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Produg¢ao de acido latico a partir de soro de
leite por bactérias laticas imobilizadas em
esferas de alginato de calcio

RESUMO

Neste trabalho estudou-se a produgdo de acido latico em reator batelada utilizando como
substrato soro de leite suplementado com diferentes concentragdes de extrato de levedura
Saccharomyces cerevisiae (EL), por agdo de cultura mista de Lactobacillus dcidophilus LA-5®,
Bifidobacterium BB-12® e Streptococcus thermophilus imobilizada em esferas de alginato de
calcio, em diferentes temperaturas. Foram estudados dois fatores, concentragdo (CONC) e
temperatura (TPR), sendo adotado os niveis de 0%, 6,5% e 13% para o fator concentracdo
de extrato de levedura e 30°C, 34°C e 38°C para o fator temperatura. Observou-se que
células imobilizadas ndo tiveram a taxa de producgdo de acido latico afetada pelo aumento
da temperatura de fermentagdo. Por outro lado, o aumento na concentragdo de
suplementagdo do meio por EL levou ao aumento da producdo de acido latico. Foi avaliada
também a viabilidade das esferas de alginato de célcio quando reutilizadas para inocular
novo meio de cultura. Apds cinco ciclos de reutilizacdo as esferas ndo apresentaram
rachaduras e modificacdo no didmetro médio. A concentragdo de acido aumentou cerca de
157% entre o primeiro e o ultimo ciclo de fermentagdo.

PALAVRAS-CHAVE: fermentacdo; células imobilizadas; extrato de levedura.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas as industrias tém sido requisitadas a adotarem processos
produtivos que visem a diminuicdo da emissdo de poluentes e a maximizag¢do do
uso das matérias-primas de fontes renovaveis. Além disso, a escassez de energia e
preocupacdes com a poluicdo ambiental tem levado as industrias a migrar seus
processos produtivos para o segmento da Biotecnologia Industrial. Desta forma, a
producdo de 4acido latico, por via biotecnoldgica, tem recebido grandes
investimentos em pesquisa e desenvolvimento, por se tratar de um produto com
ampla aplicacdo no segmento industrial, sendo consumido principalmente pela
industria alimenticia, quimica, de cosméticos e farmacéutica. Soma-se a isso o
crescimento da demanda do &cido latico para producdo de polimeros acido
polilaticos (PLA), de natureza biodegradavel e biocompativel, os quais podem
substituir os derivados do petrdleo na producdo de plasticos (ABDEL-RAHMAN;
TASHIRO; SONOMOTO, 2013).

Ao longo dos anos, vérios tipos de micro-organismos tém sido utilizados para
a producdo de acido latico, dentre eles destacam-se as bactérias acido laticas
(BAL). Tais micro-organismos podem crescer numa ampla faixa de pH, indo de 3,5
a 10,0 e por apresentarem boa termorresisténcia, sobrevivem numa faixa de
temperatura que vai de 52C até 452C. Entretanto, algumas limitagGes também sdo
observadas, entre elas a necessidade de um meio nutricionalmente rico em
nitrogénio, vitaminas e sais minerais para o bom desempenho da fermentacdo
latica (RAMCHANDRAN et al., 2012; ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO,
2013).

Uma maneira promissora para suprir as necessidades nutricionais das
bactérias acido laticas é o aproveitamento do soro de leite para a producdo de
acido latico por via fermentativa. O soro de leite apresenta uma composi¢ao rica
em lactose, proteinas, gorduras, vitaminas e sais minerais, atendendo a maioria
dos requisitos nutricionais dos micro-organismos fermentadores. No entanto, uma
vez que as BAL ndo produzem quantidades suficientes de enzimas proteoliticas, se
faz necessaria a suplementacdo do meio com uma fonte de aminodcidos e
vitaminas lipossoltveis (PANESAR et al., 2010).

O extrato de levedura apresenta-se como uma alternativa de baixo custo para
a suplementacao do soro de leite, pois 0 mesmo é rico em aminodcidos e vitaminas
do complexo B e é frequentemente utilizado para fornecer essas substancias a
meios de cultura bacteriolégicos, sendo considerado indispensavel para se obter
rapidas taxas de crescimento e producdo de acido latico por bactérias do acido
latico (SCHEPERS; THIBAULT; LACROIX, 2006).

Outra possivel solugdo para garantir o rendimento de processos
fermentativos é o uso de células imobilizadas por aprisionamento em polimeros,
permitindo que esses sejam realizados em condi¢cbes adversas de pH, de
esterilidade e agitacdo (WANG et al., 2005).

Esse método se caracteriza por inUmeras vantagens frente a processos com
células livres, dentre as quais se destacam: 1) a alta densidade celular por unidade
de volume do biorreator, o que reduz o tempo de fermentagdo e aumenta a
produtividade, além de reduzir riscos de contaminagdo; 2) melhora na estabilidade
do biocatalisador, promovendo protecdo contra o estresse ambiental e maior
tolerancia por altas concentragdes de substrato e pelo produto final; 3) facilidade
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de recuperacdo do produto com reducdo de operagdes unitdrias; 4) permite o
reaproveitamento das células microbianas, assim como o sistema de operacgdo
continua; 5) permite processos continuos em altas taxas de diluicdo sem que
ocorra lavagem de células; além de 6) possibilitar projetos de biorreator com
menor escala, reduzindo custos de capital (VERBELEN et al., 2006).

A imobilizacao celular pelo método de aprisionamento em gel de alginato de
calcio vem sendo muito estudada por ser um método simples e que permite uma
retencdo celular eficiente sem perda da atividade catalitica (MUSSATTO et al.,
2010).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a producao de acido latico em
reator batelada, com células imobilizadas de cultura mista de Lactobacillus
dcidophilus LA-5°, Bifidobacterium BB-12° e Streptococcus thermophilus em soro
de leite suplementado com extrato de levedura liofilizado, em diferentes
temperaturas.

MATERIAIS E METODOS

MICRO-ORGANISMOS

Para realizacdo desse trabalho utilizou-se cultura comercial mista, da marca
Bio-Rich®, contendo os seguintes micro-organismos: Lactobacillus dcidophilus LA-
5 @, Bifidobacterium BB-12 ® e Streptococcus thermophilus.

PREPARO DA PRE-CULTURA MICROBIANA

Para o preparo da pré-cultura microbiana, 1 mg da cultura lactica desidratada
(Bio-Rich®), contendo 1x10° UFC.mL™ dos micro-organismos, foi reativada em 100
mL de leite UHT, previamente aquecido a 45°C, e incubada durante 1 h, a 45°C, em
incubadora Shaker, marca SOLAB, modelo SL 222.

IMOBILIZACAO DE CELULAS MICROBIANAS

As células microbianas foram imobilizadas pelo método de aprisionamento
em gel de alginato de calcio, conforme Milessi et al. (2015). Em um béquer de 100
mL, 1g de Alginato de Sédio (GastronomylLab®) foi diluido em 40 mL de agua
destilada, previamente esterilizada em autoclave a 121°C, por 15 min. Em seguida
adicionou-se a solugdo 30 mL da pré-cultura microbiana. Com o auxilio de uma
seringa descartavel de 5 mL, a mistura foi gotejada em solugao de cloreto de calcio
0,2 M, sob agitacdo e mantida assim por 30 minutos, a 37°C, para cura das esferas
formadas. As esferas foram separadas por filtracao simples e lavadas duas vezes
com agua destilada para remocdo do excesso dos ions de célcio. Todas as esferas
de alginato de sddio foram produzidas no momento do uso e adicionadas ao caldo
de fermentacdo na proporcdo de 16 g de esfera para cada 300 mL de caldo de
fermentacdo, para a obtenc3o da concentracdo celular final estimada em 1x10°
UFC.mL™.
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PREPARO DO EXTRATO DE LEVEDURA LIOFILIZADO

O extrato de levedura foi obtido a partir da fermentacao alcodlica de solugao
de agucar mascavo (Unido®) 15% (m/m). Em um barril de fermentacdo foram
preparados 20 kg de uma solugdo de aglicar mascavo a 15% (m/m) diluido em agua
destilada, sendo este o caldo de fermentacdo. Uma aliquota dessa solucdo foi
retirada e utilizada para preparar 3 kg de solucdo diluida a 5% (m/m) com agua
destilada, adicionando a esta aproximadamente 67 g de levedura Saccharomyces
cerevisiae desidratada. Essa diluicdo com a levedura, denominada pré-cultura, foi
incubada por 1 h, a 30 °C, sob agitacdo de 100 rpm em incubadora Shaker, marca
SOLAB, modelo SL222.

Em seguida, a pré-cultura foi transferida para o barril de fermentacdo que ja
continha o caldo de fermentacdo, sendo incubado por 72 h a 30 °C. O produto da
fermentacdo alcodlica foi centrifugado a 3500 rpm por 30 min. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com
agua ultra pura e novamente centrifugado nas mesmas condi¢gdes anteriores.
Novamente o sobrenadante foi descartado e o precipitado congelado por 24 h, a -
20 °C, sendo em seguida liofilizado em Liofilizador, marca LIOTOP, modelo L202,
durante 48 h. O material liofilizado foi armazenado em frasco de vidro
hermeticamente fechado até o momento do uso.

PREPARO DO SORO DE LEITE

O soro de leite foi obtido a partir de leite pasteurizado (Favorito ®) adquirido
no comércio local de Barra do Gargas - MT. O leite foi aquecido a 45°C e adicionado
de 1 mL de solucdo contendo a enzima quimosina (HA-LA®) para cada 1000 mL de
leite, conforme orientacdo do fabricante da enzima, mantendo-o em temperatura
ambiente por 1. Apds a coagulagdo, o soro foi separado da massa por filtragao
simples e utilizado para elaboragdo do caldo de fermentagao pela suplementagao
com o extrato de levedura liofilizado.

MEIO DE FERMENTACAO

Em todos os experimentos, foram adicionados 300 mL de soro de leite,
contendo 0%; 6,5% ou 13% de extrato de levedura (EL) e bactérias imobilizadas em
alginato de calcio, em frascos erlenmeyers de 500 mL, devidamente identificados
e incubados nas temperaturas de 30 °C; 34 °C e 38 °C por 360 min, em incubadora
Shaker (SOLAB - SL222) (NARENDRANATH, 2004). Nos tempos 0 min, 30 min, 60
min, 120 min, 210 min e 360 min, uma aliquota de 30 mL foi retirada de cada frasco
para realizacdo das analises de pH e acidez titulavel. Todo o experimento foi
realizado em triplicata.

ACIDEZ TITULAVEL EM ACIDO LATICO

A acidez titulavel em acido latico foi realizada através de titulacdo direta de 10
mL de cada amostra diluidas em 10 mL de agua destilada e assim tituladas com
solucdo de hidréxido de sddio (NaOH) 0,1 M, utilizando como indicador de
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viragem, até a coloragdo rosa, 5 gotas de fenolftaleina a 1% (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008). O teor de acido latico foi determinado conforme Equacdo 1.

AL(mol L™Y) = M (D

Sendo AL o teor de &cido latico (mol L); V o volume da solucdo de hidréxido
de sédio gasto na titulacdo (mL); [NaOH] a concentracdo da solucdo de hidréoxido
de sddio utilizada; f. o fator de corregdo da solugdo de hidréxido de sédio e Va o
volume da amostra (mL).

DETERMINACAO DO pH

O pH de cada amostra foi medido com auxilio de potenciometro digital de
bancada, marca Omega, modelo PHH222, previamente calibrado com solucdes-
tampdo de pH 4 e 7 (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

DETERMINACAO DE SOLIDOS TOTAIS PRESENTES NO LEITE

Para a determinacdo do teor de sélidos totais no soro de leite foi pesada uma
amostra de 100 g de soro de leite, em triplicata, em béqueres limpos, secos e
previamente pesados. Os béqueres foram mantidos em estufa simples com
ventilacdo para completa evaporagdo da dagua. Nas primeiras trés horas as
amostras foram submetidas a um tratamento de 85 °C. Em seguida a temperatura
foi elevada a 105 °C e assim mantida até obtencdo de peso constante. O teor de
solidos totais foi calculado de acordo com a Equacdo 2.

MB - B

Sendo ST (%) o teor de sdlidos totais da amostra; MB o peso da amostra seca
acrescido do peso do béquer (g); B o peso do béquer vazio (g) e MA o peso da
amostra (g).

VIABILIDADE DAS ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO

As esferas de alginato de cdlcio foram previamente preparadas conforme item
de imobilizagado de células microbianas. Em seguida foram introduzidas em soro de
leite clarificado sendo analisado o pH e a produgdo de acido latico das mesmas
durante 30 h a 38 °C. A cada 6 h, apds o inicio da fermentacdo, as esferas eram
retiradas do meio fermentado e recolocadas em um novo meio recém-preparado.
Para a determinagdo de pH e producgao de acido latico uma aliquota de 30 mL era

retirada do meio de fermentacdo no inicio e no fim da operagdo.
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Com o auxilio de um paquimetro foi determinado o didmetro das esferas.
Também foi realizada inspecgdo visual para verificar presenca de esferas rachadas,
quebradas ou em processo de deterioragao.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC), com arranjo fatorial
3x3 onde os fatores foram temperatura (TPR) e concentracdo (CONC) de EL. Os
dados foram analisados no software Action 2.9°, utilizando como base o software
R, versdo 3.0.2, mediante analise de variancia (ANOVA) e teste de comparacgdes
multiplas (TUKEY), quando necessario, adotando o nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSOES

SOLIDOS TOTAIS PRESENTES NO LEITE

A quantidade de Sélidos Totais (ST) encontrada no soro de leite foi de
aproximadamente 8,54%. Giroto e Pawlowsky (2001) em seu trabalho sobre as
alternativas para o beneficiamento do soro de leite, encontraram um teor de ST
de aproximadamente 6%, proporg¢do inferior a determinada no presente trabalho.
Por outro lado, Desconsi et al (2014), ao avaliarem as propriedades fisico-quimicas
do soro de leite concentrado obtido por osmose reversa, encontraram um teor de
ST de aproximadamente 18%, concentragdo superior a estabelecida no presente
trabalho. Essa diferenca no teor de ST pode ser determinada no processo de
obtencdo do soro de leite, uma vez que esse processo representa um parametro
semi-quantitativo sobre a quantidade de proteinas no soro. Quanto maior a
concentragao do teor total de proteina, maior o valor agregado de ST (OLIVEIRA;
BRAVO; TONIAL, 2012) e, portanto, esta concentracdo pode ser dependente dos
procedimentos utilizados no processo de fabricagao de queijos, obtenc¢do do soro
e da qualidade do leite utilizado.

TEMPERATURA X CONCENTRACAO DE EL PARA O pH DAS FERMENTACOES

De acordo com a Tabela 1, observa-se que o pH das amostras em diferentes
temperaturas, se mantém constante (p>0,05) até o tempo de 120 min. Apds esse
tempo, nota-se diferengas significativas (p<0,05) para o pH das amostras nas
temperaturas de 30 °C (5,80) e 38°C (5,47) no tempo 210 min, e paras as
temperaturas de 34 °C (5,43) e 38°C (5,12) no tempo 360 min. Em relagdo a
concentragdo de EL, observa-se variagdo no pH das amostras (p<0,05) para os
meios suplementados com 6,15% e 13% de EL nos tempos 0 min, 30 min, 60 min
e 120 min. Esses resultados indicam que a adi¢do do EL influenciou na variacdo de
pH inicial, devido as diferencas apresentadas no tempo 0 min. Ndo houve
alteragdes no pH da amostra nos tempos 210 min e 360 min entre os meios com
0% e 13% de EL, evidenciando que a suplementa¢do com o EL ndo influencia o pH
do meio ao final do processo de fermentagdo e que meios sem suplementacdo
podem apresentar variagdes de pH semelhantes aos de meios suplementados com
EL.
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Carra et al. (2015), observaram que em 24 horas de processo fermentativo
com células imobilizadas em alginato de calcio, sem suplementacgao, a variacdo de
pH foi menor em tratamentos submetidos a temperatura de 43 °C, chegando a
valores de aproximadamente 6,4. Esses resultados foram superiores ao
determinado no presente trabalho, uma vez que em menor tempo (120 min) e
menor temperatura (38 °C), o pH atingiu valores inferiores (5,47) aos encontrados
por Carra et al. (2015), demonstrando que a suplementac¢do do meio com EL, pode
ter otimizado o processo para a obtencdo de pH mais acido, em menor tempo e
temperatura, ja que em meios suplementados estdo presentes uma grande
quantidade de nutrientes, o que é um fator de grande importancia para a eficiéncia
do processo fermentativo, uma vez que os microrganismos envolvidos requerem
nutrientes diferenciados para seu crescimento e suas funcdes metabdlicas (SILVA
et al., 2011).

Tabela 1. Niveis de pH encontrados para as analises realizadas com células imobilizadas
de acordo com as variancias concentragdo (CONC) e temperatura (TPR).

Temperatura (TPR)
Tempo (min) 30 °C 34°C 38 °C

0 6,35%+0,20 6,19°+0,23 6,14°+0,36
30 6,12°+0,30 6,12°+0,23 6,00°+0,32
60 6,07°+0,30 6,03°+0,30 5,90°+0,30
120 5,95%+0,25 5,83°+0,30 5,75%+0,30
210 5,80°t0,16 5,622°+0,25 5,47°+0,30
360 5,32°°+0,10 5,43°+0,25 5,12°+0,24

Concentrag¢ao (CONC)

Tempo (min) 0% 6,5% 13%
0 6,53°+0,0,09 6,16°+0,14 6,00°+0,20
30 6,42°+0,07 6,02°+0,08 5,80°t0,12
60 6,34°+0,09 5,93°+0,08 5,73°¢0,14
120 6,16°+0,16 5,82°+0,12 5,55°40,17
210 5,81°+0,20 5,59°°+0,20 5,45%0,20

360 5,35°+0,24 5,30°+0,22 5,20°+0,25

p (F)

Tempo (min) TPR CONC TPR*CONC
0 0,0008" 0,0000" 0,0114"
30 0,0031" 0,0000" 0,1055™
60 0,0007" 0,0000" 0,4244 "™
120 0,0157" 0,0000" 0,7083 "™
210 0,0115° 0,0028" 0,1403 "™
360 0,0043" 0,2098™ 0,0854"

NOTA: Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; *Significativo; " n3o
significativo.

PRODUCAO DE ACIDO LATICO EM RELACAO A TEMPERATURA DE TRABALHO E
CONCENTRACAO DE EL

Observa-se na Tabela 2 que a acidez (mol.L) das amostras nas trés
temperaturas de trabalho (30°C, 24°C e 38°C), se mantém constante ao longo de
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todo o processo fermentativo (p>0,05), indicando que ndo houve efeito da
temperatura para a producgao de acido latico e que a suplementagado do meio com
EL estimulou a producdo de acido em todos os tempos de trabalho (p<0,05),
apresentando um aumento na acidez de até 175% no tempo 360 min entre os
meios suplementados com 0% e 13% de EL.

Tabela 2. Médias de acidez (mol.L'?) encontradas para as anélises realizadas com células
imobilizadas de acordo com as variancias CONC e TPR.
Temperatura (TPR)

Tempo (min) 30°C 34 °C 38°C
0 0,24°+0,10 0,20°+0,10 0,28%1+0,14
30 0,27°+0,12 0,24°+0,15 0,32°+0,14
60 0,30°t0,10 0,27°10,21 0,34°10,16
120 0,35%10,11 0,32°+0,14 0,43°+0,12
210 0,39%1+0,10 0,40°+0,20 0,42°40,19
360 0,45%10,20 0,43°+0,15 0,49%10,21
Concentragao (CONC)
Tempo (min) 0% 6,5% 13%
0 0,14°+0,02 0,24°+0,04 0,35%10,06
30 0,15°0,01 0,28°+0,09 0,40°10,08
60 0,17°¢0,02 0,29°+0,05 0,45%10,06
120 0,27°+0,06 0,332°+0,02 0,50%+0,05
210 0,22°40,02 0,41°+0,03 0,57%40,01
360 0,24°+0,02 0,46°+0,04 0,66%+0,07
p (F)
Tempo (min) TPR CONC TPR*CONC
0 0,08 " 0,00" 0,22
30 0,03" 0,00" 0,13™
60 0,02" 0,00" 0,08
120 0,24" 0,01" 0,68™
210 0,33™ 0,00" 0,65™
360 0,08™ 0,00" 0,73™

NOTA: Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma linha n3do diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; DP: Desvio Padrdo;
*Significativo; "™ ndo significativo.

De acordo Teixeira et al (2014), células imobilizadas em alginato de célcio
possuem maior efetividade com a elevagdo da temperatura, pois menores
temperaturas aumentam a resisténcia a transferéncia de massa da esfera para o
meio de fermentagdo, acarretando em menor difusividade de substancias pelo
suporte. Contudo, neste trabalho, observa-se que meios suplementados com EL
aumentaram a producdo de acido latico em até 175%, no tempo 360 min (0,24
mol.L' e 0,66 mol.L'1 para 0% e 13% de suplementacdo com EL, respectivamente)
demonstrando que mesmo em baixas temperaturas, o nivel de passagem das
células presentes no interior das esferas para o meio de fermentagdo foi eficaz
para uma maior producdo de acido latico.

Resultados semelhantes aos desse trabalho foram publicados por Alves
(2014). Ao avaliar a produgdo de acido latico nos processos fermentativos das
espécies do género Lactobacillus acompanhados por E. faecalis, o autor observa
que tratamentos sem suplementagdo de EL apresentaram, no decorrer de 96 h,
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aumento gradativo na producdo de acido de até 9,4% de acido lactico, ja em
tratamentos realizados com adicdo de EL no meio de fermenta¢do houve aumento
de 220% na producgado de acido lactico. Segundo DJUKIC-VUKOVIC et al., (2012), o
EL satisfaz as exigéncias nutricionais das LAB, visto que esses microrganismos
apresentam complexas exigéncias nutricionais para o seu desenvolvimento e dessa
forma, pode influenciar no aumento de acidez em processos fermentativos.

VIABILIDADE E ESTABILIDADE DAS ESFERAS DE ALGINATO DE CALCIO

A viabilidade das esferas foi avaliada em soro de leite sem suplementacao de
extrato de levedura a temperatura de 38 °C, uma vez que em condi¢des de
temperatura entre 35 °C e 40 °C as bactérias do acido lacteo possuem um eficiente
metabolismo de carboidratos e o tempo de duplicacdo é bem mais rapido que
outros micro-organismos (NARENDRANATH; POWER, 2004).

A concentracdo de 4acido latico foi crescente em todos os tempos da
fermentacgdo (Figura 1). Pode-se observar que a maior concentragdo de acido latico
foi encontrada na 5° fermentacdo (0,62 mol.L?) seguida da 4° fermentacdo (0,46
mol.L?). Isso mostra que a passagem dos micro-organismos do interior das esferas
para o meio de fermentacdo requer uma quantidade de tempo superior a 24 h
(CARVALHO; MONTEIRO, 2011).
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Figura 2. Acidez produzida durante reutilizacao das esferas de alginato de calcio em 30
horas de fermentacdo para verificagdo da viabilidade de células imobilizadas na produgao
de acido latico.

NOTA: Médias seguidas por letras minusculas iguais ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando se faz o reuso de células imobilizadas para a producdo de acido latico
a taxa de saida de células tende a aumentar devido a degradacdo do suporte
principalmente por agdo quelante do proprio acido latico (YAN et al., 2001).
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Conforme observado na Figura 2, apds 24 h de uso das esferas, a taxa de producao
de acido latico tende a aumentar.

Outro fator importante é o material utilizado para a imobilizacdo das células
(CANILHA et al., 2007). Nesse estudo o suporte gel de alginato de calcio mostrou-
se estdvel durante as 30 h de fermentacao e nao foi identificado perda de massa
ou danos mecanicos, mostrando que o material escolhido para a imobilizacdao das
células apresenta alta resisténcia mecanica, permitindo a sua reutilizacdo em
repetidos ciclos de fermentacdo. Ariyajaroenwong et al. (2012), observaram
comportamento similar, relatando que as células imobilizadas agem como um
inoculo para a batelada seguinte na producdo de etanol.

CONCLUSAO

A temperatura ndo apresentou efeito significativo na producao de acido latico
por células de bactérias laticas imobilizadas. Ja a suplementacdo do soro de leite
com extrato de levedura foi efetiva em aumentar a taxa de producdo de 4acido
latico em até 175% no tempo 360 min entre os meios suplementados com 0% e
13% de EL.

Ao reutilizar as células imobilizadas para a realizacdo de novas fermentacées,
apods 30 h, entre o inicio da 1° fermentacdo e a 5° fermentacdo, a concentragdo de
acido aumentou em média 158,33%. O material utilizado para a imobilizagdo das
células se mostrou resistente para ser reutilizado, ndo apresentando danos
mecanicos durante as 30 h do processo fermentativo.
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Lactic acid production from whey by
immobilized lactic bacteria on calcium
alginate’s spheres

ABSTRACT

This work studied the lactic acid production in the batch reactor using whey as
substrate supplemented with different concentrations of Saccharomyces
cerevisiae’s yeast extract (EY) by the action of mixed culture of Lactobacillus
dcidophilus LA-5 ©®, Bifidobacterium BB-12® and Streptococcus thermophiles
immobilized in calcium alginate’s spheres, at different temperatures. We studied
two factors, concentration of yeast extract and the temperature at levels 0%, 6.5%
and 13% and 30 °C, 34 °C and 38 °C respectively. It was observed that the
immobilized cells have not had the lactic acid production rate affected by
increasing the fermentation temperature. On the other hand, the increase in the
concentration of the EY by supplementation led to the increase of the lactic acid
production. It was also evaluated the feasibility of spheres of calcium alginate
when reused to inoculate new culture medium. After five re-use cycles, the
spheres showed no cracks and change in mean diameter. The acid lactic
concentration increased about 157% between the first and last cycle of
fermentation.

KEYWORDS: fermentation; immobilized cells; yeast extract.
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