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RESUMO

O 4cido ldtico € um 4cido organico que pode ser produzido por sintese quimica ou por
fermentacdo. E um produto quimico valioso e versdtil apresentando intimeras aplicacdes nas
industrias de alimentos, farmacéutica e quimica. Existe como dois isomeros Opticos, D- dcido
latico e L- 4cido latico. Ambas as formas de isdmeros de 4cido latico podem ser
polimerizadas e polimeros com diferentes propriedades podem ser produzidos dependendo da
composi¢do. Dentre as bactérias ldticas, destaca-se o Lactobacilllus casei, que produz um
isdmero opticamente puro (L—acido latico). A utilizagdo de substratos agricolas em processos
fermentativos, tais como o pediunculo do caju, tem se apresentado como uma alternativa
eficiente para reducdo de custos. Neste estudo o suco de caju se mostrou favordvel ao
crescimento do Lactobacillus casei B-442, pois o suco € rico em glicose e frutose, ¢ uma
fonte rica de vitaminas do complexo B, além de possuir quantidades significativas de sais
minerais como ferro, célcio e fosforo, componentes estes que sdo muito importantes para o
crescimento de bactérias ldticas como o Lactobacillus casei B-442, que necessita de um meio
rico nutricionalmente para seu desenvolvimento. Este trabalho visou a otimiza¢do meio
contendo suco de caju clarificado como substrato para o crescimento e producdo de éacido
latico pelo Lactobacillus casei NRRL B-442, com a utilizagdo do sulfato de amonio como
fonte de nitrogénio, em substituicdo ao extrato de levedura, que é uma fonte de nitrogénio
tradicionalmente utilizada em processos fermentativos, porém possui um custo bem elevado,
quando comparado com o sulfato de amonio,que € seis vezes mais econdmico. Para isso foi
realizado um planejamento experimental variando as concentragdes de agucares redutores (25
a 50 g/L) e sulfato de amoénio (0 a 12 g/L). Concentragdes intermedidrias de sulfato de amdnio
(6 g/L) e a concentragdo maxima de agucares redutores (50 g/L) apresentaram maior
produtividade (2,46 g/L.h) e elevado rendimento (91,43%). Foi realizado também um estudo
cinético com agucares redutores variando de 20 a 60 g/L. e a concentracdo de sulfato de
amonio obedeceu a proporcao do primeiro planejamento. A temperatura foi controlada a 37°C
e o pH a 6,5 (condigdes Otimas para o crescimento e producdo de 4cido latico pelo
Lactobacillus casei B-442) em todas as condicdes do estudo cinético. Os melhores resultados
em produtividade méxima, 3,10 g/L.h apés 14 horas de fermentagdo, e rendimento de 100%
foram encontrados com o meio contendo 50 g/L de agucares redutores e 6 g/LL de sulfato de
amoOnio. Um outro estudo cinético foi realizado com meio sintético e com o suco de caju,
ambos com a concentracdo de 50 g/LL e suplementados com o extrato de levedura. O meio
sintético apresentou melhores resultados quando comparados aos demais estudos, com
produtividade maxima de 3,50 g/L.h ap6s 13 horas de fermentac¢do, porém o meio a base de
suco de caju contendo 50g/L de acicares redutores suplementado com sulfato de amoénio
apresentou resultados semelhantes com a vantagem de apresentar baixo custo. A utilizacao do
suco de caju clarificado mostrou-se economicamente vidvel e favordvel ao crescimento e
producdo de 4cido latico pelo Lactobacillus casei B-442.

Palavras-chaves: Suco de caju clarificado, Lactobacillus casei B-442, estudo cinético,
sulfato de amonio, 4cido latico e processo fermentativo.



ABSTRACT

The lactic acid is an organic acid that can be produced by chemical synthesis or fermentation.
It is a versatile chemical with numerous applications in food, pharmaceutical and chemical
industries. Lactic acid presents two isomers, D-lactic acid and L-lactic acid. Both isomers can
be polymerized and polymers with different properties can be produced depending on the
composition and proportion of each isomer. Lactobacilllus casei is a lactic acid bacteria that
produces an optically pure isomer (L-lactic acid), which may be used for food additive
production. The use of agricultural substrate in fermentative processes, such as the cashew
apple juice, showed an efficient alternative to reduce costs and support the growth of
Lactobacillus casei B-442 because clarified cashew juice is rich in glucose and fructose, is a
rich source of B complex vitamins, and present significant amounts of minerals like iron,
calcium and phosphorus, components which are very important for the growth of lactic acid
bacteria such as Lactobacillus casei B-442, since these microorganisms need a nutritionally
rich medium for their development. This work aimed to optimize a culture medium,
composed of clarified cashew juice, for growth and production of lactic acid by Lactobacillus
casei NRRL B-442 using ammonium sulfate as nitrogen source in replacement of yeast
extract, the nitrogen source traditionally used in fermentative processes with higher cost when
compared to the ammonium sulfate (six times more economical). An experimental design
changing the concentrations of reducing sugars (25 to 50 g/L) and ammonium sulfate (0 to 12
g/L) was carried out. Intermediate concentrations of ammonium sulfate (6 g/L) and maximum
concentration of sugars (50 g/L) presented the higher productivity (2.46 g /L. h) with high
yield (91.43%). A kinetic study with reducing sugars ranging from 20 to 60 g/L and the
concentration of ammonium sulfate at the best proportion of the first experiment (6 g/L of
ammonium sulfate and 50 g/L of reducing sugars) was also carried out. The temperature was
controlled at 37°C and pH at 6.5 (optimum conditions for growth and production of lactic acid
by Lactobacillus casei B-442). The best result for maximum productivity (3.10 g /L.h), after
14 hours of fermentation, with an yield of 100% was found with a culture medium containing
50 g/L of reducing sugar and 6 g/L. of ammonium sulfate. Another kinetic study was carried
out using synthetic and cashew juice culture media, both with the concentration of 50 g/L. and
supplemented with yeast extract. The synthetic medium showed better results when compared
to the other studies, with maximum yield of 3.50 g/L.h after 13 hours of fermentation. The
medium containing 50g /L of reducing sugars, from cashew apple juice, supplemented with
ammonium sulfate showed similar results with the advantage of presenting lower costs. The
use of clarified cashew apple showed to be economical, feasible and favorable to growth and
production of lactic acid by Lactobacillus casei B-442.

Keywords: Cashew apple juice clarified, Lactobacillus casei B-442, lactic acid, kinetic study,
ammonium sulfate, fermentative process.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo atual para o desenvolvimento e a sustentabilidade do meio
ambiente t€m aumentado significativamente o interesse pela utilizacdo dos recursos
renovdveis para processos fermentativos (HAHN — HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000).
Assim, torna-se necessdrio maximizar a eficiéncia e minimizar os custos do processo
fermentativo, e os residuos de produtos competem de maneira eficaz com as opcoes
tradicionais. Atualmente a atenc¢do estd voltada para o potencial biotecnoldgico usando
residuos agroindustriais como, bagaco da cana-de-acucar, bagaco da mandioca, melaco de
cana—de—acucar, melaco de beterraba, residuo da maca, residuo do abacaxi entre outros, como
matéria-prima para processos fermentativos, com vantagens de possuir menor custo, boa

produtividade e ser ambientalmente corretos (JOHN, NAMPOOTHIRI e PANDEY, 2007).

O 4cido latico € uma substancia quimica versatil usada como acidulante e
conservante em alimentos, nas industrias farmacéuticas, téxtil, couro, quimica e para
polimerizacdo para 4cido poli-ldtico biodegraddvel (PLA) (HAHN — HAGERDAL e
HOFVENDAHL, 2000).

Na industria quimica, os polimeros de 4cido latico sd@o usados principalmente para
fabricacdo de embalagens, possuindo uma vantagem importante por ser biodegradével.
Depois de descartado o polimero desaparece em poucos dias sem deixar residuos no meio
ambiente, sendo ecologicamente correto e uma opcao eficaz para substitui¢do das embalagens
plasticas de origem petroquimica, que levam centenas de anos para degradar-se no meio

ambiente (TACHIBANA e SHINDO, 2004; IDRIS e SUZANA, 2000).

Na industria de alimentos o acido latico é muito usado como acidulante, agente
antimicrobiano, adjuvante de sabor, solvente, estabilizador, emulsificador além de ser
considerado seguro pela Food and Drug Administration (FDA) (JOHN, NAMPOOTHIRI e
PANDEY, 2005; NAMPOOTHIRI, PANDEY e JOHN, 2006).
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O 4cido latico existe como dois isdmeros Opticos, D-dcido lético e L-4cido lético.
Ambas as formas de isdmeros de 4cido latico podem ser polimerizadas em produtos com

diferentes propriedades (HAHN — HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000).

O é4cido latico € um 4cido orgéanico de ocorréncia natural e pode ser produzido por
sintese quimica ou por fermentacdo. Das 80.000 toneladas de acido latico produzidos no
mundo todo ano, cerca de 90% sdo produzidos por fermentagdo bacteriana e o restante €

produzido por sintese quimica (HAHN — HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000).

A sintese quimica do 4cido litico € baseada principalmente na hidrélise da
lactonitrila por 4cidos fortes, que fornece somente misturas racémicas de D- e L- 4cido latico.
A sintese quimica ndao é um processo tecnoldgico economicamente vidvel (JOHN,

NAMPOOTHIRI e PANDEY, 2006).

A producgdo por fermentagcdo tem a vantagem de permitir a producdo de somente
um dos isdmeros, ou seja, podendo-se obter um produto opticamente puro, enquanto que na
producdo sintética o resultado sempre serd uma mistura racémica de D e L-acido latico

(HAHN — HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000).

A utilizacdo de excedentes de alimentos e da agroindustria tornou o processo mais
efetivo e economicamente vidvel para producdo de 4cido latico por via fermentativa. Os
excedentes possuem boa quantidade de carboidratos que serdo metabolizados pelos
microrganismos para producdo de dacido latico. A rota biotecnoldgica possui diversas
vantagens comparando-se com a sintese quimica como, baixo custo de substratos, producao a
temperaturas mais baixas e conseqiientemente menor consumo de energia (TELLEZ - LUIS,
MOLDES e VAZQUEZ, 2001; JOHN, NAMPOOTHIRI e PANDEY, 2006). Neste contexto,
o uso de matérias-primas regionais como substrato de baixo custo para o desenvolvimento de

processos fermentativos € uma alternativa interessante.

O caju é composto pelo pedinculo (pseudofruto) e pela castanha (fruto
verdadeiro). O pedunculo por sua vez € muito desperdigado, pois o maior valor dessa cultura
estd associado a améndoa da castanha, tipicamente um produto de exportacdo, enquanto os
produtos obtidos a partir do processamento do pedinculo destinam-se basicamente ao

mercado interno (LEITE, 1994). Considerando-se que o pseudofruto (pedinculo do caju)



17

corresponde a 90% da massa do caju, calcula-se que o pais produza cerca de dois milhdes de
toneladas desse produto, no entanto, menos de 10% desse total é aproveitado industrialmente
ou para consumo in natura, sendo grande parte perdida no campo, no momento do
descastanhamento feito para a industria de beneficiamento de castanha. O produto industrial
mais significativo do pedunculo € o suco de caju (PAIVA et al., 2000, SANCHO, 2006). O
suco de caju € rico em nutrientes e aclcares (glicose e frutose) e ndo requer nenhum
tratamento prévio como hidrélise ou tratamento enzimatico (HONORATO et al, 2007).

Sendo assim uma matéria-prima de baixo custo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acido Latico

O 4cido latico (4cido 2-hidroxipropionico, C3HgO3) € um acido organico de grande
ocorréncia na natureza (DATTA er al., 1995; SRIVASTAVA, NARAYANAN E
ROYCHOUDHURY, 2004; JOHN, NAMPOOTHIRI e PANDEY, 2007). Foi descoberto e
isolado em 1780 pelo Quimico Sueco Carl Wilhem Scheele do leite azedo (JOHN,
NAMPOOTHIRI e PANDEY, 2007). Foi o primeiro acido organico a ser produzido
comercialmente por fermentagdo no inicio de 1881. Estd presente em muitos alimentos
naturalmente ou como produto da fermentagdo microbiana, é também um dos principais
metabodlitos intermedidrios da maioria dos organismos vivos procariontes anaerdbios

(DATTA et al., 1995).

O 4cido ldtico é um produto quimico de grande interesse industrial, valioso e
versatil devido suas intimeras aplicagdes nas industrias de alimentos, téxtil, farmacéutica e
quimica (NANCIB et al., 2001; ZHANG et al, 2007, HAHN-HAGERDAL e
HOFVENDAHL, 2000).

O é4cido latico puro € um sélido branco cristalino com baixo ponto de fusdo (53°C)
e aparece geralmente na forma de solu¢do aquosa levemente concentrada. Normalmente o
acido latico apresenta-se como liquido de cor clara ou amarelada. Possui sabor azedo, €
inodoro e solivel em dgua, dlcool e éter, mas insolivel em cloroférmio. E um 4cido muito
corrosivo, portanto, deve-se usar material de alta resisténcia a corrosao, como por exemplo, o

aco-inoxiddvel, ceramica e vidro (RASHID, 2008).

Devido a presenca de um atomo de carbono assimétrico, existem duas formas
opticamente ativas com rotacdes opostas de luz polarizada L (+) e D (-) 4cido latico, como

mostra a Figura 1.
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CO-H CO-H
HO—T—H H_T_OH
CH; CH;
L(+) acido latico D(-) 4cido latico

Figura 1: Formas isoméricas do 4cido lético.

O isomero L(+) dcido latico € preferido para aplicacdoes farmacéuticas e de
alimentos porque ele € um intermedidrio do metabolismo normal dos mamiferos, sendo,
portanto, seguro para a saide humana (ZHANG et al., 2008). J& o D(-) 4cido lético €
considerado um isomero nao fisiolégico, podendo provocar efeitos adversos para os lactentes
e doentes que sofrem da sindrome do intestino curto e de faléncia intestinal
(AARNIKUNNAS, 2006; YU et al., 2007), porém o isdmero D-lactato pode ter outras
aplicacdes, como por exemplo, na indudstria quimica para producdo de plasticos
biodegradaveis (HAHN-HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000; JOHN, NAMPOOTHIRI e
PANDEY, 2007).

2.1.1 Aplicacdes do Acido Latico

O 4cido ldtico possui diversas aplicacdes nas indudstrias de alimentos, téxtil,
farmacéutica e quimica. Na industria de alimentos € utilizado como agente antimicrobiano,
adjuvante de sabor, solvente, estabilizador, umectante e emulsificador, além de ser

reconhecido como seguro pela Food and Drug Administration (FDA).

Na industria de polimeros biodegraddveis é empregado como matéria-prima para
producdo de plasticos biodegradaveis a partir da polimerizagao do acido-latico a poli—acido
litico ou poli-lactato. E utilizado para fabricacio de embalagens, incluindo embalagens para
alimentos (GAO et al., 2006; GAO et al., 2005, HIRATA e GAO, 2005; GAO et al., 2004). A
utilizagcdo do plastico biodegraddvel € uma alternativa vidvel e ambientalmente correta para
substituicdo dos plasticos de origem petroquimica, que levam centenas de anos para se

decompor no meio ambiente.
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O é4cido latico tem sido encontrado em aplicacdes na drea biomédica, sendo
utilizado em suturas cirtrgicas, proteses e sistemas de carreadores de drogas controladas em

humanos (KISHOR et al., 2005).

Nas industrias farmacéuticas sdao muito usados na formulacdo de cosméticos.
Acido ltico é um 4cido alfa hidroxi (AHA) e é encontrado na pele, sendo usado como agente
rejuvenescedor e regulador do pH. E um ingrediente comum em preparacdes anti-acne,
agentes hidratantes, e em muitos produtos de cuidados da pele (RASHID, 2008). Outra
aplicacdo do 4cido latico e seus derivados, particularmente ésteres de lactato, € na fabricagao
de solventes verdes, que sdo chamados dessa forma pois sdo solventes que ndo sdo toxicos,
nido deixam residuos no meio ambiente sendo ambientalmente corretos (HAHN-HAGERDAL
e HOFVENDAHL, 2000). A taxa de consumo de acido latico tem crescido em média em 15
% ao ano, e um mercado de aproximadamente 390 mil toneladas/ano foi projetado para 2008

(TONG et al., 2004).

2.1.2 Producio Tecnolégica

O 4cido lético € um dcido organico de ocorréncia natural que pode ser produzido
por sintese quimica ou por processo fermentativo. No entanto é mais comumente produzido

via processo biotecnoldgico através de matérias-primas renovaveis.

2.1.2.1 Sintese Quimica

A fabricagdo sintética do dcido latico, em escala comercial, teve inicio por volta
de 1963 no Japao e Estado Unidos (RASHID, 2008). A sintese quimica do 4cido litico produz
uma mistura racémica de D e L dcido ldtico. O processo comercial para a sintese quimica é
baseado na lactonitrila. Cianeto de hidrogénio € adicionado ao acetaldeido na presenca de
uma base para produzir lactonitrila. Esta reacdo ocorre na fase liquida em altas pressdes
atmosféricas. A lactonitrila bruta é recuperada e purificada por destilagdo. Em seguida é

hidrolisada a dacido latico, usando 4cido sulftirico (H,SO4) ou acido cloridrico (HCIl)
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concentrado, produzindo sais de amonia e 4cido latico. Esta preparacdo bruta é esterificada
com metanol para a producdo de metil-lactato. O metil-lactato € recuperado, purificado por
destilacdo e, em seguida, hidrolisado sob condi¢des &4cidas para produzir acido latico

purificado. (SRIVASTAVA, NARAYANAN e ROYCHOUDHURY, 2004).

A sintese quimica produz apenas misturas racémicas € D e L 4cido latico e
apresenta alto custo de producdo (JOHN, NAMPOOTHIRI e PANDEY, 2007
(SRIVASTAVA, NARAYANAN e ROYCHOUDHURY, 2004; HAHN-HAGERDAL e
HOFVENDAHL, 2000 ).

2.1.2.2 Processo Fermentativo

O processo fermentativo € caracterizado por processos bioldgicos de degradacao
de substrato (glicose) por uma populacdo de microorganismos (biomassa) em metabolitos,
como o etanol, 4cido citrico e 4cido latico (MAHER et al., 1995). O &cido lético é produzido
de hexoses via Embden Meyerhof-Parnas ou via glicolitica. O acido pirdvico produzido €

reduzido a 4cido lactico pela enzima lactato desidrogenase.

A producido de 4cido latico via processo fermentativo tem como principal objetivo
permitir um processo mais efetivo e econdomico. A via biotecnoldgica oferece diversas
vantagens comparada a sintese quimica, como por exemplo, produto com alta especificidade,
como a producdo do isomero desejado opticamente puro (D ou L-dcido latico) e o uso de
recursos renovaveis como substrato na fermentacdo, além do baixo custo do processo. A
producdo de 4cido ldtico a partir da fermentacdo microbiana representa mais de 50 % da

producdo mundial (KISHOR et al., 2005).

2.2 Bactérias Laticas

As bactérias dcido laticas possuem formato de cocos ou bastonetes, sdo incapazes
de sintetizar o ATP por respiracdo, tem como principal produto final o &cido latico
proveniente da fermentagdo de acucares. A maioria das bactérias laticas sdo anaerdbias ou

microaerofilas, utilizam o dcido pirtvico que € o produto final da via Embdem Meyerhof para
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conversdo em lactato, sdo catalase negativa, iméveis e ndo formadoras de esporos. Possuem
alta tolerncia a ambientes 4cidos e sobrevivem a pH 5 ou menos. Sua tolerincia a acidez
tornam-as competitivas em relagdo as outras bactérias. A temperatura 6tima de crescimento
varia de acordo com o género e estd entre 20 a 45 ° C (HAHN — HAGERDAL E
HOFVENDAHL, 1999; JOHN, NAMPOOTHIRI E PANDEY, 2006 ).

As bactérias laticas fermentam actcares por vias diferentes podendo ser
homofermentativas e heterofermentativas. As bactérias homofermentativas produzem

principalmente o 4cido latico do metabolismo de actcares pela via glicolitica (Figura 2).

Blicese —* Glicose-6-P

l

Frutose —® Frutose-6-P

l

Frutose-1,8-di-P

Gliceraldeido-3-P = Dihidroxi-acetona-P
NAD
1C NADH
Firuvato
NADH
l NAD

Lactato

Figura 2: Metabolismo de hexoses para bactérias laticas homofermentativas.

As bactérias heterofermentativas (Figura 3) produzem quantidades equimolares de
acido latico, acido acético, didéxido de carbono, etanol, diacetil € manitol de hexoses (COGAN
e JORDAN, 1994). Utilizam a via fosfoaldolase ou via das pentoses para a fermentacao das

hexoses (WISSELINK et al.,2002)
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Frutose-6-P 4—— Frutose

l

Glicose =% Glicose-6-P

2 NAD
coa‘ic 2 NADH

Xilulose-5-P
Gliceraldeido-3-P Acetil-P —p Acetato
Lactato Acetil-CoA
2 MADH
g 2 NAD
Etanol

Figura 3: Metabolismo de hexoses para bactérias laticas heterofermentativas.

Por outro lado, as bactérias laticas homofermentativas produzem 2 mols de 4cido
latico da fermentacdao de hexoses, inclusive frutose (JOHN, NAMPOOTHIRI e PANDEY,
2007 ).

As bactérias dcido laticas possuem exigéncias nutricionais complexas, devido a
sua habilidade limitada para sintetizar vitaminas do complexo B e aminodcidos, requerendo
desta maneira um meio rico nutricionalmente para seu crescimento (HAHN — HAGERDAL e

HOFVENDAHL, 2000; ZHANG et al., 2008).

2. 3 Parametros do processo fermentativo

2.3.1 Fontes de carbono

Um grande nimero de diferentes substratos t€m sido usados para produgdo
fermentativa de acido latico por bactérias laticas. O mais puro produto é obtido quando um
actucar puro € utilizado para fermentag¢do. Porém isto é economicamente desfavoravel, porque
os acucares puros sdo muito caros e o acido latico é um produto relativamente barato.
Portanto, ao invés de utilizar substratos de elevado valor econdmico torna-se necessario €
vidvel utilizar excedentes agro-industriais. Estes por sua vez, sdo ricos em carboidratos que

poderdo ser metabolizados pelos microrganismos. Dessa maneira diminui-se 0s custos
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tornando o processo economicamente vidvel e contribui-se com o meio ambiente (HAHN —

HAGERDAL & HOFVENDAHL, 2000).

2.3.2 Fontes de nitrogénio e vitaminas

As bactérias laticas sdo microrganismos muito exigentes nutricionalmente. Exigem
um meio rico principalmente em fontes de nitrogénio, vitaminas e acidos nucléicos devido sua
capacidade limitada de sintetizar vitaminas do complexo B (HAHN- HAGERDAL E
HOFVENDAHL, 2000; ZHANG et al., 2008).

Um dos principais problemas na fermentagdo utilizando bactérias laticas € a
necessidade de assimilacdo de nitrogénio e suplementos de vitaminas para sustentar o
crescimento. O extrato de levedura é uma fonte de nutriente comumente utilizada em
laboratorio para o cultivo de microrganismos. Trata-se de uma fonte muito rica de nutrientes,
e segundo diversos autores a melhor para o cultivo de bactérias lacticas (ARASARATNAM et

al., 1996; GOKSUNGUR e GUVENC, 1997; NANCIB et al., 2005).

Entretanto, quando se pensa em um processo industrial o uso de extrato de
levedura pode comprometer a viabilidade econdomica do processo devido ao seu alto custo.
Dessa forma, a substituicdo do extrato de levedura por fontes alternativas de nitrogénio mais
econdmicas tém sido alvo de diversos estudos. Nancib e colaboradores (2005) estudaram o
efeito de diversas fontes de nitrogénio no processo fermentativo utilizando o suco de tdmara.
Dentre todas as fontes estudadas os melhores resultados foram obtidos utilizando o sulfato de
amonio como fonte de nitrogénio. O sulfato de amonio apresentou resultados bem
semelhantes comparando-se com o extrato de levedura com uma vantagem de ser muito mais

econdmico (seis vezes mais barato).

Hujanen e Linko (1996) com o objetivo de diminuir os custos do processo usaram
o extrato de levedura em combinacdo com o extrato de malte, dessa forma utilizaram uma
quantidade menor de extrato de levedura (4 g/L) ao invés da quantidade adicionada quando o
extrato de levedura era usado como unica fonte de nitrogénio (22 g/L),obtendo bons

resultados e diminuindo os custos de processo.
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2.3.3 Temperatura

A temperatura € um dos fatores mais importantes no crescimento de
microrganismos. A maioria das espécies possuem uma série de caracteristicas em relagdo a

temperatura em que podem crescer, elas ndo crescem numa mesma faixa de temperatura.

Crescimento microbiano € governado pela taxa da reacdo quimica catalisada por
enzimas das células. As bactérias acido lacticas sdo classificadas como termofilas ou bactérias

mesofilas.

Idris e Suzana (2005) estudaram o efeito da temperatura na produgdo de 4cido
latico por Lactobacillus delbrueckii no liquido do residuo do abacaxi. O Lactobacillus
delbrueckii ¢ uma bactéria mesofila que cresce numa faixa de temperatura entre 17 — 50° C e
tem um crescimento 6timo na faixa entre 20 a 40° C. O presente artigo relacionou a produgao
de 4cido latico em diferentes temperaturas, entre 27 a 50° C. A maior producao de 4cido latico
foi obtida a 37° C. Numa temperatura superior a 37° C a producao de dcido latico diminui. Os
microrganismos foram menos capazes de metabolizar os acticares a estas temperaturas (IDRIS

e SUZANA, 2006).

Hujanen e Linko (1996) pesquisaram sobre o efeito da temperatura na producao de
acido latico pelo Lactobacillus casei B-441. Testaram temperaturas que variaram de 30 a
45°C. A temperatura 6tima encontrada foi de 37°C tanto para producdo de 4cido latico quanto

para resultados em produtividade méxima.

2.3.4 pH

O pH da fermentacdo € inicialmente fixo e logo depois hd uma diminui¢ao do
valor devido a produgdo dcida. Isto pode ser controlado por adi¢io de base, muitos
pesquisadores utilizam carbonato de cdlcio para controlar o pH do processo fermentativo

(HAHN — HAGERDAL e HOFVENDAHL, 2000).

As bactérias 4cido laticas crescem bem em ambientes neutros ou proximo a

neutralidade, com pH inicial variando entre 5,5 — 7,5; mas o melhor pH inicial encontrado foi



26

6,5. Em ambientes que sdo muito dcidos e/ou muito alcalinos a producdo de 4cido latico é

nula ou minima (AXELSSON, 2004).

Viérios pesquisadores estudaram o pH &timo para maior produtividade e
rendimento de dcido latico por bactérias laticas e foi encontrado na maioria das pesquisas o
valor 6,5 ou em torno deste como pH 6timo de crescimento e producao de dcido latico (IDRIS
e SUZANA, 2006; HUJANEM et al.,2001; SENTHURAN et al., 1999; HUJANEM e
LINKO, 1996).

2.4 Producio de acido latico de matérias-primas renovaveis

Os residuos de colheitas ou residuos agro-industriais sdo fontes renovaveis de
energia. Sao produzidos aproximadamente 3,5 bilhdes de toneladas por ano de residuos
agricolas no mundo. O uso do carboidrato especifico de matérias- primas renovaveis depende
do preco, disponibilidade e pureza. Embora os residuos agro-industriais sejam ricos em
carboidratos, a utilizacdo destes estd limitada devido ao baixo conteido de proteina e pobre

digestibilidade (JOHN, NAMPOOTHIRI e PANDEY, 2007).

A fonte de carbono para producao microbiana de dcido lactico pode ser qualquer
acticar em forma pura como glicose, sacarose, lactose etc. ou agucares de materiais como
melacos, soro de queijo, bagaco de cana-de-agucar, bagaco de mandioca, e materiais
amildceos de batata, tapioca, trigo, cevada, e cenoura. A economia da producdo de dcido
l4tico e seus derivados depende de muitos fatores no qual o custo da matéria—prima € o fator

mais significante JOHN, NAMPOOTHIRI e PANDEY, 2007).

O melaco da cana-de-agucar foi relatado sendo usado como substrato para
producdo de 4cido latico por Lactobacillus curvatus em fermentagdo descontinua
suplementado com extrato de levedura e peptona como fonte de carbono e nitrogé€nio

(HAULY et al., 2003).

O melagco da beterraba foi usado como meio de producido de 4cido litico por

Lactobacillus delbrueckii (HOTZAMANIDIS, SKARACIS e ROUKAS, 2002 ).
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Nampoothiri, Jonh e Pandey (2006) aproveitaram dois residuos agroindustriais,
bagaco da mandioca e o bagaco da cana-de-acticar, como meio de baixo custo para produgdo
de acido-latico por Lactobacillus delbrueckii em fermentagdo em estado sélido (SSF). O
bagaco da mandioca gelatinizado foi hidrolisado enzimaticamente e o amido hidrolisado foi
usado para umedecer o bagaco da cana-de-acucar, o qual foi usado como meio para

fermentagdo. Este substrato foi suplementado com cloreto de amonio e extrato de levedura.

Outro meio de baixo custo utilizado para aumentar a economia foi o xarope de
milho (CSL) para producao de 4cido latico por Lactobacillus coryniformis, (BUSTOS et al.,
2004 ) e por Lactobacillus delbrueckii ( TELLEZ — LUIS er al, 2003 ). Foi relatada por
Nancib et al., (2005) a producdo de acido latico por Lactobacillus casei subsp. rhamnousus
em suco de tamara suplementado com vdrias fontes de nitrogénio (extrato de levedura, sulfato
de amonio, tripticase de soja, uréia e caseina hidrolisada) e vitaminas do complexo B (4cido

folico, riboflavina, niacina, acido pantaténico e piridoxina).

Idris e Suzana (2005) relataram a producao de dcido latico no liquido do residuo
do abacaxi utilizando células imobilizadas em alginato de cdlcio de Lactobacillus delbrueckii
em fermentacdo em batelada. Tachibana e Shindo (2004) utilizaram graos gastos, que sdo
residuos da industria cervejeira, para producdo de acido latico utilizando o Lactobacillus
rhamnosus NBRC3532 e NBRC14710 e o Lactobacillus vaccinosteraus JCM1716. Graos
usados foram liquidificados por tratamento de explosdao de vapor para obtencdo de aguicar de

forma disponivel para serem metabolizados por microrganismos.

2.5 Caju

O cajueiro pertence a familia Anacardiaceae, género Anacardium L., espécie
Anacardium occidentale L. E uma planta rdstica, origindria do Brasil, sendo tipica de regides
de clima tropical. Na Amazodnia tropical, as arvores apresentam porte bastante elevado; nos
estados do Nordeste brasileiro a principal espécie de ocorréncia € o Anacardium occidentale
L., cujas arvores apresentam pequeno e médio porte, sendo a Unica espécie do género que é
cultivada com finalidade comercial, enquanto que as demais espécies sao exploradas apenas

por extrativismo (SANCHO, 2006).
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A cajucultura é uma atividade econOmica e social de grande expressdao para o
Nordeste brasileiro, sendo cultivado principalmente nos estados do Ceard (68%), Rio Grande
do Norte (11%) e Piaui (8%) (MAIA et al., 2001), garantindo renda para mais de 150 mil
pessoas no Estado do Ceard, e gerando divisas superiores a 140 milhdes de ddlares anuais
(MAIA et al., 2004). Mais de 98% da area ocupada com cajueiro no Brasil se encontra na

regido Nordeste.

O fruto do cajueiro, denominado caju, € composto pela castanha, que ¢
considerado o fruto verdadeiro, e o pseudofruto ou pedinculo. A castanha é um aquénio
reniforme (3g a 32g), com tegumento liso, coridceo, cinzento ou verde acinzentado; o
mesocarpo € espesso, alveolado, cheio de um liquido viscoso, vermelho, acre, cdustico e
inflamavel, comumente chamado de LCC (liquido da casca da castanha). Desenvolve-se por
seis a oito semanas ap6s a poliniza¢cdo, com o pedinculo desenvolvendo-se mais intensamente
durante as duas ultimas semanas. O fruto e o pedinculo caem juntos, e espontaneamente, apds

sete ou oito semanas (MENEZES e ALVES, 1995).

O verdadeiro fruto do cajueiro (castanha de caju) € que apresenta grande valor
comercial tanto no Brasil como no exterior, desta forma, o pseudofruto ou peddnculo acaba
por ser sub-utilizado. Este, que corresponde cerca de 90% do peso do caju, representa uma
quantidade enorme de matéria-prima perdida anualmente (SANCHO, 2006). Calcula-se que o
pais produza cerca de dois milhdes de toneladas desse produto, no entanto, menos de 10%
desse total € aproveitado industrialmente ou para consumo in natura, sendo grande parte
perdida no campo, no momento do descastanhamento feito para a industria de beneficiamento
de castanha. O produto industrial mais significativo do peddnculo é o suco de caju

(SANCHO, 2006).

2.5.1 Composicao Quimica do Pedinculo do Caju

O caju € considerado uma 6tima fonte de vitamina C e boa fonte de vitaminas do
complexo B, como riboflavina e tiamina (SANCHO, 2006). O pedinculo do caju possui uma
composi¢do bastante complexa sendo uma fonte rica em vitaminas e sais minerais, possuindo
cerca de 156 mg a 387 mg de vitamina C, carboidratos além de minerais como célcio, ferro e
fésforo, tornando-o matéria-prima adequada para o desenvolvimento de produtos alimenticios

diversos, contribuindo na melhoria da saide e bem-estar da populacdo. Por outro lado a
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composi¢do do peddnculo é responsdvel pela sua alta perecibilidade, exigindo cuidados

especiais para estocagem, transporte, limpeza e processamento (RABELO, 2008).

A composi¢do fisico-quimica do pedinculo do caju varia largamente em fungao,
dentre outras, da variedade, estddio de maturacdo, tamanho, duragcdo da colheita e variacdes
ambientais regionais (SOUZA, 2002). A Tabela 1 apresenta as caracteristicas quimicas e

fisico-quimicas do pedinculo de caju.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do pedinculo do caju.

Determinacoes Valores médios
Acucares redutores (%) 8,00
Vitamina C (mg/100mL) 261,00
Acidez Total(em acido citrico %) 0,35

Tanino (%) 0,35
Sélidos soluveis (°Brix) 10,70
Calcio (mg/100g) 14,70
Fésforo (P,0s) (mg/100g) 32,55
Umidade (%) 86,33

pH 3,90

FONTE: SOARES (1986).

Além de ser uma rica fonte de vitaminas, como vitamina C e vitaminas do
complexo B, como riboflavina e tiamina, vale ressaltar que o caju também apresenta em sua
composi¢do carotendides e antocianinas, pigmentos naturais responsaveis por sua coloracdo

caracteristica, que também exercem funcdes benéficas ao organismo (SANCHO, 2006).

2.5.2 Suco de Caju

De acordo com a legislac@o brasileira o suco de caju clarificado é definido como
uma bebida ndo fermentada e ndo diluida, obtida da parte comestivel do peddnculo do caju,
através de processo tecnoldgico adequado. O suco deve apresentar caracteristicas de sabor
proprio, levemente dcido ou adstringente e odor proprios e a coloragdo variando da cor branca

4 amarelada (BRASIL, 2000).
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O suco de caju é uma complexa mistura de vitaminas, polifendis, acucar, sais
minerais, dcido organicos, aminodcidos, além de ser uma excelente fonte de vitamina C,
contendo aproximadamente seis vezes mais do que o suco de laranja (AZOUBEL et al.,

2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do microrganismo

Foi utilizada a cultura liofilizada de Lactobacillus casei NRRL B- 442 obtidos da
ARS Culture Collection (Peoria Illinois —USA).

3.2 Ativacido do microrganismo

A cultura liofilizada de Lactobacillus casei NRRL B-442 foi transferida para um
tubo de ensaio contendo 8 mL de caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe), previamente
esterilizado a temperatura de 121 °C, durante 15 minutos. Em seguida, foram transferidas
aliquotas deste tubo para quatro erlenmeyers contendo 50 mL de caldo MRS cada. Os

mesmos foram incubados a temperatura de 37°C, em estufa B.O.D., durante 16 horas.

Tabela 2: Composi¢ao do meio MRS (Man, Rogosa e Sharpe).

Reagente Concentracao (g/L)
Peptona Protease 10
Extrato de Carne 10

Extrato de Levedura 5

Dextrose 20

Poli Sorbato 80 1
Citrato de Amonio 2
Acetato de S6dio 5
Sulfato de Magnésio 0,1
Sulfato de Manganés 0,05
Fosfato Dipotéssio 2

pH 6,5 £0,2

3.3 Preparacao de cultura-estoque em glicerol

Para a elaboracdo das culturas-estoque de Lactobacillus casei, foram separados

dez tubos de ensaio estéreis e, em seguida, foi acrescentado, a cada um deles, 2,5 mL de

glicerol estéril e 2,5 mL de meio MRS fermentado (descrito no item anterior). As culturas-
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estoques foram armazenadas em freezer, a temperatura de -20 °C. O procedimento foi baseado

nos escritos de WILSON e HORNE (1982).

3.4 Preparo do Inéculo

O in6culo foi feito a partir de um tubo de cultura estoque em glicerol do
Lactobacillus casei B-442 transferida para um erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de
meio MRS esterilizado a 121°C durante 15 minutos. Depois de transferir um tubo contendo 10
mL de cultura estoque em glicerol em camara de fluxo foi adicionado 10 mL de uma solu¢do
tampao de fosfato bibdsico de potdssio (200 g/L; pH 6,5) para manter o pH a 6,5 por um
tempo maior. Apds esse procedimento o erlenmeyer contendo o meio MRS adicionados da
cultura estoque e do tampao fosfato, foi incubado numa estufa bacterioldgica a 37°C durante
16 horas. Logo ap6s as 16 horas foi feito a leitura em espectrofotdmetro a 590 nm e o pH do
indculo foi determinado através de leitura direta, em potencidmetro da marca Marconi®,
modelo PA200, calibrado a cada utilizacdo com solug¢des tampao de pH 4,0 e pH 7,0
conforme a norma AOAC (1992).

3.5. Obtencao do suco de caju

O suco de caju clarificado utilizado foi obtido junta a Embrapa Agroindustria
Tropical a partir da prensagem mecanica do pedinculo do caju seguida da clarificacdo. O
processo de clarificacdo do suco consistiu na adi¢do de gelatina para decantacdo de sélidos
totais e taninos (ABREU, 2006). Neste processo, sobre 50 mL de suco de caju, resultante da
centrifugacdo da polpa, foram adicionados 5,0 mL de solucdo de gelatina 1% (p/v). Apds 40
minutos as suspensdes foram filtradas em papel de filtro Whatman n°® 42 (COURI et al.,

2002).

O suco de caju clarificado in natura € altamente perecivel e foi estocado congelado
a uma temperatura de -20°C para evitar deterioracdo, uma vez que nao foram utilizados

aditivos por se tratar de uma matéria-prima para uso em processos fermentativos.
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3.6 Caracterizacao fisico — quimica do suco de caju clarificado

O suco de caju foi fisico — quimicamente caracterizado quanto ao pH por
potenciometria direta, acucares redutores pelo método DNS (MILLER, 1959), proteinas
segundo Bradford (1976) e composicdo mineral (sddio, potassio, fosforo, célcio, magnésio,

enxofre, cobre, ferro, zinco e manganés) segundo Malavolta, Vitti e Oliveira (1997).

Como a concentracdo de acucares redutores do suco de caju é em torno de 65 g/L,

realizou-se dilui¢des para as concentracdes trabalhadas de 20, 30, 37,5, 40, 50 e 60 g/L.

3.7 Otimizac¢ao do meio de cultura para producao de acido latico

Para o estudo da producdo do dcido litico pelo Lactobacillus casei B-442
utilizando como substrato o suco de caju clarificado foi realizada a otimiza¢do da composi¢ao
do meio variando as concentracdes de agucar redutor( 25, 37,5 e 50 g/L) e sulfato de amonio (
0, 6 e 12 g/L) através do planejamento experimental composito central. A Tabela 2 apresenta
o planejamento experimental para o Lactobacillus casei B-442 variando agucares redutores e
sulfato de amonio. Este estudo foi conduzido em fermentador de marca TECNAL modelo
TE-420 A capacidade da dorna do fermentador € de 1 litro e o volume trabalhado foi de 500
mL.
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Tabela 3. Planejamento experimental para otimiza¢do do meio de cultura para produgdo de
acido lético pelo Lactobacillus casei B-442 a partir do suco de caju clarificado.

Pontos Acicar Redutor (g/L) Sulfato de amoénio (g/L)
1 25 0
2 25 12
3 50 0
4 50 12
5 25 6
6 50 6
7 37,5 0
8 37,5 12
9 37,5 6
10 37,5 6
11 37,5 6

O pH inicial de todos os meios foi ajustado para 6,5 e em seguida 0s mesmos
foram esterilizados a uma temperatura de 121 °C durante 15 minutos. O microrganismo
ativado em caldo MRS foi inoculado no fermentador (Figura 2) a um volume correspondente
a 10% do volume do meio de cultura. O volume do meio de cultura trabalhado foi de 500 mL
e o volume do inoculo foi de 50 mL correspondendo a uma concentragdo celular de 1,58 g/L.
Esta concentracdo foi a mesma para todos os pontos do planejamento experimental. A
temperatura foi ajustada e mantida a 37 °C (temperatura Otima de crescimento do
microrganismo Lactobacillus casei sp) e o pH do meio durante a fermentagdo foi controlado a

6,5 por adi¢do de hidréxido de sédio 3 N.



35

e

Figura. 4 Fermentador TECNAL, modélo TE-420.

3.8 Otimizacao das variaveis pH e temperatura para producao de acido latico.

Nesta etapa foi realizado um planejamento experimental fatorial utilizando o
melhor ponto do planejamento experimental anterior (item 3.6), correspondente ao ponto
nimero 6 que continha 50 g/L. de agicares redutores e 6 g/L de sulfato de amodnio. As
temperaturas investigadas foram de 29 a 45°C e o pH de 6,0 a 7,0. A Tabela 3 apresenta o
planejamento fatorial para o estudo do pH e temperatura de cultivo do Lactobacillus casei B-
442. Os ensaios foram conduzidos em fermentador, o pH foi controlado no valor desejado

através da adicao de NaOH 3 N.
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Tabela 4. Planejamento fatorial para otimizacdo das varidveis pH e temperatura para producao
do &cido latico pelo Lactobacillus casei B-442 a partir do suco de caju clarificado.

Pontos pH Temperatura(°C)
1 6 29
2 7 29
3 6 45
4 7 45
5 6,5 37
6 6,5 37
7 6,5 37

3.9 Estudo cinético da producao de acido latico a partir do suco de caju clarificado pelo
Lactobacillus casei B-442 variando concentracoes de acicares redutores inicial.

Otimizada a composicdo do meio de cultura em agucares redutores e sulfato de
amonio, realizou-se um estudo cinético para analisar as melhores condi¢des de realizacao da

fermentagdo para producao do 4cido latico.

A partir dos dados obtidos na otimizacdo do meio de cultura, foi realizada a
fermentacdo do suco de caju com o microrganismo Lactobacillus casei B-442 para a

producdo do acido latico.

O suco de caju utilizado para a fermentacao foi preparado por diluicdo do suco de
caju clarificado para atingir a quantidade de acucar redutor desejada e complementado com

sulfato de amonio.

Em seguida, o pH do meio de cultura foi ajustado para 6,5. O valor de pH 6,5 e
temperatura 37°C t€m sido reportados por diversos autores como as melhores condi¢des para
o crescimento do microrganismo e producdo de 4cido latico. O microrganismo ativado no
meio MRS foi inoculado a um volume correspondente a 10% do volume do meio de cultura.
A fermentacdo foi conduzida em Fermentador TECNAL, modelo TE-420 a 37°C com
agitacdo de 150 rpm.
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3.10 Estudo cinético da producao de acido latico variando meios de cultura
suplementado com extrato de levedura

Foi realizado um novo estudo cinético utilizando o meio sintético (Tabela 5)
suplementado com sais minerais € como fonte de nitrogénio foi usado o extrato de levedura e
o suco de caju clarificado suplementado com o extrato de levedura. Para o meio sintético e
para o meio contendo suco de caju clarificado foi utilizada uma concentracao de 50 g/L de
acucares redutores e 6 g/L. de extrato de levedura. Este estudo cinético teve como objetivo
comparar a fonte de nitrogénio utilizada nos ensaios do estudo cinético anterior (sulfato de
amonio) com o extrato de levedura, fonte de nitrogénio mais comumente utilizada e de maior
custo e tracar um paralelo entre as duas fontes utilizadas como também comparar o meio
sintético composto por glicose e frutose suplementado de sais minerais com o meio contendo
suco de caju clarificado. As condi¢des do estudo cinético realizado foram as mesmas do o
estudo cinético anterior, ou seja, temperatura a 37 °C, pH controlado para 6,5 através do
hidréxido de sédio 3 N e rotagdo de 150 rpm. O volume do meio fermentado foi de 500 mL e

a concentracao celular inicial foi de 1,58 g/L .

Tabela 5. Composicao do meio sintético suplementado com sais minerais.

Reagente Concentracao(g/L)

Frutose 25

Glicose 25

Fosfato de potassio dibasico 20
Sulfato de magnésio 0,2
Sulfato de manganés 0,01
Sulfato ferroso 0,01
Cloreto de calcio 0,02

Cloreto de sédio 0,01
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Figura 5: Fluxograma da metodologia dos estudos fermentativos realizados

3.11 Analises quimicas e fisico-quimicas

3.11.1 pH

O pH do suco de caju clarificado foi determinado através de leitura direta, em

potencidmetro da marca Marconi®, modelo PA200, calibrado a cada utilizagdo com solucdes

tampao de pH 4,0 e pH 7,0 conforme a norma AOAC (1992).
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3.11.2 Determinacio dos acticares redutores do suco de caju clarificado

O teor de acucares redutores foi determinado pelo método do DNS (MILLER,
1959), que € uma técnica para quantificagdo de actcares redutores que consiste na reacao da
amostra com reagente DNS (4cido dinitrosalicilico) quando submetido a temperatura de 100
°C por 5 minutos (RODRIGUES, 2003). Para a determinacao das concentracdes de acticares
foi construida uma curva padrdo de calibragao através de solucdes padrao de glicose em
concentracdes conhecidas (0,2 a 2,0 g/L). Esta curva de calibracdo caracteriza-se por ser uma

reta passando pela origem dos eixos, cuja equacdo € determinada por regressao linear.

Para obtencdo desta curva de calibracdo foram adicionados 125ul. de cada
solucdo padrdo em um tubo de ensaio com tampa contendo 125uL da solucdo de DNS, e a
mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos, sendo posteriormente, resfriada em banho de
gelo até atingir temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados a mistura, 2.250 uL de
dgua destilada, e realizada a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 540 nm em
espectrofotometro Spectrum®, modelo SP2000UV . O mesmo procedimento foi realizado

para determinacao de acucares nas amostras as quais foram previamente diluidas.

3.11.3 Determinacao de proteinas

Para determinacdo da massa protéica total foi utilizado o método de BRADFORD
(1976), que consiste na reagdo da proteina com o corante Coomassie Brilliant Blue G250.
Para isso foi preparada uma solucdo contendo 0,06 % de Coomassie Brilliant Blue G250 em
1,5 % HCI (m/v), a qual foi posteriormente filtrada em papel de filtro Whatman n° 1. A partir
dessa solugdo foi preparada uma curva padrdo com albumina bovina (BSA) em concentracdes
conhecidas (faixa de 10 a 200 pg/mL). Foram adicionados 50uL. de cada solugdo estoque,
700ul de H,O destilada e 750 pl do Coomassie a tubos de ensaio, os quais foram agitados
imediatamente apds a adi¢do dos reagentes. Apds 5 minutos, a leitura da absorbancia em 595
e 465 nm contra a dgua foi realizada em espectrofotdmetro Spectrum®, modelo SP2000UV.
A razdo das absorbancias (595 nm/465 nm) foi plotada em funcdo da massa de BSA e a

equacao da reta foi obtida por regressao linear dos pontos.
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3.11.4 Composicao mineral do suco de caju

A composi¢ao mineral do suco de caju foi avaliada através da determinacao dos
teores de sdédio, potdssio, fésforo, cdlcio, magnésio, enxofre, cobre, ferro, zinco e manganés.
Para a quantificacdo desses minerais as andlises foram realizadas em triplicata, inicialmente
submetendo as amostras a um processo de digestdo por 24 horas com mistura 4cida nitro-
perclérica na propor¢ao de 3:1 (600 mL de HNO3 65% p.a e 200 mL de HCIO4 72%). A
quantificacdo de sédio e potdssio foi realizada por fotometria de emissdao de chamas em um
equipamento DIGIMED modelo DM-61, enquanto os demais minerais foram determinados
por espectrofotometria de absorcdo atdmica em equipamento Perkin-Elmer, modelo A-

Analyst 300 (MALAVOLTA, VITTI e OLIVEIRA, 1997).

3.11.5 Determinacao de acido latico

O 4cido latico foi calculado por balango estequiométrico considerando o volume
de NaOH 3 N adicionado ao meio para manter o pH no valor desejado. Considera-se para o

calculo que um mol de NaOH neutraliza um mol de acido l4tico.

3.11.6 Determinacao do crescimento celular

O crescimento microbiano foi determinado por densidade 6tica no comprimento
de onda de 590 nm em espectrofotometro Spectrum®, modelo SP200UV. Nesta anilise,
diluiu-se uma aliquota da suspensdo contendo as células em 4gua destilada, realizou-se a
leitura da absorbancia contra um branco com dgua. A concentragdo de biomassa foi calculada
através de uma curva de calibracdo construida a partir da determinag¢do do peso seco das

células seguido de dilui¢do (RODRIGUES et al., 2003).

3.12. Calculo do rendimento e produtividade em acido latico

O rendimento e produtividade em 4cido l4tico foram calculados através das

seguintes equacoes:



Rendimento (%) = 4cido latico formado (g/L) x 100

acucar redutor inicial (g/L)

Produtividade (g/ L. h) = dcido latico formado (g/L)

tempo (h)

3.13. Determinacio dos parametros cinéticos
3.13.1.Velocidade especifica de crescimento microbiano

“X=1_x dL
X dt

3.13.2. Velocidade especifica de consumo de substrato

pe=_L1 | -dS
X dt

3.13.3. Velocidade especifica de formacao do produto

Mp=_1 xdP
X dt

3.14 Fatores de conversao

Yx/s = Xm_XO
So-S

Yp/x: Pm_PO
j{m_:{O

Yp/s: Pn — Py

So-S
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Onde:

Y 4s: fator de conversao do substrato em biomassa
Y ,ix: Razdo da produgdo e biomassa produzida

Y ps.fator de conversdo do substrato em produto
X -Biomassa maxima

Xo . Biomassa inicial

So : Substrato inicial consumido

S: Substrato final consumido

P., : Produto final formado

Py : Produto inicial formado

42
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica do suco de caju clarificado

Na Tabela 6 sao apresentados os resultados referentes a determinagdo da

composi¢ao de minerais, acticares redutores e proteinas do suco de caju clarificado.

Tabela 6 - Composicao de minerais, agicares redutores e proteinas do suco de caju
clarificado.

Macronutrientes Micronutrientes

Componentes Concentracao (g/L.) Componentes Concentracio (mg/L)

Fésforo 1,21 +£0,01 Cobre <DL*

Potassio 13,13 £0,70 Ferro 6,97 x 107 £ 2,68
Cilcio <DL* Zinco 11,20 x 107 £4,31
Magnésio 1,17 £ 0,07 Manganés 6,40 x 107 +£ 0,35
Sédio 0,09 £ 0,00

Enxofre 0,81 £0,02

Acucar redutor 65,60 + 6,14
Proteinas 3,54 x10™* 40,00

DL* - Limite de deteccao

Conforme a Tabela 6, verifica-se que o suco de caju apresenta diversos minerais
em sua composicdo, dos quais destacam-se o potdssio, zinco, manganés e ferro. O suco
também apresenta uma considerdvel quantidade de agucares redutores e discreta presenca de
proteinas, sendo desta forma, necessdria a sua complementacdo com uma fonte de nitrogénio.

(RABELO, 2008).

A andlise de pH do suco de caju apresentou um valor de 4,37 £ 0,01, sendo este
superior ao encontrado por Soares et al. (2001), que encontrou um valor de pH igual a 4,28

no suco de caju clarificado.



4.2 Otimizac¢ao do meio de cultura para producao de acido latico

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para avaliacdo da biomassa e do dcido

latico formados no final da fermentacdo de acordo com o planejamento experimental

executado.

Tabela 7 - Planejamento experimental para otimizacdo do meio de cultura usado na produgdo
de 4cido latico a partir do suco de caju clarificado e resultados experimentais de biomassa e
producdo de 4cido latico pelo Lactobacillus casei B-442.

Actcar redutor Sulfato de Aménio Biomassa )

Ensaios (g/L) (g/L) (g/L) Acido Latico(g/L)
1 25 0 1,12 £ 0,29 24,30+ 0,67
2 25 12 1,66 +0,13 27,00+ 0,56
3 50 0 1,41 £0,36 43,20 £0,23
4 50 12 2,07 £0,25 40,50+ 0,89
5 25 6 1,63 +£0,21 27,00 £ 0,45
6 50 6 2,03 £0,23 45,00 £ 0,67
7 37,5 0 1,60 + 0,24 35,10+ 0,88
8 37,5 12 2,04 £ 0,06 27,00+ 0,58
9 37,5 6 1,93 £ 0,06 32,40+0,96
10 37.5 6 1,83 0,01 28,00+ 0,34
11 37,5 6 1,85+ 0,01 35,10+ 0,37

A Tabela 8 apresenta os resultados de rendimento de produtividade em &cido latico

de todos os pontos do planejamento experimental.
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Tabela 8. Resultados de rendimento e produtividade de 4cido ldatico produzido pelo
Lactobacillus casei B-442 a partir do suco de caju clarificado segundo o planejamento fatorial
composto central.

AR A.L. Rendimento Produtividade
Ensaios  (g/L) S.A (g/L) (g/L) (%) (g/L.h)
1 25 0 24,30+ 0,67 81,35 1,27
2 25 12 27,00+ 0,56 99,89 1,79
3 50 0 43,20 +0,23 92,58 1,71
4 50 12 40,50+ 0,89 83,85 2,21
5 25 6 27,00 + 0,45 95,74 1,69
6 50 6 45,00 + 0,67 91,43 2,46
7 37,5 0 35,10+ 0,88 91,62 1,74
8 37,5 12 27,00+ 0,58 72,42 1,38
9 37,5 6 32,40+0,96 91,11 1,91
10 37,5 6 28,00+ 0,34 90,53 1,75
11 37,5 6 35,10+ 0,37 89,86 1,85
Onde:

A.R: Actcares redutores
S.A: Sulfato de amo6nio

A.L: Acido latico

Os ensaios 1, 3 e 7 do planejamento experimental que ndo apresentavam
suplementagao de sulfato de aménio foram os pontos com uma das menores produtividades,
caracterizando-se por um elevado tempo de fermentagdo e baixas concentracdes de acido

latico.

Podemos observar na tabela 6 que no ponto 6 do planejamento experimental (50
g/LL de acucar redutor e 6 g/LL de sulfato de amonio) obteve-se a melhor produtividade (2,46
g/L.h), elevada producdo de 4cido latico (45 g/L) e um alto rendimento (91,43%). Estes
fatores se combinados, caracterizam este ensaio como o mais adequado para implementacao

industrial em trabalhos futuros.

Na Tabela 9 estao apresentados os efeitos estimados das varidveis independentes,
acucar redutor e sulfato de amonio, na concentracdo de biomassa no final da fermentagdo e a

Tabela 10 estdo apresentados a andlise de variancia para producdo de biomassa.
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Tabela 9. Efeitos estimados para a produgdo de biomassa do Lactobacillus casei B-442
segundo o planejamento experimental elaborado.

Biomassa

Fator Efeito S.E.
Média 1,91% 0,05*
Acucar redutor (L) 0,37* 0,08%*
Agticar redutor (Q) -0,30 0,12
Sulfato de Amonio (L) 0,55* 0,08%*
Sulfato de Amonio (Q) -0.33* 0,12
Actcar x Sulfato 0,06 0,10

* Significativo em um intervalo de 95% de confianga.

O modelo de regressao obtido para a biomassa do Lactobacillus casei NRRL B-
442 esta expresso pela equacdo 1. A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de

regressao estd apresentada na Tabela 10.

Biomassa (/L) = -0,35 + 0,08 AR (L) — 9,62 x 10" AR* +0,08 SA (L) -4 x 10”° SA* +
4,25 % 10 AR x AS. (1)

Onde:

AR: Actcar redutor (g/L)
SA: Sulfato de amonio (g/L)

Tabela 10. Andlise de varidncia para a producdo de biomassa segundo o planejamento
experimental elaborado (Equagdo 1).

Soma Graus de Média
Fonte de variacao Valor de F
Quadratica Liberdade  Quadratica
Regressao 0,83 5 0,166 18,44
Residual 0,04 5 0,009
Total 0,87 10
Coeficiente de 0,95

correlacdo

F tabelado (95%) Fs55=15,05
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Através da andlise estatistica foi possivel observar que a equagdo 1 para o modelo
de biomassa produzida foi estatisticamente significativa ao nivel de 95% de confiancga, pois o
valor de F calculado (20,75) foi superior ao de F tabelado (5,05). Os resultados de biomassa
apresentados na Tabela 7 foram analisados através de graficos de superficie de resposta com o
auxilio do software Statistica 7.0 (Statsoft). A Figura 6 apresenta a superficie de resposta

obtida para a modelagem da biomassa produzida (Eq. 1).

R,

Figura 6. Superficie de resposta obtida para a produ¢do de biomassa do Lactobacillus casei
NRRL B- 442.

Na figura 6 é possivel observar que o aumento da concentragdo de agucares
redutores combinado com quantidades intermedidrias de sulfato de amonio (6 g/L) atuando
como fonte de nitrogénio influenciou positivamente o aumento da biomassa, porém, quando a
concentracdo de acucares redutores € de 50 g/l e a concentracdo de sulfato de amonio €

aumentada de 6 g/L para 12 g/L ndo ha melhorias significativas no crescimento da biomassa.

Na tabela 11 estdo apresentados os efeitos estimados das varidveis independentes,
acucares redutores e sulfato de amonio, sobre a concentracdo de dcido latico produzido no

final da fermentagdo para o Lactobacillus casei B-442.
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Tabela 11 — Efeitos estimados para a producao de acido latico para o Lactobacillus casei B-
442 segundo o planejamento experimental elaborado.

Acido Latico
Fator Efeito S.E.
Média 32,14% 1,62%*
Actcar redutor (L) 16,80* 2,58%
Actcar redutor (Q) 6,79 3,97
Sulfato de Amonio (L) -2,70 2,58
Sulfato de Amonio (Q) -3,11 3,97
Acucar x Sulfato -2,70 3,16

* Significativo em um intervalo de 95% de confianga.

O modelo de regressao obtido para o 4cido latico produzido pelo Lactobacillus
casei B-442 esta expresso na equacao 2. A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de

regressao estd apresentada na Tabela 12.
Acido Ldtico (g/L)= 33,24 — 0,85AR (L) + 0,02 AR* + 0,97 SA (L) — 0,04 SA’— 1,8 10*
AR x SA. (2)

AR: Acgucar redutor (g/L)
SA: Sulfato de amonio (g/L)

Tabela 12. Analise de variancia para a producdo do 4cido latico segundo o planejamento
fatorial composto central. (Equacdo 02 ).

Soma Graus de Média
Fonte de variacao Valor de F
Quadratica Liberdade  Quadratica
Regressao 471,94 5 94,40 9,44
Residual 49,99 5 10,00
Total 521,93 10
Coeficiente de 0,90

correlagdo

F tabelado (95%) Fs55=5,05
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Através da andlise de variancia para o acido latico foi possivel observar que o

modelo para o 4dcido latico foi estatisticamente significativo ao nivel de 95% de confianca,
visto que, o F calculado (9,44) foi superior ao F tabelado (5,05).

Os resultados de producdo de &cido latico apresentados na Tabela 7 foram

analisados através de graficos de superficie de resposta com o auxilio do software Statistica

7.0 (Statsoft). A Figura 7 apresenta a superficie de resposta obtida para o acido latico (Eq.2).

) CoNm, OPRR

Figura 7 Superficie de resposta para a producdo de 4cido latico pelo Lactobacillus casei B-
442.

Observa-se a superficie de resposta da Figura 7 que elevadas concentragdes de
acucares redutores determinam um aumento na produc¢do de 4cido latico pelo Lactobacillus
casei B-442. Concentrac¢des acima de 6 g/L de sulfato de amdnio quando altas concentracdes
de acucares foram empregadas resultaram em um decréscimo do dcido latico produzido.

Verifica-se que dentro da faixa experimental estudada, as melhores condi¢des para produgdo

do &cido latico sao: 50 g/L de acucar redutor e 6 g/L. de sulfato de amonio.
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4.3 Otimizacao das variaveis pH e temperatura para producio de acido latico.

Foi realizado um segundo planejamento experimental com o melhor ensaio obtido
(ensaio 6) do planejamento experimental anterior (50 g/ de agucares redutores e 6 g/L. da
sulfato de amonio). Nesta condi¢do foi obtida uma produtividade de 2,46 g/L.h e rendimento
de 91,43%. O objetivo deste segundo planejamento foi analisar a influéncia das varidveis: pH

e temperatura na producdo de acido latico pelo Lactobacillus casei B-442.

A tabela 13 apresenta os resultados de biomassa, rendimento e produtividade em
acido latico para o Lactobacillus casei B-442 a partir do meio contendo suco de caju

clarificado com 50 g/L de acucares redutores e 6 g/L. de sulfato de amonio .

Tabela 13. Resultados de biomassa, rendimento e produtividade em dacido ldtico para o
Lactobacillus casei B-442 para o planejamento experimental executado variando pH e
temperatura.

Prod

Ensaios pH T (°C) Bio (g/LL) A.L(g/L) Rend (%) (g/L.h)

1 6 29 120+£0,15  32,40+0,23 66.3 2,09

2 7 29 145+039  37,80£0,58 76,71 2,52

3 6 45 075+0,18  36,45+0,75 74,07 2,35

4 7 45 076 +141  23,760,33 60,89 1.32

5 6,5 37 2,03+£071 43202048 87,77 2.36

6 6.5 37 196£0,63  41.23+0,75 83,77 2,37

7 6.5 37 2,038+0,69  42,82+0,52 87 2,35
Onde:

T: Temperatura
Bio: Biomassa
A.L: Acido lético
Rend: Rendimento

Prod: Produtividade

As varidveis pH e temperatura ndo foram estatisticamente significativas ao nivel
de 95% de confianca para producdo de &cido latico pelo Lactobacillus casei B-442

apresentando valores de F calculado muito inferiores aos valores de F tabelado. De acordo
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com a andlise estatistica, tanto o pH quanto a temperatura ndo apresentaram efeito
significativo na produgdo de acido latico. Dessa forma, a metodologia de superficie de reposta
nao pdde ser empregada. Entretanto, os trés ultimos pontos do planejamento (5, 6 e 7)
apresentaram elevadas concentracdes de biomassa e 4cido latico, e os mais altos rendimentos
e produtividade comparado com os demais pontos. Esse resultado reforca a evidéncia
experimental que a melhor temperatura e pH para o crescimento e producao de dcido latico

para o Lactobacillus casei B-442 sdo respectivamente 37°C e 6,5.

Resultados semelhantes foram encontrados pelos pesquisadores Hujanen e Linko
(1996), que estudaram o efeito de vérias temperaturas (30, 37, 41 e 45°C) para producgdo de
acido latico pelo Lactobacillus casei B-441 e encontraram a temperatura de 37°C como 6tima
para crescimento e producdo de 4cido latico. Dermici e colaboradores (1993) também
relataram que a temperatura de 37°C foi a melhor temperatura para o Lactobacillus casei

ATCC 11443.

Hujanen e colaboradores (2001) otimizaram condi¢des de cultivo e produgao de
acido lético pelo Lactobacillus casei B-441 variando temperatura, pH e fontes de nitrogénio
em meio sintético. A temperatura 6tima para producdo de 4cido lético foi de 35°C e pH 6timo
de 6,3. A concentracdo mais elevada de 4cido lético foi de 118,6 g/L, sendo esse valor obtido
a partir de uma concentracdo de 160 g/L. de actcar inicial, isto €, rendimento de 74,125%.

Esse rendimento foi inferior ao que encontramos no nosso planejamento (86,18%).

44  Estudo cinético para produciao de acido latico variando a concentracao de
acucares redutores.

O estudo cinético foi realizado para quantidades variadas de agticares no meio de
cultura. O primeiro estudo foi feito com o meio contendo suco de caju clarificado com 60 g/L
de actcares redutores e o segundo com 50 g/L, o terceiro com 40 g/L, o quarto com a
concentracdo de 30 g/L e o quinto e tltimo ensaio foi feito com 20 g/L de acticares redutores.
Em todos os ensaios foi mantida a propor¢cao 6tima de fonte de nitrogénio com relagdo aos
acucares redutores. No ponto 6 do primeiro planejamento, no qual variamos a concentracio de
acucares redutores e sulfato de amonio, foi encontrado uma propor¢ao de 50 g/L de agucares

redutores para 6 g/L de sulfato de amonio como melhor ponto, e esta propor¢ao de fonte de



52

carbono para fonte suplementar de nitrogénio (8,33) foi a utilizada para todos os outros
ensaios cinéticos. Analisando o planejamento anterior, no qual foi estudado a influéncia da
temperatura ¢ pH na producdo de dcido latico pelo Lactobacillus casei B-442, foi escolhido
para o estudo cinético o pH 6,5 e temperatura a 37°C por apresentarem melhores resultados

tanto no crescimento celular quanto na produtividade e rendimento em 4cido lético.

A Tabela 14 apresenta os resultados para biomassa, dcido ldtico, taxa de
crescimento microbiano, taxa de consumo do substrato e taxa de formaca@o do produto através
do estudo cinético realizado utilizando suco de caju clarificado como substrato contendo 60

g/L de agucares redutores.
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Tabela 14. Resultado do estudo cinético realizado com o meio contendo suco de caju
clarificado com 60 g/L de agucares redutores e 7,2 g/L. de sulfato de amonio para o cultivo de

Lactobacillus casei B-442 a 37 °C e pH 6,5.

Tempo(h) Biomassa(g/L) AR(g/Ll) AL (g/L) pX uS puP

0 0,21+0,00 66,98+1,39 0 0 0 0

1 0,24+0,03 59,00£2,51 1,12+0,02 0,14 11,27 4,69
2 0,27+0,08 61,51£3,15 2,2840,04 0,32 -2,52 4,27
3 0,42+0,03 60,39+0,56 3,48+0,05 0,20 0,49 2,90
4 0,45+0,03 61,10£3,34 4,71£0,03 0,06 2,95 2,83
5 0,47+0,05 57,76x1,67 6,00+£0,08 0,12 -0,64 4,01
6 0,56+0,03 61,70+2,64 8,51+0,02 0,16 -2,86 4,02
7 0,65+0,01 60,96+2,37 10,50+0,05 0,13 3,28 3,56
8 0,72+0,01 57,43£1,62 13,16£0,06 0,25 6,51 3,72
9 1,02+0,01 51,54+0,19 15,88+0,09 0,16 4,06 3,59
10 1,05+0,05 49,17£0,23 20,47+0,08 0,08 2,75 3,54
11 1,18+0,05 45,74+1,53 23,36+0,15 0,11 1,22 2,99
12 1,32+0,02 46,30+0,70 27,52+0,13 0,08 1,69 2,06
13 1,39+0,06 41,27£1,65 28,80+0,18 0,01 2,75 1,39
14 1,34+0,09 38,69+0,63 31,36+0,17 0,01 1,65 1,10
21 1,53+0,02 23,66+0,22 40,50+0,22 0,02 1,37 0,78
24 1,59+0,06 17,77+£0,35 43,2840,21 0,01 1,35 0,56
28 1,62+0,02 8,60+0,33  46,74+0,30 0,00 1,41 0,53
31 1,66+0,01 3,16£0,19 49,73+0,34 0,01 1,10 0,60

Onde:

e . . . -1
uX: Taxa especifica de crescimento microbiano (h™)

uS: Taxa especifica de consumo de substrato (h™)

uP: Taxa especifica de formacao do produto (h™h

Na Tabela 15 estdo apresentados os resultados do estudo cinético para o
rendimento e produtividade em &cido latico através do estudo cinético realizado a partir do
meio contendo suco de caju clarificado com 60 g/L de agucares redutores. A produtividade
méxima (2,29 g/L.xh) foi obtida em doze horas de fermentagdo e essa produtividade decresce

gradativamente até o final da fermentacdo. Hujanen e colaboradores (2001) encontraram
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produtividade maxima em 4cido latico de 4,4 g/L..h em quinze horas de fermentacdo para a
concentracao inicial de glicose de 100 g/L utilizando o Lactobacillus casei B-441. Os mesmos
autores reportaram rendimento no final da fermentacdo para um meio contendo 60 g/L. de

acucares redutores de 74,24% de substrato convertido em &4cido latico.

Tabela 15. Resultados do estudo cinético para rendimento e produtividade em 4cido litico no
meio contendo suco de caju clarificado com 60 g/L. de aguicares redutores e 7,2 g/L de sulfato
de amoOnio para o cultivo de Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Ensaios Tempo (horas) Rendimento(%) Produtividade(g/L.h)

1 0 0 0

2 1 1,67 1,12
3 2 3,40 1,14
4 3 5,19 1,16
5 4 7,03 1,18
6 5 8,96 1,2
7 6 12,70 1,42
8 7 15,68 1,5
9 8 19,64 1,64
10 9 23,71 1,76
11 10 30,56 2,05
12 11 34,88 2,12
13 12 41,09 2,29
14 13 43,00 2,22
15 14 46,82 2,24
16 21 60,46 1,93
17 24 64,61 1,80
18 28 69,78 1,67
19 31 74,24 1,60

A Figura 7 apresenta os perfis de concentracdo celular, consumo de agucares
redutores e dcido latico formado durante o estudo cinético com o meio contendo suco de caju

com 60 g/L de agucares redutores e 7,2 g/L. de sulfato de amonio.

Observando o gréfico da figura 8 é possivel notar que o tempo de fermentagdo foi

também bem superior aos outros estudos cinéticos realizados.
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Figura 8. Perfil de crescimento celular, agicar consumido e 4cido latico produzido no meio
contendo suco de caju clarificado com 60 g/L de agucares redutores inicial; 7,2 g/L de sulfato
de amonio para cultivo de Lactobacillus casei B-422 a 37°C e pH 6,5.

A Tabela 16 apresenta os resultados para biomassa, dcido latico, taxa especifica de
crescimento microbiano, taxa especifica de consumo do substrato e taxa especifica de
formacgdo do produto através do estudo cinético realizado utilizando suco de caju clarificado

como substrato contendo 50 g/L de agucares redutores e 6 g/L de sulfato de amonio.
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Tabela 16. Resultado do estudo cinético realizado com o meio contendo suco de caju
clarificado com 50 g/L. de acgucares redutores e 6 g/L. de sulfato de amonio para o cultivo de

Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Tempo(h) Biomassa(g/L.) A.R(g/L) AL (gL) pX uS uP

0 0,21+0,01 58,08+0,05 0 0 0 0

1 0,24+0,00 56,60+0,32 1,12+0,01 0,19 7,25 5,92
2 0,30+0,00 54,60+£1,67 2,84+0,01 045 9,36 5,83
3 0,51+0,00 50,98+0,09 4,62+0,04 0,51 6,34 3,54
4 0,82+0,01 48,15£1,62 6,44+0,02 0,26 3,11 2,62
5 0,94+0,06 45,88+0,37 8,90+0,03 0,09 3,02 2,96
6 0,98+0,03 42,49+£1,25 12,00+0,05 0,08 3,72 3,19
7 1,09+0,09 38,59+0,70 15,16x0,07 0,08 2,10 2,93
8 1,15+0,05 37,90+0,37 18,41+0,09 0,04 1,82 3,11
9 1,20+0,01 34,42+1,90 22,29+40,10 0,06 291 2,80
10 1,28+0,02 30,94+0,56 25,12+0,14 0,06 3,13 3,11
11 1,35+0,01 26,37+£0,07 30,28+0,18 0,07 1,84 3,64
12 1,48+0,03 25,98+0,98 34,94+0,12 0,08 1,42 2,99
13 1,58+0,01 22,16x1,09 39,12+0,19 0,08 2,53 2,68
14 1,7240,03 17,9940,13 43,38+0,30 0,01 1,02 1,08
21 1,66+0,02 8,14+0,13 54,00+0,48 0,01 0,85 0,76
24 1,81+0,04 3,93+0,58 56,00+0,54 0,01 0,51 0,41
28 1,74£0,01 1,71+£0,06 59,26+£0,51 -0,01 0,32 0,47

Onde:

uX: Taxa especifica de crescimento microbiano (h™)

uS: Taxa especifica de consumo de substrato (h™h

uP: Taxa especifica de formagdo do produto (h™)

A Tabela 17 apresenta os resultados do estudo cinético para o rendimento e
produtividade em &4cido latico no meio de caju contendo 50 g/L. de acticares redutores e 6 g/L
de sulfato de amonio. Observa-se que a maxima produtividade (3,10 g/Lxh) foi obtida na
décima quarta hora de fermentacdo. Apds esse tempo a produtividade foi decrescendo

gradativamente e o rendimento ao final da fermentacgao foi de 100%.
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Tabela 17. Resultados do estudo cinético para o rendimento e produtividade em acido latico
no meio contendo suco de caju clarificado com 50 g/ de aguicares redutores e 6 g/L. de
sulfato de amodnio para o cultivo de Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Ensaios Tempo (h) Rendimento(%) Produtividade(g/L.h)

1 0 0 0

2 1 1,93 1,12
3 2 4,89 1,42
4 3 7,95 1,54
5 4 11,09 1,61
6 5 15,32 1,78
7 6 20,66 2,00
8 7 26,10 2,17
9 8 31,69 2,30
10 9 38,38 2,48
11 10 43,24 2,51
12 11 52,13 2,75
13 12 60,16 2,91
14 13 67,35 3,01
15 14 74,69 3,10
16 21 92,97 2,57
17 24 96,41 2,33
18 28 102,03 2,12

A Figura 9 apresenta os perfis de concentracdo celular, consumo de acucares
redutores e 4cido ldtico formado durante o estudo cinético com o meio contendo suco de caju

clarificado com 50 g/L de acucares redutores e 6,0 g/L de sulfato de amonio.
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Figura 9. Perfil de crescimento celular, agicar consumido e 4cido latico produzido no meio
contendo suco de caju clarificado com 50 g/L de agucares redutores inicial e 6 g/L. de sulfato
de amonio para cultivo do Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

A Tabela 18 apresenta os resultados para biomassa, 4cido ldtico, taxa de
crescimento microbiano, taxa de consumo do substrato e taxa de formacdo do produto através
do estudo cinético realizado utilizando suco de caju clarificado como substrato contendo 40

g/LL de actucares redutores e 4,8 g/L de sulfato de amonio.
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Tabela 18. Resultado do estudo cinético realizado com o meio contendo suco de caju
clarificado com 40 g/L de agucares redutores e 4,8 g/L. de sulfato de amonio para o cultivo de
Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Tempo(h) Biomassa (g/L) AR (g/L) AL(g/L) pX uS uP

0 0,20+0,00 38,87+1,99 0 0 0 0

1 0,23+0,01 37,62+1,95 0 0,03 741 253
2 0,21+0,01 35,53+2,18 1,14+£0,04 0,26 5,02 547
3 0,34+0,01 35,49+0,37 2,33+£0,07 0,50 345 444
4 0,55+0,04 33,21+0,88 4,13£0,05 0,37 6,81 3,88
5 0,74+0,06 28,02+0,51 6,58+0,02 0,24 397 3,35
6 0,91+0,01 27,32+0,09 9,10+0,15 0,20 0,94 3,77
7 1,10+0,02 26,30+2,13 13,44£0,12 0,20 2,02 3,69
8 1,35+0,07 22,87+1,39 17,26+£0,19 0,15 2,67 3,06
9 1,50+0,05 19,06+1,21 21,7240,27 0,09 1,88 2,81
10 1,61+0,02 17,23+£0,30  25,68+0,24 0,04 1,79 2,12
11 1,64+0,01 13,2940,06  28,58+0,32 0,02 1,63 1,80
12 1,69+0,02 11,90+0,07  31,57+0,48 0,05 095 1,63
13 1,80+0,01 10,07£0,06  34,08+0,65 0,01 0,84 0,63
19 1,77+0,06 1,29+0,44 39,51+0,57 0,08 -0,44 1,48

Onde:

uX: Taxa especifica de crescimento microbiano (h™)
uS: Taxa especifica de consumo de substrato (h™)

uP: Taxa especifica de formagdo do produto (h™)

A tabela 19 apresenta os resultados do estudo cinético para o rendimento e
produtividade em dcido latico no meio contendo suco de caju clarificado com 40 g/L. de

acucares redutores e 4,8 g/L de sulfato de amonio.
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Tabela 19. Resultados do estudo cinético para o rendimento e produtividade em 4cido latico
no meio contendo suco de caju clarificado 40 g/L. de acucares redutores e 4,8 g/L de sulfato
de amoOnio para cultivo de Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Ensaios Tempo(h) Rendimento(%) Produtividade(g/L.h)

1 0 0 0

2 1 0 0

3 2 2,93 0,57
4 3 5,99 0,78
5 4 10,62 1,03
6 5 16,94 1,32
7 6 23,41 1,52
8 7 34,57 1,92
9 8 44,40 2,16
10 9 55,87 2,41
11 10 66,06 2,57
12 11 73,52 2,60
13 12 81,21 2,63
14 13 87,66 2,62
15 19 101,64 2,08

A figura 10 apresenta o perfil do agicar consumido, acido latico produzido e
concentracdo celular durante o estudo cinético realizado a partir do meio contendo suco de

caju clarificado com 40 g/L de agucares redutores e 4,8 g/L. de sulfato de amonio.
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Figura 10. Perfil de crescimento celular, agicar consumido e 4cido litico produzido no meio
contendo suco de caju clarificado com 40 g/LL de acucares redutores inicial e 4,8 g/L de
sulfato de amonio para o cultivo do Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

A Tabela 20 apresenta os resultados para biomassa, acido l4tico, taxa especifica de
crescimento microbiano, taxa especifica de consumo do substrato e taxa especifica de
formacdo do produto através do estudo cinético realizado utilizando suco de caju clarificado

como substrato contendo 30 g/L de agucares redutores e 3,6 g/L. de sulfato de amonio.
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Tabela 20. Resultado do estudo cinético realizado com o meio contendo suco de caju
clarificado com 30 g/L de acticares redutores e 3,6 g/L de sulfato do amonio para o cultivo de
Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Tempo(h) Biomassa(g/L) AR(g/L) A.L(g/L) pX puS pP

0 0,18+0,00 28,02+4,61 0 0 0 0

1 0,21+0,00 29,60+0,92 0,54+0,10 0,18 4,64 5,78
2 0,27+0,02 26,48+0,09 2,67+0,04 0,02 3,59 6,95
3 0,24+0,00 28,55+0,83 4,25+0,05 0,24 326 7,50
4 0,39+0,01 25,87+1,23 6,33+0,03 0,34 5,39 6,00
5 0,51+0,01 24,38+2,90 8,88+0,09 0,32 7,37 5,43
6 0,71£0,07 23,59+1,76 11,87+0,15 0,27 4,44 3,83
7 0,89+0,06 16,08+0,57 14,32+0,18 0,24 1,96 3,23
8 1,15+0,02 14,85+2,06 17,66+0,27 0,22 1,06 2,48
9 1,49+0,04 11,64+0,00 20,00+0,12 0,11 0,86 1,66
10 1,69+0,01 14,46+£0,18 22,29+0,25 0,02 0,66 1,27
11 1,82+0,02 11,7320,11 23,65+0,34 0,02 0,98 0,93
12 1,28+0,04 9,59+0,20 24,99+0,27 0,00 0,88 0,50
14 1,64+0,04 7,81£0,03 25,88+0,36 -0,01 1,26 041
15 1,77£0,05 4,11+£0,08 26,76+0,08 0,01 2,12 0,60
16 1,74+0,02 1,63+0,26 27,63+0,22 0,00 046 0,18
20 1,58+0,00 0,73£0,03 28,06+0,37 0,06 -0,07 1,17

Onde:

uX: Taxa especifica de crescimento microbiano (h™)

uS: Taxa especifica de consumo de substrato (h™h

uP: Taxa especifica de formagdo do produto (h™)

No meio contendo 30 g/L de agucares redutores a produtividade méxima (2,23
g/L.h) ocorreu na décima hora de fermentagdo e o rendimento foi de 100%, ou seja, todo

substrato foi convertido em 4acido latico.
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A tabela 21 apresenta os resultados para o rendimento e a produtividade em 4cido
l4tico durante o estudo cinético realizado a partir do meio contendo suco de caju clarificado

com 30 g/L de agucares redutores e 3,6 g/L. de sulfato de amonio.

Tabela 21. Resultados do estudo cinético para o rendimento e produtividade em 4cido latico
no meio contendo suco de caju clarificado com 30 g/L de agucares redutores e 3,6 g/L. de
sulfato de amonio para o cultivo de Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Ensaios Tempo (h) Rendimento(%) Produtividade(g/L.h)
1 0 0 0
2 1 1,93 0,54
3 2 9,53 1,33
4 3 15,17 1,42
5 4 22,59 1,58
6 5 31,69 1,78
7 6 42,36 1,98
8 7 51,11 2,05
9 8 63,03 2,21
10 9 71,38 2,22
11 10 79,55 2,23
12 11 84,40 2,15
13 12 89,19 2,08
14 14 92,36 1,85
15 15 95,50 1,78
16 16 98,61 1,73
17 20 100,14 1,40

A figura 11 apresenta o perfil de concentragao celular, acicar consumido e dcido
latico produzido pelo Lactobacillus casei B-442 durante o estudo cinético realizado a partir do
meio contendo suco de caju clarificado com 30 g/L. de acucares redutores e 3,6 g/L de sulfato

de amonio.
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Figura 11. Perfil de crescimento celular, agticar consumido e 4cido latico produzido no meio
contendo suco de caju clarificado com 30 g/LL de actucares redutores inicial e 3,6 g/L de
sulfato de amonio para o cultivo de Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

A Tabela 22 apresenta os resultados para biomassa, dcido l4tico, taxa especifica de
crescimento microbiano, taxa especifica de consumo do substrato e taxa especifica de
formacdo do produto através do estudo cinético realizado utilizando suco de caju clarificado

como substrato contendo 20 g/L de agucares redutores e 2,4 g/L. de sulfato de amonio.
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Tabela 22. Resultado do o estudo cinético realizado com o meio contendo suco de caju
clarificado com 20 g/L de agucares redutores e 2,4 g/L. de sulfato de amonio para o cultivo de

Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Tempo(h) Biomassa(g/L) AR(g/L) A.L(g/L) pX uS uP

0 0,18+0,00 17,86+1,16 0 0 0 0

1 0,22+0,01 17,07£1,91 0 0,15 9,18 2,45
2 0,25+0,06 14,86+0,12 1,07+£0,05 0,04 2,62 5,38
3 0,24+0,05 15,77¢1,21  2,67+0,08 0,26 4,37 6,74
4 0,37+0,02 14,80+0,44 4,25+0,04 0,24 3,00 4,93
5 0,41+0,00 13,55£0,53 6,32+0,07 0,33 4,52 4,98
6 1,03+0,02 11,06£0,49 8,37+£0,12 0,29 3,35 3,15
7 0,78+0,03 9,24+0,22 10,38+0,11 0,16 2,81 3,17
8 0,90+0,02 6,56+0,30 13,34+0,24 0,10 2,26 1,92
9 0,97+0,02 5,16+0,18  13,83+0,30 0,05 1,93 1,50
10 0,94+0,00 2,93+0,86 16,24+0,17 0,03 1,44 1,70
11 1,01+0,02 2,32+0,05 17,19+£0,41 0,05 1,12 1,16
12 1,09+0,01 0,65+0,04 18,60+0,39 -0,01 -0,14  -0,12

Onde:

uX: Taxa especifica de crescimento microbiano (h™)

uS: Taxa especifica de consumo de substrato (h™h

uP: Taxa especifica de formagdo do produto (h™)

A Tabela 23 apresenta os resultados para o rendimento e produtividade em 4cido

latico através do estudo cinético realizado a partir do meio contendo suco de caju clarificado

com 20 g/L de agucares redutores e 2,4 g/L. de sulfato de amonio.
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Tabela 23. Resultados do estudo cinético para o rendimento e produtividade em acido latico
no meio contendo suco de caju clarificado com 20 g/L de agucares redutores e 6 g/L. para o
cultivo de Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Pontos Tempo(h) Rendimento(%) Produtividade(g/L.h)
1 0 0 0
2 1 0 0
3 2 5,99 0,53
4 3 14,95 0,89
5 4 23,79 1,06
6 5 35,38 1,26
7 6 46,85 1,40
8 7 58,11 1,48
9 8 74,68 1,67
10 9 77,42 1,54
11 10 90,91 1,62
12 11 96,23 1,56
13 12 104,12 1,55

A Figura 12 apresenta o perfil de crescimento celular, agticar consumido e 4cido
latico produzido pelo Lactobacillus casei B-442 durante o estudo cinético realizado a partir do
meio contendo suco de caju clarificado com 20 g/L. de acucares redutores e 2,4 g/L. de sulfato

de amonio.
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Figura 12. Perfil de crescimento celular, agticar consumido e 4cido latico produzido no meio
contendo suco de caju clarificado com 20 g/L. de agucares redutores inicial 2,4 g/L. de sulfato
de amoOnio para o cultivo do Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

De acordo com todos os ensaios do estudo cinético realizado observa-se através
das tabelas que o ensaio realizado com o meio contendo suco de caju clarificado com 50 g/L
de acucares redutores e 6 g/L. de sulfato de amonio apresentou os melhores resultados em
relacdo a produtividade, rendimento, producdo de dcido latico e biomassa. A produtividade
maxima do meio contendo 50 g/L. de agucares redutores foi de 3,10 g/L.h ap6s 14 horas, valor
este que foi superior a todos os outros ensaios do estudo cinético realizado com concentragdes
variadas de agucares redutores e sulfato de amonio. Ja para o rendimento, nao foi observada
diferenca entre os estudos realizados com diferentes concentracdes de agicar, uma vez que
em todos os ensaios do estudo cinético realizado o rendimento foi bem préximo a 100%,
exceto para o meio contendo suco de caju clarificado com 60 g/L de aguicares redutores e 7,2

g/L. de sulfato de amonio, que apresentou rendimento de 74,24%.

Observando os graficos das Figuras 8, 9, 10, 11 e 12, verifica-se que o processo
fermentativo é classificado como parcialmente associativo com maior producdo associada ao
crescimento, pois a medida que ocorre o crescimento celular ha também, associado ao
crescimento, a producdo de 4cido l4tico. Entretanto, a producdo de 4cido litico continua, a
taxas reduzidas na fase estaciondria. O comportamento parcialmente associativo ¢é

evidenciado pelos gréficos das velocidades especificas de crescimento microbiano (UX)
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versus velocidades especificas de formacdo de produto (UP) apresentados nos anexos: P, Q, R,
S e T. Observa-se nos graficos de Ln X versus tempo de fermentagcdo, apresentados nos
anexos H, I, J, L e M, que a fase LAG do Lactobacillus casei B-442 foi praticamente
inexistente e que o microrganismo adaptou-se bem no meio contendo suco de caju clarificado

suplementado com sulfato de amdnio.

4.5 Estudo cinético utilizando o meio sintético e o suco de caju clarificado
suplementado com extrato de levedura como fonte de nitrogénio.

O novo estudo cinético foi realizado utilizando um meio sintético e o suco de caju
clarificado, ambos contendo 50 g/L. de acticares redutores e suplementados com 6 g/L de
extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Essa concentragdo foi escolhida a partir dos
resultados obtidos no estudo cinético anterior, onde o meio contendo suco de caju clarificado
com 50 g/L de acucares redutores e 6 g/L. de sulfato de amoénio como fonte de nitrogénio

apresentou os melhores resultados para produtividade e rendimento em 4cido latico.

A Tabela 24 apresenta os resultados para biomassa, 4cido ldtico, taxa de
crescimento microbiano, taxa de consumo do substrato e taxa de formacdo do produto através
do estudo cinético realizado utilizando o meio sintético como substrato contendo 50 g/L de

acucares redutores e 6 g/L. de extrato de levedura.
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Tabela 24. Resultado do estudo cinético realizado com o meio sintético contendo 50 g/L. de
acucares redutores e 6 g/L de extrato de levedura para o cultivo de Lactobacillus casei B-442
a37°C e pH6,5.

Tempo (h) Biomassa(g/L) AR(g/L) A.L(g/L) pX uS uP

0 0,14+0,00 45,81+0,24 0 0 0 0

1 0,17+0,00 42,06£0,38 0,55+0,02 0,25 17,21 3,21
2 0,23+0,00 39,97+0,95 1,09+0,10 0,06 0,00 2,40
3 0,20+0,03 42,06£0,38 1,64+0,06 0,61 3,00 5,50
4 0,47+0,00 38,78+0,71 3,27+0,08 0,53 6,63 4,01
5 0,69+0,01 35,84+0,33  5,40+0,14 0,34 5,54 3,42
6 0,94+0,01 31,09+1,85 8,02+0,15 0,41 341 3,57
7 1,47+0,15 29,43+1,99 12,10+0,23 0,31 2,27 2,90
8 1,85+0,08 24,40+0,19 16,55£0,39 0,07 341 3,36
9 1,72+0,04 16,80+0,38 24,54+0,67 0,16 2,25 2,98
10 2,40+0,03 16,64+0,25 26,80+0,59 0,16 0,94 1,92
11 2,4740,03 12,28+0,05 33,75+0,38 0,05 1,90 2,49
12 2,64+0,05 7,23+0,57 39,10£0,41 0,04 1,77 2,26
13 2,68+0,01 2,92+0,11 45,70£0,63 0,00 0,36 0,55

Onde:

uX: Taxa especifica de crescimento microbiano (h™)
uS: Taxa especifica de consumo de substrato (h™)

uP: Taxa especifica de formagdo do produto (h™)

A tabela 25 apresenta os resultados do estudo cinético para o rendimento e
produtividade em &cido latico pelo Lactobacillus casei B-442 a partir do meio sintético

contendo 50 g/L de agucares redutores e 6 g/L de extrato de levedura.
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Tabela 25. Resultados do estudo cinético para o rendimento e produtividade em 4cido latico
no meio sintético contendo 50 g/L de acicares redutores e 6 g/L. de extrato de levedura para o
cultivo do Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Pontos Tempo (h) Rendimento (%) Produtividade (g/L.h)
1 0 0 0
2 1 1,20 0,55
3 2 2,38 0,54
4 3 3,59 0,55
5 4 7,13 0,82
6 5 11,79 1,08
7 6 17,51 1,34
8 7 26,41 1,73
9 8 36,13 2,07
10 9 53,57 2,73
11 10 58,50 2,68
12 11 73,67 3,07
13 12 85,35 3,26
14 13 99,76 3,51

E possivel observar que o meio sintético contendo 50 g/L de agticares redutores
suplementado com 6 g/L de extrato de levedura apresentou resultados ligeiramente superiores
para produtividade e rendimento em 4cido latico, de 3,51 g/L.h apdés 13 horas e 100%
respectivamente, € o menor tempo de fermentacdo (13 horas) quando comparado com o
ensaio do estudo cinético realizado com o meio contendo suco de caju clarificado com 50 g/L
de acucares redutores e suplementado com 6 g/L. de sulfato de amonio como fonte de
nitrogé€nio, este apresentou uma produtividade méxima de 3,10 g/Lxh apds 14 horas de
fermentacdo e um rendimento de 100%. Mas levando em conta o custo de um meio sintético
adicionado de agucares puros (glicose e frutose), sais minerais e o extrato de levedura, o custo
do processo torna-se elevado e economicamente invidvel, j& que com o suco de caju
clarificado suplementado com o sulfato de amodnio foi obtido resultado semelhante e
satisfatorio utilizando um substrato barato, diminuindo dessa forma os custos do processo
sem diminuir substancialmente sua eficiéncia. Esse fato também foi comprovado por Nancib e
colaboradores (2005), que estudaram o efeito de varias fontes de nitrogénio no suco de tdmara

e o estudo evidenciou que o suco suplementado com o extrato de levedura apresentou
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melhores resultados, mas resultados semelhantes foram obtidos com a suplementacdo do
sulfato de amoOnio, que possui um custo bem inferior ao extrato de levedura, cerca de seis

vezes mais barato.

A utilizacao do suco de caju ainda possui mais uma vantagem em relacdo ao meio
sintético, é que no suco de caju ndo héd necessidade de suplementacdo de vitaminas e sais
minerais, pois o suco de caju apresenta boas quantidades de vitaminas, minerais e
aminodcidos, tais como, glicina, alanina, prolina, leucina, isoleucina, metionina dentre outros,

segundo Rocha e colaboradores (2009), que sdo essenciais para o crescimento de bactérias

laticas.

A Figura 13 apresenta o perfil de crescimento microbiano, agticar consumido e
acido léatico produzido pelo Lactobacillus casei B-442 obtido através do estudo cinético
realizado a partir do meio sintético contendo 50 g/L de agucares redutores e 6 g/LL de extrato

de levedura.
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Figura 13. Relag¢do entre o crescimento microbiano, acgtiicar consumido e o 4cido latico
produzido pelo Lactobacillus casei B-442 a 37 °C e pH 6,5, a partir do meio sintético
contendo 50 g/L de agucares redutores e 6 g/L de extrato de levedura.

A Tabela 26 apresenta os resultados dos parametros de transformacdo para o
ensaio realizado com o meio contendo suco de caju clarificado com 50 g/L. de acucares

redutores e 6 g/L de extrato de levedura.
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Tabela 26 Resultado do estudo cinético realizado com o meio contendo suco de caju
clarificado com 50 g/L. de acucares redutores e 6 g/ de extrato de levedura para o cultivo do
Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5.

Tempo(h) Biomassa(g/LL) AR(g/L) A.L(g/L) pX uS uP

0 0,21+0,00 57,25+2,66 0 0 0 0

1 0,25+0,00 58,39+1,61 0,55+0,12 0,25 -3,40 2,17
2 0,34+0,00 58,96+0,76  1,09+0,04 0,19 1,74 3,18
3 0,38+0,04 57,21£2,14  2,72+0,08 0,33 1,26 4,29
4 0,59+0,03 58,01+0,95 4,33+0,17 0,31 0,93 3,61
5 0,74+0,03 56,12+0,95 6,97+0,19 0,34 3,13 3,52
6 1,09+0,03 53,36+0,57 9,56+0,09 0,31 4,02 2,59
7 1,43+0,01 47,38+3,80 12,6+0,24 0,28 4,43 2,11
8 1,88+0,05 40,73+£2,66 15,57+0,21 0,18 2,99 2,06
9 2,09+0,09 36,12+3,56 20,37+0,35 0,11 1,59 1,93
10 2,35+0,05 34,07+£0,84 23,63+0,27 0,08 1,30 1,46
11 2,45+0,01 30,01+0,65 27,24+0,44 0,07 1,71 1,37
12 2,67+0,01 25,69+0,10 30,32+0,18 0,06 1,08 0,98
13 2,77+0,03 24,2340,04 32,47+0,39 -0,01 0,92 0,77
14 2,62+0,07 20,62+0,23 34,59+0,21 0,00 0,72 0,54
21 2,760,05 9,22+0,18 43,84+0,27 0,00 0,61 0,42
24 2,72+0,04 3,88+0,50 46,14+0,68 -0,02 0,48 0,17
26 2,53+0,02 2,66+0,48 46,14+0,52 -0,04 0,24 0,00

Onde:

‘e . . . -1
uX: Taxa especifica de crescimento microbiano (h™)

uS: Taxa especifica de consumo de substrato (h™h

uP: Taxa especifica de formacao do produto (h™h

A Tabela 27 apresenta os resultados para o rendimento e produtividade em 4cido
l4tico a partir do ensaio realizado a partir do meio contendo suco de caju clarificado com 50

g/LL de actcares redutores e 6 g/LL de extrato de levedura.
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Tabela 27. Resultados do estudo cinético para o rendimento e produtividade em acido latico
no meio contendo suco de caju com 50 g/L. de aciicares redutores e 6 g/L. de extrato de
levedura para o cultivo de Lactobacillus casei B-442 a 37°C e pH 6,5

Pontos Tempo (h) Rendimento(%) Produtividade (g/L.h)

1 0 0 0

2 1 0,93 0,55
3 2 1,85 0,54
4 3 4,61 0,91
5 4 7,34 1,08
6 5 11,82 1,39
7 6 16,21 1,59
8 7 21,37 1,80
9 8 26,41 1,95
10 9 34,55 2,26
11 10 40,08 2,36
12 11 46,20 2,48
13 12 51,42 2,53
14 13 55,07 2,50
15 14 58,66 2,47
16 21 74,35 2,09
17 24 78,25 1,92
18 26 78,25 1,78

Observando a Tabela 27 é possivel notar que, no ensaio realizado com o meio
contendo suco de caju clarificado com 50 g/L. de acucares redutores e 6 g/L. de extrato de
levedura. O valor de produtividade méxima (2,53 g/L.h) apés 12 horas de fermentacio foi
inferior ao encontrado com o ensaio realizado com o meio contendo suco de caju clarificado
com 50 g/L de actcares redutores e 6 g/L de sulfato de amonio (3,10 g/L.h) e inferior também
a produtividade méxima encontrada no meio sintético contendo 50 g/L. de agucares redutores
e 6 g/L de extrato de levedura (3,51 g/L.h). Mas € notdvel a grande concentracdo de biomassa
formada durante a fermentacdo e rendimento em &4cido latico inferior quando comparado ao
meio contendo suco de caju suplementado com o sulfato de amonio. Neste ensaio, o

microrganismo cresceu mais e produziu menos acido latico.
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A Figura 14 apresenta o perfil de concentragdo celular, actiicar consumido e
producdo de acido latico pelo Lactobacillus casei B-442 obtido através do estudo cinético
realizado a partir do meio contendo suco de caju clarificado com 50 g/l de actcares redutores

e 6 g/L de extrato de levedura.
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Figura 14. Perfil de crescimento celular, agticar consumido e 4cido latico produzido no meio
contendo suco de caju clarificado com 50 g/L. de acticares redutores inicial e 6 g/LL de extrato
de levedura a 37°C e pH 6,5.

A Tabela 28 apresenta os resultados dos fatores de conversao para todos os meios
utilizados no estudos cinéticos realizados. Observando a Tabela 27 € possivel notar que o
meio sintético contendo 50 g/LL de agucares redutores suplementado com 6 g/L de extrato de
levedura apresentou o segundo maior indice de conversdo de substrato em biomassa (2,68) e o
maior fator de conversdo de substrato em produto (1,09), porém o meio contendo suco de caju
clarificado com 50 g/LL de actcares redutores suplementado com 6 g/L de sulfato de amdnio
apresentou resultado semelhante (1,05) para o fator de conversao do substrato em produto,
logo o meio contendo suco de caju com 50 g/L adicionado de sulfato de amdnio como fonte
de nitrogénio apresentou resultados satisfatorios com a vantagem de utilizar um meio de
cultura e fonte de nitrogénio de baixo custo. Pode-se observar também que o meio contendo
suco de caju clarificado com 50 g/L de agucares redutores e suplementado com o extrato de
levedura apresentou o maior indice de conversao de substrato em biomassa (2,72) e o segundo

menor indice de conversdao de substrato em produto (0,85), logo podemos concluir que o



75

microrganismo utilizou o substrato mais para seu crescimento € manutencio celular do que
para producdo de acido lético. Isso pode ser observado também nas Figuras 15, 16 e 17, que
apresentam os graficos para cada fator de conversdao e os meios utilizados nos estudos

cinéticos realizados.

Tabela 28. Fatores de conversao para os estudos cinéticos realizados com os meios contendo
suco de caju clarificado variando a concentracdo de acticares redutores e suplementado com
sulfato de amonio e os meios contendo suco de caju clarificado e sintético suplementado com
extrato de levedura para cultivo de Lactobacillus casei B-442 a 37°C e ph 6,5.

Meios Y x/s Yp/x Yp/s

suco de caju clarificado com 60 g/LL A.R +

sulfato de aménio 7,2 g/L 1,66 34,25 0,78
suco de caju clarificado com 50 g/LL A.R+

sulfato de amdnio 6,0 g/L 1,81 36,92 1,05
suco de caju clarificado com 40 g/l A.R+

sulfato de amonio 4,8 g/L 1,80 24,65 1,05
suco de caju clarificado com 30 g/LL A.R+

sulfato de amonio 3,6 g/L 1,47 21,70 0,97
suco de caju clarificado com 20 g/LL A.R+

sulfato de amonio 2,4 g/L 1,09 20,35 0,92
suco de caju clarificado com 50 g/LL A.R +

extrato de levedura 6 g/LL 2,72 18,41 0,85

meio sintético com 50g/L

+ extrato de levedura 6 g/L 2,68 19,50 1,09
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2,5

Y x/s

40 g/L 30 g/L caju + LEV sintetico + LEV
meios

Figura 14. Fator de conversdo de substrato em biomassa (Yys) para os meios contendo suco
de caju clarificado com 60, 50, 40, 30 e 20 g/L. de acticares redutores, para o suco de caju
clarificado 50 g/L de agucares redutores suplementado com extrato de levedura e meio
sintético contendo 50 g/L de actcares redutores suplementado com extrato de levedura.
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20 gL 30 o/C
meios

caju +LEV sintetico +L

Figura 15. Razdo de produgdo do produto e biomassa produzida (Yx) para os meios contendo
suco de caju clarificado com 60, 50, 40, 30 e 20 g/L. de agucares redutores, para o suco de caju
clarificado 50 g/L suplementado com extrato de levedura e meio sintético contendo 50 g/L de
acucares redutores suplementado com extrato de levedura.
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Y p/s

20 gL 30 o/C
meios

caju +lev  sintetico + lev

Figura 16. Fator de conversdo de substrato em produto (Yps) para os meios contendo suco de
caju clarificado com 60, 50, 40, 30 e 20 g/L. de agucares redutores, para o suco de caju
clarificado 50 g/L. de acticares redutores suplementado com extrato de levedura e meio
sintético contendo 50 g/L suplementado com extrato de levedura.
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5 CONCLUSAO

O suco de caju clarificado combinado com sulfato de amonio, que € uma fonte de
nitrogénio inorganica, mostrou-se uma alternativa eficiente e viavel, apresentando baixo custo

e sendo adequado ao crescimento do Lactobacillus casei B-442 e a produgdo de 4cido latico.

As condic¢des otimizadas para o crescimento e producdo de dcido latico utilizando
o suco de caju clarificado foram: pH 6,5, temperatura de 37°C, meio de cultura com a

concentracdo de 50 g/L de agucares redutores e 6 g/L de sulfato de amonio.

O estudo cinético realizado variando concentragdes de acgucares redutores
apresentou os melhores resultados de rendimento e produtividade, com o meio contendo 50

g/L. de agucares redutores e 6 g/L de sulfato de amonio.

O segundo estudo cinético realizado utilizando o meio sintético e suco de caju
clarificado, ambos com 50 g/L. de acticares redutores e suplementados com 6 g/L de extrato de
levedura, apresentou o meio sintético suplementado com o extrato de levedura, como o
melhor substrato e os melhores resultados para rendimento e produtividade em dcido latico, e
fatores de conversdo de substrato em produto (1,09) além de apresentar o menor tempo de
fermentacdo (13 horas), porém, o suco de caju clarificado com 50 g/L de agicares redutores
suplementado com sulfato de amdnio apresentou resultados semelhantes quando comparado
com o meio sintético, com a vantagem de ser de baixo custo, diminuindo o desperdicio da

matéria-prima e contribuindo para o meio ambiente.

O suco de caju apresentou-se como meio favordvel ao crescimento do
Lactobacillus casei B-442 principalmente no que diz respeito a riqueza de acucares,
vitaminas, aminodcidos e sais minerais necessdrios para o desenvolvimento deste

microrganismo, que possui grandes exigéncias nutricionais.
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Anexo A. Taxas especificas para o consumo de substrato, crescimento microbiano e formacao

do produto no meio contendo suco de caju clarificado com 60 g/L de agucares redutores.

taxas especificas de consumo de substrato

e formagéao do produto (h-1)
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Anexo B. Taxas especificas para o consumo de substrato, crescimento microbiano e formagao

do produto no meio contendo suco de caju clarificado com 50 g/L de agucares redutores.
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Anexo C. Taxas especificas para o consumo de substrato, crescimento microbiano e formacao

do produto no meio contendo suco de caju clarificado com 40 g/L de agucares redutores.
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Anexo D Taxas especificas para o consumo de substrato, crescimento microbiano e formagao

do produto no meio contendo suco de caju clarificado com 30 g/L de agtcares redutores.

taxas especificas de consumo de substrato

e formagéao do produto (h-1)
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Anexo E. Taxas especificas para o consumo de substrato, crescimento microbiano e formacgao

do produto no meio contendo suco de caju clarificado com 20 g/L de agucares redutores.

taxas especificas de consumo do substrato

e formagéo do produto (h-1)
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Anexo F. Taxas especificas para o consumo de substrato, crescimento microbiano e formacgao
do produto no meio sintético contendo 50 g/L de acucares redutores suplementado com
extrato de levedura.
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Anexo G.. Taxas especificas para o consumo de substrato, crescimento microbiano e
formag¢do do produto no meio contendo suco de caju clarificado com 50 g/L. de agucares
redutores e suplementado com 6 g/L de extrato de levedura.

taxas especificas de consumo de substrato

Anexo H. Grifico In x tempo do ensaio utilizando o suco de caju clarificado com 60 g/L de
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acucares redutores e 7,2 g/L de sulfato de amonio.
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Anexo I. Gréfico In x tempo do ensaio utilizando o suco de caju clarificado com 50 g/L de
acucares redutores e 6,0 g/L de sulfato de amonio.
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Anexo J. Gréfico In x tempo do ensaio utilizando o suco de caju clarificado com 40 g/L de
acucares redutores e 6,0 g/L de sulfato de amonio.
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Anexo L. Gréfico In x tempo do ensaio utilizando o suco de caju clarificado com 30 g/L de
acucares redutores e 3,6 g/L de sulfato de amonio.
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Anexo M. Grifico In x tempo do ensaio utilizando o suco de caju clarificado com 20 g/L de
acucares redutores e 2,4 g/L de sulfato de amonio.
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Anexo N. Grifico In x tempo do ensaio utilizando o suco de caju clarificado com 50g/L de

acucares redutores e 6,0 g/L de extrato de levedura.
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Anexo O. Gréfico In x tempo do ensaio utilizando meio sintético com 50g/L. de agucares
redutores e 6,0 g/LL de extrato de levedura.
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Anexo P. Grifico uX x UP do ensaio contendo suco de caju clarificado com 60 g/L de
actucares redutores e 7,2 g/L de sulfato de amonio.
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Anexo Q. Grafico uX x UP do ensaio contendo suco de caju clarificado com 50 g/L de
acucares redutores e 6,0 g/L de sulfato de amonio.
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Anexo R. Gréfico uX x uP do ensaio contendo suco de caju clarificado com 40 g/L de
acucares redutores e 4,2 g/L de sulfato de amonio.
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Anexo S. Gréfico uX x uP do ensaio contendo suco de caju clarificado com 30 g/L de
acucares redutores e 3,6 g/L de sulfato de amonio.
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Anexo T. Gréfico uX x UP do ensaio contendo suco de caju clarificado com 20 g/L de
actucares redutores e 2,4 g/L de sulfato de amonio.

=l

D

[4:]
| |
| |

0,05 000 005 0,0 0,5 020 025 030 035
velocidade especifica de crescimento microbiano (h™)

velocidade especifica de formagao de produto (h™)

Anexo U. Grafico uX x UP do ensaio contendo suco de caju clarificado com 50 g/L de
acucares redutores e 6,0 g/L de extrato de levedura.
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Anexo V. Grifico uX x UP do ensaio do meio sintético contendo 50 g/LL de agucares redutores
e 6,0 g/LL de extrato de levedura.
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