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RESUMO - As bactérias laticas (BAL) possuem complexas exigéncias
nutricionais para seu desenvolvimento e produzem o &cido latico (AL) como
produto final. A batata, rica em amido e vitaminas, é uma potencial matéria-prima
a ser utilizada em processos fermentativos, possui grande importancia no
agronegocio brasileiro e apresenta perdas significativas na sua cadeia produtiva.
Assim, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a producdo de AL por 5 espécies de
BAL estudando o efeito do enriquecimento do meio de fermentacdo com 5% de
extrato de levedura (EL) utilizando meios hidrolisados de batata. As fermentagdes
foram conduzidas sem agitacdo em erlenmeyers (37 °C/ 96 h) e a quantificacdo de
AL foi realizada por CLAE. As maiores produgdes foram observadas com as
espécies do género Lactobacillus em meios adicionados de EL. Contudo, a
producdo de AL por Enterococcus faecalis, ndo mostrou ser afetada pelo
enriquecimento do meio, mantendo a mesma produtividade (0,05 g.L™%.h) em
ambas as condicdes e boa producdo de acido latico (5,2 g/L). Tal resultado pode
beneficiar economicamente a producdo de AL, uma vez que reduz os custos
oriundos do enriquecimento do meio fermentativo.

1. INTRODUCAO

As bactérias laticas (BAL) constituem um grupo de organismos heterotroficos
amplamente conhecidos e de extrema importancia comercial. Costumam apresentar
complexas exigéncias nutricionais para o seu desenvolvimento (Reddy et al., 2008) e sdo
unidas por diversas caracteristicas morfoldgicas, metabolicas e fisioldgicas (Salminen et al.,
2004). As BAL obtém energia, por meio da fermentacéo de agucares e o acido latico (AL) é o
principal produto final do metabolismo da glicose pela via homofermentativa (Reddy et al.,
2008). Visando um maior rendimento na producdo do AL, alguns pesquisadores tém
suplementado o meio de cultivo com fontes de nitrogénio (Altaf et al., 2007; Lima et al.,
2009) que possam atender as necessidades nutricionais das BAL e, consequentemente,
aumentar a producdo. Dentre as fontes de nitrogénio utilizadas, estd o extrato de levedura
(Mi-Young et al., 2003; Oliveira et al., 2009).

O 4cido latico (AL) é um acido organico produzido principalmente por fermentacéo ou
por sintese quimica (Vijayakumar et al., 2008). Sua obtencdo por fermentagdo microbiana
apresenta vantagens significativas, como o emprego de recursos renovaveis ricos em
nutrientes, como a batata (John et al., 2007). A batata € um tubérculo muito consumido em
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todos os continentes (Pereira, 2008), € rica em amido e possui alto valor nutricional. No
Brasil, o maior estado produtor de batata é Minas Gerais (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, 2013). Entretanto, a bataticultura brasileira apresenta problemas na sua cadeia
produtiva, pelas rigorosas exigéncias do consumidor quanto a aparéncia externa do tubérculo,
fazendo com que parte significativa de toda a producdo nacional seja descartada com
frequéncia (Tavares, 2009). Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
producdo de AL por 5 espécies de BAL estudando o efeito do enriquecimento do meio de
fermentacdo com 5% de extrato de levedura (EL) utilizando meios hidrolisados de batata.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtencédo e Manutencéo dos Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram cedidos pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(FioCruz/RJ) e de acordo com o acervo disponivel, foram selecionadas as espécies com
producdo de L(+) &cido latico ja relatada: Enterococcus durans (ATCC 6056), E. faecalis
(ATCC 29212), Lactobacillus plantarum (ATCC 10012), L. rhamnosus (ATCC 9595) e
Streptococcus mutans (ATCC 25175). Uma vez que os microrganismos foram adquiridos na
forma liofilizada, uma etapa de ativacéo (37 °C/ 48 h) em caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe
- Himédia®) estéril (121 °C/15 min) foi necessaria. A temperatura utilizada é considerada
Otima para as BAL (Salminen et al., 2004). Subsequente a ativacdo das bactérias foi realizada
a propagacdo dos microrganismos e a preparacdo da cultura estoque em glicerol.

2.2. Preparo do Indculo e do Meio de Fermentacgéao

Com base na correlacdo absorbancia e numero de células vidveis, estabelecida por meio
das curvas de crescimento, determinou-se os volumes de indculo a ser transferido para o meio
de fermentacdo: 1 % v/v (L. plantarum e L. rhamnosus) e 10 % v/v (E. durans, E. faecalis e S.
mutans) ambos correspondente a uma contagem entre 10’ e 10®° UFC.mLpara inicio da
fermentacao

Batatas da espécie Solanum tuberosum ssp. tuberosum, cultivar Agata, foram lavadas,
secas, descascadas, picadas e trituradas em liquidificador industrial (cerca de 5 min). A polpa
foi armazenada em sacos hermeticamente fechados (1 kg/saco) em temperatura de
congelamento para posterior utilizacdo. A obtencdo do hidrolisado, se deu primeiramente pela
homogeneizacdo de 330 g de polpa de batata em 670 mL de &gua destilada. O volume total da
mistura sofreu processo de hidrolise enziméatica do amido realizado em duas etapas, utilizando
as enzimas oa-amilase e amiloglicosidase, conforme a metodologia descrita por Pavlak et
al.,(2011). Concluida a etapa de hidrdlise, a mistura foi arrefecida e acrescida ou ndo de 5 %
(v/v) de EL. O pH foi ajustado para a faixa Otima de atuacdo das BAL, entre 5 e 7
(Vijayakumar et al., 2008), o mosto foi esterilizado (121 °C/15 min), resfriado e adicionado
de indéculo (1% ou 10%). As fermentacOes foram conduzidas em estufa BOD sem agitacdo a
37 °C/96 h, dentro de erlenmeyers vedados com algoddo. Foram retirados do mosto
aproximadamente 15 mL de amostra a cada 12 h. As amostras foram centrifugadas (2260 g/30
min), o sedimentado foi descartado e o sobrenadante foi congelado e armazenado para
analises posteriores. Todos os processos fermentativos foram realizados em triplicata. As
enzimas utilizadas nesta pesquisa foram doadas pela empresa Romerlabs
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2.3. Metodologia Analitica

As andlises realizadas foram executadas em triplicata, e seus resultados expressam a
meédia desses valores.

Caracterizacdo da matéria-prima: A umidade e a composi¢do centesimal da polpa de batata
foram determinadas conforme a AOAC International (2012) e o Instituto Adolfo Lutz (2008),
e o teor de amido seguiu a metodologia de Somogyi modificado por Nelson (1944).

Determinacdo do pH e acidez tituldvel: O pH das amostras foram medidos com auxilio de
potenciébmetro digital de bancada. A acidez titulavel foi determinada conforme a AOAC
International, (2012). O ponto de viragem da titulacdo se deu quando a amostra atingia pH
préximo a 8,3 (Plata-Oviedo, 1998).

Quantificacdo e produtividade de AL: As amostras foram filtradas atraves de filtros de seringa
(0,22 um de porosidade e 25 mm de diametro) e diluidas com agua deionizada antes da
andlise. Foi utilizado cromatégrafo (Shimadzu) equipado com detector de condutividade
(CDD-6A), polaridade +, uma pré-coluna SHIM-PACK SPR-H(G) (50 mm x 7.8 mm) e duas
colunas em série SHIM-PACK SPR-H (250 mm x 7.8 mm). A fase mdvel foi uma mistura de
16 mM de Bis-Tris, 4 mM de &cido p-tolueno sulfonico e 100 uM de EDTA; com fluxo de 0,8
mL/min. O volume injetado da amostra foi de 20 uL ¢ a temperatura de inje¢do 45 °C. A
quantificacdo do AL foi determinada pela comparacdo dos tempos de retencdo dos picos e
curva de calibracdo de padrdo de AL (Sigma®). A produtividade do processo se deu pela
divisdo de AL produzido e o tempo de fermentacdo (Oliveira et al., 2009).

Contagem de células viaveis: Utilizou-se plagueamento em profundidade ("pour plate"). As
amostras foram diluidas decimalmente em &gua peptonada 0,1 % (m/v) e uma aliquota de 1
mL de cada dilui¢do foi distribuida em placas de petri e homogeneizada no meio de cultura
4gar MRS (Himédia®). As placas foram incubadas a 37 °C /72 h (Tebaldi et al., 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo quimica da polpa de batata utilizada nesse estudo para amido, cinzas, fibra,
lipideos, proteina e umidade foi de 8,17; 0,72; 0,6; 0,14; 2,25 e 85,65% m/m, respectivamente é
proxima as relatadas por outros autores (Evangelista et al., 2011; Nucleo de Estudos e Pesquisas
em Alimentos, 2006).

3.1. Estudo Cinético do pH e Acidez das Fermentac6es

O pH inicial dos meios de fermentativos estava dentro do intervalo 6timo para atividade
metabolica das BAL, entre 5 e 7 (Vijayakumar et al. 2008), proporcionando condi¢6es
adequadas para a producao do AL. O menor pH final em meio sem EL foi observado para E.
faecalis, L. rhamnosus e L. plantarum, entre 3,11 e 3,33. S. mutans obteve a menor variacao
de pH, com valor final de 4,26, seguido de E. durans (3,75), como mostra a Figura 1a. No
decorrer do processo fermentativo, as espécies do género Lactobacillus acompanhados por E.
faecalis mostraram aumento gradativo na producdo de acidos, enquanto que as demais
produziram pouco &cidos organicos. As maiores produgdes foram obtidas por E. faecalis
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(9,45 %), L. plantarum (9,36 %) e L. rhamnosus (7,95 %), que atingiram ap6s 96 horas,

acidez final de 12,24, 12,00 e 9,93 %, respectivamente (Figura 1b).
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Figura 1 — Cinética do pH (a) e da producéo de acidos organicos totais (b) em meios
fermentativos sem extbirato de levedura.

Nos meios de fermentagdo com EL (Figura 2), as maiores redugdes de pH também
ocorreram nos meios com E. faecalis, L. rhamnosus e L. plantarum, sendo que o Gltimo
atingiu valor final de 3,79. O pH final de E. durans (4,41) e S. mutans (4,33), nd&o mostraram
diferenca estatisticamente significativa entre si (p<0,05). Nas demais espécies o pH final
oscilou entre 3,79 e 3,9. Independentemente do microrganismo utilizado, o valor do pH se
estabilizou ap6s 36 h de fermentacdo (Figura 2a). A Figura 2b mostra que as maiores
producbes de acidos organicos foram obtidas por L. rhamnosus (15,63 %), L. plantarum
(15,09 %), E. faecalis (10,56 %). Comportamento diferente do apresentado nos meios sem EL
(Figura 1b), onde E. faecalis obteve a maior producao (9,45 %), seguida por e L. plantarum
(9,36 %) e L. rhmanosus (7,95 %).
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Figura 2 — Cinética do pH (a) e da producéo de acidos organicos totais (b) em meios
fermentativos com extrato de levedura.

O pH da fermentacdo pode influenciar diretamente na producdo de AL, pois o0s
microrganismos dependem do pH intra e extra celular, e este afeta a atividade catalitica das
enzimas e 0 seu metabolismo desses seres (Mozzi et al., 2010). Nesse contexto, varios fatores
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sdo relatados para melhorar a eficacia da producao de AL em processos fermentativos BAL,
entre eles estd o controle do pH. E apesar das BAL suportarem baixos valores de pH no meio
fermentativo (Martinez et al., 2013), muitos pesquisadores concluiram que o controle do pH
no processo fermentativo pode aumentar, significativamente, a producdo de AL (Abdel-
Rahman et al., 2013; Mi-Young et al., 2003; Moon et al., 2012). Porém, alguns métodos de
controle de pH, como a adigdo de agentes neutralizantes (Djuki¢-Vukovié¢ et al., 2012),
podem afetar a producdo de AL pelo aumento dos custos de purificacdo, causando
consideraveis problemas ambientais (Martinez et al., 2013).

3.3 Produc&o de Acido Latico

As maiores producdes de AL foram obtidas a partir de meios de cultura com EL e
fermentados por L. rhamnosus, plantarum e E. faecalis (Figura 3).
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Figura 3 - Producdo de &cido latico por bactérias laticas em meio de fermentacédo de polpa de
batata hidrolisada adicionados ou ndo de extrato de levedura.

Os resultados obtidos neste trabalho elucidam a importancia da suplementagdo do meio
de polpa de batata com uma fonte de nitrogénio quando se visa a maior producdo de AL. A
adicdo de EL no meio de fermentacdo proporcionou o aumento de 3,6 para 7,95 g/L na
producdo de AL por L. rhamnosus (Figura 3). Segundo Mi-Young et al., (2003), o EL satisfaz
as exigéncias nutricionais das BAL. Visto que esses microrganismos apresentam complexas
exigéncias nutricionais para o seu desenvolvimento (Reddy et al., 2008), o enriquecimento
exerce notadamente efeito positivo na producdo de AL pelo aumento no consumo de AR, uma
vez que € de conhecimento prévio que esses microrganismos obtém energia por meio da
fermentagdo de aguUcares.

De acordo com as analises cromatograficas de quantificacdo de AL, verificou-se que a
produtividade é aumentada quando ha adicdo de EL no meio de fermentacdo. Apds 96 h a
maior produtividade (0,08 g.L™*.h™) foi alcancada por L. rhamnosus no meio com EL. No
meio sem EL a maior produtividade foi de E. faecalis (0,05 g.L"".h™). E. faecalis obteve a
mesma produtividade (0,05 g.L>.h) no meio com EL. Vérios autores ja relataram a
importancia do enriquecimento do meio de fermentacdo com uma fonte de nitrogénio, quando
se utilizam BAL no processo, independente do substrato empregado (Altaf et al., 2011; Wee
et al., 2004). Contudo, na Tabela 1 é possivel notar que mesmo com menor producdo de AL
por E. faecalis em relacdo a L. rhamnosus (Figura 3), verifica-se que a adicdo de EL pouco
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influenciou na produtividade de AL pra E. faecalis. Tal resultado pode inferir diretamente nos
custos de producdo do AL, uma vez que este microrganismo dispensou o enriquecimento do
meio nas condicOes testadas, 0 que consequentemente reduz os custos do processo.

3.3 Viabilidade Celular

Os indculos iniciais da maioria dos meios de fermentacéo atingiram contagem entre 10’
e 108 UFC.mL™, e embora estes meios fermentativos tenham atingido baixos valores de pH e
elevada acidez ao longo da fermentagéo, esses fatores ndo influenciaram na viabilidade
celular final, visto que, os microrganismo elevaram em 1 ciclo logaritmico a contagem de
células ou manteve a mesma que inicial ao final do processo em todos 0s meios
fermentativos. Este fato € explicado pela alta tolerancia das BAL a pH menor que 5 (Martinez
et al., 2013), conferindo uma vantagem significativa na utilizacdo desses microrganismos em
processo fermentativos.. O uso de espécies que toleram baixo pH é importante, pois
minimizam o uso de agentes tamponantes, reduzindo os custos e 0s problemas de poluicdo,
além de facilitar os processos de recuperacdo do AL (John; Nampoothiri, 2008).

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a adi¢do de EL no meio fermentativo
hidrolisado de polpa de batata aumenta consideravelmente a producdo de AL. Contudo, E.
faecalis mostrou ndo ter seu metabolismo afetado pela adicdo de 5 % de EL no meio
fermentativo, tal comportamento pode influenciar diretamente os custos de producédo de AL e
propde que esta espécie seja mais estudada a fim de testar novas condic@es a fim de reduzir os
custos de producao.

A maior concentracéo final de AL foi de 7,95 g/L com produtividade de 0,08 g.L™*.h™
apos 96 h de fermentacdo a 37 °C sem agitacdo por L. rhamnosus. A viabilidade celular dos
microrganismos ndo foi influenciada pelas condi¢des fermentativas testadas.
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