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Producao de acido latico por Lactobacillus curvatus,
em fermentacao continua, utilizando melaco de
cana-de-acicar previamente tratado com invertase
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Antdnio Sérgio de Oliveira? & Maria Célia de Oliveira Hauly?

Resumo

O 4cido latico é importante devido s suas indmeras aplica¢des, sendo que a maioria da produc@o mundial
¢ utilizada pela inddstria de alimentos, e o restante utilizado nas indistrias farmac@uticas, téxtil, quimica,
cosmética e outras. Para obten¢d@o do 4cido latico, neste trabalho, utilizou-se a bactéria Lactobacillus
curvatus cultivada em processo continuo. O meio utilizado foi unicamente melago de cana-de-agticar
diluido a 10% (m/v) e submetido a um tratamento prévio com invertase. O meio, apds o tratamento
enzimdtico, apresentou 1,7 % de agticares redutores (AR). Os valores testados de taxa de dilui¢do (D)
foram 0,10; 0,15 e 0,20 h'', sob temperatura constante de 37° C. Durante o estado estaciondrio, as
amostras foram coletadas para medidas de pH, determinagao de agticar redutor, produgio de dcido litico
e biomassa (D.O. em 620nm). O consumo de agticar redutor (AR) foi de 70; 66,5 e 65% para as D= 0,10;
0,15¢0,20 h'', respectivamente. A maior produgido de dcido ldtico (4,7 g/L) foi obtida utilizando D = 0,10
h!, enquanto que D = 0,15 e 0,20 h'! forneceram concentragdes de dcido ldtico de 3,4 e 3,5 g/L,
respectivamente. Assim, L. curvatus obteve maior eficiéncia de conversio de substrato em produto de
55,3 % na taxa de dilui¢@o de 0,10 h'. As leituras (D.O) em 620 nm para biomassa quando D = 0,10 e
0,15 h'! foram iguais a 0,221, enquanto que em D = 0,20 h*, o sistema mostrou tendéncia para lavagem
celular, uma vez que a D.O. foi menor (0,210). Nas condigdes testadas, verificou-se que o melago foi um
bom meio de cultivo para produgio de dcido lético.
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Introducao

O 4cido ldtico é um dcido organico comercialmente importante, devido as suas intimeras aplicagoes.
Cerca de 82% de toda a sua produg@o mundial € utilizada pela indtstria de alimentos, € o restante
usado nas industrias farmacéutica, téxtil, quimica, cosmética e outras (Evangelista & Nikolov, 1996).

A produgio do dcido ldtico pode se dar por sintese quimica ou bioconvers@o pelo processo de
fermentagdo ldtica (Bijan er al., 1998). A produgdo por fermentagio ¢ um método mais vantajoso que
a sintese quimica por ser mais econdmica.

Para obtengdo do dcido ldtico, por via fermentativa, podem ser empregados diversos glicideos,
matérias-primas ricas em glicose, sacarose ou lactose. A escolha do carboidrato a ser bioconvertido
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depende da cepa selecionada, visto que algumas se adaptam melhor em determinadas fontes de
carboidratos do que em outras (Roychoudhury et al., 1995).

Oliveira (1995) testou vérias fontes de carbono na fermentagdo ldtica utilizando Lactobacillus
curvatus, e pdde constatar que este microrganismo nao consome sacarose; por isso, neste trabalho,
utilizou-se da adigio de invertase ao meio, tornando este mais propicio ao desenvolvimento do
microrganismo escolhido.

Uma série de produtos e subprodutos da industria de alimentos e/ou da agroinddstria tém sido
empregados como fonte de substratos para a produgdo de substancias comercialmente importantes,
por serem baratos, abundantes e de qualidade uniforme (Moraes et al., 1991). Residuos e matérias-
primas agroindustriais que contém alto teor de carboidratos podem ser utilizados como substrato para
a fermentagdo ldtica, sendo que os soros de leite e melagos s3o os de maior interesse econdmico.

Considerando que o melago possui cerca de 50% de agticares fermentesciveis, este pode ser
utilizado com sucesso na bioconversdo do dcido l4tico.

O objetivo deste trabalho foi utilizar melago de cana-de-agticar na concentragdo de 10% (m/v),
previamente tratado com invertase, para produgio de dcido ldtico por fermentagdo continua desenvolvida
pelo Lactobacillus curvatus.

Material e Métodos

Material

Microrganismo

Como microrganismo foi utilizado Lactobacillus curvatus, isolado de silagem de milho por Oliveira
(1995).

Meios de cultura
Meio de preservagao
Leite em p6 desengordurado reconstituido em dgua na concentragdo de 10 % (m/v).

Meio para fermentagao
Melago de cana-de-agticar na concentragio de 10% (m/v), previamente tratado com invertase
extraida de levedura de panifica¢do, segundo Nepomuceno (1998).

Métodos

Inoculo

Inéculo de 10% (v/v) foi preparado em melago de cana-de-agticar 10% (m/v), previamer ‘e tratado
com invertase, utilizando-se cultura de L. curvatus ativada em leite. O frasco foi incubacoa37° C
durante o perfodo de 24 horas para ser, posteriormente, inoculado no fermentador.

Preparo do meio de melago de cana-de-agiicar

O melago de cana-de-agtcar foi diluido a 10% (m/v) em dgua destilada. Em seguida, o pH foi
ajustado para o valor de 4,7 e o meio foi incubado com invertase por 20 minutos a 37° C. A propor¢ao
utilizada foi de 1:50 (invertase : melaco) Ap6s o perfodo de incubagao, procedeu-se a sua inativagdo
através de fervura durante 5 minutos. O pH foi novamente ajustado para o valor 6,2.

Processo fermentativo

A fermentagio foi realizada em meio de melago de cana-de- aglicar na concentragao de 10% (m/
v), previamente tratado com invertase, em processo continuo. Um inSeulo de 10% (v/v) de L. curvatus
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foi adicionado no fermentador. O periodo de adaptagéo foi de 3 horas. Em seguida, foi ligada a bomba
peristéltica, iniciando-se a fermentacZo continua. Durante o processo fermentativo, o fluxo continuo de
meio (taxa de dilui¢cdo) varioude D=0.10; D=0.15e D =0.20 h"'. As amostras foram coletadas,
durante o estado estaciondrio, em diferentes tempos e utilizadas para as medidas de pH; determinagdes
de agtcar redutor, analise de 4cido latico e biomassa.

Determinagdo de pH
O pH foi determinado pelo método potenciométrico de acordo com as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (1985).

Determinagdo do dcido ldtico

a) Preparo das amostras

O 4cido l4tico foi extraido do caldo fermentado de acordo com o método descrito por Silva
(1981).

O padrio utilizado para curva de referéncia foi o lactato de litio 1% (m/v), extraido nas mesmas
condi¢oes.

b) Determinag@o de 4cido ldtico por espectrofotometria

Método do Cloreto Férrico, conforme descrito por Silva (1981).

Determinagao de agiicares redutores
Os agticares redutores foram determinados pelo método de Somogyi (1945) e Nelson (1944).

Determinagao de biomassa
A biomassa foi acompanhada por turbidimetriaem A = 620 nm.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos por Lactobacillus curvatus na fermentac@o continua em meio de melago
de cana-de-agucar tratado com invertase sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: produgdo de 4cido ldtico na fermentagdo de melago 10% (m/v), previamente tratado com
invertase, por Lactobacillus curvatus em cultivo continuo, sob temperatura constante de 37° C.

Taxa de diluigdo PH final AR;(%) AR.(%) AR (%) Acido latico (%) Biomassa (D.O.)

0.10 4.75 1.70 0.51 1.19 0.47 0.221
0.15 4.98 1.70 0.57 1:13 0.34 0.221
0.20 5.00 1.70 0.60 1.10 0.35 0.210

AR, = agticar redutor inicial; AR, = agtcar redutor residual; AR, - agticar redutor consumido

A produgio de écido litico foi de 0,47; 0,34 € 0,35% nas taxas de dilui¢do de 0,10; 0,15 ¢ 0,20
h'!, respectivamente. A melhor produgio de dcido ldtico foi de 0,47% ou 4,7 g/L obtida na menor taxa
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de diluigdo (0,10 h™"), indicando que valores de D menores favorecem a produgdo de dcido ldtico.
Barcena et al. (1998), utilizando Lactobacillus casei, também demonstraram que taxas de dilui¢do de
menor valor favorecem a produgao de dcido lético.

Payot et al. (1999) obtiveram concentragdo de 19,5 g/L sem aerag@o ¢ 11 g/L com aeragao no
processo continuo utilizando Bacillus coagulans. Esses valores sdo maiores que os obtidos nesse
trabalho. Entretanto, Payot et al. utilizaram meio suplementado com nitrogénio e fonte de carbono em
maiores concentracgoes.

Os valores de biomassa de 0,221; 0,221 ¢ 0,210 (D.O.) foram obtidos quando empregadas as
taxas de dilui¢do de 0,10; 0,15 € 0,20 b, respectivamente. Nessas condi¢des, a biomassa permaneceu
constante nas duas primeiras taxas de dilui¢do, sofrendo uma varia¢do de aproximadamente 5% na
tiltima taxa, demonstrando a tendéncia do sistema para lavagem celular em altas taxas de dilui¢@o.

A Tabela 2 apresenta os valores de eficiéncia de conversdo de substrato em produto (Ypst )
produtividade volumétrica (Y em g/Lh)ea produtividade teérica (Y  em %).

Tabela 2: valores de eficiéncia de conversdo de substrato em produto (Y .)» produtividade volumétrica
(Y em g/Lh) e a produtividade tedrica (Yp em %) obtidos por Lacrobaalfus curvatus cultivado em
melago de cana-de-actcar a 10% (m/v), previamente tratado com invertase (1,7% de AR, ), nas
diferentes taxas de dilui¢@o durante o processo continuo.

Taxa de dilui¢do
Parimetros  0.10 015 020
Y (8/8) 0.39 0.30 0.32
Y, (g/L/h) 0.14 0.05 0.06
Yy (%) — 55.30 40 41.20

Os valores de indice de conversdo de substrato em produto (Yp ) foram de 0,39,0,30¢ 0,32 g/
g, nas diferentes taxas de diluigdo testadas. A melhor conversdo obtida, 0,39 g/g, foi alcangada na
menor taxa de diluigdo. Os valores de Y , diminuiram progressivamente conforme a taxa de diluigéo foi
aumentada.

A produtividade volumétrica (Y ) foi maior, 0,14 g/LLh, na menor taxa de dilui¢do, caindo para
0,06 g/Lh na maior taxa de diluigdo testada. Esses valores sdo inferiores quando comparados aos
obtidos por Barcena et al. (1998) que utilizaram meio de cultivo enriquecido.

Melhores resultados tém sido demonstrados por Kaufman et al. (1996), contudo, utilizando
instalagdes de alto custo operacional e substrato prontamente utilizdvel pelo microrganismo, como a
glicose. Entretanto, esta vantagem somente pode ser titil quando este carboidrato € disponivel a prego
baixo, como nos Estados Unidos da América. Porém, no Brasil, o agticar mais barato e disponivel € a
sacarose, constituinte do melago de cana-de-agtcar.

A maior eficiéncia de conversio, 55,3 %, foi verificada na taxa de dilui¢dio de 0,10 h'!, caindo
para40e41,2%emD=0,15h"e 0,20 h', respectivamente.

A influéncia da taxa de dilui¢iio na produgdo de dcido latico por Lactobacillus curvatus em
fermentago continua de melago de cana-de-agticar € mostrada na Figura 1.
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Figura 1: produgdo de dcido lético por Lactobacillus curvatus em cultivo continuo de melago de
cana-de-agticar, a 10% (m/v), tratado com invertase.

A taxa de dilui¢@o de 0,10 h! foi a mais adequada para a obteng@o de 4cido latico.

A Figura 2 mostra o efeito da taxa de dilui¢d@o (D) sobre a produgio de écido ldtico, produgao de
biomassa e agticar redutor residual (AR ), na fermentago continua de melago de cana-de-agticar por
Lactobacillus curvatus.
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Figura 2: efeito da taxa de diluigéio (D) sobre a produgéo de 4cido ldtico, produgdo de biomassa e
agticar redutor residual (AR ), na fermentagdo continua de melago de cana-de-agticar por Lactobacillus
curvatus.

Os melhores valores para a biomassa (D.O. = 0,221), 4cido latico (0,47%) e agicar redutor
residual (0,51%) foram obtidos na menor taxa de dilui¢io, mostrando ser condi¢do mais adequada
para realizagiio da fermentagdo continua.
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Conclusoes

O melaco de cana-de-agticar 10% (m/v), previamente tratado com invertase, constituiu um bom
meio para produgdo de dcido lético por Lactobacillus curvatus, uma vez que este alcangou 55,3 %
do valor teérico de produto. A maior produgdo de 4cido ldtico foi verificada na taxa de diluigdo de
0,10 b'', mostrando que este microrganismo produz melhor em taxas de dilui¢do baixas. Assim como
a produgdo, o maior consumo de carboidratos também se deuem D =0, 10 h''. A taxa de diluigdo,
portanto, influencia na produg@o de dcido latico e no consumo de carboidratos, uma vez que, com o
aumento da taxa, ocorreu diminui¢do do consumo de carboidratos e da produg@o de écido latico.
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Acid lactic production by Lactobacillus curvatus,
utilising continuous fermentation process and
sugar cane melasses treated with invertase

Abstract

Acid lactic plays an important rule in the food, pharmaceutical, textiles industries and others. Lactobacillus
curvatus has been used for acid lactic production under continuous culture operation. Diluted sugar cane
molasses at 10 % (w/v) and followed by invertase-treatment was used as culture medium. Molasses
reducing sugars concentration was 1,7 %. Dilution rate tested were 0.10, 0.15 and 0.20 h' at 37°C.
Samples were taken for pH, reducing sugar, lactic acid and biomass measurement under steady state.
When D was 0.10, 0.15 and 0.20 h'!, the reducing sugars consumption was 70, 66.5 and 65 %, respectively.
The highest lactic acid production (4.7 g/L) was obtained when D =0.10 h' was used while D =0.15 and
0.20 h'! achieved lactic acid concentration of 3.4 and 3.5 g/L, respectively. The highest substrate efficiency
conversion was 55.3 % at dilution rate value of 0.10 h'! by L. curvatus. Biomass values were 0.221 under
D =0.10and 0.15 h™! while D =0.20 h* the system showed a cellular wash out tendency as biomass value
fell to 0.210. Under the tested conditions molasses showed to be a good substrate for lactic acid production.
Key words: lactic acid; Lactobacillus curvatus; continuous fermentation; sugar cane melasses.
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