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RESUMO - O &cido propibénico (AP) possui muitas aplica¢fes industriais, porém
atualmente é produzido por sintese quimica a partir de derivados do petréleo, com
geracdo de residuos muito poluentes. Uma alternativa para obtencéo desse acido é
a via fermentativa, utilizando bactérias propiodnicas e subprodutos agroindustriais.
Com o objetivo de avaliar a producdo de AP a partir do soro de leite concentrado,
agua de maceracdo de milho (AMM) e carbonato de calcio (CaCOs) por cultura
mista de Propionibacterium acidipropionici e Lactobacillus paracasei, foi
realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR). Foram feitos 12
tratamentos, em triplicata, utilizando diferentes concentracdes de lactose de soro
lacteo e AMM, mantendo uma concentracéo fixa de 40 g/L de CaCOs. O processo
fermentativo ocorreu por 120 h e foram retiradas amostras dos tratamentos a cada
24h para realizacdo posterior de analises cromatograficas e no tempo inicial e
final para contagem celular. Observou-se que a concentragéo de lactose e AMM
exerceram efeitos positivos estatisticamente significativos sobre producdo do AP,
sendo o tratamento com concentracdo de lactose de 40 g/L e concentracdo de
AMM de 65 g/L o que apresentou a maior producdo de AP (6,84 g/L). Pode-se
concluir dos resultados que concentracdes de lactose e AMM acima de 45g/L e de
50 g/L nos meios de fermentacdo, respectivamente, favorecem a producédo de AP.

1. INTRODUCAO

O é&cido propibnico € um importante produto quimico intermediario na sintese da
vitamina E, fibras de celulose, aromas artificiais de frutos, fragrancias, perfumes e os seus sais
sdo amplamente utilizados na conservacio de alimentos e ragdes. E também um interessante
intermediario na producdo de polimeros, plésticos, pesticidas, produtos farmacéuticos,
solventes e bioaromas (CHEN et al., 2012). Atualmente o acido propidnico é produzido por
sintese quimica de derivado do petroleo (DISHISHA et al., 2012). Os combustiveis fosseis
sdo economicamente mais atraentes do que vetores energéticos alternativos, entretanto, ha um
interesse crescente na viabilidade econdmica e na producéo sustentavel de produtos quimicos
a partir de recursos renovaveis. Uma via alternativa que estd sendo extensivamente
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investigada é a producdo fermentativa de acido propidnico a partir de recursos baratos e
renovaveis, que possui grande interesse por ndo gerar muitos residuos, o que caracteriza esse
sistema de producdo como verde ou sustentavel (SABRA et al., 2013), além de apresentar a
possibilidade de utilizacdo de matérias-primas baratas, geralmente residuos industriais, com
grande disponibilidade no mercado.

O soro lacteo resultante da producdo de queijos € interessante para O processo
fermentativo, tanto em funcao da sua elevada producdo, quanto a rica composi¢édo nutricional,
porque apresenta mais da metade dos sélidos, incluindo grande parte da lactose, cerca de 20
% das proteinas, vitaminas e sais minerais presentes no leite original (ATRA et al., 2005;
BALDASSO et al.,, 2011). Outro subproduto de interesse é resultante do processo de
beneficiamento de milho por via Umida, chamado de milhocina ou dgua de maceracdo de
milho. E um residuo que contém grandes quantidades de nutrientes, matéria organica e
nitrogénio, o que possibilita sua reutilizacdo como enriquecedor do meio fermentativo
(LIGGETT et al., 1998). Avaliando o aspecto nutricional e econdmico, além do caréater
ambiental intrinseco ao processo, as caracteristicas citadas demonstram a possibilidade da
utilizacdo destes dois residuos para obtencdo de acido propibnico por via bioldgica. Porém, é
necessario definir as condi¢des que otimizem o processo, resultando em uma maior eficiéncia,
a fim de possibilitar uma produgéo a nivel industrial. Desta forma, o objetivo desse trabalho
foi avaliar as melhores condicdes de concentracdo de lactose e agua de maceracdo de milho
para producéo de acido propibnico.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Matérias-primas

O soro acido foi doado pelo laticinio Verde Campo, Lavras, MG e foi transportado
imediatamente para o Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (DCA 15), da Universidade
Federal de Lavras, onde foi congelado em garrafas PET de 2L até o momento das anélises. Os
microrganismos, Propionibacterium acidipropionici e Lactobacillus paracasei, foram
adquiridos junto a Colecdo de Culturas Tropical pertencente a Fundacdo André Tosello, de
Campinas/SP.

2.2. Preparo do meio de fermentacéo

Preparacdo do soro e do indculo: O soro foi filtrado a vacuo utilizando um sistema
com kitasato, filtro qualitativo e bomba a vacuo (Vulkan 2 estadgios 7 CFM VP200), para a
retirada das micelas e homogeneizagcdo da matéria-prima. Foi realizada a concentragdo do
soro utilizando um evaporador rotativo TE-2010. O soro foi concentrado e em seguida teve
seu pH ajustado para 7, utilizando NaOH 0,01 N, antes de ser submetido ao processo de
esterilizacdo em autoclave a 121°C por 15 minutos. O inéculo foi preparado a partir de uma
cultura-estoque em glicerol, onde a cultura contida em micro tubo do tipo Eppendorf foi
transferida para um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo lactato esterilizado. A cultura foi
incubada a 30°C por 48h e em seguida, transferida para um Erlenmeyer, com capacidade de
500 mL, contendo 200 mL de meio com caldo lactato previamente esterilizado a 121°C
durante 15 minutos. Apos esse procedimento, a cultura foi incubada a 37°C durante 24 horas.
As culturas assim obtidas foram padronizadas para a fermentacdo com base na correlacdo
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entre absorbancia e o numero de ceélulas vidveis através da curva de crescimento,
correspondente a uma contagem de 108 UFC mL™1. Posteriormente foram retiradas aliquotas
deste indculo, que correspondia a 10% do meio, e inoculado em cada meio de fermentacao.

Meios de cultura e condigBGes de crescimento: A cultura de Propionibacterium
acidipropionici NRRL B-3569 ativada foi inserida nos meios fermentados contendo 300 mL
de meio composto de carbonato de célcio, a uma concentracdo de 40g/L, soro de leite acido
concentrado e agua de maceracdo de milho em diferentes concentracdes. A fermentacdo foi
conduzida em Erlenmeyers, em incubadora SHAKER refrigerada (Solab, modelo SL-223),
sem agitacdo, a 37°C, com duracdo de 120 h, sendo retiradas amostras de 15 mL de meio a
cada 24 h, que posteriormente foram centrifugadas e os sobrenadantes congelados para
analises cromatograficas. Além disso, nos tempos de Oh e 120h foram retiradas amostras do
meio de fermentacdo para avaliar o crescimento celular por meio de plagueamento em
superficie.

Foi realizado delineamento composto central rotacional (DCCR) com as variaveis
concentracdo de lactose (x1) e concentracdo de agua de maceracdo de milho (x2), conforme
metodologia preconizada por RODRIGUES & IEMMA (2012). A faixa de variagdo das
varidveis independentes encontra-se na Tabela 1. As variaveis respostas sdo a producdo do
acido propionico e a contagem total das bactérias.

TABELA 1- Relacéo entre valores codificados e reais das variaveis independentes do DCCR

Variaveis -1,41 -1 0 1 1,41
x1 (C lactose — g/L) 26 30 40 50 54
x2 (C AMM - g/L) 15 25 40 55 65

2.3. Métodos analiticos

Organismos_viaveis: Para a determinagdo dos organismos vidveis foi utilizado o
método de plaqueamento em superficie em caldo agar lactato, proposto por HARRIGAN &
MC CANCE (1976). As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose, posteriormente
deixadas em estufa microbioldgica a 37°C por 120 horas. O fator de crescimento celular (FC)
foi determinado utilizando a Equacgéo 1:

Fe = C final
" C inicial (1)

Sendo “C” o ntimero de células viaveis totais em logUFC/mL.

Determinacdo dos &cidos orgénicos: Os é&cidos organicos foram identificados e
guantificados por Cromatografia Liquida de Alta Frequéncia (CLAE), em cromatdgrafo
Shimadzu, com detector de condutividade (CDD-6%), polaridade +, utilizando uma pré coluna
SHIM-PACK SPR-H(G) (50 mm x 7,8 mm), conforme metodologia adotada por NGOME et
al. (2017).

Os paré@metros da producdo foram determinados pelas Equacgoes 2, 3 e 4:
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PAP = [AP]final — [AP]inicial (2
PAL = [AL]final — [AL]inicial 3)
PAA =[AA]final — [AA]inicial 4)

Sendo “PAP” a produgao de acido propionico em g/L, “[AP]” a concentragdo de acido
propionico em g/L, “PAL” a producao de acido latico em g/L, “[AL]” a concentracdo de acido
latico em g/L, “PAA” a producao de acido acético em g/L e “[AA]” a concentragdo de acido
aceético.

Analise estatistica: A andlise estatistica dos resultados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia, avaliacdo de efeitos (p-valor < 0,05) e avaliacdo da regressao utilizando
pacote estatistico Statistica v. 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
Na Tabela 2, séo apresentados os resultados do DCCR.

TABELA 2 - Resultados do DCCR

Trat. x1(g/L) x2(g/L) PAP(g/L) PAL(g/L) PAA(g/L) FC
1 1 1 6,23 35,24 0,26 1,27
2 -1 1 1,77 18,41 2,05 1,17
3 1 -1 1,67 31,81 2,22 1,23
4 -1 -1 3,62 15,16 3,24 1,27
5 0 0 1,50 26,25 1,62 1,42
6 0 0 1,77 24,93 2,11 1,34
7 0 0 1,51 25,83 1,88 1,50
8 0 0 1,87 24,12 3,00 1,40
9 -1,41 0 2,76 14,33 2,28 1,14
10 1,41 0 2,60 34,87 1,12 1,30
11 0 -1,41 2,62 22,61 2,42 1,26
12 0 1,41 6,84 26,69 1,67 1,28

Trat. — tratamento, x1 - C lactose, x2 - C AMM, PAP - Produc&o de acido de propidnico, PAL
— Producéo de acido latico, PAA — Producéo de acido acético e FC — Fator de crescimento

Pode-se observar na Tabela 2 que as producdes de &cido propibnico, latico e acético
variaram de 1,50 g/L (tratamento 5) a 6,84 g/L (tratamento 12), de 14,33 g/L (tratamento 9) a
35,24 g/L (tratamento 1) e de 0,26 g/L (tratamento 1) a 3,24 g/L (tratamento 4),
respectivamente. Verifica-se que houve efeitos estatisticamente significativos nas variaveis
dependentes, para um nivel de significancia de 5% (p<0,05) em alguns efeitos analisados, que
estdo apresentados na Tabela 3. Isto revela que as producdes dos acidos foram afetadas pela
concentracdo de lactose e AMM. Pode-se observar que a producéo de acido propionico foi
afetada pela concentracdo de 4gua de maceracédo e a producédo de acido latico, acético e o FC
foram afetados pelas duas variaveis.
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TABELA 3 - Coeficientes da regressao para producdo de acido propidnico (PAP),
latico (PAL) e acético (PAA) apo6s 120 h e do fator de crescimento (FC)

PAP PAL PAA FC
Fatores Efeitos p Efeitos p Efeitos p Efeitos p
Média 166 0,00 2528 0,00 215 0,00 141 0,00
(1)Lac(g/L)(L) 0,28 027 782 000 -055 0,02 003 0,08
Lac(g/L)(Q) 041 017 -020 o061 -0,22 0,36 -0,10 0,00

(2)AMM (g/L)(L) 1,08 000 155 000 -052 003 0,00 0,85
AMM (g/L)(Q) 144 000 -018 065 -003 087 -007 0,01
1L by 2L 1,60 000 004 092 -019 050 003 022

O teste de Fisher mostrou que o ajuste da regressdo é adequado, uma vez que F
calculado é maior que o F tabelado, para as producdes dos acidos propionico e latico e para o
FC, mas ndo para a producdo de acido acético. Portanto plotou-se somente as curvas de
contorno para producdes de &cido propidnico e latico e o FC, mostrados na Figura 1.

Figura 1 - Influéncia da concentracdo de lactose e agua de maceracdo de milho na
producdo de &cido propibnico (a), acido latico (b) e FC (c).
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O tratamento 12, com concentracdes de 40 g/L de lactose e 65 g/L de AMM, foi o que
apresentou a maior producdo de &cido propionico (6,84 g/L). O valor encontrado é similar aos
obtidos em alguns trabalhos publicados. Experimentos realizados por TELES (2016)
apresentaram 0,40 g/L, utilizando somente a Propionibacterium acidipropionici, porém com
outro substrato. Os resultados NGOME et al. (2017) apresentram produgdo de 3,78 g/L,
utilizando Propionibacterium freudenreichii para fermentar soro de leite e AMM. A curva de
contorno para producdo de &cido propidnico apresentada na Figura 1(a) mostra que
concentragdes acima de 50 g/L de AMM e acima de 45 g/L de lactose favorecem a sua
produgéo.

A curva de contorno para producdo de acido latico, ilustrada na Figura 1(b), mostra
que para maiores concentraces de lactose, acima de 45 g/L, ha maior producdo de acido
latico. O aumento da concentracdo de AMM tem efeito positivo, mas com menor influéncia
sobre producéo de acido latico. A curva de contorno para o fator de crescimento, apresentada
na Figura 1(c), mostra que ha maior crescimento das bactérias em concentragdes proximas de
40 g/L, tanto para AMM, como para lactose.



AAALAVYY
CONGRESSO BRASILEIRO ASALL AL
DE ENGENHARIA QUIMICA EM A A AA_Y
INICIAGAO CIENTIFICA s AN
21-24 Julho de 2019 ?X V4
Uberléndia/MG Xu

v AAT VY

4. CONCLUSAO

De acordo com variaveis resposta, pode-se observar que houve maior eficiéncia do
processo quando o meio de fermentacdo apresentou concentragdes de lactose maiores que 50
g/L e concentracGes de agua de maceracdo de milho acima de 45 g/L, pois houve maior
producdo de acido propidnico. O tratamento 12 foi 0 que apresentou a maior concentracdo de
acido propionico (6,84g/L).
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