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RESUMO

Neste trabalho, estudaram-se as producées de acido lactico e de biomassa de
Lactobacillus plantarum CCT 0580 utilizando diferentes fontes de carbono:
glicose (GLIC), melaco de cana-de-agicar (MEL) e meio Man, Rogosa e
Sharpe (MRS), como controle. Com base nos resultados dos processos
fermentativos, foram realizadas analises de custos de producdo, utilizando a
técnica de orgamentacdo parcial (OP), para comparar os custos operacionais
efetivos encontrados na producdo, em escala laboratorial. Os resultados
mostraram a maxima concentracdo de acido lactico em 72 h: MRS 12,60 +
0,42 g.Lt, MEL6,50%0,21 g.L't e GLIC0,90% 0,00 g.L. Para as concentragGes
de biomassa Umida de L. plantarum CCT 0580, os resultados maximos foram:
MRS 16,90 + 3,54 g.L* (48 h), MEL 7,59 £ 0,66 g.L* (72 h) e GLIC 3,00 £ 0,85
g.L* (24 h). Os resultados econémicos encontrados na orcamentacao parcial
mostraram ser vantajosas as substituicdes de glicose e MRS por melago para
a producdo de acido lactico e de biomassa, independentemente do tempo
de fermentacdo.

Palavras-chave: custos de producdo; fermentagdo; orgamentac¢do parcial;
residuos agroindustriais; sustentabilidade.

ABSTRACT

This paper presents lactic acid and Lactobacillus plantarum CCT 0580
biomass production using different carbon sources: glucose (GLIC),
sugarcane molasses (MEL) and Man, Rogosa and Sharpe medium (MRS), as
control. Based on the results of fermentative processes, cost analyses were
performed using the partial budgeting technique to compare the effective
operating costs found in production in laboratory scale. The results showed
the maximum concentration of lactic acid in 72 h: MRS 12.60 £ 0.42 g.L'!, MEL
6.50 + 0.21 g.L'* and GLIC 0.90 + 0.00 g.L. For wet biomass concentrations
of L. plantarum CCT 0580, the maximum results were: MRS 16.90 * 3.54
g.L! (48 h), MEL 7.59 £ 0.66 gL (72 h) and GLIC 3.00 £ 0.85 g.L* (24 h).
The economic results of the partial calculations showed advantages for the
substitutions of glucose and MRS by molasses for the production of lactic
acid and of biomass, independently of the time of fermentation.

Keywords: production costs; fermentation; partial budgeting; agroindustrial
waste; sustainability.

102

RBCIAMB | n.46 | dez 2017 | 102-116



Analise do custo operacional da produgdo de 4cido lactico e de lactobacillus plantarum CCT 0580 utilizando melago de cana-de-agucar

INTRODUCAO

O desenvolvimento sustentdvel consiste em atender
demandas sociais, politicas e econdmicas sem impac-
tar negativamente as necessidades das futuras gera-
¢oes (UNITED NATIONS, 1972). Nesse sentido, uma
das novas abordagens que visam a sustentabilidade
surgiu na industria quimica, com o conceito da quimica
verde, que promove metodologias mais econémicas e
ambientalmente corretas — dentre elas, as focadas em
producdo de insumos mais eficazes e baratos (TORRESI
et al., 2010). A quimica verde vem contribuindo para
reduzir os impactos ambientais da cadeia produtiva
por meio da ecologia industrial, que consiste na inte-
gracao dos principios da ciéncia, da engenharia e da
ecologia em sistemas industriais para que a gera¢ao
de produtos e os servigos prestados minimizem os im-
pactos ambientais e otimizem a utilizacdo de recursos,
energia e capital (MANAHAN, 2006).

Assim, o melago de cana-de-agucar, um subproduto
obtido em industrias agucareiras e sucroalcooleiras,
a partir da producdo de caldo de cana-de-acgucar, é
utilizado, principalmente, na producdo de etanol nas
indUstrias sucroalcooleiras e alcooleiras. Mas tam-
bém pode ser utilizado em outros segmentos como:
nutricdo animal (AYALA; TUN, 1991); producdo de ali-
mentos, industria de papel e celulose, na produgao
de ceramicas e tijolos, em fundi¢cdes (MELACOS BRA-
SILEIROS, 2014), dentre outras formas de aplicagao.
Estima-se que o melago seja produzido em uma pro-
porcdo de 40 a 60 kg por tonelada de cana processa-
da (PIACENTE, 2005). Desta forma, o melago consti-
tui um elo entre as industrias, assim como o bagaco
produzido com o beneficiamento da cana-de-acucar.
O melago por ser um insumo de menor custo para a
producdo de etanol e o bagaco como uma fonte de
energia sustentavel (EPE, 2015).

Com férmula molecular C,H.O,, o &cido lactico, tam-
bém denominado acido 2-hidroxipropiénico ou acido
o-hidroxipropionico, € amplamente distribuido na na-
tureza e, em solucdo, apresenta-se como o anion lac-
tato. Pode ser encontrado como isbmeros épticos D(-)
ou L(+) (PANESAR et al., 2010; MARTINEZ et al., 2013;
EITEMAN; RAMALINGAM, 2015). E um &cido organico,
obtido a partir de processos quimicos ou biotecno-
l6gicos a partir de derivados de petréleo e de aguca-
res, respectivamente, tendo utilidades diversas nas

indUstrias de vérios segmentos: alimentos, farmacia
e cosméticos, biopolimeros e quimica (EVANGELISTA;
NIKOLOV, 1996; JOHN et al., 2007; MARTINEZ et al.,
2013; WANG et al., 2015). A sintese quimica se da a
partir de insumos petroquimicos (lactonitrilo) e produz
um racemo formado pelos isbmeros D(-) e L(+)-acido
lactico. Em contrapartida, a partir da fermentacdo de
compostos organicos, pode-se gerar D(-)-acido lactico
ou L(+)-acido lactico a depender do micro-organismo
fermentador. H3, também, a possibilidade de se obter
um racemo na fermentag¢do (HOFVENDAHL; HAHN-HA-
GERDAL, 2000; VISHNU et al., 2002; ABDEL-RAHMAN
et al.,2011), como no caso em que se utiliza Lactobacil-
lus plantarum (VIJAYAKUMAR et al., 2008; CHRAMOS-
TOVA et al., 2014).

Lactobacillus é um género de bactérias classificadas
como bactérias de acido lactico (Lactic Acid Bacte-
ria — LAB), sendo gram-positivas, ndo formadoras de
esporos, catalase-negativas, desprovidas de citocro-
mos, estritamente fermentativas, com acido lactico
sendo o principal produto das fermentag¢des (VRIES
et al., 2006). Como uma LAB tipica, a L. plantarum é
de habito anaerdbico, porém tolerante a meio aeré-
bico e adaptada a meios acidos (VRIES et al., 2006;
PANESAR et al., 2007). Também é heterofermentati-
va facultativa, isto é, produz majoritariamente acido
lactico ao final do catabolismo de carboidratos; mas,
em determinadas condi¢Ges de cultivo, pode pro-
duzir acido acético ou etanol (PANESAR et al., 2007;
MAZZEO et al., 2012). Encontrada em diversos tipos
de vegetais, carne e produtos lacteos fermentados,
tem desenvolvido mecanismos de resposta molecular
complexos, que permitem sua sobrevivéncia em con-
di¢cdes de estresses ambientais: oxidagdo, aquecimen-
to e refrigeracdo, acido/basico, alta osmolaridade/
desidratacdo, caréncia nutricional, entre outros (MA-
ZZEO et al., 2012). A L. plantarum pode ser utilizada
para fins relativos a:

e Salude humana e animal, como probidtico e na pro-
ducdo de antibiodticos (plantaricinas) (VRIES et al.,
2006; SOLIMAN et al., 2011);

e Industria alimenticia, na produgdo de vegetais e car-
nes fermentados (ABEE et al., 1995; VRIES et al., 2006;
QUATRAVAUX et al., 2006; WOUTERS et al., 2013);
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e Reducgdo de impactos ambientais (HAO et al., 1999;
TONDEE; SIRIANUNTAPIBOON, 2008).

Diante desse cendrio, torna-se relevante estudar novas
possibilidades de producdo de acido lactico e de bio-
massa de L. plantarum CCT 0580 utilizando o melago
de cana-de-aglcar, uma vez que ndo ha na literatura
cientifica trabalhos descrevendo o metabolismo dessa
bactéria, especificamente. Além da importancia em
caracterizar os parametros fermentativos, uma com-
paragao entre os custos operacionais efetivos obtidos
na producdo de acido lactico de biomassa em escala

laboratorial é relevante pela suposta substituicao de
uma fonte de carbono ja utilizada (glicose) por melaco,
0 que pode ser verificado pela técnica de orgamenta-
¢do parcial (OP). De acordo com Noronha (1981), a OP
serve para analisar as decisdes a serem tomadas em
uma empresa desde que essas envolvam apenas mo-
dificagdes parciais de organizagdo. Assim, a mudancga
proposta ndo deve alterar significativamente o sistema
administrativo nem o estoque de capital da empresa.
Nesse tipo de orgamento, comparam-se os beneficios
com os custos das decisGes que envolvem as modifica-
¢Oes marginais.

OBJETIVOS

Comparar a produgao de 4acido lactico e de bio-
massa bacteriana de L. plantarum CCT 0580 em
meios de cultura contendo melago, glicose e meio

Man, Rogosa e Sharpe (MRS); e analisar os cus-
tos de producao da substituicdo da glicose e MRS
por melago.

MATERIAIS E METODOS

Foi utilizado melago comercial, adquirido em loja de
produtos naturais. Com base nas analises realizadas, o
melago apresentou uma concentragdo de aglcares to-
tais (AT) igual a 79%, sendo 42% sacarose, 27% frutose
e 10% glicose.

As cepas liofilizadas de L. plantarum CCT 0580 foram
adquiridas da Cole¢do de Culturas Tropicais (CCT) da
Fundagdo André Tosello (FAT), situada em Campinas,

Meios de cultura

Foram comparadas as producdes de biomassa e de aci-
do lactico, bem como os consumos de acgucares reduto-
res e sacarose por L. plantarum CCT 0580 em trés dife-
rentes meios de cultura: glicose (GLIC), melago (MEL) e
MRS (controle). Sendo suas respectivas constituicdes:

e GLIC:30g.Ltdeglicose, 3g.L de peptona, 3g.L1de
extrato de levedura e 3 g.L'! de ureia;

e MEL: melago a 8% (m/v) equivalente a concentragdo
de 30 g.L! de agucares redutores, 3 g.L! de pepto-
na, 3 g.L't de extrato de levedura e 3 g.L'* de ureia; e

e MRS: 10 g.L de peptona, 10 g.L* de extrato de car-
ne, 5 g.L'* de extrato de levedura, 20 g.L* de glicose,
1 g.L** de polissorbato 80, 2 g.L* de citrato de amo-

Sdo Paulo. O metabolismo das bactérias liofilizadas foi
ativado em meio MRS. Apds o crescimento microbiano,
as bactérias foram repicadas em meio MRS e agar, pre-
parados de acordo com as instrucdes do fabricante, em
tubos de ensaio esterilizados a 120°C e 1 atm., durante
15 min, em autoclave Prismatec® CS. Os tubos conten-
do as bactérias foram incubados a 35°C por 24 h, se-
guindo para armazenamento em refrigerador mantido
entre 2 e 8°C para utilizagao posterior.

nio, 5 g.L'! de acetato de sédio, 0,10 g.L'! de sulfato
de magnésio, 0,05 g.L! de sulfato de manganés e
2 g.L't de fosfato dipotassico.

Cada meio teve o pH ajustado para 6,0 £ 0,05 com hi-
droxido de sdédio 10 M, utilizando potenciometro de
bancada Tecnal® TEC 5. Foram esterilizados a 120°C
e pressdo de 1 atm por 15 min em autoclave vertical
Prismatec® CS (75 L). Apds a esterilizacdo, cada meio
foi inoculado, sendo distribuidos 50 mL em cada 1 de
3 frascos erlenmeyers com capacidade para 250 mL,
resultando em uma concentragdo inicial de biomassa
Umida de 0,1 g.L. O processo fermentativo foi acom-
panhado a cada 24 h durante 72 h, em incuba¢dao em
estufa a 35°C sem agitacdo.
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Producdo de biomassa e de acido lactico

A concentracdo de biomassa foi analisada pela mas-
sa Umida obtida a cada tempo. Foram coletados
5 mL de amostra de cada frasco em tubos cbnicos
plasticos com capacidade para 10 mL. Centrifu-
gou-se a 450 g em centrifuga Centribio® 80-2B por
20 min. As massas foram aferidas em balanca ana-
litica Shimadzu® AW 220. Os sobrenadantes foram
armazenados para analises posteriores de pH, acido
lactico e agucares.

Para a estimativa da concentracdo de acido lactico
gerada pelos micro-organismos, utilizou-se a técni-

Concentragoes de aguicares

As concentragbes de agUcares redutores (AR) foram
obtidas pela reacdo com acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (MILLER, 1959), diluindo-se a 1:10 as amostras
dos sobrenadantes de cada meio de cultura em agua
destilada. Foram utilizados 1 mL das amostras diluidas
e 1 mL do reativo DNS. Apds aquecimento a 100°C por
5 min, completou-se o volume com 13 mL de dgua des-
tilada. A absorbancia de cada solu¢do foi mensurada
utilizando o analisador bioquimico semiautomatico
Quick-Lab® em comprimento de onda de 546 nm, com-
parando-se com a curva padrao de concentragdes de
glicose variando entre 0,0 e 3,125 g.L.

As concentragbes de glicose foram medidas a partir
de uma adaptacdo de Daudt e Simon (2001), utilizan-
do o método enzimatico BioTécnica®. As amostras dos
sobrenadantes de cada meio foram diluidas a 1:5 em
agua destilada. De acordo com as instrucdes de traba-
Iho do kit para analise clinica de glicose BioTécnica®, fo-
ram utilizados 10 pL de cada amostra diluida em 1 mL
da solugdo contendo as enzimas glicose oxidase e pe-
roxidase. As concentragdes de glicose foram obtidas a
partir do analisador bioquimico semiautomatico Quick-
-Lab® no modo absorbancia em comprimento de onda
de 505 nm, comparando-se com o padrao de glicose
fornecido no préprio kit BioTécnica®.

As concentrac¢des de frutose foram estimadas pela di-
ferenca entre as concentragdes dos compostos deter-
minados pela reacdo com DNS e as concentragdes de
glicose obtidas com o kit BioTécnica® de acordo com a
Equacgdo 1:
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ca de acidez titulavel em graus Dornic. Os sobrena-
dantes das amostras coletadas de cada meio de cul-
tura em seu respectivo tempo de incubacdo foram
diluidos 3 vezes (2 mL de amostra e 4 mL de agua
destilada) em Erlenmeyer de 100 mL com boca lar-
ga. Acrescentou-se 2 gotas de fenolftaleina alcodlica
a 1% e titulou-se com hidréxido de sddio 0,111 M,
fatorada com solucdo de biftalato de potassio, até
se obter uma coloragdo résea. De acordo com essa
metodologia, considera-se o volume de NaOH 0,111
M utilizado na titulagdo como o volume de acido lac-
tico contido na solugdo.

[frutose] = [AR] — [glicose] (1)

Na qual:

frutose = concentragdo de frutose em g.L';

AR = concentracdo de aglcares redutores em g.L', ob-
tida pela reagdao com DNS;

glicose = concentragdo de glicose em g.L?, obtida pelo
método enzimatico BioTécnica®.

As concentragdes de sacarose foram obtidas com rea-
¢Oes das amostras com reativo Seliwanoff, constituido
por 0,01% de resorcinol diluido em &cido cloridrico
a 50% (18,23 mol.L-), que estima a concentracdo de
cetoses, incluindo frutose. As amostras dos sobrena-
dantes de cada meio de cultura foram diluidas a 1:10
em agua destilada. Foram utilizados 0,250 mL de cada
amostra diluida e 1 mL do reativo Seliwanoff aquecidos
a 100°C por 20 min em banho-maria. As absorbancias
foram medidas em analisador bioquimico semiauto-
matico Quick-Lab® em comprimento de onda de 546
nm, apds resfriamento das amostras em banho-ma-
ria em temperatura ambiente. Os resultados das ab-
sorbancias foram comparados com curva padrdao com
concentragOes de sacarose entre 0,0e 1,0 g.L*. Como a
sacarose € um dissacarideo formado por aldose (glico-
se) e cetose (frutose), o reativo Seliwanoff reage tanto
com a sacarose quanto com a frutose. A partir das dife-
rengas encontradas entre as concentragdes de cetoses
pelo Seliwanoff e as concentra¢des de frutose estima-
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das, pode-se calcular as concentracdes de sacarose, de
acordo com a Equagdo 2.

(2)

[sacarose] = [cetoses] - [frutose]

Na qual:

sacarose = concentragdo de sacarose em g.L%;

cetoses = concentragdo de cetoses em g.L?, determina-
da pela reacdo com Seliwanoff; e

Parametros fermentativos

As analises de produtividade de biomassa de L.
plantarum CCT 0580 e de acido lactico foram cal-
culadas de acordo com as Equacgdes 3 e 4, respec-
tivamente:

QAP

At (3)

AX
A=At (4)

Nas quais:

Q, = produtividade de acido lactico em g.L*h™;

Qx = produtividade de biomassa de L. plantarum CCT
0580 em g.L'*h%;

AP = diferenga entre as concentragdes inicial e final de
acido lacticoem g.L';

AX = diferenca entre as concentragdes inicial e final de
biomassa de L. plantarum CCT 0580 em g.L'%;

At = diferencga entre o tempo final e o inicial em horas.

frutose = concentragdo de frutose em g.L?, obtida pela
Equagdo 1.

As concentragbes de AT foram calculadas a partir da
soma das concentracGes de aglcares redutores (obtidas
com DNS) com as concentragdes de sacarose. As analises
de produtividade de biomassa de L. plantarum e de acido
lactico foram calculadas pela diferenga entre as concen-
tracGes obtidas num tempo final e inicial da fermenta-
¢ao, dividida pelo tempo do intervalo considerado.

Os rendimentos da conversdo de AR em 4cido lactico e bio-
massa de L. plantarum CCT 0580 para cada meio testado
foram obtidos a partir das Equacbes 5 e 6, respectivamente:

y _AP

pISTAS (5)

y _AX

== 6
x/s AS ( )

Nas quais:

Yp/S = conversdo de substrato (AR) em acido lactico;

Y, = conversdo de substrato (AR) em biomassa de L.
plantarum CCT 0580;

AP = diferenca entre as concentragoes inicial e final de
acido lacticoem g.L'%;

AX = diferenca entre as concentragdes inicial e final de
biomassa de L. plantarum CCT 0580 em g.L'}; e

AS = diferencga entre as concentragdes final e inicial de

agUcares redutores em g.L™.

Custos operacionais efetivos e orcamentacao parcial

Para a andlise de custos operacionais efetivos e utiliza-
¢do da OP, foram orgados os pregos de todos os mate-
riais necessarios para a pesquisa entre agosto de 2015
e janeiro de 2016. Os valores obtidos em cada periodo
foram deflacionados com base no indice Geral de Pre-
¢os — Disponibilidade Interna (IGP-DI), publicado pela
Fundac¢do Getulio Vargas (FGV, 2016), adotando-se o
més de janeiro de 2016 como base para a correcao,
isso é, como base 100. Apds a correcdo dos valores
mensais, foram determinados os precos médios.
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Os custos operacionais efetivos (COE) para as produ-
¢Oes de biomassa de L. plantarum e acido lactico fo-
ram obtidos a partir dos custos variadveis, incluindo,
para a producdo de biomassa: melago, glicose (dex-
trose), MRS, ureia, peptona e extrato de levedura.
No caso da produgdo de dcido lactico, incluem-se,
além dos itens constituintes dos meios de cultura,
citados anteriormente, os custos com os reagentes
analiticos: NaOH, biftalato de potassio, fenolftaleina
e alcool absoluto.
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Para a realizacdo da orcamentacdo parcial, seguiu-se a
metodologia proposta por Noronha (1981). As receitas
incluiram a arrecadacdo de valores obtidos com a co-
mercializacdo dos produtos principais (L. plantarum e
acido lactico), considerando os valores médios deflacio-
nados encontrados no mercado, e do residuo dos meios
de cultura. Nessa etapa do trabalho, considerou-se

Anadlises estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente ca-
sualizado com trés tratamentos (meios de cultura) e
duas repeticGes. Os dados das amostras dos diferentes
tratamentos foram submetidos a analise de variancia

como modelo a producdo de biomassa de L. plantarum
CCT 0580 e 4acido lactico em meio GLIC, ja que a glicose
€ uma das fontes utilizadas na produgao de acido lactico
por fermentacdo (WANG et al., 2015). Foi realizada, em
complemento as analises, uma possivel substituicdo da
utilizacdo de glicose e melago por MRS.

(ANOVA) utilizando teste de Tukey ao nivel de signifi-
cancia de 5% de probabilidade (p = 0,05), a partir do
software Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011), utilizando plani-
Ihas de dados do BrOffice Calce 3.2.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo ao consumo de AR em cada meio testado,
houve diferenca significativa (p < 0,05) nas concentra-
¢Oes de AR em GLIC e MEL apenas nas primeiras 24 h.
Em MRS, houve diferenca até 48 h de incubacdo. Evi-
denciando a continuidade do processo fermentativo
em MRS por um tempo mais prolongado do que nos
meios GLIC e MEL. A Figura 1 apresenta os perfis de
consumo de AR, pH, produc¢do de biomassa e de acido
lactico em cada meio testado.

Analisando as concentragdes de sacarose no meio MEL,
verificou-se ndo haver diferenca significativa (p > 0,05)
entre as médias das concentracdes de sacarose ao lon-
go da fermentacao, indicando que as fontes de carbo-
no consumidas se referiam aos AR.

Apesar da maioria dos autores relatarem a preferéncia
pelo consumo de glicose em relacdo ao consumo de fru-
tose (SILVA et al., 2010; PAUCEAN et al., 2013; MOUSAVI
et al., 2013), houve diferenga significativa (p < 0,05) en-
tre as concentragdes de frutose nas primeiras 24 h, mas
nao houve diferengas significativas (p > 0,05) nas con-
centragOes de glicose ao longo do tempo de fermenta-
¢do, revelando o favorecimento do consumo de frutose.
Com base nos resultados, pode haver uma preferéncia
do L. plantarum CCT 0580 por AR ao invés da sacarose.
Vrancken et al. (2011) estudaram a produgdo de bio-
massa e de acido lactico por L. plantarum IMD0130201
isolado de trigo em diferentes pH. Todos os resultados
em pH variando entre 3,5 e 5,5 apresentaram um con-
sumo de sacarose, porém, somente apds um decrésci-
mo significativo de frutose e glicose.
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A Tabela 1 apresenta todos os resultados para o consu-
mo de AR e producdo de biomassa e de acido lactico.

As concentragbes de acido lactico no meio GLIC apre-
sentaram diferencas significantes (p < 0,05) até 48 h de
incubacdo. No meio MEL, as concentra¢des de acido
lactico variaram significativamente (p < 0,05) até 72 h
de incubacdo, excetuando-se o intervalo entre 24 e 48
h, que ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05)
(Figura 1 e Tabela 1). Em MRS, as concentra¢des de aci-
do lactico variaram significativamente (p < 0,05) até 72
h de incubacdo. As maiores concentracées de acido lac-
tico nos meios GLIC, MEL e MRS foram 0,9 ; 6,5 e 12,6
g.L?, respectivamente. Todos em 72 h de incubacao.

Demirci et al. (1998) testaram a producdo de acido lacti-
co em biorreator com L. plantarum e Lactobacillus casei,
utilizando como fonte de nitrogénio produtos de origem
animal e marinha, suplementados ou ndo com 1 g.L de
melaco, e encontraram concentracdes significativamente
maiores de acido lactico nos meios contendo melago de
cana-de-acucar, seja utilizando L. plantarum ou L. casei.

Coelho et al. (2011) estudaram a produgéo de acido lac-
tico por L. plantarum LMISM-6 utilizando melago, porém
hidrolisado com &cido sulftrico (H,SO,) 20%, resultando
em 100% de AR. Eles utilizaram melaco a 19,35% em
biorreator com capacidade de 4 L com agitacao de 150
rpm e a 35°C e chegaram a uma concentracdo de 94,8
g.L* de acido lactico. Com base nesse resultado, a hidré-
lise 4cida do melaco, convertendo sacarose em frutose e
glicose, aumenta a produtividade de acido lactico.
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Vargas et al. (2015) também observaram uma maior
producdo de acido lactico por L. plantarum CCT 0580
em MRS suplementado com melago a 5, 10 e 15%,
comparado com MRS sem suplementa¢do em 24 e
48 h de incubagdo a 35°C com agita¢dao de 150 rpm.
Essa diferenga chegou a 27% entre as concentragdes
obtidas com MRS suplementado com melago 15% em
48 h de incubacdo.

Foi observado um aumento significativo (p < 0,05) de bio-
massa de L. plantarum até as 48 h de cultivo no meio MRS
com concentragdo de 16,9 g.L'! (Tabela 1). Com o0 aumento
da concentragao de acido lactico, reduzindo o pH, e o con-

sumo — quase total — dos AR, o crescimento das bacté-
rias foi limitado, decrescendo com a morte de boa parcela
da biomassa em 72 h, que, lisadas, chegaram aos niveis de
concentragdo encontrados em 24 h (p > 0,05) (Figura 1).

Nos meios GLIC e MEL, as concentracGes de biomassa va-
riaram significativamente (p < 0,05) apenas entre o tempo
inicial e as primeiras 24 h, chegando ao maximo de concen-
tracdo de biomassa Umida igual a 3,00 g.L.* em 24 h e 7,59
g.Lt em 72 h, respectivamente. Assim, para os meios GLIC,
MEL e MRS, os tempos de incubagdo necessarios para a ma-
xima producdo de biomassa foram, respectivamente, 24, 72
e 48 h (Tabela 1).
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AR: aglcares redutores; GLIC: glicose; MEL: melago de cana-de-agticar; MRS: controle.

Figura 1 — Correlagdo entre o consumo de aglcares redutores e as produgées de biomassa de Lactobacillus plantarum CCT
0580 (X) e de acido lactico (P) nos diferentes meios testados: GLIC (A), MEL (B) e MRS (C). Em incubagdo de 35°C sem agitacgao.
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Feltrin et al. (2000) estudaram a producdo de biomas-
sa de L. plantarum ATCC 8014 comparando dois meios
contendo melagco com o meio MRS. Eles também ob-
servaram que a producdo de biomassa seca foi maior
em MRS (2,22 g.L'!) do que nos meios contendo melaco
(1,37 € 2,01 g.L') incubados a 35°C por 24 h com agita-
¢do de 150 rpm em fermentador de 3,5 L.

Quanto aos rendimentos, os maiores encontrados para
a producgdo de 4cido lactico foram em MRS, seguido
por MEL e GLIC. Esses resultados estdao de acordo com
o esperado, pois o MRS é produzido especificamente
para crescimento de Lactobacillus sp, contendo nu-
trientes em concentracdes ideais; e o melago contém,
naturalmente, outros nutrientes inorganicos tornando-
-0s mais nutritivos que o meio GLIC.

Entre os rendimentos de biomassa em 72 h, o meio a
utilizar mais eficientemente os acucares redutores foi o
GLIC, seguido por MEL e MRS, com diferengas significa-
tivas (p < 0,05). O maior rendimento até 72 h do meio
GLIC pode estar relacionado a sua menor producdo
de biomassa e 4cido lactico (Figura 1). Dessa forma,
o baixo consumo de aglcares redutores (2,2 g.L* em
72 h) foi praticamente convertido em biomassa. MRS,

mesmo sendo o tratamento testemunha, apresentou
o menor rendimento da conversao de agucares redu-
tores em biomassa por ter havido um decréscimo nas
concentragdes de biomassa entre 48 e 72 h (Figura 1).

A Tabela 2 apresenta os resultados dos parametros fer-
mentativos quanto aos rendimentos e produtividades.

Houve diferencas significativas (p < 0,05) nas produti-
vidades de acido lactico e de biomassa entre todos os
meios testados em 72 h de fermentacdo, ou seja, os
meios mais produtivos de acido lactico e biomassa fo-
ram, respectivamente, MRS, MEL e GLIC (Tabela 2).

Oliveira et al. (2009) estudaram a formacgdo de acido
lactico por L. casei utilizando melago de cana-de-agu-
car a 10% e hidrolisado por invertase incubados a 37°C
sob agitacdo de 100 rpm durante 48 h. A concentracao
de AR inicial foi de 21 g.L e, apds a hidrdlise, resul-
tou em 93,25 g.L'%. Eles encontraram maior rendimen-
to (0,76 g.g) e produtividade (1,22 g.L*.h) no meio
contendo melago suplementado com 2% de extrato de
levedura e 2% de peptona. Comparando com Oliveira
et al. (2009), para 48 h de fermentacdo, foram encon-
trados rendimento de 0,54 g.g! e produtividade de
0,10 g.L*.h' de acido lactico no meio MEL. Mesmo uti-

Tabela 1 — Valores médios das concentragdes de aglicares redutores, acido lactico e biomassa de
Lactobacillus plantarum CCT 0580, em g.L?, de acordo com os tempos de fermentag¢do a 35°C, sem agitagao.

Meios de cultura

AcUcares redutores

Tempo de fermentagdo

_oh | 2n | mh | 72h

GLIC 28,8+ 0,40 aA
MEL 28,5+ 2,3aA
MRS 20,8+ 2,43 aB
Acido lactico
GLIC 0,0 aA
MEL 0,0 aA
MRS 0,0 aA
L. plantarum
GLIC 0,1+0,0aA
MEL 0,1+0,0aA
MRS 0,1+0,0aA

24,8+ 0,87 bA
22,0+ 0,67 bB
7,8+£0,67 bC

0,6 + 0,0 bA
4,1+0,64 bB
7,4+0,21 bC

3,0£ 0,85 bA
7,13+0,21 bB
12,1+0,99 bcC

26,8+ 1,37 abA

19,3+ 0,46 bB
2,4£0,46 cC

0,9+0,0cA
5,0£0,21 bB
11,3%+0,21cC

2,4+0,76 abA
6,53+ 0,66 bA
16,9 = 3,54 cB

26,6 + 0,81 abA
17,1+0,18 bB
1,3+0,18 cC

0,9t0,0cA
6,510,211 cB
12,6 £0,42 dC

2,31 0,40 abA
7,59 £ 0,66 bB
9,2+0,28 bB

Valores referentes a cada grupo analisado (aglcares redutores, acido lactico e L. plantarum) seguidos por letras minusculas diferentes na mesma
linha e por letras maiusculas na mesma coluna representam diferencgas estatisticas significativas (p < 0,05). GLIC: glicose; MEL: melago de cana-

de-agucar; MRS: controle.
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lizando LAB diferentes, Oliveira et al. (2009) encontra-
ram maior produtividade e rendimento utilizando o
melacgo hidrolisado por invertase.

Silva et al. (2010) compararam a producéo de acido lacti-
co por L. casei utilizando melago de cana-de-agucar, fari-
nha de varredura, fécula de mandioca e frutose. O mela-
¢o, a farinha de varredura e a fécula de mandioca foram
hidrolisadas enzimaticamente e suplementados igual-
mente com 2% de peptona e 2% de extrato de levedura.
Todos foram mantidos em temperatura de 37°C e agita-
¢do de 100 rpm. Eles concluiram que a partir do melaco
houve maior producdo de 4cido lactico diante da carga
de nutrientes que esse, naturalmente, apresenta em re-
lacdo as demais fontes de carbono testadas por eles.

Feltrin et al. (2000) encontraram produtividades de bio-
massa de L. plantarum ATCC 8014 significativamente
diferentes (p < 0,05), sendo a produtividade em MRS
(0,086 g.L'.h?) superior aos meios contendo melaco
(0,077 e 0,050 g.L1.h?), todos em 24 h de incubacdo a
35°C com agitacdo de 150 rpm em fermentador de 3,5 L.

Neste trabalho, foi encontrada maior produtividade de
biomassa Umida de L. plantarum em 24 h de incuba-
¢do, também em MRS (0,500 g.Lt.h), seguido por MEL
(0,293 g.L1.h?) e GLIC (0,121 g.L™.h'). Assim como no
trabalho de Feltrin et al. (2000), foram encontradas di-
ferencas significativas (p < 0,05) nas taxas de producdo
de biomassa entre todos os meios testados em incuba-
¢do de 24 h (Tabela 2).

Para a analise dos COE para a producdo de acido lacti-
co, os resultados estdao apresentados na Tabela 3.

Analisando os custos de produc¢do, na condicdo de
laboratdrio, verificou-se que os maiores COE para a

producdo de acido lactico foram encontrados no meio
GLIC para todos os tempos de incubagdo (Tabela 3).
Isso porque, nesse meio, o rendimento de AR em acido
lactico foi o menor (Tabela 2). Logo, para a produgao
padronizada de 1 g, seriam necessarias maiores des-
pesas com 0s insumos para a preparacao do meio de
cultura em maior volume, comparado com 0s meios
MEL e MRS. Os menores COE foram encontrados no
meio MEL, que teve um rendimento de conversao de
AR em acido lactico maior que o meio GLIC e menor
gue o meio MRS (Tabela 3). No entanto, o meio MEL
apresentou menor custo com a fonte de carbono que o
meio MRS. Assim, os menores COE para a produgao de
acido lactico em GLIC (RS 16,37), MEL (RS 0,88) e MRS
(RS 4,47) foram, respectivamente, em 48, 72 e 72 h.
Os custos com a fonte de carbono tiveram a maior par-
cela do COE para a producdo de 1 g de acido lactico.
O MRS ndo é apenas uma fonte de carbono, é um meio
de cultivo elaborado especificamente para atender
demandas metabdlicas de Lactobacillus sp., contendo
suplementos. Por isso, nesse meio, ndao houve custo
com materiais dessa categoria. No meio MEL, a parcela
mais impactante nos custos refere-se as despesas com
suplementos, uma vez que o custo com a fonte de car-
bono (melago) foi praticamente nulo, representando
apenas 0,1% do COE.

Akerberg e Zacchi (2000) compararam os COE com os CT
das produgdes de acido lactico por fermentacao, utilizan-
do Lactococcus lactis ssp lactis ATCC 19435 em diferen-
tes concentragdes de glicose, e concluiram que os COE
representaram cerca de 80% do CT da producdo de acido
lactico. Demirci et al. (1998) comentaram que 0s meios
de cultura, incluindo as fontes de carbono, representa-
ram mais de 30% do CT da producdo de acido lactico.

Tabela 2 — Produtividades médias de acido lactico e de biomassa de Lactobacillus plantarum
CCT 0580 em g.L'*.h'* e rendimentos médios da conversdo de aglicares redutores em acido lactico e em biomassa de
Lactobacillus plantarum CCT 0580 em g.g*ao final de 72 h em incubacg&o a 35°C sem agita¢do nos meios GLIC, MEL e MRS.

Qp Yp/s 05(
(s.L.h?) (s-8) (g.L.h?)
GLIC 0,01a 0,40a 0,03a 0,98a
MEL 0,09b 0,52b 0,10b 0,60b
MRS 0,17c 0,64c 0,13c 0,46¢

Valores na mesma coluna seguidos por letras diferentes representam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05). Qp: produtividade média de
acido lactico; Qx: produtividade média de biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580; Yp/sz conversao de aglcares redutores em acido lactico; YX/S:
conversdo de agucares redutores em biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580 ; GLIC: glicose; MEL: melago de cana-de-agucar; MRS: controle.
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Gonzalez et al. (2007) estudaram os custos de produ-
cdo de acido lactico a partir do soro de leite, incluindo
todas as etapas da produgdo. Eles observaram que a
fermentacdo é responsavel por 50% dos custos anuais
da producdo de acido lactico a 50%, sendo 25% apenas
com extrato de levedura. Mais uma vez, os gastos com
meio de cultura tiveram o maior impacto na producao
de 4cido lactico utilizando um residuo agroindustrial
(soro de leite), corroborando o achado para o meio
MEL de 98,5% dos COE sendo com suplementos.

A Tabela 4 apresenta os resultados dos COE para a pro-
ducdo de biomassa.

Na avaliacdo dos COE para a producdo de 1 g de bio-
massa de L. plantarum a cada tempo de fermentacao
nos meios testados (GLIC, MEL e MRS), pode-se obser-
var que o meio MEL resultou nos menores COE em to-
dos os tempos de fermentacdo. Os custos mais eleva-
dos foram encontrados no meio GLIC (Tabela 4).

Ao se comparar as proporc¢des dos COE para producao
de biomassa de L. plantarum por categoria de insu-
mos, verificou-se que a maior parcela no meio GLIC
referiu-se a fonte de carbono (61,4% do COE). No
meio MEL, considerando o baixo custo com a fonte

de carbono, foram os suplementos os responsaveis
por quase a totalidade do COE, principalmente com
a peptona (47,9% do COE). Como o meio MRS, por
ja ser complexo, ndo foi suplementado, todo o COE
(100%) referiu-se a ele. Ndo foram obtidos custos com
reagentes analiticos na produc¢do de biomassa de L.
plantarum, pois na metodologia utilizada nao houve
necessidade de tais recursos.

De modo geral, Chaves (2015) comparou os custos
operacionais da producdo de polihidroxibutirato (PHB)
por Bradyrhizobium japonicum utilizando diferentes
fontes de carbono, dentre elas o melago. Ela consta-
tou que os custos com meios de cultura foram mais
representativos, principalmente os custos com extrato
de levedura (entre 24,82 e 46,96%). Segundo a autora,
os custos da utilizagdo do melaco (RS 3,35/g de PHB)
superaram os custos quando se utilizou sacarose (RS
2,86/g de PHB). No entanto, os custos com a utilizacdo
do melago foram menores do que com a utilizagdo dos
demais meios testados: sacarose < melago < glicerol <
soro de leite < lactose < glicose.

Mesmo sem suplementagdes que atendam ao maximo
desempenho nas fermentacgdes, aplicando o método da
OP, observou-se certa vantagem na substituicdo do MRS

Tabela 3 — Custos operacionais efetivos para a produgao, por grama,
de acido lactico em laboratério de acordo com os meios de cultura testados (GLIC, MEL e MRS).

72 h

Fonte de carbono
Suplementos

Ureia R$1,46 RSO,21 -

Peptona RS 4,52 RS 0,66 -

Extrato de levedura RS$ 3,44 RS 0,50 -

Subtotal R$9,42 RS 1,37 -
Reagentes analiticos

Hidroxido de sédio  R$ 0,10 RS 0,01 RS 0,01

Fenolftaleina R$S0,01 RS0,00 RSO0,00

Alcool absoluto R$0,03 R$0,00 R$0,00

Subtotal R$ 0,14 RS0,01 RS$0,01
Custo operacional efetivo

Total RS 24,55 RS 1,38 RS 7,60

R$ 14,99 R$0,00 R$7,59 RS$S10,00 R$SO0,00 R$4,97 RS$S10,00 RS$SO0,00 RS4,46

R$0,97 R$0,18 - R$0,97 R$0,13 -
R$3,01 R$0,54 - R$3,01 RS$0,42 -
R$2,29 R$0,41 - R$2,29 R$0,32 -
R$ 6,27 R$1,13 - R$ 6,27 R$0,87 -
R$0,06 R$0,01 R$0,01 R$O0,06 R$0,01 RSO0,00
R$0,01 R$0,00 R$0,00 R$0,01 R$0,00 RSO0,00
R$0,02 R$0,00 R$0,00 R$0,02 R$0,00 RSO0,00
R$0,09 R$0,01 R$0,01 R$0,09 R$0,01 RSO0,00
R$ 16,36 R$1,14 R$4,98 R$16,36 R$0,88 RS 4,46

USS 1,00 = RS 4,05. Cotacdo média do ddlar para o més de janeiro de 2016 (Banco Central do Brasil, 2016). GLIC: glicose; MEL: melaco de cana-

de-agucar; MRS: controle.
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e da glicose por melaco, tanto para a producdo de acido
lactico, quanto para a producdo de biomassa de L. planta-
rum CCT 0580. Todos os valores das simulacdes nas quais
o melago seria utilizado foram positivos (Tabela 5). As re-
ceitas obtidas com as producdes de acido lactico e de bio-
massa foram de RS 0,05 e RS 412,17, respectivamente.

A Tabela 5 apresenta os resultados das OP para as pos-
siveis substituicdes dos meios das fontes de carbono.

De acordo com os conceitos de quimica verde trazidos
por Torresi et al. (2010), a substituicdo de glicose por
melaco pode ser ambientalmente sustentavel, consi-
derando que a producgdo de 4cido lactico e de biomas-
sa de L. plantarum CCT 0580 foram maiores utilizando
melaco e apresentou COE menores.

Dessa forma, a Figura 2 apresenta um modelo de ecos-
sistema industrial com a incorporacao da producao de

Tabela 4 — Custos operacionais efetivos para a produgdo, por grama, de biomassa de
Lactobacillus plantarum CCT 0580 em laboratério de acordo com os meios de cultura testados (GLIC, MEL e MRS).

72 h

R$3,10 RS0,00 RS4,68 RS$395 RS000 RS3,34 RS4,09 RS0,00 RS6,17

Fonte de carbono
Suplementos

Ureia R$0,30 RS$O0,12 - R$ 0,38 RSO0,14 - R$ 0,40 RSO0,12 -
Peptona R$0,94 RS0,39 - R$ 1,19 RS0,42 - R$ 1,23 RS$S0,36 -
Extrato de levedura R$ 0,71 RS 0,29 - RS0,90 RSO0,32 = RS 0,94 RS$O0,28 -
Subtotal R$1,95 RSO0,80 - RS 2,47 RS$0,88 - R$ 2,57 RS0,76 -
Custo operacional efetivo
Total R$5,05 RS0,80 R$S4,68 R$S6,42 RS0,88 R$S3,34 RS666 RS0,76 RS$S6,17

USS 1,00 = RS 4,05. Cotacdo média do délar para o més de janeiro de 2016 (Banco Central do Brasil, 2016). GLIC: glicose; MEL: melaco de cana-
de-agucar; MRS: controle.

Tabela 5 — Orgamentagdo parcial simulando as substituicdes das produgdes, por grama de acido lactico e de
biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580 a partir das substituicdes de GLIC e MRS por MEL e a partir de GLIC por MRS.

Acido lactico Biomassa de L. plantarum

Meios alternativos Meios alternativos

MEL 24 h MEL 48 h MEL72 h m MEL48 h MEL72 h

Meios a serem
substituidos

GLIC24h RS 4,25 RS 4,25 RS 4,29 RS 23,17 RS 23,41 RS 23,67
GLIC48 h RS 5,62 RS 5,62 RS 5,66 RS 14,98 RS 15,22 RS 15,48
GLIC72 h RS 5,86 RS 5,86 RS 5,90 RS 14,98 RS 15,22 RS 15,48
MRS 24 h RS 3,88 RS 3,80 RS 3,92 RS 6,22 RS 6,46 RS 6,72
MRS 48 h RS 2,54 RS 2,46 RS 2,58 RS 3,60 RS 3,84 RS 4,10
MRS 72 h RS 5,37 RS 5,29 RS 5,41 RS 3,08 RS 3,32 RS 3,58
T e s | wnsran | wsaan | wsaan | wnsan |
GLIC24 h RS 0,37 RS 1,71 -R$ 1,12 RS 16,95 RS 19,57 RS 20,09
GLIC48 h RS 1,74 RS 3,08 RS 0,25 RS 8,76 RS 11,38 RS 11,90
GLIC72h RS 1,98 RS 3,32 RS 0,49 RS 8,76 RS 11,38 RS 11,90

Valores positivos significam alteragdo favordvel. Para verificar as simulagdes em sentido inverso, basta inverter os sinais dos valores. GLIC: glicose;
MEL: melago de cana-de-aglcar; MRS: controle.
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Figura 2 — Ecossistema industrial das usinas de cana-de-agticar com a possivel inclusdo das industrias de acido lactico e/ou de
probidticos. Por razées de simplificagdo, nao foram incluidas industrias de outras categorias que possam utilizar o etanol, o
acido lactico e Lactobacillus plantarum.

acido lactico e de L. plantarum utilizando o melago da
indUstria agucareira.

Quanto maior o aproveitamento de subprodutos e re-
siduos em uma cadeia industrial, de acordo com o mo-
delo da Figura 2, mais sustentavel serd sua producdo,
seja por: (1) utilizar uma fonte renovavel de carbono;
(2) gerar energia sustentavel para prépria industria e/
ou distribuidoras; (3) reduzir o lancamento de efluen-

tes em corpos d’agua e/ou solo; (4) baixar os niveis de
emissdo de CO,; (5) diminuir o consumo de matéria-pri-
ma, a cana-de-agucar, refreando as areas de cultivo; (6)
reduzir o consumo de agua, principalmente por res-
tringir o cultivo de cana-de-agucar; (7) conter os custos
econOmicos com a producdo, dentre outros. Todos es-
tes fatores colaboram para um desenvolvimento am-
biental, econdmico e socialmente sustentavel.

CONCLUSOES

As analises de producdo de dacido lactico revelaram
maior produtividade em 72 h de incubacdo para todos
0s meios testados: GLIC, MEL e MRS. No meio MRS, utili-
zado como tratamento controle, houve maior producao
em comparagdo aos demais meios. No entanto, no meio
MEL houve maior producdo em relacdo ao meio GLIC.

113

Quanto a producdo de biomassa Umida de L. plantarum
CCT 0580, verificou-se maior producdao no meio MRS
em 48 h de incuba¢do. Comparando os meios GLIC e
MEL, esses apresentaram maior producdo de biomas-
sa, respectivamente, em 24 e 72 h de incubacao, sendo
MEL mais produtivo do que GLIC.
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O meio MEL apresenta o menor custo operacional efeti- uso na substituicdo da glicose para producdo de acido
vo em escala laboratorial para a producdo de 1 g de bio- lactico e biomassa de L. plantarum CCT 0580, em escala
massa de L. plantarum CCT 0580 e de acido lactico, se- laboratorial. A partir desses resultados, sugere-se que
guido por MRS e GLIC, respectivamente. De acordo com novos trabalhos sejam realizados em escala industrial,
a OP, o melago é uma fonte economicamente viavel para para verificar a rentabilidade real dessa substituicdo.
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