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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a fermentacdo homolactica do soro de queijo, utilizando
uma cepa do Lactobacillus helveticus (ATCC 15009). Os experimentos foram conduzidos em
um fermentador em batelada, com controles de agitacao, temperatura e pH, por um periodo de
32 horas. Foram analisadas as influéncias de quatro variaveis sobre a produ¢do do acido
lactico: temperatura, pH, concentracdo do substrato lactose e concentracdo do extrato de
levedura, utilizado como suplemento do meio de fermentacao. Os efeitos dessas varidveis e de
suas interagdes foram analisadas pela metodologia da superficie de resposta. As maiores
influéncias foram exercidas pelo pH e pela concentragdo do extrato de levedura. Através de
uma analise candnica da superficie de resposta ajustada, determinou-se os valores 6timos das
variaveis que levaram a maxima producdo de acido lactico: 82 g/L de lactose, 23,36 g/L de
extrato de levedura, temperatura de 40 °C e pH 6,8. Nestas condi¢des, a concentragao do
acido lactico atingiu 59 g/L. Um estudo cinético revelou que a fermentagdo do soro de queijo
pelo Lactobacillus helveticus € inibida pelo substrato e pelo produto. Foram testados modelos
para descrever o crescimento microbiano, o consumo de substrato e a formagao do produto. A
equacgao logistica representou adequadamente o crescimento do Lactobacillus helveticus. Os
maiores desvios ocorreram no inicio da fermentacdo ¢ na fase estacionaria, onde a condicao
de velocidade instantanea de crescimento igual a zero ndo ¢ prevista pelo modelo. As medidas
de vicio de Box e de curvatura de Bates e Watts referentes a este modelo demonstraram que
existe confiabilidade estatistica para os estimadores de minimos quadrados dos parametros. O
ajuste do modelo de crescimento de Amrane (1999) aos resultados experimentais foi
ligeiramente melhor do que o obtido pela equagdo logistica. Entretanto, as medidas de vicio
de Box e de curvatura de Bates e Watts demonstraram que as inferéncias estatisticas sobre as
estimagdes dos parametros nao sdao validas e, portanto, a possibilidade de utilizagdo deste
modelo foi descartada. Os modelos de consumo de substrato de Pirt e de formagdo de produto

de Luedeking e Piret ajustaram-se bem aos resultados experimentais.

PALAVRAS-CHAVE: soro de queijo, acido lactico, otimizagdo, Lactobacillus helveticus.



ABSTRACT

In this work the homolactic fermentation of cheese whey using Lactobacillus
helveticus (ATCC 15009) was studied. The experiments were carried out in a batch reactor,
with agitation, temperature and pH control during a period of 32 hours. The influences of four
variables according to a composite design on the production of lactic acid were analyzed:
temperature, pH, concentration of lactose and concentration of yeast extract, used as a
supplement for the fermentation medium. The effects of these variables and its interactions
were analyzed by the response surface methodology. The biggest influences were exerted by
pH and by the concentration of yeast extract. Through a canonic analysis of the adjusted
response surface, the optimal variables values that led to the biggest production of lactic acid
were determined: 82 g/L of lactose, 23.36 g/L of yeast extract at 40 °C and pH 6.8. In these
conditions, the concentration of the lactic acid reached 59 g/L. Through a kinetic study, it was
proved that the homolactic fermentation of whey is inhibited by the substrate as well as by the
product. Models were tested to describe the microbial growth, the substrate consumption and
the product formation. The logistic equation represented well the growth of the Lactobacillus
helveticus. The biggest deviations occurred at the beginning of the fermentation and at the
stationary phase, where the condition of instantaneous rate of growth equal to zero is not
predicted by the model. The measures of bias from Box and of curvature from Bates and
Watts referring to this model demonstrated that there is a statistic confidence for the least
square estimators of the parameters. The adjustment of the growth model from Amrane
(1999) for the experimental data was slightly better than the one obtained from the logistic
equation. However, the measures of bias from Box and of curvature from Bates and Watts
demonstrated that the statistical inferences on the parameters estimative are not valid.
Therefore, the possibility of using this model was discarded. The models of substrate
consumption from Pirt and of formation of product from Luedeking and Piret fitted well to the

experimental data.

WORD KEYS: whey, lactic acid, Lactobacillus helveticus, optimization.



1- INTRODUCAO

Soro ¢ o nome dado ao liquido remanescente das etapas de precipitacdo e remogdo da
caseina do leite, durante a fabricagdo do queijo. As industrias de laticinios o produzem
diariamente em grandes quantidades. Para cada 1kg de queijo produzido gera-se, em média, 9
kg de soro (SISO, 1996). A produgdao mundial no ano de 2001 foi de aproximadamente 100
bilhdes de litros (ALVES FILHO, 2002).

Por se tratar de um subproduto de baixo valor econdmico, antigamente o soro era
simplesmente langado nos cursos d’adgua sem nenhum tratamento prévio. Embora varias
possibilidades de utilizacao tenham sido pesquisadas nos ultimos cinquenta anos, até o ano de
1995 quase metade do soro produzido em todo o mundo ainda era descartado como um
efluente (SISO, 1996). Isto fez com que o soro se tornasse um sério problema ambiental,
devido as grandes quantidades produzidas e ao seu alto teor de matéria organica, com
DBO=30000-50000 mg/LL. (MAWSON, 1994). Para atender as legislagdes ambientais, as
industrias tém buscado alternativas para a sua utilizacdo ao invés do descarte. As proteinas
contidas no soro, por exemplo, podem ser separadas por ultrafiltracdo e utilizadas como
suplemento alimentar ¢ como matéria-prima para a fabricagdo de produtos nutricionais.
Entretanto, a recuperagao das proteinas pouco contribui para a diminui¢do da carga poluente
do soro, formada principalmente pela lactose presente no permeado (MAWSON, 1994).
Logo, ¢ de grande interesse o estudo das diversas possibilidades de utilizagdo desse agucar.

Um dos caminhos mais promissores ¢ utiliza-lo como fonte de carbono para a
producdo de &cidos organicos por fermentacdo. A maior parte das pesquisas desenvolvidas
nos ultimos anos visam a producdo de acido lactico, de alto valor agregado, através da
fermentagdo da lactose presente no soro (FU; MATHEWS, 1999).

Os principais consumidores do acido lactico sdo as industrias alimenticia, de bebidas e
farmacéutica. Entretanto, a produ¢do mundial de acido lactico vem crescendo nos ultimos
anos para atender principalmente a demanda das industrias produtoras de polimeros
biodegradaveis. Esses polimeros sdo fabricados a partir do acido lactico produzido por
fermentagdo, e sdo utilizados principalmente na produg¢do de embalagens biodegradaveis
(BUSTOS et al., 2004).

No ano de 2001 foram produzidas oitenta e seis mil toneladas de 4cido lactico em todo
o mundo. Desse total, aproximadamente noventa por cento foi obtido por fermentagdo. O

restante foi produzido sinteticamente, através da hidrolise da lactonitrila (NEXANT



CHEMSYSTEMS, 2002). O principal substrato para a producdo do acido lactico por
fermentagdo ¢ a glicose de milho. Portanto, para que o soro de queijo se constitua numa
matéria-prima atrativa e conquiste espagco neste mercado, sdo necessarios varios estudos
abordando tanto os aspectos técnicos quanto os econdmicos do processo.

Assim sendo, este trabalho dedica-se a estudar a produ¢ao do acido lactico através da

fermentagao do soro de queijo com os seguintes objetivos:

1. Analisar a influéncia das varidveis temperatura, pH e concentragdes de lactose
e de extrato de levedura sobre a formacdo do produto, através da metodologia

da superficie de resposta;

ii.  Localizar o ponto de maxima produg¢@o de acido lactico, através de uma anélise

canonica da superficie de resposta ajustada;

iii.  Desenvolver um estudo cinético e propor modelos para predizer as

concentragdes de células, substrato e produto em fun¢do do tempo.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Soro de Queijo

2.1.1 - Introducao

Para a fabricagdo da maioria dos queijos, adiciona-se ao leite uma cultura lactica
(fermento), composta de bactérias produtoras de acido lactico, e uma enzima (coalho) capaz
de coagular o leite. A atividade da enzima, combinada com a acidez produzida pelo fermento,
causam a desestabilizacdo das proteinas que compdem as micelas de caseina. A destruicao das
micelas inicia o processo de coagulacdo, formando um gel de caseina. A massa formada ¢
aquecida lentamente, e este processo de cozimento provoca a contracao do gel e a expulsdo de
liquido do seu interior. Este liquido remanescente da precipitagdo da caseina do leite, durante
a fabricagdo do queijo, recebe o nome de soro de queijo (USDEC — United States Dairy
Exporters Council , 2004).

Este subproduto representa 85-95% do volume do leite e retém 55% dos seus
nutrientes. Entre esses nutrientes destacam-se a lactose (4-5%), as proteinas solaveis (0,6-
0,8%), os lipideos (0,4-0,5%) e os sais minerais (8-10% do extrato seco). Os sais minerais sao
essencialmente os mesmos presentes no leite. Dentre os mais importantes destacam-se os sais
de sodio e potassio, que representam a metade do total. O restante ¢ formado por sais de
calcio, magnésio e fosforo. Ha também a presenca de acido lactico (0,1-0,8%), acido citrico,
compostos nitrogenados nao protéicos (uréia e acido urico) e vitaminas do complexo B
(SISO, 1996). As proteinas — em sua maior parte globulina e albumina — sdo de alto valor
nutricional, constituindo-se de matéria-prima para produg¢do de enzimas, anticorpos e outras
substancias necessarias ao metabolismo humano (MADRID et al, 1995).

O soro de queijo pode ser classificado como acido ou doce, dependendo do processo
do qual ele ¢ originado. Na fabrica¢do dos queijos mussarela, cheddar e suico, por exemplo, a
coagulacdo das proteinas € feita por um processo enzimatico e o soro resultante ¢ classificado
como doce, com acidez titulavel entre 0,10 e 0,15%. J& na fabricagdo dos queijos cottage e
ricota, ocorre a adi¢do de acido (lactico, citrico ou acético) para promover a coagulacao. Além
disso, uma quantidade significativa de lactose ¢ convertida a acido lactico, antes que o soro
seja separado da massa. Essa conversdo ¢ feita pelas bactérias que compdem o fermento.

Desse modo, o soro produzido ¢é classificado como acido, com acidez titulavel entre 0,35 e



0,44% (USDEC, 2004). As principais diferencas quanto a composi¢do desses dois tipos de
soro sao exibidas na Tabela 2.1. O soro doce possui uma maior quantidade de lactose. O soro
acido apresenta maior quantidade de acido lactico e uma menor quantidade de proteinas. A
sua utilizagdo pela industria alimenticia ¢ limitada, devido ao sabor azedo e ao alto teor de

sais (MAWSON, 1994).

Tabela 2.1 — Composicdes dos soros doce e 4cido.

Soro doce Soro &cido

Constituintes (% m/v) (%om/v)
Agua 93-94 94-95

Lactose 4,5-5,0 3,8-4,2
Proteinas 0,8-1,0 0,6-0,8
Sais minerais 0,5-0,7 0,7-0,8
Lipideos 0,3-0,5 0,3-0,6
Acido lactico 0,1 0,1-0,8

Fonte: Madrid et al., 1995

2.1.2 — O soro como um poluente

A crescente demanda por queijos no mercado faz com que a producao de soro aumente
a cada ano. Por causa da sua baixa concentracao de nutrientes, durante muitos anos o soro foi
considerado um simples efluente e era lancado nos cursos d’agua sem nenhum tratamento
prévio. Desse modo, o soro de queijo tornou-se um grave problema ambiental, devido aos
grandes volumes produzidos e a grande carga de matéria organica, com DBO entre 30000 e
50000 mg/L. A lactose ¢ a principal responsdvel por estes altos valores, haja vista que a
recuperagdo de proteinas reduz esses numeros em apenas 10000 mg/L. Ja a bioconversdo da
lactose reduz a DBO em mais de 75% (MAWSON, 1994).

O soro de queijo produzido nos laticinios possui dois destinos: disposi¢do ou
utilizagdo. Entende-se como disposi¢do o langamento sobre o campo, oxigenagdo em lagoas
aeradas ou sistemas de tratamento de efluentes, bombeamento para um curso d'agua ou outra
destinagdo semelhante (SISO, 1996). Em paises desenvolvidos industrialmente, a disposi¢ao
esta se tornando cada vez menos comum. Porém, em muitos paises, a disposi¢do ainda

representa a mais freqiiente destinacdo dada ao soro de queijo (TORQUETTI et al., 1999



apud TRINDADE, 2002). O soro de queijo, quando despejado junto com os demais residuos
liquidos das industrias de laticinios, pode significar a duplicagdo do sistema de tratamento,
devido aos grandes volumes produzidos. Além disso, por apresentar alta concentracdo de
matéria organica e deficiéncia de nitrogénio, sua estabilizagdo por métodos convencionais e
tratamento biologico ¢ dificultada (PAPA, 2000).

No Brasil, ainda ¢ comum o lancamento dos efluentes das industrias de laticinios
diretamente nos cursos d’agua, sem qualquer tratamento prévio. Entretanto, devido a uma
maior atuacdo dos 6rgdos ambientais, essa ¢ uma pratica cada vez menor. Esta mudanga de
comportamento ¢ notadamente percebida no estado de Minas Gerais, maior produtor de queijo
e conseqiientemente de soro do pais. A FEAM - Fundacao Estadual do Meio Ambiente - tem
aumentado a fiscalizacdo e buscado, junto aos produtores, solugdes para a destinagdo do soro,
tendo como objetivo a preservacdo ambiental conciliada com o desenvolvimento economico
(TRINDADE, 2002).

Apesar de solucionar o problema legal associado ao langcamento do soro sem
tratamento em cursos d’agua, a disposicao do soro pelos métodos de tratamento de efluentes
fornece produtos com baixo ou nenhum valor economico. Desta maneira, o tratamento do
soro se constitui apenas em uma fonte de trabalho e custo, que sdo refletidos diretamente nos
precos dos produtos para o consumidor final (FU; MATHEWS, 1999).

A recuperagdo dos nutrientes do soro e a sua transforma¢do em compostos de maior
valor agregado parece ser uma melhor alternativa em relagao a disposi¢ao. Deste modo, pode-
se ter uma atividade econdmica paralela a redu¢do do efeito poluidor. A matéria organica
presente no soro pode ser aproveitada de varias formas. As proteinas podem ser recuperadas
por ultrafiltracdo e utilizadas como suplemento alimentar. A lactose pode ser cristalizada e
comercializada, ou fermentada para produzir etanol ou 4cidos organicos, ou ainda hidrolisada
para produzir edulcorantes (SISO, 1996).

Enfim, com a necessidade de se reduzir a carga poluente dos laticinios, de forma
viavel tanto sob o aspecto técnico quanto do financeiro, varios trabalhos vém sendo
desenvolvidos nos tltimos anos com o objetivo de explorar as possibilidades de utilizagdao do
soro de queijo. Um dos caminhos mais promissores ¢ a sua utilizacdo como fonte de carbono
de baixo custo para a produgdo fermentativa de acidos orgadnicos. A maior parte dessas
pesquisas visam a producdo de acido lactico, de alto valor agregado, através da fermentagdo

da lactose presente no soro (FU; MATHEWS, 1999).



2.1.3 - O soro e seus derivados

A identificacdo de alternativas para um adequado aproveitamento do soro de queijo ¢
de fundamental importancia em funcdo de sua qualidade nutricional, do volume produzido e
de seu poder poluente (GIROTO; PAWLOWSKY, 2001). Na ultima década, a necessidade de
adequacdo as leis ambientais e a busca por produtos com maior valor agregado fez com que as
industrias intensificassem as pesquisas visando explorar as possibilidades de utilizacdo do
soro de queijo. Os investimentos resultaram em novos produtos, como os concentrados € 0s
isolados de proteinas do soro, além de fragdes de proteinas e produtos derivados (USDEC,
2004).

Os derivados do soro de queijo fabricados atualmente pelas industrias de laticinios,
bem como os processos utilizados, sdo descritos a seguir. Deve-se ressaltar que, antes de ser
convertido em qualquer produto, o soro in natura é centrifugado e pasteurizado. O objetivo da
primeira etapa ¢ remover parte dos lipideos e as pequenas particulas de queijo (finos) que nao
permaneceram aderidas a massa. Uma centrifuga clarificadora remove os finos e uma outra
centrifuga, conhecida como separadora, remove a gordura. Essa gordura ¢ denominada creme
do soro. O objetivo da pasteurizagdo ¢ eliminar bactérias provenientes do fermento, evitando
que a lactose do soro seja convertida em dacido lactico. Este processo também elimina
patdégenos porventura presentes. A pasteurizacdo ¢ feita pelo método HTST (High

Temperature, Short Time), onde o soro permanece a 72°C por 15 segundos (USDEC, 2004).

Soro doce em po

E obtido a partir do soro doce pasteurizado, que ndo tenha recebido a adicdo de
nenhum tipo de conservante. Inicialmente, o soro passa por um processo de evaporagdo a
vacuo, onde ¢ concentrado até um minimo de 50% de so6lidos formando assim uma solugao
supersaturada de lactose. O soro concentrado segue entdo para a cristalizagdo, onde formam-
se os cristais de lactose. Por fim, a secagem do soro ¢ feita em um spray dryer (USDEC,

2004).



Soro acido em po

Produzido a partir do soro 4cido pasteurizado, que ndo tenha recebido a adi¢do de
nenhum tipo de conservante. O processo ¢ idéntico ao utilizado na fabricacdo do soro doce em

p6 (USDEC, 2004).

Soro com teor de lactose reduzido

A reducdo do teor de lactose pode ser feita por técnicas de separacdo como
precipitacdo e centrifugagdo, ou por hidrélise enzimatica, transformando a lactose em glicose
e galactose. O total de lactose no produto seco ndo deve exceder 60%. A acidez pode ser

ajustada através da adi¢@o de substancias permitidas (USDEC, 2004).

Soro desmineralizado

O soro desmineralizado ¢ produzido através de técnicas de separacdo como troca
ionica, diafiltracdo ou eletrodidlise. A acidez pode ser ajustada através da adigdo de
substancias permitidas. O produto seco ndo deve exceder 7% de cinzas (USDEC, 2004). A
Figura 2.1 ilustra o processo de obtencdo dos soros acido, doce, com teor de lactose reduzido

e desmineralizado.

WPC - Concentrado de proteina de soro

Este produto ¢ obtido separando-se as proteinas do soro através de membranas. A
acidez pode ser ajustada através da adicdo de substincias permitidas. O produto final ¢
classificado como WPC34, WPC50, WPC60, WPC75 ou WPCS0, e devera conter percentuais
minimos de proteinas de 34%, 50%, 60%, 75% e 80%, respectivamente (USDEC, 2004).

A Figura 2.2 ilustra o processo de obtencdo dos concentrados de proteinas do soro.
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Figura 2.1 — Processamento dos soros acido, doce, desmineralizado e com teor de lactose

reduzido. Adaptado de USDEC (2004).
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Figura 2.2 — Processo de fabricagcdo dos concentrados de soro. Adaptado de USDEC (2004).
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WPI - Isolado de proteina de soro

Este produto ¢ obtido separando-se as proteinas do soro através de microfiltracdo ou
por troca 1id6nica. A microfiltracdo fornece um produto com maior teor de
glicomacropeptideos. O produto final deve conter um minimo de 90% de proteinas (USDEC,

2004).

A Figura 2.3 ilustra o processo de obtencdo da proteina isolada do soro.

soro pasteurizado

lipideos Crnfi x .
microfiltracédo troca ibnica
residuais@m ¢ nu:> soro
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permeado <:|ﬂﬂ diafiltracéo dessorcéo de
proteinas

! I

concentragao t S
roca idnica ou _ _
ultrafiltracéo :> minerais

NS

spray drying

concentragéo

« spray drying

Figura 2.3 — Processos de fabricacdo do isolado de proteina de soro
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Adaptado de USDEC, 2004.
Na Tabela 2.2 sdo apresentadas as composicdes tipicas dos soros de queijo acido, doce, com
teor de lactose reduzido e desmineralizado, bem como as composi¢des dos concentrados e dos

isolados de proteina do soro.

Tabela 2.2 — Composigdes tipicas dos derivados de soro na forma de po.

Concentracdo (%)

Tipo de soro Proteinas Lactose Lipideos Cinzas Umidade
doce 11,0-14,5 63-75 1,0-1,5 8,2-8,8  3,5-5,0
acido 11,0-13,5 61-70 0,5-1,5 9,8-12,3  3,5-5,0
teor de lactose reduzido 18-24 52-58 1-4 11-22 3-4
desmineralizado 11-15 70-80 0,5-1,8 1-7 3-4
WPC 34 34-36 48-52 3,0-4,5 6,5-8,0 3,045
WPC 50 50-52 33-37 5-6 4,5-5,5  3,5-45
WPC 60 60-62 25-30 1-7 4-6 3-5
WPC 75 75-78 10-15 4-9 4-6 3-5
WPC 80 80-82 4-8 4-8 3-4 3,5-4,5
WPI 90-92 0,5-1,0 0,5-1,0 2-3 4,5

Fonte: USDEC, 2004.

Permeados de soro

Os permeados de soro obtidos dos varios processamentos vistos anteriormente sao
utilizados na fabrica¢do de dois produtos: permeado grau racdo e permeado grau alimento.
Para isso, os permeados pasteurizados sdo concentrados, cristalizados e secos (USDEC,

2004). A Tabela 2.3 mostra as composi¢des tipicas desses produtos.

Lactoperoxidase

A lactoperoxidase € uma glicoproteina que, juntamente com o peroxido de hidrogénio
e tiocianato, formam um sistema capaz de inibir o crescimento bacteriano. Este sistema,
conhecido como sistema lactoperoxidase, ¢ utilizado como alternativa ao processo de

refrigerac¢do na conservagao do leite cru (FAO — Food and Agriculture Organization, 1999).
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A lactoperoxidase ¢ isolada do soro através de resinas de troca ionica (USDEC, 2004).

Tabela 2.3 — Composi¢des dos permeados de soro Grau Racao e Grau Alimento.

Permeado Grau Racéao Permeado Grau Alimento

Proteinas (%) 3,5-4,0 3-8
Lactose (%) 82 65-85
Lipideos (%) 0,2 1,5 (maximo)
Cinzas (%) 8,5 8-20
Umidade (%) 4-5 3-5
Calcio (mg/100g de produto) 800 870
Fosforo (mg/100g de produto) 600 720
Sédio (mg/100g de produto) 1000 570
Magnésio (mg/100g de produto) 180 130

Fonte: USDEC, 2004.

Lactoferrina

A lactoferrina ¢ uma glicoproteina que inibe a proliferagdo e o crescimento de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como leveduras, fungos e protozoarios, por
seqiiestrar o ferro disponivel no ambiente (McBEAN, 2003). A hidrdlise enzimatica da
lactoferrina libera peptidios com agdo inibitoria ao virus da hepatite C e com acdo contra a
bactéria Helicobacter pylori (McCANN, 2001). A lactoferricina, peptidio resultante da agdo
da pepsina sobre a lactoferrina, apresenta, além da atividade antimicrobiana, agdo apoptotica
sobre células da leucemia humana (ROY et al., 2002).

A lactoferrina ¢ isolada do soro através de resinas de troca i6nica. O grau de pureza

obtido ¢ maior do que 90% (USDEC, 2004).

Glicomacropeptideos (GMP)

Durante a fabricacdo do queijo, a k-caseina ¢ hidrolisada em duas partes: a para-k-
caseina, que permanece aderida a massa e que contém os aminoacidos 1-105 da molécula da
k-caseina, e os glicomacropeptideos, que sdo fragdes da cadeia da k-caseina que contém os

aminoacidos 106-169 e que sdo removidos juntamente com o soro.
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Os glicomacropeptideos do soro podem suprimir o apetite através do estimulo da
producdo do hormoénio pancredtico colecistocinina, que inibe o esvaziamento gastrico, inibe
as secregoes gastricas e induz a saciedade (BRODY, 2000). Estas substancias podem ainda
alterar a produg¢do de pigmento em melandcitos e atuar como imunomoduladores. Sao

isolados do soro por troca idnica ou através de separagdo por membrana (USDEC, 2004).

2.1.4 — Aplicacdes do soro e derivados

O soro “in natura” ¢ utilizado na alimentagdo de bovinos e, principalmente, suinos. No
Brasil, esta pratica ainda ¢ muito difundida entre os produtores rurais, que geralmente
possuem criacdo de bovinos leiteiros associados com suinos. Além de uma destinagdo de
reduzido impacto ambiental, a utilizagdo do soro pode fornecer uma parte significativa da
nutricdo dos animais e reducdo do consumo de agua nos criatdrios. Porém, o uso do soro “in
natura” na alimentacdo animal ¢ pouco explorado em sua potencialidade, sendo utilizado de
forma rudimentar na maioria das propriedades rurais, apesar de ser vantajoso segundo muitos
estudos. Os ruminantes podem adquirir até¢ 30% e os suinos até 20% da matéria seca da sua
dieta a partir do soro liquido (KOSIKOWSKI, 1979). Porém, devido ao teor de lactose, deve-
se fornecer o soro apenas como um complemento da alimentacao e atentar para nao oferecé-lo
em excesso aos animais (SIENKIEWICZ; RIEDEL, 1990 apud SISO, 1996).

O soro in natura também pode ser utilizado como fertilizante. Entretanto, esta pratica
ndo pode ser conduzida por um longo periodo, pois com o tempo, grandes depodsitos de sais
podem ocorrer, reduzindo a fertilidade das terras. Assim, ha a necessidade de grandes areas
disponiveis para o recebimento do soro, além do cuidado com agentes patogénicos que podem
se desenvolver no soro antes do lancamento ao solo (MINAS AMBIENTE, 1998 apud
TRINDADE, 2002).

Os varios tipos de soro em po vistos no item anterior, com exce¢ao do soro acido, sdao
utilizados pela industria alimenticia. As maiores aplicagdes sdo nos setores de panificagdo,
bebidas lacteas, alimentos protéicos, produtos para alimentacdo infantil e confeitos. O soro
acido ¢ utilizado apenas para conferir sabor azedo em produtos de panificacdo (USDEC,
2004).

A lactose cristalizada obtida a partir do soro ¢ utilizada principalmente em bebidas
para alimentacao infantil, na produ¢do do adogante lactitol e como excipiente em formulacdes

farmacéuticas (SISO, 1996).
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Na ultima década, a lactose presente no soro doce em p6d e nos permeados de soro vem
sendo utilizada como fonte de carbono em varios processos fermentativos (FU; MATHEWS,
1999). As principais aplicacdes sdo as producdes de etanol e de acidos organicos. Embora seja
possivel encontrar varios trabalhos sobre microrganismos com a capacidade de produzir
etanol a partir da lactose, o microrganismo de escolha para a produgdo em escala comercial ¢
o Kluyveromyces marxianus (MAWSON, 1994). A producao de acido lactico, objeto deste
estudo, pode ser alcancada utilizando-se as vdrias bactérias do acido lactico. Essas bactérias
sdo descritas no Item 2.3. Outros acidos organicos como os acidos acético, propidnico, citrico,
gluconico e itaconico, e ainda vitaminas do complexo B ¢ aminoacidos podem ser obtidos
através da fermentagao da lactose, utilizando diversos processos e diferentes microrganismos.
As produgdes fermentativas do glicerol e da goma xantana também vém sendo intensamente
estudadas (SISO, 1996).

Alguns microganismos, como o Kluyveromyces marxianus, podem ser cultivados em
soro de queijo, € a biomassa produzida servir como matéria prima na fabricacao de extrato de
levedura. Além de ser utilizada na suplementacdo de meios de fermentagdo, os extratos de
levedura podem ser utilizados como aditivo em alimentos. A utilizacdo de extratos de
leveduras para este fim ¢é feita desde a década de 40 nos paises industrializados. O produto
comercial ¢ um substituto vantajoso do monoglutamato de s6dio como aditivo realgador de
sabor. Além disso, a preferéncia do mercado consumidor por produtos mais saudaveis tornou
interessante a substituicdo do monoglutamato de sodio por extratos de levedura, de maneira a
diminuir o teor de sal dos alimentos e também pela possibilidade de exprimir no rotulo os
dizeres "aditivo natural", como definiu a FDA (Food and Drug Administration, EUA). A
classificagdo do extrato de levedura como aditivo natural estd sendo incluida na legislacdo de

varios paises (REVILLION et al., 2000).

2.2 — O acido lactico

Acido lactico é o nome comum dado ao 4cido 2-hidroxi-propandico, descoberto em
1780 pelo quimico sueco C. W. Scheele, que o isolou como um composto impuro a partir do
leite acido (DATTA et al., 1995). Trata-se de um acido alfa-hidroxi simples com um carbono
assimétrico (Figura 2.4). Portanto, possui duas formas enantioméricas com atividade Optica.
As formas dextrogira e levogira sdo chamadas de isomeros espaciais, ou estereoisdmeros, pois

elas diferem entre si apenas pela maneira na qual os atomos estdo dispostos no espago, mas
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sdo idénticas no que se refere a ordenacdo dos atomos e as ligagdes atdmicas presentes.
Ambas as formas podem ser polimerizadas, resultando em compostos com propriedades
diferentes. O acido lactico ¢ encontrado mais freqlientemente nos seres vivos na forma
levogira. No homem, por exemplo, somente a forma levégira ¢ produzida na contragdo

muscular (MORRISON; BOYD, 1990).

H H
HOOC” T CH, | m.c” N CooH
OH HO
L(+) D(-)

Figura 2.4 — Formas espaciais dos isdmeros do acido lactico.

O 4acido lactico ¢ o principal componente do leite 4cido e, no corpo humano, pode ser
encontrado no sangue, musculo, pele e cabelo. A conversao metabdlica do acido L-lactico no
homem ¢ mais rapida do que a do acido D-lactico e, portanto, a forma levogira ¢ preferida nas
aplica¢des em alimentos e medicina (LEE et al., 1998).

O 4cido lactico pode ser obtido através de sintese quimica ou por processos
fermentativos, utilizando as chamadas bactérias do dcido lactico (Item 2.3). Atualmente,
somente a industria japonesa Musashino utiliza a rota quimica para fabricar o acido lactico em
escala comercial, porém, recentemente esta empresa inaugurou uma linha de produgdo de
acido lactico por fermentagdo (MUSASHINO CHEMICAL LABORATORY, 2006).

A sintese quimica do acido lactico baseia-se na hidrélise da lactonitrila. Inicialmente,
cianeto de hidrogénio ¢ adicionado a acetaldeido na presenca de uma base, para produzir a
lactonitrila. Esta reagdo ocorre em fase liquida. A lactonitrila produzida ¢ recuperada por
destilacdo e entdo hidrolisada por 4cido sulfurico, resultando em acido lactico e sulfato de
amonio. O 4cido lactico ¢ esterificado com metanol, produzindo lactato de metila. Este
composto ¢ recuperado por destilacdo e em seguida hidrolisado, formando é4cido lactico e
metanol, que ¢ reciclado. O processo de sintese do acido lactico ¢ representado a seguir

(NARAYANAN et al., 2004):

OH"



18

CH;CHO + HCN > CH3;CHOHCN
acetaldeido  cianeto de hidrogénio lactonitrila

CH;CHOHCN + H,O + % H,SO4 ———» CH3;CHOHCOOH + Y (NH4)2SO4

lactonitrila acido sulfurico acido lactico sulfato de
amonio
CH;CHOHCOOH + CH;OH » CH;CHOHCOOCH; + H20
acido lactico metanol lactato de metila
CH;CHOHCOOCH; + H20 » CH;CHOHCOOH + CH30H
lactato de metila acido lactico metanol

O 4cido lactico também pode ser obtido por outros processos: oxidacdo do
propilenoglicol, reacdo entre acetaldeido, mondxido de carbono e agua, hidrélise do acido
cloropropionico, degradacdo catalisada de agucares e fermentacdo de carboidratos
(NARAYANAN et al., 2004).

A rota quimica sempre leva a formagdo de uma mistura racémica, na qual as
concentragdes das formas D- e L- sdo iguais. Nos processos fermentativos, dependendo da
bactéria escolhida, pode ser obtida apenas uma das formas, D- ou L-, ou ainda uma mistura
dos isomeros em composi¢des variadas (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000). A
producdo fermentativa do acido lactico, objeto deste estudo, ¢ descrita com detalhes no Item
2.4.

O 4cido lactico é um produto versatil, que encontra aplicagdes em diversas areas. E
utilizado como acidulante nas industrias alimenticia e farmacéutica (SCHEPERS et al.,
2002). Alguns ésteres de acido lactico sao utilizados como emulsificantes em produtos de
panificacdo (SODEGARD, 1998). Na industria téxtil, o acido lactico ¢ utilizado como fixador
para corantes (DATTA et al, 1995).

A demanda global de &cido lactico foi de 86000 toneladas no ano de 2001. Os
principais consumidores foram as industrias alimenticia, de bebidas e farmacéutica.
Entretanto, a produ¢do mundial de 4cido lactico vem crescendo nos ultimos anos para atender
principalmente a demanda das industrias produtoras dos polimeros biodegradaveis de acido
lactico. Esses polimeros sdo fabricados a partir do acido lactico produzido por fermentacao. A
industria NatureWorks, subsididria da Cargill Inc., ¢ a lider mundial na fabricacao de poli-
acido lactico (PLA), com uma producdo de 140 mil toneladas por ano (NEXANT
CHEMSYSTEMS, 2002).
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Esses polimeros estdo sendo amplamente utilizados na produgdo de embalagens
biodegradaveis (BUSTOS et al., 2004). Na area médica, os polimeros de acido lactico sao
utilizados na fabricacdo de varios materiais, como fios de sutura (LAM et al., 1995), cola para
unir membranas e pele, material para preenchimento de lacunas em ossos (NARAYANAN et

al., 2004) e suporte para transplante de tecidos (GIUREA et al., 2003; LIU et al., 2005).

2.3 — As bactérias do acido lactico

2.3.1- Introducao

As bactérias do acido lactico englobam um diverso grupo de bactérias Gram-positivas
ndo formadoras de esporos. Essas bactérias existem nas formas de cocos ou bacilos e
geralmente ndo possuem catalase, embora a pseudo-catalase tenha sido encontrada em alguns
casos raros. Sdo quimiorganotroficos e crescem em meios complexos. Sdo encontradas em
alimentos (bebidas, laticinios, carne e vegetais fermentados), em plantas, silagem, esgotos e
também nos tratos genital, intestinal e respiratério de homens e animais. Carboidratos
fermentaveis sdo utilizados como fonte de energia durante o crescimento desses
microrganismos. As hexoses sdo degradadas até lactato (bactérias homofermentativas) ou, no
caso de bactérias heterofermentativas, até lactato e outros produtos adicionais, como acetato,
etanol, CO,, formiato e succinato (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

Com base nos dados das analises comparativas da seqiiéncia do RNA ribossomal 16S
e 23S, as bactérias Gram-positivas formam duas linhas de descendéncia. Um dos filos
consiste de individuos com um contetdo de guanina e citosina (G + C) menor do que 50%
(base molar) em seu DNA. Esses individuos formam o chamado ramo Clostridium. O outro
ramo, chamado Actinomycetos, compreende organismos com um conteido G + C maior que
50% (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

As bactérias do acido lactico tipicas, como Carnobacterium, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus possuem um conteudo de G + C
menor que 50% e pertencem ao ramo Clostridium. O género Bifidobacterium era considerado
como um membro das bactérias do acido lactico, porém com base no alto conteudo de G + C
e nas andlises do rRNA 16S, estd claro que as bifidobactérias pertencem ao ramo

Actinomycetos. Ha varias bactérias importantes para a producdo de alimentos e que sdo
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membros do ramo Actinomycetos, como Brevibacterium, Corynebacterium, Microbacterium

e Propionibacterium (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

2.3.2- O género Lactobacillus

Os lactobacilos sdo estritamente fermentativos, aero-tolerantes ou anaerobicos,
acidofilos e com complexas exigéncias nutricionais (carboidratos, aminoacidos, peptideos,
ésteres de acidos graxos, sais, vitaminas e derivados de acidos nucléicos). Nao sintetizam
porfirinoides e, portanto, sdo destituidos de atividades hemodependentes. Cepas de algumas
espécies podem usar porfirindides do ambiente e exibir atividades de catalase, redu¢do de
nitrito e até citocromos. Pseudo-catalase ¢ formada em cepas de Lb. mali. Utilizando a glicose
como fonte de carbono os lactobacilos podem ser homofermentativos, produzindo mais do
que 85% de acido lactico, ou heterofermentativos, produzindo acido lactico, CO,, etanol e/ou
acido acético em quantidades equimolares. Na presenca de oxigénio ou outros oxidantes,
maiores quantidades de acetato podem ser produzidas as custas de lactato ou etanol. Portanto,
variagdes nos produtos finais podem ocorrer. Varios compostos (citrato, malato, tartarato,
nitrato, nitrito) podem ser metabolizados e utilizados como fonte de energia ou como
aceptores de elétrons. Os lactobacilos foram revistos por Hammes ez al. (1991) apud Wood e
Holzapfel (1995) e por Pot et al. (1994) apud Wood e Holzapfel (1995), que apresentaram
um levantamento completo sobre o isolamento, ecofisiologia, identificacdo e aplicagdes

desses microrganismos.

2.3.3- O agrupamento dos lactobacilos

Os lactobacilos podem ser divididos em trés grupos, a saber:

e Grupo A: Lactobacilos estritamente homofermentativos. Fermentam quase
exclusivamente as hexoses, fornecendo acido lactico pela rota de Embden-Meyerhof-
Parnas (glicolise). Os organismos possuem frutose-difosfato-aldolase, mas ndo

possuem fosfocetolase e, portanto, gluconato e pentoses nao sao fermentados.

e Grupo B: Lactobacilos heterofermentativos facultativos: Hexoses sdo quase

exclusivamente fermentadas a acido lactico pela rota EMP. Os organismos possuem
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aldolase e fosfocetolase e, portanto, fermentam pentoses e gluconato. Na presenca da

glicose, as enzimas da rota do fosfogluconato sdo inibidas.

e Grupo C: Lactobacilos estritamente heterofermentativos. Hexoses sdo
fermentadas pela rota do fosfogluconato fornecendo lactato, etanol (e/ou acido
acético) e CO, em quantidades equimolares. Pentoses podem ser fermentadas nessa

rota.

Dentro destes trés grupos as espécies sdo arranjadas de acordo com as suas relagdes
filogenéticas. A letra a indica a filiagdo ao grupo do Lb. delbrueckii, a letra b ao grupo do Lb.
casei-Pediococcus e a letra ¢ ao grupo Leuconostoc. Deste modo, a combinacdo Aa define
uma espécie estritamente homofermentativa pertencente ao grupo do Lb. delbrueckii, Cb
define que a espécie ¢ estritamente heterofermentativa e pertencente ao grupo do Lb. casei-

Pediococcus, e assim por diante (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

2.3.3.1 - Lactobacilos estritamente homofermentativos (grupo A)

Este grupo compreende 17 espécies, 11 pertencem ao grupo Aa e 6 ao grupo Ab.
Todos os membros do grupo Aa sdo caracterizados pelo peptidoglicano do tipo Lis-DAsp. Os
membros do grupo Ab possuem peptidoglicano ou do tipo Lis-DAsp, ou do tipo DAP-direto
(Acido Diamino Pimélico).

No grupo Aa existem trés subespécies do Lactobacillus delbrueckii: Lb. delbrueckii
subsp. delbrueckii, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus e Lb. delbrueckii subsp. lactis.
Intimamente relacionado com esta ultima espécie estd o Lb. jensenii, que pode ser distinguido
pelo conteudo de G+C em seu DNA. Um segundo ramo compreende o Lb. acidophilus ¢
espécies relacionadas com propriedades fisiologicas similares: Lb. crispatus, Lb. amylovorus,
Lb. gallinarum, Lb. gasseri € Lb. johnsonii. Lb. helveticus estd intimamente relacionado com
Lb. acidophilus com respeito a homologia DNA-DNA, caracteristicas bioquimicas e
seqiiéncia do rRNA 16S.

Outros organismos estritamente fermentativos do grupo do Lb. delbrueckii sao Lb.
amylophilus, Lb. kefiranofaciens, Lb. acetotolerans e Lb. hamsteri. As duas ultimas espécies

podem fermentar pentoses e portanto foram transferidas para o grupo Ab.
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Lb. aviarius, Lb. mali, Lb. ruminis, Lb. salivarus, Lb. sharpeae e Lb. farciminis
pertencem ao grupo Ab e portanto sao membros do grupo do Lb. casei-Pediococcus.

Os organismos do grupo A sdo encontrados em habitats descritos anteriormente para
os lactobacilos. Entretanto, espécies associadas ao ser humano e aos animais predominam
neste grupo. Lb. delbrueckii, Lb. helveticus e Lb. kefiranofaciens sao importantes para a

fermentagao de alimentos (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

2.3.3.2 - Lactobacilos heterofermentativos facultativos (grupo B)

Duas espécies, Lb. acetotolerans e Lb. hamsteri constituem o grupo Ba, o que
significa que filogeneticamente esses organismos pertencem ao grupo do Lb. delbrueckii.

O grupo Bb contém 15 espécies, 12 possuem Lis-DAsp e trés possuem DAP em seus
peptidoglicanos. Lb. bifermentans é caracterizado pela fermentagdo homolactica da glicose.
Entretanto, dependendo do pH, lactato pode ser metabolizado a etanol, acido acético, CO; e
H,. A utilizacdo de lactato e/ou piruvato ¢ comumente preferida pelos organismos do grupo
Bb. Por exemplo, Lb. pentosus, em condigdes anaerdbicas, produz acetato e formiato. Lb.
casei ¢ Lb. bulgaricus também produzem acetato e formiato, na presenca de citrato, e ainda
acetato e CO,, na presenca de oxidantes. Logo, dependendo da composi¢do do meio, do pH
ou do potencial de reducdo, diferentes produtos podem ser observados, especialmente com as
espécies do grupo do Lb. casei-Pediococcus (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

Lb. casei, Lb. plantarum e Lb. sake t€m sido isolados de varios habitats diferentes. As
duas ultimas espécies sao conhecidas por seu potencial metabdlico incomum. Lb. plantarum
pode reduzir nitrato e demonstrar atividade de pseudo-catalase. Lb. sake pode formar lodo e
utilizar arginina para a produ¢do de ATP. Lb. curvatus ¢ filogeneticamente relacionado ao Lb.
sake porém nao possui essas propriedades incomuns (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

A maioria das espécies do grupo B sdo freqlientemente associadas aos alimentos, e
podem realizar ou fermentacdes controladas (Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake, Lb. plantarum)
ou causar deterioragdo, principalmente em alimentos embalados e refrigerados (Lb. casei, Lb.

curvatus, Lb. sake, Lb. plantarum, Lb. alimentarius, Lb. bifermentans, Lb. homohiochii)

(WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

2.3.3.3- Lactobacilos estritamente heterofermentativos (grupo C)
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Este grupo compreende 22 espécies, sendo 16 do grupo do Lb. casei-Pediococcus
(Cb) e 6 do grupo do Leuconostoc (Cc). Tal como todas as espécies do grupo Lb. casei-
Pediococcus, as espécies do grupo Cb possuem um peptidoglicano ou do tipo Lis-DAsp (na
maioria dos casos), ou do tipo DAP. A presenga de ornitina ao invés de lisina no Lb.
fermentum ¢ no Lb. vaginalis ¢ um marcador taxondmico seguro para identificar estas
espécies (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

As espécies Lb. fructivorans e Lb. hilgardii, caracterizadas por alta tolerdncia ao
etanol, um limitado espectro de carboidratos fermentaveis e pronunciada acidofilia, foram
tratadas como “Betabactérias” por ROGOSA (1970) e SHARPE (1979) apud WOOD;
HOLZAPFEL (1995). Lb. suebicus ¢ a espécie mais tolerante ao etanol e a baixos valores de
pH, e fermenta um numero maior de carboidratos. O seu genétipo estd intimamente
relacionado ao Lb. vaccinostercus € a presenga de peptidoglicano do tipo DAP em ambas as
espécies confirma esta observacdo. Porém, uma relagdo genotipica ndo inclui uma relagao
ecologica, ja que o Lb. vaccinostercus, além de pouca tolerancia ao etanol e a baixos valores
de pH, ocorre em esterco de vaca, enquanto o Lb. suebicus ¢ encontrado em purés
fermentados de magas e péras (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

As “Betabactérias™ classicas Lb. brevis, Lb. buchneri e Lb. fermentum foram isoladas
de varios habitats como laticinios, plantas em fermentacdo, fermento e tratos intestinais de
homens e animais. Em geral, essas espécies ocorrem preferencialmente em plantas (graos,
material em decomposi¢do). Por outro lado, Lb. vaginalis, Lb. oris e Lb. reuteri estdo

preferencialmente associados a0 homem e aos animais (WOOD; HOLZAPFEL, 1995).

2.3.4 — O metabolismo dos carboidratos

O metabolismo dos carboidratos pelas bactérias do acido lactico pode ser classificado
como homolactico ou heterolactico. A fermentagao homolactica ou glicolise segue a rota de
Embden-Meyerhof-Parnas e fornece exclusivamente lactato como produto final. Ja a
fermentagdo heterolactica segue a rota do fosfogluconato fornecendo lactato, etanol (e/ou
acetato) e CO, em quantidades equimolares. Nas bifidobactérias, a fermentacao heterolactica
leva a formacao somente de acetato e lactato.

As rotas de fermentacdo dos carboidratos pelas bactérias do acido lactico sdao exibidas
de maneira simplificada pela Figura 2.5. A fermentacdo homolactica, objeto deste estudo, ¢

descrita detalhadamente no Item 2.3.5.
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Figura 2.5 — Rotas metabolicas da fermentagdo da glicose nas bactérias do 4cido lactico. As
rotas podem ser utilizadas para qualquer hexose metabolizavel, com as alteragdes apropriadas.
Adaptado de Wood e Holzapfel (1995).

2.3.5 — A fermentac¢ao homolactica ou glicdlise

A fermentacdo homolactica, ou glicolise, ¢ a degradacdo anaerdbica da glicose para
produzir o 4cido lactico. A glicolise ¢ uma das intimeras vias catabdlicas conhecidas

genericamente como fermentacoes anaerdbias, através das quais muitos organismos extraem

energia quimica de varios combustiveis organicos, na auséncia do oxigénio molecular. Uma
Vvez que 0s organismos vivos surgiram primeiramente em uma atmosfera carente de oxigénio,
a fermentacdo anaerobia € o tipo mais primitivo de mecanismo bioldgico para a obtencdo de
energia a partir de moléculas nutrientes. A maioria dos organismos superiores reteve a
capacidade para a degradacdo anaerobia da glicose até lactato, que se tornou uma via
preparatoria no catabolismo aerdbico da glicose. Além disso, na maioria dos animais, a
glicolise serve como um importante mecanismo de emergéncia capaz de produzir energia por

periodos curtos, quando o oxigénio ndo estd disponivel (LEHNINGER ez al., 2002).

2.3.5.1 - O primeiro estagio da glicdlise

A fosforilacao da D-glicose pelo ATP

A fosforilacdo da D-glicose na posi¢do 6 pelo grupo fosforila do ATP, para produzir
D-glicose-6-fosfato, ¢ catalisada pela hexoquinase e pela glucoquinase, as quais diferem em
sua especificidade pelo acucar e afinidade pela D-glicose. A reacao para ambas as enzimas ¢

Mg
ATP + D-glicose — ADP + a-D-glicose-6-fosfato

A hexoquinase ¢ a mais amplamente distribuida, sendo a enzima normalmente
empregada pela maioria das células. Catalisa a fosforilagdo ndo apenas da D-glicose, mas
também de muitas outras hexoses e seus derivados, incluindo a D-frutose, a D-manose e a D-
glucosamina. A hexoquinase possui uma afinidade mais elevada pelas aldoexoses do que
pelas cetoexoses.

O segundo tipo de enzima fosforiladora da glicose, a glucoquinase, fosforila apenas a

D-glicose, e ndo age sobre as outras hexoses. Tanto a hexoquinase como a glucoquinase
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,oe . + +. . . .
requerem um cation bivalente (Mg®" ou Mn’"), que se combina primeiramente com o ATP

para formar o substrato verdadeiro, MgATP> ou MnATP” (BAILEY; OLLIS, 1986).

Conversao de glucose-6-fosfato a frutose-6-fosfato

A glucose-fosfato-isomerase € a enzima que catalisa a isomerizagdo da glucose-6-

fosfato a frutose-6-fosfato:

a-D-glucose-6-fosfato ? o-D-frutose-6-fosfato (AG°= +4 kcal/mol)

A reagdo se processa facilmente em ambas as dire¢des, sendo também reversivel na célula. A

glucose-fosfato-isomerase é especifica para a glucose-6-fosfato e frutose-6-fosfato.

A fosforilacao da D-frutose-6-fosfato a D-frutose-1,6-difosfato

Uma molécula de ATP ¢ requerida para fosforilar a frutose-6-fosfato na posicao 1,

através da enzima 6-fosfofrutoguinase, produzindo a frutose-1,6-difosfato.

Mg2+
ATP + D-frutose-6-fosfato — ADP + D-frutose-1,6-difosfato

O Mg*" ¢é requerido provavelmente porque o verdadeiro substrato ¢ o MgATP>.
Embora a frutose-6-fosfato seja o receptor especifico de fosfato na reagdo, o UTP (uridina

trifosfato) e o ITP (inosina trifosfato) podem substituir o ATP como doadores de fosfato.
Clivagem da frutose-1,6-difosfato a diidroxiacetona-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato
A reacgdo, catalisada pela frutose-difosfato-aldolase, ¢ uma condensacdo alddlica
reversivel que produz duas trioses-fosfato diferentes (BAILEY; OLLIS, 1986):
D-frutose-1,6-difosfato 2 diidroxiacetona-fosfato + D-gliceraldeido-3-fosfato
A interconversao das trioses-fosfato
Apenas uma das trioses-fosfato, a gliceraldeido-3-fosfato, pode ser degradada

diretamente nas reacodes posteriores da glicolise. Entretanto a outra, a diidroxiacetona-fosfato,

¢ convertida reversivelmente a gliceraldeido-3-fosfato pela enzima triose-fosfato-isomerase.
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diidroxiacetona-fosfato 2 D-gliceraldeido-3-fosfato
Essa rea¢do completa o primeiro estagio da glicolise, no qual a molécula de glicose foi
preparada para o segundo estagio, através de etapas de fosforilagdo e clivagem (BAILEY;
OLLIS, 1986).
2.3.5.2 - O segundo estagio da glicolise

Oxidacao do gliceraldeido-3-fosfato a 3-fosfogliceroilfosfato

A enzima que catalisa a reacdo € a gliceraldeido-fosfato-desidrogenase (ou 3-

fosfogliceraldeido-desidrogenase):

D-3-fosfogliceraldeido + NAD™ + P; &= D-3-fosfogliceroilfosfato + NADH + H*

O NAD funciona como um transportador de elétrons do doador D-3-fosfogliceraldeido
para o piruvato, que ¢ formado posteriormente na seqiiéncia glicolitica (LEHNINGER et al.,
2002).

A transferéncia de fosfato do 3-fosfogliceroilfosfato para o ADP

O 3-fosfogliceroilfosfato formado na reacdo anterior reage enzimaticamente com o

ADP, formando ATP e 3-fosfoglicerato. A reagao € catalisada pela fosfoglicerato-quinase

(LEHNINGER et al., 2002).

3-fosfogliceroil-fosfato + ADP == 3-fosfoglicerato + ATP

A conversao do 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato

Essa reacdo ¢ catalisada pela enzima fosfogliceromutase:

3-fosfoglicerato 2 2-fosfoglicerato

2+ . ~ A .
O Mg~ ¢ essencial para essa reagdo, que envolve a transferéncia do grupo de fosfato da

posi¢do 3 para a posi¢ao 2 do acido glicérico (LEHNINGER et al., 2002).
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A desidratacao do 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato

A conversao de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato ¢ a segunda reagdo da seqiiéncia
glicolitica na qual se forma um composto de fosfato altamente energético. A reacdo ¢
catalisada pela enolase:

2-fosfoglicerato&= fosfoenolpiruvato + H,0O
A enolase tem uma absoluta dependéncia de um cation bivalente (Mg®" ou Mn*"), o

qual forma um complexo com a enzima antes que o substrato se ligue (LEHNINGER et al.,
2002).

A transferéncia de fosfato do fosfoenolpiruvato para o ADP

A transferéncia do grupo fosfato do fosofenolpiruvato para o ADP, formando piruvato

livre, € catalisada pela enzima piruvato-quinase:

fosfoenolpiruvato + ADP — piruvato + ATP (AG°=-7,5 kcal/mol)

A reagdo ¢ altamente exergdnica e mostra-se irreversivel em condigdes intracelulares. A
enzima requer Mg”” ou Mn®", com os quais precisa formar um complexo antes de ligar-se ao
substrato. O Ca*" compete com o Mg®" ou Mn”" e forma um complexo inativo. A enzima
também requer um cation metélico alcalino, que pode ser K', Rb" ou Cs™; 0 K* ¢é o ativador
fisiologico. Acredita-se que a ligagio com o K’ provoque uma alteragio conformacional na
enzima, produzindo uma forma mais ativa. Semelhante a hexoquinase e a 6-fosfofrutoquinase,
a piruvato-quinase ¢ inibida sempre que a concentracdo de ATP na célula for relativamente
elevada ou quando estdo disponiveis outros combustiveis, tais como acidos graxos, citrato,
acetil-CoA ou alanina. Ela ¢ estimulada quando houver um aciimulo dos intermedidrios
precedentes da glicolise, particularmente a frutose-1,6-difosfato e o fosfoenolpiruvato

(LEHNINGER e al., 2002).

A reducio do piruvato a lactato
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Na ultima etapa da glicdlise, o piruvato ¢ reduzido a lactato as custas dos elétrons

doados no inicio pelo 3-fosfogliceraldeido. Esses elétrons sdo transportados pelo NADH. A

reacdo ¢ catalisada pela lactato-desidrogenase:
. + % +
piruvato + NADH + H &< lactato + NAD
O lactato, produto final da seqiiéncia glicolitica em condi¢des anaerdbicas, difunde-se através
da membrana celular para o meio circundante, como excregao.

Os polissacarideos de reserva, glicogénio ¢ amido, ¢ outros aguicares simples, além da
glicose, sdo conduzidos para o primeiro estagio da glicolise através das vias alimentadoras
catalisadas por enzimas auxiliares, como descrito a seguir (LEHNINGER et al., 2002).
2.3.5.3 — O metabolismo de outros carboidratos na fermentacio homolactica

Glicogénio e amido

As unidades D-glicose do glicogénio ¢ do amido entram na seqiiéncia glicolitica

através da agdo seqiiencial de duas enzimas, a glicogénio-fosforilase (ou amido-fosforilase,

nos vegetais) e a fosfoglucomutase. A glicogénio-fosforilase e a amido-fosforilase sdo

enzimas do tipo o(1— 4)-glucano-fosforilases. Elas catalisam a reagdo geral:
(glicose), + HPO,* 2 (glicose),.; + glicose-1-fosfato

onde (glicose), representa a cadeia glucanica e (glicose),; a cadeia glucanica diminuida.
Nessa reacao, a ligacdo glicosidica terminal a(1— 4) da extremidade nao reduzida de uma
cadeia lateral do glicogénio sofre fosforolise. Assim como a hidrélise faz a clivagem de uma
molécula pela introducdo dos elementos da agua, a fosfordlise o faz pela introdugdo dos
componentes do acido fosforico. A clivagem da ligacdo glicosidica resulta na remogdo da
glicose terminal como glicose-1-fosfato, deixando para tras uma molécula de glicogénio com
uma unidade de glicose a menos. A enzima age repetitivamente até que encontre ligagdes
o(1— 6) que ndo pode atacar, formando assim uma dextrina limite. Essas dextrinas tém suas
ligagdes o(l— 6) rompidas pela amilo-1,6-glucosidase, que dessa forma deixa a cadeia

polissacaridica disponivel para a acdo da glicogénio-fosforilase (LEHNINGER et al., 2002).
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A glicose-1-fosfato formada ¢ convertida em glicose-6-fosfato pela a¢do da enzima

fosfoglucomutase, segundo a reagao:

glicose-1-fosfato 2 glicose-6-fosfato

Embora também possa catalisar a conversao de D-manose-1-fosfato a D-manose-6-fosfato, a
velocidade dessa reagdo ¢ de apenas 1% da velocidade de conversdo da D-glicose-1-fosfato.

A fosfoglicomutase requer ndo apenas Mg”', mas também a glicose-1,6-difosfato. Muitas

evidéncias sugerem ser esta ultima um intermedidrio na acdo da enzima, como mostrado
abaixo:

fosfoenzima + glicose-1-fosfato 2 defosfoenzima + glicose-1,6-difosfato
defosfoenzima + glicose-1,6-difosfato 2 fosfoenzima + glicose-6-fosfato

Cuja soma da:

v

glicose-1-fosfato <= glicose-6-fosfato

O papel da glicose-1,6-difosfato na reagdo da fosfoglucomutase ¢ similar ao do 2,3-
difosfoglicerato, na reacdo da fosfogliceromutase.

A glicose-1,6-difosfato também pode ser formada pela reagao:
glicose-1-fosfato + ATP — glicose-1,6-difosfato + ADP

que ¢ catalisada pela enzima fosfoglucoquinase (LEHNINGER et al., 2002).

A entrada de dissacarideos

As reagdes mais importantes sao:

B-frutofuranosidase .
sacarose + H,O D-glicose + D-frutose

a-glucosidase
maltose + H,O 2 D-glicose

B-galactosidase

lactose + H,O D-glicose + D-galactose

Os monossacarideos formados nessas reagdes entram na glicolise pelas reagdes descritas a

seguir.
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Frutose

A frutose entra na glicdlise pela agcdo da frutoquinase, que catalisa a fosforilagdo da

frutose no atomo de carbono 1:

D-frutose + ATP — D-frutose-1-fosfato + ADP
A frutose-1-fosfato resultante € clivada pela aldolase:
frutose-1-fosfato — D-gliceraldeido + diidroxiacetona-fosfato
O D-gliceraldeido livre ¢ fosforilado a gliceraldeido-3-fosfato:
D-gliceraldeido + ATP — D-gliceraldeido-3-fosfato + ADP

A diidroxiacetona-fosfato e o gliceraldeido-3-fosfato sdo intermediarios na glicolise e

degradados posteriormente a lactato (LEHNINGER et al., 2002).
Galactose

A galactose entra no ciclo glicolitico apds fosforilagcao pela enzima galactoquinase:
ATP + D-galactose — ADP + D-galactose-1-fosfato

A D-galactose-1-fosfato é convertida a seu epimero do carbono 4, a D-glicose-1-fosfato,
mediante uma seqiiéncia de reagdes que requerem como coenzima a uridina-trifosfato

(LEHNINGER et al., 2002).
Manose

A D-manose ¢ fosforilada na posicao 6 pela hexoquinase:
D-manose + ATP — D-manose-6-fosfato + ADP
A D-manose-6-fosfato ¢ isomerizada reversivelmente a D-frutose-6-fosfato, pela acdo da
manose-fosfato-isomerase (LEHNINGER et al., 2002):
D-manose-6-fosfato 2 D-frutose-6-fosfato
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Pentoses

Pentoses também podem entrar no ciclo glicolitico, apos fosforilacdo e conversao a
hexose e triose-fosfatos. Glicerol e L-glicerol-3-fosfato, que sdao derivados dos triacilglicerdis
e dos fosfoglicerideos, também podem ser utilizados. O glicerol livre ¢ fosforilado as custas

do ATP pela enzima glicerol-quinase:

ATP + glicerol - ADP + L-glicerol-3-fosfato

O L-glicerol-3-fosfato sofre oxidacdo a diidroxiacetona-fosfato, ou pela desidrogenase-

glicerol-3-fosfato citoplasmdtica — uma enzima que requer NAD' como aceptor de elétrons,

ou pela desidrogenase-glicerol-3-fosfato-mitocondrial, uma flavoproteina. A diidroxiacetona-

fosfato formada nessas reagdes pode entdo ser convertida enzimaticamente a gliceraldeido-3-

fosfato para entrar no segundo estagio da glicolise (LEHNINGER et al., 2002).
L-glicerol-3-fosfato + NAD" 22 diidroxiacetona-fosfato + NADH + H*
2.3.6 — Cepas geneticamente modificadas para a producao do acido lactico

Como visto no Item 2.3.5.2, a ultima etapa da glicélise consiste na redugdo do
piruvato a lactato, numa reagdo catalisada pela enzima lactato-desidrogenase. As formas D- e
L- do 4cido lactico sdo produzidas pelas enzimas D- e L-lactato-desidrogenase,
respectivamente. A conversdo metabdlica do acido L(+)-lactico no homem ¢ mais répida do
que a do acido D(-)-lactico e, portanto, a forma levogira é preferida nas aplicagdes em
alimentos e medicina (LEE et al., 1998). Desse modo, alguns pesquisadores utilizaram a
engenharia metabdlica para aumentar a producdo de L(+)-acido lactico, em cepas do género
Lactobacillus que produzem ambas as formas, D- e L- (NARAYANAN et al., 2004).

Nikkila et al. (2000) promoveram a inativacdo do gene D-lactato-desidrogenase
(IdhD) no Lactobacillus helveticus. Duas cepas [dhD negativas estaveis foram produzidas. Em

uma delas ocorreu a delecdo da regido promotora, prevenindo assim a transcricdo do gene
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ldhD. Na outra, houve a substitui¢do do gene IdhD pelo gene IdhL. A atividade da enzima L-
lactato-desidrogenase aumentou 53% e 93% respectivamente, em relacdo a cepa selvagem. As
cepas modificadas produziram apenas L(+)-dcido lactico, em quantidade igual ao total de
acido lactico (D- e L-) produzido pela cepa selvagem.

O gene codificador da L-lactato-desidrogenase foi isolado do Lactobacillus plantarum
e clonado na Escherichia coli. Este gene foi seqlienciado e usado para construir isolados de
Lactobacillus plantarum com superexpressdo ou sem expressdo de /dhL. Um plasmideo
multicopia carregando o gene /dhL foi introduzido dentro do Lactobacillus plantarum sem
modificacdo do sinal de expressdo desse gene. Isto aumentou a atividade da L-lactato-
desidrogenase 13 vezes, porém teve efeito discreto na producdo de L(+) lactato ou D(-)
lactato. Uma dele¢do cromossomal estavel no gene /dhL resultou na auséncia da atividade da
L-lactato-desidrogenase e na produgdo exclusiva do isdmero D(-) lactato (FERAIN et al.,
1994).

Em Lactococcus lactis, quando o nimero de copias do operon /ac no plasmideo que
carrega o gene /dhL foi aumentado, resultou num pequeno incremento na producdo de acido
lactico (DAVIDSON et al., 1995).

O gene D-lactato desidrogenase do Lactobacillus johnsonii foi isolado, € uma copia
truncada do gene alvo foi usada para inativar a copia genomica da linhagem selvagem in
vitro. Para isto uma delecdo de 8 pb foi gerada dentro do gene clonado /dhD para inativar a
sua func¢do. O plasmideo alterado, carregando o gene IdhD, foi transferido para o
Lactobacillus johnsonii via comobilizagdo conjugativa com o Lactococcus lactis. Integragdes
através de permuta do plasmideo com o sitio gendmico IdhD foi selecionado, e
transformagdes bem sucedidas resultaram em mutantes completamente sem atividade da D-
lactato desidrogenase. A baixa atividade da L-lactato-desidrogenase restante reconverteu
piruvato a L(+) lactato, com um aumento discreto nos produtos secundarios finais acetaldeido,
acetoina e diacetila (LAPIERRE et al. 1999).

A Escherichia coli ¢ um anaerdbio facultativo, que realiza atividade de fermentacao
mista da glicose-desidrogenase, e ndo ¢ capaz de crescer em glicose. Entretanto, uma mutagao
dupla 4lcool-desidrogenase (adh) e fosfotransacetilase (pfa) foi capaz de crescer
anaerobicamente em glicose pela fermentacao do lactato produzindo D-lactato € uma pequena
quantidade de succinato. Uma mutagdo adicional no gene codificador da fosfoenolpiruvato
carboxilase fez o mutante produzir D-lactato tal como um microrganismo homofermentativo,

no qual os produtos principais sdo formato, acetato, D-lactato, succinato e etanol. Um
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mutante pta’, que ndo ¢ capaz de sintetizar fosfotransacetilase, responsavel pela formacao do
acetato, nao foi capaz de crescer em glicose (NARAYANAN et al., 2004). Um gene L-lactato
desidrogenase foi introduzido neste mutante sem o gene D-lactato desidrogenase, o que
resultou na formagdo de L-lactato desidrogenase como o maior produto da fermentacio

(CHANG et al., 1999).

2.4 — A producio do acido lactico por fermentacio

2.4.1- Introducao

No ano de 2001, das oitenta e seis mil toneladas de acido lactico produzido em todo o
mundo, mais de 90% foi obtido por fermentag¢do. O restante foi produzido sinteticamente,
através da hidrolise da lactonitrila (NEXANT CHEMSYSTEMS, 2002).

A producdo via fermentagdo possui algumas vantagens. Algumas cepas podem
produzir a forma D- ou L- pura, enquanto a rota quimica leva sempre a formag¢ao de uma
mistura racémica. A fermentacdo também possibilita a utilizagdo de substratos provenientes
de fontes renovaveis, como amido e celulose. Varios processos vém sendo patenteados nos
ultimos anos, dentre os quais destacam-se: (i) processo continuo de sacarificacao e hidrolise
simultaneas do amido de batata, utilizando cinco cepas de lactobacilos, com purificagdo
através da eletrodialise; (i1) uso de material lignocelulosico e cepas recombinantes capazes de
fermentar a xilose; (iii) processo continuo utilizando soro de queijo ultrafiltrado como
substrato, com recirculacdo de células e purificacdo através de eletrodialise; (iv) utilizagdo do
esgoto municipal como substrato; (v) utilizagdo de cepas de Lb. delbrueckii tolerantes ao
acido lactico (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

As bactérias utilizadas na fermentacdo do 4cido lactico pertencem aos géneros
Carnobacterium, Enterococcus (Ent), Lactobacillus (Lb), Lactococcus (Lc), Leuconostoc
(Leu), Oenococcus, Pediococcus (Ped), Streptococcus (Str), Tetragenococcus, Vagococcus €
Weissela. Essas bactérias recebem a classificacio GRAS (geralmente reconhecidas como
seguras), porém algumas cepas de Streptococcus sdo patogénicas (WOOD; HOLZAPFEL,
1995).

Diferentes substratos tém sido utilizados para a produgdo fermentativa do acido lactico. A
utilizacdo de um carboidrato puro leva a formagdo de um produto de maior pureza, o que
reduz os custos das etapas posteriores de purificagdo. Entretanto, isto pode tornar a producao

economicamente inviavel, pois carboidratos puros sdo caros. Portanto, a utilizacdo de
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substratos provenientes de efluentes industriais e rejeitos da agricultura vem sendo
intensamente estudada (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

2.4.2- Fontes de carbono

A glicose ¢ o substrato mais utilizado industrialmente para a producdo fermentativa do
acido lactico (NEXANT CHEMSYSTEMS, 2002), cuja rota metabdlica foi descrita com
detalhes no Item 2.3.5. Entretanto, a utilizagao de outras fontes de carbono de baixo custo
estdo sendo pesquisadas, dentre as quais pode-se destacar o soro de queijo, o melaco da cana-
de-agucar, o amido e alguns materiais lignocelulésicos (HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

Na fermentacdo do soro de queijo, a lactose presente ¢ hidrolisada a glicose e
galactose (AMRANE; PRIGENT, 1994). Antes da fermentacdo, o soro de queijo deve ser
desproteinizado e desmineralizado (KRISCHKE et al., 1991). Extrato de levedura, peptona,
leite em po e farelo de soja sdo utilizados como suplementos (CHIARINI et al., 1992). O
microrganismo mais utilizado na fermentagdo do soro de queijo ¢ o Lb. bulgaricus, seguido
do Lb. helveticus e do Lb. casei (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

O melago proveniente das industrias de agucar também pode ser utilizado como
substrato na produgdo fermentativa do acido lactico. O microrganismo mais utilizado neste
caso € o Lb. delbrueckii (HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Um outro substrato comumente utilizado na fermentacao do acido lactico ¢ o amido
(GIRAUD et al., 1994). Antes de ser fermentado pelas bactérias lacticas, o amido deve ser
hidrolisado a glicose e maltose. Varias fontes de amido tém sido utilizadas, como trigo, milho,
mandioca, batata, arroz, centeio, sorgo e cevada. Geralmente, adicionam-se amilases ao meio
para hidrolisar o amido a glicose, que sera fermentada a 4cido lactico (HOFVENDAHL et al.,
1999). Em alguns casos, o amido ¢ utilizado sem tratamento ou gelatinizado, e entdo
fermentado por um microrganismo produtor de amilase, como Lb. fermentum, Lb. amylovorus
ou Lb. amylophilus (YUMOTO; IKEDA, 1995; CHATTERIJEE et al., 1997). H4 também a
possibilidade do amido ser degradado por um microrganismo produtor de amilase, e a glicose
assim obtida ser fermentada a acido lactico por outro microrganismo. Kurosawa et al (1988)
realizou um estudo no qual o Aspergillus awamori foi utilizado como produtor de amilase e o
Lc. lactis como produtor de acido lactico.

Em todos os casos mencionados acima, as reagdes de hidrolise do amido sdo

conduzidas simultaneamente com a fermentagdo, em um processo denominado SSF -
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Simultaneous Saccharification and Fermentation. Entretanto, existe a possibilidade de se usar
o amido pré-hidrolisado como substrato (AKERBERG et al., 1998). Esta ¢ uma boa
alternativa quando a enzima de sacarificagdo e a cepa possuem diferentes valores de pH e
temperatura ideais. Um exemplo desse caso ¢ o estudo da producdo do 4cido lactico pelo Le.
lactis, realizado por Hofvendahl e Hahn-Hagerdal (1997). A sacarificagdo do amido foi
realizada pelas enzimas o- e glucoamilase, além de proteases, a 55°C e pH 5, enquanto a
fermentagdo foi conduzida a 30°C e pH 6. Os processos de sacarificagdo e fermentagdo
simultaneos e em separado sdo ilustrados na Figura 2.6.

O amido ¢ freqlientemente suplementado com peptona ou extrato de levedura
(ZHANG; CHERYAN, 1991). As bactérias utilizadas incluem Lb. casei, Lb. plantarum, Lb.
delbrueckii, Lb. helveticus e Lc. Lactis ( HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

De modo similar ao amido, materiais lignoceluldsicos também podem ser utilizados
como substratos na producdo do acido lactico. Esses materiais consistem principalmente de
glicose, galactose, manose, xilose e arabinose, ¢ devem ser hidrolisados para tornarem-se
fermentaveis. O processo SSF da celulose vem sendo estudado com Lb. delbrueckii (ABE;
TAKAGI, 1991) e Lb. rhamnosus (PARAJO et al., 1997).

A comparagdo dos resultados de diversas fermentagdes empregando diferentes fontes
de carbono ¢ exibida na Tabela 2.4. Segundo Hofvendahl e Hahn-Hagerdal (2000), a
utilizacdo de glicose ou de amido hidrolizado resultou em maiores concentragdes de acido
lactico em relagdo aos outros agucares. Para o Lb. delbrueckii, a utilizagdo simultdnea de
glicose ¢ frutose foi mais efetiva do que a utilizagdo somente da glicose. Para o Lb.

rhamnosus aconteceu o oposto.

AMILASES + PROTEASES
L. lactis

|

A SACARIFICACAD E FERMENTAGAD

30°C, pH &
e GELATINIZAGAD
i AMIDG —
DT LIQUEFAGAD
SACARIFICAGAC | FERMENTAGAO
- 55°G.pH 5 —*  spec, pH%

B | ﬁ
|AHILA,5ES +PROTEASES |



37

Figura 2.6 - Producao do 4cido lactico a partir do amido em processo de sacarificagdo e

fermentacao simultaneas (A) e em separado (B).
Tabela 2.4 - Influéncia da fonte de carbono sobre a producao de acido lactico.

Microrganismo Substrato AL Yaor Q.
g/LL g/g  g/(Lh)
Lb. amylophilus ATCC 49845 glicose 21 0,95 1,6
amido hidrolisado de milho 33 0,73 0,88
Lb. amylovorus ATCC 33620 amido de mandioca 48 048 0,69
amido de milho 10 1,0 1,2
amido de batata 42 0,42 0,14
amido de arroz 79 0,79 0,86
amido de trigo 7,8 0,78 1,2
Lb. amylovorus ATCC 33622 amido de milho 45 0,82 8,6
amido de milho liquefeito 55 1,0 20
Lb. casei NRRL B-441 amido lig. de cevada + glucoam. 112 0,68
amido liq. de cevada + glucoam. + alfa. 162 0,87
Lb. casei NRRL B-441 + farinha de cevada 36 0,20 1,1
Lb. amylovorus NRRL B-4542 farinha de cevada + glucoam. 114 0,63 2,0
Lb. delbrueckii IFO 3534 jornal hidrolisado 24 0,48 0,85
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus CBS glicose
743.84 B0
lactose 37 0,82
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus CNRZ glicose
360 56 2,8
celobiose 32 1,6
xilose 41 2,1
Lb. delbrueckii sp. delbrueckii glicose 87 0,87 5,5
frutose + glicose 94 0,94 5,5
sacarose 85 0,85 6,2
Lb. delbrueckii sp. delbrueckii ATCC glicose
9649 58 0,85
lactose 40 0,75
Lb. DSM 20605 MONTH4, plasmid X1 + xilose
14 0,70
XK + reg
xilose + glicose 11 0,55
Lb. helveticus sp. milano glicose 18 0,36 4,2
maltose 42 0,84 5,0
Lb. paracasei No 8 glicose 95 0,95 5,6
sorgo doce 91 0,91 10
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continuacao
Microrganismo Substrato AL Yavor Q.
g/LL g/g  g/(Lh)
Lb. pentosus glicose 46 0,92 2,4
xilose 27 0,54 0,59
glicose + xilose 90 1,8 4,0
madeira hidrolisada 40 0,70 1,3
Lb. pentosus NRRL B-227 glicose 6,0 0,60
galactose 74 0,74
manose 6,8 0,68
celulose hidrolisada 0,51
Lb. pentosus NRRL B-473 glicose 6,9 0,69
galactose 5,9 0,59
manose 74 0,74
xilose 1,4 0,14
celulose hidrolisada 0,43
Lb. plantarum amido soluvel hidrolisado 15 0,30
amido hidrolisado de tapioca 15 0,30
farinha hidrolisada de tapioca 17 0,35
Lb. plantarum NRRL B-531 glicose 54 0,54
manose 5,7 0,57
celulose hidrolisada 0,43
Lb. plantarum NRRL B-787 glicose 6,2 0,62
galactose 40 0,40
manose 6,6 0,66
celulose hidrolisada 0,42
Lb. plantarum NRRL B-788 glicose 6,0 0,60
galactose 49 0,49
celulose hidrolisada 0,46
Lb. plantarum NRRL B-813 glicose 7,3 0,73
galactose 4,7 0,47
manose 8,3 0,83
celulose hidrolisada 0,43
Lb. plantarum USDA 422 glicose 52 052
galactose 3,1 0,31
manose 6,2 0,62
xilose 1,3 0,13

continua
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continuacao
Microrganismo Substrato AL Yavor Q.
g/LL g/g  g/(Lh)
Lb. rhamnosus ATCC 10863 glicose 17 0,86
frutose 14 0,71
glicose + frutose 16 0,81
sacarose 15 0,73
alfa-celulose 45 0,96
celulose de grama 28 0,50
LBMS =mix of 5 Lb strains glicose 99 0,90
amido 90 0,82
Lb. lactis 10-1 JCM 7683 xilose 23 0,45 0,30
xilose + glicose 28 0,70 2,2
Lb. lactis sp. lactis ATCC 13673 glicose 36 1,0 3,6
xilose 13 0,42 0,37
Lb. lactis sp. lactis ATCC 19435 glicose 49 0,86 2,5
maltose 3,2 0,70 1,0
farinha hidr de trigo, 3 pL enz/g amido 75 0,78 1,2
farinha hidr de trigo, 5 pL enz/g amido 75 0,83 0,85
farinha hidr de trigo, 6 pL enz/g amido 90 0,98 1,5
Lb. lactis sp. lactis NRRL B-4449 glicose 6,6 0,66
galactose 2.8 0,28
manose 5,8 0,58
xilose 1,8 0,18
celulose hidrolisada 0,16

Abreviacdes: AL = acido lactico; Yapior = total de acido lactico produzido / massa inicial de substrato;
Q, = produtividade volumétrica (g AL/L.h); hidr = hidrolisado(a); liq = liquefeito; glucoam =
glucoamilase; alfa = alfa-amilase; X1 = codificagdo do gene da xilose isomerase; XK = codificagdo do
gene da xiluloquinase; reg = gene regulador xy/R; enz = enzima.

Fonte: Hofvendahl e Hahn-Hagerdal , 2000.

2.4.3- Fontes de nitrogénio

A adicdo de nutrientes geralmente leva a uma melhora significativa dos processos
fermentativos. A Tabela 2.5 traz um estudo comparativo da influéncia de diversos nutrientes
na sintese do acido lactico por fermentacdo. Segundo Hofvendahl e Hahn-Hagerdal (2000), o
tratamento do soro de queijo e a adi¢do de extrato de levedura melhoraram sensivelmente a

produtividade das fermentagdes. Além disso, o meio MRS (DIFCO 0881), que contém extrato
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de levedura, peptona e extrato de carne, foi superior ao meio suplementado apenas com
extrato de levedura, que por sua vez foi superior ao meio que continha apenas extrato de
malte. Estas observacdes estdo de acordo com os trabalhos publicados por Amrane e Prigent
(1997) e Wood e Holzapfel (1995), nos quais sdo relatadas as complexas exigéncias
nutricionais do género Lactobacillus, principalmente em relagdo as fontes de nitrogé€nio e aos

fatores de crescimento.

Tabela 2.5 - Influéncia da fonte de nitrogénio sobre a producao do acido lactico.

. . . Y ALstot Q,
Microrganismo Substrato Nutrientes AL g/L
g/g  g/(Lh)
Lactobacterium delbrueckii sowjeskii sacarose 20% ext leved 21 1,1 1,0
1% ext leved + 0,5%
sacarose 18 0,90 0,83
pep
Lb. Acidophilus R soro de queijo 13 0,22
soro de queijo ext leved 20 0,34
Lb. casei NRRL B-441 glicose brotos de malte 93 0,93 2,3
glicose ext leved 96 0,96 3,9
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus ATCC farinha hidr de trigo,
18 0,11 0,56
11842 SSF
farinha hidr de trigo,
ext leved 26 0,18 0,9
SSF
Lb. delbrueckii sp. delbrueckii ATCC
glicose MRS + 1% ext leved 58 0,48 0,72
9649
glicose MRS + 3% ext leved 67 0,56 1,4
farinha hidr de trigo,
106 0,82 1,6
SSF
farinha hidr de trigo,
ext leved 109 0,91 3,6
SSF
Lb. delbrueckii sp. lactis ATCC 12315 batata hidrolisada 100 1,0
residuo de batata
o AMM 93 0,78
hidrolisada
Lb. helveticus ATCC 15009 lactose MRS 17 0,38
soro de queijo 89 0,20

continua
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continuacao
. . . YAL/tot Qv
Microrganismo Substrato Nutrientes AL g/LL
glg  g/(Lh)
) permeado de soro de
Lb. helveticus Milano . ext leved 36 0,75 5,8
queijo
permeado de soro de
B ext leved alta conc 36 0,75 9,4
queijo
permeado soro de
. ext leved + pep 40 0,83 12
queijo
Lb. helveticus sp. milano soro de queijo hidr ext leved 44 5,5
soro de queijo hidr e
) AMM 41 4.4
clarificado
soro de queijo UF  AMM 37 2,7
Lb. IMET 11466 glicose MRS 93 0,95
ext leved hidr 5% MRS 92 0,92
Lb. kefir soro de queijo 9,8 0,20
soro de queijo ext leved 14 0,28
Lb. paracasei No 8§ sorgo doce 106 0,79 10
sorgo doce ext leved + pep 91 0,91 10
Lb. Pentosus glicose ext leved 45 0,90 2.3
glicose MRS 46 0,92 2,4
Lb. plantarum ATCC 14917 sorgo 5% suco de ervilhaca 2,2
sorgo 15% suco de ervilhaca 2,0
sorgo 25% suco de ervilhaca 2,8
Lb. rhamnosus ATCC 10863 melago hidr, SSF 16 0,81
melago hidr, SSF  ext leved + pep 14 0,70
) 0,25% ext leved +
glicose ) 57 0,81
0,5% triptona
0,5% ext leved + 1%
glicose ) 58 0,95
triptona
madeira hidrolisada ext leved + pep 27 0,96 2.3
madeira hidrolisada,
ext leved + pep 29 1,0 1,5
SSF
Lb. rhamnosus ATCC 11443 glicose 0,4% ext leved 53 0,66 2.8
glicose 0,8% ext leved 53 0,66 3,7
Lb. rhamnosus ATCC 7469 glicose 25 0,83 0,2
glicose 0,2% ext leved 34 1,1 0,5
glicose 1% ext leved 26 0,81 2,6

continua
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continuacao
. . . YAL/tot Qv
Microrganismo Substrato Nutrientes AL g/LL
glg  g/(Lh)
Lb. salivarius sp. salivarius ATCC )
soja 42 0,76
11742
melago de soja ext leved 5,5 0,85
Lb. lactis IFO 12007 + Aspergillus
amido de batata 25 0,50 0,72
awamori IFO 4033
amido de batata ext leved + triptona 10 0,20 0,43
glicose, alimentacao
Lb. lactis JO-1 JCM 7638 28 0,56 2,0
continuoinua
Lb. lactis 10-1 JCM 7683 glicose 0,3% ext leved 24 0,96 1,2
glicose 0,5% ext leved 37 0,74 2,1
glicose 1% ext leved 43 0,86 2.3
farinha hidr de trigo,
Lb. lactis sp. lactis AS211 95 0,77 1,7
SSF
farinha hidr de trigo,
ext leved 107 0,91 2,4
SSF
farinha hidr de trigo,
Lb. lactis sp. lactis ATCC 19435 96 0,76 3,0
SSF
farinha hidr de trigo,
ext leved 106 0,88 3,3
SSF
farinha hidr de trigo,
Lb. lactis sp. lactis ATCC 19435 90 0,98 1,5
SSF
farinha hidr de trigo,
ext leved 87 0,96 3,3
SSF
farinha de trigo +
) 75 1,0 2,1
glicose
farinha de trigo
farinha hidr de trigo 80 1,0
farinha hidr de trigo
43 1,5
+ protease
farinha hidr de trigo
vitaminas 46 2,4
+ protease
farinha hidr de trigo
aminoacidos 53 2,8
+ protease

AbreviacGes como na Tabela 2.4 e: ext leved = extrato de levedura; pep = peptona; AMM = agua de
macera¢do de milho; SSF = sacarificacdo e fermentagao simultaneas; UF = ultrafiltrado.

Fonte: Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, 2000.
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2.4.4- Processos continuos e descontinuos

O 4cido lactico ¢ geralmente produzido em batelada, porém varios outros processos
sdo utilizados, como batelada alimentada e processos semicontinuos (Tabela 2.6). Segundo
Hofvendahl e Hahn-Hagerdal (2000), o processo em batelada leva a maiores concentragdes de
produto na maioria dos casos, pois hd um consumo praticamente total do substrato, enquanto
que nos processos continuos permanece uma concentragdo residual. Por outro lado, o
processo continuo geralmente leva a maiores produtividades, principalmente se conduzidos

em altas taxas de dilui¢do.

Tabela 2.6 - Influéncia do modo de fermentacao sobre a producado do acido lactico.

Microrganismo Modo de Substrato AL g/L Yo Qv
Fermentacio g/g  g/(Lh)

Ent. faecium batelada alfafa 27 0,91
semicontinuo alfafa 30 0,99

Lb. casei 1L100 batelada, imob. amido de milho 50 0,83
continuo, imob. amido de milho 40 0,67

Lb. casei SU No 22 batelada soro de queijo 22 0,44
batelada alim soro de queijo 45 0,45

Lb. delbrueckii IFO 3534 batelada glicose 83 0,83 1,5
continuo glicose 55 0,55 5,3

Lb. delbrueckii MIX several strains batelada milho hidr + cevada 85 0,87
continuo milho hidr + cevada 71 0,73

Lb. delbrueckii NCIM-2365 batelada, imob glicose 90 0,90
continuo, imob glicose 75 0,75

Lb. delbrueckii sp. Bulgaricus batelada soro de queijo 44 0,95
continuo soro de queijo 13 0,28

Lb. delbrueckii sp. bulgaricus ATCC

11842 batelada, imob soro de queijo 50 1,0 0,65
continuo, imob soro de queijo 9,5 0,19 12

Lb. delbrueckii sp. bulgaricus Ch H 2217 batelada soro de queijo 115 0,86
continuo soro de queijo 117 0,87

Lb. delbrueckii sp. bulgaricus NRRL B-

54 batelada lactose 45 0,90 11
continuo lactose 39 0,78 22

continua
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continuacao
Modo de Yavtor Qv
Microrganismo Substrato AL g/L
Fermentacio g/g  g/(Lh)
Lb. helveticus ATCC 15009 batelada soro de queijo 49 1,1 1,3
continuo soro de queijo 48 1,2 2,7
Lb. helveticus 1.89 batelada soro de queijo 3,1
continuo, imob soro de queijo 29
Lb. helveticus NCDO 1844 batelada, dial soro de queijo 47 1,2
continuo, dial soro de queijo 125 3,1
Lb. rhamnosus ATCC 10863 batelada sacarose 77 0,73 1,7
continuo, extragao sacarose 80 0,74 8,0
batelada glicose 80 0,89 5,1
continuo, recirc,
glicose 47 0,48 4,2
extracao
batelada glicose 38 0,76
continuo glicose 10 0,20
Lb. lactis 65.1 batelada glicose 39 0,75
continuo glicose 28 0,56
Lb. lactis IFO 12007 batelada, imob amido de batata 25 0,50 0,72
continuo, imob amido de batata 10 0,20 0,43
Lb. lactis sp. lactis ATCC 19435 batelada, extragdo glicose 0,29 0,30
batelada repetida, )
_ glicose 0,50 0,40
extracao
Str. thermophilus batelada lactose 40 7,1
batelada alim lactose 39 1,4

Abreviagdes como na Tabela 2.5 e: dial = eletrodialise; imob = células

alimentada. Fonte: Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, 2000.

2.4.5- Imobilizacio e recirculacio de células

imobilizadas; alim

As bactérias do acido lactico podem ser recirculadas ou imobilizadas em suportes

solidos para se aumentar a densidade celular do meio. A imobilizagdo de células ndo tem

contribuido para aumentar a concentracao e a produtividade do acido lactico (KAUFMAN et

al., 1996). Por outro lado, a recirculagdo aumenta sensivelmente a concentragdo de produto,

assim como o rendimento das fermentacdes (ISHIZAKI; VONKTAVEESUK, 1996; YOO et

al., 1997). Alguns resultados sobre os efeitos da imobilizagdo e da recirculagdo de células sao

exibidos na Tabela 2.7.
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Tabela 2.7 - Influéncia da recirculacao de células sobre a producao de acido lactico.

Yaurot Qv
Microrganismo Modo de Fermenta¢io Substrato AL g/LL
glg  g/(Lh)
Lb. casei continuo, imob soro de queijo 22 0,44 7,3
continuo, imob, recirc soro de queijo 28 0,57 9,4
Lb. rhamnosus ATCC 10863 continuo glicose 26 0,65
continuo, recirc glicose 32 0,80
Lb. rhamnosus ATCC 10863 continuo glicose 17 0,68 5,1
continuo, recirc glicose 47 0,48 4,2
Lb. lactis 10-1 JCM 7683 continuo glicose 27 0,54 3.4
continuo, recirc glicose 45 0,90 10

AbreviacGes como na Tabela 2.6 e: recirc = recirculagdo de células.

Fonte: Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, 2000.

2.4.6- pH

O pH pode ser ajustado no inicio da fermentacdo e em seguida mantido sem controle,

decrescendo a medida que o 4cido ¢ formado, ou pode ser controlado durante o processo, pela

adi¢do de uma base ou pela extragdo do &cido. O controle do pH leva a melhores resultados

do que as fermentagdes nao controladas, como pode ser observado na Tabela 2.8. Segundo

Kanshket (1987), o pH 6timo para as bactérias do acido lactico varia entre 5,0 ¢ 7,0.

Tabela 2.8 - Influéncia do pH inicial e do controle do pH na producdo do acido lactico.

Microrganismo Substrato PH Controle do AL g/L Yo Q, g/(Lh)
inicial pH g/g
Ent. faecium alfafa 6,2 nao 8,3 0,27
alfafa 5,8 NH4,OH 27 0,90
Lb. amylophilus ATCC 49845 glicose 5,4 titr NaOH 0,70
glicose 6,0 titr NaOH 1,6
glicose 6,5 titr NaOH 1,2
glicose 7,1 titr NaOH 1,0
glicose 7,8 titr NaOH 0,90
Lb. delbrueckii 1AM 1928 glicose 42 NaOH 10 0,12 1,0
glicose 6,2 NaOH 36 0,42 6,5
glicose 6,2 ndo, extracdo 27 0,32 2,9

continua
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continuacao
pH Controle do Y aLstot
Microrganismo Substrato AL g/L Q, g/(Lh)
inicial pH g/g
Lb. delbrueckii IFO 3534 glicose nao 5,6 0,06 2,3
glicose CaCO; 55 0,55 5,3
glicose 5,5 ftitr, dial 53 0,53 5,3
glicose 5,0 titr NaOH 81 0,79 2.4
glicose 5,5 titr NaOH 92 0,89 1,9
glicose 5,5 ftitr, dial 88 0,81 473
glicose 6,0 titr NaOH 81 0,78 4,5
glicose 6,5 titr NaOH 54 0,52 1,5
glicose 7,0 titr NaOH 49 0,47 1,4
celulose 4,2 CaCO; 15 0,30
celulose 5,0 CaCoO; 26 0,52
celulose 5,9 CaCO; 18 0,36
Lb. delbrueckii MIX varias cepas milho hidr + cevada 5,0 Na,CO; 59 0,61
milho hidr + cevada 5,5 Na,CO; 87 0,90
milho hidr + cevada 5,8 Na,CO; 85 0,87
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus ATCC
sorgo 5,5 NH; 35
11842
sorgo 6,0 NH; 4,5
sorgo 6,5 NH; 23
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus ATCC B
soro de queijo 5,4 NH,OH 35 0,45
55163
soro de queijo 6,0 NH,OH 50 0,64
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus CNRZ .
soro de queijo 3,5 nao 25 0,48
369
soro de queijo 4,5 ndo 25 0,48
soro de queijo 5,5 nao 31 0,60
soro de queijo 6,5 nao 35 0,67
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus NRRL
lactose 4,5 titr NH,OH 25 0,50 0,68
B-548
lactose 5,0 titr NH4OH 45 0,90 3,1
lactose 5,6 titr NH4OH 45 0,90 11
celulose 4,2 NH,OH 27 0,27 0,23
celulose 5,0 NH,OH 52 0,58 0,43
celulose 5,8 NH,OH 33 0,33

continua
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continuacao
Microrganismo Substrato PH Controle do AL g/L Yauto Q, g/(Lh)
inicial pH g/g

Lb. helveticus NCDO 1844 soro de queijo 5,6 titr NaOH 31 0,78 1,3
soro de queijo 5,6 titr NaOH, dial 47 1,2 1,1

Lb. plantarum ATCC 14917 sorgo 5,5 NH; 2,1
sorgo 6,0 NH; 2,0
Sorgo 6,5 NH; 2.8
SOrgo 7,0 NH; 5,1
sorgo 7,5 NH; 1,9

Lb. rhamnosus ATCC 10863 sacarose 6,0 titr NaOH 77 0,73 1,7
sacarose 6,0 titr NaOH, dial 80 0,74 8,0
glicose 5,0 NaOH 65 0,65 2.3
glicose 5,5 NaOH 78 0,78 3,9
glicose 6,0 NaOH 79 0,79 4,9
glicose 6,5 NaOH 78 0,78 49
glicose 42 sim 25 0,91 2,5
glicose 4,2 sim, extragao 19 0,79 0,91
glicose 6,0 NH,OH 71 1,3
glicose 6,0 extracdo 77 5,4
celulose 4,3 NH,OH 45 0,31
celulose 43 NH4OfI’ 28 0,96

extracao

glicose 5,5 NH,4 16
glicose 6,3 NH, 23
glicose 7,5 NH,4 17

Lb. rhamnosus ATCC 7469 glicose 6,2 nao 7,5 0,21 0,30
glicose 6,2 CaCO; 26 0,81 2,6

Lb. salivarius sp. salivarius ATCC

11742 melaco de soja 5,6 titr NaOH 55 085
melago de soja 6,0 titr NaOH 54 0,79
melago de soja 6,4 titr NaOH 49 0,82

Lb. lactis 65.1 glicose 6,5 nao 51 1,0
glicose 6,5 ndao, extracdo 57 1,1
glicose 6,5 nao 3,5 0,18 0,87
glicose 6,5 NaOH 19 0,81 1,7
glicose 6,5 nao, extragdo 14 0,70 10

continua
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continuacao
Microrganismo Substrato PH Controle do AL g/L Yauto Q, g/(Lh)
inicial pH g/g

Lb. lactis 10-1 JCM 7683 glicose 6,0 NaOH 45 0,90 15
glicose 6,0 NaOH, dial 35 0,70 3,0
glicose 6,0 sim 60 0,80 4.0
glicose 6,0 sim, dial 66 0,88 2.4
glicose 6,0 ndo, dial 60 0,75 5,1
glicose 6,0 NaOH, dial 60 0,75
glicose 6,0 NaOH 50 0,85
glicose 6,0 NaOH, dial 62 0,88

Lb. lactis sp. lactis ATCC 19435 glicose 5,0 titr NaOH 54 0,92 1,7
glicose 5,8 titr NaOH 5,3 0,90 34
glicose 6,5 titr NaOH 49 0,86 2,5
maltose 5,0 titr NaOH 51 1,0 0,37
maltose 5,8 titr NaOH 42 0,82 1,2
maltose 6,5 titr NaOH 3,2 0,70 1,0
farinha hidr de trigo 6,0 ndo 3,3 0,02 0,47
farinha hidr de trigo 6,0 NaOH 96 0,76 3,0
farinha hidr de trigo 4,0 titr NaOH 7,0 041 0,23
farinha hidr de trigo 5,0 titr NaOH 20 0,11 0,42
farinha hidr de trigo 6,0 titr NaOH 105 0,58 2,9

Lb. lactis sp. lactis biovar diacetylactis

CNRZ 2125 lactose + citrato 5,0 titr NaOH 7,0 0,13 0,83
lactose + citrato 5,5 titr NaOH 37 0,71 1,9
lactose + citrato 6,0 titr NaOH 37 0,71 4.5
lactose + citrato 6,5 titr NaOH 38 0,73 7,7

AbreviacGes como na Tabela 2.7 e: titr = titulagdo.

Fonte: Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, 2000.

2.4.7- Temperatura

Hé poucos estudos sobre o efeito da temperatura na producao de acido lactico. Como

pode ser visto na Tabela 2.9, a temperatura na qual se atinge a méaxima concentra¢do de

produto (g/L) pode ser diferente daquela onde a produtividade ¢ maxima (g/L-h). Para o Lb.

amylophilus, por exemplo, Hofvendahl e Hahn-Hagerdal (2000) relataram que a maxima

concentragdo foi atingida a 35°C, enquanto que a maxima produtividade ocorreu a 25°C.
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Tabela 2.9 - Influéncia da temperatura sobre a producao do acido lactico.

Microrganismo Temp °C  Substrato AL g/ Yaureg/g Qvg/L.h

Lb. amylophilus ATCC 49845 25 amido 26 0,52 0,54
28 amido 29 0,58 0,44
35 amido 30 0,60 0,33

Lb. casei NRRL B-441 30 glicose 80 0,89 3.2
37 glicose 80 0,89 5,6
41 glicose 82 0,91 5,6
45 glicose 42 0,47 1,2
37 amido hidr cevada 140 0,98
41 amido hidr cevada 117 0,82

Lb. paracasei No 8 30 sorgo doce 1,5
36 sorgo doce 1,9
44 sorgo doce 2,2
30 glicose 67 0,74 33

Lb. rhamnosus ATCC 10863 37 glicose 70 0,78 3,3
41 glicose 68 0,76 3,5
45 glicose 75 0,83 3,3
30 glicose 49 0,86 2,5

Lb. lactis sp. lactis ATCC 19435 35 glicose 5,2 0,88 2,9
37 glicose 5,2 0,88 1,8
40 glicose 1,2 0,20
30 maltose 3,2 0,70 1,0
35 maltose 3,7 0,73 1,2
37 maltose 4,0 0,80 1,1
30 glicose 60 1,3 2,2
34 glicose 65 1,5 2.8
37 glicose 60 1,5 2.3
40 glicose 50 1,2 1,5

Fonte: Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, 2000.

2.4.8- Formacao de subprodutos

Na producdo fermentativa do acido lactico pode haver a formagdao de subprodutos
como acido acético, etanol, acido formico e didxido de carbono, dependendo da cepa utilizada
e das condigdes do processo (WOOD; HOLZAPFEL, 1995). Uma produgdo industrial
eficiente deve evitar ou minimizar a formacao desses subprodutos. A Tabela 2.10 mostra o
efeito de varios parametros de processo sobre a formagao dessas substancias. Os processos em
batelada apresentaram uma maior eficiéncia do que os demais. Tal eficiéncia torna-se ainda
maior quando a fermentagdo ¢ anaerdbia.

As diferentes fontes de carbono podem levar a diferentes percentuais de subprodutos.
Para o Lc. lactis, Hofvendahl e Hahn-Hagerdal (2000) mostraram que a utilizagdo da maltose

produziu 67% de acido lactico, enquanto que a utilizacdo da glicose elevou esse percentual
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para 93%. Segundo estes autores, a utilizacdo de pentoses resultou em maiores formagdes de

acido acético e etanol, conseqlientemente diminuindo a produgado de acido lactico.

Tabela 2.10 - Efeito dos parametros do processo sobre a formagdo de subprodutos.

R Substrato
::trfcrlzggo Microrganismo ?i(;?noeg; 30 Substrato (g/L) + gké"(()jl; A/]I: H/alf Et%H Hfo g/L AL//tOt
¢ Nutrientes & & & &g
carbon + . centeio hidr
nutr Lb. IMET 11466 batelada glicose + 1/20 MRS 92 traco
batelada glicose MRS 93 0 1,0
Lb. rhamnosus  batelada alim, alfa-
carbon ATCC 10863 recirc celulose 4 10 0,98
batselada alim, celulose 28 0.5 0,98
recirc de grama
Lb. lactis sp.
lactis ATCC batelada glicose 49 0,10 0,065 020 0,93
49435
batelada maltose 32 049 036 0,72 0,67
Lb. amylophilus .
conc ATCC 49845 batelada amido 50 29 0 0 0 1,0
batelada amido 70 45 0 0 0 1,0
batelada amido 100 53 0 0 0 1,0
Lb. lactis 10-1 .
TCM 7683 batelada xilose 29 12 9,1 0,57
batelada xilose 49 25 9,7 0,72
batelada xilose 130 22 79 0,74
batelada xilose 160 27 73 0,70
Lb. helveticus ~ continuo lactose 37 35 1,0 presente
continuo lactose 127 48 1,5 presente
Lb. delbrueckii farinha hidr
nutr sp. bulgaricus  batelada amido de trigo 18 10 0,64 18
ATCC 11842 £
farinha hidr
batelada amido de trigo + 26 15 0,63
ext leved
nutr, 0, b plantarum i lada, aer 810 32 3 0,51
H4 citrato
batelada, aer g.hcose * NaCl 6% 42 1,7 0,71
citrato
batelada, aer 2195 T NaC18% 420,79 0,84
citrato
batelada, ana  21C08€ * 10 13 0,88
citrato
batelada, ana 2% T Nac1 6% 45 0,58 0,89
citrato
batelada, ana 2% Nac1 8% 55 0,56 0,91
citrato

continua
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continuacao
A Substrato
5:5552320 Microrganismo %i(;?ni:rcllt; %o Substrato (g/L) + ?15"(8; A/II: H/af Et%H Hfo g/L AL//tOt
¢ Nutrientes & & & g8
Lb. plantarum glutfru+
nutr, pH MOP 3 batelada malate HAc49mM 4,1 9,1 0 0 1,0
glutfru+ HAc 20 mM
batelada malato + NaCl 3% 4.5 8,6 0 0 1,0
glu+fru+ HAc 20 mM
batelada malato + NaCl 6% 4,5 6,6 0 0 1,0
batelada glutfut \cle 55 73 0 0 1,0
malato
batelada glutfrut HACO7 o 3 o 1,0
malato mM
Lb. rhamnosus alfa-
mode ATCC 10863 batelada celulose 13 0 1,0
batf:lada alim, alfa- 45 1.0 0.98
recirc celulose
. Lb. rhamnosus , .
recirc ATCC 10863 continuo glicose 40 32 0,44 0,29 0,66 0,96
continuo, .
recire 59% glicose 40 32 0,66 045 1,1 0,94
continuo, .
recirc 79% glicose 40 31 0,9 0,30 1,5 0,91
continuo, .
recire 78% glicose 40 32 049 0,74 0,95
pH il}é}émﬁfgogfs batelada glicose 50 65 035 0,10 0,99
batelada glicose 5,5 78 0,33 0,40 0,99
batelada glicose 6,0 79 0,35 0,40 099
batelada glicose 6,5 78 0,39 0,51 0,99
Lb. lactis sp. 0.02
lactis ATCC batelada glicose 5,0 5,4 ’8 0,20 0 0,96
19435
. 0,06
batelada glicose 58 53 - 0 0,16 096

batelada glicose 6,5 49 0,10 0,065 020 0,93

batelada maltose 50 5.1 0’;;9 0065 019 094
batelada maltose 58 42 033 024 0,54 0,79
batelada maltose 6,5 32 049 036 0,72 0,67
batelada glicose 4.0 18 090 15 1,0 0,46
batelada glicose 5,0 68 2,0 21 0,90 093
batelada glicose 6,0 56 1,5 24 0,60 0,93

Abreviagdes como na Tabela 2.8 e: carbon = fonte de carbono; nutr = nutrientes; conc = concentragao
do substrato; O, = aeragdo; T = temperatura; ana = anaerobio; aer = aerobio; fru = frutose; Hac = acido
acético; EtOH = etanol; Hfo = 4cido formico; AL/tot = g AL por g do total de produtos. Fonte:
Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, 2000.
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A maioria das bactérias do 4cido lactico produz apenas uma forma isomérica do acido,

porém as vezes pode ocorrer a formacdo do outro isomero. O que determina a forma

isomérica do acido lactico ¢ a forma isomérica da enzima lactato desidrogenase, presente na

bactéria. O Lb. lactis e o Lb. delbrueckii sp. bulgaricus ATCC 55163 produzem somente a

forma L-. O Lb. delbrueckii sp. bulgaricus DSM 2129 produz apenas a forma D-

(HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Ha varios estudos sobre os efeitos dos parametros da fermentagdo sobre a forma da

molécula do acido lactico. Alguns resultados desses estudos sdo exibidos na Tabela 2.11.

Pode-se concluir que a quantidade do isdmero predominante pode ser incrementada com o

aumento do pH e da quantidade de substrato. Processos em batelada também favorecem a

formac¢ao do isomero predominante. Altas temperaturas ¢ pH ndo controlado desfavorecem a

producao de apenas um isémero.

Tabela 2.11 - Efeito dos pardmetros do processo sobre a forma isomérica do 4cido lactico

produzido.
A Substr (g/L)
Parimetro Microrganismo Modo de~ Substrato + pHﬂou % L-AL
estudado Fermentacio . T (°C)
Nutrientes
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus soro de queijo
carbon, conc CBS 743 84 batelada UF 43 <1
batelada soro de queijo 93 7
centr
batelada soro de queijo 78 <10
centr
.. . soro de queijo
carbon, nutr, Lb. delbrueckii sp. bulgaricus .
T CBS 743 84 batelada lactose + leite+ ext 37 <1
leved
batelada lactose ext .leved - 3
triptona
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus .
carbon DSM 2129 batelada glicose 0
batelada lactose 0
conc Lb. amylophilus ATCC 49845 batelada amido 50 93
batelada amido 70 93
batelada amido 100 93
Lb. lactis sp. lactis ATCC .
19435 batelada glicose 85 96
batelada glicose 174 99
Lb. rhamnosus ATCC 10863  batelada glicose 50 95
batelada glicose 70 95

continua



54

continuagao
A Substr (g/L)
Parametro Microrganismo Modo de~ Substrato + pHuou % L-AL
estudado Fermentacao . T (°C)
Nutrientes
conc, recirc  Lb. rhamnosus ATCC 10863 SOMHMO - gioge 40 96
recirc 78%
continuo, .
recire 96% glicose 80 97
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus . o
nutr ATCC 9649 batelada glicose ext leved 1% 0
batelada glicose ext leved 5% 0
batelada amido farmhq hidr 94
de trigo
farinha hidr
batelada amido de trigo + ext 95
leved
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus . farinha hidr
ATCC 11842 batelada amido de trigo 91
farinha hidr
batelada amido de trigo + ext 95
leved
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus soro de queijo
ATCC 55163 batelada lactose +ext leved 100
batelada lactose soro de queijo 100
+ soy flour
ext leved
nutr Lb. rhamnosus ATCC 10863  batelada glicose 0,25% + 95
triptona 0,5%
ext leved
batelada glicose 0,5% + 95
triptona 1%
ext leved
batelada glicose 0,75% + 95
triptona 1,5%
. ext leved 1%
batelada glicose + triptona 2% 95
ext leved
batelada glicose 1,5% + 95
triptona 3%
. ext leved 2%
batelada glicose + triptona 4% 95
Lb. rhamnosus ATCC 7469 batelada glicose 98
. ext leved
batelada glicose 0.2% 98
batelada glicose ext leved 1% 97
Lb. lactis sp. lactis AS211 batelada amido farinha hidr 94
de trigo
farinha hidr
batelada amido de trigo + ext 100
leved

continua
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continuacao
A Substr (g/L)
Parametro Microrganismo Modo de~ Substrato + pHuou % L-AL
estudado Fermentacao . T (°C)
Nutrientes
Lb. lactis sp. lactis ATCC . farinha hidr
19435 batelada glicose de trigo 99
batelada glicose unfarlnha hidr 98
de trigo
batelada amido farmhq hidr 100
de trigo
farinha hidr
batelada amido de trigo + ext 100
leved
nutr, O2 Lb. plantarum H4 batelada, aer  glicose+citrato 48
batelada, aer fll:rcaotff * NaCl 6% 44
batelada, aer gil‘:rczg[?)e * NaCl 8% 43
batelada, ana g'hcose * 45
citrato
batelada, ana fllzrcaotff " NaCl 6% 36
batelada, ana ‘;gil,::;ze * NaCl 8% 33
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus .
mode DSM 2129 batelada glicose 0
continuo glicose + 0
lactose
Lb. salivarius sp. salivarius .
ATCC 11742 batelada glicose 90
continuo glicose 86
recirc Lb. rhamnosus ATCC 10863 continuo, glicose 96
recirc 51%
continuo, .
recirc 79% glicose 93
continuo, .
recirc 78% glicose %6
continuo, .
recirc 96% glicose 7
Lb. delbrueckii sp. bulgaricus
pH ATCC 55163 batelada lactose 5,4 100
batelada lactose 6,0 100
Lb. rhamnosus ATCC 10863  batelada glicose 5,0 98
batelada glicose 5,5 98
batelada glicose 6,0 98
batelada glicose 6,5 97
If;;l;i.cus sp- lactis ATCC batelada amido 6,0 inicial 97
batelada amido 6,0 100
batelada glicose 6,0 99
batelada glicose 5,0 99
batelada glicose 3,0 97

Abreviagdes como na Tabela 2.10 e: centr = centrifugado; % L-AL = % de L-acido lactico.

Fonte: Hofvendahl e Hahn-Hagerdal, 2000.
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2.4.10- Densidade celular

Na fermentacdo lactica, os maiores valores de densidade celular atingidos ja relatados
na literatura (at¢ 103 g massa seca/L) foram devidos a recirculagdo de células. Entretanto,
altos valores (60-77 g/L) ja foram conseguidos sem recirculagio (HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

Os parametros do processo determinam um maior ou menor crescimento celular. Para
Le. lactis e Lb. delbrueckii, temperaturas abaixo de 30°C e pH < 5 levam a uma baixa
densidade celular (VENKATESH et al., 1993). A utilizagdo de maltose, lactose ou manose
produz densidades celulares maiores do que aquelas conseguidas com a glicose. Frutose,

celulose e xilose sdo menos eficientes (EL SABAENY, 1996).

2.5 — Cinética e modelagem das fermentacdes

2.5.1 - Introducao

Em uma modelagem matematica deve-se analisar, da forma mais abrangente e
integrada possivel, os principais fenOmenos que caracterizam as interagdes entre a populagao
microbiana, o meio ambiente e o tipo de processo fermentativo (BONOMI; SCHMIDELL,
2001).

Admite-se, idealmente, que a modelagem de uma fermentagao deveria predizer o resultado
das milhares de transformagdes quimicas que ocorrem em um meio de cultivo, pela acao de
um populacdo microbiana. Sem duvida, uma descrigdo completa de todas as vias e interagdes
metabolicas pertinentes ao desenvolvimento microbiano seria extremamente complexa e até
mesmo impossivel. Felizmente, sabe-se que muitos problemas podem ser estudados usando
uma média das varias propriedades das diversas varidveis em questdo. Neste sentido, ¢
importante lembrar que o modelo ainda pode ser valido se somente um niimero limitado de
mecanismos governantes sao considerados em detalhe. Portanto, na elaboragdo de modelos de
processos fermentativos sdo, geralmente, introduzidas simplificagdes, de maneira a se obter

modelos passiveis de serem manuseados e generalizados (BONOMI; SCHMIDELL, 2001).
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2.5.2 — O modelo logistico de crescimento microbiano

Os primeiros modelos desenvolvidos para o crescimento de microrganismos nao
levavam em conta a dependéncia da concentragdo de nutrientes. Atualmente, tais modelos sao
aplicados quando o substrato limitante ndo pode ser identificado. O mais simples deles ¢ o
modelo de MALTHUS (1789):

dN
< =0 —d)N (2.1)

N =n° total de individuos de uma populagao.
dN/dt = velocidade de crescimento populacional.
b; = taxa especifica de natalidade (n° de nascimentos/n® total de individuos).

d; = taxa especifica de mortalidade (n° de mortes/n® total de individuos).

Este modelo foi apresentado por Malthus em seu tratado “An Essay on the Principle of
Population” e representa o primeiro tratamento teorico da Dindmica Populacional (GOMES,
2003). Adaptado ao crescimento microbiano, a Equagdo 2.1 torna-se:

dX

o = 0—d)X (2.2)
ou
dX
o = X (2.3)
dX/dt = velocidade de crescimento microbiano (g células/ L.h).
Umax = velocidade especifica méxima de crescimento (h'l).
X = concentragdo celular (g células/L).
A solu¢ao da Equacao 2.3 ¢ dada por:
X = X, eHmaxt (2.4)

X = concentragao celular no instante t = 0.

Este modelo prevé um crescimento ilimitado (crescimento Malthusiano). No entanto,
nenhuma populacao pode crescer indefinidamente. Mais cedo ou mais tarde, chega-se em um
ponto onde as limitagdes de alimento e espaco obrigam a populagdo a entrar em um processo
de auto-regulagdo. A teoria cldssica da Dindmica Populacional ensina que a densidade das

populacdes tende para um valor maximo, em fun¢do dos recursos espaciais e energéticos
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disponiveis no meio. Se, em um dado instante, a densidade populacional for menor do que a
maxima, a populacao cresce utilizando o excesso de recursos disponiveis. Por outro lado, se a
densidade ultrapassar o valor méximo, a popula¢do diminui pois os recursos sdo insuficientes
para manté-la (GOMES, 2003 ).

O matematico belga VERLHUST (1838) apresentou a segunda grande contribuigdo
para o desenvolvimento da Dinamica Populacional. Ele defendeu que as taxas de natalidade e
mortalidade variam de acordo com a propria densidade populacional. Se essa densidade subir
acima de niveis sustentaveis pelo meio, deve ocorrer uma retroagdo negativa sobre a taxa de
natalidade, diminuindo-a, ou sobre a taxa de mortalidade, aumentando-a. Inversamente,
quando a populagdo estd em niveis abaixo da capacidade de sustentagdo do meio, a taxa de
natalidade deve aumentar, ou a de mortalidade, diminuir.

A forma analitica mais simples de exprimir estas idéias ¢ admitir que b, e d; (Equacdo
2.2) sao funcgdes lineares de X:

bi=by—pX; di=do+gX (2.5)

b= taxa de natalidade maxima; dy = taxa de mortalidade minima
p, q = declives das retas. Medem a rapidez com que a natalidade e a mortalidade variam em

funcdo da densidade populacional.

A diferenca entre by e dy representa a taxa intrinseca de crescimento populacional ou
parametro Malthusiano. Para o crescimento microbiano, by - dy € igual a pma. Substituindo a
Equagdo 2.5 na Equacdo 2.2, obtém-se:

dX

E = [Mmax - (p + q)X]X (26)

dX/dt se anula quando X = 0 ou X = pmax / (p+q). Este segundo ponto corresponde a uma
situacdo em que a velocidade de crescimento ¢ nula e, portanto, a populagdo permanece
constante. Este ponto ¢ normalmente representado por K. Substituindo (p+q) por pmax/K, a

Equagdo 2.6 torna-se:

dX X
E=umaXX(l—Ej (2.7)

que ¢ conhecida como equagdo logistica de crescimento. A forma integrada desta equagdo ¢
dada por:

XOKeHmaXt
X= :
K + Xo(e"max' —1)

(2.8)
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A constante K ¢ conhecida como densidade de saturagdo ou capacidade de suporte logistico, e
representa o valor tedrico maximo que a concentragao celular pode atingir em um
determinado meio.

O modelo logistico de crescimento baseia-se em algumas pressuposi¢cdes que podem
ndo ser satisfeitas em algumas populagdes: (i) existe uma distribui¢do inicial estavel de idades
entre os individuos; (ii) a velocidade especifica méxima de crescimento ¢ alcancada nas
condicdes existentes; (iii) a relacdo entre as taxas especificas de natalidade e morte e a
densidade populacional ¢ linear. As discrepancias entre estas suposi¢cdes € as caracteristicas
reais da populagdo podem tornar inadequada a adogao deste modelo.

A equacao logistica ¢ um dos modelos nao estruturados mais utilizados para descrever
o crescimento microbiano. No entanto, com o intuito de melhorar a qualidade do ajuste de
seus resultados experimentais, alguns autores tém proposto modificacdes neste modelo.
Gibson et al. (1987) apresentaram um modelo com quatro parametros:

logN = A + C/(1 + exp(-B(t — M))) (2.9)
Uma versao assimétrica da equacdo logistica foi proposta por Baranyi e Roberts (1994):

dN(@) — q®

[N Jm
dat q(t) + 1 HmaxN(t)[l _L—J (2.10)

N max

Buchanan et al. (1997) apresentaram uma versao discreta do modelo:

N
IOgE:O, tStlag
N
1OgN_():r(t_tlag) tlagftftmax
N
logﬁ:r(tmax _tlag) £> T max (2.11)

Amrane e Prigent (1999) apresentaram um modelo denominado de equagdo logistica

complementada:

| M max (ln Hmax —C+C- exp(d-t)J} 2.12)

X= Xoexﬁumaxt Ty

K max

Para um melhor ajuste dos dados experimentais obtidos durante a fase lag, Fujikawa et al.

(2004), apresentaram a seguinte modificagao:

C
d—N:rN{l— N H1—M} 2.13)
at — N

na qual Ny, € o tamanho inicial da populagao.
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Utilizando critérios estatisticos, McKellar e Lu (2004) apud Corradini et al. (2006)
relataram que todos os modelos descritos acima ajustam-se de maneira similar ao crescimento

dos microrganismos.

2.5.3 - A Equacio de Luedeking e Piret

Luedeking e Piret (1959) estudaram a fermentacdo da glicose a acido lactico em seis
diferentes valores de pH: 4.5, 4.8, 5.2, 5.4, 5.6 ¢ 6.0. As fermenta¢des foram conduzidas a
45°C. O microrganismo utilizado foi a bactéria lactica homofermentativa Lactobacillus
delbrueckii NRRL-B445. O meio consistia de uma solu¢do aquosa contendo 5% de dextrose
anidra, 3% de extrato de levedura e sais minerais. O oxigénio foi eliminado através da injecao
continua de CO, no interior do fermentador. A andlise feita por Luedeking e Piret sobre os

resultados obtidos ¢ resumida a seguir.

Crescimento como uma funcio do pH

O tempo de fermentagdo cresceu acentuadamente a medida que o pH diminuiu. Outros
efeitos causados pela diminuicdo do pH foram observados: (i) a velocidade especifica de
crescimento da fase logaritmica caiu acentuadamente; (ii) o tempo de duracdo da fase de
crescimento logaritmica diminuiu constantemente, de 8 horas a pH 6,0 até um pequeno valor
ndo mensuravel a pH 4,5; (iii) a fase logaritmica terminou com valores sucessivamente
menores de densidade bacteriana; (iv) a fermentacdo atingiu sua maxima velocidade de
crescimento (dN/dt) cada vez mais tarde dentro do ciclo de crescimento; (v) a densidade
bacteriana maxima ¢ atingida a pH 5,4; (vi) mudangas nas formas das curvas de velocidade de
crescimento, velocidade especifica de crescimento e sintese de produto também ocorreram a

pH 5.4.

Relacio entre crescimento e sintese do acido

Como ¢ freqlientemente assumido, se a velocidade de producdo do acido ¢
proporcional ao nimero de bactérias presentes, entdo as bactérias deverdo manter o mesmo
nivel de atividade metabdlica e (1/N)(dP/dt) devera ser constante durante a fermentagdo.

Observou-se que (1/N)(dP/dt) ndo se manteve constante em nenhuma das fermentagdes,
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exceto brevemente durante a fase logaritmica de crescimento. Portanto a consideragdo feita
anteriormente nao ¢ valida. Uma segunda consideragao comumente feita ¢ a da velocidade de
producdo do 4cido ser proporcional a velocidade de crescimento. Os resultados desses autores
mostraram que essa consideracdo também ¢ inadequada. Apds atingirem os seus valores
maximos, as curvas de dN/dt e dP/dt em funcao de t divergiram tdo amplamente que tornou-se
impossivel estabelecer uma relagao de proporcionalidade entre elas.

Uma correlagdo razoavel pode ser obtida se for assumido que a velocidade de
produgdo do acido esta relacionada com a velocidade de crescimento e com a quantidade de
bactérias, através da expressao:

P _ AN BN (2.14)
dt dt

A = coeficiente da formagao do produto associada ao crescimento (g acido lactico/g células).

B = coeficiente da formacao do produto ndo associada ao crescimento (g acido lactico/g

células-h).

Na equacdo original apresentada pelos autores, estes coeficientes sdo representados pelas
letras gregas minusculas o ¢ B. Como neste trabalho o representa nivel de significancia
estatistica, optou-se pela utilizagdo das letras A e B.

E mais facil verificar a validade da Equagao 2.5.14 fazendo a seguinte modificago:

idP —éd_N+B

dp _ 2.15

Ndt N dt @.15)
LAP k4B (2.16)
N dt

Quando os valores experimentais de (1/N)(dP/dt) em funcao de k sdo plotados, obtém-se uma
linha reta, o que tende a confirmar a validade das Equagdes 2.15 € 2.16. Entdo a velocidade de
producdo de acido lactico ndo ¢ uma fungdo somente da densidade bacteriana ou somente do
crescimento, e sim dos dois fatores em conjunto.

As constantes A ¢ B sdo determinadas através da relagdo linear entre (1/N)dP/dt e
(1/N)dN/dt; A ¢ o coeficiente angular e B € o coeficiente linear da reta obtida. Os parametros
A e B variam com o pH; B torna-se maior com o aumento do pH e A, menor.

As Equagdes 2.15 e 2.16 sugerem que a producdo de acido lactico estd relacionada a
dois processos. No primeiro, a célula converte glicose a acido lactico para obter a energia
requerida para formar novo protoplasma. A velocidade de produgdo por célula ¢ representada

por Ak e, portanto, proporcional ao crescimento. No segundo processo, a velocidade de
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producdo por célula ¢ constante a um dado pH. No inicio da fermentagdo, quando a
velocidade especifica de crescimento € alta, o primeiro termo da equacao ¢ o mais importante,
enquanto que, aproximando-se do final da fermenta¢do, o segundo termo torna-se mais
importante. Para células latentes, onde supostamente ndo ocorre crescimento, o primeiro
termo deve ser igual a zero e todo o 4cido lactico ¢ produzido de acordo com o segundo termo
da equacao, a constante B.

A equacdo de Luedeking e Piret ¢ amplamente utilizada na modelagem das
fermentagdes lacticas. Entretanto, esta expressdo ndo prevé o término da formacgdo do
produto, quando ocorre a exaustdo da fonte de carbono, no final da fermentacdo. Segundo a
equagao de Luedeking e Piret, a formag¢ao do produto aumenta continuamente com o passar
do tempo. Portanto, alguns autores sugerem modificacdes nessa equagdo. Como exemplo,
pode-se citar o modelo de Amrane e Prigent (1999):

&P dX Fu
= A T BX(-eM (2.17)

O termo (1-e™) ¢é responsavel pela inflexdo da curva do produto, no final da fermentagao.
Mais tarde, com a mesma finalidade do trabalho anterior, Amrane (2001) propds um novo
modelo:

Ses |

P d s
| (2.18)

——A—X+B r1
dt * dt XL

no qual S, € a concentragdo residual do substrato.

Guerra e Pastrana (2002), estudando a producdo de pediocina pelo Pediococcus
acidilactici, sugeriu modificacdes na equacdo de Luedeking e Piret, que dizem respeito a
variacao da formagao do produto com o pH:

Hp = (Apy +B)(1+8.rpH) (2.19)

Hp = (Apy +B)exp(d - rpH) (2.20)
rpH = d(pH)/dt e 6 ¢ uma constante.
Schepers et al. (2002) também apresentaram uma mudang¢a no modelo de Luedeking
Piret, em funcao do pH:

dp dX
E:AE—F(B—FBPH)X (221)
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2.6 — A otimizacio da producido fermentativa do acido lactico utilizando a metodologia

da superficie de resposta

A metodologia da superficie de resposta (ou MSR) ¢ uma técnica estatistica util na
otimizagdo de wuma resposta influenciada por muitas varidaveis independentes
(MONTGOMERY, 1991), como ¢ o caso deste trabalho. A seguir sdo descritos alguns
trabalhos disponiveis na literatura, onde os autores utilizaram esta técnica na otimizagdo da
producdo fermentativa do acido lactico.

Krishnan et al. (1998), estudaram a otimizacdo de um meio para a produgdo de acido
lactico, utilizando o Lactobacillus plantarum (NCIM 2084). As varidveis eram as
concentragdes de extrato de farelo de trigo, amido liquefeito, nitrato de amoénio e acetato de
sodio. Foi utilizado um planejamento composto central com quatro réplicas no centro, num
total de 28 experimentos. Os efeitos quadraticos e de interagdo foram mais notaveis do que os
lineares. As concentracdes Otimas obtidas foram 9,99% para o amido, 0,05% para o trigo,
2,48% para o nitrato de amonio e 0,08% para o acetato de sddio. Nessas condicdes, a
conversao do amido foi de 92% e a concentracao de acido lactico atingiu 72,9 g/L. Os autores
concluiram que o extrato de levedura pode ser substituido por uma mistura de extrato de
farelo de trigo e nitrato de amonio.

Hujanen et al. (2001) otimizaram as condi¢des operacionais de pH e temperatura, na
fermentagdo homolactica da glicose pelo Lactobacillus casei NRRL B-441. Os autores
também apresentaram o extrato de malte como uma alternativa para substituir o extrato de
levedura. Os experimentos foram realizados segundo um planejamento composto central, com
quatro réplicas no centro. Os valores 6timos encontrados para as variaveis analisadas foram
pH aproximadamente igual a 6,3 e temperatura igual a 35°C.

Schepers ef al. (2002) investigaram os efeitos do pH, das concentragdes de soro de
queijo e de extrato de levedura sobre o crescimento do Lactobacillus helveticus e sobre a
producdo de acido lactico. Os resultados mostraram que a velocidade especifica maxima de
crescimento, Umax, depende principalmente do pH, com um valor 6timo de 0,7 h'! no pH 5,5.
A concentragdo do soro nao teve influéncia direta sobre ., mas mostrou uma forte
interacdo com o pH. A adicdo de extrato de levedura causou um forte efeito positivo sobre
Umax- A concentracdo celular méxima, Xy, sofreu forte influéncia do pH e da concentragdo
de extrato de levedura, bem como das interacdes dessas varidveis com a concentra¢do do soro

de queijo.
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Mi-Young et al.(2003) realizaram a otimizacao de um meio para o crescimento do
Lactobacillus casei KH-1 e a produgao de acido lactico. As varidveis foram as concentragdes
de extrato de levedura, 4gua de maceragdo de milho e glicose. Uma superficie de resposta foi
ajustada, utilizando-se o planejamento de Box-Behnken. O crescimento e a produgdo de 4cido
lactico foram fortemente afetados pela concentragdo de glicose. As condigdes Otimas para o
crescimento e para a produ¢do de 4cido foram, respectivamente, 1,276% e 0,697% (extrato de
levedura), 3,505% e 1,708% (dgua de maceracao de milho) e 2,390% e 2,215% (glicose).

Téllez-Luis et al.(2003) estudaram a otimiza¢cdo de um meio de fermentacdo de baixo
custo, a base de agua de maceracdo de milho, para a producdo de acido lactico pelo
Lactobacillus delbrueckii NRRL B445. O efeito do tempo de fermentagdo também foi
considerado. A maxima concentracdo de acido lactico, 93,4 g/L, foi conseguida com 15 g/L
de agua de maceracdo de milho e 6 g/L de extrato de levedura, em 80 horas de fermentagao.
Entretanto, a produtividade méxima foi atingida com 15 g/L. de 4gua de maceracao de milho,
6 g/L de extrato de levedura e 8,9 g/L de peptona, apos 24 horas.

Bustos et al. (2004) estudaram a otimizacdo de um meio de baixo custo para a
produgdo do acido D(-)-lactico, utilizando uma cepa do Lactobacillus coryniformis. O meio
era composto por dgua de maceracdo de milho, suplementado com extrato de levedura e
peptona. O tempo também foi analisado como uma variavel do processo. A maxima
concentragdo de acido lactico, 58,9 g/L, foi atingida com 5 g/L de agua de maceragdo de
milho, 3,6 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de peptona, apos 96 horas de fermentacao.

Liu et al. (2004) realizaram a otimizagdo de um meio composto por soro de queijo
suplementado, para a producdo simultanea de &cido lactico e nisina. Os autores investigaram
sete variaveis: temperatura, pH, e concentragdes de extrato de levedura, peptona, fosfato de
potéssio, sulfato de magnésio e Tween-80. Um planejamento Plackett-Burman identificou as
concentragdes de extrato de levedura, fosfato de potassio e sulfato de magnésio como as
variaveis significativas do processo. Um planejamento composto central foi desenvolvido
para essas variaveis. As concentragdes maximas de acido lactico (19,3 g/L) e de nisina (92,9
g/L) ocorreram quando as concentragdes de extrato de levedura, fosfato de potasssio e sulfato
de magnésio foram iguais a 11,89 g/L, 0,61 g/L e 0,59 g/L, respectivamente.

Naveena et al. (2005) estudaram a otimizacdo de um meio a base de farelo de trigo,
para a producao do &cido L(+) —lactico utilizando o Lactobacillus amylophilus. A fermentacao
foi conduzida em estado solido. Nas condi¢gdes 6timas, foi conseguido 36 g de 4cido lactico

por 100 g de farelo de trigo.
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2.7 - Estimacéo de parametros em modelos nio lineares

2.7.1- O método dos minimos quadrados

Assim como neste estudo, a maioria dos problemas em Engenharia recai em
tratamentos com modelos ndo lineares. Nestes casos, alguns cuidados devem ser tomados
quando se deseja estimar parametros, pois em determinadas situacdes as estimativas podem
ndo ser validas estatisticamente (BARROZO, 1995). Neste item serdo descritas algumas
técnicas, citadas na literatura especifica, que tratam da avaliacdo das propriedades estatisticas
dos estimadores de minimos quadrados.

Seja um modelo de regressao representado pela seguinte equagao:

Y, =1(X;,0) +¢, (2.22)
Na qual Y; € a resposta para a i-ésima observagao, Xj, 0 e & sdo respectivamente os vetores
das variaveis independentes, dos parametros e dos residuos. A fungao que representa a soma

dos quadrados da diferenga entre a resposta e a fungdo esperanga, pode ser apresentada como:
S(0)=>"(Y, - (X,,0))’ (2.23)
1

Por defini¢do, o estimador de minimos quadrados 0 ¢ o valor que minimiza a funcao
S(0), sendo, portanto, a soma dos quadrados dos residuos (SQR) igual a S(0). Entretanto, para
que esses estimadores tenham validade, seja o modelo linear ou ndo linear, devem ser
observadas as seguintes condi¢cdes (BARROZO, 1995):

a) o modelo deve ser correto, ou seja, deve incluir todas as varidveis que influenciam o
fenomeno e ndo apresenta nenhuma variavel desnecessaria;

b) os residuos sdo independentes da funcdo esperanca (X, 0) e das variaveis.

c¢) os residuos tém distribuicdo normal, com média zero e variancia constante;

Varios métodos iterativos sdao propostos na literatura para determinag¢do das
estimativas de minimos quadrados. Os mais utilizados sao o método de Gauss-Newton e suas
versoes modificadas, o método “Steepest-Descent” e o algoritmo desenvolvido por Marquadt ,
que pode ser visto como uma combinac¢do entre os métodos de Gauss-Newton e “Steepest-
Descent” (MAZUCHELI, 2002).

Em um modelo de regressdo linear, os estimadores de minimos quadrados dos
parametros sdo nao-viciados, normalmente distribuidos e possuem variancia minima possivel
entre qualquer outra classe de estimadores. Estas propriedades sdo aceitas como as melhores

que uma classe de estimadores pode apresentar (SEARLE, 1971 apud MAZUCHELI, 2002).
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Podem existir outros estimadores, também nao viciados, porém menos eficientes devido a
suas variancias excederem a varidancia dos estimadores de minimos quadrados
(MAZUCHELI, 2002).

No caso de modelos ndo lineares, a validade das inferéncias estatisticas tais como
regides de confianga, nivel de significancia, intervalo de confianga dos pardmetros etc. s
ocorrem na condicdo assintotica, ou seja, para uma amostra com grande nimero de dados, e
mesmo nesta situagdo os resultados sdo considerados como aproximados. O tamanho da
amostra necessario para a validade dessas aproximacdes depende do modelo em consideragao

(RATKOWSKY, 1983).

A

Quando, em modelos ndo lineares, 0, o estimador de minimos quadrados de 6,

A

apresenta um pequeno vicio e uma distribuicdo proxima da normal, entdo diz-se que 6 exibe
um comportamento “proximo do linear”, e os valores “aproximados” dos varios testes e
intervalos de confianga sdo considerados validos (ACHCAR, 1994 apud BARROZO, 1995).
Uma questdo importante em regressao nao linear ¢ a localiza¢do do ponto de minimo.
Nenhum dos algoritmos citados pode garantir convergéncia para um minimo global, podendo
ocorrer situagdes em que os valores estimados sdo na verdade minimos locais, que variam
conforme o “chute inicial”. Assim, na pratica, devem ser realizados varios testes partindo-se
de valores iniciais diferentes e os resultados devem ser comparados. Este procedimento ajuda

a prevenir possiveis solugdes locais do problema (BARROZO, 1995).

2.7.2 - Medidas de nao linearidade

Diferente dos modelos de regressdo lineares, nos quais a validade das inferéncias ¢
avaliada principalmente por meio de diagndsticos de regressdo, nos modelos nio lineares
deve-se avaliar, além dos diagnosticos usuais, a extensdo do comportamento nao linear do
modelo adotado. Diagndsticos usuais de regressdo sdo ferramentas extensamente descritas na
literatura e amplamente utilizadas. Por outro lado, medidas de ndo linearidade, em principio,
ndo sdo tao conhecidas, e requerem algum esfor¢o nas suas obtengdes (MAZUCHELI, 2002).

Medidas de nao linearidade sdo expressoes que indicam se o grau de nao linearidade,
em um problema de estimagdo ndo linear, ¢ pequeno o suficiente para justificar a utiliza¢ao
dos resultados usuais da teoria do modelos lineares como aproximagao para os ndo lineares.

Box (1971) apud Mazuchelli (2002) desenvolveu uma metodologia para determinar os

vicios dos estimadores de minimos quadrados de modelos ndo lineares. Gillis e Ratkowsky
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(1978) apud Mazuchelli (2002), através de simulagdes, concluiram que a medida de vicio de
Box ndo s6 o estima de maneira correta, como também fornece uma boa indica¢ao da
extensdo do comportamento nao linear do modelo.

Bates e Watts (1980) apud Mazuchelli(2002) desenvolveram uma medida de nao
linearidade a partir de conceitos de geometria diferencial. Estes autores separaram a nao
linearidade de um modelo em duas componentes: intrinseca (IN) e devida ao efeito de
parametros (PE). A primeira ¢ uma caracteristica do modelo e a segunda depende da maneira
em que os parametros aparecem no modelo, podendo ser reduzida por reparametrizagdes, o
que nao ¢ possivel na ndo linearidade intrinseca (IN). Estas medidas baseiam-se na magnitude
da derivada segunda do modelo em relagdo aos parametros, o que difere o caso linear do ndo
linear. Ratkowsky (1983) fornece um programa Fortran para o calculo das medidas de
curvatura de Bates e Watts e do vicio de Box.

Uma das maneiras de avaliar as propriedades dos estimadores de minimos quadrados
de modelos ndo lineares ¢ através de estudos de simulacio (RATKOWSKY, 1983). Na
pratica, para uma melhor garantia da validade das varias inferéncias estatisticas, deve-se
combinar essas técnicas, isto ¢, utilizd-las conjuntamente nas aplicagdes. O uso desta
metodologia pode ser muito Util na discriminagdo de modelos rivais. A seguir serdo descritos
com mais detalhes as medidas de curvatura de Bates ¢ Watts, a medida de vicio de Box e os

estudos de simulacdo de Ratkowsky .

2.7.2.1 - Medidas de curvatura de Bates e Watts

Seja um espago amostral de dimensdo n (nimero de dados) e um espago de estimacdo
(ou “locus de solu¢ao™) de dimensdo p (niimero de parametros), onde suas coordenadas sdao
dadas pela funcao esperanga. A solucdo de minimos quadrados € o ponto do locus de solugao
que se encontra mais proximo do vetor das respostas (Y). Uma caracteristica importante dos
modelos lineares ¢ que tomando-se valores de 6 igualmente espagados, entdo os pontos
correspondentes no locus de solugdo também sao igualmente espacados. Para n=3 e p=2, por
exemplo, se o modelo ¢ linear, o locus de solugdo ¢ um plano e, conseqiientemente, se
tomarmos retas paralelas e eqiiidistantes no espaco paramétrico entdo teremos também retas
paralelas e eqiiidistantes no locus de solugdo.

A nao linearidade intrinseca (IN), definida por Bates ¢ Watts , mede a curvatura do

locus de solugdo no espaco amostral. E obvio que no caso linear o valor dessa medida ¢ zero
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(BARROZO, 1995). Em um modelo ndo linear, onde n=3 e p=2, como no exemplo anterior, o
locus de solu¢dao nao ¢ mais um plano e sim uma superficie curva. Além disso, os pontos do
locus de solugdo correspondentes a AB = constante nao sdo mais necessariamente igualmente

espacados (BARROZO, 1995).

A

Como foi visto, os pontos do locus de solugdo em torno de 0 e o tipo de espacamento
existente entre os pontos do locus correspondentes a AO = constante, diferem o

comportamento dos modelos lineares e nao lineares. Assim, quanto maior a curvatura do

A

locus de solucao nas vizinhangas de 0, ou seja, quanto mais o locus se afasta da reta tangente

A

em 0, maior serd o que Bates e Watts definem por ndo linearidade intrinseca do modelo (IN).
Além disso, quanto mais desiguais forem os espacamentos maior sera a ndo linearidade
causada pela parametrizacao (PE) (BARROZO, 1995).

O equacionamento dessas medidas pode ser resumidamente apresentado da seguinte
forma: seja o modelo de regressdo representado pela Equagdo 2.7.1. A matriz das primeiras

derivadas da funcdo esperanca em relacdo aos parametros, V (nxp), tem os seguintes

1[0 )| _
{V}U_K—ﬁej ﬂ i=1,2,.n =12, ..p (2.24)

O arranjo das segundas derivadas da fungao esperanca, \% , de dimensao (nxpxp), tem

elementos:

seus elementos representados da seguinte forma:
) 226X 0 i=12,..,n
{V} = ofX;.9 j=L2,...,p (2.25)
iia 06,00,
q=12,...,p
O problema pode ser padronizado dividindo-se ambas as matrizes pelo raio

padronizado (p), obtendo-se desta forma as matrizes Ve V. A expressao que fornece p € a
seguinte:
p=sp (2.26)
s ¢ o estimador da variancia dado por:
s> =SQR /(n —p) (2.27)
Uma simplificacdo possivel de ser realizada ¢ a transformacdo de coordenadas do

espago amostral, tal que os p primeiros vetores coordenados sejam paralelos ao plano tangente
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e os (n-p) ultimos sejam ortogonais ao plano tangente. Isto pode ser feito multiplicando-se

todos os vetores no espaco amostral por uma matriz ortogonal Q', tal que Q seja parte de uma

decomposicao QR de V da forma:
V= OR = QP;} (2.28)
Onde R ¢ uma matriz triangular superior, com dimensdo (p x p) ¢ a matriz de zeros (0) tem
dimensao (n-p) x p.
As coordenadas no espaco paramétrico também sao transformadas de 0 para ¢ através

da seguinte expressao:

o=RO-0) (2.29)

A relacdo entre as matrizes de segundas derivadas nas coordenadas ¢ ¢ 0 ¢ dada por:

U=L"VL (2.30)
onde L ¢ a inversa da matriz R.
Chega-se finalmente ao arranjo aceleragdo, A, com dimensdes (n X p X p) através da seguinte

relacdo:

. . . PE . IN

A=Q'U=A |A (2.31)
A" 530 as p primeiras faces de A e representa a por¢io devida a efeitos de pardmetros, ¢ A™
sdo as ultimas (n-p) faces de A e representa a parte intrinseca. Os valores de curvatura (IN) e
(PE) sdo dados pelos valores maximos encontrados nas respectivas matrizes (BARROZO).

Para que a significancia estatistica dos efeitos (IN) e (PE) possa ser avaliada,

comparam-se os valores obtidos com o raio de curvatura da regido de confianga 100(1-a)%,
que ¢ dado por: 2 VF( (p, n-p, o), onde F ¢ a estatistica de fisher e a o nivel de significancia.

Por exemplo, para o = 0.05, caso (IN)<% F e (PE)<%\F, pode-se dizer que temos uma
aproximacao linear satisfatéria sobre uma regido de confianca de 95% (BARROZO, 1995).

2.7.2.2 - Medida de vicio de Box

A equagdo proposta por Box para avaliar o vicio dos parametros estimados por

minimos quadrados ¢ a seguinte:

A 2 n_o. . - no. . -
Vicio(ej:—%(ZViViTj >V, tr{(ZViViTj Vu} (2.32)
i=1 u=l1 i=1
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O termo tr € o trago da matriz ¢ Vicio(0) ¢ um vetor px1 que representa a discrepancia entre
as estimativas de minimos quadrados dos parametros e seus verdadeiros valores. E comum

encontrar o vicio expresso através da seguinte percentagem:

% Vicio(0) = 100 - VAlClO(e)
(0)

Considera-se Vicio acima de 1% como um indicador do comportamento ndo linear dos

(2.33)

parametros. A importancia em avaliar os vicios € devido essa medida indicar quais parametros
do modelo sdo os responsaveis pela ndo linearidade. Essa andlise pode apontar para possiveis
reparametrizagdes do modelo, caso a ndo linearidade intrinseca (IN) ndo seja significativa

(BARROZO, 1995).

2.7.3 - Estudo de simulacio

Ratkowsky (1983) propds uma metodologia para investigar o comportamento nao
lincar de um modelo através da analise das propriedades amostrais dos estimadores de
minimos quadrados, onde seus principios serdo descritos nos proximos paragrafos.

A partir de um conjunto de dados originais (n observagdes) e de um modelo de
interesse, pode-se estimar por minimos quadrados os respectivos pardmetros e a variancia
residual (s). Sendo o modelo de regressdo da forma da Equagdo 2.7.1, residuos &; sdo gerados
pseudo-aleatoriamente através de uma normal com média zero e variancia s, N(0, s%). Com
os estimadores obtidos pelos dados originais e os residuos gerados pela normal, pode-se
produzir uma amostra com n observagoes. Este procedimento ¢ repetido N vezes, sendo que
para cada amostra simulada obtém-se as estimativas dos parametros por minimos quadrados
de modelos ndo lineares (BARROZO, 1995).

A distribui¢ao das N estimativas dos parametros podem ser examinadas através dos
testes usuais (SEBER; WILD, 1989 apud BARROZO, 1995), ou pelos histogramas de cada
parametro, que revela com clareza o comportamento ndo normal dos estimadores. A seguir
serdo apresentadas algumas medidas importantes para uma analise da distribuicdo marginal
dos parametros.

O primeiro passo para se obter as medidas usuais ¢ determinar os quatro primeiros

momentos amostrais:

m, =0 média amostral (2.34)



71

N —
m, =§Z(9j —0)* variancia amostral (2.35)
j=1
1 N N 3
m, =—>(6,-6) (2.36)
N j=1
1 -,
m, =—> (6,-6) (2.37)
N j:l

0 ¢ a média amostral dos N parametros estimados e 0 ¢ o valor do parametro estimado
pelos dados originais.

As medidas recomendadas sdo oriundas dos momentos. Sdo elas o Vicio (%) e os
coeficientes Skewness (g;) e Kurtosis (g2), que podem ser representados respectivamente
pelas seguintes equagdes:

gr=my/m,”” (2.38)

gr=my/my’

Os coeficientes de Skewness e Kurtosis medem a assimetria e o espalhamento,
respectivamente. Servem, portanto, para verificar a normalidade da distribuicdo dos
parametros. No caso de uma normal tipica, os valores destes coeficientes sao 0 e 3,

respectivamente (BARROZO, 1995).
2.7.4 - Resultados inferenciais

A partir da verificacdo da aproximacao linear do modelo através das medidas de ndo
linearidade, mencionadas no item anterior, pode-se obter algumas inferéncias estatisticas
especialmente uteis na discriminagdo de modelos rivais, como a razdo F, o coeficiente de
correlagdo e os intervalos de confianca dos parametros, que podem ser obtidos a partir das

seguintes equacoes:

Razao F

n A

2
ZYi/p
_ =

F=—= (2.39)
SQR /(n—p)

SQR ¢ a soma de quadrados dos residuos, dada por:
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SQR =D (Y, -Yi)? (2.40)
i=1
Coeficiente de correlacio R
S, —SOR
R? = Syy ~SOR (2.41)
Syy
S =>(Y, -Y)> (.42

yy
i=1

Intervalos de confianca dos parametros
0ts t(n—p,o/2) (2.43)

onde s, ¢ o desvio padrao do parametro estimado e t(n-p, o/2) € a estatistica t — Student, com

n-p graus de liberdade.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Planejamento dos experimentos

Para se estudar a influéncia das variaveis (i ) temperatura, (ii) pH, (iii) concentragdo de
lactose e (iv) concentracdo de extrato de levedura na sintese do acido lactico pelo
Lactobacillus helveticus, optou-se por um planejamento fatorial composto central com trés
réplicas no centro, perfazendo um total de 27 experimentos (Tabela 3.1). O valor escolhido
para o nivel extremo do planejamento foi igual a 1,55. Este valor foi selecionado de modo a se
obter um planejamento ortogonal, onde a matriz de variancia e covariancia ¢ diagonal e os
parametros estimados ndo sdo correlacionados entre si. O planejamento experimental foi feito

utilizando-se o software Statistica 5.

Tabela 3.1 — Planejamento composto central, com varidveis independentes codificadas.
X, = concentracao de lactose; X, = concentracdo do extrato de levedura; X3 = temperatura;

X4 = pH

X1 X2 X3 X4
-1 -1 -1 -1
1 -1 -1 -1
-1 1 -1 -1
1 1 -1 -1
-1 -1 1 -1
1 -1 1 -1
-1 1 1 -1
1 1 1 -1
-1 -1 -1 1
1 -1 -1 1
-1 1 -1 1
1 1 -1 1
-1 -1 1 1
1 -1 1 1
-1 1 1 1
1 1 1 1
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

-1,55 0 0 0

1,55 0 0 0
0 -1,55 0 0
0 1,55 0 0
0 0 -1,55 0
0 0 1,55 0
0 0 0 -1,55
0 0 0 1,55
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As variaveis independentes foram codificadas segundo as relacdes:

CL-70

X 3.1
1 T (3.1
X, :YE_12’37 3.1
8
T-40
X3 = 2 3.1)
X4 :pH—6 (34)

CL = concentracao de lactose, g/L.
YE = concentragdo de extrato de levedura, g/L.
T = temperatura, °C.

pH = corresponde ao proprio valor do pH do meio.

Os niveis utilizados para a codificacdo das varidveis independentes encontram-se na Tabela

3.2.

Tabela 3.2 — Valores reais das variaveis independentes codificadas.

Xi

-1,55 -1 0 1 1,55

CL(g/L) 46,8 55 70 85 93,2

YE (g/L) 0 437 12,37 2037 24,74
T (°C) 33,8 36 40 44 46,2
pH 45 5 6 7 7,5

3.2 — Microrganismo

O Lactobacillus helveticus ATCC 15009 foi adquirido junto a fundacdo André Tosello
(Campinas-SP). A escolha deste microrganismo baseou-se no fato dele ter sido apontado por
Tango e Ghaly (1999a) como o mais eficiente na sintese de acido lactico a partir da lactose.
As cepas encontravam-se em dois tubos (slants) contendo meio agar-MRS (DIFCO 0881 com
18 g/L de agar). A cultura foi repicada em caldo MRS e em agar-MRS. Esses meios foram

esterilizados em autoclave, a 121 °C por 15 minutos, antes da sua utilizacao.
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A primeira repicagem das células foi feita adicionando-se 1,0 mL de uma solugao
estéril de NaCl 0,8% em cada slant. A superficie do meio foi friccionada suavemente com um
bastdo de vidro. Desse modo, formou-se aproximadamente 2,0 mL de uma suspensdo
bacteriana. Metade desta suspensdo foi repicada em 10 slants contendo agar-MRS. Os slants
foram mantidos em incubadora (Marconi, modelo 890), a 37°C por 24 horas, ¢ depois foram
mantidos sob refrigeragcdo. Novas repicagens foram feitas a cada 15 dias.

A outra metade da suspensdo bacteriana foi repicada em um erlenmeyer contendo 100
mL de caldo MRS. O erlenmeyer foi mantido em incubadora, a 37°C e 120 rpm, por 24 horas.
Em seguida, o conteudo do erlenmeyer foi igualmente distribuido em 50 tubos com 0,4 mL de
glicerol cada um. Os tubos contendo o glicerol foram previamente esterilizados em autoclave
a 121°C por 15 minutos. Por fim, os tubos seguiram para congelamento, formando assim uma

cultura estoque.

3.3 - Preparo e padronizacio do indculo

Para o preparo do inéculo, um tubo da cultura estoque era descongelado e o seu
conteudo inserido em um erlenmeyer contendo 200 mL de caldo MRS, previamente
esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. O inéculo seguia para uma incubadora
(Marconi, modelo 890), onde permanecia a 37°C e 120 rpm por 24 horas. Apds esse periodo,
retirava-se uma amostra de 1 mL e inseria-se em um espectrofotometro (Thermo Spectronic
modelo Genesys 10), onde media-se a sua absorbancia no comprimento de onda de 650 nm. A
concentracdo de células do inoculo era entdo calculada utilizando-se uma curva de
crescimento, que relacionava a absorbancia com a concentragdo de biomassa. O procedimento
utilizado para a constru¢@o da curva de crescimento encontra-se no Apéndice B.

No intervalo de tempo escolhido para a incubagdo do inéculo, a concentracdo celular
sempre atingiu um valor em torno de 1,0 x 107 células/mL ou 0,1 g/L, com excecdo das vezes
em que ndo houve crescimento e o preparo do indculo teve de ser refeito. Neste trabalho,
optou-se por utilizar essa concentracdo celular com base no estudo publicado por Tango e

Ghaly (1999b).
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3.4 - Preparo do meio de fermentacio

O meio de fermentagdo era constituido por soro de queijo em pd reconstituido,
suplementado com extrato de levedura. O soro foi fornecido pelo laticinio Vigor (Sao
Gongalo do Sapucai — MG) e o extrato de levedura pela Micromed Meios de Cultura (Duque
de Caxias-RJ).

Para cada fermentagdo, 225 g de soro em p6 eram dissolvidos em agua até o volume
final de 1,5 L. A solucdo resultante era aquecida até atingir o ponto de ebuli¢do, no qual
permanecia por 5 minutos. Este processo provocava a coagulacio das proteinas. Em seguida,
a solucdo era resfriada naturalmente até atingir a temperatura ambiente, e entdo filtrada com
um coador de café para a remogao das proteinas. Ao final desta etapa eram obtidos 900-1000
mL de soro desproteinado, com uma concentracdo de lactose de 160-180 g/L. O teor de
lactose era determinado pelo método DNS (Apéndice A).

O volume de soro desproteinado utilizado nas fermentagdes era uma funcdo da
concentragdo de lactose desejada em cada fermentacgdo, e foi calculado utilizando-se a lei da
diluicao de solugodes:

V= (CL)Vz/ C] (35)

V= volume de soro desproteinado (L).

CL = concentrag¢ao inicial de lactose em uma dada fermentacao (g/L), de acordo com a Tabela
3.1

V,=2,0 L = volume do meio em cada fermentagao.

C, = concentragdo de lactose no soro (g/L).

Caso V,, calculado pela formula acima, fosse maior do que o volume de soro
disponivel, era necessario a adi¢do de lactose sintética ao soro. Para isto, foi utilizada lactose

monohidratada. A quantidade de lactose adicionada era calculada pela equacao:

Mo =2 CL - CIVdisp (3.6)
M. = Massa de lactose (g).

Visp = volume disponivel de permeado (L).
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Por fim, adicionava-se o extrato de levedura e agua até o volume de 1800 mL. O
extrato de levedura era adicionado de acordo com cada experimento, segundo a Tabela 3.3.
Os célculos eram feitos para um volume final de 2,0 L (1800 mL de meio + 200 mL de
in6culo).

O meio era inserido dentro do fermentador e entdo esterilizado em autoclave, operando
a 121°C por 20 minutos. Apos resfriamento, 200 mL de in6culo eram transferidos para o

fermentador e iniciava-se a fermentagao.

3.5 - Fermentacoes

Os experimentos foram realizados em um fermentador NBS Bioflo 110 (Figura 3.1),
com volume util de 2,0 L e controles de agitacdo, temperatura e pH. As fermentagdes foram
conduzidas em agitacdo de 200 rpm, por 32 horas. Este periodo foi escolhido com base nos
estudos publicados por Tango e Ghaly (1999c) e Schepers ef al. (2002). As concentracdes
iniciais de lactose e de extrato de levedura, bem como os valores de pH e temperatura
variaram de acordo com cada fermentacdo, conforme a Tabela 3.1. O controle do pH foi feito

utilizando-se solucgdes de H,SO4 10% (v/v) e NaOH 6 N.
3.6 - Metodologia analitica

Para as analises das concentracdes de biomassa, lactose ¢ acido lactico, uma amostra
de 5 mL era retirada do meio em fermentacao a cada 2 horas. As amostras eram centrifugadas
a 15000 rpm por 6 minutos, em uma centrifuga Beckman Coulter modelo Avanti J-25.
Lactose

Ap6s a centrifugacdo da amostra, retiravam-se 2,0 mL do sobrenadante e determinava-

se o teor de lactose pelo método DNS, de acordo com o procedimento descrito no Apéndice

A. Este procedimento foi feito em duplicata.
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Acido lactico

Uma aliquota de 1,0 mL do sobrenadante era utilizada para a analise da concentracdo
de acido lactico. As analises eram feitas através de um analisador de acido lactico, Accutrend
Lactate (Roche, Germany). Neste equipamento, o lactato ¢ determinado indiretamente por
fotometria de reflexdo a 657 nm, apos a reagdo colorimétrica de um mediador da lactato-
oxidase:

lactato-oxidase

lactato + mediador (forma I) piruvato + mediador reduzido

mediador reduzido + 2,18-fosfomolibdato —p azul de molibdénio + mediador (forma II)

Antes da introdugdo no analisador, as amostras eram diluidas para que a concentragao
do 4cido lactico permanecesse abaixo do limite maximo suportado pelo equipamento, que €
de 1,6 g/L. Este procedimento era feito por tentativa e erro. Por fim, inseria-se 25 pL de

amostras diluidas no equipamento e o resultado era obtido ap6s 60 segundos.

Concentrac¢ao celular

A concentracdo celular foi determinada através de medidas de densidade dptica, no
comprimento de onda de 650 nm. Apds a centrifugagdo da amostra e separagdo do
sobrenadante, o precipitado era lavado duas vezes com agua deionizada e entdo diluido, antes
da sua introdugdo no espectrofotometro. A diluicdo era feita de modo que a absorbancia
permanecesse na faixa de 0,1-0,7 unidades de absorbancia. Neste intervalo ¢ possivel obter
uma relagdo linear entre a absorbancia e a concentragdo celular. A medida da absorbancia era
convertida em concentragdo celular (g massa seca/litro de meio) através de uma curva de

calibragdo. A curva de calibracdo foi construida de acordo com o procedimento descrito no

Apéndice C.
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Figura 3.1 — Ilustracdo da montagem experimental.
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3.7 - Analise estatistica

Por meio da técnica da superficie de resposta € possivel identificar os efeitos das
variaveis estudadas de forma isolada, bem como das interagdes entre as mesmas e das
contribui¢des quadraticas. Sendo assim ¢ possivel obter por regressao multipla uma equagao
empirica de previsdo da resposta, em funcdo das varidveis estudadas. Esta equagdo tem

portanto a seguinte forma:

k k k k
N=Bo + 2 B+ D Byxx + 2By (3.7)
Jj=1 j=1 m=1 Jj=1
j<m

n = concentragdo de acido lactico (g/L)
x = variaveis independentes
k= n° de varidveis independentes

Bo, Bj» Bij» Bjj = parametros do modelo

Neste trabalho, as varidveis independentes sdo a temperatura, o pH e as concentracdes de
lactose e de extrato de levedura e portanto k=4.
A superficie de resposta ajustada ¢ dada por
A k k k k
y=by+ Y bx;+> D b, x X, + > bx; (3.8)
j=1 j=1 m=1 j=1

by, bj, bjm, bj; sdo os estimadores de Sy, B, Bim pjj.

Utilizando-se notagdo matricial, a Equacao 3.8 pode ser expressa por:

A

y=b,+x'b+x'Bx 3.9
. b, [ b, b,/2 - by, /2]
by /2 by, - by, /2
X= x2 b = b2 B = cen
' : )
X b, i by,

O ponto de méaxima resposta, se existir, sera dado por um conjunto de condig¢des (x;, Xy, ..., Xz)

. .. 0 0 oy . . . . ~
que tornam as derivadas parciais _y’ a—y, ey a—y iguais a zero. Diferenciando a Equacgao
X X) X

A

3.9 em relagdo ao vetor x e igualando a zero, obtém-se o ponto estacionario X:



81

X10
X, :_B—lgz *20 (3.10)
Xk0

O ponto estacionario X, pode representar um ponto de maxima ou de minima resposta, ou
ainda um ponto de sela da superficie ajustada. Para se determinar a natureza do ponto
estacionario, deve-se realizar uma translagdo da superficie ajustada da origem (x; =0, x, =0,
..., Xx = 0) até o ponto estaciondrio X,. A superficie de resposta ¢ entdo expressa por novas
variaveis wj, wa, ...wx, CUujos eixos correspondem aos eixos principais do sistema de contornos
(Figura 3.2). A funcdo em termos dessas novas varidveis ¢ chamada de forma canonica da

superficie ajustada e ¢ dada por:

A A

Y=o+t MW AW oA Wy (3.11)

A

v, € aresposta estimada no ponto estacionario e 4; sdo as raizes caracteristicas da matriz 5. A

r

redu¢do da superficie de resposta ajustada para a forma canonica ¢ chamada de andlise

canonica.

A

A resposta y, (Equagdo 3.9) pode ser escrita em termos de by, X, € do vetor b:

A

Vo=bot+X,'b+x,BX, (3.12)

Combinando as Equacdes 3.10 e 3.7.12 e rearranjando:

A

Vo= bo+X,'b/2 (3.13)
Devido a translagdo de eixos, a Equagdo 3.9 deve ser reescrita em termos de um novo vetor, z,
tal que z = x — X,:
;/ =b, + (z'+x;) )b + (z'+x;} )B(z +x,)
=b, +X,b+X,Bx, +zb+2z Bx, +x,Bz+1z Bz (3.14)
Considerando-se que z Bx,=x,Bz e que 0s trés primeiros termos representam a resposta

avaliada no ponto estaciondrio, a Equagao 3.14 pode escrita como:

A A

y=y,+z'(b+2Bx,)+2 Bz

A

=y,+2' Bz (3.15)
A Equagdo 3.15 representa a superficie de resposta ajustada, apos a translacdo para a nova

origem (x;=0,x,=0, ..., xx = 0).
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Existe uma transformacao ortogonal z = Mw tal que

7z’ Bz =w' M’ BMw

=AW FA,WE A W) (3.16)
M ¢ uma matriz k x k ortogonal (M'M= I) que contém os autovetores normalizados
associados as raizes caracteristicas A; . A determinacdo da matriz M ¢ importante pois a
transformac@o w = Mz permite relacionar as variaveis z; com as variaveis canonicas wi.
A natureza do ponto estaciondrio ¢ determinada através da andlise das raizes caracteristicas
fornecidas pela Equagdo 3.16. A Figura 3.2 pode ser utilizada para como exemplo ilustrativo

para essa analise, onde £ = 2. Se Ai<0, um deslocamento a partir do ponto estaciondrio em

A

qualquer direcdo implicard em um decréscimo na resposta y. Neste caso, Xo ¢ um ponto de

maximo. Caso A;>0, um deslocamento a partir do ponto estacionario em qualquer dire¢ao

A

implicard em um acréscimo na resposta y . Neste caso, Xg representa um ponto de minimo. Se

as raizes caracteristicas possuirem sinais diferentes, entdo xy ¢ um ponto de sela. (JEFF WU;
HAMADA, 2000)

Neste trabalho, a analise candnica foi realizada através de uma rotina implementada no
software Maple 7. A determinacdo dos parametros de regressdo do modelo (Equagdo 3.7.2)

foi feita utilizando-se o software Statistica 5.

-
&7

Figura 3.2 — Forma canonica para uma superficie de resposta em duas variaveis.
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3.8 — Modelagem da producio fermentativa do acido lactico
3.8.1 — Modelo de crescimento

Neste trabalho, optou-se pelo modelo logistico para descrever o crescimento do

Lactobacillus helveticus durante a fermentagdo do soro de queijo:

B )(()I<elimaxt
K+ Xo(e!max' —1)

(3.17)

Esta equacdo foi escolhida por possuir um sdlido embasamento tedrico € uma
completa dedu¢ao matematica, além de mostrar-se adequada para descrever o crescimento de
microrganismos em varios estudos (WACHENHEIM et al., 2003; CORRADINI et al., 2006).

A concentracao celular X (inclusive no inicio da fermentacdo, X,) em funcao do
tempo t foi obtida experimentalmente, através de medidas de densidade optica a 650 nm. Os
resultados foram convertidos em gramas de células por litro de meio, utilizando-se uma curva
de calibragdo. O procedimento detalhado desta etapa encontra-se no Apéndice C.

Os parametros K e pmax foram obtidos através de estimagao nao linear, utilizando-se o
software Statistica 5.0. As medidas de ndo linearidade destes parametros foram determinadas
através de um programa desenvolvido em Fortran, escrito originalmente por RATKOWSKY
(1983). Os calculos seguem a metodologia descrita nos Itens 2.9.2.1 € 2.9.2.2. A listagem do
programa, modificado apropriadamente para este estudo, encontra-se no Anexo A.

A velocidade instantanea de crescimento celular foi obtida derivando-se a Equagao 2.8

em relag@o ao tempo de fermentagao t:

d_)( B XOKelJmaxt B XOZKHmaX(eumaxt)Z
dt K +Xo(éma' —1) (K+Xo(dma! —1))?

(3.18)

Os resultados da concentracdo celular em fung¢do do tempo e¢ das medidas de ndo
linearidade, obtidos pelo modelo logistico, foram comparados com os obtidos pelo modelo de

crescimento proposto por Amrane (Equacao 2.12):

| M max (ln Hmax —C+C- exp(d-t)J} 2.12)

X= Xoexﬁumaxt Ty

K max

Onde os parametros pmax, ¢ € d foram determinados por estimag¢do ndo linear.
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3.8.2 — Modelo de formacao do produto

Para descrever a formagao do produto, optou-se pelo modelo classico de Luedeking e
Piret (1959):

dp dX
—=A—+BX 3.19
dt dt (3.19)

Que combinada com as Equagdes 3.17 e 3.18 resulta em:

t 2 t\2 t
d_P _ A XOKeHmaX B XO K“max (eumax )2 . B XoKeumax (320)
dt K + Xo(e"m' —1) (K + Xo(e"m' —1)) K + Xo(e"max' 1)
Calculode AeB

Os parametros A e B foram calculados através de regressao dos resultados de X, dX/dt
e dP/dt, utilizando a Equagdo 3.19. Os valores de X e dX/dt utilizados nessa estimac¢ao foram
calculados através das Equacdes 3.17 e 3.18, respectivamente. Para se obter os valores de
dP/dt, inicialmente tentou-se encontrar uma funcdo que melhor representasse a concentragao
do produto em fung¢do do tempo, ja que equacdes polinomiais ndo se ajustam bem nas fases
lag e estacionaria. Portanto, a seguinte equacdo empirica foi ajustada aos resultados

experimentais:

P (3.21)

Esta equagdo descreve uma curva sigmoidal, semelhante a curva descrita pelo modelo
logistico. Os parametros K, e r correspondem, respectivamente, a concentragdo tedrica
maxima do produto e ao valor maximo de (1/P)(dP/dt), e foram estimados por regressdo nao
linear. Os valores de dP/dt utilizados na estimacao dos parametros A e B foram obtidos

derivando-se a Equacdo 3.21 em relagdo ao tempo:

dp Klz)re_rt

_— 3.22
dt (K,e™ +1) ¢.22)
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3.8.3 — Modelo de consumo do substrato

Neste estudo, o substrato utilizado, além de ser uma fonte de carbono, também
propicia energia para as células. Logo, a taxa de consumo desse substrato para fins de
manutencdo celular deve ser levada em consideragio (CASABLANCAS; SANTIN, 1998) ¢ o
modelo de consumo de substrato proposto por Pirt pode ser aplicado (BONOMI;
SCHIMIDELL, 2001):

—ﬁ{ 1 ox, mSX} (3.23)

mg = coeficiente de consumo especifico para manutencdo de energia (h™).

Y xs = fator real de conversdo de substrato para células (g células/g substrato).

Vale ressaltar que, quando o valor de mg é muito pequeno, Y*X/s = Y5 = AX/AS.

A Combinacao das Equagdes 3.17, 3.18 e 3.23 resulta em:

dS 1 X Keumaxt XOZK e”maxt 2 X I(ellmaxt
_[ y ot 7 ” D (3.24)

T - +m
dt YX/S K + )(O(e“maxt — 1) (K + Xo(e”maxt — 1))2 S K + )(()(e}/Lrnza,)(t _

Os parametros Yxss € mg foram calculados através de regressao dos resultados de X,
dX/dt e dS/dt, utilizando a Equagdo 3.23. Os valores de X e dX/dt utilizados nessa estimagao
foram calculados através das Equagdes 3.17 e 3.18, respectivamente. Para se obter os valores
de dS/dt, inicialmente tentou-se encontrar uma fung¢do que melhor representasse a
concentragdo do substrato em func¢do do tempo, ja que equagdes polinomiais ndo se ajustam
bem nas fases lag e estacionaria. Portanto, a seguinte equagdo empirica foi ajustada aos

resultados experimentais:
S=K e @V’ (3.25)

O parametro K, representa a concentracdo inicial de substrato, € @ ¢ um parametro de
ajuste empirico, de dimenséo h™.

Os valores de dS/dt utilizados na estimagdo dos parametros Yx;s € mg foram obtidos
derivando-se a Equacao 3.25 em relagao ao tempo:

% — 2K a2 @ (3.26)
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Neste trabalho, escolheu-se as Equagdes 3.17, 3.18 e 3.24 para descrever o
crescimento do microrganismo e as velocidades de formag¢dao do produto e de consumo de

substrato, durante a fermentacdo homoléctica do soro de queijo pelo Lactobacillus helveticus.



