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RESUMO

O presente trabalho propde a utilizacdo de coprodutos agroindustriais visando produzir 4cido
latico (AL) e exopolissacarideos (EPS), a partir do cultivo de bactérias acido laticas (BAL) e
diazotroficas, respectivamente. Na producdo de AL foram utilizadas oito cepas de
Lactobacillus, sendo: L. rhamnosus INCQS 00223, L. fermentum INCQS 00224, L. helveticus
INCQS 00227, L. paracasei subsp. paracasei INCQS 00222, L. acidophilus INCQS 00076, L.
delbrueckii subsp. lactis INCQS 00035, L. leichmanii INCQS 00008 e L. plantarum INCQS
00007. Estas foram cultivadas utilizando glicose (padrdo), glicerol residual (GR) e permeado
de soro (PS) como fonte de carbono, a fim de escolher a bactéria e a fonte de carbono mais
promissoras quanto a produ¢do de AL. As oito cepas cresceram em meio com PS tanto quanto
cresceram em meio com glicose, sendo que o crescimento em meio com GR foi reduzido. L.
plantarum INCQS 00007 e PS foram a bactéria ¢ a fonte de carbono escolhidas,
respectivamente, para serem utilizadas em um delineamento Plackett Burman (PB) para
determinar os efeitos dos componentes do meio, temperatura e agitacdo na producao do AL.
O PS, o extrato de carne (EC) e a temperatura foram os pardmetros que apresentaram efeito
significativo (p<0,10), sendo observado um aumento na concentragao do AL de 16,7 £ 0,4
para29,04 + 1,44 g L' na melhor condicdo do PB (40 g L! PS,20 g L' EC,20 g L! peptona,
5¢ L acetato de sodio, 1,5 g L Tween 80, 0,05 g L' sulfato de mangangés, sem agitacao, na
temperatura de 32 °C) quando comparado com o meio inicial utilizado na sele¢do. Pdde-se
ainda observar que quantidades expressivas de lactose ndo foram consumidas em muitos
ensaios, fato possivelmente associado a inibi¢ao do crescimento microbiano pela acidificagao
do meio. Em razdo disto, avaliou-se o ajuste do pH do meio ao longo do cultivo, resultando
no consumo total do substrato pela bactéria, alcancando 39,35+ 1,40 g L' de AL mantendo as
mesmas condi¢des de cultivo. O aumento da concentragao do PS foi avaliado (60, 80, 120 e
160 g L"), bem como a batelada alimentada, totalizando 120 g L™ com as alimentagdes. O
maior fator de conversdo de substrato em produto (Ypss) foi de 0,95 + 0,03 g g ao utilizar
60 g L' de PS na batelada simples, correspondendo a 50,30 + 0,89 g L' de AL. Para
producdo do EPS por Mesorhizobium loti Semia 816, PS foi utilizado como fonte de carbono.
Ensaios preliminares indicaram o ajuste do pH inicial e a razdo C/N como fatores importantes
na producdo e viscosidade. Em cultivos com ajuste do pH inicial em 7,0 a influéncia da razao
C/N foi avaliada (96,5, 60, 40, 20 e 10), sendo encontrada uma maior concentragdo de EPS
(4,03 +0,04 g L") com C/N 20 e viscosidade até mesmo superior a fonte de carbono padrao
na razao C/N 96,5. Nestas duas razoes C/N, avaliou-se a substitui¢do do extrato de levedura
(EL) por 4gua de maceragdo de milho (AMM) ou nitrato, entretanto os valores de EPS obtidos
foram inferiores aquele obtido com EL. O incremento da concentragdo de PS de 10 g L™ para
20 g L' com EL como fonte de nitrogénio ¢ C/N 20 incrementou a produgdo de EPS para 8,21
+0,29 g L'l, correspondendo a um Yp/s de 0,50 + 0,02 g g'l, nao diferindo significativamente
(p>0,05) da concentracio de 30 g L™ (9,46 + 0,80 g L"), observando-se um comportamento
pseudopléstico para ambas as solugdes de EPS (1 % m v™).

Palavras chave: Bactérias Acido Laticas. Bactérias Diazotroficas. Glicerol Residual. Agua de
Maceragdo de Milho. Permeado de Soro. Comportamento reoldgico.






BIOCONVERSION OF WHEY PERMEATE IN LACTIC ACID AND
EXOPOLYSACCHARIDES BY BACTERIA

ABSTRACT

The present work proposes the use of agroindustrial coproducts to produce lactic acid (LA)
and exopolysaccharides (EPS), from the cultivation of lactic acid bacteria (LAB) and
diazotrophic bacteria, respectively. In the production of LA, eight strains of Lactobacillus
were used: L. rhamnosus INCQS 00223, L. fermentum INCQS 00224, L. helveticus INCQS
00227, L. paracasei subsp. paracasei INCQS 00222, L. acidophilus INCQS 00076, L.
delbrueckii subsp. lactis INCQS 00035, L. leichmanii INCQS 00008 and L. plantarum
INCQS 00007. These were cultivated using glucose (standard), residual glycerol (RG) and
whey permeate (WP) as the carbon source, in order to select the most promising
microorganism and carbon source for LA production. The eight strains grew in medium with
WP as much as they grew in medium with glucose, and growth in RG medium was reduced.
L. plantarum INCQS 00007 and WP were the bacteria and carbon source chosen,
respectively, to be used in a Plackett Burman (PB) design to determine the effects of medium
components, temperature and agitation on LA production. WP, meat extract (ME) and
temperature were the parameters that showed a significant effect at a 90% confidence level,
with an increase in LA concentration from 16.7 + 0.4 to 29.04 + 1.44 g L' in the best
condition of PB (40 g L' WP, 20 g L' ME, 20 g L peptone, 5 g L' sodium acetate, 1.5 g L™
Tween 80, 0.05 g L' manganese sulfate, without stirring, at 32 °C) when compared to the
initial medium used in the selection. It was also possible to observe that significant amounts
of lactose were not consumed in many trials, possibly associated to the inhibition of microbial
growth by acidification of the medium. As a result, the pH adjustment of the medium
throughout the cultivation was evaluated, resulting in the total consumption of the substrate
by the microorganism, reaching 39.35 + 1.40 g L' of LA maintaining the same cultivation
conditions. The increase of WP concentration was evaluated (60, 80, 120 and 160 g L'l), as
well as the fed batch, totaling 120 g L™ with the feeding. The highest substrate to product
conversion factor (Yps) was 0.95 = 0.03 g g when using 60 g L™ of WP in the batch
cultivation, corresponding to 50.30 + 0.89 g L' of LA. For EPS production by
Mesorhizobium loti Semia 816, WP was used as carbon source. Preliminary tests indicated the
initial pH adjustment and the C/N ratio as important factors in the production and viscosity. In
cultures with initial pH adjustment at 7.0 the influence of C/N ratio was evaluated (96.5, 60,
40, 20 and 10), with a higher concentration of EPS (4.03 + 0.04 g L") with C/N 20 and
viscosity even higher than the standard carbon source with C/N ratio of 96.5. In these two
C/N ratios, the substitution of yeast extract (YE) by corn steep liquor (CSL) or nitrate was
evaluated, however the EPS values obtained were lower than that obtained with YE. The
increase in WP concentration from 10 g L' to 20 g L™ with YE as a source of nitrogen and
C/N 20 increased EPS production to 8.21 + 0.29 g L™, corresponding to a Yps of 0.50 +
0.02 g g, not differing significantly (p>0.05) from the concentration of 30 g L™ (9.46 +
0.80 g L"), observing a pseudoplastic behavior for both EPS solutions (1 % m v'").

Keywords: Lactic Acid Bacteria. Diazotrophic Bacteria. Crude Glycerol. Corn Steep Liquor.
Whey Permeate. Rheological behavior.
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1 INTRODUCAO

Dentre as medidas estratégicas que vém sendo adotadas pelas empresas do setor
agroindustrial destaca-se a pesquisa e o desenvolvimento de processos alternativos para a
obtencdo de produtos de interesse comercial, que possam aumentar a competitividade das
mesmas, garantindo a estabilidade socioecondmica. Insere-se neste cendrio, o aproveitamento
de coprodutos como matérias-primas de processos de base tecnologica com geracao de novos
produtos de elevado valor de mercado.

Neste contexto, o Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Universidade
Federal do Rio Grande - FURG, tem se dedicado ao uso do glicerol residual (GR) oriundo da
producdo do biodiesel como fonte de carbono no cultivo de micro-organismos. Machado Jr. et
al. (2015) utilizaram o GR no cultivo de Yarrowia lipolytica avaliando a aeracdo, agitacao,
parametros de crescimento e conteudo lipidico. Spier, Buffon e Burkert (2015) avaliaram a
capacidade de acamulo de lipidios de 12 diferentes leveduras. Trindade, Munhoz e Burkert
(2015) utilizaram GR no cultivo de diferentes bactérias com o objetivo de produzir
polissacarideos extracelulares. Ribeiro (2015) estudou a producdo e caracterizagdo de
exopolissacarideos (EPS) a partir de bactérias diazotréficas cultivadas em meio a base de GR,
e Oliveira (2017) estudou a caracterizagdo do EPS produzido pela bactéria Mesorhizobium
loti Semia 816 utilizando GR como fonte de carbono.

Por outro lado, o permeado de soro (PS) emerge como coproduto do setor lacteo. De
acordo com Zoccal (2016), 11 bilhdes de litros de leite por ano sdo transformados em queijo
no pais, o que corresponde a 46% da produgao do leite, sem considerar a produgdo informal.
O PS ¢ obtido quando o soro de queijo ¢ submetido a ultrafiltracdo para concentrar as
proteinas, onde as proteinas remanescentes, juntamente com a lactose, sais minerais e
vitaminas, ultrapassam a membrana para o permeado (ZACARCHENCO et al., 2012),
podendo constituir uma fonte de carbono promissora para cultivos microbianos.

O 4cido latico (AL) ¢ um composto bastante versatil, amplamente empregado na
industria quimica, farmacéutica, téxtil e de alimentos (COELHO et al., 2011; DATTA et al.,
1995; LIMA; COELHO; CONTIERO, 2010; YU et al., 2008); sendo nesta tltima usado como
acidulante e conservante de bebidas e alimentos (GUILHERME; PINTO; RODRIGUES,
2009; LIMA; COELHO; CONTIERO, 2010). Na literatura, as bactérias acido laticas (BAL)
sdo mencionadas como produtoras de AL (KWAN; HU; LIN, 2016), e a sua capacidade de
producao por Lactobacillus a partir de coprodutos agroindustriais tem sido avaliada com o

uso do melago (COELHO et al. 2011; OLIVEIRA et al., 2009), soro de leite (BERNARDO et
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al., 2016; PANESAR et al., 2010), GR (PRADO-PALOMO et al., 2012, RIVADI et al., 2013)
e PS (FITZPATRICK; AHRENS; SMITH, 2001; PAULI; FITZPATRICK, 2002).

De acordo com Ribeiro e Burkert (2016), EPS produzidos a partir de bactérias
diazotroficas possuem grande possibilidade de serem utilizados em aplica¢des industriais, o
que tem levado a intensivos estudos dos parametros do processo relacionados a sua obtencao
e caracterizagdo. Na literatura, o uso de coprodutos ¢ mencionado, tais como farelo de arroz
(DEVI; VIJAYENDRA; SHAMALA, 2012), soro do leite (ZHOU et al., 2014), agua
residuaria de industria de pescados (SELLAMI et al., 2015) e GR (RIBEIRO, 2015;
OLIVEIRA, 2017). Ressalta-se, ainda, que ndo ha na literatura trabalhos que utilizem o PS
como fonte de carbono na producao de EPS por bactérias diazotroficas.

De acordo com acima exposto, o presente trabalho visou explorar o potencial de
bactérias dos géneros Lactobacillus e Mesorhizobium em assimilar coprodutos
agroindustriais, PS em particular, com a finalidade de produzir AL e EPS, respectivamente,

bioprodutos de alto valor agregado.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Explorar o potencial de bactérias do género Lactobacillus € Mesorhizobium em
assimilar coprodutos agroindustriais, PS em particular, com a finalidade de produzir AL e

EPS, respectivamente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar o indculo das diferentes cepas de Lactobacillus, a fim de garantir a
reprodutibilidade dos cultivos;

- Escolher a cepa de Lactobacillus mais promissora para producdo de AL utilizando o PS ou
GR como fonte de carbono em substitui¢ao a glicose;

- Verificar o efeito de diferentes varidveis na producdo de AL por L. plantarum INCQS
00007, buscando maximizar sua producao;

- Avaliar a influéncia da razdo C/N na producao de EPS por M. loti Semia 816, bem como
diferentes fontes de nitrogénio e concentragao de PS;

- Avaliar o comportamento reoldgico dos EPS produzidos em diferentes condi¢des de cultivo.






CAPITULO 11
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 COPRODUTOS INDUSTRIAIS NO CULTIVO DE MICRO-ORGANISMOS

Em cultivo de micro-organismo, o sucesso do processo depende muito do meio de
cultivo utilizado, sendo que as fontes de carbono geralmente utilizadas em cultivos de micro-
organismos s3o carboidratos como a glicose (KWAN; HU; LIN, 2016; LIU et al., 2010) ¢ a
sacarose (CASTELLANE et al., 2017; MORETTO et al., 2015), e como fonte de nitrogénio
utiliza-se geralmente o extrato de levedura (CASTELLANE et al.,, 2017; TRINDADE;
MUNHOZ; BURKERT, 2015). Levando em consideracdo o aspecto econdmico, a maior
preocupagdo ¢ com a fonte de carbono, pois sua concentragdo ¢ sempre superior a fonte de
nitrogénio nos meios de cultivo. Neste contexto, as matérias primas utilizadas incidem
diretamente nos custos do processo, sendo que uma possivel estratégia para redugdo destes
custos seria o uso de substratos alternativos, como coprodutos e residuos agroindustriais de
industrias alimenticias, contribuindo também para a redu¢ao da poluicdo ambiental e para a

valorizagao econdmica destes materiais (COSTA; NITSCHKE; CONTIERO, 2008).

3.1.1 Permeado de soro

O permeado de soro (PS) ¢ um coproduto da industria de laticinios, resultante da
ultrafiltragdo do soro no processo para concentrar as proteinas, visando a obtengdo de
concentrado proteico (ZACARCHENCO et al., 2012; RUSSO, 2016). Seu teor em sais
minerais ¢ em torno de 8 %, sendo rico em nutrientes como célcio, fosforo, potassio e sddio,
contém de 3-8 % de proteinas, ndo contém gordura pois fica retida na membrana, e destaca-se
pela alta concentragdo de lactose, sendo esta de no minimo 85 % (SOORO, 2018).

Pode ser utilizado em diversos produtos tanto para alimentagdo humana quanto para
alimenta¢do animal, podendo ser aplicado em produtos carneos, lacteos, panificacdo, sorvetes,
racdo animal, entre outros (SOORO, 2018). Sua aplicagdo estd comecando a crescer, pois
além de ser rico em nutrientes apresenta um custo bastante acessivel (R$ 2,2 por kg) (RUSSO,
2016), mas se por um lado possui grande quantidade de nutrientes por outro lado possui
elevada taxa de demanda quimica de oxigénio (DQO) e demanda bioldgica de oxigénio

(DBO). No caso de seu aproveitamento, permite agregar valor a um material que
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possivelmente geraria custos com tratamento de efluentes (RUSSO, 2016), além de agregar

valor a cadeia produtiva do leite.

3.1.2 Glicerol residual

O glicerol puro ¢ amplamente utilizado na industria de cosméticos, alimentos,
farmacéutica, téxtil e como matéria-prima de produtos quimicos (SILVA, MACK;
CONTIERO, 2009).

J& o glicerol residual (GR) possui baixo valor agregado. Com o avango do Programa
Nacional do Biodiesel, havendo a obrigatoriedade de adicdo do biodiesel ao diesel, a
producao do biodiesel em 2017 foi de 4,2 bilhdes de litros, sendo a produgdo estimada para
2020 de 14,3 bilhoes (PNPB, 2018), resultando assim em crescentes quantidades de GR, pois
o mesmo ¢ o principal coproduto da reagdo de transesterificagdo (cerca de 10 %) (ABAD;
TURON, 2012). Como contém impurezas como triacilglicer6is, metanol ou etanol nao
convertidos, entre outros (AMARAL et al., 2009), para ser utilizado na industria de alimentos,
farmacéutica ¢ de cosméticos, precisa passar por um processo de purificagdo, o qual ¢ um
processo de alto custo, tornando-se muitas vezes inviavel. Sendo assim, o destino a ser dado
ao GR ¢ um aspecto importante a ser considerado, com a finalidade de buscar alternativas

para o seu aproveitamento, evitando o seu acumulo.

3.1.3 Agua de maceraciao de milho

De acordo com a Abmilho (2018), a produ¢do mundial de milho no ano de 2017 foi
em torno de 29 milhdes de toneladas, superior a produciao do ano de 2016, que foi em torno
de 22 milhdes de toneladas.

A agua de maceracdo de milho (AMM) € um coproduto do processamento do milho,
ou seja, ¢ a agua de lavagem e embebi¢do dos graos quando do fracionamento em amido e
germe (0leo), contém aproximadamente 40 % de so6lidos totais e constitui uma potencial fonte
de nitrogénio no crescimento de micro-organismos, contribuindo também para o fornecimento
de outros nutrientes importantes para o metabolismo microbiano (SOBRINHO, 2007), pois
contém calcio, magnésio e potassio, entre outros, baixa concentragdo de carboidratos e baixo

teor de gordura (CARDINAL; HEDRICK, 1947; AKHTAR et al, 1997).
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3.2 BACTERIAS ACIDO LATICAS

As bactérias acido laticas (BAL) sdo subdivididas em 13 géneros, incluindo:
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Paralactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella (PATRICK, 2012). Alguns parametros utilizados nesta subdivisdo sdo: a
morfologia, o modo como fermentam a glicose e a temperatura de crescimento. De um modo
geral, as BAL possuem caracteristicas morfologicas, metabolicas e fisiologicas semelhantes,
sdo Gram-positivas, ndo formadoras de esporos, possuem formato de cocos ou hastes e
produzem acido latico (AL) através da fermentacdo de carboidratos (KHALID, 2011).

Diferentemente dos micro-organismos aerobios, que toleram niveis de oxigénio até
mesmo superiores aos da atmosfera, os microaerdfilos, como € o caso das BAL, requerem
baixas concentragdes desse elemento, ndo tolerando o presente no ar atmosférico, sendo o
crescimento mais acentuado em niveis de 1 a 15 % (PELCZAR Jr; CHAN; KRIEG, 1996). A
temperatura 6tima de crescimento pode variar de 20 a 45 °C (WOOD; HOLZAPFEL, 1995;
PANESAR et al., 2007) e o pH de 5,5 a 6,5, sendo inibidas a valores de pH abaixo de 4,5
(PANESAR et al., 2007).

Sao micro-organismos fastidiosos que requerem complexos nutrientes para seu
crescimento, tais como vitaminas do complexo B, minerais especificos e diversos
aminoacidos (GUILHERME; PINTO; RODRIGUES, 2009; STANIER, 1986). O meio de
cultivo Man, Rogosa e Sharp (MRS) tem sido frequentemente utilizado no cultivo destas
bactérias (BERNARDO et al., 2016; LIMA; COELHO; CONTIERO, 2010) por ser um meio

bastante completo, contendo os nutrientes necessarios para o seu crescimento.

3.2.1 Género Lactobacillus

Taxonomicamente, Lactobacillus pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Lactobacillales, familia Lactobacillaceae (AUAD, 2014). Dentre os treze géneros que
compreendem as BAL, Lactobacillus ¢ o maior, com mais de 125 espécies e subespécies
conhecidas, sendo reconhecidas como GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro)
(HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000; PANESAR et al.,, 2007). Algumas cepas
possuem papel fundamental na producdo e preservacdo de alimentos, além de possuirem

propriedades probioticas (HUYS et al., 2006). Sendo assim, s3o largamente utilizadas na
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industria de alimentos, em particular em produtos lacteos (BOGAERT, 1997; LAVARI et al.,
2015).

Diversos estudos tém abordado a substitui¢do da glicose, presente no meio MRS
(LIU et al., 2010; MUSSATO et al., 2008), por coprodutos agroindustriais, como o glicerol
oriundo do biodiesel (RIVALDI et al., 2013), PS (FITZPATRICK; AHRENS; SMITH, 2001;
FITZPATRICK; O'KEEFFE, 2001; LAVARI et al., 2015) ¢ soro de leite (BERNARDO et al.,
2016), com a finalidade de avaliar a capacidade destas bactérias em assimilar estes
coprodutos. A Tabela 1 apresenta informagdes a respeito das condigdes utilizadas no

crescimento celular de diferentes Lactobacillus.
3.2.2 Bactérias homofermentativas e heterofermentativas

As BAL sao conhecidas como produtoras de AL e agrupadas em homofermentativas
e heterofermentativas (CARR; CHILL; MAIDA, 2002), sendo as respectivas vias metabolicas

mostradas na Figura 1.

Figura 1 - Representacdo simplificada das vias do metabolismo (a) homofermentativo e (b)
heterofermentativo de bactérias do género Lactobacillus

Glicose =—# Glicose-6-P

|

Frutose =—#* Frutose-5-P

|
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C NADH
Plruvato
c NADH
MAD

Lactate

(2)

Frutose-6.P #—— Frutose

l

Glicose —#* Glicose-6-P
C 2NAD
co, 2 NADH

Xilulose-5-P

Gliceraldeido-3-P Acetil-P ——p Acetato

l l

Lactato Acetil-CoA

2 NADH
C 2NAD

Etanol
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Fonte: GOMES (2009)



Tabela 1 - Condi¢des de cultivo utilizadas no crescimento de diferentes Lactobacillus

T

Agitagdo

pH

Tipo de

Biomassa

Fonte de carbono ) (rpm) inicial . Outras informagoes (e L'l) Referéncia
L. acidophillus 2,11
L. planfarum (IOC;RLJ) 37 100 6,0 Shaker ) 2,06 RIVI?21(4)11)3I)6‘[ .
L. delbrueckii 1,36
Glicose Broto de malte (16 g L
L. plantarum (100 g L) 55 95 6,8 Fermentador Milhocina (12 g L) 14,19 LIU et al. (2010)
Anaerobiose 3,05
L. rhamnosus st9 L 37 250 6.8 Fermentador LAV‘;B%IS ctal
(aprox. 29 g L) Aerobiose 2,82 ( )
Soro de leite 37 200 6,2 Fermentador Milhocina (7,5%) 10,37 BERNARDO et al.
L. rhamnosus (500 @ L'l) (2016)
Proteina hidrolisada de soro Aprox. 1.8
L. helveticus PS 1 42 NM 5.4 Fermentador leite (3 %) 7 FITZPATRICK;
' (aprox.100 g L™) Proteina hidrolisada de soro O'KEEFFE, (2001)
. o Aprox. 3,1
leite (4%)
Glicose
-1
L. delbrueckii (SZe’?O%iI(;se) © 37 NM 6,0 Shaker - 2,15 MUS(Szl?)FgSO) ctal
(75gLY)
FITZPATRICK;
. PS EL (0,3%) ) ’
L. casei (aprox. 50 g L'l) NM NM 5,4 Fermentador MnSO,4.H;0 (0,005%) Aprox. 3,4 AHREggb IS)MITH,
. Glicose 55e KWAN; HU; LIN
L. casei (20 ¢ L']) 37 NM 6.5 Shaker - 2,6 (2016)

GR: glicerol residual; PS: permeado de soro; EL: extrato de levedura; NM: nao mencionado
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As BAL homofermentativas metabolizam a glicose via frutose 6-fosfato para
produzir mais de 85% de AL, ja as heterofermentativas metabolizam a glicose para produzir
cerca de 50% de AL e produzem outras substancias, como diéxido de carbono, acido acético e
etanol (CARR; CHILL; MAIDA, 2002; REDDY et al., 2008). Por este motivo, as BAL
heterofermentativas sdo bastante utilizadas em alimentos pela capacidade de produzir
compostos flavorizantes, mais do que sua habilidade acidificante, pois convertem hexoses e
pentoses em substancias aromaticas, como aldeidos e diacetil (CARR; CHILL; MAIDA,
2002).

Dentre os Lactobacillus classificados como homofermentativos, tem-se L.
delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
L. helveticcus e L. acidophillus. Dentre os classificados como heterofermentativos tem-se: L.

brevis, L. buchneri, L. fermentum, L. kefir e L. reuteri (CURRY; CROW, 2003).

3.3 ACIDO LATICO

O AL foi descoberto e isolado do leite coalhado, em 1780, pelo quimico sueco Carl
Wilhelm Scheele (BENNINGA, 1990; LI; CUI, 2010; WEE; KIM; RYU, 2006). Lavoisier,
em 1789, considerou o AL um componente do leite mas somente em 1857 Pasteur descobriu
ndo ser um componente do leite e, sim, um metabodlito da fermentacdo de micro-organismos
(BENNINGA, 1990; WEE; KIM; RYU, 2006). O AL ocorre naturalmente na forma de dois
isomeros oticos, D(-) e L(+), conforme Figura 2, sendo a forma L(+) a utilizada na
alimentacdo, pois o corpo humano ¢ capaz de assimilar somente este isOmero
(VIJAYAKUMAR; ARAVINDAN, VIRUTHAGIRI, 2008).

O AL ¢ um composto muito utilizado como acidulante e conservante de bebidas e
alimentos, sendo também utilizado, além da industria de alimentos, na industria quimica,
farmacéutica e téxtil (LIMA; COELHO; CONTIERO, 2010). E classificado como GRAS
(Geralmente Reconhecido como Seguro) como aditivo alimentar pela Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos (DATTA et al., 1995), sendo utilizado com
aromatizante, regulador do pH, em carnes processadas, industria de aves para aumentar a vida
util, melhorar o sabor e controlar patogenos, podendo também ser utilizado como acidulante

em saladas e conservante de bebidas (WEE; KIM; RYU, 2006).
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Figura 2 - Férmula molecular dos isdmeros D(-) e L(+) acido latico
(C* carbono assimétrico)

COOH COOH

OH—C*—H H— C*—OH

CH, CH,

L(+) D(-)

Fonte: VIJAYAKUMAR; ARAVINDAN, VIRUTHAGIRI (2008)

A estimativa da demanda de AL para 2020 ¢ de 600.000 toneladas (DUSSELIER et
al., 2013), sendo que em 2017 foi de 367.300 toneladas (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO;

SONOMOTO, 2013), evidenciando assim um aumento mundial na utilizagdo deste insumo.
3.3.1 Acido latico: sintese quimica e fermentativa

Mundialmente, 90% do AL ¢ produzido via fermentativa e os 10% restantes por
sintese quimica (HOFVENDAHL; HAHN-HADERDAL, 2000; ZHOU et al., 2006). Na
sintese quimica, o AL ¢ obtido através da reagdo entre acetaldeido e cianeto de hidrogénio,
utilizando um catalisador a alta pressdo, onde a lactonitrila ¢ formada, purificada por
destilacdo e hidrolisada com 4cido sulftrico, sendo produzida uma mistura racémica de DL-
acido latico (Figura 3a). Na sintese do AL via fermentagdo (Figura 3b), onde se pode utilizar
fontes renovaveis, os agucares simples como glicose, lactose e sacarose sdo diretamente
fermentados por micro-organismos. Caso contrario, € necessario uma hidrolise enzimatica ou
um pré-tratamento do substrato, a fim de torna-lo disponivel e, entdo, o caldo fermentado ¢
recuperado e purificado para obter um isomero puro, D(-)-acido latico ou L(+)-acido latico
(Figura 1b) (LI, CUI, 2010; HOFVENDAHL; HAHN-HADERDAL, 2000; WEE; KIM;
RYU, 2006).



44

Pode-se também utilizar matérias primas de baixo custo em processos
biotecnoldgicos para obtengdo de AL, com vantagens significativas em comparagdo a sintese
quimica (CAPELLARI, 2010), pois tendem a diminuir custos do processo, além de agregar

valor a coprodutos e evitar um possivel descarte inadequado.

Figura 3 - Produgdo do AL por (a) sintese quimica e (b) fermentagdo microbiana

Fonte Fonte
petroquimica renovavel
Acetaldeido Carboidratos
(CH,CHO) fermentesciveis |
Cianeto de hidrogénio (HCN) Fermentagdo microbiana
¢ catalisador Lactonitrila Caldo
(CH,CHOHCN) fermentado
Hidrélise por H,SO, J l Recuperacdo e purificagio

Mistura racémica [somero puros D(-) ou
(DL) acido latico L(+) de acido latico

(a) (b)

Fonte : adaptado de WEE; KIM; RYU (2006)

Diversos estudos tém abordado a produgdo de AL utilizando a glicose como fonte de
carbono (HUJANEN; LINKO, 1996; HUJANEN et al., 2001; KWAN; HU; LIN, 2016),
sendo a biotransformacdo de coprodutos em AL investigada utilizando melago (COELHO et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2009), soro de leite (BERNARDO et al., 2016; PANESAR et al.,
2010), PS (FITZPATRICK; AHRENS; SMITH, 2001; FITZPATRICK; O'KEEFFE, 2001;
PAULI; FITZPATRICK, 2002) e GR (PRADO-PALOMO, 2012). Também sdo mencionados
trabalhos utilizando uma mistura de glicose e xilose (ZHANG; VADLANI, 2015) e glicose e
celobiose (MUSSATO et al., 2008). A Tabela 2 apresenta um levantamento de condi¢des de

cultivo utilizadas na producao do AL por diferentes Lactobacillus.



Tabela 2 - Condigdes de cultivo para produgdo de AL por diferentes Lactobacillus

Agitagdo

Tipo de

AL

Fonte de carbono T (°C) Outras informagodes 1 Referéncia
(rpm) reator (gLl")
. Melago EL (20 g L) e peptona (20 OLIVEIRA et al.
L. casei (100 g L) 37 100 6,2 Shaker g L) 58,86 (2009)
. PAULI
. PS Malt combing nuts Aprox. ’
L. casei (55 ¢ L'l) 38 NM 5,4 Fermentador (50 o L'l) ¢EL (10 g L'l) 50 F ITZ(I;Q(;I;I){ICK
. . B 5,5- KWAN; HU; LIN
L. casei Glicose 20 gL™) 37 NM 6.5 Shaker - 15,5 (2016)
. Apresentado melhor
L. casei Soro de l_ellte 37 Sem~ 6,5 Shaker resultado no pH, 33,73 PANESAR et al.
35gL™) agitacao o (2010)
temperatura e agitagdo
L. casei Glicose Testadas as temperaturas de
(70 g L") 37 150 NM  Shaker 30,37, 41 €45°C, sendo 0 HUJANEN:
L. casei subsp. Glicose apresentados os melhores LINKO (1996)
hAmNOSUS (70 g L) 45 150 NM Shaker resultados 75
EL(222¢gL™" 92
. Broto de malte (2,2 g L) 88 _
L. casei (lco}gcoii) 37 150 NM Shaker Peptona (2,2 g L) 79 LIE\IUIQSIZIS;I%)
g Extrato de grama (2,2 g L) 74
Milhocina (2,2 g L) 59
) FITZPATRICK;
. 1y NM  NM 54  Fermentador EL(30gL") Aprox. CSMIT
L. casei PS (aprox. 50 g L") MnSO.H,0 (0,05 ¢ L™) 47 AHRE(I;I(?(;IS)MITH
Glicose (80 g L™) R 68
_ Glicose (100 g L) Broto demalte (5388 L7) ¢ pyjANEN et al.
L. casei . 1 37 200 6,3 Fermentador suplementado com
Glicose (130 g L") EL(4gL") 100 (2001)
Glicose (160 g L) & 118,6
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EL(22gL™) 95,3
) . 4 Broto de malte (53,8 g L) 98,8 HUJANEN et al.
L. casei Glicose (100 g L) 37 200 6,3 Fermentador suplementado com (2001)
EL(4gLh
Lactol;aczllus. 4n61,1\2/[3 PRADA.-
P GR (211,17 mm) 37 NM NM  Fermentador - 2773 PALOMO et al.
L. rhamnosus ’ (2012)
mM
Soro de leite BERNARDO et
L. rhamnosus 1 37 200 6,2 Fermentador Milhocina (75 g L 143,7 al.
(500gL™) (2016)
. s FITZPATRICK;
L. helveticus ~ PS (aprox. 100 gL") 42 NM 5,4 Fermentador Protema.hldrohsada di Aprox. O'KEEFFE
soro de leite (30-40 g L) 100 (2001)
: -1 55 95 6,8  Fermentador Broto de malte (16 g L™)
L. plantarum Glicose (100 gL™) Milhocina (12 g L 66,9 LIU et al. (2010)
Melago . . 1 COELHO et al.
L. plantarum (19359 L") 35 150 6,0 Shaker Milhocina (37,5 mL L™) 94,8 (2011)
L. brevis : -1 17,2 ZHANG;
Glicose @558L ) 37 100 65  Shaker : VADLANI
L. plantarum e xilose (8,7g L") 243 (2015)
Glicose (57,8 g L™
L. delbrueckii e celobiose 37 NM 60  Shaker : 35,54 MUS(SZZ?ES) ctal

(7,5¢L

PS: permeado de soro; EL: extrato de levedura; GR: glicerol residual; NM: nao mencionado
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3.4 BACTERIAS DIAZOTROFICAS

As bactérias diazotroficas sdo também chamadas de bactérias fixadoras de
nitrogénio, pois convertem através do processo de oxidoreducao o nitrogénio atmosférico (N»)
em uma forma assimilavel pela célula, amonia (NHj), sendo este processo chamado de
fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (MONTEIRO et al., 2012; RIBEIRO; BURKERT,
2016; SUTHERLAND, 1982). S3o também capazes de sintetizar e secretar
exopolissacarideos (EPS) durante este processo e dentre elas destacam-se as bactérias da
ordem Rhizobiales, conhecida como Rizodbios, os quais vivem em simbiose com plantas da
familia das leguminosas, como feijdo e soja. As bactérias vivem dentro dos nodulos formados
nas raizes das plantas e, através de suas enzimas nitrogenases, transformam o nitrogénio
atmosférico e fornecem para as plantas compostos nitrogenados. Em contrapartida, as
bactérias utilizam os carboidratos produzidos pela fotossintese do organismo hospedeiro,
como fonte de energia (VARGAS et a., 2004; RIBEIRO, 2015, MONTEIRO, 2011).

Os Rizobios sdo representados pelas bactérias dos géneros Rhizobium,
Sinorhizobium, Agrobacterium, Bradyrizobium e Mesorhizobium, bactérias Gram-negativas,
aerdbias, capazes de produzir desde homopolissacarideos, como simples glicanas, até
heteropolissacarideos complexos (MONTEIRO et al., 2012; RIBEIRO, 2015; RIBEIRO;
BURKERT, 2016). Dentre os biopolimeros produzidos por essas bactérias, tem-se
succinoglicanas, poliglicurananas e glicanas ciclicas, sendo estes constituidos por D-glicose,
D-galactose e acido D-glicuronico, contendo ou ndo piruvato, sendo este ultimo geralmente
ligado as ramificagdes e grupos O-acetil (MONTEIRO et al., 2012).

A fonte de carbono mais comumente utilizada no cultivo destas bactérias ¢ o manitol
(FERNANDES Jr. et al., 2010; PRIYANKA et al., 2015; RAZIKA et al., 2012), mas diversos
estudos tém abordado a substituicdo do manitol por outras fontes de carbono, como sacarose
(CASTELLANE; LEMOS, 2007; CASTELLANE; LEMOS; LEMOS, 2014; CASTELLANE
et al., 2015; CASTELLANE et al., 2017, MORETTO et al., 2015, RAZIKA et al., 2012),
glicerol (CASTELLANE; LEMOS, 2007), glicose e galactose (CASTELLANE; LEMOS,
2007; RAZIKA et al., 2012) coprodutos agroindustriais como glicerol oriundo do biodiesel
(RIBEIRO, 2015; OLIVEIRA, 2017), soro de leite (ZHOU et al., 2014) e farelo de arroz
(DEVI; VIJAYENDRA; SHAMALA, 2012) bem como residuos industriais, por exemplo
agua residudria de industria de pescados (SELLAMI et al., 2015).

A Tabela 3 apresenta as condi¢des utilizadas no crescimento celular de diferentes

Rizobios.
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Tipo

T Agitaga t Bi
Bactéria Fonte carbono gltagao de ) Ou ras~ lomis s Referéncia
(°C)  (rpm) reator informagdes (gL™)
Rhizobium tropici Semia 4080 . 1,14
R. trOplCl MUTPA7 30 L_l 29 140 NM Shaker gllCGI‘Ol no 0,71 LEMOS,
R. tropici JABI (30gL") pré-indculo 0,95 LEMOS (2014)
R. sp. JAB6 0,78
. Utilizou- 0,92
R. tropici Semia 4077 Sacarose 29 140 NM  Shaker glilclezr(())lllns(f CASTELLANE
R. tropici 4077::204 30gL’ tal. (2015
ropret (30gL) pré-inoculo 0,10 etal. ( )
R. tropici Sacarose ) 2,57 MORETTO et
Rosp. (30 g L-l) 28 150 6,8  Shaker 0,76 al. (2015)
R. tropici Semia 4080 8%";???) 1,44
Sacarose
(30 g L) e diesel 0.77 CAS N
10 o 7! TELLANE
Sacarose 1,19 ’
(30gL™)
Sacarose 0,87

(30 g L) e diesel
(10gL™




Tabela 3 - Condi¢des de cultivo utilizadas no crescimento de diferentes Rizobios, continuacao

R. tropici 5,70
Semia 4077
R. leguminosarum 3,60
Semia 2050
Mesorhizobium loti GR 30 200 7,0 Shaker - 2,41 RIBEIRO (2015)
Semia 816 (10gL™)
M. huakuii 4,94
Semia 4779
Bradyhizobium sp. 0,60
Semia 929
R¥zc’>b}o 8.1c Manitol 28 150 NM* Shaker ~ Rizobios 0,026 FERNANDES Jr.
Rizébio 53.5 1 . 0,136
Riz6bio 30.6a2 (10gL™) isolados 503 (2010)
Farelo de 5,92
I o arroz Sacarose 5.40 DEVI;
Sinorhizobium meliloti (200 g L) 30 200 7,0 Shaker 10 meio ’ VIJAYENDRA:
MTCC 100 Farelo de (50 L’]) SHAMALA (2012)
arroz
(400 g L™
Manitol 2,27
(10gLY
R. leguminosarium Aoua 30 200 7,0 Shalker i 5 20 SELLAMI et al.
ATCC 10004 & ’ (2015)

residuaria da
industria de
pescado

GR: glicerol residual; NM: nao mencionado
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3.5 EXOPOLISSACARIDEOS

As primeiras observacdes sobre a polimerizacdo com formagdo de polissacarideos
foram descritas por Vauquelin em 1822, em caldo de cana, e somente no ano de 1862 Pasteur
relatou que essa polimerizagdo era provocada por micro-organismos (BARBOSA et al.,
2004). Na natureza existem plantas e micro-organismos capazes de secretarem estes
biopolimeros que podem ser produzidos tanto por fungos, microalgas ou por bactérias,
(ARANDA-SELVERIO et al., 2010; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008; SUTHERLAND,
1998). Os polissacarideos produzidos por micro-organismos podem ser classificados de
acordo com sua localizagcdo na célula: os polissacarideos citosolicos, que sdao aqueles que
fornecem energia para a célula; os polissacarideos que compdem a parede celular, incluindo
peptideoglicanos e lipopolissacarideos; e os polissacarideos que sdo excretados pela célula
para o ambiente extracelular durante ou apds o crescimento do micro-organismo, conhecidos
como EPS (DONOT et al., 2012; LAHAYE, 20006).

Os EPS secretados por micro-organismos sdo considerados substitutos ideais aos
EPS secretados por plantas, pois estabelecidas as condi¢des de cultivo, apresentam
caracteristicas quimicas e fisicas constantes, ¢ muitas vezes superiores as gomas naturais
(ARANDA-SELVERIO et al.,, 2010; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008), ja4 que ndo se
encontram expostas a alteracdes climaticas ou a problemas de colheita (BARRETO et al.,
2011).

Ha uma alta demanda de EPS de diferentes espécies de bactérias como biopolimeros
industriais. Sendo assim, a produ¢do de EPS por micro-organismos tem sido objeto de intensa
pesquisa, pelo seu elevado potencial de aplicagdo em diferentes setores, devido a grande
diversidade de suas propriedades reoldgicas e estruturais e pelo fato de serem soluveis em
agua, podendo ser usados como agentes espessantes, estabilizantes, emulsificantes,
texturizantes e gelificantes (BAJAJ et al., 2006; CANUTO, 2006, BARRETO et al., 2011;
MORETTO et al., 2015, HAN et al., 2015). Desta forma, ¢ cada vez mais importante a
investigacdo dos parametros envolvidos na producdo destes biopolimeros, bem como
maneiras de diminuir custos do processo.

Um dos fatores importantes que deve ser investigado no cultivo destes micro-
organismos ¢ a razao carbono/nitrogénio (razdo C/N), pois a sintese de EPS ¢ muitas vezes
favorecida pelo excesso da fonte de carbono e limitagdo de outro nutriente, que pode ser o

nitrogénio (DONOT et al., 2012). Nitschke, Rodrigues e Schinatto (2001) verificaram que, na
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producdo da goma xantana, meios contendo elevada razdo C/N favoreceram o acumulo do
biopolimero, pois a goma ¢ produzida como metabolito secundério, sendo assim a maior
concentracdo de nitrogénio ¢ requerida na fase de crescimento da bactéria. J4 na fase de
producao do biopolimero, a maior concentracdo de carbono ¢ necessaria, ocorrendo assim
acumulo do produto.

Sutherland (2001) cita que a bactéria Xanthomonas campestris produz goma xantana,
Sphingomonas paucimobilis ¢ Pseudomonas elodea produzem a goma gelana, Acetobacter
xylinum produz celulose e Rhizobium sp. produz succinoglicana, sendo estas ja

comercializadas.

3.5.1 Exopolissacarideos por rizobios

Dentre os micro-organismos produtores destes biopolimeros ha os Rizdbios, que
produzem tanto polimeros constituintes da parede celular, os quais ficam aderidos a célula, ou
que sdo excretados para o meio extracelular (LAUS; VAN BRUSSEL; KIJNE, 2005).

Uma grande diversidade na estrutura quimica de EPS produzidos por Rizébios pode
ser encontrada, sendo que a maioria sdo heteropolissacarideos (LAUS, VAN BRUSSEL;
KIJNE, 2005). Dentre os Rizobios produtores de EPS destacam-se as bactérias Gram-
negativas dos géneros Rhizobium, Mesorhizobium e Brazyrhizobium (TORTORA, FUNKE,;
CASE, 2005). Na produgao de EPS por bactérias diazotroficas, o custo elevado da fonte de
carbono nos meios de cultivo tem impacto direto nos custos de produ¢do, limitando o
potencial de mercado do biopolimero. Desta forma, a utilizagdo de coprodutos agroindustriais
mostra-se como uma alternativa para minimizar estes custos, como soro de leite (ZHOU et al.,
2014), agua residual da industria de pescado (SELLAMI et al., 2015), GR (OLIVEIRA, 2017;
RIBEIRO, 2015) e farelo de arroz (DEVI; VIJAYENDRA; SHAMALA, 2012).

O processo de producao do biopolimero pode ser influenciado desde a escolha do
micro-organismo até a determinagdo dos parametros do cultivo, como a agitagdo, temperatura
de incubagdo, tempo de incubagdo, volume do meio, volume do indculo, aeragdo, fonte de
carbono e pH, pardmetros que influenciam diretamente a sintese, rendimento e composigao do
EPS (BARRETO et al., 2011, RIBEIRO, 2015). A Tabela 4 apresenta as condi¢des utilizadas

no cultivo destes micro-organismos.



Tabela 4 - Condig¢des de cultivo utilizadas para producao de EPS por diferentes Rizobios

Tipo de

EPS

Bactéria Fonte carbono T (°C) Agitagdo pH reator @l Referéncia
Rhizobium sp. Manitol PRIYANKA et al.
PRIMM-18 (10 g L) 32 100 NM Shaker 2,10 (2015)
R. Soro de leite
ZH 1. (2014
radiobacter S10 (100 g L 30 200 NM Fermentador 2,83 OU et al. (2014)
R. tropici Sacarose 28 150 6,8 Shaker 3,48 MORETTO et al.
R. sp. (30gL™M 6,63 (2015)
R. tropici Semia 4080 1,14
R. tropici MUTZC3 Sacarose 0,75 CASTELLANE;
R. tropici JAB1 g 0,95 (2014)
R. sp. JAB6 0,78
. . Sacarose 4,51
Rt S 4080 ’
ropici Semia (30 g L) o
Sacarose ’
- 30 ¢ L) + diesel (10 g L' CASTELLANE et al.
R tropicimuTzey  (G0gl)tdiesel(10gL) 140 M Shaker o1
Sacarose 4,39
(30gL™") <5
Sacarose ’

(30 g L") + diesel (10 gL™)
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' — . 4
R. tropici Semia 4077 Scaroce 7,45 CASTELLANE et al.
- 29 140 NM* Shaker 2015
R. tropici 4077::204 (30gL™h 7,67 (2015)
R. leguminosarum Semia 344 2,32
Mesorhizobium loti
Semia 816 a OGRL'l) 30 200 7,0 Shaker 4,90 RIBEIRO (2015)
M. huakuii Semia 4779 g
1,75
Manitol 9,70
. . -1
i‘Tlégé‘T(’)’(”)%i“”“m Agua regl?ng Lde)pesca .o 30 200 7,0 Shaker | SELLAMIetal 2015)
(50,77 g L' s6lidos) ’
Sinqrhi;obium Farelo de arroz (200 g L") 2,01 DEVI: VUAYENDRA:
meliloti 30 200 7,0 Shaker
MTCC 100 Farelo de arroz (400 g L™) 2,67 SHAMALA (2012)
Rizobio 8.1¢ Manitol 0,145
FERNANDES Jr. et al.
Rizébio 53.5 (10 gL 28150 NM Shaker 137 2010) nee
Rizodbio 30.6a2 0,098

GR: glicerol residual; NM: ndo mencionado
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Os EPS sao secretados por plantas ou micro-organismos, podendo ser classificados
como homopolissacarideos ou heteropolissacarideos. Os homopolissacarideos sdo constituidos
por um unico tipo de monossacarideo, geralmente glicanas neutras, como dextrana ou levana,
enquanto os heteropolissacarideos sdo constituidos por varios tipos de monossacarideos,
como xantana, gelana ou succinoglicana. Na grande maioria sdo polianidnicos, devido a
presenca de acidos urdnicos (ARANDA-SELVERIO, 2010; DONOT et al., 2012, LAHAYE,
2006).

O heteropolissacarideo succinoglicana, apresentado na Figura 4, pode ser produzido
pelas bactérias Sinorhizobium, Agrobacterium, entre outras, apresentando-se como um
octassacarideo, sendo composto por unidades de glicose ligadas a galactose na razdo 7:1,
podendo conter acetato, piruvato e succinato, possuindo alta ou baixa massa molar,
dependendo da bactéria utilizada (RUIZ et al., 2015).

Castellane et al. (2015), ao estudar o EPS produzido por R. tropici Semia 4080,
utilizando sacarose como fonte de carbono, encontraram 59,59 % de glicose, 31,29 % de
galactose, 4,58 % de acido glicuronico, 3,72 % de ramnose, 0,74 % de manose e 0,08 % de
acido galacturonico. Ja Ribeiro (2015), utilizando M. loti Semia 816 ¢ GR como fonte de
carbono, identificou os componentes majoritarios do EPS, encontrando 79,8 % de glicose,
14,4 % de galactose e 5,8 % de manose. Castellane, Lemos e Lemos (2014), ao estudar o EPS
produzido por R. tropici Semia 4077, utilizando sacarose como fonte de carbono, encontraram
55,48 % de glicose, 32,47 % de galactose, sendo ainda encontrado 8,6 % acido glicurdnico,
2,58% de ramnose, 0,86 % de manose e tragos de acido galacturdnico.

De acordo com Oliveira (2017), a composicdo de acido urdnico de um EPS
produzido por M. loti Semi 816, utilizando GR como fonte de carbono foi de 3,90 + 0,19 %.
Monteiro (2011), ao analisar EPS produzidos por bactérias Rhizobium e Mesorhizobium,
encontrou teores de acido urdnico entre 0,8 e 12,7%. Moretto et al. (2015), ao analisar o EPS
produzido por Rhizobium EPSLBMP-C04, encontraram 3,57 % de 4cido glicurdnico, ja para
Rhizobium EPSLBMP-CO02 foi encontrado 10% de acido galacturdnico e tracos de acido
glicurdnico. Ribeiro (2015) relata que micro-organismos de diferentes linhagens ou cultivados
em diferentes condi¢des de cutivo produzem EPS com a cadeia principal semelhante, apenas
com varia¢des nas ramificagdes ¢ massa molar. De acordo com Castellane, Lemos ¢ Lemos
(2014), a presenga de acidos glicurdnico e galacturdnico, independente das concentragdes,

torna o EPS 4cido, e sua acumulagdo torna o heteropolissacarideo altamente anidnico.



Figura 4 - Estrutura quimica do heteropolissacarideo succinoglicana

COCH2CHZCOOH

Fonte: RUIZ et al. (2015)
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SCREENING DE Lactobacillus POTENCIAIS PRODUTORES DE ACIDO LATICO A
PARTIR DE COPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS

RESUMO

Neste trabalho, diferentes espécies de Lactobacillus e fontes de carbono foram avaliadas
quanto a producdo de acido latico (AL). A fim de padronizar o preparo do inéculo, a
densidade otica (DO) de oito diferentes micro-organismos (L. rhamnosus INCQS 00223, L.
fermentum INCQS 00224, L. helveticus INCQS 00227, L. paracasei subsp. paracasei INCQS
00222, L. acidophillus INCQS 00076, L. delbrueckii subsp. lactis INCQS 00035, L.
leichmanii INCQS 00008 e L. plantarum INCQS 00007) foi acompanhada em cultivos sem e
com agitac¢do (150 rpm). A DO de 1,0 foi estabelecida (sem agitacdo), de forma a garantir que
todos os micro-organismos encontravam-se na fase exponencial de crescimento ao serem
inoculados. Apds, realizou-se o cultivo dos Lactobacillus, utilizando glicose (padrio), glicerol
residual (GR) e permeado de soro (PS) como fontes de carbono, a fim de verificar a producao
de AL. O cultivo com GR resultou em menor concentracio para todas as cepas estudadas. L.
plantarum INCQS 00007 produziu a maior concentragdo de AL (16,7 + 0,4 g L") em meio
com PS, ndo diferindo significativamente (p>0,05) de quando se empregou a glicose, sendo o

micro-organismo e a fonte de carbono escolhidos como mais promissores quanto a producao
de AL.

Palavras chaves: Bactérias Acido Laticas. Permeado de Soro. Glicerol Residual.
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1 INTRODUCAO

Todos os processos biotecnologicos, que envolvem cultivos microbianos, apresentam
uma etapa de preparo de indculo, que consiste na preparagdo de uma suspensdo de micro-
organismos a partir de uma cultura estoque. Nesta cultura as células estdo em estado latente,
visando-se obter uma populagdo de micro-organismos em quantidade e em atividade
metabolica que garantam um desempenho adequado do processo, em termos de rendimento e
produtividade do bioproduto de interesse. O preparo do inoculo geralmente ¢ conduzido em
laboratério e, posteriormente, transferido para a planta de produgdo industrial (PIO; FRAGA;
MACEDO, 2008).

O momento exato para transferéncia do micro-organismo do indculo para o cultivo
deve corresponder a fase exponencial do crescimento celular, onde a velocidade especifica de
crescimento € maxima, pois anterior a esta fase encontra-se a fase de adaptagdo do micro-
organismo. Ap0s, tem-se a fase estaciondria e a fase de declinio devido ao esgotamento de
algum dos componentes do meio ou ao acimulo de metabolitos inibidores, causando a morte
das células (HISS, 2001). Desta forma, para garantir a reprodutibilidade de cultivos
microbianos faz-se necessaria a padronizagdo do in6culo.

A medida da densidade otica (DO) das culturas bacterianas ¢ amplamente utilizada
em microbiologia, como uma forma répida e confiavel de avaliar a concentra¢do de células
presentes, ja que a mesma ¢ proporcional ao numero de células ou massa seca de células
(MADDIGAN et al., 2016). Geralmente ¢ utilizado o comprimento de onda de 600 nm
(CAPELLARI, 2010; ZHANG; VADLANI, 2015), pois as medidas de suspensdes celulares
mais densas sdo mais precisas com comprimentos de onda mais longos (MADDIGAN et al.,
2016).

O meio de cultivo Man, Rogosa e Sharp (MRS) tem sido utilizado no cultivo de
bactérias acido laticas (BAL) (BERNARDO et al., 2016; COELHO et al., 2011;
FITZPATRICK; AHRENS; SMITH, 2001; LIMA; COELHO; CONTIERO, 2010;
OLIVEIRA et al., 2009; PRADA-PALOMO et al., 2012), pois estas bactérias requererem
nutrientes complexos para o crescimento, tais como vitaminas do complexo B, minerais
especificos e diversos aminoacidos (GUILHERME; PINTO; RODRIGUES, 2009; STANIER
et al., 1986). A fonte de carbono padrao deste meio ¢ a glicose, sendo que a substituicdo desta
por coprodutos agroindustriais tem sido avaliada como, por exemplo, pelo melagco (COELHO
et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2009), soro de leite (BERNARDO et al., 2016; LIMA;
COELHO; CONTIERO, 2010), permeado de soro (PS) (FITZPATRICK; AHRENS; SMITH,
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2001) e glicerol residual (GR) (PRADO-PALOMO et al., 2012), visando a produgdo de acido
latico (AL) por diferentes espécies de Lactobacillus.

A utilizagdo de matérias-primas de baixo custo em processos biotecnoldgicos para
obtencdo de AL possui vantagens significativas, no que diz respeito aos custos do processo
(CAPELLARI, 2010). O AL ¢ um importante bioproduto, tendo aplicagdes na industria
quimica, farmacéutica e principalmente na industria de alimentos, como acidulante e
conservante de bebidas e alimentos (GUILHERME; PINTO; RODRIGUES, 2009; LIMA;
COELHO; CONTIERO, 2010). Além da composi¢cao do meio, a agitacdo e a aeragao sao
variaveis importantes para o crescimento dos micro-organismos, pois promove a
homogeneizagdo dos componentes do meio, fornecendo oxigénio para a atividade respiratéria
(SCHMIDELL et al, 2001). Entretanto, as BAL, consideradas micro-organismos
microaerdfilos, requerem baixos niveis de oxigénio, sendo o crescimento mais acentuado em
niveis de 1 a 15%. Sendo assim, ndo toleram os niveis de oxigénio presente no ar atmosférico
(PELCZAR Jr.; CHAN; KRIEG, 1996).

Por outro lado, a maioria dos estudos relacionados a Lactobacillus cultivados em
laboratério utilizam a agitacdo de 150 a 200 rpm (BERNARDO et al., 2016; LIMA;
COELHO; CONTIERO, 2010; RIVALDI et al.,, 2013; WANG et al., 2016; ZHANG;
VADLANI, 2015) a fim de promover a homogeneizagao e a aeragdo do meio. Entretanto, uma
vez que Lactobacillus sao bactérias microaerdfilas (PELCZAR Jr.; CHAN; KRIEG, 1996), o
cultivo estatico pode ser uma alternativa, com um menor custo energético.

De acordo com o acima exposto, tem-se como objetivo do presente trabalho
padronizar o preparo do indculo de oito cepas de Lactobacillus, definindo uma DO que
garanta o uso de células na fase exponencial de crescimento, bem como avaliar a influéncia
do emprego da agitacdo no seu preparo e a substituicdo da glicose por fontes alternativas (GR

ou PS), bem como selecionar a cepa mais promissora quanto a produgdo de AL.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

2.1.1 Micro-organismos

As seguintes espécies de Lactobacillus foram utilizadas: L. rhamnosus INCQS
00223, L. fermentum INCQS 00224, L. helveticus INCQS 00227, L. paracasei subsp.
paracasei INCQS 00222, L. acidophilus INCQS 00076, L. delbrueckii subsp. lactis INCQS
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00035, L. leichmannii INCQS 00008 e L. plantarum INCQS 00007, sendo estas mencionadas
na literatura como produtoras de AL. As mesmas foram disponibilizadas, na forma liofilizada,
pelo Instituto Nacional de Controle e Qualidade em Saude (INCQS, 2015) — Fundagao

Oswaldo Cruz, localizada no Rio de Janeiro - RJ.

2.1.2 Glicerol residual

O GR, proveniente da obtengdo do biodiesel a partir do 6leo de soja por via
metanodlica, foi fornecido pela empresa BS Bios Industria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil
S/A, localizada em Passo Fundo-RS, contendo aproximadamente 81,92 % (m v'') de glicerol

(Anexo A).

2.1.3 Permeado de soro

O PS em po6 utilizado foi cedido pelo Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologicas -
CETEC - UNIVATES, localizado em Lajeado-RS, produzido pela empresa Arla Foods
Ingredients, localizada na Dinamarca, contendo aproximadamente 85 % (m v™') de lactose

(Anexo B).

2.2 METODOS

2.2.1 Reidratacio das culturas liofilizadas

As culturas acondicionadas em ampolas de vidro foram rompidas em condi¢des
assépticas, sendo adicionadas a ampola 5 gotas do Caldo Nutriente, contendo (g L peptona
(5), NaCl (5), extrato de carne (1,5) e extrato de levedura (1,5). A suspensdo foi vertida em
placas de Petri com agar Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960),
contendo (g L) peptona (10), extrato de carne (10), extrato de levedura (5), glicose (20),
Tween 80 (1), citrato de amodnia (2), acetato de sodio tri-hidratado (5), sulfato de magnésio
hepta-hidratado (0,1), sulfato de manganés tetra-hidratado (0,05), fosfato de potassio dibasico
(2) e agar (10), sendo entdo incubadas em estufa (Quimis Q-316 M2, Brasil) a 37 °C durante
48 h (INCQS, 2015).



74

2.2.2 Manutencio e reativaciao das culturas

Os micro-organismos foram mantidos refrigerados, sendo realizados repiques
mensais. Para reativagdo das culturas estoques, foram realizados repiques sucessivos, sendo

utilizado o 4gar MRS, incubando-se a 37 °C por 48 h (INCQS, 2015).

2.2.3 Estudo da padronizac¢ao do inéculo

Para o acompanhamento do crescimento bacteriano durante o preparo do inoculo
foram realizados cultivos estaticos (sem agitagdo) e com agitacao (150 rpm). Um tubo da
cultura reativada foi raspado com 10 mL de 4gua peptonada 0,1% (m v') e o contetido
transferido para frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 mL de caldo MRS. A suspensao
foi incubada a 37 °C em incubadora (Tecnal TE-420, Brasil), sendo retiradas aliquotas a cada
3 h nas primeiras 12 h de cultivo e, ap6s, de 6 em 6 h até 48 h de cultivo, sendo medida a DO

a 600 nm em espectrofotdometro (Bioespectro SP-220, China).

2.2.4 Screening das BAL

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de
meio, inoculados com suspensdo da bactéria em estudo. O indculo correspondeu a 10% (v v'')
do volume final. Os frascos foram mantidos em incubadora refrigerada (Tecnal TE-420,
Brasil) a 37 °C, sem agitacao, retirando-se aliquotas a cada 2 h nas primeiras 8 h e apos este
tempo as aliquotas foram retiradas a cada 24 h até 96 h de cultivo, sendo estas centrifugadas a
10.000 x g (Cientec CT-5000R, Brasil) para as determinacdes analiticas no sobrenadante (pH,
item 2.3.1; AL, item 2.3.3) e sedimento (biomassa, item 2.3.2). As oito cepas de Lactobacillus
foram cultivadas com meio MRS (20 g L™ de glicose) e com meio MRS modificado (20 g L™
de GR ou PS), a fim de selecionar a cepa e a fonte de carbono mais promissoras para
produgdo de AL. Com os dados obtidos foram calculados a biomassa maxima Xmsx (g L), a
velocidade especifica maxima de crescimento celular (Um.x) € a produtividade em biomassa

(gL' h™).
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2.3 METODOS ANALITICOS
2.3.1 Determinacao do pH

O pH do sobrenadante foi medido diretamente em medidor de pH (Marte MB-10,
Brasil) previamente calibrado, de acordo com AOAC (2000).

2.3.2 Determinac¢ao da biomassa

A biomassa foi monitorada por medida da absorbancia a 600 nm do sedimento
ressuspendido em agua, baseado no procedimento descrito por Trindade, Munhoz ¢ Burkert
(2015), sendo expressa em massa seca (g L"), obtida a partir de uma curva de calibracdo
previamente determinada para cada micro-organismo (Apéndice 1A), permitindo assim tracar

as curvas de crescimento celular.

2.3.3 Determinacio de AL

As amostras (sobrenadante) foi adicionada acetona PA (1:3 v v'') para remogéo de
proteinas, sendo centrifugadas a 13.000 x g por 15 min. A acetona foi evaporada em banho
termostatizado (Stern 6, Brasil) a 37 °C e borbulhamento de ar através de uma bomba de
aquario (SC-7500) por 2 min, sendo as amostras devidamente diluidas, filtradas em
membrana hidrofilica de 0,22 pm e transferidas para vials. A metodologia utilizada para a
detec¢dao do AL foi descrita por Oliveira, Buzato e Hauly (2005). O AL foi quantificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu, Japao), utilizando uma coluna Aminex
HPX - 87H (300 x 7,8 mm) (Bio-Rad, EUA), uma pré- coluna (Bio-Rad, EUA), detector
UV/Visivel a 210 nm e solu¢do de H,SO4 (0,005 M) como fase movel, com um fluxo de 0,6
mL min™' e temperatura de 35 °C. O volume de injecio foi de 20 uL, com tempo de corrida de
25 min, sendo o tempo de retencdo do AL de aproximadamente 12 min. A concentragdo de
AL foi determinada através de uma curva padrdo de AL (Sigma, Aldrich), com faixa de

linearidade de 1,0 a 7,0 g L' (Apéndice E).
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2.4 PARAMETROS CINETICOS

2.4.1 Velocidade especifica maxima de crescimento celular e produtividade

A partir das curvas de crescimento celular foram obtidos os parametros de
velocidade especifica maxima e produtividade (HISS, 2001).
A velocidade especifica méxima de crescimento celular (i), em h™, ¢ definida

pela Equagao 1, calculada através do software Excel (Microsoft Inc., EUA)

mx=xar (@
A produtividade em biomassa, g L™ h™', é definida pela Equagdo 2.

Produtividade = @ ()
f

Onde:

Xmax : biomassa maxima (g L'l) atingida no t¢
X, : biomassa inicial (g L)

tr : tempo (h) de cultivo referente a X«
2.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores médios e desvios-
padrdao de In (DO), pH, biomassa e AL foram calculados através do software Statistica 5.0
(StatSoft Inc., EUA) e submetidos a Andlise de Variancia e teste de Tukey (MONTGOMERY,
2004), a fim de verificar a existéncia de diferencas significativas (p<0,0 ) sendo que para a

construcdo dos graficos utilizou-se o software OriginPro 8 (OriginLab, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PADRONIZACAO DO INOCULO

As Figuras 1, 2 e 3 apresentam In (DO) ao longo do tempo, para o cultivo estatico e

com 150 rpm de agitacdo, das oito diferentes cepas de Lactobacillus avaliadas.
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Figura 1 - Acompanhamento do In (DO) (m) com e (0) sem agita¢dao ao longo do tempo para
(a) L. rhamnosus INCQS 00223, (b) L. fermentum INCQS 00224 ¢ (c) L. helveticus INCQS
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Figura 2 - Acompanhamento do In (DO) (m) com ¢ (0O) sem agitacao ao longo do tempo para
(a) L. paracasei subsp. paracasei INCQS 00222, (b) L. acidophilus INCQS 00076 e (¢) L.
delbrueckii subsp. lactis INCQS 00035
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Figura 3 - Acompanhamento do In (DO) (m) com e (0) sem agitagao ao longo do tempo para
(a) L. leichmannii INCQS 00008 e (b) L. plantarum INCQS 00007.
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Pode-se observar claramente as fases de crescimento dos micro-organismos: a fase
lag, ou fase de adaptacdo, caracterizada pela pequena variagdo de In (DO), ocorre nas
primeiras horas de cultivo; a fase exponencial, de rapido crescimento celular, caracterizada
pela relagdo linear entre In (DO) e tempo; e a fase estaciondria, caracterizada pela
estabilizacao no valor de In (DO).

A partir da analise das curvas, para a padronizacao dos indculos das diferentes cepas
foi escolhida a DO igual a 1,0, pois todos os micro-organismos utilizados encontravam-se na
fase exponencial de crescimento neste valor, que corresponde a In (DO) igual a zero. Cabe
ressaltar que alguns destes micro-organismos alcangaram valores de DO mais elevados,

indicando um crescimento bem mais acentuado (Apéndice 1B).
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Para L. rhamnosus INCQS 00223 (Figura la), em ambos os cultivos, com e sem
agitacdo, a DO 1,0 foi alcangada em pouco mais de 3 h de cultivo, sendo que o mesmo
comportamento foi observado para L. fermentum INCQS 00224 (Figura 1b) e L. plantarum
INCQS 00007 (Figura 3b).

Com L. helveticus INCQS 00227 (Figura Ic) e L. paracasei subsp. paracasei INCQS
00222 (Figura 2a), a DO estipulada foi somente alcancada em aproximadamente 14 h de
cultivo, sendo o mesmo comportamento observado para L. leichmanii INCQS 00008 (Figura
3a), mas apenas alcancada no cultivo estatico. Para L. delbrueckii subsp. lactis INCQS 00035
(Figura 2c), a DO foi alcangada em torno de 12 h de cultivo ao utilizar agitagdo, sendo em
torno de 9-12 h ao utilizar o cultivo estatico. L. acidophillus INCQS 00076 (Figura 2b)
também alcancou a DO estipulada em torno de 9-12 h para o cultivo agitado, sendo que para o
cultivo estatico a DO foi alcangada em torno de 16 h.

A diferenga da DO para os cultivos com e sem agitacdo das oito cepas de
Lactobacillus, de um modo geral, ndo foi expressiva, sendo ainda observado que para todas as
bactérias estudadas houve maior ou igual crescimento em cultivo estatico quando comparado
ao cultivo agitado, provavelmente pela caracteristica microaerofila de Lactobacillus. Inclusive
L. leichmanii INCQS 00008 (Figura 3a) ndo cresceu satisfatoriamente quando utilizada a
agitacdo de 150 rpm, apresentando bom crescimento apenas no cultivo estatico. Dessa
maneira foi selecionado o cultivo sem agitagao para o preparo do indculo, com a vantagem de
minimizar gastos com energia.

Sao poucos os trabalhos encontrados relacionados ao estudo do preparo do indculo,
sendo que em alguns estudos a padronizagdo se da através do tempo de incubacdo. Lima,
Coelho e Contiero (2010) e Bernardo et al. (2016) estabeleceram que em 18 h as bactérias
Lactobacillus sp. LMI8 e Lactobacillus rhamnosus B103, respectivamente, encontravam-se
na fase exponencial. Panesar et al. (2010), utilizando a bactéria L. casei e como fonte de
carbono o soro de leite, verificaram nao haver diferenga significativa (p>0,05) entre o cultivo
com (100 rpm) e sem agitacdo, o que estd de acordo com o encontrado no presente trabalho,

implicando assim em menores custos energéticos.

3.2 SCREENING DAS BAL: CRESCIMENTO E PRODUCAO DE AL

As Figuras 4, 5, 6 e 7 apresentam o acompanhamento da biomassa e pH das

diferentes cepas de Lactobacillus.
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Figura 4 - Acompanhamento da biomassa ( ) e pH (--), utilizando ( A) glicose, (m) PS ¢ (¢)
GR como fonte de carbono para (a) L. rhamnosus INCQS 00223 e (b) L. fermentum INCQS
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Figura S - Acompanhamento da biomassa (¥ pH (--), utilizando (A) glicose, (m) PS ¢ (¢)
GR como fonte de carbono para (a) L. helveticus INCQS 00227 e (b) L. paracasei subsp.
paracasei INCQS 00222
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Figura 6 - Acompanhamento da iom assa( ¢ pH (--), utilizando ( A) glicose, (m) PS ¢ (¢)
GR como fonte de carbono para (a) L. acidophilus INCQS 00076 e (b) L. delbrueckii subsp.
lactis INCQS 00035
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Figura 7 - Acompanhamento da iom assa (

¥ pH (--), utilizando (A) glicose, (m) PS ¢ (¢)

GR como fonte de carbono para (a) L. leichmannii INCQS 00008 e (b) L. plantarum INCQS
00007
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Ao observar as Figuras 4, 5, 6 ¢ 7 pode-se perceber que todas as bactérias foram
capazes de crescer no meio a base de PS; entretanto, quando o GR foi a fonte de carbono
utilizada, o crescimento foi menor. L. paracasei foi a bactéria que apresentou maior
concentracdo de biomassa com PS, atingindo 4,16 + 0,09 g L'l, diferindo significativamente
(p<0,05) em relacdo a glicose (3,15 + 0,01 g L™"). Foi também observado para as bactérias L.
rhamnosus e L. helveticus um maior crescimento em meio com PS. L. plantarum, L.
leichmannii, L. fermentum e L. acidophilus também demonstraram crescimento bastante
significativo em meio com PS, mas este ndo foi superior a glicose.

O decréscimo de pH nos cultivos, indicativo da produ¢do de AL, foi mais acentuado
com PS e glicose, mas ao utilizar-se GR o pH manteve-se praticamente constante, um indicio
da baixa atividade metabodlica dos micro-organismos com este substrato, o que corrobora o
baixo crescimento celular observado.

Lavari et al. (2015), utilizando fermentador com volume de 1 L, encontraram para L.
rhamnosus 64 uma concentragio méxima de biomassa de 3,05 g L' em condigdes
anaerobicas e 2,82 g L™ em condigdes aerdbicas, ao utilizar PS (aproximadamente 29 g L™ de
lactose) como fonte de carbono, extrato de levedura, peptona, Tween 80 e solucdo de Mn-Mg.
No presente trabalho foi encontrado 3,51 g L de biomassa utilizando L. rhamnosus INCQS
00223 ¢ meio MRS modificado com 20 g L' de PS, sendo entio verificado uma alta
conversdo de substrato em biomassa.

Rivaldi et al. (2013), utilizando shaker ¢ GR no cultivo de L. acidophilus ATCC
4356, L. delbrueckii UFV-H2B20 e L. plantarum ATCC 8014, observaram um crescimento,
em 24 h de cultivo, de 2,11, 2,06 ¢ 1,36 g L’l, respectivamente, sendo que comportamento
similar ndo foi observado no presente trabalho, onde o crescimento em meio com GR foi bem
inferior. Segundo Bartowsky; Costello e Chambers, (2015), um estudo de BAL associadas ao
vinho demonstrou que a capacidade de Lactobacillus sp. em fermentar o glicerol ¢ limitada,
sendo apenas 31%, o que provavelmente ocorreu no presente trabalho, o que acarretou baixo
crescimento celular.

Mussato et al. (2008), ao utilizar L. delbrueckii, em shaker, sem agitacdo, com uma
mistura de 57,8 g L' de glicose ¢ 7,5 g L™ de celobiose, produziram 2,15 g L' de biomassa,
sendo que no presente trabalho a concentracdo de biomassa, utilizando outra cepa de L.
delbrueckii, foi de 1,57 g L'l, ao utilizar menos da metade da concentracdo da fonte de

carbono (20 g L™ de glicose).
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Kwan, Hu e Lin (2016), utilizando L. casei ¢ 20 g L' de glicose, encontraram
2,6 g L de biomassa. Fitzpatrick, Ahrens e Smith (2001) utilizaram 50 g L' de PS como
fonte de carbono, em biorreator, no cultivo com 0 mesmo micro-organismo, obtendo 3,4 g L!
de biomassa. Fitzpatrick e O'Keeffe (2001), no cultivo de L. helveticus, em biorreator com
100 g L de PS, atingiram 1,8 g L sem suplementagio ¢ 3,1 g L' quando o meio foi
suplementado com 3 e 4% de proteina hidrolisada do soro de leite, respectivamente. No
presente trabalho, a cepa de L. helveticus alcangou uma concentragdo de biomassa de 1,94 g
L' ao utilizar 20 g L' da mesma fonte de carbono, ou seja, ao utilizar uma concentracdo de
PS cinco vezes menor obteve-se uma concentracdo de biomassa similar ao encontrado por
Fitzpatrick e O'Keeffe (2001), sem suplementagao.

De acordo com o acima exposto, pode-se verificar que a composicao do meio, fonte
de carbono e agitagdo sdo varidveis importantes que influenciam diretamente o crescimento
do micro-organismo, indicando a importancia do estudo destes fatores.

A Tabela 1 apresenta os parametros cinéticos, tais como biomassa maxima,
velocidade especifica de crescimento e produtividade, para as diferentes cepas de
Lactobacillus, nos diferentes meios estudados.

De acordo com a Tabela 1, a biomassa maxima encontrada foi em meio a base de PS
para o micro-organismo L. paracasei, diferindo significativamente (p<0,05) do meio a base
de glicose e GR e diferindo também dos demais micro-organismos em estudo. Também foi
encontrada uma elevada biomassa maxima para L. rhamnosus (3,51 + 0,14 g L") e L.
plantarum (3,08 = 0,05 g L™"). Quando utilizada a fonte de carbono padrdo, glicose, a maior
biomassa maxima foi encontrada para L. plantarum, nao diferindo estatisticamente (p>0,05)
de L. rhamnosus e L. paracasei. Em meio com GR a maior biomassa méaxima alcancada foi
com a bactéria L. rhamnosus, diferindo estatisticamente (p<0,05) das demais bactérias, sendo
os valores encontrados em meio com esta fonte de carbono consideravelmente inferiores as
demais fontes testadas.

A maior velocidade especifica maxima de crescimento foi encontrada em meio com
glicose para L. plantarum, seguida das bactérias L. leichmanii, L. rhamnosus, e L. fermentum.
Também foi encontrada uma alta velocidade especifica quando o PS foi a fonte de carbono
utilizada, sendo o maior valor encontrado para L. plantarum, seguido por L. leichmanii e L.
rhamnosus. Ao analisar a velocidade especifica maxima em meio contendo GR como fonte de

carbono, L. plantarum e L. leichmanii foram as bactérias que mais se destacaram, nao
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havendo diferenca estatistica (p>0,05) entre os micro-organismos citados, sendo encontrado

valores similares também para L. rhamnosus.

Tabela 1 - Biomassa maxima (Xy:x) velocidade especifica de crescimento (Umax) €
produtividade em biomassa* para diferentes Lactobacillus, utilizando PS, glicose ¢ GR como
fonte de carbono

Xumax (g L) mix (h) Produtividade (g L™ h™)
2 Permeado 3,51 (0,14) *B 0,33 (<0,01) >¢ 0,14 (<0,01) >BC
o § Glicose 3,20 (0,09) ™A 0,36 (<0,01) *€ 0,16 (<0,01) *B
< Glicerol 0,42 (0,01) “* 0,25 (<0,01) “B€ 0,05 (<0,01) ?
§  Permeado 1,23 (0,03) °F 0,28 (<0,01) P 0,04 (<0,01) >PE
& § Glicose 1,91 (0,02) *¢ 0,34 (<0,01) *¢ 0,05 (<0,01) *F
S Glicerol 0,24 (<0,01) “F 0,10 (<0,01) &F 0,01 (<0,01) ©9
S Permeado 1,94 (<0,01) ¢ 0,39 (<0,01) *P 0,08 (<0,01) *“-PE
~ § Glicose 1,82 (0,03) ™¢ 0,30 (<0,01) >P 0,06 (<0,01) >EF
< Glicerol 0,07 (<0,01) <* 0,15 (<0,01) * 0,01 (<0,01) “©
5 Permeado 4,16 (0,10) ** 0,27 (0,01) *P-F 0,21 (0,04) **
& § Glicose 3,16 (0,01) ** 0,28 (<0,01) *P 0,12 (0,03) €
& Glicerol 0,38 (<0,01) *? 0,23 (<0,01) 0,03 (<0,01) €
g Permeado 0,99 (0,01) ¢ 0,24 (<0,01) ** 0,04 (<0,01) ®P*
=
~ § Glicose 1,29 (0,03) ** 0,28 (<0,01) *P 0,05 (<0,01) *F
3 Glicerol 0,12 (0,01) «¢ 0,20 (<0,01) P 0,01 (<0,01) "
% Permeado 0,68 (0,03) ™! 0,16 (<0,01) °F 0,02 (<0,01) ®F
~ § Glicose 1,57 (0,04) *P 0,20 (<0,01) *F 0,04 (<0,01) **
3 Glicerol 0,27 (0,01) “P 0,14 (<0,01) ¢ 0,02 (<0,01) F
'z Permeado 1,30 (0,04) °F 0,40 (0,01) *® 0,07 (<0,01) >“P*F
& § Glicose 1,47 (0,05) *P 0,46 (0,02) *B 0,08 (<0,01) *PF
3 Glicerol 0,16 (0,01) ©F 0,28 (0,01) * 0,02 (<0,01) *
5 Permeado 3,08 (0,05) € 0,47 (0,02) A 0,15 (0,02) >*B
& § Glicose 3,26 (0,11) ** 0,51 (<0,01) ** 0,19 (0,01) **
2 Glicerol 0,30 (0,02) ¢ 0,30 (<0,01) * 0,05 (<0,01) “*

*M¢édia (desvio padrao), n = 3. Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca
significativa entre as fontes de carbono para um mesmo micro-organismo (p<0,05). Letras maitsculas diferentes
na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os micro-organismos para uma mesma fonte de
carbono (p<0,05).
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Apesar do pequeno crescimento observado com o uso do meio contendo GR,
evidenciado pelos baixos valores de X x, 0s valores de pumax para alguns micro-organismos
foram equivalentes aqueles observados para glicose ¢ PS, demonstrando crescimento nas
primeiras horas de cultivo, fato que pode estar associado ao consumo de aguicares oriundos do
indculo e/ou posterior inibi¢do do crescimento microbiano.

A maior produtividade encontrada foi em meio utilizando o PS para a bactéria L.
paracasei, ndo diferindo (p>0,05) de L. plantarum. Ao utilizar a glicose como fonte de
carbono, a maior produtividade encontrada foi para L. plantarum, diferindo (p<0,05) dos
demais micro-organismos; sendo que em meio com GR a maior produtividade foi encontrada
para este mesmo micro-organismo. Ao analisar a produtividade das trés fontes de carbono,
podem ser verificados valores de produtividade inferiores em meio com GR

Hugo, Bruno e Golowczyc (2016) encontraram uma maior velocidade especifica para
L. plantarum CIDCA 83114 ao utilizar o meio MRS padrio (0,819 h™) ¢ 0,110 h' quando PS
foi utilizado. O mesmo comportamento foi encontrado no presente trabalho, ou seja, uma
velocidade especifica maior no meio padrdo. Lavari et al. (2015) encontraram para L.
rhamnosus 64 uma velocidade especifica de 0,292 h'! e biomassa méaxima de 282 ¢g L' a0
utilizar o PS como fonte de carbono; resultados estes bastante semelhantes aos encontrados no
presente trabalho. Rivaldi et al. (2013) estudaram o comportamento de trés espécies de
Lactobacillus, obtendo para L. delbrueckii UFV-H2b20 e L. acidophillus ATCC 4356
resultados muito semelhantes, sendo eles 2,06 ¢ 2,11 g L' de biomassa, 0,09 e 0,09 g L'h!
de produtividade e 0,33 e 0,32 h™' de velocidade especifica maxima, respectivamente; ja para
L. plantarum ATCC 8014, os resultados encontrados foram de 1,36 g L' de biomassa,
0,06 g L' h' de produtividade e 0,26 h™' de velocidade especifica méaxima, resultados bastante
diferentes dos encontrados no presente trabalho, onde, entre estes micro-organismos, L.
plantarum foi o que apresentou parametros de crescimento superiores.

A Figura 8 apresenta a concentracdo de AL para os Lactobacillus em estudo, em 96 h
de cultivo, em meio com glicose e PS. Para os cultivos com GR, a determinagdo de AL nao
foi realizada, em virtude do baixo crescimento do micro-organismo e pequena variagdo de pH
observados.

Pode-se verificar que a concentragdo de AL variou de 9.8 g L (L. fermentum) a
19,4 g L (L. paracasei) quando se utilizou glicose, e de 9,3 g L' (L. fermentum) a 16,7 g L

(L. plantarum) ao utilizar PS.
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Ao compara-se as diferentes fontes de carbono para cada micro-organismo verificou-
se que, para a maioria das bactérias, maiores concentragdes de AL foram encontradas em
meio com glicose. Mesmo assim, com as bactérias L. plantarum e L. fermentum, diferencas
significativas nao foram observadas (p>0,05), sendo que para as demais cepas, mesmo
havendo diferenca significativa (p<0,05) entre as fontes de carbono (glicose e PS),
quantidades expressivas de AL foram produzidas por todas as bactérias, sendo a producao de
AL, utilizando o PS como fonte de carbono, no minimo de 60 % em relacdo a glicose,
mostrando a potencialidade do PS como fonte de carbono no cultivo destes micro-

organismos.

Figura 8 - Concentragdo de AL* em 6 h de cultivo, utilizando o glicose ¢ m PS como fonte

de carbono
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* Média e desvio padrdo (n=3). Letras minusculas diferentes indicam que ha diferenca significativa (p<0,05)
entre 0s micro-organismos, para uma mesma fonte de carbono. Letras maiusculas diferentes indicam que ha
diferenca significativa (p<0,05) entre as fontes de carbono, para um mesmo micro-organismo. AL: 4cido latico;
PS: permeado de soro
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Mussato et al. (2008) encontraram para L delbrueckii, utilizando shaker e uma
concentragdo de 57,8 g L glicosee 7,5 g L' celobiose, 35,54 g L' de AL, ou seja, 54,42 %
da fonte de carbono convertida em produto, sendo que resultados semelhantes foram
encontrados no presente trabalho (12,58 + 1,01 g L de AL), ao utilizar 20 g L' de glicose
como fonte de carbono, correspondendo a uma conversao de 62,9 % de substrato em produto.

Resultados semelhantes de concentragdes de AL (15,5 + 0,5 g L) foram
encontrados por Kwan, Hu e Lin (2016) utilizando a bactéria L. casei shirota e 20 g L de
glicose. No presente trabalho, foi encontrado para a bactéria L. rhamnosus, 14,38 + 1,33 g L™
de AL ao utilizar 20 g L' de PS, ou seja, 71,90 % do substrato foi convertido em produto. J4
Bernardo et al. (2016) encontraram 143,70 g L™ de AL ao utilizar aproximadamente 500 g L™
de soro de leite em po, no cultivo de outra cepa de L. rhamnosus, sendo este em biorreator,
podendo ter ocorrido, neste caso uma inibicdo do micro-organismo pela alta concentracao
inicial de substrato, pois apenas 28,74 % de substrato foi convertido em produto.

Zhang e Vadlani (2015), no cultivo de L. plantarum, em shaker, com 25,5 gL' de
glicose e 8,7 g L!de xilose, encontraram 24,3 g L'de AL, sendo que no presente trabalho, ao
utilizar 20 g L' de glicose, encontrou-se 17,88 g L' de AL.

Portanto, entre as bactérias estudadas, L. plantarum, L. paracasei e L. helveticus nao
diferiram (p>0,05) na concentracdo de AL em meio com PS, sendo que L. plantarum foi a
bactéria que apresentou a maior velocidade especifica maxima de crescimento e uma alta
produtividade (0,47 £+ 0,02 h'e 0,15+0,02¢g L! h'l, respectivamente), a0 comparar-se com
as demais bactérias em estudo, em meio com PS. Além disso, diferengas significativas nao
foram observadas entre glicose e PS no cultivo de L. plantarum, enquanto que L. paracasei
L. helveticus apresentaram melhor producdo com glicose. Desta forma, a bactéria L.
plantarum destacou-se como a mais promissora na produ¢do de AL em meio com PS como

fonte de carbono.

4 CONCLUSOES

De acordo com as curvas de crescimento foi possivel estabelecer uma DO de 1,0 para
a padronizagdo do inoculo para todas as espécies de Lactobacillus avaliados, garantindo a
inoculacdo dos mesmos na fase exponencial.

A diferenga da DO para o indculo com e sem agitacio de um modo geral ndo foi

expressiva, provavelmente pela caracteristica microaerofila das cepas de Lactobacillus,
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podendo o preparo do inéculo ser conduzido em cultivo estitico, com um menor gasto
energético.

O GR nao se apresentou como uma boa alternativa no cultivo de Lactobacillus. Por
outro lado, o PS mostrou-se como uma promissora alternativa, pois todas as bactérias foram
capazes de assimild-lo e de produzir quantidades expressivas de AL. L. plantarum foi a
espécie escolhida por ser a mais promissora quanto a producdao de AL, pois também foi a
bactéria que apresentou uma maior velocidade especifica méaxima de crescimento e

produtividade, ao comparar com as demais estudadas.
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EFEITOS DAS CONDICOES DE CULTIVO NA BIOCONVERSAO DE PERMEADO
DE SORO EM ACIDO LATICO POR Lactobacillus plantarum

RESUMO

O presente trabalho visou avaliar os efeitos das condi¢des de cultivo na bioconversao do
permeado de soro (PS) em acido latico (AL) por L. plantarum INCQS 00007, utilizando
meio MRS modificado pela substituicdo da glicose por PS. Inicialmente, foi proposto
um delineamento Plackett Burman de doze varidveis, incluindo temperatura, agitagdo e
os componentes do meio de cultivo. O PS, extrato de carne e a temperatura foram as
variaveis que apresentaram efeito significativo (p<0,1) na concentragdo de AL, sendo
observado que quantidades expressivas de lactose ndo foram consumidas em muitos
ensaios, fato possivelmente associado a inibi¢do pela acidificagdo do meio. Portanto,
optou-se pelo ajuste do pH do meio ao longo do cultivo, resultando no consumo total do
substrato pela bactéria, alcancando 39,35 + 1,40 g L! de AL quando utilizou-se, em
g L 40 de PS, 20 de extrato de carne, 20 de peptona, 5 de acetato de sodio, 1,5 de
Tween 80, 0,05 de sulfato de manganés, sem agitacdo, na temperatura de 32 °C.
Posteriormente, aumentou-se a concentragdo do PS para 60, 80, 120 ¢ 160 g L’l, sendo
observado que até a concentragio de 80 g L' a lactose presente no meio foi
praticamente toda consumida, e nas maiores concentracdes estudadas ocorreu uma
possivel inibicdo da bactéria pela alta concentracao inicial do substrato. Sendo assim,
optou-se por realizar um cultivo em batelada alimentada, iniciando com 40 g L™, com
duas alimentagdes (40 g L' cada) nos tempos de 48 ¢ 96 h, totalizando 120 gL". A
maior concentracao de AL foi obtida na batelada alimentada, com alimenta¢do total de
120 g L' de PS (56,97 + 1,58 g L), correspondente a Yp/s de 0,62 g g, sendo a maior
conversdo de substrato em produto (Yps 0,95 g g) obtida na concentragdo de 60 g L™,
atingindo 50,30 + 0,89 g L™ de AL.

Palavras chave: Coprodutos Agroindustriais. Plackett Burnan. Batelada Alimentada.
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1 INTRODUCAO

As bactérias acido laticas (BAL) sao divididas em treze géneros, dentre eles
Lactobacillus representa o maior dos géneros, com mais de 125 espécies e subsespécies
identificadas, sendo muitas destas espécies reconhecidas como GRAS (Generally Recognized
as Safe) ( HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000; PANESAR et al., 2007).

Algumas espécies de Lactobacillus, por exemplo L. plantarum, possuem papel
fundamental na producdo e preservacdo de alimentos, além de apresentarem propriedades
probidticas com efeitos benéficos a satde (HUYS et al, 2006; LOPES, 2015), sendo
largamente utilizadas na industria de alimentos, em particular em produtos lacteos (LAVARI
et al., 2015). Sdo consideradas heterofermentativas facultativas, por serem capazes de
fermentar hexoses e também pentoses, produzindo altas concentragdes de acido latico (AL),
ocasionando a diminui¢do do pH do meio, chegando a pH em torno de 4,0 ou até mesmo
valores inferiores (PARK; KIM, 2012).

A bactéria L. plantarum ¢ mencionada na literatura como produtora de AL, sendo
que o meio de cultivo Man, Rogosa ¢ Sharp (MRS) tem sido utilizado no cultivo destas
bactérias (COELHO et al., 2011; LIU et al., 2010; ZHANG; VADLANI, 2015) por ser um
meio bastante completo. Este meio contém todos os nutrientes que as BAL necessitam, como
vitaminas do complexo B, minerais especificos e diversos aminodcidos para seu crescimento
(GUILHERME; PINTO; RODRIGUES, 2009; STANIER et al., 1986). Como fontes de
carbono utilizada no cultivo destas bactérias a literatura reporta o emprego de glicose, que ¢ a
fonte usual (LIU et al., 2010), mistura de glicose e xilose (ZHANG; VADLANI, 2015) e,
como coproduto agroindustrial, o melaco (COELHO et al., 2011). A escolha do substrato bem
como os demais componentes do meio utilizado precisam preencher as necessidades
nutricionais do micro-organismo, além de ser economicamente viavel. Além da composicao
do meio, a agitacdo e aeracdo sdo fatores importantes no fornecimento de oxigénio para
atividade respiratéria (SCHMIDELL et al., 2001), bem como a temperatura de crescimento,
que pode variar de 20 a 45 °C (WOOD; HOLZAPFEL, 1995; PANESAR et al., 2007).

O AL, um metabdlito proveniente do cultivo de Lactobacillus, ¢ um composto
bastante versatil, possuindo numerosas aplicagdes na industria quimica, farmacéutica, téxtil
(LIMA; COELHO; CONTIERO, 2010; YU et al., 2008) e principalmente na industria de
alimentos, como acidulante e conservante de bebidas e alimentos (GUILHERME; PINTO;
RODRIGUES, 2009; LIMA; COELHO; CONTIERO, 2010).
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Diante do acima exposto, a utilizagdo do PS como fonte de carbono no cultivo de L.
plantarum enquadra-se neste contexto como uma promissora alternativa. O PS ¢ obtido
quando o soro de queijo ¢ ultrafiltrado para concentrar as proteinas, que ficam retidas e, entao,
a lactose, sais minerais € vitaminas atravessam a membrana para o permeado
(ZACARCHENCO et al., 2012). De acordo com a SOORO (2017), o PS pode ser aplicado
em produtos carneos, lacteos, panificagdo, confeitaria, snacks, salgadinhos, sorvetes,
suplemento alimentar, ragdo animal, entre outros, pois possui no minimo 85 % de lactose,
podendo constituir uma fonte de carbono promissora para cultivos microbianos, mas se
indevidamente tratado pode acarretar em sérios problemas ambientais.

Nao ¢ reportado na literatura o uso do PS por L. plantarum para produgdo de AL,
somente para producdo de biomassa (HUGO; BRUNO; GOLOWCZYC, 2016) e para
producdo de D-tagatose (JAYAMUTHUNAGALI et al., 2017), o que indica que a bactéria L.
plantarum é capaz de assimilar este coproduto agroindustrial.

Sendo assim, tem-se como objetivo do presente trabalho avaliar os efeitos dos
diferentes componentes do meio de cultivo, agitagdo e temperatura, visando maximizar a

producao de AL.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

2.1.1 Micro-organismo

A bactéria L. plantarum INCQS 00007 fo1 disponibilizada pelo Instituto Nacional de

Controle e Qualidade em Saude — Fundagao Oswaldo Cruz, localizada no Rio de Janeiro - RJ.
2.1.2 Permeado de soro
Foi utilizado o PS em p6 cedido pelo Centro de Ciéncias Exatas e Tecnolodgicas -

CETEC - UNIVATES, em Lajeado-RS, produzido pela empresa Arla Foods Ingredients, na

Dinamarca, contendo aproximadamente 85 % (m v de lactose (Anexo B).
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2.2 CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO
2.2.1 Caracterizacao do PS

2.2.1.1 Composic¢ao proximal

O contetdo de umidade foi determinado usando a metodologia da AOAC (2000)
(Método n® 935.29).

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla usando a metodologia da
AOAC (2000) (Método n° 923.03).

O teor de nitrogénio foi determinado através do método de Kjeldahl usando a
metodologia da AOAC (2000) (Método n°® 920.87), sendo o contetido de proteinas calculado
multiplicando por 6,38, sendo este fator utilizado para produtos lacteos.

O teor de lipidios foi determinado de acordo com método do butirdmetro, utilizado
para leite e produtos lacteos (MAPA, 2014).

O teor de carboidratos foi determinado por diferenga.

2.2.1.2 Analise de minerais

Primeiramente as amostras foram digeridas em triplicata, utilizando 0,4 g de amostra
com 2,5 mL de acido nitrico (Vetec, Brasil) e 3 mL de peroxido de hidrogénio (Synth, Brasil)
durante 12 h, apds adicionou-se 2,5 mL de é4cido nitrico e colocou-se em bloco digestor por
2h a uma temperatura de 150 °C. Para a determinagdo dos elementos foi utilizado um
Espectrometro de Absor¢ao Atdmica (modelo AA800, Perkin Elmer, EUA), sendo operado
com chama de ar acetileno fornecido pela Air Liquide (Brasil), e linhas de ressonancia
principais para Ca, K, Mg e Na (422,6 nm, 766,5 nm, 285,2 nm e 588,9 nm, respectivamente).
Foram preparadas curvas de calibragdo utilizando dilui¢cdes adequadas das solucdes padrdes
adquiridas comercialmente. A andlise foi realizada no Laboratério de Eletro-espectro
Analitica (LEEA) e no Laboratorio de Analise Instrumental da Universidade Federal do Rio

Grande (FURG).

2.2.2 Determinacio de carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N)

Os teores de C, H e N no PS, bem como do extrato de levedura (EL), extrato de carne

(EC) e peptona foram determinados em analisador elementar CHNS/O (modelo 2400 Série I,
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Perkin Elmer, EUA) (WALLNER-KERSANACH; RIBEIRO; MACHADO, 2010), sendo as
analises realizadas no Laboratério de Hidroquimica da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG). Para calibracdo do equipamento foi utilizada acetonilida como material de

referéncia.

2.3 CULTIVOS COM L. plantarum

2.3.1 Preparo do in6culo

Para o preparo do inoculo foi utilizado um tubo de cultura microbiana reativada,
sendo raspada com 10 mL de 4gua peptonada 0,1 % (m v'), transferindo a suspensio para
Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 mL de caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (MAN;
ROGOSA; SHARPE, 1960), contendo (g L™): peptona (10), EC (10), EL (5), glicose (20),
Tween 80 (1), citrato de amdnia (2), acetato de sodio tri-hidratado (5), sulfato de magnésio
hepta-hidratado (0,1), sulfato de manganés tetra-hidratado (0,05) e fosfato de potassio
dibasico (2).

A suspensdo foi incubada a 37 °C em frascos sem agitagao até atingir a DO 1,0,

sendo esta atingida em aproximadamente 5 h.
2.3.2 Delineamento experimental Plackett Burman

Um delineamento experimental Plackett Burman (PB) foi proposto, composto por 12
variaveis, sendo elas as concentragdes dos componentes do caldo MRS modificado pela
substituicdo da glicose pelo PS, agitacdo e temperatura, a fim de determinar os efeitos dos
fatores sobre as respostas biomassa e AL, conforme Tabela 1.

Os cultivos foram realizados em incubadora refrigerada (Tecnal TE-420, Brasil), em
frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio, inoculados com L. plantarum em
volume correspondente a 10 % (v v'') do volume final.

Foram retiradas aliquotas a cada 24 h, totalizando 96 h de cultivo, sendo estas
centrifugadas (Cientec CT-5000R, Brasil) para as determinacdes analiticas no sobrenadante
(pH, item 2.4.1; agucares redutores (AR), item 2.4.3; AL, item 2.4.4) e sedimento (biomassa,
item 2.4.2).



Tabela 1 - Matriz do delineamento experimental PB com valores reais (codificados)

Ensaio Variaveis
Xi X, X3 X4 Xs X6 X7 X3g X9 Xio X1 Xi2
1 200+ 0D 0D 0Ch) 3¢+ 05(1) 0D 2+) 0.1+ 0(-1) 100(+1)  32(-1)
2 40(+1)  10(+1)  O-1)  OC1)  OC-1)  1,5(+1) 0C1)  O0C-1)  0I(+1)  005(+1)  0-1)  42(+1)
3 40(+1)  10(+1)  20(+1)  OC-1)  OC-1)  05C1) 2(+1)  0¢1)  0C1)  005+1)  100(+1)  32(-1)
4 40(+1)  10(+1)  20(+1)  20(+1)  OC-1)  05(-1) 0C1)  2+1) 01 0(-1) 100(+1)  42(+1)
5 20¢-1)  10(+1)  20(+1)  20(+1)  5(+1)  05C-1)  0C1)  OC-1)  0,1(+1) 0(-1) 0G-1)  42(+1)
6 40(+1)  OC-1)  20(+1)  20(+1)  5(+1)  1,5(+1)  0C1)  OC-1y  O-1)  005+1)  0-1)  32(-1)
7 20¢-1)  10(+1)  0(-1)  20(+1)  5(+1)  15(+1)  2¢+1)  0C1)  O(-1) 0-1)  100+1)  32(-1)
8 40(+1)  OC-1)  20(+1)  0C1)  5(+1)  15(+1)  2(+1)  2(+1)  0O(-1) 0(-1) 0-1)  42(+1)
9 40(+1)  10(+1)  O-1)  20(+)  O-1) 15 2(+1)  2(+1)  0,1(+1) 0(-1) 0-1)  32(-1)
10 20¢-1)  10(+1) 20(+1)  OC-1)  5(+1)  05(-1)  2(+1)  2(+1)  0.1(+1)  0.05(+1)  0C-1)  32(-1)
11 20(-1)  0¢1)  20(+1) 20+1)  OC1)  15+1)  0C-1)  2(+1)  01(+1)  005(+1)  100(+1)  32(-1)
12 40(+1)  0C1)  O0C1)  20(+1)  5(+1)  05(1) 21  0C1)  01(+1)  0,05+1)  100(+1) 42(+1)
13 20¢-1)  10(+1)  0-1) 01y  5(+1) 151 0¢-1)  2(+1)  0C1)  005(+1)  100(+1) 42(+1)
14 20(-1)  0¢1)  20(+1)  0C-1)  0C-1)  15(+1) 2(+1)  0-1)  0,1(+1) 0(-1) 100(+1)  42(+1)
15 20¢-1) 01y 0C1)  20(+1)  0C1)  05¢1) 2(+1)  21)  0C-1)  005(+1)  0C-1)  42(+1)
16 20(-1)  0-1)  0-1)  0¢1)  0-1) 05(-1) 0¢1)  0-1)  0C-1) 0(-1) 01y 32(1)
17 3000 50)  1000)  100)  250)  10)  10)  1(0)  0050)  00250)  50(0)  37(0)
18 3000 50)  1000)  100)  2.5(0)  10)  100)  1(0)  0.050)  00250)  50(0)  37(0)
19 3000 50)  1000)  100)  2.5(0)  10)  100)  1(0)  0050)  00250)  500)  37(0)
20 3000 50)  100)  100)  2.5(0)  10)  100)  1(0)  0.050)  00250)  50(0)  37(0)

X permeado de soro (g L"); X, extrato de levedura (g L™"); X5 extrato de carne (g L™"); Xy peptona (g L™"); X; acetato de sodio (g L™"); X Tween
80 (g L'l); X7 fosfato de potassio (g L'l); Xg citrato de amoénio (g L'l); Xy sulfato de magnésio (g L'l); X sulfato de manganés (g L'l); X1
agitacao (rpm) e X, temperatura (°C)

103



104

2.3.3 Ajuste do pH do meio ao longo do cultivo

ApOs se verificar quais as varidveis que apresentaram efeito significativo (p<0,1) na
concentracao do AL, foi proposto um novo cultivo para a melhor condi¢ao do PB, onde o pH

do meio foi ajustado (NaOH 4N) para 5,5-6,0 em 18 h de cultivo.

2.3.4 Efeito da concentrac¢io do PS na producio de AL

Foram testadas as concentragdes de PS de 60, 80, 120 ¢ 160 g L' como pH do meio
ajustado (NaOH 4N) para 5,5-6,0 em 18, 42, 66, 90 ¢ 116 h.

2.3.5 Cultivos em batelada alimentada

O cultivo referente a batelada alimentada iniciou com 40 gL"' de PS, sendo
realizadas duas alimentagdes de 10 mL de 40 g L' cada, totalizando 120 g L™ de PS, apos a
coleta de amostra nos tempos de 48 e 96 h, pois nestes tempos foi verificada a queda

acentuada da concentragao do substrato.

2.4 PARAMETROS DETERMINADOS AO LONGO DO CULTIVO
2.4.1 Determinacio do pH

O pH do sobrenadante foi medido diretamente em medidor de pH (Marte MB-10,
Brasil) previamente calibrado, de acordo com AOAC (2000).

2.4.2 Determinacio da biomassa

A biomassa foi monitorada por medida da absorbancia a 600 nm do sedimento
ressuspendido em 4gua, baseado no procedimento descrito por Trindade, Munhoz e Burkert
(2015), sendo expressa em massa seca (g L"), obtida a partir de uma curva de calibracdo

previamente determinada (Apéndice A - Figura h).
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2.4.3 Determinacio de agucares redutores (AR)

A concentragdo de AR foi determinada pelo método do dacido 3,5 é&cido
dinitrossalicilico, de acordo com Miller (1959), com medida de absorbancia a 540 nm a partir

de uma curva padrio de lactose, com faixa de linearidade de 0,03 a 0,4 g L' (Apéndice C).
2.4.4 Determinacao do AL

As amostras (sobrenadante) foi adicionada acetona PA (1:3 v v'') para remogéo de
proteinas, sendo centrifugadas a 13.000 x g por 15 min. A acetona foi evaporada em banho
termostatizado (Stern 6, Brasil) a 37 °C e borbulhamento de ar através de uma bomba de
aquario (SC-7500) por 2 min, sendo as amostras devidamente diluidas, filtradas em
membrana hidrofilica de 0,22 um e transferidas para vials. A metodologia utilizada para a
deteccao do AL foi descrita por Oliveira, Buzato e Hauly (2005). O AL foi quantificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu, Japao), utilizando uma coluna Aminex
HPX - 87H (300 x 7,8 mm) (Bio-Rad, EUA), uma pré- coluna (Bio-Rad, EUA), detector
UV/Visivel a 210 nm e solugdo de H,SO4 (0,005 M) como fase movel, com um fluxo de 0,6
mL min™' e temperatura de 35 °C. O volume de injecio foi de 20 pL, com tempo de corrida de
25 min, sendo o tempo de retencdo do AL de aproximadamente 12 min. A concentragdo de
AL foi determinada através de uma curva padrdo de AL (Sigma, Aldrich), com faixa de

linearidade de 1,0 a 7,0 g L' (Apéndice E).
2.4.5 Fatores de conversao

Foram calculados os fatores de conversao de substrato em biomassa (Yxs), substrato
em produto (Yps) € biomassa em produto (Ypx) de acordo com as Equagdes 1, 2 e 3,

respectivamente (HISS, 2001):

X -X
YX/S = SO—SO (1)

P-P
YP/S =T—SO (2)



106

P-P
YP/X = x—x: (3)

Onde:

X: Concentracio de biomassa (g L™') ao final do cultivo;
Xo: Concentragio de biomassa (g L") inicial;

P: Concentragdo de AL (g L) ao final do cultivo;

Po: Concentragdo de AL (g L") inicial;

S: Concentragdo de AR (g L") ao final do cultivo;

So: Concentragio de AR (g L) inicial.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos efeitos das variaveis sobre as respostas biomassa ¢ AL, no
delineamento PB, utilizou-se o software Statistica 5.0 (StatSoft Inc., EUA)
(MONTGOMERY, 2004), sendo que para a construcdo dos graficos utilizou-se o software
OriginPro 8 (OriginLab, EUA).

Todos os demais experimentos foram realizados em triplicata. Os valores médios e
desvios-padrao referentes a caracterizacdo quimica do PS, pH, biomassa, concentragdo de
lactose e concentracdo de AL foram calculados através do software Statistica 5.0 (StatSoft
Inc., EUA). Os dados foram submetidos a Analise de Varidncia e teste de Tukey
(MONTGOMERY, 2004), a fim de verificar a existéncia de diferencas significativas (p<0,0 )
sendo que para a constru¢do dos graficos utilizou-se o software OriginPro 8 (OriginLab,

EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DO PS

A Tabela 2 apresenta a composic¢ao proximal e a composi¢do de minerais do PS.
Pode-se observar que as concentragdes encontradas estdo de acordo com o laudo
fornecido pela Arla Foods Ingredients (Anexo B), apresentando uma alta concentragdo de

carboidratos e baixa concentracdo de proteinas.
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De acordo com os resultados de minerais do PS, pode-se observar que o mesmo
possui uma maior concentragdo de K, seguido por Na, Ca e Mg. De acordo com RUSSO
(2016), o PS possui de 8 a 20 % de minerais, sendo rico em nutrientes como calcio, potassio e
sodio, contém de 68 a 85 % de lactose, em média 3 a 8 % de proteinas, e tende a ndo conter
gordura pois, assim como as proteinas, devida a alta massa molar, fica retida pela membrana

na fracdo do concentrado.

Tabela 2 - Composicio proximal em base seca e de minerais (mg kg™') do PS*

Composi¢do proximal do PS

Proteinas (%) Cinzas (%) Lipidios (%) Carboidratos (%)
1,37 (0,12) 5,80 (0,06) ND 92,83
Composicio de minerais (mg kg™)
Sédio (Na) Potassio (K) Magnésio (Mg) Célcio (Ca)
5942,95 + 450,95 14042,55 + 43,80 1253,35 + 41,65 4309,90 + 92,75

* Média (desvio padrao), n = 3. ** ND: ndo detectado

MRS ¢ o meio padrdo geralmente utilizado no cultivo de BAL, por ser um meio
bastente completo, uma vez que o crescimento destas bactérias requer nutrientes complexos e
minerais especificos (GUILHERME; PINTO; RODRIGUES, 2009; STANIER et al., 1986),
sendo este composto pelos minerais magnésio, potassio, sodio, entre outros. Uma vez que o
PS j& possui os minerais em quantidades apreciaveis, pode ser vidvel diminuir as

concentracoes destes no meio de cultivo.

3.2 DETERMINACAODE C,HEN

A Tabela 3 apresenta os resultados do percentual de carbono, nitrogénio e hidrogénio
do PS, EL, EC e peptona utilizados.

De acordo com Cipolatti (2012), a concentragdo de carbono e nitrogénio do EL foi de
38,40 e 10,67 %, respectivamente, ja os teores de carbono e nitrogénio encontrados para a
peptona foram de 43,47 e 14,45 %, respectivamente. valores similares aos encontrados no
presente trabalho. Por outro lado, para o PS e EC ndo ¢ mencionado na literatura o percentual

de carbono e nitrogénio.
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Tabela 3 - Analise elementar do PS, EL, EC e peptona

Amostra Carbono (%) Nitrogénio (%) Hidrogénio (%)
PS 37,76 0,23 3,79
EL 39,12 10,66 6,23
EC 39,90 12,18 6,14
Peptona 43,47 15,32 6,32

PS: permeado de soro; EL: extrato de levedura; EC: extrato de carne

3.3 ACOMPANHAMENTO DOS CULTIVOS DO PB

A Figura 1 apresenta o acompanhamento da biomassa e pH, enquanto a Figura 2
apresenta a concentragdo de AR e AL ao longo das 96 h de cultivo.

Ao analisar a biomassa pode-se observar que maiores concentragdes foram
encontradas nos Ensaios 3, 6 (Figura la), 7, 10 e¢ 11 (Figura 1c), e nos ensaios
correspondentes ao ponto central (Ensaios 17 a 20, Figura 1b), sendo estas, respectivamente,
de 3,17; 3,01; 2,33; 2,88; 2,69 ¢ em média 2,07 gL'1 (ponto central), em 96 h de cultivo.
Pode-se verificar que todos os ensaios citados, que apresentaram as maiores concentracoes de
biomassa, foram cultivos empregando a temperatura de 32 °C, com exce¢do do ponto central
(Figura 1b), no qual se utilizou a temperatura de 37 °C, ndo possuindo outra relagdo entre as
maiores concentragdes encontradas e as varidveis estudadas (apenas a temperatura), o que
corrobora com o resultado encontrado na Tabela 6, onde a temperatura foi o parametro mais
influente dentre os estudados.

Ao analisar o consumo de lactose, pode-se verificar que nos ensaios onde houve um
maior crescimento celular foram também os que apresentaram um maior consumo da lactose,
como nos Ensaios 3, 6 (Figura 2a), 7, 10 e 11 (Figura 2¢), que apresentaram um consumo de
70,73; 78,83; 95,15; 93,43 e 94,06 %, respectivamente, ¢ também no ponto central (Figura
2b), em média de 81,62 %.

Pode-se perceber que em muitos ensaios a lactose foi pouco consumida, por
exemplo, nos Ensaios 2, 12 (Figura 1a) e 5 (Figura 1c), em que obteve-se apenas 12,56; 45,09
e 28,12 % de lactose consumida, enquanto que nos demais ensaios mais de 50 % da lactose

foi consumida.
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Figura 2 - Acompanhamento dos AR (a,b,c) e AL (d,e,f) ao longo do tempo nos ensaios do PB
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O pH final ficou em média 3,8. Os ensaios onde os maiores valores de pH foram
encontrados foram aqueles onde ndo houve um crescimento muito acentuado da bactéria nem
um consumo muito acentuado da lactose, por exemplo, nos Ensaios 5, 8, 12 (Figura 1d) e
Ensaio 15 (Figura 1f). Se por um lado o decréscimo do pH pode indicar o aumento da
concentragdo de AL no meio, por outro lado pode ocasionar a inibi¢ao da bactéria pelo fato da
acidifica¢do muito acentuada do meio.

Ao analisar o AL, a menor concentracao de AL foi encontrada no Ensaio 15 (Figura
2f), sendo esta de apenas 5,57 g L' em 96 h de cultivo, o que se justifica pelo fato do mesmo
nao possuir EC e a temperatura ser muito elevada (42 °C). Nos Ensaios 8 ¢ 12 (13,72 ¢
13,20 g L' de AL, respectivamente) os mesmos valores de EC e temperatura foram utilizados,
mas o meio continha 40 g L' de PS, diferentemente do Ensaio 15 (Figura 2f), composto por
apenas 20 g L' de PS, ou seja, uma maior concentragdo inicial do substrato resultou em maior
concentragdo de lactose e outros nutrientes disponiveis no meio. A condi¢do representada
pelos pontos centrais (Ensaios 17 a 20, Figura 2¢) também possibilitaram alcangar uma alta
concentracdo de AL (em média 26,3 g L™"). Pode-se ainda observar que no Ensaio 16 (Figura
2f) foi obtida uma concentracdo de AL bastante significativa, sendo esta de 11,65 gL'l,
considerando que todas as variaveis apresentavam-se no nivel -1, constituindo um meio
composto apenas por 20 g L' de PS ¢ 0,5 g L' de Tween 80, o que se pode justificar pelo fato
do PS possuir alguns dos minerais necessarios que o micro-organismo necessita para seu
crescimento e consequente producao de AL, como observado em sua composi¢ao de minerais,
onde 0 mesmo possui sodio, potassio e magnésio (Tabela 2).

A maior concentracdo de AL (29,04 g L) foi encontrada no Ensaio 6 (Figura 2d),
sendo que neste ensaio também foi observada alta concentragdo de biomassa (2,82 gL™)
(Figura 1a), bem como alto consumo da lactose (Figura 2a), restando apenas 6,85 g L' de
lactose ao utilizar 40 g L' de PS (Figura 3b). Neste ensaio foram empregados 40 g L' de PS,
20 ¢ L' de EC, 20 g L' de peptona, 5 g L de acetato de sodio, 1,5 g L' de Tween 80,
0,05 g L' de sulfato de manganés, sem agitacdo e com temperatura de 32 °C, correspondendo
a um acréscimo de 73,9 % na producdo de AL quando comparada com a condi¢do
inicialmente testada (Artigo 1).

A Tabela 4 mostra os valores da biomassa e AL em 96 h de cultivo para os ensaios
do PB, pois foi o tempo em que se verificou os maiores valores de biomassa e AL, enquanto
que a Tabela 5 apresenta os efeitos das variaveis sobre as respostas citadas. Dados adicionais

sdo apresentados no Apéndice D.



Tabela 4 - Matriz do delineamento experimental PB com valores codificados e suas respectivas respostas

Variaveis
Ensaio X X, X3 X4 Xs X X7 X3 Xo Xi1o X1 X1z ( gAIIT 'y Bé(;)nia_lls )sa
1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 16,51 0,83
2 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 8,02 0,72
3 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 21,35 3,17
4 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 19,19 1,57
5 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 8,18 0,55
6 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 29,04 2,82
7 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 19,07 2,33
8 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 13,72 1,14
9 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 21,27 1,90
10 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 22,08 2,88
11 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 16,95 2,69
12 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 13,20 1,74
13 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 14,40 1,05
14 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 8,86 0,88
15 -1, -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 5,57 0,47
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 11,65 0,77
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26,81 2,12
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26,07 2,19
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26,32 2,08
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26,01 1,88

X permeado de soro (g L"); X, extrato de levedura (g L™"); X5 extrato de carne (g L™"); Xy peptona (g L™"); X; acetato de sodio (g L™"); X Tween
80 (g L'"); X; fosfato de potassio (g L™); X citrato de aménio (g L™); Xo sulfato de magnésio (g L™); X, sulfato de manganés (g L™"); X,
agitacdo (rpm) e X, temperatura (°C) e AL: &cido latico

112



Tabela 5 - Efeitos das variaveis sobre biomassa e AL em 96 h de cultivo

Biomassa AL
Variaveis
Efeito (g L) Erro padrao t(7) p-valor Efeito (g L") Erro padrio t (6) p-valor
Média* 1,69 0,09 17,80 <0,01 21,47 3,58 5,99 <0,01
PS 0,28 0,21 1,33 0,22 4,44 1,60 2,77 0,03
EL 0,35 0,21 1,66 0,14 2,26 1,60 1,41 0,21
EC* 0,73 0,21 3,46 0,01 3,71 1,60 2,31 0,05
Peptona 0,33 0,21 1,55 0,16 1,98 1,60 1,24 0,26
Acetato de sodio 0,15 0,21 0,69 0,51 2,92 1,60 1,82 0,12
Tween 80 0,19 0,21 0,90 0,39 1,70 1,60 1,06 0,33
Fosfato de potassio* 0,44 0,21 2,06 0,08 0,15 1,60 0,09 0,93
Citrato de amonio -0,06 0,21 -0,26 0,80 1,29 1,60 0,80 0,45
Sulfato de magnésio -0,14 0,21 -0,66 0,53 -2,36 1,60 -1,47 0,19
Sulfato de manganés* 0,70 0,21 3,28 0,01 1,52 1,60 0,95 0,38
Agitagdo 0,38 0,21 1,77 0,12 1,25 1,60 0,78 0,46
Temperatura* -1,16 0,21 -5,44 <0,01 -8,35 1,60 -5,21 <0,01

*Variaveis significativas (p<0,1)
PS: permeado de soro; EL: extrato de levedura; EC: extrato de carne; AL: 4cido latico
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De acordo com a Tabela 5 pode-se observar que apenas o EC e a temperatura foram
as varidveis que apresentaram efeito significativo concomitantemente para as duas respostas
em estudo, biomassa ¢ AL, e que o EL, peptona, acetato de sodio, Tween 80, citrato de
amonio, sulfato de magnésio e a agitagdo nao apresentaram efeitos significativos (p<0,1) para
ambos os parametros estudados.

Ao avaliar somente a biomassa como resposta, pode-se observar que o EC, fosfato de
potassio, sulfato de manganés e temperatura foram os parametros que apresentaram efeito
significativo ao nivel de 90% de confianca. A variacao da concentragao do EC de 0 g L'
(nivel -1) para 20 g L' (nivel +1) resultou em um efeito positivo de 0,73 g L™ na biomassa;
ao variar o fosfato de potassio do nivel -1 (0 g L") para o nivel +1 (2 g L") resultou em um
incremento de 0,44 g L' na resposta biomassa; para o sulfato de manganés, a variagdo de
0 gL'1 (nivel -1) para 0,05 gL'1 (nivel +1) resultou em um incremento de 0,70 gL'1 na
mesma resposta; e, para a temperatura, um acréscimo de 32 °C (nivel -1) para 42 °C (nivel +1)
resultou em um efeito negativo (redugdo) de 1,16 g L™ na biomassa. As demais variaveis nio
apresentaram efeito significativo (p>0,1) sobre esta resposta.

Ao analisar o AL como resposta, verificou-se que somente o PS, o EC e a
temperatura foram as variaveis que apresentaram efeito significativo ao nivel de 90 % de
confianga. A variagdo da concentragdo do PS de 20 g L' (nivel -1) para 40 g L' (nivel +1)
resultou em um efeito positivo de 4,44 g L', Ao variar o EC do nivel -1 (0 g L") para o nivel
+1 (20 g L) resultou em um incremento de 3,71 g L™ nesta resposta e, para a temperatura,
um acréscimo de 32 °C (nivel -1) para 42 °C (nivel +1) resultou em um efeito negativo de
8,35 g L' na concentragdo de AL. As demais variaveis ndo apresentaram efeito significativo
(P>0,1).

Inicialmente, os resultados obtidos no PB nos levaram a concluir que o aumento da
concentragdo do PS e do EC para valores ainda maiores resultariam em maiores
concentracdes de AL. Por outro lado, ao verificar o consumo do substrato (Figuras 1 a 5),
pode-se observar que quantidades expressivas de lactose ndo foram consumidas em muitos
ensaios, fato possivelmente associado a inibi¢do do crescimento microbiano pela acidificagdo
do meio, ja que o pH final atingiu valores ao redor de 3,5. De acordo com Kashket (1987),
dependendo da cepa de Lactobacillus, suas fungdes celulares sdo inibidas quando o pH
diminui abaixo de 4,4. Desta forma, o aumento destas concentracdes possivelmente implicaria

em maiores parcelas de substrato ndo consumido, uma vez que, provavelmente, houve a
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inibicdo do crescimento da bactéria pela acidificagdo do meio a valores abaixo dos tolerados
pela bactéria.

Sendo assim, optou-se por repetir o experimento correspondente ao Ensaio 6 do PB
(40 g L' de PS, 20 g L' de extrato de carne, 20 g L' de peptona, 5 g L de acetato de sédio,
1,5 g L' de Tween 80, 0,05 g L de sulfato de manganés, sem agitacio, na temperatura de
32 °C), em triplicata, ajustando o pH do meio, em 18 h de cultivo, pois foi verificado no
cultivo anterior um decréscimo bastante acentuado do pH neste tempo, a fim de verificar se
havia inibicdo da bactéria e se a mesma seria capaz de consumir toda a fonte de carbono

presente e, consequentemente, aumentar a concentragao do AL.

3.4 AJUSTE DO pH AO LONGO DO CULTIVO

A Figura 3a apresenta o acompanhamento da biomassa e pH e a Figura 3b apresenta
a concentragdo de AR e a concentracdo de AL ao longo do tempo para a melhor condi¢do do
PB (Ensaio 6) com e sem ajuste do pH ao longo do cultivo.

De acordo com a Figura 3, pode-se observar uma diferenca bastante acentuada nos
dois cultivos. Ao ajustar o pH do meio de cultivo, a concentracdo de biomassa passou de
3,23+ 0,08 para4,43 £0,16 g L'l, o pH de 3,80 + 0,01 manteve-se em torno de 4,25 = 0,06, a
concentracdo de AR ndo consumidos passou de 6,06 = 0,25 para 0,09 < 0,01 gL'l, e a
concentracdo do AL passou de 29,05 + 1,44 para39,36 + 1,41 g L

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que o ajuste do pH na faixa de 5,5-
6,0, resultou em uma maior concentragdo de biomassa, maiores valores de pH, consumo total
do substrato e maiores concentragdes de AL, o que indica que a acidez do meio estava
inibindo o crescimento da bactéria e, como consequéncia, impedindo a total conversdo da
lactose em AL.

Panesar et al. (2010), utilizando a bactéria Lactobacillus casei, e como fonte de
carbono soro de leite, avaliaram o efeito de diversos valores de pH inicial (5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e
6,8) na producdo do AL, obtendo como melhor resposta o pH de 6,5, alcangando 33,73 g L!
de AL, ao utilizar 35 g L™ de soro de leite, sendo observado um alto consumo da lactose e
producao do AL, levando em consideracdo a concentracdo inicial da fonte de carbono. Foi
ainda observado que entre os pH estudados a concentracdo do AL manteve-se muito similar,

havendo uma diminui¢cdo mais acentuada na concentra¢do do AL apenas em pH 5,0.
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Figura 3 - Acompanhamento da (a) biomassa e pH, (b) AR e AL da melhor condi¢cao do PB*
ao longo do tempo (m) sem ajuste do pH, (¢) com ajuste do pH, sendo ( ) biomassae AR e
(--)pHe AL
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Mussato et al. (2008), utilizando Lactobacillus delbrueckii UFV H2B20, em meio
MRS com 50 g L de glicose, encontraram 8,33 g L' de AL sem ajuste do pH ¢ 23,46 g L' de
AL quando o pH foi ajustado em 6,0.

Sendo assim, optou-se por manter o pH do meio ajustado e aumentar a concentragao

do PS, de 40 para 60, 80, 120 ¢ 160 g L a fim de aumentar a concentragio do AL.

3.5 EFEITO DA CONCENTRACAO DO PS

A Figura 4 (a) apresenta o acompanhamento da biomassa ¢ pH e a Figura 4 (b)
apresenta o consumo de AR e a concentracdo de AL ao longo do tempo para os cultivos
utilizando 60, 80, 120 ¢ 160 g L. Os principais pardmetros dos cultivos sdo apresentados na
Tabela 7.

Pode-se observar que a biomassa méxima encontradas no cultivo utilizando 60 g L™,
foi de 4,75 gL', ndo diferindo significativamente (p>0,05) da concentra¢io de 120 g L™,
sendo esta de 4,49 g L, e esta ultima ndo diferiu estatisticamente (p>0,05) das concentracdes
de 80 e 160 g L' de PS (4,24 ¢ 4,39 g L™, respectivamente). O pH, como pode-se observar,
manteve-se praticamente constante devido ao ajuste do mesmo ao longo do cultivo, com a
finalidade de impedir a inibig¢do da bactéria pela acidificagao do meio.

Ao utilizar 60 e 80 g L' de PS a lactose foi totalmente consumida em 72 h e 120 h de
cultivo, respectivamente, sendo que o mesmo comportamento ndo foi encontrado para as
demais concentragdes (120 e 160 g L™ de PS), ou seja, a lactose ndo foi totalmente consumida
pela bactéria, restando ainda 16,67 e 34,98 g L'l, respectivamente, de substrato nao
consumido no meio.

A maior concentragio de AL encontrada foi de 50,30 gL', ao utilizar a menor
concentragio de PS (60 g L), obtendo-se um Yp;s de 0,95 g g'; seguida pela concentragdo de
80 gL', onde a concentracio de AL foi de 48,14 gL' e Yps 0,66 g g, Ao utilizar 120 e
160 g L™ de PS, a concentracido do AL foi de 48,17 ¢ 41,84 g L', respectivamente, sendo que
0 Yps reduziu para 0,53 ¢ 0,36 g g, respectivamente.

Ao observar os demais parametros do processo pode-se observar que o maior Yxs foi
obtido ao utilizar 60 g L™ de PS (0,09 g g™), diferindo significativamente (p<0,05) das demais

concentracgoes de PS.
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Figura 4 - Acompanhamento da (a) biomassa e pH, (b) AR e AL ao longo do tempo,

utilizando (m) 60, (0) 80, (m) 120 ¢ (0) 160 g L™ de PS, sendo a ( ) biomassae AL ¢ () pH e
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Pode-se também observar altos valores de Yp/x para todas as concentragdes de PS,
demonstrando a alta capacidade do micro-organismo na formagdo do produto. J4 a maior
produtividade foi encontrada ao utilizar 60 gL' de PS, ndo diferindo significativamente
(p>0,05) das concentracdes de 80 e 120 g L' de PS.

Os resultados indicam que ao utilizar a partir de 80 g L™ de PS houve uma redugéo
expressiva no Ypss, indicando reducdo da conversdo do substrato disponivel em produto,
sendo que nas concentracdes mais elevadas (120 e 160 g L) pode ter ocorrido inibicdo da
bactéria pela alta concentracao inicial do substrato. De acordo com Fonseca e Teixeira (2007),
em concentragdes de substrato muito elevadas, o proprio substrato pode ocasionar a inibi¢ao

do micro-organismo.

Tabela 6 - Biomassa maxima, AL, AR residual, Yp/s, Yx/s, Yp/x € produtividade em AL para
diferentes concentragdes iniciais de PS em 144 h de cultivo*

(ng_l) Xmax (g L) AL (gL™) AR residual (g L)
60 4,75 (0,05) * 50,30 (0,89) 0,28 (<0,01) ¢
80 424 (0,14)° 48,14 (1,09) * 1,69 (0,09) ©
120 4,49 (0,16) *° 48,17 (0,98) * 16,67 (0,91) °
160 4,39 (0,04)° 41,84 (1,21)° 34,98 (0,13)
PS -1 -1 -1 1v1
L'l YP/S (g g ) YX/S (g g ) YP/X (g g ) Produtividade

(egL?) (g ! h-l)
60 0,95 (0,03) * 0,09 (<0,01)* 10,37 (0,29)° 0,34 (<0,01)°
80 0,66 (0,02) ° 0,05(<0,01)° 12,12 (0,66)° 0,32 (<0,01)*
120 0,53 (0,01) © 0,05(<0,01)> 10,75 (0,05)° 0,32 (<0,01)°
160 0,36 (0,01) ¢ 0,04 (<0,01) € 9,73 (0,35) ° 0,28 (<0,01)°

* Média (desvio padrao), n = 3. Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca
significativa (p<0,05) para um mesmo parametro nas diferentes concentracdes de PS. PS: permeado de soro; AL:
acido latico; AR: agucares redutores; X;: biomassa maxima; Yp/s: fator de conversao de substrato em produto;

Yys: fator de conversdo de substrato em biomassa; Yp/x: fator de conversao de biomassa em produto

Hujanen et al. (2001), utilizando uma cepa de L. casei com 80, 100, 130 e 160 g L™
de glicose, mantendo os demais componentes do meio MRS, encontraram aproximadamente

68, 80, 100 e 118 g L' de AL, ou seja o aumento da fonte de carbono acarretou em um
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aumento da concentra¢do do AL, comportamento diferente do observado no presente trabalho,
onde nas concentragdes mais elevadas da fonte de carbono, a concentragdo de AL ndo
aumentou proporcionalmente, ou até mesmo diminuiu, fato este provavelmente explicado por
tratar-se de outra cepa, pois 0 mesmo comportamento foi observado por outros autores, tais
como Lima, Coelho e Contiero (2010); Yu et al. (2008) e Coelho et al. (2011).

Lima, Coelho e Contiero (2010), cultivando Lactobacillus sp. LMI8 com 29,26; 55 ¢
80,74 ¢ L' de soro de leite, mantendo os demais componentes do meio MRS, obtiveram
12,98; 18,22 ¢ 14,04 g L' de AL, respectivamente, sendo encontrado um baixo consumo da
lactose pelo micro-organismo, e também verificado uma possivel inibi¢do da bactéria pelo
substrato, pois concentragdes maiores de substrato ndo levaram a maiores concentragdes de
AL. Yu et al. (2008), utilizando uma cepa de L. rhamnosus, com 72, 120 e 168 g L' de
glicose, mantendo os demais constituintes do meio MRS, encontraram 71,5; 112,1; 61,7 g L!
de AL, respectivamente.

Coelho et al. (2011), utilizando L. plantarum com 70 g L' de melago, encontraram
63,40 g L' de AL. Mantendo as mesmas concentragdes do meio, aumentando apenas a
concentracdo do melago para 170 e 270 g L'l, encontraram 85,55 e 78,30 g L' de AL,
respectivamente. Coelho et al. (2011), utilizando L. plantarum, em shaker, mas com
193)5¢ L! melago, encontraram 94,85 g L' de AL, relatando que aproximadamente um
quarto do agticar (50 g L™") ndo foi utilizado, indicando que possivelmente ocorreu a inibi¢io
do micro-organismo pela alta concentracgdo inicial do substrato. Pode-se entdo observar que,
dependendo do meio, ndo existe uma relacao direta entre o aumento da concentragio da fonte
de carbono com o aumento da producdo do AL, pois concentragdes muito altas desta nao
necessariamente resultam em maiores concentragdes de AL.

Tais resultados encontrados no presente trabalho nos levam a concluir que ao elevar
a concentragio de PS a valores maiores que 80 g L™ ocorreu uma inibigio da bactéria pelo
substrato (fonte de carbono em excesso), visto que as condigdes impostas ao cultivo da
bactéria em estudo ndo foram capazes de proporcionar a conversdo de todo substrato
disponivel no produto de interesse (AL). Sendo assim, optou-se por realizar um novo cultivo,
com a melhor condi¢do do PB, Ensaio 6, com ajuste do pH, sendo a concentragado inicial do
PS de 40 g L' e realizadas mais duas alimentacdes de 40 g L™, pois foi a concentra¢io onde
houve o consumo total da lactose pela bactéria, sendo as alimentagdes realizadas nos tempos
de 48 e 96 h, a fim de minimizar a inibi¢do da bactéria pela alta concentracdo de inicial de

substrato.
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3.6 BATELADA ALIMENTADA

A Figura 5 apresenta o acompanhamento da biomassa, pH, AR e concentracao de AL
ao longo do tempo para o cultivo em batelada alimentada, ja a Tabela 7 apresenta a
comparag¢do entre a batelada simples e a batelada alimentada.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se observar que a maior
concentracio de biomassa foi de 5,15 g L™ ao utilizar a batelada alimentada correspondendo a
duas alimentacdes em 48 e 96 h, totalizando 120 g L™ de substrato, resultado este superior ao
cultivo em batelada simples com substrato em quantidade equivalente (4,41 g L). O mesmo
comportamento foi encontrado por Aguirre-Ezkauriatza et al. (2010), onde as culturas de L.
casei quando alimentadas proporcionaram maiores concentragdes de biomassa. O pH
manteve-se praticamente constante, o que ja era esperado, devido ao ajuste do mesmo ao

longo do cultivo.

Figura 5 - Acompanhamento da () biomassa, (» ) pH; (#) concentracdo de AR ¢ (m)
concentragdo de AL ao longo do tempo, sendo ( ) biomassae AL e (--) pH e AR
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Ao analisar a Tabela 7, pode-se verificar também que ao utilizar a alimenta¢do em
48 h totalizando 80 g L'l, foi encontrado o maior valor de Ypss, sendo estes de 0,77 g g'l,
diferindo significativamente (p<0,05) das demais condi¢des, sendo encontrada uma maior
produtividade também para esta condicdo de cultivo, diferindo significativamente (p<0,05)
das demais condigdes.

Pode-se observar que a maior concentragio de AL foi de 56,97 g L™ ao utilizar
batelada alimentada (120 g L' PS, totalizando duas alimentac¢des durante o cultivo), diferindo
significativamente (p<0,05) de quando utilizada a batelada simples (48,17 gL') com
concentragdo inicial de 120 g L™, verificando assim um aumento de quase 9 g L' ao utilizar a
batelada alimentada, restando apenas 3,40 gL' de AR ao final da batelada alimentada e
16,67 g L de AR na batelada simples. Ao analisar a outra condi¢io de alimentagdo (80 g L™
de substrato, com apenas uma alimentacdo durante o cultivo), pode-se verificar que a
concentragdo de AL ndo diferiu significativamente (p>0,05) da batelada simples, restando em

. -1 .
ambos os casos aproximadamente 1,70 g L™ de lactose no meio.

Tabela 7 - Biomassa, AL, AR residual, Ypss, Yxss, Yp/x € produtividade em AL para os
cultivos em batelada simples e batelada alimentada*®

Estratégia de Alimentagao Biomassa a1 1
AL (gL AR (gL
cultivo (g L' PS) (g LY (gL L)
Batelada 80 (144 h) 3,88 (0,18) P 48,14 (1,09 ™ 1,69 (0,09) “*
simples 120 (144 h) 4,41 (0,14) >B 48,17 (0,98) ™8 16,67 (0,91) **
Batelada 40+40 (96 h) 4,53 (0,03) >* 49,05 (1,22)™* 1,61 (0,08) “*
: 40+40+40
alimentada 5,15 (0,02) * 56,97 (1,58)** 3,40 (0,15) P
(144 h)

Estratégia Alim. 1 1 1 .

) Y Y Y Produtividade
de cultivo (gL' PS) Ps(8€) xs(8g) rx(8g) @L'hh
Batelada 80 (144 h)  0,66(0,02)%  0,05(<0,01)*®  12,12(0,66)**  0,32(<0,01)°"

- 120
simples (144 b) 0,53(0,0)®  0,05(<0,01)™*  10,75(0,05)>*  0,32(<0,01)*®
40+40
Batelada (96 h) 0,77(0,03)>*  0,07(<0,01)**  10,61(0,22)>®  0,50(0,01)**
alimentada
4(()5‘2?30 0,60(0,03)>*  0,05(<0,01)>*  10,87(0,34)>*  0,38(0,01)>*

* Média (desvio padrao), n = 3. Letras minusculas diferentes na mesma coluna para um mesmo parametro
indicam diferenca significativa entre as condi¢des de cultivo testadas (p<0,05); letras maiusculas diferentes na
mesma coluna para um mesmo parametro indicam diferenca significativa entre batelada e batelada alimentada

(p<0,05) para a mesma quantidade de substrato alimentado
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As estratégias de cultivo em batelada alimentada apresentaram maiores
concentragdes de biomassa nas duas condigdes de alimentag¢do, ¢ maior concentracdo de AL
foi obtida com as duas alimentacdes (120 g L), sendo que ao utilizar apenas uma
alimentacio (80 g L"), ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre a batelada simples e
alimentada, ja o teor de agucar consumido foi menor na alimentagdo de 80 g L™, nas duas

estratégias de alimentacao.

4 CONCLUSOES

Apbs o delineamento experimental PB, utilizando L. plantarum INCQS 00007, a
maior concentracdo de AL (29,04 g L'l, Ensaio 6) foi obtida utilizando 40 gL'1 de PS,
20gL" de EC, 20 gL' de peptona, 5 gL' de acetato de sodio, 1,5 gL' de Tween 80,
0,05 g L' de sulfato de manganés, sem agitacdo e com temperatura de 32 °C, sendo que os
parametros que apresentaram efeitos significativos foram o PS (positivo), EC (positivo) e a
temperatura (negativo).

Como quantidades expressivas de lactose ndo foram consumidas em muitos ensaios
do PB, optou-se pelo Ensaio 6, porque esta condicdao apresentou a maxima produgdo de AL,
com ajuste do pH ao longo do cultivo, o que acarretou em um aumento da biomassa em
37,15% e da concentracdo de AL de 35,50 %, sendo que a lactose foi totalmente consumida e
convertida em AL pela bactéria, o que indica que a acidez do meio estava inibindo o
crescimento microbiano e como consequéncia impedindo a conversao da lactose em AL.

O aumento da concentragio do PS de 40 para 60 ¢ 80 gL' resultou em total
consumo da lactose pela bactéria; o mesmo comportamento ndo foi observado nas
concentragdes de 120 e 160 g L', indicando possivel inibigio pelo substrato. Ja o cultivo
utilizando batelada alimentada implicou em uma maior concentragdo de AL, sendo esta de
56,97 + 1,58 g L' e Ypis de 0,60 + 0,03 g g utilizando 120 g L PS. Por outro lado, o maior
Ypss foi de 0,95 + 0,03 g g ao utilizar apenas 60 g L™ de PS, o que correspondeu a 50,30 +
0,89 g L' de AL, representando uma alta conversdo do PS em AL, demonstrando ser a melhor
alternativa, pois resultou no maior Ypss, além de apresentar um aumento da concentracao de
AL de 73,21 % quando comparada com a condigdo inicial, utilizando 40 g L' de PS, sem

ajuste do pH (29,04 + 0,03 g g™).
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EXOPOLISSACARIDEO DE Mesorhizobium loti SEMIA 816 A PARTIR DE
PERMEADO DE SORO: PRODUCAO E CARACTERIZACAO REOLOGICA

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso do permeado de soro (PS) no cultivo de
Mesorhizobium loti Semia 816, visando produzir exopolissacarideos (EPS), verificando o
efeito de diferentes razdes carbono/nitrogénio (C/N) e diferentes concentragdes do substrato
na producao do EPS e sua viscosidade. Primeiramente foram realizados seis cultivos: com
manitol (C/N 96,5), substituindo o manitol pelo PS (C/N 60) e ajustando a concentracao do
extrato de levedura (EL) a fim de resultar na mesma razdo C/N (96,5) utilizando o PS, com e
sem ajuste inicial do pH. O ajuste do pH inicial mostrou-se um pardmetro importante e a
maior viscosidade foi encontrada na razao de 60 em meio contendo PS. Diferentes razdes C/N
(96,5, 60, 40, 20 e 10) foram testadas, sendo encontrada uma maior concentragdo de EPS
(4,03+0,04 g L") com C/N 20 e viscosidade até mesmo superior a fonte de carbono padrio
na razdo C/N 96,5. A substituicdo do EL por 4gua de maceragdo de milho (AMM) e nitrato
também foi avaliada, entretanto, apesar do crescimento satisfatorio com AMM, houve
redugdo na produgio de EPS. O aumento da concentragio de PS para 20 ¢ 30 g L' mantendo
C/N 20 resultou no incremento de produgio do EPS. Com 20 gL, M. loti Semia 816
produziu 8,21 + 0,29 g L™ de EPS, nio diferindo significativamente (p>0,05) da concentrago
de 30 g L' (9,46 + 0,80 g L"), obtendo um comportamento pseudoplastico para ambas as
solugdes de EPS (1 % m v').

Palavras chave: Razao C/N. Coprodutos Agroindustriais. Bactérias Diazotréficas.
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1 INTRODUCAO

As bactérias diazotroficas sao responsaveis pela fixagao bioldgica do nitrogénio (N»),
convertendo o nitrogénio atmosférico em uma forma que pode ser utilizada pela célula, ou
seja, uma forma assimilavel (NH3). Dentre estas bactérias t€ém-se as do género Rhizobium,
Sinorhizobium, Agrobacterium, Bradyrizobium e Mesorhizobium, bactérias Gram-negativas,
aerobias, capazes de produzir desde homopolissacarideos, como simples glicanas, até
heteropolissacarideos (MONTEIRO et al., 2012; RIBEIRO; BURKERT, 2016).

A producdo de exopolissacarideos (EPS) pode ser induzida como parte de uma
resposta ao estresse, ou resposta a condigdes ambientais, como temperatura, pressdao e
intensidade da luz, sendo geralmente favorecida por excesso da fonte de carbono,
concomitante com limitagdo de outro nutriente (FREITAS et al., 2010; DONOT et al., 2012).
Os EPS sao polimeros soltiveis em agua, com grande diversidade de propriedades reologicas e
estruturais, possuindo diversas aplicagdes industriais, como agentes espessantes,
estabilizantes, emulsificantes, texturizantes e gelificantes (BAJAJ et al., 2006; CANUTO,
2006).

A possibilidade de aplicagdes industriais de EPS produzidos por bactérias
diazotroficas tem atraido o interesse de pesquisadores pelo estudo de parametros do processo
relacionados a sua obten¢dao, bem como sua caracterizacdo (CASTELLANE et al., 2014;
CASTELLANE et al., 2015; CASTELLANE et al., 2017; MORETTO et al., 2015; RIBEIRO;
BURKERT, 2016).

No cultivo dessas bactérias para producao de EPS, o manitol ¢ geralmente a fonte de
carbono utilizada (CASTELLANE et al., 2014; DUTA et al, 2004, STAUDT; WOLFE;
SHROUT, 2012), sendo mencionado por Castellane e Lemos (2007) o uso de glicerol,
galactose, glicose e sacarose no cultivo de duas cepas de Rhizobium tropici e, também, de
coprodutos agroindustriais, tais como farelo de arroz (DEVI; VIJAYENDRA; SHAMALA,
2012), soro do leite (ZHOU et al.,, 2014) e 4agua residudria de industria de pescados
(SELLAMI et al., 2015).

Neste contexto, o Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Universidade
Federal do Rio Grande - FURG vem se dedicando ao uso de bactérias diazotroficas para
producdo de EPS com coprodutos agroindustriais. Ribeiro (2015) estudou a produgdo e
caracterizagdo de EPS a partir de bactérias diazotroficas cultivadas em meio a base de glicerol
residual (GR), enquanto Oliveira (2017) estudou a caracterizagdo do EPS produzido pela

bactéria Mesorhizobium loti Semia 816 utilizando GR como fonte de carbono.
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O permeado de soro (PS) ¢ considerado um coproduto da industria de laticinios,
podendo constituir uma fonte de carbono promissora para cultivos microbianos, pois de
acordo com a Arla Foods Ingredients (2017) ¢ constituido de no minimo 85% de lactose. O
PS ¢ obtido quando o soro de queijo ¢ submetido a ultrafiltragdo para concentrar as proteinas,
onde as proteinas remanescentes, juntamente com a lactose, sais minerais e vitaminas,
ultrapassam a membrana para o permeado (ZACARCHENCO et al., 2012). Ressalta-se ainda
que nao ha na literatura trabalhos que utilizem o PS como fonte de carbono na produgao de
EPS por bactérias diazotroficas.

Por outro lado, como fonte de nitrogénio geralmente utiliza-se extrato de levedura
(EL) (RIBEIRO, 2015; OLIVEIRA, 2017), nao sendo mencionada na literatura a utilizacao da
agua de maceragdo (AMM) para estas bactérias, apenas na producdo de compostos bioativos
por Aspergillus niger (NASCIMENTO et al, 2015), de proteases por Bacillus
sp.(NASCIMENTO; MARTINS, 2006; SILVA, 2006), de carotendides bacterianos
(CIPOLATTI, 2012) e também para producdo de acido latico a partir de L. rhamnosus
(VICTORELLLI, 2011), o que significa que a AMM pode vir a constituir uma alternativa como
fonte de nitrogénio no cultivo destes micro-organismos, pois a utilizagdo de coprodutos
acarreta a diminui¢do de custos com o meio.

H4 relatos na literatura que os EPS sdo produzidos por excesso da fonte de carbono
concomitante a limitagdo de outro nutriente, por exemplo nitrogénio, € que altos niveis deste
podem inibir sua produgdo (BARBOSA et al., 2004; FREITAS et al., 2010), sendo entao
necessaria uma investiga¢do mais aprofundada acerca da relagdo entre as concentragdes de
carbono e nitrogénio utilizadas nos meios de cultura.

De acordo com o acima exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
influéncia da razdo C/N na producdo de EPS no cultivo da bactéria M. loti Semia 816, bem
como diferentes fontes de nitrogénio e concentragdo de PS, avaliando o comportamento

reologico dos diferentes EPS produzidos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

2.1.1 Micro-organismos

A bactéria M. loti Semia 816 foi obtida do Banco de Culturas da Fundac¢ao Estadual
de Pesquisa Agropecuaria - FEPAGRO (Porto Alegre - RS).
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2.1.2 Permeado de soro

Foi utilizado o PS em po, cedido pelo Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologicas -
CETEC - UNIVATES, localizada em Lajeado-RS, sendo produzido pela empresa Arla Foods
Ingredients, localizada na Dinamarca, contendo, aproximadamente 85 % (mv') de lactose

(Anexo B).

2.1.3 Agua de maceracéo de milho e nitrato

A AMM foi cedida pela empresa Ingredion Brasil Ing. Ind. Ltda. (Mogi Guagu,
Brasil) (Anexo C). Como a AMM possuia muitos solidos em suspensdo, o que interferiria na
determinagdo da concentragdo de biomassa, com o objetivo de eliminar estes solidos a mesma
foi centrifugada a 13000 X g por 20 min (centrifuga Eppendorf 5804R, Alemanha) e o pellet
lavado com 4gua destilada, a fim de extrair compostos soluveis. Apds, centrifugou-se
novamente, repetindo mais duas vezes o procedimento. As centrifugagdes foram
acompanhadas pela determinagao da concentragdao de proteina no sobrenadante pelo método
de Lowry et al. (1951), com medida de absorbancia a 540 nm a partir de uma curva padrao de
glicose (0,2 g L") com faixa de linearidade de 0,01 2 0,11 g L' (Apéndice F).

A outra fonte de nitrogénio utilizada foi o nitrato de sodio (NaNOs) (Labsynth,

Brasil), contendo no minimo 99 % de pureza.

2.2 DETERMINACAO DO CARBONO, HIDROGENIO E NITROGENIO

Os teores de C, H e N no PS, extrato de levedura (EL) e AMM foram determinados
em analisador elementar CHNS/O (modelo 2400 Série I, Perkin Elmer, EUA) (WALLNER-
KERSANACH; RIBEIRO; MACHADO, 2010), sendo determinados no Laboratorio de
Hidroquimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

2.3 CULTIVOS COM M. loti Semia 816

2.3.1 Manutencio e reativacao da cultura

A bactéria foi mantida refrigerada, sendo realizados repiques trimestrais utilizando

Agar Yeast Manitol (YMA), contendo (g L'l): manitol (10), K,HPO4 (0,1), KH,PO4 (0.,4),
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MgS0,4.7H,0 (0,2), NaCl (0,1), EL (0,4) e agar (15), incubando-se em temperatura controlada
(30 °C) por 48 h (DUTA et al., 2004).

2.3.2 Padronizacio do inéculo

Para o acompanhamento do crescimento bacteriano durante o preparo do indculo foi
utilizado um tubo da cultura reativada, sendo raspada com 10 mL de dgua peptonada 0,1 %
(m v™), e a suspensdo resultante transferida para cada frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo
90 mL de caldo YMA. A suspensao foi incubada a 30 °C e 200 rpm (Tecnal TE-420, Brasil),
sendo retiradas aliquotas a cada 3 h nas primeiras 12 h de cultivo e, apds, de 6 em 6 h até¢ 48 h
de cultivo. A densidade 6tica (DO) foi medida a 600 nm em espectrofotdometro (Bioespectro
SP-220, China). Foi definido um valor de DO (Apéndice 2B), com o objetivo de padronizar o

indculo e utilizar as células na fase exponencial do crescimento celular.

2.3.3 Cultivo de M. loti Semia 816

Foram realizados cultivos em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de
meio, inoculados com suspensdao da bactéria M. loti Semia 816, sendo que o indculo
correspondeu a 10 % (v v') do volume final. Os frascos foram mantidos em incubadora
refrigerada (Tecnal TE-420, Brasil), a 30 °C e 200 rpm (DUTA et a., 2004), tendo como meio
de referéncia o caldo YMA, contendo (g L'l): K,;HPO;4 (0,1), KH,PO4 (0,4), MgS0O4.7H,0
(0,2), NaCl (0,1), EL (0,4), MnCl,.4H,O (0,12), CaCl,.2H,O (0,15) e manitol (10). A
composi¢ao desse meio foi baseada no proposto por Duta et al. (2006), com adi¢ao de
CaCl,.2H,0 em substituicdo ao carbonato de calcio, conforme sugerido por Staudt, Wolf e
Shrout (2012), sendo realizados diferentes cultivos com a substituicdo do manitol pelo PS e
do EL pela AMM e nitrato.

Aliquotas foram retiradas ao longo do tempo, conforme descrito nos itens
subsequentes, sendo estas centrifugadas (centrifuga Eppendorf 5804R, Alemanha) a 10000 x
g por 20 min para as determinagdes analiticas no sobrenadante (pH, item 2.5.1, agucares
redutores, item 2.5.3, EPS, item 2.5.4) e sedimento (biomassa, item 2.5.2), sendo o EPS

determinado somente ao final do cultivo (96 h).
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2.3.3.1 Ensaios preliminares

Primeiramente foi realizado o cultivo com o meio padrio, utilizando como fonte de
carbono manitol, na razdo C/N 96,5, sendo avaliada a substituicdo do manitol pelo PS na
mesma concentragdo, resultando na razao C/N de 60, e também utilizando PS e ajustando a
concentragcdo do extrato de levedura (EL) a fim de resultar a mesma razao C/N do meio
padrao (96,5), com e sem ajuste do pH (7,0). Foram retiradas aliquotas a cada 2 h nas
primeiras 8 h, para determinar a velocidade especifica maxima de crescimento (i) e apoOs este

tempo as aliquotas foram retiradas a cada 24 h até 96 h de cultivo.

2.3.3.2 Efeitos da razdo C/N

Ao verificar que o ajuste inicial do pH e a razdo C/N mostraram-se variaveis
importantes no processo € que a bactéria foi capaz de assimilar o PS, foram propostos cultivos
com ajuste do pH inicial em 7,0 nas razdes C/N de 60, 40, 20 e 10, mantendo a concentragdo
doPSem 10g L'l, modificando a concentracdo de extrato EL, conforme Tabela 1, sendo as

aliquotas retiradas de 24 em 24 h até 96 h de cultivo.

Tabela 1 - Composicdo do meio de cultivo em termos de concentrag¢do de EL para as
diferentes razdes C/N, mantendo 10 g L™ de PS

Razdo C/N EL (gL
60 0,40
40 0,75
20 1,90
10 55

PS: permeado de soro; EL: extrato de levedura

2.3.3.3 Fontes alternativas de nitrogénio: AMM e nitrato

Apobs a escolha da melhor razdo C/N (item 2.3.3.2) foram propostos cultivos
substituindo a fonte de nitrogénio (EL) por AMM ou por nitrato (NaNO3) visando diminuir
custos do processo. A concentrac¢io do PS foi mantida em 10 g L™, ajustando a concentragio
de AMM e NaNO; a fim de resultar na razdo C/N desejada, conforme Tabela 1, sendo as

aliquotas retiradas de 24 em 24 h até 96 h de cultivo para as determinag¢des analiticas.
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Tabela 2 - Composi¢ao do meio de cultivo em termos da fonte de nitrogénio para as
diferentes razdes C/N, mantendo 10 g L™ de PS

Concentragao da fonte de

Razdo C/N Fonte de nitrogénio nitrogénio (g L)
20 AMM 6,12
96,5 AMM 0,60
20 Nitrato 1,00
96,5 Nitrato 0,10

PS: permeado de soro; AMM: agua de maceragdo de milho
2.3.3.4 Efeitos da concentra¢do do PS
Ap6s verificar qual a fonte de nitrogénio mais se adequava ao cultivo, foi proposto o

aumento da concentra¢ido do PS de 10 para 20 ¢ 30 g L™, mantendo a razdo C/N em 20, sendo

as aliquotas retiradas de 24 h em 24 h até 96 h de cultivo, para as determinag¢des analiticas.

Tabela 3 - Composicdo do meio de cultivo em termos da fonte de nitrogénio utilizando 20 e
30 g L de PS, mantendo a razio C/N de 20

Concentragao da fonte de

PS (g L) Fonte de nitrogénio nitrogénio (g L)
20 AMM 12,25
30 AMM 18,40
20 EL 3’8
30 EL >

PS: permeado de soro; AMM: dgua de macerag@o de milho; EL: extrato de levedura

2.4 PARAMETROS CINETICOS

2.4.1 Velocidade especifica maxima de crescimento celular

A partir das curvas de crescimento celular foi obtida a velocidade especifica maxima
de crescimento celular (HISS, 2001). A velocidade especifica méxima de crescimento celular

(1max), em h™', foi definida pela Equagdo 1, calculada através do software Excel (Microsoft
Inc, EUA).
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1dX
Wmax =}E (1)

2.4.2 Produtividade
A produtividade em EPS, g L™ h™' foi definida pela Equagio 2.

EPSmax—EPSy
o @

Produtividade =

Onde:

EPSax = Concentragdo de EPS (g L'l) atingida no t¢
EPS, = Concentrag¢do de EPS inicial (g LY
ty = tempo (h) de cultivo

2.4.3 Fator de conversao de substrato em produto

Os fatores de conversdao de substrato em biomassa (Yxss), substrato em produto
(Ypss) e biomassa em produto (Yp/x) foram calculados de acordo com as Equagdes 3, 4 ¢ 5,

respectivamente (HISS, 2001):

Vs =5y (3)

Voss =5 4)

YP/X = ;:;: (5)
Onde:

X: Concentra¢io de biomassa (g L™) ao final do cultivo;
Xo: Concentragdo de biomassa (g L") inicial;

P: Concentracao de EPS (g L") ao final do cultivo;
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Py: Concentracao de EPS (g L") inicial;
S: Concentragdo de AR (g L") ao final do cultivo;
So: Concentracdo de AR (g L) inicial.

2.5 METODOS ANALITICOS
2.5.1 Determinacio do pH

O pH do sobrenadante foi medido diretamente em medidor de pH (Marte MB-10,
Brasil) previamente calibrado, de acordo com AOAC (2000).

2.5.2 Determinaciao da biomassa

A biomassa foi monitorada por medida da absorbancia a 600 nm do sedimento
ressuspendido em agua, baseado no procedimento descrito por Trindade, Munhoz e Burkert
(2015), sendo expressa em massa seca (g L"), obtida a partir de uma curva de calibragdo

previamente determinada (Apéndice 2A).

2.5.3 Determinacio de aglicares redutores

A concentragcdo de AR foi determinada pelo método do 4cido 3,5 acido
dinitrossalicilico, de acordo com Miller (1959), com medida de absorbancia a 540 nm a partir

de uma curva padrio de lactose, com faixa de linearidade de 0,03 a 0,4 g L' (Apéndice C).

2.5.4 Determinaciao do EPS

O EPS produzido foi recuperado centrifugando-se o caldo fermentado a 13.000 x g
por 20 min (centrifuga Eppendorf 5804R, Alemanha), para remog¢do das células e
precipitando o EPS no sobrenadante por adi¢io de etanol (1:3 v v'). Em seguida, deixou-se
em repouso por 24 h, centrifugou-se novamente nas mesmas condigdes, dissolveu-se em agua
Mili-Q e dialisou-se (limite de exclusao de 12.000 Da) por 72 h, sendo a agua trocada duas
vezes ao dia, para eliminar moléculas de menor massa molar. Apds congelou-se em

ultrafreezer (Liotop UFR30, Brasil) a -80 °C por 48 h e liofilizou-se (Liotop L101, Brasil), a
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-80 °C por 48 h, sendo conservados congelados. Para sua quantificacdo, apds a segunda

centrifugacdo, o EPS foi seco em estufa a 50 °C e quantificado por gravimetria.

2.5.5 Determinacao da viscosidade

Para solubilizagdo da amostra foi realizado o procedimento descrito por Xuewu et al.
(1996), onde o EPS foi diluido em agua destilada, agitado por 2 h, seguido de aquecimento a
60 °C por 20 min.

A viscosidade aparente (mPa s) em fungdo da taxa de cisalhamento (s”) e os
parametros indice de consisténcia e indice de comportamento de fluxo das solu¢des de EPS a
1 % (m v™") foram determinados em reémetro rotacional cone / Plate DV-III Ultra (Brookfield
cone / Plate version, Estados Unidos), com spindle 51, temperatura de 25 °C e tempo de 1 a
110 s.

As propriedades reoldgicas das solugdes de EPS produzido por M. loti Semia 816
foram avaliadas através do modelo matematico de Ostwald-De-Waele (Lei da Poténcia),
conforme Equacdo 7 (ARANDA-SELVERIO et al., 2010; HAMINIUK et al., 2006). Para a
regressao linear, plotou-se In ¥ x In T, obtendo-se os valores de indice de consisténcia (K) e

indice de comportamento de fluxo (n).

T=Ky" (7

Onde:

T = tensdo de cisalhamento (mPa)
y = taxa de deformacio (s™)
K = indice de consisténcia (mPa s")

n = indice de fluxo (adimensional)
2.6 ANALISE ESTATISTICA
Os cultivos foram realizados em triplicata. Os valores médios e desvios-padrao

foram calculados através do software Statistica 5.0 (StatSoft Inc., EUA). Os dados foram
submetidos a Anélise de Variancia e teste de Tukey (MONTGOMERY, 2004), a fim de
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verificar a existéncia de diferencas significativas (p < 0,0 ). Para a constru¢do das curvas

utilizou-se o software OriginPro 8 (OriginLab, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO

A AMM foi centrifugada (5 mL) e no sobrendante foi encontrado 222,01 =+
2291 gL' de proteina. Apods a lavagem do pellet com agua destilada (5 mL), e nova
centrifugacdo, a concentracdo de proteina encontrada no sobrenadante foi de 38,58 +
2,81 gL", sendo realizado o mesmo procedimento para as lavagens e centrifugagdes
posteriores, sendo que os valores de proteina foram de 6,97 £ 0,55 g L'e 1,24 £ 0,03 g L'l,
respectivamente. Sendo assim, optou-se por utilizar a AMM submetida a duas lavagens e
centrifugacdes sucessivas, juntando os volumes de sobrenadante, recuperando a maior parte
das proteinas e evitando uma diluigdo excessiva dos nutrientes.

A Tabela 4 apresenta os resultados do percentual de carbono e nitrogénio do PS, EL
e AMM, que foram utilizados para calcular a razao C/N dos meios de cultivos.

Reducao nos teores de C e N foi observada ap6s lavagens e centrifugacdes sucessivas
em virtude da diluicao promovida. Por outro lado, ndo ¢ mencionado na literatura o percentual

de carbono e nitrogénio para o PS.

Tabela 4 - Analise elementar do PS, EL e AMM

Amostra Carbono (%) Nitrogénio (%) Hidrogénio (%)
PS 37,76 0,23 3,79
EL 39,12 10,66 6,23
AMM bruta 21,87 5,82 10,86
AMM apos duas centrifugacdes 12,16 2,70 1,46

PS: Permeado de soro; EL: extrato de levedura; AMM: dgua de maceragdo de milho

Ribeiro (2015) encontrou 39,63 e 12,06 % de carbono e nitrogénio, respectivamente,
para o EL. De acordo com Cipolatti (2012), o teor de carbono e nitrogénio encontrado para o
EL foi de 39,24 e 6,54 %, respectivamente, ja a AMM foi de 17,83 e 3,80 %, respectivamente,
sendo o valor encontrado para a amostra bruta, sem centrifugacoes, valores estes similares aos

encontrados no presente trabalho.
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No caso da utilizagdo desses valores para calcular a razdo C/N, tem-se a importancia
da determinacdo destes teores a cada diferente lote utilizado, pois se pode observar uma

pequena variagdo nos teores de C, N e H para os diferentes lotes.
3.2 PADRONIZACAO DO INOCULO

A Figura 1 apresenta o acompanhamento do In (DO) para bactéria M. loti Semia §16.
Para a padronizagdo do preparo do indculo, a DO escolhida foi 0,8, correspondente a In (DO)
de -0,22, o que ocorreu em aproximadamente 18 h de cultivo e correspondeu a fase
exponencial de crescimento (Figura 1), sendo o mesmo valor utilizado por Staudt, Wolfe e
Shrout (2012) ao utilizar uma cepa de Rhizobium e por Ribeiro (2015) e Oliveira (2017) para

a mesma bactéria.

Figura 1 - Acompanhamento da In (DO) para bactéria M. loti Semia 816
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3.3 ENSAIOS PRELIMINARES

A Figura 2 apresenta o acompanhamento da concentragdo de biomassa e de AR no
cultivo da bactéria M. loti Semia 816, onde a razdo C/N do meio padrdao (com manitol) ¢ de
96,5. Inicialmente avaliou-se a substituicdo do manitol pelo PS na mesma concentragdo

(10 gL'l), resultando na razdo C/N de 60, bem como a substituicdo do manitol pelo PS
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(10 g L") com modifica¢io na concentragio do EL (de 0,4 para 0,16 g L") para manter a
mesma relacdo C/N (96,5), com e sem ajuste do pH inicial do cultivo.

De acordo com a Figura 2 (a) e a Tabela 5, o cultivo em meio com PS, com razao
C/N de 60 com ajuste do pH, foi o que promoveu um maior crescimento do micro-organismo,
chegando a 0,72 + 0,04 g L™ em 96 h de cultivo, nio diferindo estatisticamente (p>0,05) do
cultivo onde o pH ndo foi ajustado, sendo que se pode observar que a bactéria encontra-se
ainda na fase exponencial de crescimento. J& o cultivo utilizando manitol como fonte de
carbono, com ajuste do pH, alcangou 0,64 + 0,01 gL'l, diferindo significativamente do
cultivo sem o ajuste do pH (0,54 + 0,01 g L™"). O menor crescimento da bactéria ao utilizar o
PS foi na maior razdo C/N (96,5), sendo também observado que a bactéria ainda encontrava-
se na fase de crescimento exponencial.

Pode-se observar que ao comparar os cultivos com e sem o ajuste do pH inicial, na
maioria dos cultivos, onde foi realizado o ajuste do pH, houve um maior crescimento da
bactéria em estudo, apenas com PS na razdo C/N 60 foi observado ndo haver diferenga
significativa (p>0,05) entre o cultivo com e sem ajuste do pH inicial (Figura 2a e Tabela 5).

Na Figura 2 (c), ao analisar a razdo C/N de 96,5 a concentracdo de AR presente no
meio em 96 h de cultivo foi de 6,03 = 0,24 ¢ 5,37 = 0,09 g L' sem e com ajuste de pH,
respectivamente, diferindo significativamente entre si (p<0,05) e ao analisar a razao C/N de
60, ndao houve diferenca significativa entre os cultivos (p>0,05), sendo as concentragdes
encontradas de 3,79 = 0,08 ¢ 3,69 £ 0,25 g L' sem e com ajuste de pH, respectivamente. O
que indica que o ajuste do pH inicial em 7,0 e a menor razdo C/N favoreceram o consumo do
substrato pela bactéria, o que estd de acordo com Duta et al. (2004), que relata que o pH ideal
para as bactérias diazotroficas € perto da neutralidade.

Na Figura 2 (b) pode-se observar que, de um modo geral, maiores valores de pH
foram encontrados para os cultivos onde houve o ajuste inicial do pH, ou seja, pHs mais
proximos da neutralidade ao final do cultivo.

Ao analisar a velocidade especifica méxima de crescimento, pode-se observar que
nos ensaios sem o ajuste do pH foram observados valores superiores aos ensaios com o ajuste
de pH. Com relacdo a concentra¢do de EPS, pode-se observar que a maior concentragdo (1,57
+ 0,10 g L") foi encontrada com ajuste do pH, em meio com manitol (C/N 96,5), ndo
diferindo significativamente (p>0,05) do PS com razdo C/N de 60, sendo uma menor

concentragdo (1,12 + 0,04 g L") encontrada para o PS na razio C/N 96,5 (com ajuste do pH).



Figura 2 - Acompanhamento da (a) biomassa, (b) pH e (c) AR ut ilizando (m) manitol com razao C/N de 96,5, ( ) PS com razdo C/N de 96,5 ¢
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Tabela 5 - Biomassa maxima, velocidade especifica maxima de crescimento, EPS e
produtividade em EPS em 96 h de cultivo para M. loti Semia 816 nas diferentes condi¢des de

cultivo*
Razio Fonte Kimax (g L_l) n (h_l)
C/N car?)f)n o com ajuste sem ajuste com ajuste sem ajuste
96,5  Manitol 0,64 (0,01)>* 0,54 (0,01)*® 0,09 (<0,0D*® 0,19 (<0,01)*"
96,5 PS 0,50 (0,04)°* 0,39 (0,03)*® 0,11 (<0,01)>®  0,15(<0,01)>*
60 PS 0,72 (0,04** 0,69 (0,04)** 0,13 (<0,01)*® 0,17 (<0,01)>*
Ragio  lonte EPS (g L) Produtividade (g L™ h™")
CN carif)no com ajuste sem ajuste com ajuste sem ajuste
96,5  Manitol 1,57 (0,10)** 0,66 (0,05)® 0,016 (0,001* 0,007 (0,001)*"
96,5 PS 1,12 (0,04)>* 0,87 (0,03)>® 0,011 (<0,001)>* 0,009 (<0,001)>"
60 PS 1,45 (0,07)** 1,10 (0,08)*® 0,015 (< 0,001)>* 0,011 (0,001)*®

*Média (desvio padrdo), n = 3. Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca
significativa entre as fontes de carbono e razdo C/N para um mesmo pardmetro (p<0,05). Letras maitsculas

diferentes na mesma linha indicam que hé diferenga significativa entre os pardmetros (com e sem ajuste) para
uma mesma fonte de carbono e razdo C/N (p<0,05). PS: permeado de soro; EPS: exopolissacarideos; Xsx:
biomassa maxima; p: velocidade especifica maxima de crescimento

Valores inferiores de EPS foram encontrados quando o pH do meio ndo foi ajustado

em todas as razdes C/N estudadas, sendo que a produtividade em EPS seguiu o mesmo

comportamento.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se observar que o pH inicial ¢ uma

variavel importante do processo, € uma maior concentragdo do EPS, quando utilizado PS, foi

encontrada quando utilizada a menor razdo C/N (60), dentre as estudadas.

Assim, foram propostos novos experimentos onde o pH do meio foi ajustado em 7,0,

sendo utilizadas razdes C/N de 60, 40, 20 e 10.

3.4 EFEITOS DA RAZAO C/N

A Figura 3 apresenta o acompanhamento da biomassa, pH e AR, com ajuste inicial

do pH em 7,0, utilizando PS em diferentes razdes C/N.
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Figura 3 - Acompanhamento da (a) biomassa (), pH (--) e (b) AR utilizando PS na razao
C/Nde (o) 6, ,( )60,(¢)40,(A)20¢e (m)10
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PS: permeado de soro; AR: agucares redutores

Pode-se observar que ao analisar a biomassa (Figura 3a), quanto menor a razdo C/N,
maior a biomassa, sendo encontrado nas razdoes C/N de 10, 20, 40 e 60 valores de 1,59; 1,31;
1,12 e 0,70 g L respectivamente, ¢ na razdo C/N de 96,5 um valor de biomassa de

0,50 g L. Ribeiro (2015), ao utilizar as razdes C/N de 36, 61 e 94, encontrou 2,33 £+ 0,04;
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2,39 +£ 0,04 ¢ 1,69 £ 0,06 g L para a mesma bactéria com uma outra fonte de carbono
(12,2 g L' de GR), observado entio o mesmo comportamento, ou seja, o aumento da razio
C/N (diminui¢do da concentragdo de nitrogénio) acarreta diminui¢do da biomassa. O pH
(Figura 3a) manteve-se praticamente constante, sendo observado um aumento no pH
(aproximadamente 1,0) apenas na razao C/N de 10.

Quanto aos AR, pode-se verificar que nas razdes C/N de 60 e 40 parte da lactose nao
foi consumida pelo micro-organismo, restando ainda 3,93 £ 0,04 ¢ 1,72 +£ 0,07 g L no meio,
respectivamente. Nas demais razdes C/N (10 e 20) a bactéria foi capaz de assimilar quase toda
fonte de carbono presente no meio em apenas 48 h. A diminui¢do da razdo C/N, ou seja, o
aumento da concentragdo do EL (nitrogénio), favoreceu o maior crescimento celular, bem
como o consumo da lactose presente no PS.

A Tabela 6 apresenta a biomassa maxima, concentracdo de EPS, produtividade em

EPS, Ypis, Yxis€ Ypx nas diferentes razdes C/N.

Tabela 6 - Biomassa maxima, EPS, produtividade em EPS e Yp/s, Yx/s, € Yp/x determinados
em 96 h de cultivo nas diferentes razoes C/N*

Razdo C/N Xmix (g L) EPS (gL Pr?glllf}lvlllfila)de
96,5 0,50 (0,04) © 1,12 (0,04) ¢ 0,012 (< 0,001) ¢
60 0,70 (0,05) ¢ 1,58 (0,12) 0,016 (0,001) ©
40 1,12 (0,09) © 3,61 (0,20) ° 0,038 (0,002) °
20 1,31 (0,02) ° 4,03 (0,04) 0,042 (< 0,001) ®
10 1,59 (0,07) ° 4,09 (0,11)* 0,043 (0,001) *
Razdo C/N Yrs(gg™) Yxs(gg™) Yex(gg ™)
96,5 0,41 (0,02)° 0,16 (0,01)* 2,52 (0,10) °
60 0,42 (0,03)° 0,17 (0,01) ® 2,48 (0,15)°
40 0,59 (0,03) * 0,17 (0,02) * 3,40 (0,22) *
20 0,53 (0,05) * 0,16 (<0,01)* 3,30 (0,07) *
10 0,55 (0,01) * 0,19 (0,01)* 2,82 (0,19)°

*Média (desvio padrdo), n = 3. Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca
significativa entre as razdes C/N para um mesmo pardmetro (p<0,05). EPS: exopolissacarideos; X :x: biomassa
maxima; Ypss: fator de conversao de substrato em produto; Yx/s: fator de conversao de substrato em biomassa;

Yp/x: fator de conversao de biomassa em produto
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Pode observar que o maior valor encontrado para biomassa maxima foi ao utilizar a
razdo C/N de 10, havendo diferenca (p<0,05) significativa entre as demais razdes estudadas.
Ao analisar o Yp/s pode-se observar que maiores conversdes de substrato em produto foram
encontrados nas menores razoes C/N (10, 20 e 40), ndo diferindo significativamente entre si
(p>0,05).

Ao analisar os parametros cinéticos do cultivo, pode-se observar que os maiores
valores de fator de conversdo de substrato em produto (Yp/s) foram encontrados ao utilizar as
razoes C/N 40, 20 e 10, nao diferindo entre si (p>0,05). J4 ao analisar a conversdao de
substrato em biomassa (Yx/s) pode-se verificar que ndo apresentaram diferengas significativas
(p>0,05) entre as razdes C/N estudadas, indicando que a conversao do substrato em biomassa
ndo ¢ afetada pela limitacdo do nitrogénio. Entretanto, esta limitagdo implica em reducdo do
consumo de substrato e, portanto, reducdo na biomassa atingida. Ao analisar Yp/x pode-se
verificar maiores valores nas razdes C/N de 20 e 40, indicando uma maior capacidade do
micro-organismo para a formagao do produto nestas condicdes.

Maiores concentragcdes de EPS foram encontradas em menores razdes C/N, nado
havendo diferenca significativa (p>0,05) entre as razdes C/N de 10 e 20, sendo a concentracao
de EPS em torno de 4 g L™ para ambas as razdes C/N, sendo também encontrada uma maior
produtividade para estas razdes, ndo havendo diferencga significativa (p>0,05) entre as razdes
citadas anteriormente, ja que o EPS foi quantificado para ambas as razdoes C/N em 96 h de
cultivo. A razdo C/N 40 apresentou uma concentrag¢ao expressiva de EPS, mas ndo superior a
razdo de 10 e 20, ja as demais razdes estudadas apresentaram valores bastante inferiores de
EPS e, consecutivamente, menores produtividades. Comportamento contrario foi observado
por Ribeiro (2015) para esta mesma bactéria, que encontrou utilizando 12,2 g L' de GR uma
concentragcdo de EPS de 2,45;490¢e 39 g L' de EPS ao utilizar uma razio C/N de 36, 61 e
132, respectivamente.

No referido estudo de Ribeiro (2015), houve um aumento da concentracao de EPS
com o aumento da razdo C/N (diminui¢do da concentragdo de nitrogénio), chegando a um
ponto onde provavelmente a concentra¢do de nitrogénio ficou muito baixa, ndo havendo mais
o aumento da concentragdo de EPS, pois o nitrogénio presente no meio se esgotou. No
presente trabalho foi observado o contrario, onde a diminuicdo da razdo C/N (aumento da
concentragdo de nitrogénio), acarretou um aumento da concentracao de EPS, o que indica que
a razdo C/N, bem como a fonte de carbono utilizada, influencia diretamente a producdo do

EPS.
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Sendo assim, menores razoes C/N resultaram em maiores concentragoes de biomassa
(Figura 3a), maior consumo da lactose (Figura 3b), bem como maiores concentragdes de EPS
(Tabela 6). Mesomo (2007) relata que o EPS ¢ produzido muitas vezes durante a fase
estacionaria do crescimento celular, sendo entdo considerado um metabolismo secundario,

ndo possuindo relagdo direta com o crescimento celular.
3.5 VISCOSIDADE PARA DIFERENTES RAZOES C/N

O comportamento da viscosidade versus taxa de cisalhamento das solugdes de EPS
1% (m v'") produzidos pela bactéria M. loti Semia 816, a 25 °C, utilizando manitol (C/N 96,5)

e PS nas diferentes razdes C/N, pode ser observado na Figura 4.

Figura 4 - Viscosidade para EPS (1 % m v™') para as diferentes razdes C/N
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Ao analisar a viscosidade dos EPS em diferentes razdes C/N, utilizando PS e manitol
como fontes de carbono, pode-se observar um corportamento semelhante para todos os
biopolimeros, sendo esta relagdo entre a viscosidade e a taxa de cisalhamento descrita pelo

modelo de Ostwald-de-Waele. Foi observado um decréscimo acentuado na viscosidade da
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solucdo de EPS (1% mv') com o aumento da taxa de cisalhamento, demonstrando
claramente um comportamento ndo Newtoniano. De acordo com Faria (2009), nos fluidos
pseudoplasticos a viscosidade descresce com o aumento da taxa de cisalhamento.

Pode-se ainda verificar, na Figura 4, que a maior viscosidade foi encontrada em meio
contendo como fonte de carbono o PS na razao C/N de 96,5, seguido pela viscosidade do EPS
em meio contendo manitol e PS nas razdes de 40, 60, 20 e 10. Nas razoes C/N de 20, 40 e 60
utilizando PS foram obtidos valores de viscosidade muito proximos, sendo a razao mais baixa
(C/N 10), em meio contendo PS, a que apresentou menor viscosidade.

Os parametros estimados pelo modelo de Ostwald-de-Waele podem ser observados
na Tabela 7, onde o indice de consisténcia (K) indica o grau de resisténcia do fluido ao fluxo,
ou seja, quanto maior o K, maior o grau de pseudoplasticidade enquanto o indice de
comportamento do fluxo (n) deve ser menor do que 1, para facilitar a taxa de fluxo

(BRANDAO et al., 2013).

Tabela 7 - Pardmetros reologicos obtidos pela anélise das solugdes de EPS (1 % m v™)
produzidos pela bactéria M. loti Semia 816, nas diferentes razdes C/N

Fonte de Indice de Indice de Coeficiente de
Razao C/N carbono consisténcia (K) comportamento de determinagdo
(mPas") fluxo (n) (R?)
96,5 Manitol 55,09 0,23 0,90
96,5 PS 198,93 0,12 0,94
60 PS 135,09 0,11 0,98
40 PS 138,11 0,10 0,99
20 PS 129,28 0,08 0,94
10 PS 88,76 0,16 0,91

De acordo com os resultados observados (Tabela 7), o indice de consisténcia (K) foi
maior para a solucdo de EPS obtida com a razdo de 96,5, sendo o menor valor encontrado
para a razdo C/N de 96,5 em meio composto por manitol. As solugdes dos EPS produzidos
apresentaram n<lI, confirmando o perfil pseudopléstico do biopolimero. Segundo Faria (2009)
e Almeida (2010), este comportamento € caracteristico de biopolimeros bacterianos.

De acordo com Odian (2004), a variacdo da razdo C/N pode induzir a formagao de
ligagdes cruzadas e aumentar a quantidade de ramificagdes na cadeia do biopolimero,

aumentando assim o indice de consisténcia (K) dos EPS.
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Visto que a maior concentracdo de EPS foi encontrada na razao C/N 20, mas a maior
viscosidade foi encontrada na maior razdo C/N 96,5, as duas razdoes C/N foram escolhidas
para dar continuidade ao trabalho, testando a substituicdo da fonte de nitrogénio (EL) por

AMM e nitrato.

3.6 SUBSTITUICAO DO EL POR AMM OU NITRATO

A Figura 5 apresenta o acompanhamento da biomassa, pH e AR, com ajuste inicial
do pH em 7,0, substituindo o EL por AMM ou por nitrato nas razoes C/N de 20 e 96,5.

Ao analisar a biomassa (Figura 5a) nas duas razdes C/N, com as diferentes fontes de
nitrogénio, AMM e nitrato, pode-se observar que o maior crescimento da bactéria foi em meio
contendo AMM na razdo C/N de 20, chegando a 2,03 g L'l, resultado este superior quando o
EL foi a fonte de nitrogénio utilizada na mesma razao C/N (Figura 3a, Tabela 8). Ja ao utilizar
nitrato, a biomassa foi de 1,03 g L', sendo encontrado para a razao C/N de 96,5 com as duas
diferentes fontes de nitrogénio valores de biomassa inferiores a 1 gL', sendo o mesmo
comportamento encontrado quando a fonte padrdo de nitrogénio (EL) foi utilizada (Figura
2a), ou seja, valores inferiores a 1 g L. Quanto ao pH (Figura 5a), pode-se observar que o
mesmo manteve-se praticamente constante ao longo do cultivo para todas as condig¢des
estudadas.

Ao analisar o consumo da lactose, pode-se verificar que apenas na razdo C/N de 20,
utilizando AMM como fonte de nitrogénio, houve total consumo da lactose pelo micro-
organismo em aproximadamente 72 h, sendo o mesmo comportamento observado ao utilizar a
fonte de nitrogénio padrao (EL), com total consumo do substrato (Figura 3a). Para as demais
condigdes, a lactose ndo foi totalmente consumida pelo micro-organismo. Ao utilizar nitrato
na mesma razdo C/N, a concentracdo de substrato restante no meio foi de 5,01 £ 0,13 g L'l,
correspondendo a 64,90 % da concentracao inicial.

Para as demais condi¢des esta concentragdao nao foi muito diferente, sendo de 6,63 +
0,23 g L' ede 5,62 £0,14¢ L' ao utilizar AMM e nitrato, respectivamente, na razao C/N
96,5, sendo similar ao valor observado quando utilizada a razdo C/N de 96,5 em meio
composto por EL como fonte de nitrogénio, (5,37 + 0,09 g L™ de AR presente no meio)

(Figura 2b).
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Figura 5 - Acompanhamento da (a) biomassa (), pH (--) e (b) AR, utilizando (m) AMM C/N
20; ( ) AMM C/N 96,5; (¢) nitrato C/N 20 ¢ ( A) nitrato 6,; (¢ )EL 20e (V)EL
C/N 96,5

1,0
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AR: agticares redutores; AMM: 4gua de maceragdo de miho. EL: extrato de levedura

A Tabela 8 apresenta a biomassa maxima, concentracdo de EPS, produtividade em

EPS, Ypss, Yxis € Ypx utilizando AMM, nitrato ou EL nas duas razdes C/N (20 e 96,5). Ao
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analisar a produtividade nas diferentes fontes de nitrogé€nio, pode-se observar que o maior
valor foi encontrado ao utilizar EL como fonte de nitrogénio, sendo encontrados valores

bastante inferiores ao utilizar as fontes de nitrogé€nio alternativas.

Tabela 8 - Biomassa méaxima, EPS, produtividade em EPS, Yp/s Yx/s Yp/x determinados em
96 h de cultivo nas diferentes razoes C/N*

Razio C/N Fonte de Xonix (g L'l) EPS (g L'l) Produtividade
nitrogénio (gL'hh
20 AMM 2,03 (0,11)** 0,86 (0,04)** 0,009 (<0,001)**
96,5 AMM 0,77 (0,02)*? 0,52 (0,01)>® 0,005 (< 0,001)"®
20 Nitrato 1,03 (0,01)** 0,84 (0,1D)*® 0,008 (<0,002)**
96,5 Nitrato 0,58 (0,03)" 1,27 (0,05 0,013 (<0,001)>*
20 EL 1,31 (0,02)>* 4,03 (0,04 0,042 (<0,001)~*
96,5 EL 0,50 (0,04)*" 1,12 (0,04)°® 0,012 (<0,001)®
Razio C/N nf;g:égfo Yes(gg™) Yxs(gg™) Yex(gg™)
20 AMM 0,11 (<0,01)*® 0,26 (0,01)°® 0,44 (0,03)*F
96,5 AMM 0,43 (0,01)> 0,62 (0,08)™* 0,72 (0,02)>
20 Nitrato 0,31 (0,04)*" 0,36 (0,02)** 0,85 (0,12)°*
96,5 Nitrato 0,58 (0,02)** 0,25 (0,02)" 2,39 (0,18)"*
20 EL 0,53 (0,05)* 0,16 (<0,01)** 3,30 (0,07)**
96,5 EL 0,41 (0,02)™" 0,16 (0,01)** 2,52 (0,10)>"

*Média (desvio padrdo), n = 3. Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca
significativa indicam que ha diferencga significativa entre as condigdes testadas (p<0,05). Letras maiusculas
diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre as razdes C/N para a mesma fonte de
nitrogénio (p<0,05). AMM: agua de maceragdo de milho; EL: extrato de levedura; EPS: exopolissacarideos;

Xmax: biomassa maxima; Ypss: fator de convers@o de substrato em produto; Yy/s: fator de conversdo de substrato

em biomassa; Yp/x: fator de conversiao de biomassa em produto

O fator de conversao de substrato em produto (Yp/s) foi elevado na razao C/N 96,5 ao
utilizar nitrato como fonte de nitrogénio, ndo diferindo significativamente (p>0,05) de quando
a fonte de nitrogénio utilizada foi o EL, na razdo C/N 20. Ja ao analisar o fator de conversao
de substrato em biomassa (Yxs) pode-se verificar que maiores conversdoes foram encontradas
ao utilizar AMM na razdo C/N de 96,5. Por outro lado, o maior fator de conversao de
biomassa em produto (Yp/x) foi obtido ao utilizar EL como fonte de nitrogénio na razdo C/N

de 20, seguido pelo EL na razdo de 96,5, sendo que este tltimo ndo diferiu significativamente
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(p>0,05) de quando utilizado nitrato na razdo C/N de 96,5. Pode-se ainda observar que o
maior valor de biomassa foi encontrado no meio composto por AMM (C/N 20) como fonte de
nitrogénio.

Os resultados obtidos indicam que a AMM, na razao C/N de 20, demonstra ser uma
potencial fonte de nitrogénio para o crescimento da bactéria em estudo, pois apresentou um
crescimento até mesmo superior ao meio de cultivo padrdo, sendo o micro-organismo capaz
de consumir toda a lactose presente no meio.

Ao avaliar o EPS (Tabela 8) obtido com as diferentes fontes de nitrogénio, pode-se
verificar que a menor concentra¢io de EPS (0,52 + 0,01 g L) foi encontrada quando AMM
foi utilizada na razdo C/N de 96,5, diferindo significativamente (p<0,05) da razdo C/N de 20
utilizando a mesma fonte de nitrogénio (0,86 + 0,04 g L'l). Ainda, entre a AMM e o nitrato
pode-se verificar que a maior concentragdo de EPS foi obtida em meio composto por nitrato
como fonte de carbono na razdo C/N de 96,5 (1,27 £ 0,05 g L'l), diferindo significativamente
(p<0,05) da outra razdo C/N, com a mesma fonte de nitrogénio (0,84 + 0,11 g L™).

Cabe ressaltar que a concentracdo de EPS diminuiu significativamente em relagdo ao
EL como fonte de nitrogénio, sendo entdo verificado que o EL ¢ importante na sintese desses
EPS, pois se por um lado o crescimento do micro-organismo e o consumo do substrato em
meio composto por AMM foi satisfatorio, por outro lado a concentracao de EPS foi1 inferior
em relacdo a fonte de nitrogénio padrio (EL), chegando esta a 4,03 + 0,04 g L' ao utilizar a

razdao C/N de 20.

3.6 VISCOSIDADE PARA DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO

Ao analisar a viscosidade das diferentes solucdes de EPS (Figura 6), os valores de
viscosidade foram bastante similares ao utilizar a AMM e nitrato quando comparado com o
EL (item 3.4), sendo ainda observado que a menor viscosidade foi encontrada quando
empregado EL na menor razao C/N (20), e o maior valor encontrado ao utilizar EL (C/N
96,5), seguido pela AMM na razao C/N de 96,5, pelo nitrato na razdo C/N de 20 e pela AMM
na razao C/N de 20.

A Tabela 9 apresenta os parametros reologicos obtidos para as solugoes de EPS
(1% mv’") para as diferentes fontes de nitrogénio testadas, nas duas razdes C/N estudadas.
Nesta tabela pode-se verificar a confirmacdo do perfil pseudoplastico das solugdes de EPS,
pois todos apresentaram n<l, sendo este comportamento caracteristico de biopolimeros

bacterianos (FARIA, 2009; ALMEIDA, 2009).
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Figura 6 - Viscosidade para EPS (1 % m v™') utilizando AMM, nitrato ou EL para as
diferentes razdes C/N
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Tabela 9 - Parimetros reoldgicos obtidos pela analise das solugdes de EPS (1 % m v'™')
produzidos pela bactéria M. loti Semia 816, com as diferentes fontes de nitrogénio

Indice de Indice de Coeficiente de
N Fonte de A L

Razao C/N nitroeénio consisténcia (K) comportamento de determinagdo
8 (mPa s") fluxo (n) (R?)
20 AMM 72,97 0,16 0,95
96,5 AMM 124,09 0,19 0,92
20 Nitrato 128,25 0,21 0,99
96,5 Nitrato 139,63 0,16 0,98
20 EL 129,28 0,08 0,94
96,5 EL 198,93 0,12 0,94

AMM: agua de maceracao de milho; EL: extrato de levedura

O indice de consisténcia (K) foi maior para o EPS em meio composto por EL na

razdo C/N de 96,5 e menor para o EPS em meio composto por AMM na razdo de 20. Nas
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demais condic¢oes avaliadas os resultados foram bastante semelhantes, sendo estes em média
130 mPa s.

A maior biomassa foi encontrada utilizando AMM na razdo C/N de 20, havendo
consumo total da fonte de carbono nesta razao, mas nesta mesma condicao a concentragao do
EPS foi inferior de quando a fonte de nitrogénio padrdo foi utilizada. Por esta razdo, na
continuidade do trabalho, foi avaliado EL. e a AMM como fontes de nitrogénio, mantendo a
razdo C/N de 20, bem como o aumento da concentracido do PS de 10 para 20 ¢ 30 g L, com o

objetivo de aumentar a concentragdo do EPS.

3.7 AUMENTO DA CONCENTRACAO DO PS UTILIZANDO AMM OU EL (C/N 20)

A Figura 7 apresenta o acompanhamento da biomassa, pH e AR, na razao C/N de 20,
utilizando 10, 20 ou 30 g L' de PS ¢ AMM ou EL como fonte de nitrogénio.

Ao analisar a biomassa (Figura 7a), pode-se verificar que a maior biomassa foi
encontrada ao utilizar 30 g L' de PS como fonte de carbono e EL como fonte de nitrogénio,
sendo esta de 2,00 + 0,09 g L'l, sendo observado um aumento de 0,73 g L' na biomassa
quando o PS passou de 10 para 30 g L™.

Para as demais condi¢des em estudo a biomassa ficou em torno de 1 gL, sendo
neste caso verificado que para AMM o aumento de 10 para 20 e 30 g L' de PS resultou em
uma diminuicdo da biomassa, passando de 2,03 £ 0,11 para 0,91 £ 0,1 e 1,12 + 0,04 g L'l,
respectivamente.

Para o pH (Figura 7a) pode-se observar que houve um decréscimo do mesmo
(aproximadamente 5,0) para os meios compostos por AMM, sendo apds 72 h observado um
aumento do mesmo para valores proximos de 7,5. J& quando o meio era composto por EL foi
observado um comportamento caracteristico observado nos demais ensaios (Figura 2b, Figura
3a, Figura 5a), ou seja, um aumento do pH no tempo de 24 h e apds o mesmo ficou
praticamente constante.

Ao analisar o consumo de lactose ficou evidente que, para os meios compostos por
EL, nas duas concentragdes de PS, em 72 h, a lactose foi praticamente toda consumida.
Entretanto, ndo foi possivel o acompanhamento da concentracdo de lactose ao longo do
cultivo ao utilizar concentragdes mais elevadas de AMM, em virtude de provavel interferéncia
de algum componente da AMM da determinagdo de AR. Desta forma, nos ensaios com AMM

utilizando 20 e 30 g L' de PS nao foi possivel calcular os pardmetros Yx/s€ Ypss.
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Figura 7 - Acompanhamento da (a) biomassa (), pH (--) e (b) AR, utilizando ( ) 10 gL" de
PS com AMM; (m) 20 g L' de PS com AMM; (0) 30 g L™ de PS com AMM; (€)10 gL de
PS com EL; (¢) 20 g L de PS com EL; ¢ (A) 30 g L' de PS com EL
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A Tabela 10 apresenta a biomassa maxima, concentracdo de EPS, produtividade em
EPS, Ypss, Yxis€ Yp/x para as diferentes concentragoes de PS, na razdo C/N de 20. Ao analisar
a Tabela 10 pode-se observar que a maior produtividade foi encontrada quando utilizado

20 gL de PS com EL, diferindo significativamente (p<0,05) das demais condigdes, sendo
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menores valores encontrados quando a AMM foi a fonte de nitrogénio utilizada. Ao analisar a
biomassa maxima pode-se perceber que os maiores resultados foram encontrados ao utilizar
10 gL' de PS com AMM, nio diferindo significativamente (p>0,05) de quando utilizado
30 gL" de PS com EL. A maior produtividade foi encontrada quando utilizado EL como
fonte de nitrogénio na razdo C/N de 20, diferindo significativamente (p<0,05) das demais
condi¢des, sendo encontrado também para esta condicdo o maior fator de conversdo de

biomassa em produto (Yp/x) € também de substrato (lactose) em produto (Ypss).

Tabela 10 - Biomassa maxima, EPS, produtividade em EPS , Yp;s Yx/s Yp/x determinados em
96 h de cultivo nas diferentes razdoes C/N*

PS Fonte de -1 -1 Produtividade
Xmix (g L EPS (gL
(g L'l) nitrogénio CE L) (g L! h'l)
10 AMM 2,03 (0,11)** 0,86 (0,04) *® 0,009 (<0,001) *®
20 AMM 0,90 (0,10) *€ 0,91 (0,10) *B 0,009 (0,001) P
30 AMM 1,12 (0,04) ® 1,70 (0,15) “* 0,018 (0,001) “*
10 EL 1,31 (0,02) ™8 4,03 (0,04) >B 0,042 (0,001) *B
20 EL 0,99 (0,08) *€ 8,21 (0,29) 4 0,098 (0,008) **
30 EL 2,00 (0,09) ** 9,46 (0,80) >* 0,012 (0,001) *¢
s Fonte de Yes(zg™) Yxs(gg™) Yex(gg™
(gL") nitrogénio
10 AMM 0,11 (<0,01) ¢ 0,26 (0,01) P 0,44 (0,03) *¥
20 AMM ND ND 1,11 (0,10)
30 AMM ND ND 1,62 (0,20)
0,53 (0,05) ™* 0,16 (<0,01) 4* 3,30 (0,07)**
10 EL
20 EL 0,49 (0,02) A8 0,06 (< 0,01) 8,82 (0,57)
30 EL 0,44 (0,04)>® 0,09 (< 0,01) 4,84 (0,58)

*Média (desvio padrao), n = 3. Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca
significativa entre as condi¢des testadas para um mesmo parametro (p<0,05). Letras maitisculas diferentes na
mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre as concentragdes de PS para um mesmo parametro e
mesma fonte de nitrogénio (p<0,05). PS: permeado de soro; AMM: dgua de macera¢do de milho; EL: extrato de
levedura; EPS: exopolissacarideos; ND: ndo detectado; X,,4: biomassa maxima; Yps: fator de conversio de
substrato em produto; Yx/s: fator de conversao de substrato em biomassa; Yp/x: fator de conversdo de biomassa
em produto

Pode-se observar que nas mesmas condi¢cdes onde ndo foi observado crescimento

acentuado da bactéria, nem o consumo do substrato, foram as condi¢des que apresentaram
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uma baixa concentracdo de EPS, sendo de 0,91 £0,10e 1,70+ 0,5 g L! para as condigdes de
20 ¢ 30 g L' de PS, respectivamente, ao utilizar AMM como fonte de nitrogénio. Ao utilizar
EL como fonte de nitrogénio, a concentracdo de EPS foi de 8,21 + 0,29 g L' com 20 g L de
PS, nao diferindo significativamente (p<0,05) de quando utilizado EL como fonte de carbono,
sendo esta de 9,46 £ 0,80 g L

Ribeiro (2015), ao aumentar a concentracdo da fonte de carbono (GR) em cerca de
10 vezes, de 12,2 para 122 g L'l, utilizando a mesma bactéria, na razdo C/N 36, observou que
a concentracao de EPS passou de 2,45 + 0,30 para 3,83 £ 0,40 g L'l, respectivamente, efeito
semelhante ao encontrado no presente trabalho. Possivelmente uma alta concentragdo da fonte
de carbono pode vir a inibir a bactéria, pois a relacdo entre o aumento da concentracdo da
fonte de carbono e o aumento da concentragdo de EPS observado por Ribeiro (2015) ndo foi
proporcional.

Os resultados obtidos neste trabalho (8,21 g L' com 20 g L' de PS) sdo expressivos,
considerando o uso de um coproduto agroindustrial. Staudt, Wolfe e Shrout (2012)
observaram na mesma razao C/N (20), para bactéria Rhizobium tropici CIAT 899, ao utilizar
10g L' de sacarose, uma concentracdo de 4,08 g L' de EPS, resultado este similar aos
encontrados no presente trabalho, pois ao utilizar 10 g L™ de PS a concentragdo de EPS ficou
emtornode 4 g L.

Zhou et al. (2014), ao utilizar 100 g L de soro de leite ¢ a bactéria Rhizobium
radiobacter S10, encontraram 2,83 g L' de EPS. Ja Castellane et al. (2015), com Rhizobium
tropici Semia 4077, utilizando 30 g L' de sacarose, encontraram 7,45 g L' de EPS, sendo
este ultimo semelhante ao encontrado no presente trabalho. Castellane, Lemos e Lemos
(2014) encontraram para diferentes cepas de Rhizobium, utilizando 30 gL' de sacarose,
concentracdes de EPS de 0,71 a 1,14 g L

A Figura 8 apresenta o acompanhamento da viscosidade das solu¢des de EPS (1 %
m v™') produzidos por M. loti Semia 816, em meio composto por 10, 20 ou 30 gL de PS,
contendo AMM ou EL como fonte de nitrogénio, mantendo a razao C/N em 20.

Pode-se observar que a maior viscosidade foi encontrada quando utilizado 10 g L™
de PS como fonte carbono e AMM como fonte de nitrogénio, seguido por 20 g L' de PS com
AMM e por 10 g L de PS com EL. A menor viscosidade foi encontrada ao utilizar 30 g L™
de PS com AMM, o que indica que o EL, além de ser importante na produ¢ao do EPS,

também ¢ importante para as propriedades reoldgicas.



159

Figura 8 - Viscosidade para EPS (1 % m v™'), utilizando AMM ou EL para as diferentes
concentracoes de PS, na razao C/N 20
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No presente trabalho, o aumento na concentragdo do PS, ao utilizar EL como fonte
de nitrogénio, levou a um aumento significativo na concentracdo do EPS, passando de 4,03 +
0,04 g L', quando utilizado 10 gL' de PS, para 8,21 = 0,29 g L™ quando utilizado 20 g L™
de PS, sendo este de 103 %, sendo ainda observado um aumento na viscosidade do EPS (1 %
mv').

A Tabela 11 apresenta os parametros reologicos obtidos para as solugdes de EPS
(1% mv?), para as diferentes concentragdes de PS, em meio contendo AMM ou EL como
fonte de carbono, na razdo C/N de 20.

Ao analisar a Tabela 11 pode-se verificar a confirmagdo do perfil pseudopléstico das
solucdes de EPS, com n<l (FARIA, 2009; ALMEIDA, 2009). O indice de consisténcia (K)
foi bastante superior para o EPS em meio composto por EL, sendo observado um valor
inferior ao utilizar AMM.

O conhecimento do comportamento reologico das solugdes de polissacarideos ¢ de
extrema importancia, pois a maioria das aplicacdes dos biopolimeros na industria de
alimentos estd associada a capacidade que eles, quando em solugdo, possuem de mudar as

propriedades fisicas, formando solugdes de alta viscosidade, criando redes intermoleculares
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coesivas. Além disso, as propriedades reologicas sdo muito importantes na analise das
condi¢des de escoamento em processos como pasteurizacdo, evaporagdo € secagem

(NISHINARI, 1995; TONELI et al., 2016).

Tabela 11 - Pardmetros reologicos obtidos pela anélise das solugdes de EPS (1 % m v™)
produzidos pela bactéria M. loti Semia 816, nas diferentes condi¢des de cultivo

Indice de Indice de Coeficiente
PS Fonte de o o
L) nitroednio consisténcia (K)  comportamento determinagdo
g 8 (mPa s") de fluxo (n) (R?)
10 AMM 72,97 0,16 0,95
20 AMM 59,04 0,08 0,93
30 AMM 44,10 0,09 0,95
10 EL 129,28 0,08 0,94
20 EL 146,30 0,12 0,98
30 EL 129,23 0,14 0,97

PS: permeado de soro; AMM: agua de maceragdo de milho; EL: extrato de levedura

De acordo com Navarro (1997), a temperatura, concentracao, estrutura do soluto, pH
e taxa de deformacgdo afetam a pseudoplasticidade do polimero em solu¢do. O EPS produzido
na condi¢do do meio de cultivo composto por 20 g L de PS com EL e razio C/N de 20
apresentou a maior viscosidade e, ainda, a concentragdio do EPS ndo diferiu
significativamente (p<0,05) de quando utilizado 30 g L' de PS com EL, além de apresentar

uma maior viscosidade.

4 CONCLUSOES

M. loti Semia 816 foi capaz de produzir EPS em quantidades aprecidveis a partir de
PS, sendo que o ajuste do pH inicial em 7,0 e a diminui¢do da razdo C/N de 96,5 para 20
influenciaram positivamente na producao.

Ao substituir o EL (fonte de nitrogénio) pela AMM e nitrato nas razdes C/N de 20 e
96,5 a concentragdo do EPS foi inferior a obtida com EL, entretanto a produ¢do de biomassa e

0 consumo do substrato ao utilizar AMM na razdo C/N de 20 foi bastante satisfatorio.
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Ao aumentar a concentragdo do PS de 10 para 20 ¢ 30 g L, utilizando EL ¢ AMM,
mantendo a razdo C/N de 20, verificou-se que as maiores concentragdes do EPS foram obtidas
ao utilizar 30 g L' de PS (9,46 + 0,80 g L' de EPS) ¢ 20 g L' de PS (8,21 £ 0,29 g L' de
EPS), ndo diferindo significativamente entre si (p<0,05), sendo neste ultimo encontrado

também a maior viscosidade comparando as duas condigdes.
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CONCLUSAO GERAL

A padronizacdo no preparo do indculo das cepas de Lactobacillus estudadas foi
conseguida ao estabelecer-se uma densidade otica (DO) de 1,0, garantindo-se que os
diferentes micro-organismos encontravam-se na fase exponencial de crescimento, pemitindo
desta forma a reprodutibilidade dos cultivos, podendo o preparo do indculo ser conduzido em
cultivo estatico, com menor gasto energético.

O PS mostrou-se como uma promissora fonte de carbono no cultivo de Lactobacillus,
pois quantidades expressivas de AL foram produzidas para todas as cepas estudadas em
relacdo a fonte de carbono padrao (glicose), sendo Lactobacillus plantarum INCQS 00007 a
bactéria que mais se destacou.

As variaveis que apresentaram efeito significativo (p<0,10) no delineamento
experimental PB com L. plantarum INCQS 00007 foram PS (positivo), EC (positivo) e a
temperatura (negativo), sendo a maior concentragdo de AL (29,04 g L") encontrada quando
utilizado 40 g L™ de PS, 20 g L de EC, 20 g L™ de peptona, 5 g L' de acetato de sodio, 1,5 g
L' de Tween 80, 0,05 g L' de sulfato de manganés, sem agitagdo ¢ com temperatura de 32°C.

Nos cultivos com ajuste do pH, ao estudar-se o aumento da concentragao da fonte de
carbono, utilizando batelada simples e também batelada alimentada, o maior Yps (0,95 g g7)
foi obtido ao utilizar-se 60 g L' de PS na batelada simples, o que correspondeu a 50,30 + 0,89
g L de AL, representando uma alta conversdo do PS em AL. O aumento da concentragio de
PS resultou em decréscimo do Yp/s, possivelmente associado a inibi¢ao pelo substrato.

Mesorhizobium loti Semia 816 foi capaz de produzir EPS em meio composto por PS
como fonte de carbono, sendo que o ajuste de pH inicial, a razdo C/N e a fonte de nitrogénio
influenciaram o crescimento celular, o consumo de substrato e a producdo de EPS.

A concentracdo de PS teve impacto positivo na produgdao de EPS, sendo que se
verificou que a maior concentragdo de EPS, usando uma razdo C/N de 20 e EL como fonte de
nitrogénio, foi obtida ao utilizar 20 g L' de PS (8,21 £ 0,29 g L'l), ndo diferindo
significativamente (p>0,05) de 30 g L' (9,46 + 0,80 g L"), mas apresentando um maior valor
de Yp/s superior (0,50 + 0,02 g g). Todas as solucdes aquosas a 1% (m v™') dos EPS obtidos

nas diferentes condi¢des de cultivo apresentaram comportamento pseudopléstico.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar o efeito do preparo do indculo nos cultivos microbianos;

Investigar outras fontes de nitrogénio na produgao de AL por L. plantarum;
Purificar o AL produzido pela bactéria L. plantarum;

Avaliar a viscosidade do EPS de M. loti Semia 816 em diferentes temperaturas;

Avaliar a viscosidade do EPS de M. loti Semia 816 em diferentes concentragdes
salinas;

Avaliar possiveis aplicacdes do EPS de M. loti Semia 816, como a capacidade
emulsificante e a formagao de géis.






CAPITULO V
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Apéndice A - Curva padrao para as bactérias estudadas
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Figura 1A - Curva padrao de biomassa das bactérias (a) L. rhamnosus INCQS 00223, (b) L.
fermentum INCQS 00224, (c¢) L. helveticus INCQS 00227, (d) L. paracasei subsp. paracasei

INCQS 00222, (e) L. acidophilus INCQS 00076, (f) L. delbrueckii subsp. lactis INCQS
00035, (g) L. leichmannii INCQS 00008 e (h) L. plantarum INCQS 00007
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Figura 1A - Curva padrao de biomassa das bactérias (a) L. rhamnosus INCQS 00223, (b) L.
fermentum INCQS 00224, (c) L. helveticus INCQS 00227, (d) L. paracasei subsp. paracasei
INCQS 00222, (e) L. acidophilus INCQS 00076, (f) L. delbrueckii subsp. lactis INCQS
00035, (g) L. leichmannii INCQS 00008 e (h) L. plantarum INCQS 00007, continuagao
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Figura 2A - Curva padrao de biomassa da bactéria Mesorhizobium loti Semia 816
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Apéndice B - Acompanhamento da DO

Figura 1B - Acompanhamento da DO com (m) e sem agitacdo (¢) ao longo do tempo para (a)
L. rhamnosus INCQS 00223, (b) L. fermentum INCQS 00224, (c) L. helveticus INCQS
00227, (d) L. paracasei subsp. paracasei INCQS 00222, (e) L. acidophilus INCQS 00076, (f)
L. delbrueckii subsp. lactis INCQS 00035, (g) L. leichmannii INCQS 00008 ¢ (h) L.
plantarum INCQS 00007
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Figura 1B - Acompanhamento da DO com (m) e sem agitacdo (¢) ao longo do tempo para (a)
L. rhamnosus INCQS 00223, (b) L. fermentum INCQS 00224, (¢) L. helveticus INCQS
00227, (d) L. paracasei subsp. paracasei INCQS 00222, (e) L. acidophilus INCQS 00076, ()
L. delbrueckii subsp. lactis INCQS 00035, (g) L. leichmannii INCQS 00008 ¢ (h) L.
plantarum INCQS 00007, continuagdo
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Figura 2B - Acompanhamento da DO para Mesorhizobium loti Semia 816
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Apéndice C - Curva padrao de lactose
Figura 1C - Curva padrao de lactose pelo método 3,5 DNS
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Figura 1D- Matriz do delineamento experimental PB com valores codificados e suas respectivas respostas

Apéndice D - Valores utilizados na analise de efeitos

Variaveis
Ensaio Xl Xz X3 X4 X5 X6 X7 Xs Xg Xl() X11 X12 AL Biomassa AR C/N
eLhH  (gLH (@gLh
1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 16,51 0,83 12,96 47,2
2 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 8,02 0,72 28,57 17,2
3 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 21,35 3,17 9,50 7,6
4 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 19,19 1,57 12,99 5,3
5 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 8,18 0,55 13,55 4.5
6 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 29,04 2,82 6,85 6,1
7 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 19,07 2,33 0,88 5,4
8 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 13,72 1,14 16,97 9,4
9 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 21,27 1,90 11,63 6,5
10 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 22,08 2,88 1,13 5,7
11 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 16,95 2,69 0,99 4.4
12 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 13,20 1,74 18,37 8,1
13 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 14,40 1,05 5,50 10,6
14 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 8,86 0,88 8,65 6,6
15 -1, -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 5,57 0,47 6,27 5,1
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 11,65 0,77 5,62 70,5
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26,81 2,12 4,43 6,7
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26,07 2,19 4,11 6,7
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26,32 2,08 4,69 6,7
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26,01 1,88 5,21 6,7

X, permeado de soro (g L™); X, extrato de levedura (g L); X; extrato de carne (g L™); X4 peptona (g L™); X;s acetato de sodio (g L™); X Tween
80 (g L'l); X7 fosfato de potassio (g L'l); Xg citrato de amoénio (g L'l); Xy sulfato de magnésio (g L'l); X sulfato de manganés (g L'l); X1

agitacao (rpm) e X, temperatura (°C); AL: acido latico; AR: agucares redutores
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Apéndice E - Determinacdo de AL por CLAE

Figura 1E- Curva padrao de lactose

==== Shimadzu LCsolution Calibration Curve ====
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Figura 2E- Cromatograma tipico de amostra de cultivo

==== Shimadzu LCsolution LC Data Image ====
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Concentragdo de proteina (g L)

Apéndice F - Curva padrao de proteina

Figura 1F - Curva padrdo de proteina pelo método de Lowry
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Anexo A - Laudo do Glicerol Residual

Laudo Analitico

Produto: Numero do Lote: Data de Carregamento:
9-GLICERINA BRUTA 890000001475
Especificacdo(1)
Item Analitico Unidade Resultado Min Max Métodos
Umidade % (m) 11.280 - 13.000 AOCS Ca 2e-84
Glicerol % (m) 81.920 80.000 | - Official Mon.XXI
Cinza % (m) 5.380 - 8.000 Official Mon.XXI
Cloretos % (m) 6.180 = 7.000 Método de Mohr
pH 5.390 4.500 |[9.000 |-
MONG % (m) 1.410 = 2.000 Céalculo

LARISSE GARIBOTTI
CRQ 05302605 - 5% Regiéo / CREA 10.471D
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Anexo B - Laudo do Permeado de Soro

Product Specification of Whey Permeate

CHEMICAL SPECIFICATIONS MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS

Protetn (MG 38 1 asts mak 3% Total piats oount mae 10000
Lactose maononydrata mirBS 3 Entarchactafzcaas max 104g
AsT maL TH StapmlocoCous aureus coagulase + absantinl g
Mcisturs maL 3.5 % Yeast/ouid mae. 1004
B demslty el 07 gem? Salmonsts abeantin 125 g
PHYSICAL SPECIFICATIONS PACKAGING

pH (10% soluticn) SE—65 235 kg papar bags 1000 kg big bags
Scorched particias Disc A

B denslty lewal 0.7-0.8 g

SHELF LIFE

Colour pale yelow

- : ’ inimum: 12 manths if storad in Closad bags

Flanaunbaur bland, ssghitiy salty under cool and dry conditions.

Guality is our most important parameter
Full commimant to the anvinonment and our responsoility
amural whey (Noredents
Unifem nigh product guality —avery tme
Tracaabimy of evary product

Complets securty of Supply The capacty, logistics, and
documentation you nesd

State-of-tha-an, HACCP and 0 certifled production sltes

Dedicated RAD 1k and pilot plant
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Anexo C - Laudo da Agua de Maceragio de Milho




