visto que, o problema enfrentado pelo setor de laticinios em todo
mundo é dar destino ao soro proveniente da fabricacdo dos queijos, pois somente
parte do soro produzido é utilizada, sendo o restante descartado como efluente,
por causa do alto custo e da dificuldade em processa-lo(BALDASSO, 2008;
QUEIROZ; MATA; EMERENCIANO, 2012;RAMOS, 2010), embora esse
contenha alto valor nutricional (PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).

A legislacdo ambiental é cada vez mais rigida quanto ao destino do soro
e outros produtos agroindustriais, portanto as industrias de laticinios procuram
alternativas para aproveitamento do soro de queijo. A producdo de &cido
propibnico a partir do soro é alternativa para oaproveitamento do Ultimo,
reduzindo a poluicdo ambiental e o custo no tratamento de efluentes para
laticinios.

O soro pode ser usado como fonte de carbono e energia para o
crescimento microbiano na fermentacdo onde é convertido em produtos
quimicos, combustiveis entre outros, sendo sua fermentacdo interessante para
obtenc&o de &cido propibnico por bactérias propionicas.

O é&cido propibnico é um &cido organico de cadeia curta (BARBOSA,
2011), amplamente utilizado como aditivo na alimentacdo animal, na fabricacdo

de plésticos a base de celulose, herbicidas e perfumes (ZHU et al., 2012). Sais de
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acido propibnico sdo utilizados como conservantes (CORAL et al., 2008) em
alimentos, onde inibem o crescimento de mofos, retardam a germinacdo de
microrganismos e evitam o amarelecimento e a viscosidade de massas de
pades(JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2007;YANG; SILVA, 1995).

Atualmente, quase todo o acido propiénico é produzido por sintese
quimica de matérias-primas derivadas do petréleo (BORGES, 2010; CORAL et
al., 2008; HUANG et al., 2011; ZHU et al., 2012). No entanto,h& grande esforgo
para minimizar a parcela de recursos nao renovaveis (combustiveis fosseis, por
exemplo) e maximizar o uso de matérias-primas renovaveis(KADAR et al.,
2011). Assim sendo, a industria estuda métodos alternativos para a producéo de
acido propidnico usando processos fermentativos, devido a limitagéo de recursos
ndo renovaveis como matéria- prima e, por outro lado, pela necessidade de
preservar o ambiente(BORGES, 2010; CORAL et al., 2008; YANG; SILVA,
1995). Entretanto, a producdo do acido propidnico por fermentacdo ainda
apresenta baixo rendimento e produtividade por causa da inibicdo do
crescimento celular e da sintese de acido propi6nico por altas concentracdes do
mesmo.

Pesquisas tém sido efetuadas para controlar a producdo de inibidores e
para maximizar a produtividade da fermentacdo. Em vista disso, cepas tolerantes
ao acido propibnico, reatores com células imobilizadas e reatores com reciclo
sdo desenvolvidos para aumentar o rendimento e a produtividade da fermentacéo
(HUANG et al., 2002).

Objetivou-se, nesta pesquisa, verificar a influéncia da concentracdo do
indculo de Propionibacterium freudenreichii PS-1edo tempo de inoculagdo de
Propionibacterium freudenreichii PS-1, para maximizar a producdo do &cido

propidnico.
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2 MATERIAL E METODOS

As andlises foram realizadas nos laboratérios de Engenharia de
Bioprocessos, Laticinios, Bioquimica de Alimentos, Microbiologia de Alimentos
e no Laboratério de Andlises Avancadas e Bioquimicas do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos/UFLA.

2.1 Obtengéo e preparacéo do soro

O soro desnatado foi coletado no laticinio Verde Campo em Lavras-MG
e transportado imediatamente em bombonas de 20L para o Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos, onde foi mantido congelado a -18 °C até o
momento de analise em garrafas PET de 2L segundo as recomendagdes da ISO
7218 (INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION - ISO, 2007).

O soro foi filtrado a vacuo, com papel- filtro faixa azul de diametro
12,5cm e porosidade 8um para a homogeneizacdo da matéria-prima e retirada de
solidos em suspensao. O pH do filtrado foi ajustado para 7,0 com NaOH 0,2 N
antes da autoclavagem. Para a caracterizacdo fisico-quimica do soro, aliquotas
foram retiradas para andlises de acidez titulavel e pH (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 1998),além de lactose
(método de Antrona) (DISCHE, 1962), onde foram realizadas analises em

triplicata.

2.2 Microrganismo

Os microrganismos  Propionibacterium  freudenreichii  PS1 e

Lactobacillus helveticus foram doados pela empresa Christian Hansen Industria.
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2.3 Ativacao dos microrganismos e manutengéo das culturas

A cultura liofilizada de Propionibacterium freudenreichii PS1 (Chr-
Hansen) foi ativada em caldo lactato em (m/v): 1% de extrato de levedura, 1%
de peptona de carne, 0, 025% de K,HPO, e 1% de lactato de sédio, segundo
metodologia de Marcoux et al. (1992), e incubado a 30°C por 48h.Apds a
incubacéo, aliquotas de 1mL da cultura foram retiradas e transferidas para tubos
de ensaio contendo 9 mL de &gua peptonada realizando-se dilui¢fes seriadas.
Aliquotas de 0,1 mL das dilui¢cdes adequadas foram plagqueadasem &gar lactato e
incubadas a 30°C por 5 dias. Col6nias isoladas foram transferidas para agar
lactato apdés a confirmagdo de pureza pelo teste de catalase, morfologia e
coloragdo de Gram. A cultura estoque purificada foi preparada em caldo lactato,
adicionando 15% de glicerol, previamente ajustado a pH 7 e autoclavados a
121°C, durante 15 minutos, congelado a -18 °C conforme metodologia adaptada
de Woskow eGlatz(1991).

A cultura liofilizada de Lactobacillus helveticus foi ativada em meio
MRS, contendo 10 g de peptona, 8 g de extrato de carne, 4g de extrato de
levedura, 20 g de glucose, 2 g de K,HPQO,, 5 g de acetato de sddio, 2g de citrato
de ambnio, 0,2 g de sulfato de magnésio heptahidratado, 0,05g de sulfato de
manganés tetraidratado esterilizado a 121°C por 15 minutos.As bactérias foram
ativadas a 37 °C por 24h em tubo de ensaio, contendo 10 mL do caldo MRS. O
estoque da cultura foi feito com 12% de leite desnatado e 15% de glicerol
previamente autoclavados, congelado a -18 °C, conforme metodologia adaptada
de Woskow e Glatz (1991).
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2.4 Padronizacao e preparo do in6culo para fermentacéo

Para padronizacdo dos indculos, o crescimento de Propionibacterium
freudenreichii e Lactobacillus helveticus foi acompanhado com medicGes da
absorbéancia e de contagem de células por plaqueamento, aclongo de intervalos
de tempo. Para isso, 10 mL da cultura ativada de Propionibacterium
freudenreichii foi transferido para 100mL do caldo lactato e em horas regulares
foram tomadas as médias da absorbancia a 660nm,em espectrofotbmetro.A cada
leitura foram feitas diluigdes seriadas em tubos contendo 9 mL de &gua
peptonada 0,1% e 1mL foram transferidos para placas, adicionado em seguida
Agar lactato através da técnica de plagueamento em profundidade.As placas
foram incubadas a 30 °C por 5dias e em sequéncia as colonias foram
quantificadas. ParaLactobacillus helveticus foi usado caldo MRS e a leitura foi
feita a 540nm, no mesmo espectrofotémetro e o plaqueamento foi feito em Agar
MRS e as placas foram incubadas e 37°C por 3diase em sequéncia as col6nias
também foram quantificadas.

Na preparagdo do in6culo para fermentacdo, aliquotas de 10%v/v da
cultura ativada de Propionibacterium freudenreichii foram transferidas para
frascos contendo 100 mL do caldo lactato estéril e incubada a 30°C, por 24h.
Aliquotas de 10%v/v da cultura ativada de Lactobacillus helveticus foram
transferidas para frasco contendo 100 mL do meio MRS incubada a 37 °C por
24h.Ap6s esse periodo, as culturas foram utilizadas. E preciso ressaltar que a
concentragdo de células do indculo das duas culturas era determinada a partir da
densidade o6tica dos mesmos, medindo-se o valor de absorbancia num
espectrofotdmetro digital, nos comprimentos de onda de 660 e 540 nm para
Propionibacterium  freudenreichii  PS1 e  Lactobacillus  helveticus,

respectivamente. As contagens do indculo eram de 10" UFC/mL para L.
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helveticus e de acordo com planejamento experimental para P. freudenreichii
PS-1.

2.5 Fermentacao do soro desnatado

As fermentagdes foram conduzidas em frascos erlenmeyers de 500 mL
contendo inicialmente 300 mL do soro desnatado suplementado com 1% de
extrato de levedura. O pH do meio foi previamente ajustado a pH 7 com NaOH
0,2N e autoclavado a 121°C a uma pressdo de 1 Kgf/cm? por 15min. A seguir
aliquota (10% v/v) das duas culturas preparadas como citado no item 2.5 foram
transferidas para os frascos contendo o soro, segundo planejamento experimental

e incubados a 30 °C durante 168 h, sem agitac&o.

2.6 Planejamento experimental

Foi utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR) com
as variaveis concentragdes de indculo de Propionibacterium freudenreichii PS-
1(x,) e tempo de inoculacdo de Propionibacterium freudenreichii PS-1(x,),
fixando a concentragdo do indculo de L. helveticus em 10’ UFC/mL. Os ensaios
foram realizados conforme o fatorial completo 22, com 4 pontos fatoriais (niveis
+1), com triplicata no ponto central (nivel 0) e 4 pontos axiais (+1,41)
totalizando 11 ensaios. As variaveis respostas foram os teores de &cidos
organicos (acético, propidnico e latico) e o fator de variagdo de concentracdo
celular de Propionibacterium freudenreichii PS-1 e Lactobacillus helveticus. Por
fim, foi feita andlise estatistica, onde foram avaliados os efeitos das varidveis

independentes, utilizando-se pacote estatistico Statistica v.8.0. O planejamento
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experimental com as variaveis codificadas e reais € mostrado na Tabela 1,

conforme metodologia preconizada por Rodrigues e lemma (2009).

Tabelal Matriz do Planejamento fatorial completo 22 com os valores
codificados e reais para concentragdo de inéculo de P. freudenreichii
PS-1 em %v/v e o tempo de inoculacdo de P. freudenreichii PS-1

X1 X2
Ensaio (Log UFC/mL) (Tempo inoculacéoPB -h)
1 -1(7,3) -1(4,0)
2 +1(8,7) -1(4,0)
3 -1(7,3) +1(8,0)
4 +1(8,7) +1(8,0)
5 -1,41(7,0) 0(6,0)
6 +1,41(9,0) 0(6,0)
7 0(8,0) -1,41(2,6)
8 0(8,0) +1,41(9,4)
9 0(8,0) 0(6,0)
10 0(8,0) 0(6,0)
11 0(8,0) 0(6,0)

As variaveis dependentes usadas foram a producdo do &cido propidnico

e acético, representado por PAP, PAAC, além do consumo de lactose e produgédo

de 4cidos totais.
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2.7 Estudo cinético

As fermentacOes foram realizadas em frascos erlenmeyers de 500 mL,
contendo 300 mL do soro e 1% de extrato de levedura, conduzidas a 30 °C, por
168h.Aliquotas de 10 mL e 1 mL de meio fermentado foram retiradas ap6s 0,
24, 48, 96, 120, 144 e 168 horas. O volume de 10 mL foi centrifugado a 3000
rpm (1428 g), por 25 min. O sobrenadante foi coletado e transferido para tubos
de ensaio com rosca e posteriormente congelados para analises de acido
propibnico, &cido acético, acido latico,acidez total,lactose e pH. Essas analises
foram feitas em todos os tempos da coleta das amostras. As células viaveis

foram quantificadas empregando-se as amostras de 1 mL.

2.8 Microrganismos viaveis

No processo fermentativo, as bactérias foram determinadas utilizando o
método de plaqueamento por profundidade em meios Agar lactato e Agar MRS
para Propionibacterium freudenreichii PS1 e Lactobacillus helveticus,
respectivamente.

O fator de variagdo de concentragdo celular foi determinado usando-se a

equacéo 1.

F. = (UFC/mL final)/(UFC/mL inicial) (1)

F._fator de variagéo de concentracdo celular de microrganismos;

UFC/mL — nimero de células vidveis por mL.
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2.9 Determinacdo de acidos organicos

Os é&cidos organicos foram identificados e quantificados por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), em cromatdgrafo (Shimadzu), com
detector condutividade (CDD-6A), polaridade +, utilizando uma pré-coluna
SHIM-PACK SPR-H(G) (50 mm x 7.8 mm) e duas coluna em série SHIM-
PACK SPR-H (250 mmx 7.8 mm). A fase mdvel foi uma mistura de 16 m
MBis-Tris, 4 mM &cido p-tolueno sulfonico e 100 uM EDTA; com fluxo: de 0,8
mL/min. O volume injetado da amostra foi de 20 pL e a temperatura de inje¢ao
45°C. As amostras foram centrifugadas e filtradas (filtros de seringa de 0,22 um
de porosidade e 25 mm de didmetro) e diluidas com &gua desionizada antes da
injecdo no cromatografo. Os picos correspondentes a cada &cido foram
identificados pelo tempo de retencdo, utilizando-se como comparacao 0s tempos
de retencédo dos padroes, para cada acido.

Para a quantificagdo dos &cidos foram tracadas curvas analiticas, a partir
da érea dos picos em funcédo da concentragdo do padrdo (mg/mL).

Os parametros da producéo (P) em g/L e consumo de lactose (CL) em
0/100g foram determinados pelas equacdes 2; 3 e 4.

PAP = [AP]final — [APlinicial @)
PAAC = [AC]final — [AC]inicial 3)

Lactoseinicio—Lactosefim

CL= +100% @)

Lactoseinicio
Em que:
[AP]- concentragdo do &cido propidnico em g/L; PAP — producdo do
acido propibnico em g/L; [AC] — concentracdo do acido acético g/L; PAC-

producdo do &cido acético g/L; [CL] —consumo de lactose em %.
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2.10 Determinacdes de pH, acidez titulavel, sélidos totais, cinzas,
gordura,proteinas e lactose

Os valores de pH foram determinados pela leitura direta do sobrenadante
em potencidémetro digital de banca modelo Q400AS calibrado previamente com
solucdo-tampdo de pH 4,0 e 7,0. Para a determinacédo de acidez titulavel, do teor
de solidos totais e do teor de cinzas foram usadas as formulas5, 6 e 7, de acordo
com as metodologias de AOAC 920.24, AOAC 925.23, AOAC 935.42,
respectivamente (AOAC, 1998).

_ Cixv*9
A _goumL (5)
%EST =2/—" 5 100 (6)
%RMF =2 + 100 @)

Sendo:

A - acidez expressa em percentual de acido latico (m/v ou m/m,
conforme se utilize volume ou massa de amostra), ou por outras g acido
latico/100 mL ou g da amostra; ¢; — concentracdo da solucdo de hidréxido de
sodio (mol/L); v- volume da solucdo de hidréxido de sddio gasto na titulagcdo da
amostra; g ou mL- massa ou volume da amostra;%EST- teor de extrato seco
total, em % (m/m); Mf- massa final; Mi- massa inicial; T- tara do recepiente e

%RMF- residuo mineral fixo (cinzas), em % (m/m).

O teor de gordura das amostras foi determinado de acordo com o método
de Gerber, descrito por Pereira et al.(2001) que preconiza separacdo e
quantificagdo da gordura por meio do tratamento da amostra com acido sulfarico

e alcool isoamilico e a leitura é feita na escala graduada do butirémetro, apds
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centrifugacdo e imersdo em banho-maria. A determinacéo do teor de nitrogénio
total foi feita pelo método micro-Kjeldahl, usando as equacfes 8 e 9, que segue a
metodologia de AOAC 991.20 com fator de conversdo de 6,35 para obtencao do
teor de proteina total (AOAC, 1998). Na quantificacdo da lactose foi adotada a
metodologia da Antrona (DISCHE, 1962) e usadas as equacdes 10 e 11.

O%NT :(A—B)*riiL*fC*lA- ®)
%PB = %NT*6,35 9)

=C
Km =—— (10)
%AT =Abs*f, (11)

Onde:

%NT — teor percentual de nitrogénio total (m/v); A — volume da solugéo
de HCI gasto na titulacdo da amostra; B — volume de HCI gasto na titulagdo da
prova em branco; C; — concentragdo (mol/L) da solucdo de HCI; F, — fator de
corregdo da solucdo de HCI; mL — volume da amostra, considerando-se a
diluicdo efetuada (5/100*5 = 0,25mL); %PB — teor percentual de proteina bruta
(m/v); Km — inclinag&o da curva padrdo de glicose em relagéo absorbancia; C —
concentracdo de glicose; Abs. —absorbancia; %AT — acUcares totais em %; e fy —

fator de diluicdo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo do soro desnatado

Os resultados da caracterizacdo do soro desnatado sdo apresentados na
Tabela 2. Esses resultados afirmam que o soro desnatado pode ser substrato
propicio para a fermentacdo propiodnica, pois possui lactose, além de outros

nutrientes.

Tabela 2 Caracterizagéo fisico-quimica do soro desnatado.

Parametro Soro Desnatado Permeado de

soro

LUZ (2009)

pH 6,35+ 0,05 6,69 +0,09

Acidez (g/L) 0,70 £ 0,57 0,90 +0,05

Gordura (Yom/v) 0,20+ 0,0 0,00 +0,00
Soélidos Totais (Yom/v) 5,35+0,05 4,09
Cinzas (%om/m) 0,46+0,01 0,182

Lactose (%om/m) 2,74+0,12 2,16 0,00
Proteinas (Yom/v) 1,11+0,11 0,013

Nota: Os dados apresentados representam as médias de triplicatas.

Comparando-se os resultados experimentais deste trabalho com os
obtidos por Luz (2009), pode-se verificar que os valores encontrados nesse
estudo estdo proximos daqueles obtidos pelo autor.Considerando-se a
variabilidade natural na composicdo de soros de diferentes procedéncias e que
Luz (2009) analisou permeado de soro, que é obtido pela ultrafiltracdo do soro
lacteo. Portanto, era de se esperar 0s baixos teores de gordura e de proteinas no

permeado de soro.
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Os resultados experimentais da gordura, sélidos totais, cinzas, proteinas
e lactose (Tabela2) obtidos nesse trabalho foram inferiores aos encontrados por
Pelegrine eCarrasqueira(2008), que obtiveram, basicamente em soro resultante
do processamento do queijo 92% de agua, 8% de matéria seca, 4,8% de lactose,
0,7% de proteina bruta, 0,4% de gordura e 0,5% de cinzas e aos obtidos por
Barbosa (2010), que reportou aproximadamente 93+0,05% de agua, 4,25+0,05%
de lactose, 1,25+0,06% de proteinas soltveis, 0,60+0,01% de sais minerais,
0,33+0,06% de gorduras e 6,43+0,08% de extrato seco total.

3.2 Estudo cinético

As amostras congeladas foram analisadas quantod evolugdo do pH,

acidez, consumo de lactose e producéo de acidos orgéanicos.

3.2.1 Evolucéo do pH e acidez durante a fermentacéo propibnica

A variagdo do pH em 168 h de fermentagdo, em todos os ensaios do
planejamento, é apresentada na Figura 1.0 valor médio de pH no inicio da
fermentacdo foi de 6,00+0,21, que caiu para valores entre 3 e 4 para todos 0s

tratamentos.
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Figural Variacdo de pH do meio ao longo da fermentagdo por cultura mista
de Propionibacterium freudenreichii PS-1 e Lactobacillus helveticus

Os ensaios 1 e 3, onde Propionibacterium freudenreichii PS1 foi
inoculado ap6s 4 e 8h do inicio da fermentacdo, apresentaram maiores valores
de pH no fim da fermentacdo de 3,51 e 3,69, respectivamente. Nos outros
ensaios do planejamento (tabela 1b), os valores finais de pH situaram-se entre
2,93 e 3,15. Durante 24h de fermentacdo, os valores de pH diminuiram
significativamente para todos os ensaios, Na avaliagdo de acidez, conforme
consta na Figura 2, nota-se apds a inoculagdo das culturas aumento expressivo
nas primeiras 72h da fermentagdo. Depois desse periodo, a acidez permanece

aproximadamente constante.
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Figura2 Variacdo de acidez ao longo da fermentacdo por cultura mista de
Propionibacterium freudenreichii PS-1 e Lactobacillus helveticus

Observa-se que a acidez total nos ensaios 1 e 3 foi bem superior aos dos
demais ensaios. Luz (2009), avaliando o efeito da concentragdo do indculo de
cultura pura de Propionibacterium freudenreichii PS-1 na fermentacdo de
permeado de soro, obteve aumento de acidez total de 0,12 a 0,90 g de acidos
totais/100 mL da amostra, enquanto que o pH diminuiu de 6,13 para 4,4, usando
10% do inoculo, em 120h de fermentacdo. No presente trabalho foram notados
resultados similares, com a acidez variando de 0,1 a 1,2 para todos o0s
tratamentos, com exce¢do de 1 e 3, onde a acidez final atingiu 2,0 g/L.Neste
trabalho, a diminuicdo do pH foi maior do que a reportada por Luz (2009),
decaindo de um valor médio de 6,00 para valores entre 3 e 4. Essa diferenga

entre os resultados publicados por Luz (2009) e os do presente trabalho pode
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estar relacionada com uso de substratos diferentes e uso de culturas também
diferentes (cultura mista).
Na Tabela 3, estdo mostradas as variagdes (amplitude) de acidez durante

a fermentacéo.

Tabela 3 Producdo de acidos ap6s 168h de fermentacao

) X1 X2 Produgéo de 4c. Totais
Ensalo (Log UFC/mL)  (Tempo de adicio PB -h) (9/100 mL)
1 7,3 4,0 2,4642
2 8,7 4,0 1, 0656
3 7,3 8,0 2, 4309
4 8,7 8,0 0, 999
5 7,0 6,0 1, 0656
6 9,0 6,0 0, 999
7 8,0 2,6 1, 1988
8 8,0 9,4 1, 1988
9 8,0 6,0 1, 1988
10 8,0 6,0 1, 1988
11 8,0 6,0 1, 1988

X1 —(Log UFC/mL) concentracdo de Propionibacterium freundenreichii PS-1 e X, —
tempo de inoculagdo Propionibacterium freundenreichii PS-1

De acordo com a Tabela 3, a maior produgdo de &cidos ocorreu nos
ensaios 1 e 3,com concentragdo do indculo de 2,0*108 UFC/mL adicionado a 4
e 8h, respectivamente. A menor producgdo nesse planejamento foi para os ensaios
4 e 6, com maiores concentracdes do inéculo de 5,0*109 e 1010 UFC/mL,
ocorrido a tempos de adi¢cdo de 8 e 6h, respectivamente. Os ensaios restantes do
planejamento tiveram suas producBes médias em &cidos com muito pouca
variagdo de 1, 0656 a 1, 1988 g de &cido latico/100 mL do meio.
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3.2.2 Consumo de lactose ap6s 168h de fermentacao por Propionibacterium
freundenreichii PS-1e Lactobacillus helveticus

A Tabela 4 apresenta o consumo de lactose em porcentagem ao longo da

fermentacéo, calculados pela equacéo 4.

Tabela 4 Consumo de lactose ap6s 168h de fermentagdo

Ensaio x XZ. %Consumode lactose
(Log UFC/mL)  (Tempo de adicéo PB -h)
1 7,3 4,0 48,37
2 8,7 4,0 49,44
3 7,3 8,0 56,38
4 8,7 8,0 63,19
5 7,0 6,0 67,01
6 9,0 6,0 65,81
7 8,0 2,6 47,07
8 8,0 9,4 45,15
9 8,0 6,0 44,91
10 8,0 6,0 50,01
11 8,0 6,0 46,45

X1 —(Log UFC/mL) concentracdo de Propionibacterium freundenreichii PS-1 e X; —
tempo de inoculagdo Propionibacterium freundenreichii PS-1

Pode ser notado o maior consumo de agucares nos ensaios 4, 5 e 6 que
apresentaram, no geral, menor valor de acidez com concentragdo de inoculo de
5,0.10°, 10° e 10" UFC/mL respectivamente. Os ensaios 1 e 3 que tiveram
maiores valores em acidez e maiores valores de pH, tiveram consumo moderado
em ordem de ensaio de 48,37 e 56,38% correspondenteao mesmo valor de

UFC/mL de 2,0.10% que séo valores proximos & média de consumo observada
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neste trabalho. O consumo de lactose em 168h de fermentagéo variou de 44,91 a
67,01% com consumo médio de 53,07+8,50%.

3.2.3 Crescimento celular de bactérias laticas e propibnicas durante a

fermentacéo

Na Tabela 5 é ilustrado o fator de variagdo de concentracdo celular,

considerando o tempo inicial e final da incubacéo.

Tabela 5 Fator de variagdo de concentragdo celular considerando tempo inicial
e final de fermentacéo (168h)

Ensaio X1 X2 Fator de variacéo de

(Log UFC/mL) (Tempo de adi¢do PB -h) concentracgdo celular
1 7.3 4,0 0, 0186
2 8,7 4,0 0, 3750
3 7,3 8,0 0, 0283
4 8,7 8,0 0, 0844
5 7,0 6,0 0, 3864
6 9,0 6,0 0, 6217
7 8,0 2,6 0, 8456
8 8,0 9,4 0, 2193
9 8,0 6,0 0, 5397
10 8,0 6,0 0, 1793
11 8,0 6,0 0, 2847

X1 —(Log UFC/mL) concentracdo de Propionibacterium freundenreichii PS-1 e X, —
tempo de inoculagdo Propionibacterium freundenreichii PS-1
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Pode-seobservar, a partir dos dados da tabela que, para todos os
tratamentos, a populacéo de células diminuiu ao longo da fermentac&o, uma vez
que o fator de variacdo da concentragdo celular foi menor que 1.

Na Tabela 6, sdo apresentados os efeitos das varidveis independentes
estudadas sobre o fator de variacdo de concentracdo celular das bactérias.
Nenhum dos termos apresentou efeito estatisticamente significativo, ao nivel de
5% de significancia sobre a varia¢do da concentragdo celular, demonstrando que
o0 crescimento das bactérias propidnica ndo foi afetado nem pela concentracéo de
indculo das bactérias propidnicas, nem pelo tempo de adicdo das mesmas.
Assim, dentro do intervalo estudado, a maior variagdo na concentragdo celular
verificado foi conseguido usando-se maior concentragdo de inoculo de
Propionibacterium freundenreichii PS-1 (X;) e menor tempo de inoculacdo de
Propionibacterium freundenreichii PS-1 (X;) (10° em 2h36min).

Tabela 6 Estimativa dos efeitos da concentracdo de inéculo de PS-1 e do
tempo de adigdo no crescimento de L. helveticus e Propionibacterium
freundenreichii PS-1

Fatores Efeitos Erro tearc (5) p-valor
padréo

Média 0,34 0,17 2,00 0,10
(1) Log UFC/mL(L) 0,19 0,21 0,91 0,41
Log UFC/mL(Q) -0,03 0,25 -0,12 0,91
(2) tempo (h) (L) -0,29 0,21 -1,42 0,22
tempo (h)(Q) 0,00 0,25 0,00 1,00
1lby 2L -0,15 0,29 -0,52 0,63

E verdade que ja foi notado que, ao longo da fermentag&o para todos os
ensaios, a acidez total aumentou rapidamente até 96h e depois estabilizou-se até

ao final da fermentacdo e, consequentemente, houve também queda de pH em
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todos ensaios do planejamento. Entretanto, o fendmeno fisiol6gico que atuou
nesse caso, foi a alteracdo brusca do pH e do teor de acidez do meio, ao longo da
fermentacdo. Sem duvida alguma, ha microrganismos que suportam melhor do
gue outras tais modificacbes em pH e acidez, mas certamente as linhagens de
bactérias propidnicas ndo sdo muito resistentes a essa varia¢do. Segundo
Beresford etal. (2001), as bactérias propidnicas apresentam pH o6timo de
crescimento na faixa de 6,5a 7,0. O pH 5,0 é o ponto crucial e em valores de pH
abaixo deste, hd queda do crescimento das bactérias propiénicas, como foi
observado neste trabalho. Numa publicacdo de analise da estratégia de controle
de pH para produgdo de acido propibnico, a partir de Propionibacterium
freudenreichii M207015 foi notado que esse desempenhava papel vital na
producdo de acido propidnico e crescimento celular, pois o pH mais baixo (5,5)
ou pH elevado (7,0) ndo era benéfico para producdo de acido propidnico e
crescimento celular. Nessa mesma publicacdo foi encontrado pH 6,0 como 6timo
para produgdo de &cido propidnico, tendo atingido o maximo deproducdo de
14,58g/L, foi também encontrado pH 6,5 como 6timo para o crescimento celular
(FENG et al., 2010). Esses resultados s&o coerentes com 0s obtidos nesse
trabalho. No entanto, a maior producdo em todos os ensaios de &cidos
propidnico e acético foi verificado nas primeiras 24h de fermentacédo (intervalo
de pH de 6,00 - 3,94) e nos tempos subsequentes ndo foi mais notada producéo.
Juntamente a isso, pode- se pensar que a baixa producdo dos acidos propibnico e
acético e a variacdo na concentragdo celular esté diretamente relacionada com os
valores baixos verificados de pH, ao longo de toda a fermentagéo (Figura 1). O
tampdo adicionado de monohidrogenofosfato de potassio (K2HPO4) no meio de
crescimento antes da fermentacdo pode néo ter conseguido manter a variagdo do
pH por um periodo longo e a influéncia da suplementacdo do meio de
crescimento por 1% de extrato de levedura ndo contribuiu muito para o

crescimento (média de 7,51*107 no tempo inicial para 1,83*107UFC/mL
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notempo final). Os resultados da contagem de células viaveis foram inferiores
aos obtidos por Marcoux et al. (1992), usando-se permeado de soro e
controlando pH pela adicdo de amdnia gasoso. O meio de crescimento de
culturas neste artigo foi suplementado com extrato de levedura e KH,PO, e
notaram aumento na contagem de células de até 1,3 x 10" UFC/mL ap6s 48 h.

A variacdo dos parametros de acidez e pH pode ter favorecido
Lactobacillus helveticus que consegue sobreviver a valores mais baixos de pH.
Num estudo de produgdo de produtos lacteos desenvolvido por Nielsen etal.
(2009), foi visto que L.helveticus sdo espécies mais acidificantes e tolerantes ao
acido latico que conduzemadiminuicdo do pH até3,5, que estd na faixa dos
valores criticos de pH que essas bactérias podem suportar. Foi apresentado hum
artigo que as bactérias propidnicas exibiampH 6timo de crescimento na faixa de
6,5 a 7,0. O pH igual a 5,0 é o ponto critico e em meios com valores de pH
abaixo desse, ha queda do crescimento das bactérias propiénicas (BERESFORD
et al., 2001). Entdo o crescimento observado especialmente no tempo final, pode
ter sido das linhagens de Lactobacillus helveticus, pois nesse trabalho a
diminuigdo do pH foi préximaa 3,5, o que foi citado por muitos autores como
sendo o pH que essas linhagens podem suportar. A reducdo do fator de
crescimento pode ser explicada a partir da diferenca da taxa de crescimento entre
as duas culturas, dado visto no Capitulo 2em que a taxa de crescimento da
cultura L. helveticus foi superior a taxa de crescimento das linhagens de
Propionibacterium freudenreichii PS-1. Assim, acredita-se que, no inicio
ocorreu uma simbiose entre as duas culturas. No entanto, devido & diferenca no
crescimento podem ter ocorrido muitas modificagdes no meio de fermentacéoe
essas alteragdes, como de acidez, pH e metabdlitos produzidos podem néo ter
favorecido as linhagens de Propionibacterium freudenreichii PS-1, reduzindo

assim a sua viabilidade e o fator devariacéo de concentragéo celular.
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3.3 Andlise da producao de 4cido latico ao longo da fermentagéo

Neste caso, foi construida a Figura 3 em que pode ser vista atentamente
a variacdo da concentracdo do &cido latico, ao longo de 168h de fermentacéo.
No inicio da fermentacdo, a concentracdo do 4cido latico era proximo de zero
com valores que oscilavam entre 0,27 a 0,51 g/L. Com o percurso da
fermentagdo sua concentracdo foi se incrementando. Esse aumento de acido
latico pode ter dificultado o crescimento das linhagens de Propionibacterium
freudenreichii PS-1 e producdo do &cido propibnico pela evolucdo da acidez e
reducdo do pH, j& discutido neste trabalho. Na Figura 3 estd representada a
variagdo do acido latico ao longo da fermentacao.
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Figura3 Variagdo de &cido latico no meio fermentado em 168h de incubacao
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Nesta Figura, a maior variacdo foi verificada no ensaio 2 com
42,03g/L,esperando-se maior producdo dos acidos propibnico e acético pela
abundancia do substrato neste ensaio. Em artigo publicado por Zarate e Chaia
(2012), constatou-se que o consumo de lactose pelas linhagens de P.
acidipropionicii Q4 era elevado nas primeiras 24h (17mmols/L) e insignificante
nas 24h subsequentes (2,6mmols/L), isto porque essas linhagens metabolizavam
preferencialmente o 4cido latico nas 24h seguintes. Importa ressaltar ainda que,
nos ensaios 1 e 3,que apresentaram teores mais elevados de acidez total (Figura
3), as concentragdes de &cido latico ndo foram elevadas, comprovando seu
rapido consumo pelas bactérias propionicas. E apresentada na Tabela 7, a

variagéo de &cido latico ao longo da fermentagé&o.

Tabela7 Variagdo de acido latico considerando-se o tempo inicial e final de

fermentacéo
Variagéo de
Ensaio x %2 &cido latico em
(Log UFC/mL) (Tempo de adigéo PB -h) oL
1 7,3 4,0 26,11
2 8,7 4,0 42,03
3 7.3 8,0 26,79
4 8,7 8,0 27,24
5 7,0 6,0 29,25
6 9,0 6,0 27,50
7 8,0 2,6 27,91
8 8,0 9,4 27,50
9 8,0 6,0 28,68
10 8,0 6,0 26,12
11 8,0 6,0 22,64

X1 —(Log UFC/mL) concentracdo de Propionibacterium freundenreichii PS-1 e X, —
tempo de inoculagdo Propionibacterium freundenreichii PS-1
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3.4 Influéncia da concentracéo e tempo de inoculagé@o de Propionibacterium
freundenreichii PS-1,na producéo de acidos propiodnico e acético

Na Tabela 8, estd apresentado o planejamento com os 11 ensaios
efetuados, os valores codificados, os originais e os resultados da producdo de

acidos (propidnico e acético).

Tabela8 Resultados do Planejamento fatorial para as variaveis respostas de
producdo de acido propidnico (PAP) e acético (PAAC)

Ensaio x X2_ PAP (g/L) PAAC (g/L)
(Log UFC/mL) (Tempo de adig¢do PB -h)
1 -1(7,3) -1(4,0) 1,35 2,60
2 1(8,7) -1(4,0) 3,78 2,16
3 -1(7,3) 1(8,0) 1,75 2,82
4 1(8,7) 1(8,0) 2,87 1,97
5 -1,41(7,0) 0(6,0) 2,07 1,90
6 1,41(9,0) 0(6,0) 1,96 2,27
7 0(8,0) -1,41(2,6) 1,64 2,08
8 0(8,0) 1,41(9,4) 1,69 2,12
9 0(8,0) 0(6,0) 1,56 3,10
10 0(8,0) 0(6,0) 1,65 2,13
11 0(8,0) 0(6,0) 1,05 2,00

X1 —(Log UFC/mL) concentracdo de Propionibacterium freundenreichii PS-1 e X, —
tempo de inoculagdo Propionibacterium freundenreichii PS-1

Pode-se observar que a producado de acido propidnico e acético variou de
1,05 (ensaio 11) a 3,78g/L (ensaio 2) e 1,90 (ensaio 5) a 3,10g/L (ensaio 9)
respectivamente. Esses resultados foram analisados usando-se o software

Statistica 8.0, e os efeitos dos fatores estdo apresentados na Tabela9.
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Verifica-se que todos os termos das varidveis independentes da Tabela 9
ndo apresentaram efeito estatisticamente significativos, em nivel de significancia
de 5% (p<0,05) sobre a producdo do &cido propidnico e acético. Isto revela que a
producdo de &cidos propidnico e acético nao foi afetada pelas concentrac@es de
inoculo de Propionibacterium freudenreichii PS-1 (p= 0,24 e 0,50), e tempo de
inoculacdo de Propionibacterium freudenreichii PS-1 (p= 0,23 e 0,62)

respectivamente.

Tabela 9 Efeitos das concentrages de indculo e tempo de inoculagdo deP.
freudenreichii PS-1na producdo de &cido propidnico e acético em
fermentagdo mista com L. helveticus

Fatores Efeitos Efeitos p-valor p-valor
AP AAC AP AAC
Média. 1,43 2,35 0,01 0,00
(1) Log UFC/mL(L) 0,63 -0,25 0,24 0,50
Log UFC/mL(Q) 0,56 0,03 0,36 0,94
(2) tempo (h) (L) -0,63 -0,18 0,23 0,62
tempo (h)(Q) 0,31 -0,01 0,60 0,98
1L by 2L -1,40 -0,11 0,09 0,83
R? 0,64 0,14 - -

O sistema da producdo do &cido propibnico e acético assim como o
crescimento celular foram afetados por variaveis ndo controladas ao longo da
fermentacdo, ndo havendo diferencas significativas entre o intervalo das
concentracdes do inéculo e tempos avaliados no planejamento.Entretanto, a
concentracdo do indculo de L. helveticus fixado em 10" UFC/mL, a partir do
correspondente em Agyo = 0,92 no espectrofotdmetro em que foi inoculado antes
(variando o tempo de inoculacdo de Propionibacterium freudenreichii PS-1)

crescia rapida e aumentando drasticamente a concentracdo do &cido l&tico.
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Consequentemente,ocorreu aumento de acidez (no inicio da inoculacdo de
Propionibacterium freudenreichii PS-1),que variou de 0,0999 (ensaios 7, 8, 9,
10 e 11) a 0,2664¢/100mL de acidez total do meio (ensaios3 e 4) .decréscimo do
pH que variou de 5,78 (ensaio 5) a 6,37 (ensaio).Esse pode ter sido o fator
limitante no crescimento e producdo de acidos propibnico e acético. Segundo
Zhu etal. (2012), o aumento da concentracdo do &cido propidnico pode ter um
efeito inibidor sobre a bioprodugéo de acido propibnico. Para essa analise parece
ndo colaborar a ideia, uma vez que o acido propidnico produzido de 3,78g/L nédo
pode ter sido suficientemente maior para inibir a bioprodugdo, mas pensa- se que
essa inibigdo pode ter sido causada por concentracdo elevada do &cido latico,
antes mesmo da inoculagdo de Propionibacterium freudenreichii PS-1. Tortora,
Funke e Case(2000) observaram queL. helveticus produzia acido lactico a partir
de simples fermentacdo de carboidratos.E que aacidez produzida impedia o
crescimento das bactérias competidoras, criando nicho ecolégico no qual os
latobacilos levam vantagem em relacdo aos competidores. No entanto,
paraZarate e Chaia(2012), o &cido latico aumenta a atividade e maior extensao
da enzima (beta-galactosidase). Assim sendo as bactérias propiénicas devem ser
desenvolvido na presenca desta fonte de carbono a fim de obter atividade da
enzima elevada para a hidrdlise rapida da lactose. Neste trabalho era esperada
convivéncia matua, dado que as L. helveticus fermentam a lactose e produzem
acido latico que serviria como substrato para a Propionibacterium freudenreichii
PS-1, para produzir &cidos propionico e acético.Contudo pensa-se que essa
simbiose foi limitada gracas ao aumento de acidez e decréscimo de pH (Figura
1), promovida por altos teores de acido latico (Figura 4) que era abundante na
fermentacdo. Esses resultados divergem ainda com trabalho publicado por Chen
etal. (2012), que evidenciaram que, na primeira fase de fermentacdo foi
produzido mais acido ltico e que esse serviu de substrato para producdo de

acido propidnico. Outro fato que pode ter colaborado ao fraco crescimento e



95

producdo dos &acidos propidnico e acético € o desnivel no crescimento e
percebeu-se que as bactérias propibnicas exibiam crescimento lento. Realidade
colaborada por muitos autores em que também mostram que as maiores
desvantagens de algumas fermentacdes sdo o lento crescimento da bactéria, alta
producdo de inibidores e a dificuldade de recuperacdo do produto (HUANG et
al., 2002). Um dos exemplos é o pH da fermentacdo que pode afetar tanto o
crescimento dos microrganismos como a producdo e estabilidade dos
metabolitos obtidos (CARTA et al.,, 1999; CASADEI, 2012; LONSANE;
GHILDYAL; BUDIATMAN, 1985). Embora o teor final de acido propiénico de
3,78 g/L tenha sido significativamente menor do que os resultados publicados na
literatura, este resultado pode motivar abertamente o uso de soro deshatado

como substrato de baixo custo para fins de producéo de &cidos propidnico.
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4 CONCLUSAO

A méxima concentracdo do &cido propidnico atingido foi de 3,78 g/L e
3,10 g/L de acido acético ap6s 168h de fermentacdo. A concentracdo do &cido
propiénico foi significativamente menor que a maxima reportada na literatura, o
que pode ser causado pela inibicdo ndo sé pela concentragdo do é&cido
propidnico, mas principalmente pela acentuada diminuig¢do de pH ao longo do

processo fermentativo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa da producdo de acido propiénico por cultura mista de
Propionibacterium freudenreichii PS-1 e Lactobacillus helveticus indicou-nos as

seguintes observacoes:

a) diferenca no tempo de crescimento de 12h entre a
Propionibacterium freudenreichii PS-1 e Lactobacillus helveticus;
b) aumento brusco de acideze diminuicdo do pH dos meios de

fermentacéo.

Estes fatores podem ter contribuido na menor producdo de &cido
propidnico e que podia ser melhorada usando-se controle de pH ou fermentagéo
extrativa do acido propionico.
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APENDICE

APENDICE A - Tempos de evolucdo dos padrdes analiticos na

cromatografia liquida de alta eficiéncia
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Figura 1 Cromatograma dos padrdes dos acidos latico acético e propinico

A partir da &rea dos picos em fungdo da concentracdo do padréo
(mg/mL) foram tracadas curvas-analiticas para a quantificacdo dos &cidos,

evidenciadas pela Tabela 1.
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Parametros de calibracdo de diferentes acidos organicos (latico acético e

propidnico).

Tabelal Pardmetros de calibracdo de diferentes acidos organicos (latico,
acético e propibnico)

Acido organico Equacéo R’

Latico y =107417x - 91,747 0,9969
Acético y =26057x - 11879 0,9988
Propibnico y = 14759x - 391,29 0,9983

y = area integrado do pico; x = concentragdo g/L; R* = coeficiente de determinacéo.

Determinacao dos &cidos organicos
Foram identificados inicialmente os componentes dos acidos presentes
no soro desnatado (Figura 1) e posteriormente identificados os constituintes das

amostras fermentadas (Figura 2), determinando suas concentra¢Oes pelas curvas

padréo.
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Figura 1Componentes presentes no soro desnatado analisado
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Figura 2 Acidos organicos resultante do metabolismo do soro pelas bactérias

Propionibacterium freudenreichii

Propionibacterium freudenreichii PS-1 e Lactobacillus helveticus

A partir deste grafico pode ser notado que afermentacdo envolvendo
PS-1 e Lactobacillus helveticus foram

produzidos &cidos latico, acético e propibnico. Entretanto, no artigo publicado

por Marcoux et al. (1992), foram produzidos trés principais acidos como acético,

propibnico e pirGvico. No mesmo artigo foi usada cultura de Propionibacterium

freudenreichii subsp, shermanii, Lactobacillus helveticus e Streptococcus

thermophilus, com controle de pH por meio de amdnia gasoso....



