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REBRAPA

Resumo: O &cido latico apresenta sua maior aplicacdo na industria de alimentos. Também é empregado
na industria téxtil, farmacéutica, quimica, cosmética e indistria de embalagens. Devido a esta ampla
aplicabilidade, a obtencdo do éacido latico por via fermentativa € um processo muito estudado, buscando
alternativas para o aumento de produtividade e decréscimo do custo de produgdo. Assim, este trabalho
teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes meios de cultivo, provenientes da agroinddstria, na
producdo do &cido latico por via fermentativa, utilizando o microrganismo Lactobacillus casei. Para
tanto, utilizou-se como meios de cultivo, melagco de cana-de-aglcar, farinha de varredura, fécula de
mandioca e frutose previamente hidrolisadas, quando necessario, e suplementadas com 2% de extrato de
levedura e 2% de peptona. As fermentacGes foram realizadas a 37°C por 48 horas sob agitacdo constante.
O processo fermentativo foi acompanhado através de analises de: dosagem de acido latico; decréscimo de
acUcares redutores; biomassa; viabilidade celular e pH. Analisando os resultados observou-se maior
decréscimo de agUcares redutores e maior producéo de acido latico quando se utilizou o melaco como
meio de cultivo. Neste sentido, pode-se sugerir que o melacgo hidrolisado se mostrou mais eficiente para
promover o crescimento do microrganismo, tal resultado também tem sido observado por outros autores
na literatura consultada e pode ser explicado pelo fato de o melaco hidrolisado apresentar em sua
composicdo além de glicose e frutose outros nutrientes capazes de favorecer o crescimento do
microrganismo e consequentemente a produgdo de &cido latico, quando comparado aos demais meios
empregados neste trabalho.

Palavras-chave: Fermentacdo. Acido latico. Lactobacillus casei.

Obtaining lactic acid through discontinuing fermentation using sugarcane molasses, cassava by-
product meal, fructose and cassava starch. The lactic acid presents its larger application in the Food
Industry. It is also used in the Textile, Pharmaceutical, Chemical, Cosmetic and Packaging Industries.
Due to this wide applicability, the acquisition of lactic acid through fermentation is a widely studied
process, searching for alternatives for the increase in productivity and the decrease in the production
costs. Therefore, this work has the purpose of evaluating the influence of different types of cultivation,
proceeding from the agro-industry, regarding the production of lactic acid through fermentation, using
Lactobacillus casei. In order to do that, it was used as the cultivation media, sugarcane molasses, cassava
by-product crumbs, fructose and cassava starch, previously hydrolyzed when necessary and supplemented
with 2% yeast extract and 2% peptone. Fermentations were performed at 37° for 48 hours under constant
agitation. The fermentation processes were followed by analysis such as: lactic acid dosage; reductive
sugar decrease; biomass; cellular viability and pH. When the results were analyzed it was noticed a larger
decrease of the reductive sugar and a larger production of lactic acid when the sugarcane molasses were
used as cultivation media. Therein it may be suggested that the hydrolyzed sugarcane molasses presented
itself more efficient in promoting the microorganism growth. Such result has also been observed by other
authors in the researched literature and it can be explained by the fact that the hydrolyzed sugarcane
molasses presents in its composition, besides glucose and fructose, other nutrients able to favor the
growth of the microorganism and, consequently, the production of the lactic acid when compared to other
medias used in this work.
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1 Introducgéo

O é&cido latico é a denominacdo usual do acido
2-hidroxipropiénico (CH;—CHOH—COOH) (LIMA
et al., 1975); sua maior aplicacdo esta na industria de
alimentos, onde ¢ utilizado com as funcbes de
diminuicdo de pH, como agente antimicrobiano,
adjuvante de sabor, solvente, estabilizador, umectante,
emulsificador, plasticizante, além de ser reconhecido
como seguro pela Food and Drug Administration —
FDA (OLIVEIRA, 2008).

Também é empregado em curtumes e na inddstria
téxtil. O lactato de célcio é utilizado na indistria de
panificacdo, como suplementacdo em ragdo animal e
em preparagdes farmacéuticas. O produto é ainda
empregado para obtencéo de pléasticos biodegradaveis;
produtos quimicos oxigenados; reguladores do
crescimento de plantas; solventes ndo poluentes e
intermediérios para sintese quimica (GUILHERME et
al., 2009).

Devido a sua estrutura quimica, o acido latico ocorre
em duas formas isoméricas: acido L(+) latico e acido
D(-) latico. Ambas as formas isoméricas podem ser
utilizadas para a sintese de polimeros com diferentes
propriedades. Por outro lado, sob o ponto de vista
nutricional, o uso ou a formacéo (por fermentagdo) de
4cido D(-) latico em alimentos e bebidas € indesejavel
uma vez que esta forma isomérica ndo é facilmente
metabolizada por mamiferos, incluindo humanos
(CARVALHO et al., 2005).

De acordo com Azevedo (2009), o microrganismo
Lactobacillus casei tem como metabdlito principal o
acido L(+) latico.

A fermentacdo descontinua é também conhecida por
fermentacdo por batelada ou processo descontinuo de
fermentacdo; tem a caracteristica principal de no
instante inicial, o meio ser inoculado com
microrganismos incubado, de modo a permitir que a
fermentacdo ocorra sob condi¢Bes 6timas. No decorrer
do processo fermentativo nada é adicionado (MALTA,
2006).

Gragas a vasta biodiversidade encontrada em seu
territorio, o Brasil dispde de uma grande variedade de
residuos  agricolas e  agroindustriais,  cujo
bioprocessamento é de grande interesse econdmico e
social (BRINGHENTI et al., 2007). A utilizagdo de
substratos alternativos, em processos fermentativos,
visa 0 aproveitamento de matérias-primas agricolas de
baixo custo. Esta pratica diminui o custo do meio de
cultura utilizado e, consequientemente, do produto final
(HONORATO et al., 2007).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
de diferentes meios de cultivo (melago de cana-de-
acucar, farinha de varredura, fécula de mandioca e
frutose) na producdo de 4&cido latico por via
fermentativa empregando Lactobacillus casei.
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2 Material e métodos

2.1 Ativacao do microrganismo

Para utilizacdo do microrganismo Lactobacillus casei,
cepa obtida do Instituto Adolfo Lutz, no processo
fermentativo, foi necessario realizar a ativacdo do
mesmo através de 3 repiques sucessivos em tubos de
ensaio contendo 10 mL de leite em p6 desengordurado
(SanCor) reconstituido (10% m/v) e estéril e,
posteriormente, incubado por 24 horas a 37°C em
estufa de cultura bacteriolégica (Quimis Ltda/modelo,
376-14), em aerobiose (HAULY et al., 2003).

2.2 Preparacéo da pré-fermentacgéo

Foi transferido 6 mL da cultura ativada para 60 mL de
meio de pré-fermentagdo, melaco de cana-de-agUcar,
farinha de varredura, fécula de mandioca, previamente
hidrolisados, e frutose, todos suplementados com
extrato de levedura - Himedia (2% m/v) e peptona -
Himedia (2% m/v). Incubando o meio durante 24 horas
a 37°C em estufa bacteriolégica sem agitacdo. Em
seguida foi utilizada a pré-fermentagéo na concentracéo
de 10% (v/v) para a fermentacdo propriamente dita
(HAULY et al., 2003).

Em trabalho prévio Oliveira et al. (2009), testou
diferentes quantidades de suplementacdo com extrato
de levedura e peptona e verificou que, 2% de
suplementacdo de extrato de levedura e 2% de peptona
foi capaz de promover maior produtividade ao processo
de obtencéo de &cido latico por via fermentativa.

2.3 Preparo do meio de fermentagdo e processo
fermentativo

Melaco de cana-de-aclcar: O melaco de cana-de-
acucar (cedido pela Usina Goioeré) foi diluido em agua
destilada para a obtencdo de uma solugédo 10% (m/v), e
em seguida hidrolisado. Para tanto, o pH da solucéo foi
ajustado para 4,7 com auxilio de um pHmetro
(Tecnopon Ltda/modelo, Mpa-210) e utilizando
solucdo tampdo acetato de sodio, para promover a
hidrdlise da sacarose foi adicionado, a solucdo de
melago, enzima invertase (54Ug/mg - Sigma)
preparada a 2% (m/v), entdo o sistema foi incubado a
55°C por 2 horas. Ap6s este periodo foi realizada a
inativacdo da enzima através da fervura do sistema em
placa aquecedora (GP cientifica Ltda/modelo, 2000-A)
por 5 minutos (HAULY et al., 2003).

O pH foi entdo ajustado para 6,2 com hidroxido de
sodio 1 mol/L e suplementado com extrato de levedura
(2% m/v) e peptona (2% m/v). Finalmente a pré-
fermentac@o foi adicionada a um béquer contendo 600
mL de meio de cultivo, na qual as condi¢cbes foram
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mantidas sob agitacdo de 100 rpm com agitador de
pistdo (Fisatom 713) e 37°C em banho-maria (Evlab
Ltda EV:015) por 48 horas (HAULY et al., 2003).

Farinha de varredura e fécula de mandioca: Para a
farinha de varredura e fécula de mandioca (cedida pela
Pinduca Agroindustrial LTDA), foi homogeneizado
110g de farinha e 600 mL de agua destilada para a
obtencdo de uma solugdo a 18,3% (m/v). Em seguida,
foi adicionado 2 mL de cloreto de célcio a 1% e o pH
ajustado para 6,2, com solucdo hidréxido de sédio 1N,
o sistema foi homogeneizado com agitador de pistdo
(Fisatom 713) e entdo foi adicionado 0,5 mL de enzima
a-amilase termo-estavel (Termamyl 120L, Novozymes)
previamente diluida em 15 mL de agua destilada, foi
aquecido até a temperatura de 90-95°C em placa
aquecedora (GP cientifica Ltda 2000-A), mantendo a
solucdo nessas condigdes por 1 hora sob constante
agitacdo até obter uma soluc¢do liquidificada.

Apo6s a liquidificacdo a solugdo foi resfriada e o pH
reduzido para 4,5 adicionando solugdo de &cido
cloridrico 3%. Foi acrescentado 0,5 mL de enzima
amiloglicosidase (AMG 300L, Novozymes)
previamente diluida em 15 mL de agua destilada
incubando a solugéo por 15 horas a 60°C sob agitacdo
de 100 rpm, com objetivo de converter a molécula de
amido em praticamente 100% de unidades de glicose.
Apo6s este periodo a inativacdo das enzimas foi
realizada através da fervura do sistema por 10 minutos.

Finalizado o processo de hidrolise, a solucéo foi diluida
para apresentar uma quantidade de agUcares redutores
préxima aos outros meios, entdo para cada 100 mL de
meio hidrolisado foi adicionado 100 mL de &gua
destilada. O pH foi ajustado para 6,2, com hidréxido de
sodio 1N, e 600 mL do meio foi suplementado com
extrato de levedura 2% (m/v) e peptona 2% (m/v) e
adicionado o meio de pré-fermentacdo que se
encontrava em total atividade. O sistema foi mantido
sob agitacdo de 100 rpm e a 37°C por 48 horas.

Frutose: A frutose foi diluida em agua destilada para
obtencdo de uma solucdo 10% (m/v), o pH foi ajustado
para 6,2 com solucdo tampdo acetato de sédio, e 600
mL do meio foi suplementado com extrato de levedura
2% (m/v) e peptona 2% (m/v) e adicionado o0 meio de
pré-fermentacdo. O sistema foi mantido sob agitacdo de
100 rpm e a 37°C por 48 horas.

99

2.4 Métodos analiticos

Para acompanhar o processo fermentativo foram
coletadas aliquotas de amostras periodicamente durante
a fermentacdo para acompanhar a cinética de producéo
de &cido latico e o consumo de acUcares redutores. Foi
avaliado também, no inicio e ao término dos processos
fermentativos, a biomassa, o0 pH e a viabilidade celular.

Dosagem de &cido latico: O acido latico foi extraido
do caldo fermentado utilizando-se cloreto de bario 9,88
%; hidroxido de sédio 0,66 N e sulfato de zinco 22,5%
conforme Silva (1990). O padréo utilizado para a curva
de referéncia foi o lactato de litio 1% (m/v), extraido
nas mesmas condigoes. A determinacgéo
espectrofotométrica do acido latico foi realizada a 425
nm em espectrofotdmetro UV/VIS (PG instruments
Ltda T80+).

Andlise de acUcares redutores: O decréscimo de
acucares redutores foi determinado empregando a
metodologia de Somogyi (1945) e Nelson (1944) com
leituras  espectrofotométricas a  540nm  em
espectrofotdmetro UVIVIS (PG instruments
Ltda/modelo, T80+)

Quantificagdo da biomassa: A biomassa foi avaliada
a partir de 10 mL de meio fermentado no inicio e fim
da fermentagdo. Foram realizados trés ciclos de
lavagem com &gua destilada e centrifugagcdo a 3400
rpm (Centrifuga Edulab Ltda/modelo, 8-2B), por 30
minutos; entdo a biomassa foi seca em estufa a 60°C
até peso constante (OLIVEIRA, 2006).

Andlise de pH: A analise de pH foi realizada através
de um pHmetro (Tecnopon Ltda Mpa-210) calibrado
com solucGes padrées de pH 4,0 e 7,0.

Viabilidade celular: A viabilidade celular foi
determinada através da técnica de semeadura em
profundidade utilizando Agar MRS - Himedia e
incubando as placas em estufa de cultura bacteriol6gica
(Quimis Ltda/modelo, 376-14) depois de inoculado o
microrganismo a 37°C durante 48 horas (SILVA e
JUNQUEIRA, 1997).

3 Resultados e discussao

As Figuras 1 e 2 apresentam os resultados referentes ao
decréscimo de acucares redutores e producdo de acido
latico, respectivamente, em funcdo do tempo para os
meios: melaco de cana-de-agUcar, farinha de varredura,
fécula de mandioca e frutose, suplementados com 2%
de extrato de levedura e 2% de peptona.



Revista Brasileira de Pesquisa em Alimentos, Campo Mouréo (PR), v.1, n.2, p.97-102, jul./dez., 2010.

Tempo (horas)

100
" ]
o
= 80 j '......
@ | .
S _ ..Illil.l.llIll..
3
g"a. €0 ‘z‘ + Melago de cana-de-agtcar
Q -
EE 40 .."......‘....0..... B Farinha de varredura
S
O =
5 e Frutose
£z ML TR
52 00000000 @ Féculade mandioca
U 0 T T T T T 1
c
S 0 10 20 30 40 50

Figura 1: Concentracdo de agUcares redutores consumidos em funcdo do tempo de fermentagdo para os meios: melago de cana-de-

acucar, farinha de varredura, frutose e fécula de mandioca.
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Figura 2: Concentracéo de &cido latico produzido em fungdo do tempo de fermentagdo para os meios: melago de cana-de-aglcar,

farinha de varredura, frutose e fécula de mandioca.

Analisando as figuras 1 e 2, observa-se que o meio
fermentativo com melago apresentou maior producéo
de acido latico e maior consumo de agUcares redutores.
Segundo Rodrigues (2005), o melago é rico em
elementos nutrientes, ideal para o crescimento de
microrganismos. De acordo com Costa et al. (2000) e
Bringhenti et al. (2007), o melaco, além de acucares,
contém proteinas, vitaminas, precursores,
oligoelementos e minerais, dentre eles (Ca, Mg, Fe, Na,
K, Se, Br, Cr, Se). Entdo, 0 meio com melago, além da
suplementacdo, contém elementos que podem ter
influenciado a atividade dos microrganismos,
consequentemente havendo maior producdo de acido
latico e maior consumo de agucares.

Para os meios de cultivo, farinha de varredura, frutose
e fécula de mandioca, a produgdo de &cido e consumo
de aclcar redutor foi menor que para o melago,
sugerindo assim que o microrganismo tem melhor
desempenho em meios que contenham mais de uma
fonte de carbono, neste caso glicose e frutose.
Resultados semelhantes foram observados por Hauly et
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al. (2003), que testaram os efeitos de diferentes
concentragdes de glicose e lactose como meio de
cultivo, utilizando uma cultura mista de L. curvatus, L.
plantarum, P. acidilactici e E. faecium. Os meios que
continham as duas fontes de carbono apresentaram
maior producdo de acido latico em relacdo aos meios
que continham somente uma fonte. Neste trabalho os
autores apresentam que a melhor condicdo de cultivo
foi, 4,5% de glicose (m/v), 0,5% de lactose (m/v), que
proporcionou uma produgdo de 4,78% de acido latico.

Hofvendahl e Hahn-hagerdal (1999) também
mostraram em seu trabalho que a utilizagdo simultanea
de glicose e frutose na fermentagcdo com L. delbrueckii
foi mais eficaz do que s6 a utilizacdo de glicose.

A Tabela 1 apresenta os resultados de biomassa,
viabilidade celular, pH, concentracdo de &cido latico e
de acgucares redutores (AR) analisados no inicio e no
fim da fermentacdo do melago de cana-de-agUcar, da
farinha de varredura, frutose e fécula de mandioca.
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Tabela 1: Resultados dos parametros analisados no inicio e fim da fermentacdo para os meios, melaco de cana-de-agUcar, farinha de

varredura, frutose e fécula de mandioca.

Melago Farinha de Varredura Frutose Fécula de mandioca
Parametros analisados durante a
Fermentacéo
Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim
AR (g/L) 64,1 8 78,3 63 82,4 72,6 60,2 42,2
AR consumido (%) 87,5 19,5 11,9 29,9
Acido latico (g/L) 9,5 36,2 3,6 20,7 3,2 12,6 2,5 11,5
pH 6,2 4,0 6,2 35 6,2 3,8 6,2 3,7

Viabilidade Celular (UFC/mL) | 5,4x10° | 4,8x10% | 6,0x10° 1,1x10% | 5,6x10° | 3,9x10" | 5,0x10° | 4,9x107

Biomassa (g/mL) 0,01 0,03 0,14 0,16 0,014 0,016 0,015 0,017

AR:acucar redutor; UFC/mL: unidades formadoras de col6nias por mililitro.

Observando a Tabela 1, pode-se notar novamente um
maior desempenho para o melago, além da maior
produgdo de acido latico, 36,2 g/L, e maior consumo de
acucar redutor, 87,5%, apresentando também maior
aumento de viabilidade celular e biomassa,
concordando com Oliveira et al. (2009) e confirmando
a sugestdio de que seus nutrientes influenciam
positivamente na atuacdo das bactérias.

As diferencas de producdo de acido latico concordam
com Oliveira et al. (2009), onde os meios farinha de
varredura e fécula de mandioca produziram menos
acido latico em relagéo ao melaco.

Analisando o decréscimo de acucares redutores, para a
farinha de varredura, frutose e fécula de mandioca
verifica-se 19,5%, 11,9% e 29,9% respectivamente. J&
0 melago apresentou um consumo de 87,5%, sendo um
indicativo para a menor producdo de 4cido latico, para
0s meios, farinha, frutose e fécula.

Os valores de pH se mostraram coerentes, ja que houve
produgdo de &cido latico em todos os meios. De acordo
com Oliveira et al. (2009), as bactérias laticas iniciam
seu crescimento em pH neutros ou alcalinos e
continuam crescendo através da fermentagdo resistindo
até mesmo ao pH écido. Esta capacidade das bactérias
de produzir e tolerar uma concentragdo relativamente
alta de &cido latico é também de grande valor seletivo,
ja que as capacita a eliminar a competicdo da maioria
das outras bactérias em ambientes ricos em nutrientes
como €é o caso do melago de cana-de-aglcar.

Os valores de biomassa também se mostraram
coerentes, pois em todos 0s meios analisados houve um
aumento de viabilidade celular.

O valor de biomassa da farinha de varredura se
mostrou alto em relacdo aos demais meios de cultivo,
pois, além da biomassa microbiana presente, a farinha
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contém fibras e impurezas, j& que a farinha de
varredura consiste na farinha de mandioca que cai no
chdo da fabrica e apés cada turno é varrida e
armazenada.

4 Conclusao

O melago de cana-de-agUcar se mostrou como uma
alternativa viavel, pois, além de acucar, possui
elementos que podem influenciar a atividade do
microrganismo, 0 que proporcionou uma maior
producéo de acido latico.

O amido é considerado um substrato importante para
obtencdo de &cido latico por ser de baixo custo e rico
em acUcar fermentescivel, porém, neste trabalho ndo se
obteve um bom desempenho do microrganismo, nos
meios, fécula de mandioca e farinha de varredura
comparado com o melago de cana-de-agUcar, pode-se
sugerir entdo que o uso de uma suplementacdo mais
adequada possa aumentar a producédo de &cido latico.

A frutose ndo se mostrou uma alternativa viével, pois,
além de ndo apresentar uma boa producédo de &cido
latico, torna o processo mais caro, por ndo ser um
subproduto, como é o caso da farinha de varredura e do
melago.

Analisando os resultados e comparando com as
literaturas consultadas, sugere-se que 0 microrganismo
tem melhor desempenho em meios que contenham
mais de uma fonte de carbono para producéo de cido
latico e que a composicdo do meio é essencial para o
bom desenvolvimento do microrganismo, como
observado para o melago de cana-de-agucar.
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