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RESUMO. O acido latico é considerado uma "commoditie” de ampla aplicacdo
industrial, com 90% da producdo mundial resultado de processo fermentativo. A forma
isomérica D(-) latico e suas aplicaces tém sido pouco exploradas, embora apresente
um grande potencial na producdo de biopolimeros. Inicialmente, foram alcangados
5,11 g/L de biomassa celular e 17 g/L de &cido latico a partir da fermentacdo do meio
comercial MRS pela linhagem Lactobacillus corynifomis torquens. No seguinte,
buscando a reducdo da quantidade de componentes do meio sintético, foi desenvolvido
um planejamento de Plackett Burman, o qual promoveu a producdo de biomassa entre
os valores de 0,83 g/L e 3,56 g/L. Os componentes que apresentaram maior influéncia
nos ensaios, sendo selecionados para posteriores otimizacbes, foram o0s seguintes:
extrato de carne, glicose, acetato de sédio, sulfato de magnésio e extrato de levedura.
Adicionalmente, foi desenvolvido um planejamento fatorial completo, avaliando a
agitacdo (rpm), o percentual de inoculo (v/v) e a concentracgdo inicial de glicose (g/L).
Além da avaliacdo das condi¢cdes do processo, 0s ensaios também indicaram alguns
inibidores, tais como, a acidificacdo do pH, bem como elevados niveis de substrato.
Cabe ressaltar que, no segundo planejamento as células foram inoculadas no meio
reduzido sem qualquer etapa de aclimatacéo, alcancando 9,45 g/L de acido D(-) latico
através de processo descontinuo, durante 24 horas a temperatura de 37°C.

1. INTRODUCAO

O é&cido latico (&cido 2-hidroxipropionico) € um acido organico carboxilico de grande
importancia com aplica¢Bes nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética, téxtil e quimica,
descoberto em 1780 pelo quimico Carl Wilhelm Scheele (Abdel et al., 2011). Atualmente, devido
as suas caracteristicas de biodegradacdo, a sua utilizagdo como intermediario na producdo de
plasticos biodegradaveis poly lactic acid PLA € uma das aplicacbes que apresentam maior
interesse industrial (Nampoothiri et al., 2010), com a demanda estimada entre 130000-150000
toneladas por ano (Li et al.,2010; Sauer et al.., 2007).
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O é&cido latico ocorre em duas formas isoméricas, acido L (+) latico e acido D (-) latico e
pode ser obtido por sintese quimica, tendo como produto uma mistura racémica; como também
pode ser obtido pela acdo fermentativa de bacterias, fungos e leveduras, onde, dependendo do
microrganismo e das condi¢cdes de operacdo serd gerado um produto opticamente puro L(+) ou
D(-) acido latico (Narayan et al., 2004; Li et al., 2010). Os processos fermentativos representam
90% da producdo mundial, sendo mais vantajosos, em sua maioria, através da fermentagdo
descontinua (Hofvendahl & Hahn, 2000), devido a possibilidade de utilizar substratos de baixo
custo, além da reducdo da temperatura do processo (Gao et al., 2011) . Ressalta-se, porém, que a
sintese microbiana de acido L (+) latico tem sido extensivamente pesquisada e reportada, inclusive
a partir de substratos alternativos, enquanto a producdo do &cido D (-) latico e suas aplicacdes tem
sido pouco explorada (Nakano et al., 2012).

As bactérias laticas do género Lactobacillus sdo muito exigentes quanto as condicdes de
crescimento, tendo necessidade de fontes de nitrogénio, vitaminas e sais minerais, devido a sua
habilidade biossintética limitada (Wee et al., 2006). O metabolismo das bactérias laticas pode
apresentar duas rotas principais, a homofermentativa, onde o consumo das hexoses ocorre através
da via Embden-Meyerhof, a qual converte 1 mol de hexoses em 2 moles de &cido latico e 2 moles
de ATP; e a heterofermentativa, onde o consumo das hexoses e pentoses ocorre pelas vias
fosfogluconato/ fosfocetolase com a formacdo de quantidades equimolares de acido latico, etanol
e/ou acido acético, gas carbonico e ATP (Li et al., 2010; Hofvendahl e Hahn, 2000).

Neste contexto, no que tange a reducdo de custos para o processo de producédo de acido D(-)
latico, torna-se evidente a importancia de se estabelecer um meio de cultivo reduzido, o qual, junto
com a determinacdo das melhores condi¢des operacionais, permita ter um processo mais eficiente,
visando a possibilidade do uso de os materiais lignocelul6sicos como matéria prima.

2. MATERIAIS E METODOS

Microrganismo: a linhagem Lactobacillus coryniformis sp. torquens utilizada neste
trabalho foi obtida do banco de amostras ATCC 25600. O inoculo foi ativado em meio MRS
comercial (manga-Rogosa-Sharpe) na concentracédo inicial de 10% (v/v), a 37°C sob agitacéo
de 120 rpm, em condic¢des anaerobias - mediante injecdo de CO, e N,- por 12 horas. Para a
conservacdo, as células foram mantidas em placas de petri (adicionadas de meio liquido
MRS-Agar), em ultra-freezer a -80°C (adicionadas de meio liquido MRS/ glicerol 50%) e
através de repiques periodicos em meio liquido.

Meios de cultivo e fermentacdo: O meio MRS empregado para o crescimento constitui-se
dos seguintes componentes (g/L): peptona, 10; extrato de carne, 10; extrato de levedura, 5; glicose
20; tween-80, 1; citrato de aménia , 2; acetato de sddio, 5; sulfato de magnésio, 0,1; sulfato de
manganés, 0.05 e fostato dipotasico, 2. Posteriormente, foram realizadas modificacfes na
composicao do meio para as avaliagdes experimentais.

Planejamentos experimentais: a ferramenta Desing- Expert 9.0.2 foi empregada para
estabelecer os planejamentos e desenvolver a andlise estatistica. A metodologia Plackett-

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 2



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

Burman foi utilizada para o screening e selecdo dos principais componentes do meio MRS,
através de variagOes de tais concentragfes. No seguinte, buscando a avaliagdo das condi¢Ges
de crescimento, fermentacdo e possiveis inibicbes do processo, foi desenvolvido um
planejamento fatorial completo 2°, onde os parametros analisados foram a agitaco (rpm), o
inoculo % (v/v) e o conteldo inicial de glicose (g/L). Esse planejamento foi desenvolvido a
partir dos componentes resultantes do Plackett-Burman, sendo modificado o contetdo de
glicose inicial em trés diferentes concentracGes, conforme sera mostrado na secdo de
Resultados & Discussao. Os ensaios foram conduzidos por processo descontinuo, em frascos
agitados com volume de trabalho de 50 mL, sem controle de pH, durante 24 horas a
temperatura de 37°C em condic¢des anaerdbias.

Determinacgdes analiticas: as concentracdes de substrato e produtos foram quantificadas
pelo método analitico de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando o sistema
cromatografico (WATERS). A identificagdo do isdbmero optico D(-) latico foi feita por
cromatografia quiral, através do detector ultra-violeta (UV/VIS) - 254nm e fase movel
CuS0,40,001mol/L. A producdo de biomassa foi determinada pela técnica do peso seco
correlacionada com a medida da absorbancia (densidade dptica) em espectrofotdmetro UV-
1800 Shimadzu a 600 nm.

3. RESULTADOS

As etapas de crescimento e propagacao foram desenvolvidas em meio de crescimento
comercial MRS (concentracdo inicial de glicose 20 g/L), o qual € rico em componentes
nutricionais. Contudo, uma vez que esse caldo apresenta um elevado valor comercial,
tornando o seu uso em escala industrial inviavel, o presente estudo buscou pela reducdo de
tais componentes, bem como pela otimizacdo do meio de cultivo e fermentacdo. Inicialmente,
0 microrganismo apresentou uma fase de adaptacdo de trés horas, seguida da propagacéo,
alcancando a densidade celular de 4,42 g/L e 5,11 g/L, assim como 17,29 g/L e 16, 35 g/L de
acido latico, respectivamente. O perfil de producdo do microrganismo L. coryniformis
torquens corresponde com o associado ao crescimento celular, sendo o acido D(-) latico o
principal produto, identificado mediante cromatografia quiral como se presenta na figura 1.

a.  Cromatograma padrdo dos isomeros do acido b. Acido D(-) latico produzido por Lactobacillus
latico (coluna quiral) coryniformis sp. torquens (identificacio pela
cromatografia quiral)
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Figura 1 — Identificacdo do isémero D(-) latico por cromatografia quiral
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3.1. Efeitos dos componentes do meio na producao do acido latico

A tabela 1 apresenta os resultados de crescimento celular de acordo com o planejamento
desenvolvido para avalicdo do efeito dos 10 componentes do meio sintético, através de um
nivel de confianca de 95 %. O extrato de carne, a glicose, o acetato de sodio e o sulfato de
magnésio foram considerados os mais significativos de acordo com os resultados estatisticos
apresentados na tabela 2, que mostra o efeito e a porcentagem de contribuicdo de cada
componente.

Tabela 1- Planejamento Plackett-Burman para avaliacdo dos componentes do meio

Experimento F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 Fio p1 Densidade
celular (g/L)
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 175
2 1 1 1 1 1 1 1 1 -1 -1 1 2.30
3 4 1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 234
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 -1 243
5 1 1 1 1 1 -1 1 -1 -1 1 1 0,83
6 0 o 0 ©0 0 0 0 0 0 0 0 261
7 1 1 1 1 -1 1 1 1 1 1 1 233
8 1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 1 3,56
9 1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 1,95
10 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 232
11 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 121
12 -1 1 1 1 1 1 -1 1 1 1 1 273
13 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 201
14 1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 123
15 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 -1 0,92

Nota: os valores apresentados correspondem ao tempo 24 hr para todos 0s experimentos

Tabela 2- Resultados estatisticos para metodologia Plackett Burman

Niveis reais Resultados Estatisticos
Fatores avaliados (g/L) 1 0 1 Efeito Suma de % de
Stdized quadrados  contribui¢cdo
F1 Peptona 1,000 5,500 10,000 | -0,30 0,26 3,41
F2 Extrato de carne 1,000 5,500 10,000 0,80 1,90 24,60
F3 Extrato de levedura 0,500 2,750 5,000 0,050  7,500E-0003 0,097
F4 Glicose 10,000 25,000 40,000 0,78 1,84 23,78
F5 Polisorbato 0,100 0,550 1,000 | -0,027 2,133E-003 0,028
F6 Citrato de amonia 0,200 1,100 2,000 -0,25 0,18 2,36
F7 Acetato de sodio 0,500 2,750 5,000 0,97 2,84 36,72
F8 Sulfato de magnésio 0,010 0,055 0,010 0,24 0,17 2,17
F9 Sulfato de manganés 0,025 0,038 0,050 | -0,033  3,333E-003 0,043
F10 Fosfato dipotassico 0,200 1,100 2,000 0,11 0,036 0,47

O extrato de carne, um dos fatores que apresentou significancia estatistica, € uma fonte
de nitrogénio complexa com custo econdmico considerdvel, mas contribui na redugdo do
tempo de producéo (Chauhan et al., 2007), favorecendo a produtividade do processo, além de
conter vitaminas B que suprem os requerimentos nutricionais. Uma vez que as baterias do

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

género Lactobacilluss tém necessidades nutricionais complexas por sua habilidade
biossintética limitada (Wee et al., 2006). Uma vez que as baterias do género Lactobacilluss
tém necessidades nutricionais complexas por sua habilidade biossintética limitada (Wee et al.,
2006). O extrato de levedura foi incluso na selecdo de componentes por ser fonte de
vitaminas, aminoacidos e fonte de nitrogénio adicional ao extrato de carne, mesmo néo tendo
sido indicado pelo planejamento. Neste trabalho, a peptona néo se mostrou significativa para a
producdo de acido latico utilizando o microrganismo em estudo, diferente do que foi
reportado por Chauhan et al. (2007) para as linhagens Lactobacillus plantarum NCIM 2084 e
Lactobacillus sp. KCP01, o que poderia favorecer economicamente 0 processo de producédo
de acido latico.

A falta de controle do pH reduz a producdo do acido latico por Lactobacillus
coryniformis torquens, portanto, é necessaria a manutencdo do mesmo em torno de 5,0-7,0
(Hofvendahl e Hahn, 2000). Desta forma, como os ensaios foram desenvolvidos sem o
controle deste fator, o processo foi iniciado com o pH neutro e finalizado em torno de 3, valor
fortemente acido e inibindo o metabolismo celular (Hofvendahl e Hahn, 2000 e Abdel et al.,
2011). Ademais, os valores de crescimento celular foram reduzidos em comparacdo ao meio
comercial, o que aponta para sensibilidade do microrganismo a variacdo das concentracdes
dos nutrientes; sendo necessarias posteriores etapas de adaptacdo ao meio reduzido com o fim
de aumentar o crescimento celular e, conseguintemente, a producdo do acido D(-) latico.

3.2. Condig0es de crescimento e fermentacao

Os resultados do planejamento fatorial para avaliacdo das condi¢des de crescimento,
fermentacdo e possivel inibicdo pelo substrato se apresentam na tabela 3. O melhor resultado
corresponde ao experimento 5 (glicose inicial de 20 g/L, sem agitacdo e inoculo de 10% v/v),
alcancando a densidade celular de 2,13 (g/L) e producdo de acido D(-) latico de 9,45 (g/L). A
menor producdo ocorreu no experimento 4 (glicose inicial de 70 g/L, agitacdo de 200 rpm e
inoculo de 5% v/v).

Tabela 3- Crescimento celular e producéo de acido D(-) em processo descontinuo

Experimento . _G_Iicose Agitacdo Inoculo  Densidade ) Acido Acid_o latico

inicial (g/L) rpm %(v/v) celular (g/L) latico (g/L) predito (g/L)
1 20 0 5 1,97 9,10 8,96
2 70 0 5 1,84 7,38 7,42
3 20 200 5 2,12 6,98 7,20
4 70 200 5 1,94 6,76 6,64
5 20 0 10 2,13 9,45 9,59
6 70 0 10 1,87 8,08 8,04
7 20 200 10 1,93 8,04 7,82
8 70 200 10 1,93 7,15 7,27
9 45 100 7,5 2,03 7,88 7,71
10 45 100 7,5 1,96 7,47 7,71
11 45 100 7,5 1,91 7,77 7,71

Nota: os valores apresentados correspondem ao tempo 24 hr para todos 0s experimentos
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Tendo como resposta a producdo do acido D(-) latico, a andlise estatistica mediante a
ferramenta Desing- Expert 9.0.2, mostra que os trés fatores avaliados -glicose inicial do
processo, agitacdo e percentual de inoculo- tém influéncia significativa, assim como a
interacdo glicose-inoculo, mostrando que os fatores ndo trabalham de forma totalmente
independente (tabela 4).

Tabela 4- Resultados estatisticos para planejamento fatorial

Fonte Efeito Stdized qiggln;gﬁs conffi)bdlfigéo
A- Glicose -1.05 2.21 31.45
B- Agitacédo -1.27 3.23 46.01

C-Inoculo 0.63 0.78 11.14
A-B 0.50 0.49 6.99
A-C -0.080 0.013 0.18
B-C 0.10 0.020 0.29

A-B-C -0.26 0.13 1.85

Curvatura -0.17 0.056 0.80

Lack of Fit -1.05 0.000 0.000

Erro puro -1.27 0.090 1.28

A analise de variancia (ANOVA) tendo em conta os fatores A, B, C e a interacdo A-B
(glicose, agitacdo, inoculo e glicose-agitacdo, respectivamente) foi desenvolvido para
descrever a relacdo entre as variaveis e suas respostas na producédo de acido latico, nas faixas
avaliadas. Os resultados na tabela 5 mostram que o modelo, assim como os fatores, sdo
significativos, pois apresentaram “Prob > F” menor de 0,005; 0s pontos centrais estdo
inclusos no modelo, tendo o valor de Fisher para Lack of Fit de 1,22, sem significancia em
relacdo ao erro puro; a curvatura ndo apresentou significancia, ndo sendo incluida no modelo.

Tabela 5. Resultados do ANOVA para producdo de acido D(-) latico

Fonte quacrados 9 “médio VAUF  propsr

Model 6.70 4 1.68 32.50 0.0003
A-Glicose 2.21 1 2.21 42.77 0.0006
B-Agitacdo 3.23 1 3.23 62.57 0.0002
C-Inoculo 0.78 1 0.78 15.15 0.0081

AB 0.49 1 0.49 9.50 0.0216
Residual 0.31 6 0.052 - -
Lack of Fit 0.22 4 0.055 1.22 0.4975
Erro puro 0.090 2 0.045 - -
Cor Total 7.01 10 - - -

O modelo de regressao gerado para producdo de acido latico (equacéo 1) apresentou
0,9559 de R% 0,9265de R? ajustado; assim como R* Predito de 0,8255, indicando bom
comportamento para predicdo nas faixas avaliadas como se indica nos valores preditos
apresentados na tabela 3.
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Acido Latico=8.91-0,03A-0,01 B + 0,13 C + 9,90E-005 AB (1)

Os resultados da tabela 3 mostram que, para a faixa avaliada de glicose inicial, o
microrganismo Lactobacillus coryniformis sp. torquens apresentou uma queda na producéo
do acido D(-) latico, bem como da densidade celular para as concentra¢fes mais elevadas de
glicose, em 70 g/L. Quando comparadas a performance do microrganismo em menores
valores desse agucar, em 20 g/L, sob as mesmas condi¢des de agitagdo e adi¢do de inoculo,
houve uma reducéo de 9.45¢/L para 8.08¢/L na producéo do &cido latico, simultaneamente ao
aumento da concentracdo de glicose do menor nivel para o0 maior nivel do planejamento. Este
comportamento pode ser atribuido a uma possivel inibicdo pelo substrato, conforme ja foi
relatado na literatura por Abdel et al., 2011.

Os motivo pelos quais houve uma reducdo na producao de acido D(-) latico podem estar
relacionados a falta de controle de pH, assim como a elevada necessidade nutricional
requerida pelo microrganismo em questéo, conforme descrito nos resultados do planejamento
Plackett-Burman. Neste contexto, a acidificacdo do meio prejudicou a producédo de biomassa
devido a inibicdo pelos produtos formados, os quais afetam severamente o metabolismo
celular. Adicionalmente, os ensaios foram realizados a partir de um meio de fermentacéo
reduzido, cuja composicdo e concentracdo (g/L) dos nutrientes apresentam-se a seguir: extrato
de carne, 10; extrato de levedura, 5; acetato de sddio, 5; sulfato de magnésio, 0,1; com
concentracdo inicial de glicose na faixa avaliada entre 20 e 70, sem qualquer adaptacdo as novas
concentragdes nutricionais sendo afeitada a capacidade de crescimento e producdo do
microrganismo.

Futuramente, os componentes selecionados serdo otimizados mediante planejamentos
fatoriais fracionados ou rotacionais com pontos centrais, tendo assim um meio que atenda as
necessidades nutricionais do microrganismo e permita a reducdo de custos na producao industrial.
Junto com a reducdo e otimizacdo dos componentes do meio, é necessaria a utilizacdo de
substratos alternativos como fontes de carbono onde a producdo de acido latico vai depender do
tipo de acgucar, microrganismo e tipo de processo (Hofvendahl e Hahn, 2000), para o caso do
Lactobacillus coryniformis sp. torquens, a producdo do acido D(-) latico segue a rota
homofermentativa sendo o agUcar fermentavel, a glicose. Tendo esta referencia, 0os materiais
lignocelulésicos como o bagago de cana, cuja fracdo de celulose ocorre torno de 36%, se
apresentam como alternativa para producdo de acido latico de segunda geracéo.

4. CONCLUSOES

O controle do pH mostrou-se essencial para aumentar a producao do acido latico, pois a
producdo associada ao crescimento é fortemente inibida pela redu¢cdo do mesmo,
consequéncia da formacédo do produto, sendo necessaria a adi¢do de uma solu¢do com o pH
basico, no intuito de manter a viabilidade celular, elevando assim, a produtividade
volumétrica do processo.
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A exigente necessidade nutricional do microrganismo em estudo se reflexa em baixas
producdes de &cido latico em meios reduzidos, sendo necessarios novos planejamentos para
aperfeicoar as concentracdes dos componentes do meio - extrato de carne, glicose, acetato de
sodio, sulfato de magnésio e extrato de levedura- resultantes da metodologia Plackett-
Burman. Simultaneamente, sdo necesséarias etapas de aclimatacdo no intuito de promover
melhor adaptacdo da linhagem ao novo meio, promovendo maiores concentragdes de
biomassa e de produto.

O fato da bactéria Lactobacillus coryniformis sp. torquens ter apresentado crescimento
significativo com a auséncia de agitacdo orbital € uma vantagem para o processo de producao
industrial, sendo possivel a reducao de custos na etapa de ativacao e propagacao; no entanto, a
agitacdo moderada durante o processo fermentacdo é necessaria para reduzir a formacao de
gradientes de concentracao.
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