PRODUGCAO DE ACIDO LACTICO POR Lactobacillus delbrueckii EM HIDROLISADO
CELULOSICO DE BAGAGCO DE MALTE: EFEITO DO NIVEL DE INOCULO
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Resumo- O hidrolisado celulésico de bagaco de malte (50 g/l glicose) foi utilizado como meio de
fermentacéo para a produgdo de &cido lactico pela bactéria Lactobacillus delbrueckii. Diferentes niveis de
inoculo (0,5, 0,75 e 1,0 g/l) foram utilizados nestas fermentagfes visando estabelecer o mais adequado para
este processo de bioconversdo. O valor maximo de fator de conversdo de glicose em &cido lactico
(Yps=0,73 g/g) foi obtido quando se utilizou 1,0 g/l de células no inicio da fermentacdo. Por outro lado,
quando o nivel de in6culo foi dobrado, o valor de Ypx (fator de rendimento de acido lactico por célula) foi
reduzido pela metade, sugerindo que quanto maior a quantidade de células no inicio da fermentacéo, menor
a capacidade do microrganismo em converter glicose a acido lactico. Porém, o aumento da carga do inéculo
de 0,5 para 1,0 g/l foi capaz de mascarar esta menor capacidade de bioconversao da célula, uma vez que o
valor de Yp/s foi aumentado em 20%. Conclui-se entdo que o nivel de in6culo é uma variavel de grande
influéncia na producao de acido lactico em hidrolisado celulésico de bagagco de malte. O uso de um in6culo

com 1 g/l de células foi capaz de proporcionar bons resultados de fermentagéo (73% de eficiéncia).
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Introducéo

O acido lactico (acido 2-hidroxi-propandico) é o
mais importante acido orgénico existente, com
numerosas aplicagdes industriais como regulador
de pH, conservante, agente tamponante ou
solvente, nas areas quimica, farmacéutica, de
alimentos, couros e tecidos (HOFVENDAHL;
HAHN-HAGERDAL, 2000). Recentemente, este
composto também tem recebido grande atencéo
como matéria-prima para a producéo de plasticos
biodegradaveis (JIN et al., 2003). Por esta razao, o
mercado de acido lactico que ja corresponde a
mais de 100.000 toneladas/ano esta previsto em
aumentar ainda cerca de 15% com a possibilidade
de producdo de plasticos biodegradaveis (IDRIS;
SUZANA, 2006). Todo este aumento na demanda
de producdo gera um grande interesse em
encontrar métodos alternativos para produzir este
acido com o menor custo possivel.

A producédo de acido lactico pode ser feita por
processo quimico ou biotecnoldgico. O processo
biotecnoldgico, baseado na bioconversdo de uma
solugédo de agUcares (glicose, frutose, sacarose ou
lactose) por bactérias (HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000) apresenta varias vantagens
quando comparado a sintese quimica, tais como
baixo custo do substrato, uso de temperaturas
mais brandas e menor consumo de energia (JOHN
et al., 2007). Porém, de acordo com John et al.,
(2006) um dos principais problemas relacionados
com a producdo biotecnolégica de &cido lactico
em larga escala, € o custo da matéria-prima
utilizada. Varios substratos podem ser utilizados

como fonte de carbono neste processo, 0s quais
incluem glicose, sacarose, lactose, maltose,
manose, xilose e galactose. No entanto, o uso de
residuos agro-industriais em substituicdo a estas
fontes de carbono pode ser uma alternativa
interessante, devido a grande disponibilidade e
aos baixos custos com que eles podem ser obtidos
(JOHN et al., 2006; TANAKA et al., 2006).

Por ser realizada por microrganismos, a
producdo biotecnolégica de &acido lactico é um
processo que pode ser afetado pelas condi¢des
experimentais utilizadas, tais como pH, agitagéo,
temperatura, carga e idade do inoculo, aeragéo,
fonte de carbono, concentragéo inicial de agucar
composicdo do meio de fermentagéo e forma de
conducéo do processo (continuo ou descontinuo)
(HOFVENDAHL; HAHN-HAGERDAL, 2000; BAI et
al., 2003). Conhecer o efeito destas variaveis e
estabelecer as melhores condi¢des de processo é
de grande importancia para se obter elevados
rendimentos e produtividades.

O presente trabalho teve como objetivo
estabelecer o nivel de in6culo mais adequado para
a producdo de acido lactico pela bactéria
Lactobacillus delbrueckii utilizando o hidrolisado
celulésico de bagaco de malte (subproduto agro-
industrial proveniente do processo cervejeiro)
como meio de fermentacéo.

Materiais e Métodos
O hidrolisado celuldsico foi obtido por hidrélise

enzimatica da polpa de celulose (Tabela 1)
produzida a partir do pré-tratamento do bagaco de
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malte com H,SO, e posteriormente com NaOH
diluido. As condi¢cdes de hidrélise utilizadas em
cada uma destas etapas foram: 1. hidrélise acida:
relagdo soélido:liquido de 1:8 g:g, solucdo de
H,SO,; 1,25% p/v, 120°C, 17 min; 2. hidrélise
alcalina: relacédo sélido:liquido de 1:20 g:g, solucéo
de NaOH 2% pl/v, 120°C, 90 min; 3. hidrélise
enzimatica: concentracéo de substrato de 8% pl/v,
45 FPU/g, 100 rpm, 45°C, 96 h. A atividade
celulolitica total do extrato enzimético (Celluclast
1.5L, Novozymes) utilizado nos experimentos de
hidrélise enzimatica, era de 98 FPU/m.

Tabela 1- Composicao quimica da polpa celuldsica
de bagaco de malte utilizada no processo de
hidrolise enzimética.

Componente Composicgéo (g/100 g)
Celulose 90,4
Hemicelulose 1,1
Lignina 8,2
Outros® 0,3

%outros componentes incluem cinzas (minerais), proteinas e
extrativos

A bactéria Lactobacillus delbrueckii UFV H2B20
utilizada nos experimentos, foi proveniente da
cole¢do de culturas da Universidade Federal de
Vicosa (Vicosa/MG). A espécie foi mantida em
tubos de ensaio contendo meio MRS &gar com a
seguinte composicdo (g/l): glicose (20), peptona
(10), extrato de levedura (4), extrato de carne (8),
citrato triamoniacal (2), acetato de s6dio.3H,0 (5),
fosfato dipotassico (2), sulfato de magnésio.7H,0
(0,2), sulfato de manganés.4H,0 (0,05), agar (14)
e 1 ml de Tween 80. A cultura foi conservada em
geladeira a 4°C.

O in6culo foi preparado em meio MRS caldo,
cuja composicao é a mesma do MRS 4gar ausente
apenas em agar. Para o preparo do indculo, duas
alcadas de células mantidas em meio MRS agar
foram transferidas para um tubo de ensaio
contendo 10 ml do meio MRS caldo. O tubo foi
fechado com rolha e papel filme e foi mantido em
estufa a 37°C, sem agitacdo, por 24h. Apés este
tempo, 1 ml do inéculo foi transferido para um
novo tubo de ensaio contendo 10 ml do meio MRS
caldo, sendo mantido novamente em estufa a
37°C, sem agitacdo, por mais 24 h. As células
foram entdo separadas por centrifugacéo (1100xg,
15 min) e ressuspendidas em &gua destilada
esterilizada de forma a se obter uma suspenséo
com concentracdo celular de aproximadamente
5 g/l. A partir desta suspenséo, diferentes volumes
foram adicionados aos meios de fermentacao para
se obter concentrac@es iniciais de células de 0,5,
0,75 e 1,0 g/l no inicio da fermentacéo.

O meio de fermentacdo foi constituido pelo
hidrolisado celulésico de bagaco de malte (50 g/l
de glicose) com o pH original (4,72) ajustado para

6,0 pela adicdo de NaOH 5N. Um volume de 10 ml
do hidrolisado foi adicionado em cada tubo de
ensaio de 25 ml, os quais foram entédo fechados e
autoclavados a 0,5 atm durante 15 min. As
fermentacbes foram conduzidas a 37°C, sem
agitacéo, durante 48 h, sendo acompanhadas por
retiradas de amostras para determinacdo da
concentracdo celular, pH, consumo de glicose e
producéo de &cido lactico. As concentracbes de
glicose e acido lactico foram determinadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
o crescimento celular foi acompanhado por medida
da densidade ética (620nm) em espectrofotdmetro.
O fator de conversdo de glicose em acido
lactico (Ypss, 9/g) foi calculado pela relagé@o entre a
concentracdo de acido lactico formado (g/l) e a
concentracdo de glicose consumida (g/l). A
produtividade volumétrica em &cido lactico (Qp,
g/l.Lh) foi calculada pela relagdo entre a
concentracdo de &cido lactico formado (g/l) e o
tempo de fermentacéo (h). O fator de rendimento
de A4cido |lactico por célula (Ypx, g/g) foi
determinado pela relacéo entre a concentragdo de
acido lactico formado (g/l) e a concentracdo de
células presentes no meio de fermentacéo (g/l).

Resultados

Em todos os ensaios realizados foi observado
que, apés 48 h de fermentacdo, o pH inicial dos
meios havia sido reduzido de 5,95 (pH inicial) para
cerca de 4,5, devido a formacdo e liberacdo de
acido lactico no meio reacional. Porém, o consumo
de glicose e a producao de &cido lactico variaram
para cada nivel de inoculo utilizado. A eficiéncia
destas fermentacBes foi avaliada através dos
valores dos parametros: fator de conversao de
glicose em 4&cido lactico (Yps), produtividade
volumétrica (Qp) e fator de rendimento de acido
lactico por célula (Ypx). Os resultados obtidos
estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1- Efeito da concentragéo inicial de indculo
nos parametros fermentativos da producdo de
acido lactico por Lactobacillus delbrueckii a partir
do hidrolisado celuldsico de bagac¢o de malte.
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Nota-se na Figura 1 que os valores de Yps
aumentaram com o aumento do nivel de inéculo
de 0,5 para 1,0 g/l, atingindo o valor maximo de
0,73 g/g (73% de eficiéncia) quando se utilizou 1,0
g/l de células no inicio da fermentagcéo. Por outro
lado, quando o nivel de inéculo foi dobrado, os
valores de Ypx foram reduzidos pela metade. Em
relacdo a produtividade volumétrica em &cido
lactico (Qp) Observa-se na Figura 1 que o valor
deste pardmetro foi idéntico em todos os
experimentos. Isto significa que em um tempo de
fermentacdo de 48 h as células produziram a
mesma quantidade de &cido lactico em todos os
meios avaliados.

Discussao

Observou-se no presente trabalho que os
valores de Ypis aumentaram com o aumento do
nivel de in6culo de 0,5 para 1,0 g/l, enquanto que
os valores de Ypx foram reduzidos pela metade,
sugerindo que o aumento da quantidade de
células no inicio da fermentagéo exerceu um efeito
negativo sobre a capacidade do microrganismo em
converter glicose a acido lactico. Tal efeito pode
estar relacionado com a presencga de nutrientes no
meio de fermentacdo. O hidrolisado celuldsico de
bagaco de malte foi utilizado como meio de
fermentacdo na forma em que foi produzido, isto &,
sem suplementac¢édo adicional de nutrientes. Como
a polpa de celulose que foi hidrolisada
enzimaticamente continha uma pequena fracéo
(0,3% p/p) composta por proteinas e minerais
(Tabela 1), é possivel que parte destas
substancias tenham sido solubilizadas durante o
processo de hidrélise enzimatica, proporcionando
desta forma alguma fonte nutricional para o
desenvolvimento do microrganismo. No entanto,
esta quantidade de nutrientes solubilizada pode
ndo ter sido suficiente para os microrganismos
quando o nivel de inéculo foi aumentado. Isto teria
afetado o desempenho das células em converter
glicose a é&cido lactico, justificando a queda
observada nos valores de Ypx.

Por outro lado, quanto maior o nivel de inéculo,
maior a quantidade de células disponiveis para
realizar este processo de bioconverséo. Por esta
razdo, o aumento da carga do inéculo de 0,5 para
1,0 g/l foi capaz de mascarar esta menor
capacidade da célula em converter glicose a &cido
lactico, uma vez que o fator de rendimento do
processo (Yps) foi aumentado em 20%. Conclui-se
com estes resultados que, quando se utilizou um
in6culo com 1 g/l de células, o fator de rendimento
em acido lactico por substrato consumido foi maior
do que nos outros experimentos devido ao maior
namero de células presentes no meio de
fermentacao. Durante a producéo de acido lactico
por Lactobacillus delbrueckii a partir de residuo de
abacaxi, Idris e Suzana (2006) também verificaram

uma relagdo entre a concentracdo de células e a
producdo de &cido lactico, de forma que a
producdo deste acido foi favorecida quando a
concentracdo celular utilizada foi aumentada. O
aumento do nivel de in6culo de 104 para 106
esporos/ml também favoreceu a producdo de
acido lactico por uma espécie mutante do fungo
Rhizopus (MIURA et al., 2003).

Os valores de produtividade volumétrica (Qp)
foram idénticos para todos o0s experimentos.
Comportamento similar foi observado por Gomez e
Goma (1986) durante a fermentagdo para
producdo de acido lactico a partir de glicose
empregando diferentes niveis de in6culo (0,4, 2,5
e 3,6 g/l). De acordo com estes autores, um tempo
de fermentacdo de 50 h foi suficiente para que
todos os meios de fermentacdo atingissem a
mesma concentragao final de acido lactico, devido
a queda do pH do meio de fermentagéo. Durante a
fermentacdo para producdo de &cido lactico, na
medida em que o acido lactico é formado e
excretado para fora da célula, o pH do meio de
fermentacdo diminui causando uma inibicdo no
crescimento do microrganismo, reduzindo entéo o
rendimento de formacdo de produto (SILVA,
MANCILHA, 1991). Logo, no presente trabalho,
um tempo de 48 h foi longo o suficiente para
permitir que as células produzissem, em todos os
meios de fermentacdo, a mesma quantidade de
acido lactico capaz de proporcionar a queda do pH
até este valor limite onde o metabolismo do
microrganismo foi afetado. Por este motivo, todas
as fermentacBes apresentaram valores similares
de pH final e de produtividade volumétrica. De
acordo com Hofvendahl e Hahn-Hagerdal (2000),
0 pH otimo para producédo de acido lactico varia
entre 5,0 e 7,0. Valores abaixo deste limite afetam
negativamente o desempenho do microrganismo,
determinando o final da fermentacéo.

Concluséao

Conclui-se que o nivel de inéculo é uma
variavel de grande influéncia na producéo de &cido
lactico pela bactéria Lactobacillus delbrueckii em
hidrolisado celulésico de bagaco de malte. Quanto
maior o nivel de inéculo, maior a quantidade de
células disponiveis para realizar a bioconversédo e
melhor foi o resultado de Yp;s obtido (0,73 g/g,
73% de eficiéncia). Este resultado provavelmente
pode ser melhorado se 0 meio de fermentacéo for
suplementado com nutrientes, uma vez que as
bactérias acido lacticas sdo microrganismos de
elevada exigéncia nutricional. Este tema sera
assunto de nossos trabalhos futuros.
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