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RESUMO

GROCHOLSKI, Luis Felipe. Producao de acido latico a partir do melagco de cana-
de-acUcar. 2019. 44p. Trabalho de conclusdo de curso (Bacharelado Engenharia
Quimica) — Universidade Tecnologica Federal do Parana. Ponta Grossa, 2019.

O &cido latico € um composto com vasta aplicagdo na industria, principalmente nos
setores de alimentos, quimico, farmacéutico e téxtil. Como destaque nos ultimos anos
pode-se citar o &cido poli-latico (PLA), utilizado na area de embalagens e para
confeccdo de itens médicos com biorreabsorcdo. Devido sua aplicabilidade e a
preocupacdo ambiental, o acido latico produzido por vias fermentativas utilizando
residuos industriais € um processo com bastante foco em pesquisas, visando a
viabilidade e produtividade. O presente trabalho teve como objetivo produzir &cido
latico através de processo fermentativo empregando como meio de cultivo melaco de
cana-de-acucar 10% (m/v) suplementado com diferentes fontes de nitrogénio: ureia
2% (m/v), extrato de levedura 2% (m/v) e permeado do soro de leite 2% (m/v). O meio
foi inoculado com o Lactobacillus johnsonii e o Lactobacillus helveticus e a condi¢édo
que apresentou melhor resultado de biomassa, considerando custo x beneficio, foi
escalonada para o reator. No reator as condi¢cdes de fermentacéo foram: pH 5,7+0,2;
temperatura 37 °C; agitacdo em 100 rpm; mantidos por 48 h. Os processos foram
acompanhados através de: producdo de biomassa; avalicio do aumento de
concentracdo de acido latico utilizando HPLC com comprimento de onda 210 nm, fluxo
de 0,3 mL/min e fase movel Na2SO4 40mM; avaliagdo do consumo de agucares totais
utilizando-se do método Fenol-Sulftrico com leituras espectrofotométricas a 490 nm;
avaliacdo da viabilidade da utilizagcdo do permeado do soro de leite. Notou-se que
apos 2 h de fermentacgdo foi alcancada a estabilidade da producdo. O processo de
producédo de &cido latico com as dadas condi¢cdes mostrou-se viavel, alcancando uma
reducdo de custo de 8 vezes em relacdo a utilizacdo do extrato de levedura e
produzindo cerca de 4,04 g/Lh. O rendimento de produto sobre substrato foi de 5,13
g/g, demonstrando um pequeno consumo do substrato para a producdo do &cido
latico. Contudo, para trabalhos futuros recomenda-se a redugdo do tempo de
fermentacdo com retirada de amostras em intervalos menores.

PALAVRAS-CHAVE: Permeado do soro de leite. Acido latico. Fermentacéo.



ABSTRACT

GROCHOLSKI, Luis Felipe. Lactic acid production from sugarcane molasses.
2019. 44p. Undergraduate final project (Chemical Engineering) — Federal
Technological University of Parana. Ponta Grossa, 2019.

Lactic acid is a compound with extensive application in the industry, mainly in the food,
chemical, pharmaceutical and textile sectors. As a highlight in recent years, polylactic
acid (PLA) can be mentioned, used in the packaging area and for the manufacture of
medical items with bio resorption. Due to its applicability and environmental concern,
lactic acid produced by fermentation using industrial waste is a process with a lot of
focus on research, aiming at viability and productivity. The present work aimed to
produce lactic acid through fermentation process using sugar cane molasses 10%
(m/v) as a culture medium supplemented with different nitrogen sources: urea 2%
(m/v), yeast extract 2% (m/v) and permeated whey 2% (m/v). The culture medium was
inoculated with Lactobacillus johnsonii and Lactobacillus helveticus and the condition
that presented the best biomass result, considering cost x benefit, was staggered into
the reactor. In the reactor the fermentation conditions were: pH 5.7+0.2; temperature
37 °C; agitation at 100 rpm; maintained for 48 h. The processes were monitored
through: biomass production; evaluation of the increase in lactic acid concentration
using HPLC with wavelength 210 nm, flow of 0.3 mL/min and mobile phase Na2SO4
40mM; evaluation of the consumption of total sugars using the Phenol-Sulfuric method
with spectrophotometric readings at 490 nm; viability of using milk permeated whey. It
was noticed that after 2 h of fermentation the stability of production was achieved. The
process of producing lactic acid with the given conditions proved feasible, achieving a
cost reduction of 8 times in relation to the use of yeast extract and producing about
4.04 g/Lh. The product/ substrate yield was 5.13 g/g, demonstrating a small
consumption of the substrate for the production of lactic acid. However, for future work
it is recommended to reduce fermentation time with removal of samples at shorter
intervals.

KEYWORDS: Permeated whey. Lactic acid. Fermentation.
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1. INTRODUCAO

A preocupacgdo com 0 meio ambiente e a alta producg&o de rejeitos industriais
tém aumentado de forma significativa o interesse pela utilizacdo de fontes renovaveis
nos processos fermentativos (HAHN-HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000). Alguns
desses residuos industriais como bagacos de cana-de-aglUcar e de mandioca e
melacos de cana-de-acUcar e de beterraba tém chamado atengdo como matéria prima
para processos fermentativos devido as suas boas produtividades, baixos custos e
por serem benéficos ambientalmente (JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).

O acido latico € um composto com vasta aplicacdo na industria, ganhando
destaque nos ultimos anos por poder ser polimerizado para acido poli-latico (PLA)
(HAHN-HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000), possuindo a vantagem de ser
biodegradavel. Apds seu descarte, 0 PLA desaparece em poucos dias sem deixar
residuos, sendo uma 6tima maneira de substituir embalagens provenientes do
petroleo (TASHIBANA e SHINDO, 2004; IDRIS e SUZANA, 2006). O acido latico
existe na forma de dois isbmeros Opticos, o L-acido latico e o D-acido latico, em que
se diferenciam em algumas propriedades (RASHID, 2008). A sintese quimica do acido
latico € baseada na lactonitrila e produz uma mistura racémica de D e L acido latico,
sendo menos utilizada por ndo ser economicamente viavel (JOHN, NAMPOOTHIRI,
PANDEY, 2007).

Ja a producao através do processo fermentativo permite obter-se um isémero
puro (D ou L-&cido latico), além de apresentar vantagens como utilizacdo de recursos
renovaveis e menor custo de producdo (HAHN-HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000).
A fermentacdo pode ser homolética ou heterolatica, produzindo apenas acido latico
ou, além do acido latico, COz2, etanol e/ou acetato (JOHN, NAMPOOTHIRI, PANDEY,
2007; HAHN-HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000). Como neste trabalho desejava-se
obter apenas o &cido latico, foram utilizados os Lactobacillus johnsonii e o
Lactobacillus helveticus (bactérias laticas homofermentativas). A suplementacéo do
meio de cultivo com fontes de nitrogénio € uma estratégia para se obter altos
rendimento e produtividade, pois altera a relagdo C/N do meio de cultivo. Neste
trabalho foi avaliado o efeito da suplementagéo de extrato de levedura, permeado de
soro do leite e ureia, em diferentes concentragdes, na producdo de biomassa e

producao do acido latico.
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2. OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GERAL:

e Produzir acido latico a partir do processo fermentativo do melago de cana-

de-acucar por Lactobacillus johnsonii e Lactobacillus helveticus.

2.2.0BJETIVO ESPECIFICO:

e Analisar o efeito da adicdo de diferentes fontes de nitrogénio para a
producdo de biomassa,

e Otimizar a producdo de acido considerando diferentes concentracdes de
melaco e da fonte de nitrogénio selecionada;

e Utilizar ferramenta estatistica para otimizacdo das condi¢des de producéo;

e Realizar andlises de acido latico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Acido Latico

3.1.1. Aspectos gerais sobre o acido latico

O &cido latico (acido 2-hidroxipropidnico), CsHeOs, € 0 &cido hidroxicarboxilico
com a maior ocorréncia na natureza, tendo privilégios por ser versatil em utilizacdes
na indastria de alimentos, produtos farmacéuticos, téxtii e quimicas (JOHN;
NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007). Foi isolado a primeira vez do leite coalhado por Carl
Wilhem Scheele, um Quimico Sueco, em 1780 (JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDEY,
2007).

O &cido latico puro é um solido cristalino de coloragédo branca, cujo ponto de
fusdo esta em torno de 53 °C. Pode apresentar coloracdo transparente a pouco
amarelada ap0s a dissolugdo na agua. Possui sabor azedo, € inodoro e soluvel em

agua, alcool e éter, porém néo € soluvel em cloroférmio (RASHID, 2008) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Caracteristicas gerais do acido latico.

Propriedade Caracteristicas

Atividade Optica L(+), D(-) e mistura racémica

Cristalizacao Formacao de cristais quando altamente puro
Cor Transparente ou pouco amarelado

Odor Nao possui

Solubilidade Soluvel em agua, alcool e éter

Insoldvel em cloroférmio

Miscibilidade Miscivel em agua, alcool, glicerol e furfural
Higroscopicidade Higroscoépico

Volatilidade Baixa

Reatividade Versatil, exemplo: acido organico ou alcool

Fonte: Martin,1996.



14

Por possuir um carbono assimétrico, ha duas diferentes atividades 6pticas do

acido latico, L(+) e D(-), como pode ser observado na Figura 3.1:

Figura 3.1 Formas isoméricas do Acido Lético.

CO.H CO-H
HCI_T_H H_T_DH
CH; CH;
Li+) dcido litico Di-) dcido litico

Fonte: Rashid, 2008.

A forma optica ativa do acido latico € uma mistura das formas L(+) e D(-), sendo
denominada como mistura racémica ou DL-4cido latico. Segundo Rashid (2008) as

propriedades fisicas em geral ndo séo afetadas, com excec¢éo do ponto de fusao.

O isbmero L(+) &cido latico € muito utilizado nas industrias alimenticias e
farmacéuticas devido sua seguranca para a salude humana, ja que se trata de um
intermediario do metabolismo dos mamiferos em geral (ZHANG et al., 2008). O
isbmero D(-) acido latico tem como uma das aplicacbes a producdo de plasticos
biodegradaveis (HAHN-HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000; JOHN, NAMPOOTHIRI
e PANDEY, 2007)

A Tabela 3.2 apresenta algumas propriedades fisicas e termodinamicas nos

diferentes isbmeros do acido latico.
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Tabela 3.2 Propriedades fisicas e termodinamicas do acido latico.

Propriedade Valor Isomero
Massa molecular, g 90,08 D, L, DL
Ponto de fusdo, 2C 52,8 D

53,0 L

16,8 DL
Ponto de ebuli¢ao (para 0,5mmHg, 2C) 82,0 DL

(para 14mmHg, 2C) 122,0 DL

Constante de dissociagdo (K, a 25 2C) 3,83 D

3,79 L
Calor de combustéo (AH,), cal/kg 3615 DL
Calor especifico (C, a 20C), J/mol. °C 190 DL

Fonte: Holten, 1971.

Holten (1971) também relatou que ha diferencas nas solubilidades dos
isbmeros. Enquanto o isdbmero D(-) é sollvel em agua, alcool, acetona, éter etilico e

glicerol, a mistura racémica (DL) € solavel em agua, alcool e furfural.

3.1.2. Aplicagbes do &cido latico

Aplicagbes na area alimenticia representam 85% da demanda de &cido latico.
Por décadas ele tem sido usado como conservante e acidulante em alimentos e no
setor de bebidas por ser considerado seguro para uso em alimentos pela Food and
Drug Administration (FDA) (JOHN; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).

O acido latico também é utilizado em formulacdes na area farmacéutica, como
locbes e pomada, assim como na produgdo de polimeros biodegradaveis para

utilizacdes na medicina como suturas cirurgicas e proteses (WEE et al., 2006).

A demanda por acido latico tem aumentado consideravelmente, devido as
promissoras aplicacdes de seu polimero, o poli-acido latico (PLA), como uma
alternativa aos plasticos derivados de petroquimicos. O poli-acido latico tem recebido

atencdo consideravel como precursor da sintese de plastico biodegradavel
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(SENTHURAN et al. 1997). A utilizacdo do PLA é uma alternativa viavel
ecologicamente, pois plasticos provenientes do petréleo demoram anos para se

decompor e sdo provenientes de matéria-prima nao renovavel.

3.1.3. Sintese quimica e processo fermentativo

A producéo de &cido latico se da por duas diferentes vias: por sintese quimica
ou por processo fermentativo. Cada um possui vantagens e desvantagens, sendo o

processo fermentativo mais empregado, utilizando matérias-primas renovaveis.

A fabricacdo do &cido latico por sintese quimica teve inicio em 1963 no Japéo
e nos Estados Unidos (RASHID, 2008). O processo é baseado na lactonitrila e produz
uma mistura racémica de D e L &cido latico, além de apresentar um custo elevado
(JOHN, NAMPOOTHIRI, PANDEY, 2007, SRIVASTAVA, NARAYANAN e
ROYCHOUDHURY, 2004; HAHN-HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000). A producao

de &cido latico pela via quimica esta apresentada na Figura 3.2.

Figura 3.2 Sintese quimica do acido latico através de hidrolise da lactonitrila.

CH3;CHO + HCN — CH3;CHOHCN

Acetaldeido Cianeto de hidrogénio Lactonitrila

CH;CHOHCN + H;O + % H;SO4 — CH3;CHOHHCOOH + 2 (NH4)SO4

Lactonitrila Acido Sulfirico Acido Lactico Sulfato de aménio

Fonte: Leite, 2006.

7

A fermentagdo é caracterizada pela degradagdo do substrato através de
microrganismos em metabdlitos, como o etanol e o acido latico. Em fermentacéao tipo
batelada todos os nutrientes sdo adicionados ao inicio do processo, enquanto em
batelada alimentada eles sdo adicionados conforme a necessidade (MAHER et al.,
1995). A producéo através do processo fermentativo tem varios pontos positivos em
relacdo a via quimica. A possibilidade de obter-se uma forma isomérica isolada (D ou

L-acido latico), dependendo das condi¢des de cultivo e da espécie do microrganismo
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(LIU, 2003), a utilizacao de recursos renovaveis e a economia obtida nesse processo
sao as principais vantagens (HAHN-HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000).

3.2. Bactérias laticas

As principais bactérias laticas utilizadas para a producéo do acido latico sao:
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Aerococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissela e Carnobacterium (LIU, 2003).
A temperatura de crescimento ideal das bactérias laticas varia entre 20 e 45 °C e o pH
fica entre 5,5 e 6,0, sendo o controle de pH normalmente realizado pela adicdo de

carbonato de célcio ou hidroxido de aménio (KASCAK et al., 1996).

As bactérias laticas ndo possuem a capacidade de sintetizar o ATP (Trifosfato
de adenosina) por meio da respiracdo, a maioria € anaerdbica e utiliza o 4cido piravico
para conversdo em lactato. A fermentacdo pode ser homoléatica, com a producéo
apenas de acido latico, ou heterolética, produzindo, além do &cido latico, COz2, etanol
e/ou acetato, dependendo da bactéria utilizada em combinacdo como a fonte de
carbono (JOHN, NAMPOOTHIRI, PANDEY, 2007; HAHN-HAGERDAL e
HOFVENDAHL, 2000).

Na homofermentacao o acido latico € obtido no final do metabolismo da glicose
pela via glicolitica ou via Embden-Meyerhof-Parnas, em que através da acdo da
enzima lactato desidrogenase, o acido piravico € convertido em acido latico. Nesse
processo um mol de glicose gera dois mols de &cido latico. Na heterofermentacéo, a
glicose por via de oxidacdo das pentoses (fosfoquinase) produz quantidades
equimolares de &cido latico, CO2 e etanol ou acetato, sendo que o piruvato e o
acetaldeido séo intermediarios nessa via. A proporgcao de etanol e acetato formados
sdo altamente dependentes do potencial redox, em que diferentes condi¢cdes de
crescimento podem alterar a formacao final de produtos. Essas altera¢cées podem ser
provenientes da utilizagdo de oxigénio tanto em respiracdes aerobias ou anaerodbias
ou o uso de diferentes compostos organicos (AXELSSON, 2004; HAHN-HAGERDAL
e HOFVENDAHL, 2000; REDDY et al., 2008). Na figura 3.3 podem ser observadas as

duas vias de fermentagdo mencionadas.
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Figura 3.3 Principais vias de fermentacdo da glicose em bactérias laticas.
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Fonte: Adaptado de Reddy et al., 2008.

3.3.Melaco de cana-de-acucar

Uma grande variedade de substratos tem sido utilizada para a produgéo do
acido latico pela via fermentativa. O produto considerado mais puro € produzido
através da utilizacao do agucar puro, porém devido ao seu custo, e pelo fato de que o
acido latico € um produto consideravelmente barato, torna-se inviavel para o processo.
Uma alternativa € utilizar produtos de origem agroindustrial, pois além da alta
quantidade de carboidratos que poderdo ser metabolizados pelos microrganismos,
ocorre reducdo no custo de producdo e ainda se contribui com o meio ambiente
(HAHN-HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000).
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O melaco de cana-de-acucar € o licor resultante da cristalizacdo do aglicar em
sua etapa final, quando ndo € possivel extrair mais sacarose. Os principais
componentes do melaco sdo a 4gua e carboidratos, em que aproximadamente 60%
dos solidos sdo compostos de glicose, frutose e sacarose (ICIDCA, 1999) (Tabela
3.3). Devido sua rica composicao de acucares fermentesciveis (LIMA; AQUARONE;
BORZANI, 1975), sua alta disponibilidade em territério nacional e seu baixo preco, o
melaco de cana-de-acUcar é cada vez mais sugerido para reducdo de custos na
producédo do acido latico.

O Brasil além de ser o maior produtor mundial de cana-de-acucar, é também o
maior produtor de acucar e etanol. Responsavel pela maior quantidade de acucar
comercializado mundialmente, até 2019 deve produzir 47,34 milhdes de toneladas de
acucar, correspondendo a um aumento de 14,6 milhdes de toneladas em relacédo a
2007/2008. Em relacdo a exportacdo, para 2019 a quantidade prevista € de 32,6
milhdes de toneladas (KITAMURA, 2013 apud MAPA, 2013). Os melacos tém alto
destaque em processos de fermentagcdo como meio de cultivo, devido ao alto teor de
nitrogénio, vitaminas e acucares. No Brasil durante a fabricacdo do acucar, cerca de

17,9 milhdes de toneladas de melaco de cana-de-acucar sao gerados.

O substrato deve atender as necessidades tanto energéticas como nutricionais
do microrganismo para que ocorra seu crescimento, sendo elas quantidades
balanceadas de carbono, nitrogénio, oxigénio e hidrogénio (FELTRIN et al., 1998). Por
este motivo, frequentemente faz-se necessério adicionar algum nutriente para tornar

o balanco de nutrientes mais favoravel.
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Tabela 3.3 Composicao fisico-quimica do melago de cana-de-acUcar bruto.

Composigao Concentragao (g/%)
Nitrogénio 0,58 p/v
Fésforo 0,015 p/v
Potassio 1,63 p/v
Umidade 9,10 p/p
Cinzas 9,98 p/p
Glicidios redutores em glicose 14,72 p/p

Glicidios ndo redutores em
33,78 p/p
sacarose

Fonte: Feltrin et al., 1998.

3.4. Fontes de nitrogénio

3.4.1. Extrato de levedura

O extrato de levedura € um concentrado da parte solluvel da levedura, possui
uma grande faixa de variacdo da concentracdo de ribonucleotideos e nucleosideos,
além de ser amplamente usado como agente flavorizante e gerador de sabor na carne
processada (MAHADEVAN e FARMER, 2006).

Os extratos de levedura autolisada sédo adicionados, em grande frequéncia, a
alimentos processados com o intuito de aumentar a quantidade de proteina e de
vitaminas, assim como aumentar seu sabor e aroma (OTERO et al., 1996). Na
producdo de salame tem substituido o extrato de carne, o qual possuia 0 mesmo
objetivo (ZAMBONELLI et al., 2000). Por ser uma fonte rica em nutrientes, o extrato
de levedura é muito utilizado em meios de cultivo de microrganismos, pois estes sao
muito exigentes nutricionalmente. Segundo varios autores o extrato de levedura é a
melhor fonte de nutrientes para bactérias lacteas (ARASARATNAM et al., 1996;
GOKSUNGUR e GUVENC, 1997; NANCIB et al., 2005).

No entanto, devido ao seu alto custo (99,00 USD/kg segundo RPICorp) e

variabilidade de composicdo dependendo do fornecedor e/ou lotes de produto, o
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extrato de levedura pode inviabilizar o processo industrial, sendo assim, outras fontes

de nutrientes tém obtido lugar no cultivo utilizando bactérias lacteas.

3.4.2. Permeado do soro de leite

A producéo diaria de soro de leite € muito elevada e seu descarte gera imensos
problemas ambientais (THORNE; TANSEY.; POLLOCK, 1998). Ela é proporcional a
quantidade de queijo produzido, em que um quilograma de queijo produz nove
quilogramas de soro (KOSIKOWSKI, 1979). Como alternativa, o soro do leite pode ser
utilizado em varios processos industriais por se tratar de um meio rico e de facil

obtencao, além do seu preco nao ser elevado (0,68 USD/kg) (CLAL, 2019).

Segundo Carvalho (2013), o soro do leite € composto basicamente de agua,
lactose, proteinas, gorduras, sais minerais, a maioria das vitaminas presentes no leite,
além de &cido latico e citrico e compostos nitrogenados ndo proteicos, como ureia e
acido arico. A composi¢ao quimica genérica do soro de leite esta representada na
Tabela 3.4.

Tabela 3.4 Composi¢éo genérica do soro de leite.

Componentes Concentragdo (%m/v)

Proteinas 0,9
Gordura 0,04
Cinzas 0,7
Lactose 4,9

Sdlidos Totais 6,35
Umidade 93,5

Fonte: Adaptado de Pinto, 2010.

Dentre esses componentes, 0s que possuem maior valor para a industria séo
as proteinas e a lactose. A lactose € uma espécie de carboidrato, com um poder
adocante baixo, muito utilizado na industria alimenticia e como nutriente para varios
processos biotecnoldgicos (SILVA; BOLINI; ANTUNES, 2004).
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Para a obtencao do permeado, assim como outros componentes, € utilizada a
técnica de ultrafiltracdo com membranas poliméricas. Esta vem sendo usada no setor
alimenticio, principalmente para a recuperacao das proteinas do soro (CARMINATTI,
2001). O permeado do soro de leite contém alto teor de lactose e sais minerais
(SMITH, 2008), possibilitando uma grande abrangéncia na sua utilizacdo, como
alimentacéo de animais, producao de lactose, galactose, glicose, alcool, acido lactico,
substrato de fermentacdes entre outros (DOMINGUES et al., 1999).

3.4.3. Ureia

A ureia € um composto do grupo funcional amida, do qual € um grupo organico
derivado na amonia (MARTIN e HINE, 2008). HALLIBURTON e MORGAN (1989)
salientam que o composto possui férmula quimica CO(NH2)2 e € considerada um
composto nitrogenado nado-proteico (NNP). As principais caracteristicas fisicas da
ureia sdo: estado solido, quando em temperatura ambiente (25 °C); ponto de fusao
entre 132 °C e 135 °C, em que a coloracdo branca é para a ureia produzida
industrialmente e a incolor € produzida no organismo (LERNER e LERNER, 2003).

A composicao quimica da ureia comercial esta representada na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 Composi¢édo quimica da ureia comercial.

Composto Proporgdo (%)
Nitrogénio 46,4

Biureto 0,55

Agua 0,25

Amonio Livre 0,008

Cinza 0,003

Ferro + Chumbo 0,003

Fonte: Santos, 2001.
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Pelo seu baixo preco (0,23 USD/kg) (INDEX MUNDI, 2018), a ureia é
vastamente utilizada como fertilizante e fonte de nutrientes em processos

biotecnolégicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismo

Os microrganismos utilizados no processo foram o Lactobacillus johnsonii e o
Lactobacillus helveticus, provenientes de um produto lacteo fermentado adquirido em

supermercado da regiao.

4.2. Meio de cultura

O meio de cultura para fermentacdo e manutencdo do microrganismo foi
composto por melaco de cana-de-acucar com concentracdo de 10% e pH ajustado
para 2,51 com acido sulfarico. O melaco de cana-de-agucar foi cedido pela empresa
Raizen (Unidade Costa Pinto - SP).
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Figura 4.1 Meio de cultura contendo melago de cana-de-agtcar 10% com pH 2,51.

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Foram preparadas 6 amostras de 100 mL cada em Erlenmeyers de 250 mL,
sendo realizadas em duplicata e suplementadas com diferentes fontes de nitrogénio
(extrato de levedura, permeado de soro de leite ou ureia) com concentragdo de 2%.
Apds as amostras estarem suplementadas, elas foram auto clavadas por 30 minutos

e medido o pH de cada solucéo.

4.3. Fermentacao batelada

Foram adicionados 10 mL da bebida lactea contendo o Lactobacillus johnsonii
e o Lactobacillus helveticus as solu¢cdes de melaco de cana-de-acucar previamente
suplementadas. Logo apés, os Erlenmeyers foram colocados na estufa, mantendo-os
a 37 °C durante o periodo de 48 horas. Ao término da fermentacdo foi medido
novamente o pH das solucdes e, em seguida, foram analisadas no microscopio a fim
de verificar a quantidade de microrganismos em cada amostra. A maior quantidade
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de Lactobacillus foi observada nas amostras suplementadas com o extrato de

levedura.

Figura 4.2 Analise das amostras ao término da fermentagcao no microscopio.

Fonte: Autoria propria, 2019.

Figura 4.3 Amostra de melaco de cana-de-agUcar suplementada com extrato de levedura 2% no fim
da fermentacgéo.

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Foram retiradas aliquotas de 20 mL de cada amostra e colocadas em tubos
Falcon previamente pesados. Os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 37559
para separacao da parte sélida e do sobrenadante. Apds o término da centrifugacéo,
0os sobrenadantes foram descartados e o0s tubos com a parte solidas foram

armazenados na estufa & 80 °C por um periodo de 24 horas.

Figura 4.4 Centrifuga de Tubos Falcon utilizada.

Fonte: Autoria propria, 2019.

Foram realizadas as pesagens da massa seca das amostras apos 24 horas na
estufa a 80 °C, analisados os resultados, levando em consideracao custo x beneficio
das fontes de nitrogénio, a condicdo que apresentou melhor resultado foi escalonada
para o biorreator (TECNAL, com volume total de 2,5 L e equipado com sistema de

controle de pH, agitacdo, aeragédo, espuma e temperatura).
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Para a utilizacdo do biorreator, foi preparado 150 mL (10% melaco + 2%
permeado de soro de leite) de indculo, que foi adicionado a 2 L de meio de cultivo. A
temperatura foi ajustada em 37 °C, o pH em 5,70 com variagéao de +0,20 e agitacéo

em 100 rpm.

Figura 4.5 Biorreator TECNAL com volume de 2,5 L, equipado com sistema de controle de pH,
agitacao, aeracdo, espuma e temperatura.

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Figura 4.6 Configuracao do biorreator para a fermentacéo.

gD TECNAL

10:16:11 Processo 18/05/2019

Fonte: Autoria prépria, 2019.

O biorreator operou por um periodo de 48 horas, sendo periodicamente
retiradas amostras. As amostras retiradas foram centrifugadas e o sobrenadante
congelado. A fracdo solida foi seca até peso constante em estufa de 80 °C para

obtencéo de peso seco da biomassa.

4.3.1. Analise do processo fermentativo

O processo fermentativo foi analisado quanto a produtividade de &cido latico
(g/L.h) e consumo de acucar (%) (KWON et al., 1996). A producao do &cido latico foi
monitorada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando-se coluna
Acclaim AO 5um 4x150 mm, fase movel 40mM Na.SO4 pH 2,68, temperatura de 30°C,
fluxo de 0,3 mL/min e deteccdo a 210 nm. A fase movel foi preparada a partir de uma
solugdo de Na2SO4 1M, em que foi feita a diluicho do mesmo para 40mM e o pH

corrigido para 2,68 com acido fosforico, totalizando 1L de fase mével.

Foram utilizados padrfes de acido latico em diferentes concentracdes: 2 g/L,
159/L, 149/, 0,75 g/L e 0,5 g/L, todos preparados a partir de uma solugédo de acido
latico com pureza de 85% e d = 1,209 g/mL. As solucdes retiradas do biorreator foram

diluidas na proporcao de 1:10 para que a visualizacao dos resultados fosse melhor.
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Apos ligado o HPLC, foi esperado até a sua estabilizacéo para poder injetar as
amostras. Primeiramente foi injetado o branco para eliminacdo nos resultados de
qualquer interferéncia ndo presente na amostra, em seguida foram adicionadas as
solucbes padrbes de 4cido latico em diferentes concentracdes. Por fim, as solu¢des
resultantes do reator foram injetadas, comecando do tempo O h e avancando até a
conclusao das 48 horas de reacdo. Cada amostra teve um tempo de duracdo de

andlise por volta dos 35 minutos.

4.4. Agucares totais

Os acucares totais foram quantificados pelo método de Fenol-Sulftrico
(DUBOIS, 1956). As amostras foram diluidas em uma proporcdo de 1:1000,
adicionando 0,1 mL de amostra em um baldo volumétrico de 100 mL e completando
com agua destilada. Foram utilizados 11 tubos de ensaio, sendo 10 de amostra e 1
de branco, contendo 0,5 mL de contetdo em cada tubo. Foram adicionados 0,5 mL
de fenol 5% e em seguida 2,5 mL de &cido sulfarico PA, seguindo o método Fenol-

Sulfarico proposto por Dubois (1956).

As solucgdes foram homogeneizadas e aguardado seu resfriamento para serem
analisadas no espectrofotdbmetro com comprimento de onda 490 nm. ApGs a analise
e utilizando seguinte curva para célculo, obteve-se a quantidade presente de agucares

totais nas amostras:

Abs = 0,0113.[] — 0,0351
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5.1. Determinacéo de producdo de massa seca
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Na tabela 5.1 estdo representadas as quantidades de massa seca de cada

amostra, assim como o pH das mesmas e a seguir o grafico dos resultados da

guantidade de massa seca.

Tabela 5.1 Valores de pH antes e depois da fermentacdo e quantidade de massa seca de

fermentado.
pH Tubo Falcon Produgdo de massa seca
Antes* Depois* Antes (g) Depois (g) Total (g/20ml)  Total (g/L)
Soro 1 2,70 3,08 7,9556 8,0796 0,1240 6,200
Soro 2 2,70 3,08 7,9885 8,1131 0,1246 6,230
Ureia 1l 2,78 8,18 8,8660 8,9327 0,0667 3,335
Ureia 2 2,76 7,87 8,9799 9,0909 0,1110 5,550
Extrato 1 3,98 4,00 7,8550 7,9846 0,1296 6,480
Extrato 2 3,83 3,85 8,2846 8,4372 0,1526 7,630

Fonte: Autoria prépria, 2019.

*Valores referentes a antes e depois de ocorrer a fermentacao.

Figura 5.1 Producéo de massa seca utilizando diferentes fontes de nitrogénio em meio de cultivo a
base de cana-de-agUcar para obtencao de acido latico.
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Fonte: Autoria propria, 2019.
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Analisando os resultados, observa-se a relacdo da variacdo do pH com a
guantidade de massa seca, em que amostras cujo pH ficou menor houve maior

producdo de massa seca, evidenciando a producéo do &cido latico.

Nota-se que a quantidade de massa seca nas amostras de permeado de soro
de leite se assemelha a quantidade produzida com extrato de levedura, sendo inferior
apenas a uma das amostras. Levando em consideracdo que o permeado de soro de
leite € mais barato que o extrato de levedura, foi realizado um comparativo de custo x
beneficio para que assim fosse determinada qual fonte de nitrogénio iria para o reator.
Os resultados obtidos estdo representados na tabela 5.2:

Tabela 5.2 Custo x beneficio em relacdo a massa seca de soro de leite x extrato de levedura para
obtencéo de acido latico via fermentativa.

Producgdo Custo de producgao

Prego/L  Prego 20mL (g/L) (100g de biomassa)
Soro RS 27,50 RS 0,55 6,215 RS 8,85
Extrato RS 540,00 RS 10,80 7,055 RS 153,08

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Os resultados mostraram que o custo utilizando o permeado de soro de leite é
17,3 vezes menor do que o extrato de levedura, sendo um indicio de vantagem na
utilizacéo do soro para producao de acido latico, mesmo que este resultado seja para

a producdo de massa seca, e nao efetivamente do acido latico.

5.2.Producéo de &cido latico utilizando o biorreator

Durante a fermentacdo em biorreator, foram retiradas amostras em diferentes
tempos de fermentacdo para andlise da produtividade de acido latico. Antes de
analisar as amostras foi injetado o branco e em seguida padrdes conhecidos de acido
latico com diferentes concentracdes, a fim de obter uma curva padrao para o calculo
das concentragdes de acido latico nas amostras. Os valores obtidos através do HPLC

e a curva padréo estao representados na Tabela 5.3 e na Figura 5.2.



Tabela 5.3 Valores da area obtidos em HPLC a partir dos padrées de acido latico conhecidos.

Padrdo Area (mV.s) Concentragdo (g/L)
1 5484,303 1,50
2 4050,059 1,00
3 2745,786 0,75
4 1909,639 0,50
0 0,000 0,00

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Figura 5.2 Curva padrao de &cido latico obtida via HPLC utilizando concentra¢des conhecidas de
acido latico: 0 g/L, 0,5¢g/L, 0,75 g/L, 1 g/Le 1,5 g/L.
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Fonte: Autoria prépria, 2019.
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Através dos valores obtidos na Tabela 5.3, foi plotado o grafico de curva padréo

para obtencdo do uma equacao de reta para utilizar nos resultados das analises das

amostras. Foi obtido um R? de 0,9936 e a seguinte equacao:

y = 0,0003x — 0,0083

Apés determinado o valor da equacdo, foram realizadas as analises nas

amostras previamente retiradas do biorreator, que se encontravam congeladas. Apos
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o completo descongelamento, as amostras foram diluidas na proporcéo de 1:10, pois
mesmo sendo centrifugadas, as amostras por conter melagco de cana-de-aglcar sao
altamente turvas, impossibilitando a andlise, logo a diluicdo foi necessaria para 0s
resultados ficarem mais visiveis. Os resultados obtidos foram plotados em grafico para
a melhor analise dos resultados, como pode ser evidenciado na Tabela 5.4 e na Figura
5.3.

Tabela 5.4 Concentracéo de &cido latico (g/L) em amostras de fermentado a base de cana-de-aglcar
obtido em biorreator.

Amostra f;(:nn;?\ct)a(:;;o Concentragdo (g/L) Area (mV.s)
1 0:00 0 0
2 2:11 9,08 3053,69
3 6:12 8,85 2978,56
4 25:22 10,04 3375,96
5 30:06 9,42 3166,70
6 33:52 9,93 3336,78
7 4705 9,65 3242,69

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Figura 5.3 Concentracéo de &cido latico (g/L) em amostras de fermentado a base de cana-de-agucar
obtido em biorreator ao longo da fermentacao.
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Fonte: Autoria propria, 2019.
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A producéo de acido latico foi um pouco menor em relagéo a outros trabalhos
que utilizam situacdes parecidas para a producédo do acido latico, porém todos utilizam
fontes de nitrogénio caras, logo a concentracdo de acido latico nas amostras esta
dentro do esperado. As andlises foram feitas em duplicata, no entanto os resultados
da segunda vez se diferiram em torno de 1000 mVs de area, provavelmente devido
ao grande tempo em que as amostras estavam congeladas (em torno de 5 meses).
Devido a esses resultados, eles n&o foram utilizados como base comparativa com
outros trabalhos, mas estdo presentes a seguir a média da concentracdo obtida em

duplicata, assim como seus respectivos desvios padrao:

Tabela 5.5 Valores de média de concentracéo e desvio padréo de acido latico das amostras
fermentadas a base de cana-de-acUcar em biorreator com analises feitas em duplicata no HPLC.

Amostra Tempo de
fermentacao Média Conc. (g/L) Desvio Padrio
1 0:00 0 0
2 2:11 8,56 0,52
3 6:12 7,88 0,97
4 9:27 7,40 0,29

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Figura 5.4 Média da concentragdo de acido latico ao longo da fermentacao considerando o desvio
padrao.
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Fonte: Autoria propria, 2019.
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Através da Figura 5.3, tem-se que o pico de producéo de acido latico foi atingido
em apenas 2 horas. Ao restante das horas de fermentac&o no reator, a producéo se
manteve praticamente constante, logo foi considerado o momento de 2 horas como
base dos célculos. Para este tempo de fermentacao foi obtida uma produtividade de

4,04 g/Lh.

Oliveira et al. (2009) produziu &cido latico a partir do melaco de cana-de-agucar
por Lactobacillus casei, com apenas alguns fatores diferindo do presente trabalho: o
melaco foi tratado com a enzima invertase e como fonte de nitrogénio foram utilizados
extrato de levedura + peptona. Em seu trabalho, a reacdo ocorreu durante 48 horas,
porém € notavel a fase exponencial em torno de 2 horas de fermentacdo, se
assemelhando ao que foi obtido nesta analise (Figura 5.3). A Figura 5.5 representa a

producao de acido latico obtida por Oliveira et al. (2009).

Figura 5.5 Acompanhamento da cinética de producéo de &cido latico utilizando meios fermentativos
de melago a 10% (m/v) hidrolisados e suplementados com: 0% de extrato de levedura e 0% de
peptona; 1% de extrato de levedura e 1% de peptona; 2% de extrato de levedura e 2% de peptona.

Acido latico (g.L™")

L] L 1 1 L 1 1 i L 1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

Tempo (h)

—&— (% de suplementacao
—8— 1% de suplementacao
—&— 2% de suplementagao

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2009.
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Em 2 horas de fermentacéo, Oliveira et al. (2009) obteve, utilizando 1% de
extrato de levedura e 1% de peptona, totalizando 2% de fonte de nitrogénio, em torno
de 22,6 g/L de producéo. Isso faz com que, utilizando a mesma base de calculo, a
produtividade seja 11,3 g/Lh. Em comparacdo, Oliveira et al. obteve uma
produtividade de 2,8 vezes maior, porém foi utilizado fontes de nitrogénio mais caras
em relacdo ao permeado do soro do leite, além de tratamento do meio de cultivo com
enzima que também encareceria o processo. Foi feito, entdo, uma tabela de custo x
beneficio da producdo de acido latico com as diferentes fontes de nitrogénio,
representada na Tabela 5.6. Nos custos estdo sendo analisadas apenas as fontes de
nitrogénio, considerando que em todo o resto do processo foi utilizado quantidades

iguais de todos o0s outros elementos presentes.

Tabela 5.6 Custo x beneficio da utilizacdo do permeado do soro de leite para producéo de acido latico
considerando a produtividade obtida nesse trabalho e no trabalho do Oliveira et al. (2009).

Preco/L Preco total Produtividade Custo de produgdo Custo x beneficio
¢ de 20mL (g/Lh) (100g de biomassa) (permeado do soro)
Soro RS 27,50 RS 0,55 4,04 RS 13,61
Peptona RS 700,00* RS 7,00 8,06
11,3 RS 109,73
Extrato RS 540,00 RS 5,40

Fonte: Autoria propria, 2019.

*Prec¢o estimado através do ForLabExpress.

Analisando a Figura 5.6 observa-se que apesar de a produtividade ser 2,8
vezes menor utilizando o permeado do soro de leite, 0 seu preco bem inferior as outras
fontes de nitrogénio o torna atrativo para a producéo de &cido latico, pois em relacéo
ao custo x beneficio o soro se sobressai em 8 vezes. Devido a menor produtividade,
a quantidade de efluentes sera maior, logo o tratamento dos efluentes tera um custo

a ser considerado, podendo ser estimado através de um balango econémico.

5.3. AgUcares totais

Apbés a andlise dos acucares totais utilizando o espectrofotdmetro a 490 nm,

foram obtidos alguns dados que foram plotados na Figura 5.6.
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Figura 5.6 Consumo de aclcares redutores ao longo da fermentacéo.
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Fonte: Autoria prépria, 2019.

Observa-se uma reducao na quantidade de acucares ao longo da fermentacéo,
em que inicialmente estava em uma concentracdo de 77,62 g/L e ao final da
fermentacao o valor obtido foi de 66,38 g/L, resultando em um consumo de 14,48%
de acucares redutores. Esses sao valores bem menores em relacdo a outros autores,
gue obtiveram em torno de 45-60% de consumo (OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et
al., 2009).

Nas primeiras 2 horas, quando foram produzidos 9,08 g/L de acido latico,
apenas 1,77 g/L de acucares redutores foram consumidos, representando 2,28% da
quantidade total. Realizando o calculo do Yprss, utilizando a seguinte formula, obteve-
se um valor de 5,13 g/g, evidenciando uma producéo elevada em relacédo a quantidade

de agucar consumido.

AP (9,08 -0)

Y —
AS ~ (77,62 — 75,85)

= 5»13.gp/gs

ke

Em relacdo ao Yps obtido por Oliveira (2009), com valor de 0,98 g/g, o resultado
obtido neste trabalho se apresenta satisfatério, permitindo uma maior conversao de

substrato em produto.
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6. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

As metodologias empregadas, tanto para produ¢do como para analise do acido
latico, se mostraram adequadas para a realizacdo dos objetivos do trabalho. Os
resultados obtidos mostraram que é possivel produzir acido latico utilizando melacgo
de cana-de-agucar 10% suplementado com 2% de permeado de soro de leite,
inoculado com Lactobacillus johnsonii e o Lactobacillus helveticus e mantido em

biorreator a pH 5,7, 37 °C e rotacdo de 100 rpm.

A utilizacdo do permeado do soro de leite mostrou-se uma alternativa viavel
para a producdo de acido latico, sendo que a relagao custo x beneficio desta fonte de
nitrogénio foi de aproximadamente 8 vezes a utilizacdo de fontes de nitrogénio com
valor maior (e geralmente utilizadas em outros trabalhos). Por outro lado, observou-
se gque a produtividade obtida foi de até 2.8x menor quando comparada com a
literatura cientifica. Tendo em vista que em empresas a procura por um equilibrio entre
produtividade e custo € um ponto de suma importancia, podemos dizer que a utilizacao

do permeado de soro de leite pode ser interessante.
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