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ARTIGOS / ARTICLES

Producio continua de acido lactico por Lactobacillus curvatus

a partir de melaco de cana-de-acucar suplementado

Utilization of supplemented sugarcane molasses for continuous

production of lactic acid by Lactobacillus curvatus

Andréa Rocha de Oliveira!, Jodo Batista Buzato?, Maria Célia de Oliveira Hauly*"

Resumo

Melaco ¢ uma matéria prima de baixo custo e rico em nutrientes para a fermentacao lactica. O acido lactico tem
aplicagdo na indistria farmacéutica, cosmética, téxtil, de couro, quimica e de alimentos, onde sdo utilizados cerca de
82% de sua produgao mundial. Neste trabalho foi avaliada a produgéo de acido lactico por Lactobacillus curvatus
em fermentagdo continua de melago de cana-de-agticar, previamente tratado com invertase e suplementado com
extrato de levedura e peptona. Os valores de taxa de diluigdo D=0,05;0,10 ¢ 0,15h™! foram testados a temperatura de
37°C. As amostras foram coletadas na fase estacionaria de crescimento, para medidas de pH, determinagdo de
aglcares redutores, biomassa, produgio de acido lactico e viabilidade celular. Nestas condigdes, o consumo de
agucares redutores diminuiu de 7,1; 6,4 ¢ 4,8g/L. com 0 aumento respectivo da taxa de diluigdo. A maior producio de
acido lactico (13,8g/L) foi obtida na taxa de diluigdo de 0,05h, enquanto que D=0,10 € 0,15h™! suportaram a produgao
de 10,2 e 7,1g/L, respectivamente. Os valores mais altos de biomassa (1,98g/L) e viabilidade celular (2,03x10°UFC/mL)
também foram alcangados na menor taxa de dilui¢do (D=0,05h"). A produgio de acido lactico, por L. curvatus em
melaco, previamente tratado com invertase e suplementado, foi mais adequada na menor taxa de diluigao.
Palavras-chave: Lactobacillus curvatus, melago de cana-de-agtcar, suplementacdo, fermentacao continua,
acido lactico

Abstract

Several by-products and raw-materials of food and agricultural industries have been used as culture medium. It is rich
nutrients sources, and it is considered low cost and high availability of molasses as a substrate can be used in lactic
fermentation. Lactic acid has tradicionally been obtained by chemical process, however, lactic acid production by
fermentative process is considered most viable economically. Lactic acid has application in different industries such
as pharmaceutical, cosmetic, textiles, leather, chemical and food industries, where about 82% of all world production
is used. In this work, lactic acid production by L. curvatus under continuous culture on sugarcane molasses
supplemented with yeast extract and peptone was evaluated. Dilution rates tested were 0,05; 0,10 and 0,15h" at 37°C.
Samples were taken for pH, reducing sugar, lactic acid, biomass and cellular viability measurements under steady
state conditions. When the D was 0,05; 0,10 and 0,15h™", the reducing sugar consumption was 7,1; 6,4 and 4,8g/L,
respectively. Highest lactic acid production (13,8g/L) was obtained when D=0,05h" was used, while at D=0,10 and
0,15h™", lactic acid production reached 10,2 and 7,1g/L, respectively. The highest values of biomass (1,98g/L) and cell
viability (2,03x10°CFU/mL) were reached at the lowest dilution rate tested (0,05h"). In conclusion, the results showed
that under tested conditions, low values of dilution rate were most suitable for continuous lactic acid production by
L. curvatus in supplemented sugarcane molasses.

Key words: Lactobacillus curvatus, sugarcane molasses, supplementation, continuous fermentation,
lactic acid
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Introducao

O 4cido lactico € um acido orgénico de alto valor
comercial, devido as suas aplicac¢des. Cerca de 82%
da produgdo mundial ¢ utilizada pela industria de
alimentos, sendo o restante utilizado nas indudstrias
farmacéutica, cosmética, téxtil, de couro e quimica
(DEMIRCI et al.,1998; EVANGELISTA;
NIKOLOV, 1996). O acido lactico pode ser obtido
por sintese quimica ou bioconversdo através da
fermentagao lactica (CHOUDHURY ; BASHA;
SWAMINATHAN, 1998), sendo esta mais viavel
economicamente.

A fermentagdo lactica pode utilizar diversos glicideos
ou matérias-primas ricas em glicose, sacarose ou
lactose. A escolha do carboidrato a ser bioconvertido
depende da linhagem selecionada, visto que as cepas
diferem quanto ao metabolismo relativo a diferentes
fontes de carbono (ROYCHOUDHURY;
SRIVASTAVA; SAHAI.,1995). Oliveira (1995)
verificou que na fermentacao lactica utilizando L.
curvatus a sacarose ndo foi a fonte de carbono mais
adequada. Desta maneira, substratos ricos em
sacarose necessitam de tratamento prévio (acido ou
enzimatico) em funcdo da baixa atividade de
invertase desse microrganismo.

Diversos produtos e subprodutos da industria de
alimentos e da agroindustria, por serem baratos e
abundantes , tém sido empregados como substrato
para a producdo de substdncias comercialmente
importantes como acidos orgénicos, acetona, etanol
e outros (MORAES; CAPALBO; MORAES, 1991).
Residuos e matérias-primas agroindustriais que
contém alto teor de carboidratos podem ser utilizados
na fermentagdo lactica, sendo que o soro de leite e
melaco sdo os de maior interesse economico.

Cerca de 18 milhdes de toneladas de melaco de
cana-de-agucar sao produzidos por ano no Brasil pelo
setor sucroalcooleiro. Por seu baixo custo, alta
disponibilidade e alto teor de agticares fermentaveis,
esta matéria-prima vem sendo empregada como
substrato para diferentes tipos de fermentacao. Para
se obter um maior rendimento, tanto da producao de

biomassa quanto da producao de acido lactico, varios
pesquisadores tém suplementado o meio de cultivo com
fontes de nitrogénio (DEMERCI et al., 1998; PAYOT;
CHEMALY; FICK, 1999; AMRANE; PRIGENT,
1998; SELMER-OLSEN; SORHAUG,1998) .

O objetivo deste trabalho foi produzir 4cido lactico
através de fermentagdo continua por L. curvatus a
partir de melago de cana-de-agucar, previamente
tratado com invertase ¢ suplementado com extrato
de levedura 2% (m/v) e peptona 4% (m/v) , na
concentragdo de 10% (m/v).

Material e Métodos
Melacgo de cana-de-acucar

Foi utilizado melaco de cana-de-actcar safra 99/
00 procedente da Usina de Agucar e Alcool da
COROL (Cooperativa Agropecuaria Rolandia Ltda.)
localizada na regido Norte do Parand. A matéria-
prima continha, em média, 70% de agucares totais,
sendo 54% de sacarose ¢ 16% de agucares
redutores.

Microrganismo

Foi utilizado Lactobacillus curvatus isolado de
silagem de milho por Oliveira (1995), mantido em agar
MRS, agar MRS inclinado contendo proteose peptona,
extrato de carne, extrato de levedura, glicose, complexo
monooleato e sorbitol, citrato de amonio, acetato sodico,
sulfato de magnésio, sulfato de manganés, fosfato
disodico e agar. O pH inicial foi 6,5. Ap6s autoclavado,
o meio foi mantido sob refrigeracdo a 4°C (MAN;
ROGOSA; SHARPE, 1960).

Meio para fermentagdo

O melago de cana-de-agtcar diluido a 10% (m/v)
em agua destilada ,foi tratado com 2% (v/v) de invertase
(14,09 U/mL) a 37°C durante 20 minutos apH 4,7. Apos
incubag@o, a reagdo foi inibida em agua fervente por
5 minutos e o meio foi suplementado com extrato de
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levedura (Biobras) na concentracdo de 2% (m/v) e
peptona (Biobras) a 4% (m/v) e o pH ajustado para
6,2.

Processo fermentativo

L. curvatus mantido sob refrigeracao foi ativado,
trés vezes antes de ser utilizado no processo
fermentativo ,através de repiques sucessivos a cada
24 horas, apods cultivado a 37°C  em leite em po
desengordurado e na concentragdo de 10% (m/v). A
seguir, foi transferido para o meio de fermentacdo e
mantido a 37°C durante 24 horas. Em seguida, uma
aliquota de 10% (v/v) foi transferida para um
fermentador cilindrico de 0,5L, com controle
automatico de temperatura de 37°C e agitacdo de
150 rpm , contendo 0,3L de meio de fermentacao.
Apo6s 3 horas , para o cultivo atingir a fase
logaritmica, foi ligada a bomba peristaltica, iniciando-
se a fermentagdo continua. Durante o processo
fermentativo, foram testadas as taxas de diluicdo de
0,05;0,10e0,15h"!". Em cada taxa de dilui¢do avaliada
, aguardou-se até que o cultivo atingisse a fase
estacionaria de crescimento, verificado por valores
de biomassa, agucares redutores e acido lactico
constantes. A partir dai, as amostras foram coletadas,
no decorrer da 5* a 10" geragdo do microrganismo.

Andlise do processo fermentativo

O processo fermentativo foi analisado quanto aos
parametros de rendimento do acido lactico (g/g),
produtividade (g/L.h) e consumo de acgucar (%)
conforme (KWON; KAUL; MATTIASSON, 1996).

O rendimento foi calculado pela relacdo da
concentragdo de acido lactico pela concentragdo de
actcar consumido ; a produtividade pela relagdo da
concentracdo de acido lactico pelo tempo de
fermentacdo e o consumo de agucar fazendo-se a
relagdo da diferenga ( ARTi — ARTY) pela (ARTi x
100) onde ARTi = agticar redutor total inicial e ARTf
agucar redutor total final.

Determinacoes analiticas
a) Determinacao de biomassa

Amostras do caldo fermentado foram centrifugadas
a2000xg por 10 minutos, reservando-se o sobrenadante
para as outras andlises. O precipitado foi lavado duas
vezes com solucdo salina estéril e centrifugado. A
biomassa foi determinada pela medida da densidade
optica da suspensao celular em 600nm e convertida em
peso seco (g/L) usando uma curva de calibragao de
densidade dptica versus biomassa seca (KWON;
KAUL; MATTIASSON, 1996).

b) Determinagdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada por
semeadura em profundidade de dilui¢des apropriadas
da amostra em agar MRS (ZAYED; WINTER, 1995)
com incubagdo a 37°C por 48 horas.

c¢) Determinacdo de pH

O pH foi monitorado utilizando-se um potenciémetro
digital da marca Hanna modelo HI 9321.

d) Determinagao de acido lactico

O 4cido lactico foi extraido do caldo fermentado
de acordo com o método descrito por Silva (1981).
Foi utilizada uma coluna Aminex HPX — 87H
(300mm x 7.8mm [J), especifica para analise de
acidos organicos e pré-coluna contendo a mesma
resina de exclusdo idnica. A fase mével constituiu-
se de H,SO, 5x10~mol L' mantida sob fluxo de
0,6mL min™'. A temperatura do sistema foi mantida
a 35°C e a pressao foi de 52mmHg. Para injecdo
no cromatdgrafo, o extrato obtido de acordo com
Silva (1981) foi filtrado em membrana milipore
0,45um. O volume de injecdo foi de 20puL. Foi
utilizado 210nm para o detector UV — VIS. O
padrdo interno constituiu-se de uma mistura de
acido oxalico, acético, citrico, malico, succinico e
formico. Padrdes de acido lactico nas
concentracdes de 2,08x102mol L'; 4,7x10?mol L-
e 6,25x102mol L' foram utilizados na curva de
referéncia para calculo da concentracao das
amostras (ZHENG et al., 1996).
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e) Determinacdo de agtcares redutores

Os agucares redutores foram determinados pelo
método de Somogyi (1945) e Nelson (1944). Para
determinagao de agucares redutores totais, realizou-
se hidrolise acida prévia das amostras, seguida de
neutralizacdo e finalmente determinacao dos agticares
redutores totais pelo método de Somogyi (1945) e
Nelson (1944).

Andalise Estatistica

Os resultados foram analisados pela comparagao
entre as médias, através do teste de Tukey (GOMEZ,
1985).

Resultados e Discussao

O melago de cana-de-agticar “in natura” diluido a
10% (m/v) apresentou 10,4g/L de aglcares redutores e
apos tratamento com 2% (v/v) de invertase (14,09 U/
mL), o teor de agticares redutores do melago de cana-
de-agucar 10% (m/v) aumentou para 34,0g/L. O
tratamento com invertase elevou em 226,9% os
acucares redutores no meio de fermentacdo. Martinez-
Gonzalez et al. (1988) trataram melago de cana-de-
aguicar com acido sulfurico 10 e 20% sob temperatura
de 60°C e obtiveram 91,2 ¢ 98% de conversio,
respectivamente. Apesar da hidrolise acida fornecer
indices de conversdo elevados e ser utilizada
industrialmente, a hidrolise enzimatica ainda é mais
vantajosa ¢ indicada em processos fermentativos por
ndo gerar compostos indesejaveis (COUTINHO
FILHO; HORI, RIBEIRO, 1999). Os processos
biotecnoldgicos como a sacarificagdo do amido ou a
hidrolise da sacarose sdo mais rentaveis com a ajuda
de enzimas microbianas, uma vez que estas reagem
com seus substratos de forma livre ou imobilizadas em
suportes solidos (JAGNOW; DAWID, 1991), o que
pode facilitar no processo industrial e evitar o
aparecimento de produtos indesejaveis.

A produgao de acido lactico, biomassa e consumo
de actucar redutor pelo L. curvatus na fermentagao

continua, utilizando-se como meio de cultivo melaco
de cana-de-agtcar tratado com invertase, contendo
70,8g/L de actcar redutor total, e suplementado com
extrato de levedura 2% (m/v) e peptona 4% (m/v)
sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Producéo de acido lactico, biomassa e consumo
de agucar redutor pelo Lactobacillus curvatus na
fermentacdo continua de melago de cana-de-agticar tratado
com invertase ¢ suplementado com extrato de levedura
2% (m/v) e peptona 4% (m/v).

Parametros analisados taxas de diluigdo (h™')

0,05 0,10 0,15
pH final 4,04 4,21 4,30
AR, (g/L) 26,9 27,6 29,2
ART, (g/L) 31,0 38,0 46,8
Acido lactico (g/L) 13,8 10,2 7,10
Biomassa (g/L) 1,98 1,74 1,69

Natabela 1, o teor inicial de agticar redutor foi de
34,0g/L na fermentacdo continua de melago de cana-
de-agticar 10% (m/v) suplementado. O consumo de
agucares redutores nas diferentes taxas de diluicdo
foi de 7,1; 6,4 ¢ 4,8g/L. em D=0,05; 0,10 ¢ 0,15h"!,
respectivamente, indicando que o consumo de agucar
diminui com o aumento da taxa de diluicdo. A
quantidade de agucar redutor residual (AR ) foi de
26.,9; 27,6 e 29,2g/L nas taxas de dilui¢ao de 0,05;
0,10 ¢0,15h!, respectivamente, sugerindo que a taxa
de dilui¢do menor ¢ a mais adequada para o melhor
aproveitamento dos agucares do meio de cultivo.

A produgao de acido lactico foi de 13,8; 10,2 e
7,10g/L nas taxas de dilui¢ao de 0,05; 0,10 ¢ 0,15h!,
respectivamente. O teste de Tukey (GOMEZ, 1985)
utilizado para comparagdo das médias mostrou que
os resultados sdo significativamente diferentes ao
nivel de 5%. Comparando a producao de acido lactico,
verifica-se que menores valores de D favorecem a
produgdo de acido lactico por L. curvatus. Barcena
etal. (1998) também demonstraram que baixas taxas
de diluicdo favorecem a produgdo de acido lactico
por L. casei.
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A produgdo de acido lactico, biomassa € ART,
em diferentes taxas de diluicdo é demonstrada na

figura 1.
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Figura 1. Efeito da taxa de dilui¢ao (D) sobre a produgao
de acido lactico, produgao de biomassa e agticar redutor
total residual (ARTr) na fermentagdo continua de
Lactobacillus curvatus em melaco de cana-de-agucar
suplementado.

A taxa de diluicdo deve ser considerada na
produgdo de acido lactico, entretanto a composi¢ao
do meio de cultivo também ¢ muito relevante. Oliveira
et al.(2000) obtiveram 4,7g/L de acido lactico em
D=0,10h"! para o L. curvatus cultivado em condigdes
similares, porém utilizando melago de cana-de-
acucar, tratado com invertase, mas sem
suplementagdo. No presente trabalho, utilizando-se
melago de cana-de-agucar, tratado com invertase e
suplementado com peptona 4% (m/v) e extrato de
levedura 2% (m/v), a produg@o atingiu valor de 10,2 g/
L nataxa de diluigao de 0,10h™, ou seja, um valor maior
que o dobro na produgédo de acido lactico, mostrando
claramente a vantagem da suplementagdo do melago.
Montelongo, Chassy e McCord (1993) suplementaram
melaco de soja 2% (m/v) com extrato de levedura
0,5% (m/v) para produgdo de acido lactico por
processo descontinuo com L. salivarus e obtiveram
5,5g/L de acido lactico em 10 horas de cultivo,
enquanto que em melago de soja sem suplementagao

foram obtidos 4,2 g/L em 36 horas de cultivo.

Oliveira et al.(2000) , através de fermentagao
continua do L. curvatus em melago de cana-de-
aglicar sem suplementacdo, obtiveram valores de
1,10g/L),
respectivamente para as taxas de dilui¢ao de 0,10 e
0,15h"!, que os obtidos neste trabalho ( 1,74 e 1,69¢/
L), sugerindo que a suplementacdo do melago

biomassa mais baixos (1,10 e

favoreceu o crescimento do L. curvatus.

A viabilidade celular do L. curvatus foi de
2,03x107% 1,20x10° € 9,7x10% UFC/mL, nas taxas de
0,05;0,10 e 0,15h"!, respectivamente, indicando que
a viabilidade celular diminuiu com o aumento de taxa
de diluicdo. Apesar de haver diminui¢cdo, pode-se
afirmar que a viabilidade celular ainda foi alta, nas
diferentes taxas de dilui¢dao e ndo foi afetada pelo
baixo pH final da fermentagdo no meio de melaco
suplementado. Cultivos preliminares do L.curvatus
em meio de melago diluido a 10% (m/v) sem
suplementagdo, com extrato de levedura e peptona,
apresentaram valores de viabilidade celular de
2,0x103UFC/mL,indicando a necessidade de
suplementag¢do do meio de cultivo para melhorar o
crescimento celular.

Montelongo, Chassy e McCord (1993)
demonstraram baixo crescimento de Lactobacillus
quando cultivado em melago de soja , subproduto
obtido na preparacdo de proteina de soja o qual
contém a-galactosideo, sem suplementacao.
Entretanto, estudando fermentacgao lactica em melaco
de soja suplementado com extrato de levedura,
verificaram maior crescimento celular e melhor
desempenho do processo fermentativo.

Kotzamanidis, Roukas e Skaracis (2002)
estudando fermentacao lactica em frascos agitados,
verificaram que a substitui¢@o de extrato de levedura
por outras fontes de proteinas de menor custo, nao
melhorou a producdo de acido lactico por L.
delbrueckii NCIMB 8130 cultivado em melago de
beterraba . A utilizagdo de melago de beterraba
também foi avaliada por Bulut, Elibol e Ozer (2004)
que afirmaram que a pasteurizacdo do melago
melhora a producao de acido lactico.
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Os resultados referentes aos pardmetros cinéticos
de rendimento do cido lactico, produtividade e consumo
de agucar redutor total obtidos na fermentacao lactica
continua do L. curvatus em trés diferentes taxas de
diluigdo sao apresentados na tabela 2.

Na tabela 2, o0 agticar consumido (em %) durante
o processo fermentativo foi de 56,2; 46,3 e 33,9,
fornecendo rendimentos (g/g) de 0,35; 0,31 e 0,30
para as taxas de dilui¢do de 0,05; 0,10 e 0,15h!,
respectivamente. Portanto, o melhor rendimento
(0,35g/g) foi obtido na menor taxa de diluicao testada.

Tabela 2- Parametros cinéticos avaliados na fermentagao
continua do Lactobacillus curvatus em melago de cana-
de-agucar a 10% (m/v), previamente tratado com invertase
e suplementado com 2% (m/v) de extrato de levedura e 4%
(m/v) de peptona.

Parametros cinéticos Taxas de diluigdo (h™)

0,05 0,10 0,15
Rendimento (g/g) 0,35 0,31 0,30
Produtividade (g/L/h) 0,12 0,11 0,08
Consumo de agucar (%) 56,2 46,3 33,9
Tempo de fermentacao (h) 116 92 92

Apesar do melaco utilizado apresentar em sua
composi¢do uma concentracdo elevada de
carboidratos (70,8g/L), a conversao em acido lactico
ndo foi satisfatoria. Esse melaco é procedente de
lavouras que geralmente recebem aplicagdo de
herbicidas e pesticidas, os quais podem aparecer na
composicao do mesmo, podendo prejudicar o processo
fermentativo. Dimmling ¢ Nesemann (1985 apud
DROZD, 1987), relataram que melago geralmente ¢
impuro e contém herbicida, pesticida e residuos
quimicos usados no processamento da cana-de-
acucar. Apesar de nao acarretar danos toxicologicos
para humanos e animais, podem causar problemas
em algumas fermentacdes.

Valores de rendimento de acido lactico como
0,76g/g foram descritos por Kwon, Kaul e Mattiasson
(1996) utilizando meio semi-sintético contendo glicose
como fonte de carbono e enriquecido com extrato
de levedura e triptona. Ainda que os valores de

rendimento de acido lactico obtidos no atual trabalho
sejam inferiores, a utilizacdo de melaco de cana-de-
acucar suplementado constitui uma alternativa
economicamente viavel, se considerarmos o baixo custo
quando comparado com o prego dos meios semi-
sintéticos.

Conclusao

Melago de cana-de-agtcar, previamente tratado
com invertase e suplementado com extrato de
levedura e peptona , mostrou ser um meio de cultivo
economicamente viavel para produgao de acido
lactico. Nestas condigdes, a menor taxa de diluicdo
foi mais adequada para o desenvolvimento da
fermentagdo continua do L.curvatus.
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