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RESUMO

O melaco de cana-de-agucar € um subproduto da inddstria agucareira rico em acucares e
outros nutrientes. Utiliza-lo como matéria prima para a fabricacdo de outros produtos pode ser
ambientalmente e economicamente sustentavel, por ser uma fonte de carbono renovavel, o
que ja vem sendo observado, principalmente, na sua utilizacdo na producédo de etanol. Dentro
do conceito de quimica verde, residuos ou subprodutos de processos industriais podem servir
de insumos para a fabricacgio de novos produtos, barateando-os e 0s tornando
ambientalmente, economicamente e socialmente sustentaveis. Neste trabalho, estudaram-se as
producdes de acido lactico e de biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580 utilizando
fontes de carbono diferentes: glicose e melago. O acido lactico € um &cido organico com
diferentes utilizacdes: producdo de biopolimeros (polilactato), producdo de alimentos
(acidulante), producédo de cosméticos e medicamentos. Ja os L. plantarum CCT 0580, podem
servir como probidticos, ser utilizados na producéo de alimentos fermentados, na producdo de
antibioticos (plantaricinas). Com base nos resultados dos processos fermentativos comparados
com a incubacdo em meio MRS, como controle, foram realizadas analises de custos utilizando
a técnica de orcamentacéo parcial (OP), para comparar os custos operacionais efetivos (COE)
encontrados na producdo, em escala laboratorial, de acido lactico e de biomassa de L.
plantarum CCT 0580, utilizando as diferentes fontes de carbono. As fermentagGes dos
acucares por L. plantarum CCT 0580 foram acompanhadas por 72h, com intervalos de 24h.
Os resultados mostraram a maxima concentracao de acido lactico para cada meio ao final das
72h, sendo 0 meio MRS mais produtivo, seguido pelo meio contendo melago (MEL) e glicose
(GLIC), respectivamente: 12,6 +0,42 g.L?, 6,5 +0,21 g.L™ e 0,9 +0,0 g.L". Os COE
encontrados para estas producfes, em escala laboratorial, foram, respectivamente: R$ 4,46,
R$ 0,88 e R$ 16,36. Para as concentragcdes de biomassa imida de L. plantarum CCT 0580, as
maiores concentracfes foram obtidas em tempos de fermentacdes diferentes, contudo, 0 meio
MRS foi 0 mais produtivo, seguido novamente pelos meios MEL e GLIC, respectivamente:
16,9 +3,54 g.L™ (48h), 7,59 +0,66 g.L™* (72h) e 3,0 +0,85 g. L™ (24h). Os COE por grama de
biomassa produzida, em escala laboratorial, de acordo com o tempo de maxima producdo,
foram respectivamente: R$ 3,34, R$ 0,76 e R$ 5,05. Diante dos resultados encontrados, pode-
se perceber maior producdo de &cido lactico e de biomassa com menor COE a partir do
melaco, quando comparado com os COE a partir das produgdes utilizando glicose. Os
resultados encontrados nas OP mostraram ser vantajosas as substitui¢cbes de glicose e MRS
por melago para a producdo de &cido lactico e de biomassa, independente do tempo de
fermentacéo.

Palavras-chave: Custos de producéo, fermentacéo, residuos agroindustriais, sustentabilidade.



ABSTRACT

The sugarcane molasses is a byproduct of the sugar industry rich in sugars and other nutrients.
Use it as raw material for the manufacture of other products can be environmentally and
economically sustainable, as a renewable source of carbon, which has already been observed,
especially in its use in ethanol production. In the concept of green chemistry, waste or by-
products of industrial processes can serve as inputs for the manufacture of new products,
cheapening them and making them environmentally, economically and socially sustainable. In
this work, lactic acid production and biomass Lactobacillus plantarum CCT 0580 were
studied using different carbon sources: glucose and molasses. Lactic acid is an organic acid
with different uses: biopolymers (polylactate), food production (acidulant), production of
cosmetics and drugs. Since the L. plantarum CCT 0580 can serve as probiotics, to be used in
the production of fermented foods, in production of antibiotics (plantaricin). Based on the
results of fermentative processes, compared to incubation in MRS, as control, cost analyzes
were performed using the partial budgeting technique (PB), to compare the effectives
operating costs (EOC) found in lactic acid and biomass L. plantarum CCT 0580 productions,
in laboratory scale, using different carbon sources. Fermentation of sugars by L. plantarum
CCT 0580 were accompanied by 72h, 24h intervals. The results showed maximum
concentration of lactic acid to each medium in 72 hours, being the most productive MRS
medium followed by media containing molasses (MEL) and glucose (GLIC), respectively:
12,6 +0,42 g.L !, 6,5 +0,21 g.L™" e 0,9 0,0 g.L™. The EOC found for these productions, in
laboratory scale, were: R$ 4,46, R$ 0,88 e R$ 16,36. For wet biomass concentrations of L.
plantarum CCT 0580, higher concentrations were obtained at different fermentation times,
however, the MRS medium was the most productive, followed again by MEL and GLIC
mediums, respectively: 16,9 +3,54 g.L™ (48h), 7,59 +0,66 g.L™ (72h) e 3,0 +0,85 g. L™ (24h).
The EOC per gram of biomass produced in laboratory scale, according to the time of
maximum production, were as follows, respectively: R$ 3,34, R$ 0,76 e R$ 5,05. Considering
the results, there was increased production of lactic acid and biomass with lower EOC from
molasses compared to the EOC from productions using glucose. The results found in PB
proved advantageous glucose and MRS substitutions for molasses to lactic acid and biomass
productions, irrespective of the fermentation time.

Keywords: Agro-industrial waste, fermentation, production costs, sustainability.
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1 INTRODUCAO

A infinitude de recursos naturais foi uma das impressdes que levaram ao avan¢o da
Revolucdo Industrial no final do século XVIII e inicio do XIX, principalmente na Inglaterra.
A extragdo de recursos naturais foi acentuada para alavancar as produgfes em grande escala,
porém, sem planejamento e conhecimento adequados para evitar impactos ambientais,
econdmicos e sociais nunca vistos até aquele momento. Tanto se produzia, tanto se poluia.

N&o muito tempo depois das novas instalacdes industriais, habitantes de cidades
periféricas (rurais) comegaram a migrar para as cidades com desenvolvimento em ebulicéo.
Houve de fato um aumento de renda entre os trabalhadores, mas também uma segregacédo
social com intensa marginalizacdo (VANDERMOTTEN, 2010). Ainda na atualidade
convivemos com estes problemas em virtude de um desenvolvimento econémico desenfreado,
mesmo tendo conhecimento suficiente para planejar novas a¢des de forma mais equilibrada.

Problemas de salde comegaram a aparecer em decorréncia do aumento da poluicao
ambiental e a chamar atencdo das autoridades, cientistas e filésofos da época. Ndo pela
condicdo de vida dos cidaddos como prioridade, mas pelas quedas nas produgdes industriais e
agropecuérias (REES, 1993).

Em 1972, ficou conhecido o desenvolvimento sustentavel, um conceito que veio a
trazer novos olhares para os padrdes de producdo industrial. Ele prevé a preservacdo dos
recursos naturais ao mesmo tempo em que se tem o desenvolvimento econdmico e social.
Desta forma, o desenvolvimento sustentavel consiste em um desenvolvimento capaz de
atender as demandas sociais, politicas e econdmicas da sociedade atual sem impactar
negativamente sobre as necessidades das futuras geragdes (UN, 1972).

Uma das novas abordagens, que visam o desenvolvimento sustentavel, surgiu na
industria quimica: a quimica verde. Neste sentido, as industrias quimicas devem buscar novas
metodologias mais econdmicas e ambientalmente sustentaveis, dentre elas, a busca por
insumos mais produtivos e baratos (TORRESI; PARDINI; FERREIRA, 2010).

Um exemplo bem eficaz de quimica verde pode ser vislumbrado na producéo de
biocombustiveis e energia que utilizam recursos renovaveis para a producdo de biodiesel,
etanol e energia elétrica. Na producdo de etanol, por exemplo, o0 melago obtido na cadeia
produtiva das usinas de acucar é aproveitado na fermentacdo, produzindo um etanol com
menor custo de producdo e ambientalmente mais sustentavel quando comparado com a

utilizacdo restrita da matéria-prima, a cana-de-acucar (PIACENTE, 2005). Isto, porque o
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melago é um subproduto da producéo de agUcar e sua utilizagdo na producéo de etanol reduz a
demanda por cana-de-agucar, resultando em maior aproveitamento das fontes de carbono.

Outro exemplo, mais recente, trata da producdo de acido lactico. Inicialmente sua
producdo industrial por sintese quimica era obtida a partir de derivados de petréleo, ha
algumas décadas, este processo passou a ser dominantemente biotecnolédgico por fermentacéo
de acucares. Ja que, anualmente, cerca de 3,5 bilhGes de toneladas de residuos agroindustriais
sdo produzidos no mundo (JHON; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007), diferentes residuos
agroindustriais tem sido associados a producdo de A&cido lactico utilizando recursos
sustentaveis, dentre eles 0 melaco, evitando o desperdicio de matéria organica e inorganica
que seriam descartadas na natureza (VISHNU; SEENAYYA; REDDY, 2002; JHON;
NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).

Na producdo biotecnoldgica de acido lactico, faz-se necessario um tipo bacteriano
capaz de transformar as moléculas fontes de carbono em acido lactico. Dentre estes
organismos, encontramos diversas bactérias produtoras de acido lactico. Os Lactobacillus sp
fazem parte deste grupo e incluem o Lactobacillus plantarum, uma bactéria utilizada na
producdo de alimentos fermentados ou como probidtico (MAZZEO et al., 2012; HU et al.,
2013).

Diante deste cenario, torna-se relevante estudar novas possibilidades de producgéo de
acido lactico e de biomassa de L. plantarum CCT 0580 utilizando o melago de cana-de-
acucar, uma vez que nao héa na literatura cientifica trabalhos descrevendo o metabolismo desta
bactéria, especificamente. Além da importancia em caracterizar os parametros fermentativos,
uma comparacao entre 0s custos operacionais efetivos justifica-se pela suposta substituicdo de
uma fonte de carbono ja utilizada por melago.

Com base no principio da sustentabilidade que prevé o atendimento a demanda
econdmica das sociedades sem prejudicar o desenvolvimento das geragdes futuras, seria entdo
possivel produzir acido lactico concomitantemente a producéo de L. plantarum CCT 0580,
utilizando melaco de cana-de-agucar como fonte de carbono sustentavel? Sera que, de fato,
seria vantajosa a substituicdo dos agUcares ja utilizados na cadeia produtiva de acido lactico
por melaco, considerando o0s custos operacionais efetivos encontrados em ambos 0S
processos? Para elucidar estas questfes, foram realizados experimentos em escala
laboratorial, visando comparar as producdes de &cido lactico e biomassa de L. plantarum CCT
0580 em meios de cultura contendo glicose e melago. Os resultados encontrados foram
submetidos a andlises de custos operacionais efetivos e orcamentacdes parciais.
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Caso as solucOes das questbes acima sejam positivas, pode tratar-se de uma nova
metodologia aplicavel ao conceito da quimica verde, uma vez que reduziria 0 consumo de
matéria-prima nobre por utilizar um subproduto de outra industria, tornando este trabalho
associavel a linha de pesquisa em Tecnologias para Aproveitamento de Residuos do Programa
de Pos-graduacdo em Tecnologia Ambiental (PGTA) da Escola de Engenharia Industrial
Metalurgica de Volta Redonda na Universidade Federal Fluminense (EEIMVR-UFF).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a producdo de &cido lactico e de biomassa bacteriana de Lactobacillus
plantarum CCT 0580 em diferentes meios de cultura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisar as producdes de &cido lactico e biomassa de L. plantarum CCT 0580,
utilizando melago de cana-de-acucar e glicose como fontes de carbono, tendo 0 meio MRS
como controle.

o Comparar o0s parametros fermentativos, produtividade e rendimento da
producdo de &cido l4ctico e de biomassa de L. plantarum CCT 0580, utilizando melaco de
cana-de-acucar e glicose como fontes de carbono, sendo o meio MRS um controle.

o Quantificar os custos operacionais efetivos da producdo de acido lactico e
biomassa de L. plantarum CCT 0580, utilizando melagco de cana-de-agucar, glicose e meio
MRS.

. Comparar, pela técnica da orcamentacdo parcial, as relacdes custos-beneficios
da substituicdo da glicose e MRS por melago nos diferentes tempos da fermentacdo (24h, 48h
e 72h).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 SUSTENTABILIDADE

A racionalidade humana conferiu habilidades que permitiram a obtencdo de
alimentos e ferramentas extraindo matérias-primas da natureza, sem que ela muitas vezes
pudesse se recuperar. Atualmente, percebe-se que esta relacdo entre homem e natureza nos
traz problemas quanto a disponibilidade finita dos seus recursos, bem como as consequéncias
ambientais que esta forma de relagéo predativa pode acarretar.

Observou-se, principalmente ap6s a revolucdo industrial, a polui¢do do ar, da agua e
do solo. A época, a producdo de bens de consumo era vista como desenvolvimento
econémico, tal como hoje. No entanto, problemas de salude decorrentes da grande producao
industrial e seus impactos ambientais comecaram a chamar atencdo dos cidadaos, cientistas e
das autoridades governamentais.

Em 1972, foi realizada a Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Meio Ambiente

Humano, em Estocolmo, gerando a Declaracdo de Estocolmo, que em seu item 4 ressalta:

“In the developing countries must direct their efforts to development, bearing in
mind their priorities and the need to safeguard and improve the environment. For the
same purpose, the industrialized countries should make efforts to reduce the gap
themselves and the developing countries.” (UN, 1972).

Naquela época, paises em desenvolvimento tinham maiores desafios sociais para
alcancar o desenvolvimento sustentavel, uma vez que a maior parcela de sua populacdo sofria
com problemas socioecondmicos graves, como: falta de saneamento basico, caréncia de
alimentos, educacéo precéria etc. Tais problemas tornavam estes paises reféns das atividades
extrativistas e outras que impactavam diretamente o ambiente em que viviam. Ja nos paises
industrializados, desenvolvidos, o principal fator impactante era a poluicdo ambiental
provocada pela produgdo industrial, que se utilizava das exploracBes nos paises em
desenvolvimento.

Ainda na Declaracdo sobre o Ambiente Humano de 1972, surgiram as prerrogativas
para um desenvolvimento ambiental equilibrado, como pode ser visto em seu primeiro
principio:

“Man has the fundamental right to freedom, equality and adequate conditions of life,
in an environment of a quality that permits a life of dignity and well-being, and he
bears a solemn responsibility to protect and improve the environment for present and
future generations. In this respect, policies promoting or perpetuating apartheid,
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racial segregation, discrimination, colonial and other forms of oppression and
foreign domination stand condemned and must be eliminated.” (UN, 1972).

Percebe-se a inclusdo do homem no ambiente e sua relacdo com o mesmo. A
preocupacao, no entanto, é com a preservacao deste ambiente para aquela geragéo, bem como
as geracOes posteriores, incluindo a atual e as futuras. Ressalta também, como os problemas
socioeconémicos estdo interligados a problematica ambiental, sendo impossivel desvencilha-
los.

O termo desenvolvimento sustentavel, incorporando as prerrogativas da Declaracédo
de Estocolmo, foi discutido em 1987 pela Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e
Desenvolvimento, presidida por Gro Harlem Brundtland, ex-primeira ministra da Noruega.
Como resultado desta comissdo, surgiu o documento Nosso Futuro Comum ou Relatorio
Brundtland. Neste documento, as definicBes basicas para desenvolvimento sustentavel séo
estabelecidas:

“Believing that sustainable development, which implies meeting the needs of the
present without compromising the ability of future generations to meet their own
needs, should become a central guiding principle of the United Nations,
Governments and private institutions, organizations and enterprises. [...] the critical
objectives for environment and development policies which follow from the need for
sustainable development must include preserving peace, reviving growth and
changing its quality, remedying the problems of poverty and satisfying human
needs, addressing the problems of population growth and of conserving and

enhancing the resource base, reorienting technology and managing risk, and merging
environment and economics in decision-making.” (UN, 1987).

Desta forma, o desenvolvimento sustentavel consiste em um desenvolvimento capaz
de atender as demandas sociais, politicas e econdmicas da sociedade atual sem impactar
negativamente sobre as necessidades das futuras geracGes. N&o é possivel, sob este aspecto,
separar 0s desenvolvimentos econdémico e tecnologico dos desenvolvimentos sociais e
politicos, como ja previa a Declaracéo de Estocolmo de 1972.

Em 1992, no Rio de Janeiro, durante a Rio 92, foi realizada outra Conferéncia das
Nacdes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento. Nela, foi elaborado o documento
intitulado “Agenda 217, que determinava acdes para reducdo de problemas ambientais para o
século XXI, tais como: a emissdo de gases do efeito estufa, de energia a partir de recursos ndo
renovaveis (petroleo e carvdo mineral), extragdo de matéria prima ndo renovavel, dentre
outros.

Torresi, Pardini e Ferreira (2010), chamaram a atencdo para a problematica do

desenvolvimento ambiental ser preocupacdo de todos os cidaddos e, para isto, inclui
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mudangas culturais da populacdo que deve estar consciente de sua importancia para a
preservacdo ambiental. No caso das industrias quimicas, assunto deste trabalho, algumas
preocupacOes podem ser citadas a fim de mitigar os impactos ambientais causados por elas ou

pelo consumo de seus produtos.

“[...] @ Quimica pode trazer o ponto de equilibrio para este desenvolvimento melhorando
os produtos de consumo com novos materiais mais adequados, além de novos métodos
de produgdo de farmacos e produtos quimicos intermediarios, ambientalmente
recomendaveis. [...] Devem ser pesquisadas novas reagdes mais eficientes, visando a
diminuicdo da quantidade de rejeitos gerados e o uso de reagentes mais baratos e menos
toxicos.” (TORRESI; PARDINI; FERREIRA, 2010).

Neste contexto, a quimica verde vem contribuindo para reduzir os impactos
ambientais de sua cadeia produtiva por meio da ecologia industrial. A ecologia industrial
ocorre pela integracdo dos principios da ciéncia, da engenharia e da ecologia em sistemas
industriais para que a geracdo de produtos e servigos prestados minimizem o impacto
ambiental e otimizem a utilizacdo de recursos, energia e capital (MANAHAN, 2006).

Tal como ecossistemas bioldgicos, o sistema produtivo de uma industria ecolégica
funciona de forma ciclica considerando todos os aspectos da prestacdo de bens e servicos,
desde a concepcdo, passando pela producdo, e para o destino final dos produtos
remanescentes apoOs terem sido utilizados. Funciona através de grupos de interesses
industriais, distribuidores e outras empresas trabalhando em busca de beneficio mutuo, usando
0s produtos uns dos outros, potenciais residuos e utilizacdo de energia da forma mais eficiente
possivel (MANAHAN, 2006).

As industrias que utilizam cana-de-agucar como matéria-prima, por exemplo, podem
ser classificadas em 3 categorias: (1) indUstrias agucareiras, cujo produto principal é o agucar
de mesa (sacarose); (2) induastrias alcooleiras, produzem essencialmente etanol; e (3)
indUstrias sucroalcooleiras, as quais produzem tanto aglcar quanto etanol (GOPAL;

KAMMEM, 2009). A figura 1 mostra a propor¢do destas industrias no Brasil.
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Figura 1: ProporcOes das agroindustrias de cana-de-actcar no Brasil (BNDES; CGEE, 2008).

Além da producdo de aclcar e de etanol, pode-se produzir energia a partir da
combustdo da biomassa de cana-de-acucar (palha e bagaco). No Brasil, em 2014, foram
utilizadas 58,5 milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-agUcar na geracdo de energia
térmica e elétrica, correspondendo a 36,4% de toda biomassa produzida (EPE, 2015a). Esta
utilizacdo representou 15,7% da energia obtida no pais em 2014. (EPE, 2015b). A figura 2
apresenta a relacdo de producdo energética por categorias produtivas no Brasil em 2014.

Uranio; 1,30% Outras ndo

Carvdo mineral; e
renovaveis; 0,60%

5,70%

Lenha e carvao
vegetal; 8,10%

Lixivia e outras

renovaveis; 4,10%

Figura 2: Propor¢des das producgdes de energia por categoria de insumos no Brasil em 2014
(EPE, 2015b).
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Em relacdo a producdo de energia elétrica, em 2014, no Brasil, a biomassa originaria
de cana-de-acUcar, lenha, lixivia e outros, representou 7,9% de toda producdo. A figura 3,

evidencia as proporc¢des das categorias de fontes de energia na matriz elétrica brasileira.

2,0%
2,5% [
3,2% o[

M Hidraulica

B Gas natural

M Biomassa

M Derivados do petréleo
m Carvdo e derivados
 Nuclear

Edlica

Figura 3: Matriz elétrica brasileira, evidenciando as proporcGes das utilizacbes das fontes
energia elétrica (EPE, 2015b).

Além do bagago, nas inddstrias agucareiras e sucroalcooleiras ha formacdo de um
subproduto rico em carboidratos, 0 melago. As industrias sucroalcooleiras aproveitam o
melago, produzido na obtencdo do acUcar, para produzir o etanol por meio de fermentagédo
(PIACENTE, 2005; SEBRAE, 2008). Neste processo, 0 bagaco da cana-de-agucar pode ser
utilizado como fonte energética por combustdo para a destilagdo do etanol e para a
concentragdo do acglcar (GOPAL; KAMMEM, 2009). A produgdo de etanol,
consequentemente gera a vinhaca como um residuo, que pode ser aproveitado como adubo
nos canaviais.

Tal producdo evidencia um ecossistema industrial no qual, um subproduto (melago) e
residuos (bagaco e vinhacga) sdo aproveitados na geracao de produtos comercializaveis: etanol
e energia elétrica. Pode-se, entdo, caracterizar as industrias sucroalcooleiras como industrias
ecologicas.

No entanto, qual o destino do melago nas industrias agucareiras?

Além de ser aproveitado nas industrias sucroalcooleiras e alcooleiras, 0 melago pode
ser utilizado como suplemento de ra¢cdes de gado, ser comercializado como adogante natural,
utilizado como fonte de carbono para a producdo de bioplastico a partir da fermentacdo em
acido lactico, dentre outros fins. Ou seja, outras industrias podem utilizar este subproduto das
inddstrias agucareiras, fechando o ecossistema industrial.
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A figura 4 ilustra o ecossistema industrial formado entre as industrias de cana-de-

acucar.
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Figura 4: Ecossistema industrial evidenciando a dependéncia dos “organismos” envolvidos:
industrias acucareira, alcooleira e sucroalcooleira.

Confirma-se a partir destas premissas que o aproveitamento do melago como fonte
de carbono nas fermentacGes alcoodlica e lactica pode reduzir o consumo de matéria-prima
(cana-de-acucar), reduzindo concomitantemente as despesas com energia e outros insumos
para seu cultivo, além de diminuir a emissdo de gases do efeito estufa.

No caso da fermentacdo lactica, assunto central deste trabalho, seus produtos, acido
lactico e biomassa de Lactobacillus plantarum, podem ainda ser aproveitados por outras
industrias farmacéuticas e alimenticias, aumentando o niimero de “organismos” participantes

deste ecossistema industrial. E o que sera discutido nos proximos topicos.
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3.2 CARACTERIZAGAO DO Lactobacillus plantarum ccT 0580

Buscou-se neste trabalho, comparar a producdo de biomassa de bactérias da espécie
Lactobacillus plantarum (L. plantarum) e &cido lactico (&cido lactico) utilizando-se diferentes
meios de cultura e fontes de carbono. Neste capitulo, serdo abordados temas gerais sobre estas

bactérias, caracterizando sua filogenia, seu metabolismo e suas utilizagdes comerciais.

3.2.1 Caracterizacdo filogenética

Lactobacillus € um género de bactérias constituido por mais de 125 espécies e
subespécies de bactérias classificadas como Bactérias de Acido Lactico (LAB), sendo gram-
positivas, ndo formadoras de esporos, catalase-negativas, desprovidas de citocromos,
estritamente fermentativa com &cido lactico sendo o principal produto das fermentacGes
(VRIES et al., 2006). A figura 5 apresenta a &rvore filogenética de algumas LAB, em
destaque, o L. plantarum.

Como uma LAB tipica, L. plantarum, é de habito anaerdbico, porém tolerante a meio
aerdbico e adaptada a meios acidos (VRIES et al., 2006; PANESAR et al., 2007). A espécie
L. plantarum é heterofermentativa facultativa, isto é, produz majoritariamente acido lactico ao
final do catabolismo de carboidratos, mas em determinadas condi¢es de cultivo, podem
produzir acido acético ou etanol (PANESAR et al., 2007; MAZZEO et al., 2012). Encontrada
em diversos tipos de vegetais, carne e produtos lacteos fermentados, L. plantarum tem
desenvolvido mecanismos de resposta molecular complexos, que a permite sobreviver em
condicBes de estresses ambientais: oxidacdo, aquecimento e refrigeracdo, acido/basico, alta

osmolaridade/desidratagdo, caréncia nutricional entre outros (MAZZEO et al., 2012).
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Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus sakei
Pediococcus inopinatus
Lactobacillus casei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus fructivorans

Lactobacillus oris
Lactobacillus vaginalis

Lactobacillus panis
Lactobacillus pontis
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus mucosae

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus crispatus
Lactobaciflus delbrueckii

Laclobacillus gasseri

Baciflus subtilis

Figura 5: Relacdo filogenética de Lactobacillus plantarum em relagdo a outras Bactérias de
Acido Léctico (LAB). Fonte: VRIES et al. (2006).

3.2.2 Metabolismo do Lactobacillus plantarum

Diferentes fatores afetam o crescimento de LAB em meio de fermentacdo. Além de
necessidades nutricionais complexas, a temperatura, 0 pH, a concentracdo de agUlcares e a
concentracdo acido lactico sdo fatores importantes que influenciam o crescimento de
Lactobacillus sp (EITEMAN; RAMALINGAM, 2015).

Existe uma temperatura 6tima na qual a taxa de crescimento € a mais elevada e que
depende das caracteristicas do micro-organismo utilizado, bem como das condicdes
ambientais. Quando a temperatura do meio é superior aquela adequada para um crescimento
6timo, a atividade microbiana é substancialmente reduzida pela desnaturacdo provocada em
suas enzimas e 0s micro-organismos podem, eventualmente, morrer (PANESAR et al., 2007).
Se a temperatura, no entanto, for menor, as velocidades das reacdes enzimaticas nas células
microbianas podem ser reduzidas, levando ao crescimento minimo ou nulo. A temperatura
ideal para o crescimento de LAB varia entre 30°C e 45°C de acordo com as espécies. Em
relacdo a temperatura Otima, a maioria dos lactobacilos é mesoéfila. No entanto, L.
acidophilus, L. bulgaricus e L. thermophilus podem ser considerados termofilicos, uma vez
que a producdo de acido lactico por fermentacdo pode ser realizada a temperaturas

comparativamente elevadas. Em fermentacGes utilizando thermophilus a temperatura de 45°C
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ou mais elevada pode ser mantida. No entanto, para outras espécies de lactobacilos, tais como
L. paracasei e L. lactis, uma temperatura entre 30°C e 32°C sédo as ideais, respectivamente
(ADAMBERG et al. 2003). Eiteman e Ramalingam (2015) comentaram que a escolha por um
micro-organismo termotolerante reduz a contaminacéo por outros ndo tolerantes se cultivados
em temperaturas elevadas.

A concentracdo de ions de hidrogénio do ambiente durante a fermentacdo também
afeta o crescimento microbiano e a taxa de producéo de &cido lactico. O pH afeta, pelo menos,
dois aspectos das células microbianas: o funcionamento das suas enzimas e o transporte de
nutrientes dentro da célula. Ele pode, também, limitar a sintese de enzimas metabdlicas
responsaveis pela sintese de novo protoplasma, uma vez que afeta 0 RNA e a sintese proteica
(PANESAR et al., 2007). Desta forma, a producéo de acido lactico ao reduzir o pH do meio
de cultivo, limita o crescimento e metabolismo do L. plantarum, sendo necessaria a correcdo
do pH, que pode ser feita com adigdo de NaOH. No entanto, a geragdo de cations Na™ limita o
metabolismo das LAB, podendo ser utilizados KOH ou Ca(OH),. Assim, de acordo com
Eiteman e Ramalingam (2015), a producdo biotecnolégica depende de dois aspectos do
micro-organismo relacionados ao pH: sua tolerancia a baixo pH e a elevacdo da concentracdo
de cétions.

A fermentacdo é eficiente na oxidacdo de carboidratos acoplada a fosforilacdo em
nivel de substrato através da via glicolitica de Embden—Meyerhof (Figura 6A). O L.
plantarum é uma espécie de bactéria heterofermentativa facultativa, isto é, prioritariamente
produz, a partir de hexoses, um racemo de acido lactico (VIJAYAKUMAR; ARAVINDAN;
VIRUTHAGIRI, 2008; CHRAMOSTOVA et al., 2014). Porém, no metabolismo de pentoses
e outros nutrientes energéticos, a via metabdlica depende de fosfocetolase e seus produtos
podem ser: &cido lactico, etanol ou &cido acético (Figura 6B) (PANESAR et al., 2007,
WOUTERS et al., 2013). A figura 6 evidencia as duas vias metabdlicas das bactérias lacticas

heterofermentativas facultativas.



Glicose
ATP
ADP
Glicose-6-fosfato
NAD*

NADH+H+6 fosfool
NaDt & ostogluconato

NADH+H" o,
Ribulose-5-fosfato

Xilulose-5-fosfato
Pi

Gliceraldeido-3-

NAD" ——o50_
1
NADH+H4—] -~
1.3-bifosfoglicerato

Diidroxiacetona-fosfato

Gliceraldeido-3-

]
NADH:H4—TF

30

ATP D

3-fosfoglicerato

2-fosfoglicerato

"‘\._.HE 0
Fosfoenolpiruvato

ADP
ATP D
Pinuvato
NADH 1-H;’—_>
NAD

Lactato

1,3-bifosfoglicerato
ADP

ATP
3-fosfoglicerato

2-fosfoglicerato

;0

Fosfoenolpiruvato
ADP

ATP %

rato
NADH+H*

NAD Lactato

Glicose
B ATP

ADP
Glicose-6-fosfato
MNAD*

N,-E\DH+H"6 fosfocl
NAD® & ostogluconato

NADH+H® €0,
Ribulose-5-fosfato

Xillose-5-fosfato

Gliceraldeido-3-

Pi
/K‘ Acetil-fosfato U

ADP  ATP

Acetato

fosfato CoA- SH—-—-\‘_. Pi
NADT ————] f Pi
NADH+H*4— . Acetil-CoA
1.3-bifosfoglicerato NADH+H CoA-SH
ADP NAD™
Acetaldeido
ATP
3-fosfoglicerato NADH +H+Dl
+,
NAD Etanol
2-fosfoglicerato
_‘—"‘—J-l 20
Fosfoenolpiruvato
ADP
ATP Pinrvato
MADH+H®
NAD Lactato

Figura 6: Vias metabdlicas de oxidacdo anaerdbica da glicose. (A) homofermentativa e (B)
heterofermentativa com formacdo de etanol e/ou acetato. De acordo com Eiteman e
Ramalingam (2015), pode ser utilizado NADP* ou NAD" na formacéo de 6-fosfogluconato e

ribulose-5-fosfato.

Outra condicdo também pode ter como produto final o acetato. Em baixa

disponibilidade de glicose e tendo disponibilidade de O,, L. plantarum converte lactato em

acetato produzindo dioxido de carbono (CO,), perdxido de hidrogénio (H,O2) e um mol de

ATP adicional para cada mol de lactato convertido (figura 7). Nestes casos, por serem

catalases-negativas, 0 aumento da concentracdo de H,O, torna-se toxico, limitando o
crescimento e o metabolismo de L. plantarum (QUATRAVAUX et al., 2006).
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Figura 7: Vias de conversdo de lactato em acetato por Lactobacillus plantarum. EMP, Via
Embden—Meyerhof Parnas; LDH, lactato desidrogenase; POX, piruvato oxidase; PDH,
piruvato desidrogenase; PFL, piruvato formato liase; PTA, fosfotransacetilase; AK, acetato
quinase. Fonte: QUATRAVAUX et al. (2006).

Em muitas células, o transporte de sacarose, glicose e frutose pela membrana
plasmética requer o acoplamento a um sistema fosfotransferase especifico (PTS) para cada
um destes carboidratos, simultaneamente acoplados a fosforilagdo do carboidrato por
fosfoenolpiruvato, havendo algumas excecdes (TARANTO; VALDEZ; PEREZ-MARTINEZ,
1999; NAUMOFF; LIVSHITS, 2001). Nestes casos, a concentracdo de fosfato disponivel
regula a glicdlise: baixas concentracdes de fosfato tendem a inibi-la, principalmente em altas
concentragOes de glicose. (EITEMAN; RAMALINGAM, 2015). O transporte de frutose por
PTS-frutose, no entanto, ndo depende da concentragdo de protons, especialmente em
condigdes acidas (TARANTO; VALDEZ; PEREZ-MARTINEZ, 1999).

Kleerebezem et al. (2003) encontraram, ao estudar o genoma de Lactobacillus
plantarum WCFS1, diferentes genes para PTS, sendo possivel a utilizacdo de sacarose,

glicose e frutose por estes transportadores.
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3.2.3 Utilizagdo de Lactobacillus plantarum

Tais bactérias podem ser utilizadas para fins relativos a satde humana e animal, a
industria alimenticia e também a reducéo de impactos ambientais.

Uma das principais razdes de sua utilizacdo é a producdo de bacteriocinas, peptideos
antimicrobianos produzidos nos ribossomos de bactérias. Em especial, as LAB sdo utilizadas
para a producdo em grande escala de bacteriocinas sendo consideradas Geralmente
Reconhecidas como Seguras (Generally Recognized as Safe - GRAS) (HU et al., 2013).

As bacteriocinas produzidas por LAB séo divididas em quatro classes de acordo com
as caracteristicas bioquimicas, massa molecular e resisténcia ao calor (KLAENHAMMER,

1993 apud HU et al., 2013). A tabela 1 apresenta, resumidamente, esta classificacao.

Tabela 1: Classificacdo de bacteriocinas de acordo com Klaenhammer (1993) apud HU et al.
(2013).

Massa A
Natureza Presencade  Resisténcia
Classe Molecular Tamanho o L5
quimica Lantionina ao calor
(kDa)
I <5 Peguenas Peptideos Presente Estaveis
] <10 Peguenas Peptideos Ausente Estaveis
I > 30 Grandes Proteinas Ausente Instaveis
v > 30 Grandes Lipoproteinas Ausente Instaveis

/glicoproteinas

Plantaricina, bacteriocina produzida por LAB, principalmente L. plantarum, é
agrupada na classe Il, podendo ser classe Ila, apenas uma cadeia peptidica; ou Ilb, com duas
cadeias peptidicas (MALDONADO et al., 2002; VAN REENEN et al., 2003; SOLIMAN et
al., 2011).

Hu et al. (2013) estudaram a producéo de uma bacteriocina por L. plantarum 163, a
plantaricina 163, e obtiveram resultados significativos no espectro antimicrobiano contra
algumas bactérias gram-positivas e também negativas. A tabela 2 apresenta a relagdo de

micro-organismos com o crescimento inibido por plantaricina 163.
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Tabela 2: Espectro de acdo antimicrobiana de plantaricina 163. Néo foi observada agédo
antimicrobiana contra os fungos: Penicillium notatum, Aspergillus niger e Rhizopus nigricans
(HU et al., 2013).

Classificacao das bactérias de acordo com
a complexidade estrutural de seus
envoltorios

Bacterias com crescimento inibido por
plantaricina 163

Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenes
Bacillus pumilus
N Bacillus cereus
Gram-positivas Micrococcus luteus
Lactobacillus thermophilus
Lactobacillus rhamnosus

Escherechia coli
Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens

Por possuir acdo antimicrobiana, plantaricinas — assim como outras bacteriocinas —
podem ser utilizadas como antibioticos em caso de infeccbes bacterianas patogénicas
resistentes a outros farmacos (SOLIMAN et al., 2011).

Alem de servir como farmaco, a plantaricina é produzida também pelos L. plantarum
encontrados na microbiota intestinal, tornando possivel considerar tais bactérias como
probidticos. A Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization — WHO) e a
Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (Food and Agriculture
Organization of the United Nations — FOA) definem probidticos como “micro-organismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio para o
hospedeiro” (FAO; WHO, 2006)

Vries et al. (2006) discutiram sobre a funcéo probiotica dos L. plantarum. De acordo
com seu trabalho, LAB sdo encontradas naturalmente no intestino humano e, quando
ingeridas, podem se estabelecer mais adequadamente reduzindo a flatuléncia, formando bolos
fecais mais macios e controlando as comunidades de outras bactérias anaerdbicas
enteropatogénicas ou simbioticas gragas a acao de bacteriocinas.

Cunningham-Rundles et al. (2000) estudaram a resposta imune em  criangas
expostas, congenitamente, ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que foram tratadas
com L. plantarum 299v liofilizados administrados uma vez ao dia. Lactobacillus plantarum
299v foi capaz de colonizar o trato digestivo destas criancas e os resultados preliminares

mostraram um aumento no peso e resposta imune especifica, tornando-as menos susseptiveis
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as diferentes doencas que acometem os portadores de HIV, inclusive tratando candidiase
esofagica e diarréia cronica.
A figura 8 ilustra a utilizacdo do L. plantarum como probidtico como produto

comercializavel.

Lactobacillus

Plantarum
D
Probiotics®
Inner Bowel Support
L. Plantarum
B Dietary Supplement
g‘ ) Patented BIO-tract® Delivery / DH‘: -
30 veggie capsules S
)

Figura 8: Exemplos de produtos comercializaveis como probidticos compostos por
Lactobacillus plantarum.

L. plantarum sdo utilizados na industria de alimentos fermentados a base de leite,
vegetais e carnes. A presenca destes micro-organismos limita o desenvolvimento de outros
que possam deteriorar tais alimentos na prateleira. Isto acontece pela (1) producdo de acido
lactico que diminui o pH do meio, restringindo as acdes de micro-organismos sujeitos a estas
variacdes; (2) pela competicdo por nutrientes entre os L. plantarum e 0s outros micro-
organismos; (3) pela producéo de bacteriocinas, que como visto, possui acdo antimicrobiana
contra diversos micro-organismos; e (4) pela producédo de perdxido de hidrogénio (H.O,) que
afeta o desenvolvimento de bactérias catalase-negativas. (ABEE; KROCKEL; HILL, 1995;
VRIES et al., 2006; QUATRAVAUX et al., 2006; WOUTERS et al., 2013). Em muitos casos,
0 uso industrial e artesanal destes lactobacilos, além de proporcionar maior tempo de
conservacgdo, promove também melhoras no sabor e na textura dos alimentos fermentados
(WOUTERS et al., 2013), como nas diferentes condi¢des de aeracdo, porque a formacéo de
diferentes aromas e gostos em alimentos fermentados é criticamente dependente do equilibrio
entre as concentracdes de acidos organicos volateis (acetato) e ndo-volateis (lactato) em
conjunto com o nivel de agucar (ADLER-NISSEN; DEMAIN, 1994; LEJEUNE et al., 2004).
Na figura 9, estdo representados alguns alimentos em que se utliza L. plantarum como micro-

organismo fermentador, atribuindo propriedades aos alimentos descritas no paragrafo anterior.
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Figura 9: Alimentos em conserva contendo Lactobacillus plantarum. A fotografia a esquerda
refere-se a conserva de azeitonas.

Para o meio ambiente, bons resultados estdo sendo obtidos com L. plantarum para a
absorcdo e isolamento de cadmio, um metal pesado que pode contaminar 0 meio ambiente
(HAO; REISKE; WILSON, 1999). Além desta aplicabilidade, L. plantarum podem ser mais
eficazes que outras LAB na clarificacdo do melaco e de &guas residuais, uma funcéo
importante para permitir a entrada da luz nos corpos d’agua contaminados para que as micro e
macroalgas possam realizar fotossintese, permitindo o fluxo de energia no ambiente aquéatico
(TONDEE; SIRIANUNTAPIBOON, 2008).

No proximo topico, apresentam-se as propriedades do melago, que o tornam uma

fonte eficaz de nutrientes para o metabolismo de L. plantarum.
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3.3 MELACO

O melaco é um subproduto das industrias agucareiras rico em nutrientes. Consumido
em natura, € bastante adocicado e utilizado em substituicdo ao proprio actcar comercial por
algumas pessoas, sendo encontrado com facilidade em lojas para produtos naturais. Serdo
abordados neste capitulo a produgdo do melago, suas caracteristicas fisico-quimicas e suas

diversas utilizacBes. A figura 10 mostra o melago como produto comercial.

Figura 10: Fotografia de um frasco de melaco comercial.

A Agéncia Nacional de Vigilancia em Sanitaria (ANVISA) na resolugdo da
Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA) n° 12, de 1978, definiu
melago como: “o liquido que se obtém como residuo de fabricagdo do agucar cristalizado, do
melado ou da refinacdo do agucar bruto”. Diferenciando-o do melado: “liquido xaroposo
obtido pela evaporacgdo do caldo de cana (Saccharum officinarum) ou a partir da rapadura, por
processos tecnologicos adequados” (BRASIL, 1978).

O melaco é rico em acucares fermentesciveis e alguns componentes inorganicos,
principalmente, potassio, ferro e nitrogénio. Desta forma, o melago tem sido muito estudado
como fonte de energia para processos fermentativos, como a producdo de &cido lactico e
etanol (FELTRIN et al., 2000, OLIVEIRA; BUZATO; HAULY, 2005; SILVA et al., 2005;
SEBRAE, 2008; Xu; Xu, 2014). As caracteristicas nutricionais do melago podem variar de
acordo com a safra da cana-de-agUcar que o originou, com o processo de obtencdo, dentre
outros fatores, normalmente apresentando proteinas, vitaminas, oligoelementos e minerais,
dentre eles Ca, Fe, Mg, Se, Br e Cr (COSTA et al., 2000). A tabela 3 apresenta as
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concentracbes de acucares encontradas em melagos utilizados em diferentes trabalhos,
ilustrando a diversidade nas concentragGes de alguns nutrientes, nestes casos, de agucares.

Tabela 3: Concentracbes de agucares encontrados em melacos utilizados em trabalhos
diferentes.

Concentracéo de

Concentragéo de Concentragéo de

Trabalhos sacarose (%) a(;l]care(s%()edutores acucares totais (%)
Fgg:ig;éggge 33,78 14,72 48,5
Hgﬁbﬁiglé\zlggg)e S0 16 66
Ol s o
Ortiz et al. (2012) 42 7 49

3.3.1 Producéo do melago

O melaco de cana-de-acUcar é produzido em industrias agucareiras e sucroalcooleiras a
partir da producdo de caldo de cana-de-acUcar, numa proporcao de 40 a 60 kg por tonelada de
cana processada (PIACENTE, 2005), sendo produzido por ano cerca de 18 milhdes de
toneladas de melaco (OLIVEIRA et al., 2009). O processo produtivo destas industrias inclui
algumas etapas até a obtencdo do melaco: (1) moagem da cana, (2) purificacdo do caldo, (3)
concentracdo do caldo e (4) turbinagem.

1- A moagem consiste na extracdo do caldo de cana-de-agUcar a partir de sua

compressdo em grandes moendas. Esta etapa do processo gera, alem do caldo, o

bagaco que pode ser utilizado como fonte energética para incineradores da propria

usina.

2- Apos a extracdo do caldo, este € purificado por peneiramento e clarificagdo

quimica com anidrido sulfuroso, que retira impurezas grosseiras e precipita impurezas

menores, respectivamente. A purificacdo gera o caldo rico em sacarose e as impurezas
formam a torta de filtro, um residuo.

3- A concentracdo do caldo da-se pelo aquecimento e consequente evaporagao

da agua, cristalizando espontaneamente a sacarose contida no caldo.
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4- O caldo concentrado passa entdo pela turbinagem, uma centrifugacdo que
separa 0s cristais de sacarose do restante do caldo: o0 mel. O mel é recirculado até que
ndo se obtenha quantidades satisfatorias de cristais de sacarose. Ap0s todo 0 processo,

0 mel que nédo é mais aproveitado forma o melaco (PIACENTE, 2005).

O melago contem pigmentos melanoidinas formados pela combinagdo de
aminoacidos e aclcares em altas temperaturas e baixa atividade de agua nas etapas de
concentracdo do caldo. Tondee e Surianuntapiboon (2008) estudaram a clarificagdo do melacgo
por Lactobacillus plantarum PV71-1861 e obtiveram bons resultados, de até 68,12%. Caso o
melaco seja descartado, deve passar um tratamento que reduza a concentracdo de
melainodinas. Porém, no Brasil, a maior parte do melaco é reaproveitada em industrias

sucroalcooleiras e alcooeleiras.

3.3.2 Utilizagdo do melago

O melaco da cana-de-acucar € utilizado principalmente na producdo de etanol nas
indUstrias sucroalcooleiras, mas também pode ser utilizado em outros segmentos como:
nutricdo animal, como complementacdo nutricional de bovinos (AYALA; TUN, 1991);
producdo de alimentos, por exemplo, na fabricacdo de casquinhas de sorvete; indlstria de
papel e celulose no fabrico de papeldo; na producdo de ceramicas e tijolos, protegendo-os
contra as altas temperaturas dos fornos; em fundicGes, na confeccdo de moldes de fundicdes
(MELACOS BRASILEIROS, 2014), dentre outras utilizagdes. A figura 11 ilustra as
diferentes utilizagdes do melago.
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Figura 11: Utilizacdo do melaco da canade-agucar em diferentes segmentos, em sentido
horario: agropecuéria, alimentos, papel e celulose, fundicdo e ceramica.

Devido a sua maior importancia na produgdo de etanol, serdo discutidos a seguir
alguns aspectos da utilizacdo de melaco na cadeia produtiva de etanol.

Partindo da extracdo do caldo de cana-de-agucar, na moagem, podemos simplificar o
processo de produgdo de etanol em mais seis etapas: (1) preparo do mosto, (2) preparo do
fermento, (3) fermentagéo, (4) destilacdo, (5) retificacdo e (6) desidratagéo.

1- O mosto é um meio liquido rico em aglcares fermentesciveis, pode ser
originado do caldo extraido na moagem — principalmente em usinas autbnomas — ou
do melago — mais comum em usinas de alcool anexas as usinas de aglcar. Este mosto
recebe nutrientes fundamentais ao metabolismo das leveduras que serdo utilizadas na
fermentacdo: nitrogénio e fésforo. Além disso, tem seu pH ajustado.

2- O preparo do fermento consiste na elaboracdo do concentrado de leveduras
Saccharomyces cerevisiae, fungos unicelulares, mais conhecidos como fermento
bioldgico, adicionado em meios de cultura favoraveis ao seu metabolismo. Pode se
definir esta fase como a preparacgéo do indculo.

3- A fermentacdo inicia-se com o acréscimo das leveduras ao caldo a ser
fermentado. A fermentagdo alcodlica consiste na transformacdo de agUcares, neste
caso sacarose, em etanol e CO,. Com duas reacOes adicionais a via de Embden—
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Meyerhof Parnas (ou glicolise). A figura 12 apresenta via EMP com as reacles
adicionais para a fermentacédo alcoolica.

4- A destilagdo consiste na extracdo dos componentes volateis do caldo
fermentado (vinho). Parte das leveduras € reaproveitada em outra etapa fermentativa e
0 restante pode ser comercializado como suplemento proteico para nutrigdo animal.

5- Na purificagdo ou retificacdo, obtém-se o &lcool bruto apés uma segunda
destilacédo do vinhoto.

6- Na desidratacdo, outra destilacdo acontece com adi¢do de benzol. Agora,
etanol atinge maior concentracdo, sendo obtido o alcool anidro utilizado como
biocombustivel, por exemplo (PIACENTE, 2005).

As figuras 13 e 14 apresentam, respectivamente, as etapas de producéo de etanol em

usina sucroalcooleira e alcooleira.
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Figura 12: Via de Embden-Meyerhof Parnas com as reacdes adicionais para a formagéo de

etanol.
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Figura 13: Melaco na cadeia produtiva de etanol anexado a producéo de agucar, industria
sucroalcooleira. Adaptado de Piacente (2005).
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Figura 14: Melago na cadeia produtiva de etanol em usina alcooleira. Adaptado de Piacente,

(2005).

Discute-se no proximo capitulo, a producdo de &cido lactico a partir do melago como

alternativa de atividade industrial sustentavel por reduzir os insumos ao utilizar um

subproduto da cadeia produtiva do agucar, tal como tem sido usado na producao do etanol.
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3.4 CARACTERIZAGAO DO ACIDO LACTICO

O é&cido lactico ¢ um 4&cido organico, obtido a partir de processos quimicos ou
biotecnologicos a partir de derivados de petroleo e de agUcares, respectivamente, tendo
utilidades diversas nas industrias de varios segmentos. Neste capitulo, serd abordada a
caracterizagdo do acido l4ctico, suas formas de produgdo e utilizagao.

Com férmula molecular C3HgO3, 0 &cido lactico, também denominado &cido 2-
hidroxipropionico ou acido a-hidroxipropionico, é amplamente distribuido na natureza e, em
solugdo, apresenta-se como o anion lactato. Pode ser encontrado como isémeros opticos D (-)
ou L(+) (PANESAR et al., 2010; MARTINEZ et al., 2013; EITEMAN; RAMALINGAM,
2015). A figura 15 apresenta projecdes de Fischer de ambos 0s isdmeros.

De acordo com Martinez et al. (2013) as propriedades fisico-quimicas do acido
lactico incluem: (1) carécter acido, em meio aquoso; b) reatividade bifuncional associado com
a presenca de um grupo carboxila e um grupo hidroxila, o que lhe confere grande

versatilidade de reacdo; e c) atividade Optica assimétrica do carbono 2 (C2).

0] 0
| [l
s C
P s
HO C - C OH
> OH HO
H H
,C % /C
B” H HY oy
Isdmero L(+) Isdmero D(-)

Figura 15: Projeces de Fischer dos isémeros L(+) e D(-) da molécula de acido lactico
(MARTINEZ, 2013).

3.4.1 Producéo de &cido latico

O é&cido lactico pode ser produzido por sintese quimica ou por fermentacdo
microbiana (fermentacéo lactica). A sintese quimica da-se a partir de insumos petroquimicos
(lactonitrilo) e produz um racemo formado pelos isomeros D(-) e L(+)-acido lactico. Em
contrapartida, a partir da fermentacdo de compostos organicos, pode-se gerar D(-)-acido
lactico ou L(+)-4cido lactico a depender do micro-organismo fermentador. H4, também, a
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possibilidade de se obter um racemo na fermentagdo (HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000; VISHNU; SEENAYYA; REDDY, 2002; ABDEL-RAHMAN;
TASHIRO; SONOMOTO, 2011), como no caso em que se utiliza Lactobacillus plantarum
(VIJAYAKUMAR; ARAVINDAN; VIRUTHAGIRI, 2008; CHRAMOSTOVA et al., 2014).

3.4.1.1 Sintese quimica

A sintese quimica de &cido lactico € baseada principalmente na hidrolise de
lactonitrilo por &cidos fortes, que fornecem apenas a mistura racémica de D(-) e L(+)-&cido
lactico. Outras vias de sintese quimica para o &cido lactico incluem: (1) a degradacdo de
acucares catalisada por base (base-catalyzed); (2) a oxidacdo de propilenoglicol; (3) a reacédo
do acetaldeido, mondxido de carbono e agua a temperaturas e pressdes elevadas; (4) a
hidrélise de acido cloropropandico, e (5) oxidacdo de propileno por acido nitrico, entre outros.
Nenhuma destas rotas levou a técnica e processos economicamente vidveis (JHON;
NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).

3.4.1.2 Producéo biotecnoldgica

Aproximadamente 90% da producdo de &cido lactico em todo o mundo sdo obtidos
por fermentacdo bacteriana, por ser mais rentavel que a producao quimica (HOFVENDAHL,;
HAHN-HAGERDAL, 2000; COELHO et al., 2010; WANG; TASHIRO; SONOMOTO,
2015). Isto pode ser favorecido pela possibilidade de se produzir &cido lactico via
fermentacdo de diferentes residuos ou subprodutos das agroindustrias, que normalmente sdo
ricos em fonte de carbono fermentaveis. Estas matérias-primas tém custos bem menores que
os agUcares purificados, sejam, glicose, frutose, sacarose e outros, mais utilizados nestes
processos. Dentre os possiveis residuos e subprodutos que podem ser utilizados na producao
bioldgica de acido lactico, estdo: melaco da cana-de-agucar, soro de leite, bagaco de cana,
bagaco de mandioca, amido de batata, trigo, cevada e cenoura (VISHNU; SEENAYYA;
REDDY, 2002; JHON; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).

A producdo por fermentacdo oferece grandes vantagens em relacdo a producédo
quimica, uma vez que: os substratos para a fermentacdo tém baixos custos, a temperatura para
fermentacdo € baixa e 0 consumo de energia € menor, além da producdo de residuos ser
reduzida e com menor potencial contaminante (JHON; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007).
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Existem diferentes tipos de processos fermentativos. A tabela 4 apresenta as

vantagens e desvantagens de alguns deles.

Tabela 4: Vantagens e desvantagens dos principais processos fermentativos utilizados na
producdo de acido lactico (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOQOTO, 2013).

Processo Fermentativo

Vantagens

Desvantagens

Fermentacdo em batelada

Fermentacdo em batelada
alimentada

Fermentacao repetida

Fermentagéo continua

- operagéo simples

- alta concentracdo de
produto

- risco de contaminacgéo
reduzido

- evita o problema de
inibicdo por substrato
- alta concentracdo de
produto

- fermentacdo em menor
tempo

- economia de trabalho

- altas taxas de crescimento
- cultura principal curta

- alta produtividade

- controle das taxas de
crescimento

- menor frequéncia de
interrupcao do processo

- baixa produtividade
- inibic&o por substrato
e/ou produto final

- inibicéo pelo produto
final

- dificuldade na conducao
do projeto ideal

- exigéncias de
equipamentos especiais ou
linhas de conexdes
especiais utilizados para a
concentracdo de células

- utilizacdo incompleta da
fonte de carbono

Diferentes micro-organismos utilizados em fermentac6es podem produzir o isdmero

D (-), outros o isdbmero L(+) e outros podem produzir ambos. Diferente da producdo quimica
qgue produz apenas o racemo. As enzimas acido lactico (ou lactato) desidrogenases sdo
responsaveis por reduzirem o acido pirdvico a acido lactico (figura 4A). Se um micro-
organismo possuir a enzima D-acido lactico desidrogenase, produzird a forma D(-)-acido
lactico, se possuir a enzima L-acido lactico desidrogenase, produzird a forma L(+)-acido
lactico e se possuir ambas as enzimas, produzira um racemo de &cido lactico contendo ambos
os isdbmeros (D e L) (JHON; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007; HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000; SILVA, 2011; MARTINEZ et al., 2013, EITEMAN; RAMALINGAM,
2015). O L. plantarum se encontra no grupo dos micro-organismos que possuem ambas as
enzimas, portanto, produz um racemo de isdmeros de acido lactico.

A tabela 5 apresenta 0s micro-organismos e o(s) referente(s) isdbmero(s) de acido

lactico por eles produzido(s).
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Tabela 5: Relacdo dos micro-organismos utilizados em processos fermentativos para obtengédo
de seus respectivos isdbmeros de &cido lactico. (VISHNU; SEENAYYA; REDDY, 2002;
ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013; MARTINEZ et al., 2013).

) . Isbmero de acido lactico
Micro-organismo

produzido

Bactérias

Lactobacillus lactis L(+)

Lactobacillus casei L(+)

Lactobacillus rhamnosus L(+)

Bacillus coagulans L(+)

Corynebacterium glutamicum D(-)

Lactobacillus amylophilus L(+)

Lactobacillus plantarum L(+) e D(-)
Fungos

Rhizopus oryzae L(+)

Como o metabolismo das bactérias lacticas pode ser limitado pela reducédo do pH, na
producdo biotecnoldgica, este deve ser controlado por adicdo de bases (NaOH, KOH ou
Ca(OH),). No caso de utilizagdo de NaOH, o0 aumento nas concentragdes de Na* podem inibir
a fermentacdo, sendo necessaria sua remocdo para continuidade da producdo (EITEMAN;
RAMALINGAM, 2015).

Wang, Tashiro e Sonomoto (2015), explicaram que a relacdo entre a fonte de
carbono e a fonte de azoto (C/N) é um dos fatores que mais afetam a producdo de acido
lactico. Para uma relagdo C/N adequada capaz de elevar a conversdo do substrato em acido
lactico, os meios podem ser complementados com fontes complexas de azoto, por exemplo,
extrato de levedura, peptona, e extrato de carne. Uma producdo significativamente maior
ocorre quando suplementado com extrato de levedura, no entanto, este insumo eleva os custos

da producéo.

3.4.2 Utilizag&o industrial do &cido l4ctico

O isdmero D(-) ndo é assimilavel pelo organismo humano, desta forma, os isdmeros
D(-) e L(+) tém destinos diferentes nas industrias, dentre elas as industrias de biopolimeros.
Nelas, a estereoespecificidade do produto é influenciada pelas
aplicacdes pretendidas de &cido lactico. O polimero racémico e D(-) ou L(+)-polilactato
diferem uns dos outros nas suas propriedades fisicas. A presenca de D(-) ou L(+)-acido
lactico com maior pureza 6ptica no polilactato (homopolimeros) confere maior ponto de fuséo
e cristalinidade ao passo que o polimero racémico (heteropolimero) é amorfo (WANG;
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TASHIRO; SONOMOTO, 2015). Os seres humanos e 0s animais tém apenas L-lactato
desidrogenase (L-LDH) que degrada os compostos derivados de L(+)-&cido lactico, por
conseguinte, D(-)-acido lactico se acumula no sangue, resultando em problemas de salde,
como aciduria — reducdo do pH sanguineo — e/ou descalcificacdo (VISHNU; SEENAY YA,
REDDY, 2002).

Assim, L(+)-acido lactico é utilizado preferencialmente pelas industrias alimenticias
e farmacéuticas, sendo utilizado na producdo de biopolimeros para préteses a partir da
polimerizacdo do acido lactico, formando o poliacido lactico ou polilactato (PLA)
(POYATOS et al., 2011), constituintes de fios para suturas cirlrgicas, stents para
procedimentos cardiovasculares, em procedimentos odontoldgicos, entre outros (JHON;
NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007). A figura 16 apresenta alguns exemplos de utilizacdo do
PLA.

T
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Figura 16: Utilizacdo do polilactato na industria médica, exemplificada pelo fio de sutura
(imagem superior a direita) e um stent (imagem inferior a direita), e na industria de plasticos e
embalagens biodegradaveis (imagem a esquerda).

Segundo Evangelista e Nicolov (1996), eram produzidos cerca de 36 mil toneladas
de acido lactico em todo o mundo por ano. Segundo Hofvendahl e Hégerdal (2000), a
producdo anual mundial alcangou 80 mil toneladas. Cerca de 70% a 85% de todo o &cido
lactico produzido destina-se a industria alimenticia, principalmente na producgéo de queijos e
iogurtes (EVANGELISTA; NICOLOV, 1996; JHON; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2007
MARTINEZ et al., 2013). A figura 17, apresenta alguns alimentos nos quais possuem 0

acido lactico em suas formulagGes, agindo como acidulante.
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Figura 17: Exemplos de alimentos que contém &cido lactico como acidulante.

Na industria farmacéutica, o &cido lactico é utilizado na producdo de cosméticos por
ser um hidratante e inibir a proliferacdo de micro-organismos, além de ser utilizado na
producdo de drogas para tratamento de osteoporose (MARTINEZ et al., 2013). Encontram-se,
na figura 18, exemplos de produtos cosméticos e de higiene, cujas composic¢des incluem o

acido lactico.
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Figura 18: Produtos cosméticos e de higiene pessoal com &cido lactico em suas constituicdes.

Com os mercados de acido lactico e de probidticos cada vez mais crescentes, faz-se
necessaria uma andlise de custos utilizando diferentes matérias primas, assim como, uma
analise de mercado mais detalhada. No proximo item, serdo abordados assuntos referentes a
andlise de custos de uma forma geral e a analises de mercado referentes aos produtos obtidos

a partir do acido lactico e de L. plantarum.
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3.5 ANALISES DE CUSTOS E DE MERCADO

Um dos objetivos deste trabalho requer analisar os custos para as producdes de acido
lactico e de biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580, por isso, neste capitulo, seréo
abordados alguns conceitos relevantes sobre analises de custos, bem como uma breve analise
de mercado destes produtos.

De acordo com Dubois, Kulpa e Souza (2009), um empreendimento deve ser
administrado focando em suas fungdes basicas: planejamento, execucdo e controle. A
rentabilidade e a liquidez de uma empresa dependem de uma gestdo competente que garanta
tais funcoes.

A partir de alguns métodos e roteiros especificos, podem-se planejar os trabalhos
para qualquer tipo de empreendimento. O planejamento é um processo de acdes coordenadas
com objetivos especificos. Apds o planejamento, cabe executa-lo, colocando suas atividades
em andamento. Durante a execugao, a empresa buscaré aproveitar de forma mais responsavel
0s recursos disponiveis, eliminando perdas, desperdicios e ociosidades. O controle é o
monitoramento da execuc¢do das atividades enquanto elas ocorrem. A contabilidade de custos
serve ao controle por fornecer dados e informacdes que podem auxiliar a alta direcdo de uma
empresa na tomada de decisdes, inclusive alterando o planejamento (DUBOIS, KULPA e
SOUZA, 2009).

Os gastos que representam a aquisicdo de bens e/ou servigos que serdo utilizados na
producdo de outros bens e/ou servigos sdo conhecidos como custos. Desta forma, 0s custos
sdo considerados como o valor monetério investido em recursos utilizados na elaboragédo de
um determinado produto.

Os custos incluem exclusivamente os gastos relacionados as necessidades da
producdo como: matéria-prima, depreciacdes de equipamentos, salarios dos funcionarios que
atuam na producdo, entre outros. A aquisicdo de equipamentos ou maquinas € tida como
investimento, do qual espera-se algum retorno em determinado momento seguindo o
planejamento.

Dubois, Kulpa e Souza (2009) classificaram o0s custos quanto aos produtos
fabricados e quanto a relacdo com o volume de producdo. Quanto aos produtos fabricados, os
custos podem ser separados em diretos e indiretos. De acordo com a relagdo do volume de
producdo, os custos podem ser classificados em fixos ou varidveis. Ainda, segundo estes
autores, a maioria dos custos indiretos sdo custos fixos., Para Martins (2010), a maioria dos

custos diretos sdo custos variaveis.
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3.5.1 Componentes do custo de producdo em relagéo ao volume produzido

Martins (2010) ressaltou que esta classificacdo dos custos é a mais importante dentre
todas as outras por considerar a relacdo entre o valor total de um custo e o volume de

producdo numa unidade de tempo. Podem ser divididos em custos variveis e fixos.

3.5.1.1 Custos variaveis (CV)

S&o os custos que tém seus valores alterados em fungéo do volume produzido, ou
seja, se a producdo aumentar, os custos varidveis também aumentardo. Por exemplo, para
produzir um determinado material, ha necessidade de consumir matéria-prima, logo, para
maior producdo, havera necessidade de um maior consumo de matéria-prima, elevando 0s
CV. Dubois, Kulpa e Souza (2009) explicaram que estes custos variam de forma diretamente
proporcional ao volume de producdo. Martins (2010) reforgcou que esta variagdo de custos
deve ser mensurada por periodos de tempo estabelecidos, normalmente utilizando-se o

intervalo mensal para a mensuragdo dos custos.

3.5.1.2 Custos Fixos (CF)

S&o os custos que independente do volume da producdo serdo contabilizados sob a
mesma demanda, por exemplo, independente do volume produzido, os custos com aluguel ou
depreciacdo de equipamentos existirdo e deverdo ser pagos, pois ndo dependem do volume de
producdo para serem quitados. Tal como os CV, os CF sdo mensurados por um determinado
periodo de tempo (DUBOIS, KULPA e SOUZA, 2009; MARTINS, 2010). Martins (2010)
subdividiu os custos fixos em repetitivos e ndo repetitivos. Os custos fixos repetitivos sdo
aqueles que apresentaram 0s mesmos valores em periodos de tempo diferentes, em ciclos de
producdo diferentes, como salarios, aluguéis, entre outros. De forma antagbnica, 0s custos
fixos ndo repetitivos sdo aqueles que apresentaram seus valores alterados em intervalos de
tempo diferentes, como energia elétrica, agua, manutengéo, entre outros.

Na determinacédo do custo total de producdo (CT) considera-se o somatorio dos CF e
dos CV, ou ainda, dos custos diretos e indiretos. Além destes tipos de custos, existem ainda 0s
custos mistos que apresentam uma parcela variavel e outra fixa que existird mesmo que nada

seja produzido. Por exemplo, 0 custo com &gua pode ser variavel, porém, mesmo que nada
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seja produzido, a concessionaria cobra uma taxa fixa minima para fornecimento (MARTIN,
2010).

3.5.2 Custo Operacional Efetivo (COE)

O CT inclui os CV e os CF (MATSUNAGA, 1976). Ja o COE, inclui apenas os CV
(MORAES, 2013).

Este trabalho apresentou uma analise comparativa dos
COE entre as produgdes de é&cido lactico (&cido lactico) e biomassa de Lactobacillus
plantarum utilizando meios de cultura diferentes. Os COE utilizando as diferentes fontes de
carbono na producdo de &cido lactico e L. plantarum sdo diferentes, podendo apresentar
diferencas na determinacdo do custo total de producdo. Ndo foram considerados os custos

fixos, por terem 0s mesmos valores para os diferentes meios testados.

3.5.3 Orcamentacdo parcial

Com base nos custos obtidos, foi realizada uma orgamentacdo parcial (OP)
comparando os beneficios e os custos obtidos nas produc¢des de L. plantarum e acido lactico
utilizando melago e glicose. O melago por ser um subproduto agroindustrial e a glicose por
ser um dos insumos mais utilizados na sintese bioldgica de acido lactico. Além disso, a
producdo utilizando o meio de cultura comercial Man-Rogosa-Sharpe (MRS) também foi
comparada por ser considerado um meio com suporte nutricional para um bom crescimento de
LAB (LEROY; VUYST, 2001; HAULY; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2003).

De acordo com Noronha (1981), a OP serve para analisar as decisdes a serem
tomadas em uma empresa desde que estas envolvam apenas modificagcdes parciais na sua
organizacdo. Assim, a modificacdo proposta nao deve alterar significativamente a organizacao
administrativa nem o estoque de capital da empresa. Neste tipo de orcamento, comparam-se
0s beneficios com os custos das decisfes que envolvem as modificagdes marginais.

Para o célculo da OP, devem-se considerar os CF e CV da modifica¢do e do modelo
de referéncia e comparar com as vantagens de cada sistema de producdo, isto &, com as
receitas obtidas com os produtos (NORONHA, 1981). No caso deste trabalho, os CF seriam
anulados, por serem incluidos de forma igualitaria nos custos e nos beneficios, assim, ndo

foram considerados nos calculos das OP. Segundo Noronha (1981), a alternativa mais
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rentdvel para as producdes de L. plantarum e de &cido lactico sera aquela que apresentar
maiores beneficios liquidos, assim, deve-se optar pela alternativa em que os beneficios forem
superiores aos custos da modificacéo.

Noronha (1981) ainda ressaltou trés aspectos financeiros que devem ser considerados
na orgamentacao parcial: (1) rentabilidade: os beneficios adicionais da nova alternativa devem
ser maiores que os custos adicionais envolvidos na modificagdo. Caso os beneficios adicionais
sejam menores que o0s custos adicionais, a modificacdo ndo é rentavel, e caso sejam iguais, a

nova alternativa é rentavelmente indiferente; (2) capacidade de pagamento: uma vez

comprovada a rentabilidade de uma decisdo, cabe a empresa verificar a capacidade de

pagamento dos compromissos assumidos com a nova alternativa; e (3) posicao financeira: a

decisdo podera — mesmo sendo rentavel e a empresa tendo garantido a capacidade de
pagamento — ter efeito sobre os indicadores de liquidez e solvéncia no periodo considerado.
Foram considerados 0s custos variaveis para a obtencdo de L. plantarum e &cido
lactico em escala laboratorial realizada em apenas um ciclo produtivo. Com isto, pretende-se
obter os mesmos produtos com custos diferentes, possibilitando a escolha da alternativa mais
vantajosa para a fabricacdo. Cabe ressaltar, que havera diferenca apenas nos custos variaveis
e, consequentemente, nos custos totais de producdo, em condi¢es de laboratério, por isso,
ndo foram considerados, neste caso, os CF por terem os mesmos valores independentes da

fonte de carbono testados: glicose ou melago.

3.5.4 Anélise de mercado do &cido lactico

O é&cido lactico pode ter diferentes aplicagdes servindo como matéria-prima para
diversas industrias de segmentos variados, tais como: industria de biopolimeros, industria
farmacéutica, inddstria alimenticia. No Brasil, uma unidade produtora de &cido lactico da
PURAC, é tida como umas das principais produtoras no mundo (JHON; NAMPOOTHIRI;
PANDEY, 2007).

Na industria de biopolimeros, o polilactato tem ganhado destaques por sua utilidade
em diferentes segmentos, desde embalagens biodegradaveis a materiais médicos.

Como acidulante, € componente de diversos alimentos industrializados em
conservas, diminuindo o pH e aumentando o tempo de viabilidade do alimento.

Para todos estes segmentos, o acido lactico produzido — seja em processos quimicos
ou biotecnoldgicos — precisa ser purificado. Gonzalez et al. (2007) afirmaram que 0s maiores

custos na producao de acido lactico estdo alocados na etapa de downstream. Segundo eles, a
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purificacdo do &cido l4ctico é a etapa com custos mais elevados, tendo incentivado a pesquisa
de diferentes metodologias para esta tarefa.

3.5.4.1 Mercado de biopolimeros

O mercado mundial de plasticos é estimado em cerca de 200 milhdes de toneladas
por ano. No Brasil, estima-se em 4 milhdes de toneladas por ano. Destes, 20% sdo descartados
na natureza sem qualquer tratamento (BASTOS, 2007). Estas informac6es sugerem que novas
tecnologias de geracao de polimeros biodegradaveis e de origem sustentavel, os biopolimeros,
podem ocupar uma parcela consideravel destes mercados, dentre eles o polilactato (PLA)
originado da polimerizacéo de &cido lactico.

De acordo com um relatério recente da Research and Market (apud NNFCC, 2015),
0 mercado de plésticos biodegradaveis deve atingir 804,58 toneladas em 2020, registrando
uma taxa de crescimento de 12,5% entre 2015 e 2020. Em termos de valor, 0 mercado esta
projetado para chegar a US$ 3,4 bilhdes em 2020, em uma taxa de crescimento de 10,8%
entre 2015 e 2020.

Os plasticos biodegradaveis vém ganhando maior popularidade a partir da ultima
década. O mercado de plasticos biodegradaveis ainda representa 1% do mercado global de
plasticos, sendo a Europa Ocidental e a América do Norte os maiores consumidores. Porém,
como visto no paragrafo anterior, esta parcela deve aumentar nos préximos anos, com
investimentos em novos processos de fabricacdo que pode resultar em precos mais baixos
(NNFCC, 2015).

Patenteado na década de 1950 pela DuPont, o PLA comecou a ser produzido em
escala industrial a partir de 1997. Em 2006, suas vendas alcangaram cerca de US$ 100
milhdes (BASTOS, 2007).

3.5.4.2 Mercado de acido lactico na industria de alimentos

Entre 2004 e 2012, o mercado mundial de aditivos alimenticios para humanos
cresceu 3,8% ao ano (maior taxa de crescimento que o PIB mundial de 3,7%). Estima-se que
de 2012 até 2018, o crescimento seja de 4,5% por ano, totalizando em US$ 28 bilhdes. Este
crescimento deve-se principalmente: (1) ao aumento da populagdo mundial, (2) ao aumento da
renda per capita e (3) mudanca dos hébitos de consumo (BNDES, 2014).
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Seguindo as tendéncias mundiais, estima-se que o mercado brasileiro de aditivos
alimentares movimentou 654 milhdes de ddlares em 2012, com taxa de crescimento entre
2004 e 2012 de 4,2% ao ano e estimativa de 5,5% ao ano para o periodo de 2012 a 2018.
Espera-se um crescimento de 6% ao ano no mercado brasileiro entre 2012 e 2018 apenas para
conservantes e acidulantes de alimentos (BNDES, 2014), categoria na qual se enquadra o
acido lactico.

3.5.4.3 Mercado de acido lactico na industria de cosméticos

Como é um alfa-hidroxiacido, o &cido lactico pode ser utilizado como principio ativo
de diferentes formulacdes cosmeticas voltadas para diferentes tipos de tratamentos para a
pele, dentre eles: hidratacdo, esfoliacao, peeling e antirrugas (NARDIN; GUTERRES,1999).

Em 2012, o mercado mundial de cosméticos e higiene pessoal arrecadou,
aproximadamente, 433 bilhdes de dolares. Entre 2008 e 2012, o faturamento mundial destas
industrias cresceu em média 4,1% ao ano. J& as industrias brasileiras cresceram cerca de trés
vezes mais: 12,4% ao ano, em média (BNDES, 2014).

Alguns fatores foram responsaveis pelo impulso nas industrias de cosméticos e de
higiene pessoal no Brasil, dentre eles: (1) aumento da renda per capita no pais, (2) aumento
da participacdo das mulheres no mercado de trabalho, (3) aumento da expectativa de vida da
populacdo (BNDES, 2014), (4) modernizacdo das instalacbes industriais, (5) reducdo de
impostos federais, (6) aumento da produtividade e (7) inovacGes de produtos (ABDI, 2009).

Segundo a Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial (2009), o setor da
indUstria de cosméticos responsavel pelos cuidados da pele — onde esta inserido o principal
uso do &cido lactico em cosméticos — no Brasil, ocupava a oitava posi¢do do mercado
mundial. Em 2012, o mercado brasileiro representava o terceiro maior mercado do mundo.
Com faturamento de cerca de 41,8 bilhdes de ddlares, o Brasil ficando atras apenas dos
Estados Unidos e do Japdo (BNDES, 2014). Em 2006, este mercado passou a ser o principal
segmento do mercado de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos no mundo, chegando a
atingir valores de 60 bilhdes de délares (ABDI, 2009).

3.5.5 Analise de mercado de Lactobacillus plantarum como probioticos

Problemas gastrointestinais acarretam duas a cada dez pessoas em todo mundo.

Cerca de 33 milhGes de lares norte-americanos tem um integrante com constipacéo, por isso,



56

em 2011, 17% dos norte-americanos consumiram alimentos ou bebidas com probidticos.
Destes, 42% buscaram nos probi6ticos uma maneira para regularizar a digestdo. A favor
disso, as industrias alimenticias lancaram na Gltima década, mais de 500 novos produtos
contendo probidticos (ITAL, 2014).

Em 2011, o mercado mundial de probiéticos faturou cerca de 27,9 bilhdes de dolares.
Segundo as estimativas de crescimento anual medio de 6,8% entre 2013 e 2018, este valor
deve chegar a 44,9 bilhGes de dolares (ITAL, 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

Com abordagem hipotético-dedutiva, a natureza desta pesquisa foi aplicada
(MARCONI; LAKATOS, 2011). Os métodos de procedimentos utilizados foram: (1)
Bibliogréfico, por consultar diferentes artigos cientificos e livros referentes aos assuntos
tratados para embasamento teorico; (2) Experimental, por testar hipdteses e ser realizado de
forma controlada em laboratorio; e (3) Estatistico, para corroborar ou ndo os resultados
encontrados (GERHARDT; SILVEIRA, 2009).

4.1 MICRO-ORGANISMO UTILIZADO

As cepas liofilizadas de Lactobacillus plantarum CCT 0580 foram adquiridas da
Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) da Fundacdo André Tosello (FAT), situada em
Campinas, S&o Paulo.

4.2 MELACO UTILIZADO

Foi utilizado melago comercial, adquirido em loja de produtos naturais.

4.3 PREPARACAO DO PRE-INOCULO

O metabolismo das bactérias liofilizadas foi ativado em meio Man, Rogosa e Sharpe
(MRS). Ap6s o crescimento microbiano, as bactérias foram repicadas em meio MRS e Agar,
preparados de acordo com as instrugdes do fabricante, em tubos de ensaio esterilizados a
120°C e 1 atm. durante 15 minutos em autoclave Prismatec® CS. Os tubos contendo as
bactérias foram incubados a 35°C por 24h, seguindo para armazenamento em refrigerador
mantido entre 2°C e 8°C para utilizagdo posterior.

4.4 PREPARACAO DO INOCULO
O inoculo utilizado foi preparado em 50 mL de caldo MRS em erlenmeyer com

capacidade para 125 mL, esterilizado a 120°C e pressdo de latm por 15 minutos. As bactérias

repicadas em tubo de ensaio foram transferidas para 0 meio em camara de fluxo laminar
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Pachane® PA 420 devidamente higienizada. Apds a preparacéo, a cultura foi incubada a 35°C
por 24 horas.

Antes da inoculacdo, uma amostra de 5 mL do in6culo foi analisada, ap0s
centrifugacdo e descarte do sobrenadante, para mensurar a concentracdo de massa Umida de
Lactobacillus plantarum CCT 0580. Com base no resultado obtido, a suspensdo bacteriana
contendo 10 g.L™ de biomassa Gimida foi construida com adicao de agua destilada esterilizada

a 120°C e pressdo de latm por 15 minutos.

4.5 PREPARACAO DOS MEIOS DE CULTURA

Foram comparadas as producbes de biomassa e de &cido lactico, bem como o0s
consumos de acgucares redutores e sacarose por L. plantarum CCT 0580 em diferentes meios
de cultura (GLIC, MEL e MRS) a cada 24 horas por 72 horas de incubagé&o:

- GLIC: 30 g.L™ de glicose (CgH1206), 3 g.L™ de peptona, 3 g.L ™ de extrato de
levedura e 3 g.L™* de ureia (CH4N,0);

- MEL: melaco a 8% (m/v), 3 g.L™ de peptona, 3 g.L™ de extrato de levedura e 3 g.L°
! de ureia (CH4N,0); e

- MRS: seguiram-se as instrugdes do fabricante HIMEDIA ®, na proporc¢éo de 55,15
g para 1L de 4gua destilada, resultando nas concentracdes de 10 g.L™ de peptona, 10 g.L™ de
extrato de carne, 5 g.L™" de extrato de levedura, 20 g.L™ de glicose (CsH1,0s), 1 g.L™ de
polissorbato 80 (C1H43023), 2 g.L ™" de citrato de amdnio (CsH1407Ny), 5 g.L™ de acetato de
sodio (CoHsNaO,), 0,10 g.L™ de sulfato de magnésio (MgSQ,), 0,05 g.L™ de sulfato de
manganés (MnSO,) e 2 g.L™* de fosfato dipotassico (K,HPO,).

Foram preparados 198 mL de cada meio, com pH ajustados para 6,0 (+ 0,05) com
NaOH 10M, utilizando potenciémetro de bancada Tecnal TEC 5. Todos os caldos foram
esterilizados a 120°C e pressdo de latm por 15 minutos em autoclave vertical Prismatec CS
(75L).

4.6 CONDICOES DE CULTURA

Ap0s esterilizacdo dos caldos, foram adicionados em cada frasco 2 mL do indculo
com concentracdo de 10 g.L ™" de biomassa de L. plantarum CCT 0580, resultando em uma
concentraco final de 0,1 g.L™ de biomassa. Dos 200 mL de cada meio inoculado, 50 mL

foram distribuidos em seus 3 frascos erlenmeyers de 250 mL, respectivos. Todos os frascos
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foram devidamente identificados, cada um destinado a coleta de amostras para analises a cada
tempo de observacéo (24h, 48h e 72h). Os 50 mL restantes de cada meio foram tratados como
o tempo inicial (tempo 0). Os frascos foram incubados a 35°C sem agitacdo, uma vez que,

segundo Hwang et al. (2012), a producdo de L. plantarum € maior que em agitacao.

4.7 ANALISE DO CRESCIMENTO BACTERIANO

A concentracdo de biomassa foi analisada pela massa Umida obtida a cada tempo.
Foram coletados 5 mL de amostra de cada frasco em tubos c6nicos plasticos com capacidade
para 10 mL. Centrifugou-se a 450g em centrifuga Centribio® 80-2B por 20 minutos. Os
sobrenadantes foram armazenados para analises posteriores de pH, acido lactico e agucares.
Drenou-se o remanescente do sobrenadante por inversdo em papel absorvente e compararam-
se as massas obtidas dos tubos conicos limpos e secos com as massas obtidas apés a
centrifugacdo. As massas foram aferidas em balanca analitica Shimadzu® AW 220.

4.8 ANALISE DO CONSUMO DE ACUCARES

As concentragdes de acucares redutores (AR) foram obtidas pela reacdo com acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS), que oxida grupos funcionais aldeido e cetona dos AR, sendo
reduzido a um composto colorido avermelhado, o é&cido 3-amino-5-nitrosalicilico
(MARQUEZ, 2007). O DNS foi preparado com uma solu¢édo de hidréxido de sédio 2N (16 g
de NaOH em 200 mL de agua destilada), em seguida, preparou-se a solucdo de acido 3,5-
dinitrosalicilico (C7H4N207) (10g de acido 3,5-dinitrosalicilico em 500 mL de agua destilada).
Foram misturadas a solu¢cdo DNS e a solugdo NaOH 2N, a solucéo resultante foi incorporada
a 300g de sal de Rochelle (KNaC4H4Og) (tartarato de sédio e potassio) em banho-maria a
40°C. Completou-se com agua destilada até 1000 mL (MARQUEZ, 2007).

Para a reacdo com DNS, amostras dos sobrenadantes de cada meio de cultura a cada
tempo foram diluidas 10x em &gua destilada. Foram utilizados 1 mL das amostras diluidas e 1
mL do reativo DNS. Ap6s aquecimento a 100°C por 5 minutos, completou-se 0 volume com
13 mL de agua destilada. A absorbancia de cada solugdo foi mensurada utilizando o
analisador bioquimico semi-automatico Quick-Lab® em comprimento de onda de 546 nm,
comparando-se com a curva padrdo de concentracOes de glicose variando entre 0,0 e 3,125
g.L™
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As concentragdes de glicose foram medidas a partir de uma adaptacdo de Daudt e
Simon (2001), utilizando o método enzimatico BioTécnica®, constituido por: tampéo fosfato
182,42 mmol.L™, glicose oxidase >15000 U.L™, peroxidase >1200 U.L™, 4-aminoantipirina
0,3mmol.L™* e fenol 10mmol.L™. A enzima glicose oxidase na presenca de oxigénio
molecular oxida a glicose, formando peroxido de hidrogénio (H,0) e acido glucénico. Com a
enzima peroxidase, ocorre a oxidacdo do fenol a partir do peréxido de hidrogénio na presenca
de 4-aminoantipirina a 37°C por 10 minutos em banho-maria, formando quinonimina, um
composto de cor rosea com intensidade proporcional a concentracdo de glicose.

As amostras dos sobrenadantes de cada meio de cultura a cada tempo foram diluidas
5x em &gua destilada. De acordo com as instrucfes de trabalho do kit para analise clinica de
glicose BioTecnica®, foram utilizados 10 puL de cada amostra diluida em 1 mL da solucao
contendo as enzimas glicose oxidase e peroxidase. As concentracdes de glicose foram obtidas
a partir do analisador bioquimico semi-automéatico Quick-Lab® no modo absorbancia em
comprimento de onda de 505 nm, comparando-se com o padrdo de glicose fornecido no
préprio kit BioTécnica®.

As concentracbes de frutose foram estimadas pelas concentracdes dos compostos
determinados pela reacdo com DNS e as concentracbes de glicose obtidas com o Kkit
BioTécnica®. A equacdo 1 foi utilizada nesta estimativa.

[Frutose] = [AR] — [Glicose] Eq. 1
Na qual,
[Frutose]: Concentracéo de frutose em g.L™;
[AR]: Concentracdo de aclcares redutores em g.L ™, obtida pela reacdo com DNS; e
[Glicose]: Concentragdo de glicose em g.L™, obtida pelo método enzimético

BioTécnica®.

As concentracdes de sacarose foram obtidas com reacdes das amostras com reativo
Seliwanoff, constituido por 0,01% de resorcinol (CsH4(OH),) diluido em é&cido cloridrico
(HCI) a 50%, que estima a concentracdo de cetoses, incluindo frutose. Como sacarose é um
dissacarideo composto por glicose e frutose, o reagente Seliwanoff tambeém determina a
concentracédo de sacarose. Os agucares encontrados no melacgo séo frutose, glicose e sacarose.

Para a determinagdo de cetoses utilizando o reativo Seliwanoff, as amostras dos
sobrenadantes de cada meio de cultura a cada tempo foram diluidas 10x em &gua destilada.

Foram utilizados 0,250 mL de cada amostra diluida e 1 mL do reativo Seliwanoff aquecidos a
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100°C por 20 minutos em banho-maria. As absorbancias foram medidas em analisador
bioquimico semi-automatico Quick-Lab® em comprimento de onda de 546 nm, apos
resfriamento das amostras em banho-maria em temperatura ambiente. Os resultados das
absorbancias foram comparados com curva padrdo com concentracdes de sacarose entre 0,0 e
1,0g.L™

A partir das diferencas encontradas entre as concentracbes de cetoses pelo
Seliwanoff e as concentracdes de frutose estimadas, pode-se calcular as concentracBes de

sacarose. A Eq. 2 representa os calculos realizados para estas estimativas.
[Sacarose] = [Cetoses] — [Frutose] Eq. 2

Na qual,

[Sacarose]: Concentracdo de sacarose em g.L™;

[Cetoses]: Concentragdo de cetoses em g¢.L™, determinada pela reacdo com
Seliwanoff; e

[Frutose]: Concentracdo de frutose em g.L™, obtida pela Eq.1.

As concentracdes de acucares totais (AT) foram calculadas a partir da soma das
concentracdes de acglcares redutores (obtidas com DNS) com as concentragcfes de sacarose. A

Eq. 3 representa a forma de obtencdo dos valores das concentracdes de AT.
[AT] = [AR] + [Sacarose] Eq.3

Na qual,

[AT]: Concentragdo de aguicares totais em g.L™:;

[AR]: Concentracdo de aglcares redutores em g.L ™, obtida pela reacdo com DNS; e
[Sacarose]: Concentracdo de sacarose em g.L™, obtida na Eq. 2.

Todas as curvas padrdes e equacdes de suas retas foram obtidas utilizando o software

Br.Office.org Calc®, bem como, os célculos das concentragdes de agucares.
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4.9 DETERMINACAO DA ACIDEZ TITULAVEL E DE ACIDO LACTICO

Para a estimativa da concentracdo de acido lactico gerada pelos micro-organismos,
utilizou-se a técnica de acidez titulavel em graus Dornic. Os sobrenadantes das amostras
coletadas de cada meio de cultura em seu respectivo tempo de incubagdo foram diluidos 3
vezes (2 mL de amostra e 4 mL de &gua destilada) em erlenmeyer de 100 mL com boca larga.
Acrescentou-se 2 gotas de fenolftaleina alcoolica a 1% e titulou-se com NaOH 0,111M,
fatorada com solucgéo de biftalato de potassio (CgHs04K), até obter uma coloracao rosea.

De acordo com esta metodologia, considera-se 0 volume de NaOH 0,111M utilizado

na titulacdo como o volume de acido lactico contido na solugéo.
4.10 ANALISES DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS

As anélises de produtividade de biomassa de L. plantarum e de acido lactico foram

calculadas de acordo com as equacdes 4 e 5, respectivamente.

Q=22 Eq.4

At
Na qual,
Qp: produtividade de &cido lactico em g.L™*h™;
AP: diferenca entre as concentragdes inicial e final de 4cido lactico em g.L™; e

At: diferenca entre o tempo final e o inicial em horas (h).

AX

Qx= At Eqg.5
Na qual,
Qx: Produtividade de biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580 em g.L™*h™;
AX: diferenca entre as concentracOes inicial e final de biomassa de Lactobacillus
plantarum CCT 0580 em g.L; e
At: diferenca entre o tempo final e o inicial em horas (h).

Os rendimentos de AR em acido lactico e biomassa de L. plantarum CCT 0580 para

cada meio testado, foram obtidas pelas equacdes 6 e 7, respectivamente.
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Yp/s =— Eq. 6

Na qual,
Y pis: Converséo de substrato (aguicares redutores) em acido lactico;
AP: diferenca entre as concentracdes inicial e final de cido lactico em g.L™; e

AS: diferenca entre as concentracdes final e inicial de agticares redutores em g.L™.

AX
Yys =—
x/s AS

Eq. 7

Na qual,

Yxs: Conversdo de substrato (aglcares redutores) em biomassa de Lactobacillus
plantarum CCT 0580;

AX: diferenca entre as concentracGes inicial e final de biomassa de Lactobacillus
plantarum CCT 0580 em g.L*; e

AS: diferenca entre as concentracdes final e inicial de acticares redutores em g.L™.

4.11 ANALISES DOS CUSTOS

Foram orcados os precos de todos 0s materiais necessarios para a pesquisa entre
agosto de 2015 e janeiro de 2016, totalizando 6 meses. Estes dados foram obtidos em
diferentes lojas virtuais a cada més, a fim de se obter uma maior variacdo dos custos,
resultando em um preco medio que refletisse a real variacdo do mercado. Os valores obtidos
em cada periodo foram deflacionados, ou seja, monetariamente corrigidos com base no indice
Geral de Precos — Disponibilidade Interna (IGP-DI), publicado pela Fundagdo Getulio Vargas
(FGV). Para esta correcdo, adotou-se 0 més de janeiro de 2016 como base para a correcao,
isto &, como base 100, servindo como referéncia para os precos dos periodos anteriores. Apos
a correcao dos valores a cada més, foram obtidos os pregos médios de cada item.

Os custos operacionais efetivos (COE) para as producdes de biomassa de
Lactobacillus plantarum e acido lactico foram obtidos a partir dos custos variaveis, incluindo
para a producdo de biomassa: melago, glicose (dextrose), MRS, ureia, peptona e extrato de

levedura. No caso da producédo de acido lactico, incluem-se alem dos itens constituintes dos
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meios de cultura, citados anteriormente, os custos com os reagentes analiticos: NaOH,

biftalato de potassio, fenolftaleina e alcool absoluto. A equacéo 8 relaciona COE com CV.

COE =CV Eq.8
Na qual,
COE: Custo operacional efetivo; e

CV: Custo variavel.

4.12 ANALISES DAS ORCAMENTAGCOES PARCIAIS

Para a orcamentacdo parcial, seguiu-se a metodologia de Noronha (1981), a partir
das comparacOes entre os beneficios (receitas) e os custos de uma nova alternativa de
producdo em relacdo aos meios de producdo ja padronizados. As receitas incluem a
arrecadacao de valores obtidos com a comercializacdo dos produtos principais (biomassa de
L. plantarum e &cido lactico) considerando os valores médios deflacionados encontrados no
mercado e do residuo dos meios de cultura, valorizados em R$ 0,01/L. Os custos incluem o0s
valores gastos na aquisicdo dos meios de cultura e dos reagentes analiticos, ou seja, 0s custos
variaveis. Nesta etapa do trabalho, considerou-se a producdo de biomassa de Lactobacillus
plantarum CCT 0580 e acido lactico em meio GLIC, ja que a glicose é uma das fontes
utilizadas na producédo de acido lactico por fermentacdo (WANG; TASHIRO; SONOMOTO,
2015). Foi realizada, em complemento as andlises, uma possivel substituicdo da utilizacdo de

glicose e melago por MRS. A orgcamentagéo parcial seguiu a equacao 9:

OP = (B1+B2)-(C1+C2) Eq.9

Na qual,

OP: Orcamentacéo Parcial.

B1: Beneficio da receita obtida com a nova alternativa.

B2: Beneficio em desprezar o custo com o método controle ou atual, trata-se dos
custos obtidos com as produgdes a partir destes metodos.

C1: Custo com a producdo a partir da nova alternativa.

C2: Custo por considerar a receita com 0 método controle ou atual que deixou de ser

obtida, trata-se da receita obtida a partir destes métodos.



65

Se os beneficios da nova alternativa superarem 0s custos, a substituicdo pela nova
alternativa pode ser rentavel. Caso os custos superem os beneficios, a nova alternativa deve
ser desconsiderada. Custos e beneficios sendo iguais, a alteracdo ndo representara ganhos
efetivos, mas podera gerar mais ou menos custos relacionados a outros fatores da producéo,

tais como: armazenamento, frete, disponibilidade, tempo de viabilidade, dentre outros.

Assim:

OP > 0 Aceita-se a nova alternativa, pela superacdo dos beneficios em relacdo aos
custos do emprego da nova alternativa.

OP = 0 N&o ha diferencas entre os beneficios e custos da nova alternativa e a
anterior.

OP < 0 Rejeita-se a nova alternativa, pela superacdo dos custos em relacdo aos

beneficios do emprego da nova alternativa.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com trés tratamentos
(meios de cultura) e duas repeticoes.

Os dados das amostras dos diferentes tratamentos foram submetidos & analise de
variancia (ANOVA) utilizando teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% de
probabilidade (p=0,05), a partir do software Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011) utilizando
planilhas de dados do BrOffice Calc.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DE ACUCARES NO MELACO

O melago utilizado no experimento foi analisado seguindo a metodologia citada para
as dosagens de agucares. Encontrou-se uma concentracdo de sacarose de 42% e de agucares
redutores (AR) de 37%, sendo 27% frutose e 10% glicose, resultando em 79% de acUcares
totais.

Diversos autores encontraram, de fato, uma concentracdo maior de sacarose em
relacdo aos AR em melacos, dentre eles, Feltrin et al. (2000) que, utilizaram um melaco com
48,5 de acUcares totais, sendo 33,78% sacarose e 14,72% AR. Hauly; Oliveira e Oliveira
(2003) utilizaram um melaco com 66% de acUcares totais, dos quais, 50% eram sacarose e
16% eram AR. Este melago foi obtido na Usina de Acticar e Alcool da COROL (Cooperativa
Agropecuaria Rolandia Ltda)-PR. O melago utilizado no trabalho de Oliveira, Buzato e Hauly
(2005) foi procedente da mesma usina COROL e apresentava 70% de acUcares totais, sendo
54% de sacarose e 16% de AR. Estas concentracdes foram obtidas em melaco descartado pela
indUstria agucareira, apés reciclagem do melago no processo de obtencao de sacarose.

Neste trabalho, no entanto, foi utilizado um melago comercial, rico em nutrientes.
5.2 PROCESSO FERMENTATIVO

5.2.1 Consumo de agucares

N&o houve diferenca significante (p>0,05) entre as concentragdes iniciais de AR em
GLIC e MEL, permitindo comparar as produgdes de acido lactico (acido lactico) e de
biomassa entre estes meios. Em MRS, tratamento testemunha, também ndo houve diferenca
significante (p>0,05) entre as concentracdes de AR inicial (20,8 g.L™) e a esperada (20,0 g.L°
1) de acordo com o fabricante, indicando que o meio foi preparado adequadamente.

Os sobrenadantes dos meios GLIC e MRS né&o reagiram ao Seliwanoff, confirmando
a ndo ocorréncia de cetoses nestes meios, sendo a glicose suas fontes de carbono. Em MEL,
foram encontradas as concentracdes iniciais de 7,8 g.L™ de glicose, 20,7 g.L™ de frutose e
33,7 g.L* de sacarose.

Houve diferenca significativa (p<0,05) nas concentracbes de AR em GLIC apenas
nas primeiras 24h, o mesmo sendo encontrado no meio MEL. Em MRS, houve diferenga até
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48h de incubacdo. Evidenciando a continuidade do processo fermentativo em MRS por um
tempo mais prolongado que nos meios GLIC e MEL.

Analisando as concentragdes de sacarose no meio MEL, verificou-se ndo haver
diferenca significativa (p>0,05) entre as médias das concentracBes de sacarose ao longo da
fermentacdo, indicando o consumo dos AR.

Apesar da maioria dos autores relatarem a preferéncia pelo consumo de glicose em
relacdo ao consumo de frutose (SILVA et al., 2010; PAUCEAN et al., 2013; MOUSAVI et
al., 2013), houve diferenca significativa (p<0,05) entre as concentracfes de frutose nas
primeiras 24h, mas ndo houve diferencas significativas (p>0,05) nas concentragdes de glicose
ao longo do tempo de fermentacdo, revelando o favorecimento do consumo de frutose.

Taranto, Valdez e Perez-Martinez (1999), descreveram a preferéncia pelo consumo
de frutose em relacdo ao consumo de glicose, uma vez que PTS-frutose ndao depende da
concentracdo de protons, logo, com a reducdo rapida do pH no meio MEL em 24h, a frutose
foi assimilada, além disso, a deficiéncia de fosfato pode ter inibido consideravelmente a
utilizacdo da glicose.

A figura 19 ilustra o consumo dos agucares redutores por Lactobacillus plantarum
CCT 0580 no meio MEL.
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Figura 19: Consumo de acgucares redutores por Lactobacillus plantarum CCT 0580 no meio
MEL em relacdo ao tempo de fermentagéo.

Paucean et al. (2013), ao estudarem o consumo de glicose e sacarose por
Lactobacillus plantarum ATCC 8014, verificaram a conversdo de sacarose em glicose e
frutose pelas bactérias. Eles partiram de um meio com concentracdes de 2 g.L™ de glicose
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complementado com 15 g.L™ de sacarose. Os aglicares foram totalmente consumidos entre
08h e 10h de fermentacdo a 30°C em agitacdo de 150 RPM.

Com base nos resultados, pode haver uma preferéncia do Lactobacillus plantarum
CCT 0580 por acucares redutores ao inves da sacarose. Vrancken et al. (2011) estudaram a
producdo de biomassa e de acido lactico por L. plantarum IMDO130201 isolado de trigo em
diferentes pH. Todos os resultados em pH variando entre 3,5 e 5,5 apresentaram um consumo
de sacarose, porém, somente ap6s um decréscimo significativo de frutose e glicose.

Feltrin et al. (2000) estudaram a producdo de biomassa de L. plantarum ATCC 8014
comparando dois meios contendo melagco com o meio MRS. O meio 1 era constituido por
melaco a 3% enriquecido com 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de citrato de amonio e 0,5%
de acetato de sdédio. Ja 0 meio 2 era constituido por melago a 3% enriquecido com 0,5% de
extrato de levedura, 0,5% de acetato de sodio, 0,5% de fosfato de aménio, 0,5% de citrato de
amonio, 0,1% Tween 80 e sulfato de manganés. Eles observaram o processo fermentativo por
24h de incubagdo a 35°C com agitacdo de 150 rpm em fermentador com capacidade para
3,5L. Analisando o consumo médio de agUcares totais disponiveis, eles observaram maiores
consumos nos meios MRS e Meio 2, comparados ao Meio 1, respectivamente, 87,21%,
83,80% e 60,11%. Pode-se perceber que nos meios contendo melago, o consumo de AR foi
inferior ao consumo no meio MRS, tal como o encontrado no meio MEL.

A partir dos dados da tabela 6, pode-se observar o consumo de AR em 24h de
incubacdo a 35°C nos meios MRS, GLIC e MEL, respectivamente, 62,43%, 13,75% e
25,35%.

5.2.2 Produc&o de &cido lactico e biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580

Os dados dos consumos de AR e producdes de acido lactico e L. plantarum CCT
0580 estdo representados na tabela 6.
A figura 20 relaciona a producéo de acido lactico e de biomassa a partir do consumo

de AR em cada meio testado.
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Figura 20: Correlacdo entre o consumo de aclcares redutores (AR) e as producbes 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 incubacdo de 35°C sem agitacdo. Em
destaque, a concentraco inicial de biomassa (0,1 g.L™), evidenciando no se tratar de geracéo
espontanea em todas as culturas testadas.
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As variacOes de pH no meio GLIC foram significantes (p<0,05) durante todos 0s
tempos de incubacdo. Nos meios MEL e MRS, as varia¢fes foram significativas até 48h de
incubacdo. A tabela 7 mostra as médias de pH anteriores a esterilizacdo dos meios e a cada
tempo da fermentacdo. Pode-se perceber que houve aumento do pH nos meios apos a
esterilizagdo a 120°C e 1 atm. durante 15 minutos com diferenga significativa (p<0,05).

Paucean et al. (2013) verificaram a reducdo do pH de 6,12 para menor que 4,0 em
24h de fermentacdo por L. plantarum ATCC 8014, atingindo estabilidade entre 20h e 22h de
fermentacao.

As concentracbes de acido lactico no meio GLIC apresentaram diferengas
significantes (p<0,05) até 48h de incubacdo. No meio MEL, as concentracfes de acido lactico
variaram significativamente (p<0,05) até 72h de incubacdo, excetuando-se o intervalo entre
24h e 48h, que ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05). Em MRS, as concentracdes de
acido lactico variaram significativamente (p<0,05) até 72h de incubacao.

As maiores concentracdes de acido lactico nos meios GLIC, MEL e MRS foram 0,9
g.L" 6,59.L" e 12,6 g.L", respectivamente. Todos em 72h de incubag&o.

Pode-se perceber a correlacdo indiretamente proporcional entre a concentracdo de
acido lactico e de AR em todos os meios testados (figura 20).

Em 72h, as concentragdes de &cido lactico nos meios GLIC, MEL e MRS foram,
respectivamente, 0,9 g.L %, 6,5 g.L™" e 12,6 g.L™". Pela concentracdo de 4cido lactico obtida no
meio MEL, pode-se inferir, que este meio continha nutrientes oriundos do melaco de cana-de-
acucar suficientes para o metabolismo dos L. plantarum CCT 0580 em relacdo ao meio GLIC.

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

Coelho et al. (2010) estudaram a producdo de acido lactico por L. plantarum
LMISM-6 utilizando melago, porém hidrolisado com &cido sulfurico (H,SO4) 20%,
resultando em 100% de AR. Eles utilizaram melago a 19,35% em biorreator com capacidade
de 4,0L com agitacdo de 150 rpm e a 35°C e chegaram a uma concentracdo de 94,8 g.L ™ de
acido lactico. Com base neste resultado, a hidrélise &cida do melago, convertendo sacarose em

frutose e glicose, aumentou produtividade de acido lactico.



Tabela 6: Valores médios das concentracdes de acUcares redutores (AR), &cido lactico (&cido lactico) e biomassa de Lactobacillus plantarum
CCT 0580 (L. plantarum) em g.L™ de acordo com os tempos de fermentacéo a 35°C sem agitacao.

Tempo AR Acido lactico L. plantarum
P GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS
Oh 28,8 £0,40a 28,5 +£2,3a 20,8 £2,43cd 0,0a 0,0a 0,0a 0,1 £0,0a 0,1 £0,0a 0,1 £0,0a

24h 24,8 £0,87bc 22,0 +0,67bcd 7,8+0,67e  0,6+0,0b 4,1+0,64d 7,4+021le 3,0+0,85bc 7,13+0,21cd 12,1+0,99
48h 26,8 £1,37ab 19,3 +0,46d 2,4+046f 09x00c 5,0+021d 11,3+0,21f 2,4+0,76b 6,53 +0,66bcd 16,9 £3,54f
72h 26,6 £0,81ab 17,1 +0,18d 1,3+0,18f 0,9+0,0c 6,5+0,21e 12,6 +0,42g 2,3+0,4b 7,59 £0,66de 9,2 £0,28de

Valores referentes a cada grupo analisado (AR, acido lactico e L. Plantarum) seguidos por letras diferentes representam diferengas estatisticas significativas (p <0,05).

Tabela 7: Variacao do pH nos meios GLIC, MEL e MRS a cada tempo de incubacéo.

GLIC MEL MRS*
Média DP CV(%) Média DP CV(%) Meédia DP  CV(%)
Pré-esterilizagio 6,06 0,00 0,00 6,00 0,03 047 602 2001 0,23

Tempo

Oh 7,36  +0,00 0,00 6,70 +0,00 0,00 6,71  +0,01 0,11
24h 401 001 0,18 3,24 +0,01 0,22 4,23  +0,00 0,00
48h 3,75 0,02 0,57 3,06 10,01 0,23 3,98 0,01 0,36
72h 3,66 +0,02 0,58 2,99 +0,01 0,24 394  +0,04 0,90

* Tratamento testemunha. DP = Desvio Padrdo. CV = Coeficiente de Variacao.

T.
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Vargas, Lepsch e Branco (2015) também observaram uma maior producdo de acido
lactico por L. plantarum CCT 0580 em MRS suplementado com melaco a 5%, 10% e 15%,
comparado com MRS sem suplementacdo em 24h e 48h de incubacéo a 35°C com agitacdo de
150 rpm. Esta diferenca chegou a 27% entre as concentracbes obtidas com MRS
suplementado com melago 15% em 48h de incubacao.

Analisando a figura 20 e tabela 6, houve aumento significativo (p<0,05) de biomassa
de L. plantarum até as 48h de cultivo no meio MRS com concentracdo de 16,9 g.L ™. Com o
aumento da concentracdo de acido lactico, reduzindo o pH, e o consumo — quase total — dos
AR, o crescimento das bactérias foi limitado, decrescendo com a morte de boa parcela da
biomassa em 72h, chegando aos niveis de concentracdo encontrados em 24h (p>0,05).

Nos outros meios, GLIC e MEL, as concentracdes de biomassa variaram
significativamente (p<0,05) apenas entre 0 tempo inicial e as primeiras 24h, chegando ao
méximo de concentracdo de biomassa imida igual a 3,0 g.L™ em 24h e 7,59 g.L™* em 72h,
respectivamente. Assim, para os meios GLIC, MEL e MRS os tempos de incubagdo
necessarios para a maxima producdo de biomassa foram, respectivamente, 24h, 72h e 48h.

Feltrin et al. (2000) estudaram a producdo de biomassa de L. plantarum ATCC 8014
comparando dois meios contendo de melaco com o meio MRS. Eles também observaram que
a producdo de biomassa seca foi maior em MRS (2,22 g.L™) que nos meios contendo melago
(1,37 gL e 2,01 gL incubados em 35°C por 24h com agitacdo de 150 rpm em
fermentador de 3,5L.

Wau et al. (2015) testaram a producdo de biomassa de L. plantarum utilizando leite de
feijdio mungo (Vigna radiata) de acordo com a concentragdo de sacarose, temperatura,
concentracdo do inéculo e tempo de fermentacdo. Segundo estes autores, as melhores
condigdes para a producgéo de biomassa de L. plantarum seriam em 5,55% de sacarose, 5,19%
de indculo, temperatura de 35,42°C em 4,89h de fermentacdo, resultando em viabilidade
celular de 8,96 log UFC/ml.

Quanto aos rendimentos, os maiores encontrados para a producdo de acido lactico
foram em MRS, seguidos por MEL e GLIC. De acordo com o esperado, considerando o MRS
como meio testemunha por ser especificamente produzido para Lactobacillus sp e melaco por
conter, naturalmente, outros nutrientes inorganicos ndo encontrados no meio GLIC.

Entre os rendimentos de biomassa em 72h, o meio a utilizar mais eficientemente os
acucares redutores foi o GLIC, seguido por MEL e MRS com diferengas significativas
(p<0,05). O maior rendimento até 72h do meio GLIC pode estar relacionado a sua menor

producdo de biomassa e acido lactico (figura 20), desta forma, o baixo consumo de aclcares
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redutores (2,2 g.L™ em 72h) foi praticamente convertido em biomassa. MRS, mesmo sendo o
tratamento testemunha, apresentou o menor rendimento da conversdo de agUcares redutores
em biomassa por ter havido um decréscimo nas concentracdes de biomassa entre 48h e 72h
(figura 20).

As produtividades (g.L™.h™) e os rendimentos (g.g™*) de biomassa de L. plantarum e
de &cido lactico em GLIC, MEL e MRS ao final do periodo de incubagdo (72h) a 35°C sem

agitacdo estdo relacionados na tabela 8.

Tabela 8: Produtividades médias de acido lactico (Qp) e de biomassa de Lactobacillus
plantarum CCT 0580 (Qx) em g.L™".h™ e rendimentos médios da conversdo de aclicares
redutores em acido lactico (Yp/s) e em biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580
(Yx/s) em g.g™* ao final de 72h em incubagdo a 35°C sem agitacéo nos meios GLIC, MEL e
MRS.

Qp Yp/s Qx Yx/s
(g.L "% (0.9™) (g.L "% (0.9™)

GLIC 00la 040a 0.03a 0,98a
MEL 0,09b 0,52b 0,10b 0,60b
MRS 0.17¢ 0.64c 0.13¢ 0.46¢

Valores na mesma coluna seguidos por letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas
(p<0,05).

Houve diferencas significativas (p<0,05) nas produtividades de &cido lactico e de
biomassa entre todos os meios testados em 72h de fermentagdo, ou Seja, 0S meios mais
produtivos de acido lactico e biomassa foram, respectivamente, MRS, MEL e GLIC.

A figura 21 evidencia os intervalos de tempo de maior geracdo de biomassa de L.
plantarum nos diferentes meios. Pode-se perceber a maior produgdo em menor tempo, ou
seja, maior velocidade de producdo no meio MRS, seguido pelos meios MEL e GLIC,

respectivamente.
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Figura 21: Intervalos de tempo de maior producdo de biomassa de Lactobacillus plantarum
CCT 0580 de acordo com os meios de cultura GLIC, MEL e MRS.

Oliveira et al. (2009) estudaram a formacao de acido lactico por Lactobacillus casei
utilizando melaco de cana-de-agucar a 10% e hidrolisado por invertase incubados em 37°C
sob agitacdo de 100 rpm durante 48h. A concentracéo de AR inicial foi de 21 g.L™ e ap6s a
hidrélise resultou em 93,25 g.L™. Eles encontraram maior rendimento (0,76g.g7) e
produtividade (1,22 g.L">.h™) no meio contendo melaco suplementado com 2% de extrato de
levedura e 2% de peptona.

Comparando com Oliveira et al. (2009), para 48h de fermentagéo, foram encontrados
rendimento de 0,54 g.g™* e produtividade de 0,10 g.L™".h™ de &4cido lactico no meio MEL.
Mesmo utilizando LAB diferentes, Oliveira et al. (2009), encontraram maior produtividade e
rendimento utilizando o melago hidrolisado por invertase.

Silva et al. (2010) compararam a producdo de &cido lactico por Lactobacillus casei
utilizando melago de cana-de-agucar, farinha de varredura, fécula de mandioca e frutose. O
melago, a farinha de varredura e a fécula de mandioca foram hidrolisadas enzimaticamente e
suplementados igualmente com 2% de peptona e 2% de extrato de levedura. Todos foram

mantidos em temperatura de 37°C e agitacdo de 100 rpm. Eles concluiram que, a partir do
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melaco houve maior produgdo de &cido lactico diante a carga de nutrientes que este
naturalmente apresenta em relacdo as demais fontes de carbono testadas por eles.

Feltrin et al. (2000) encontraram produtividades de biomassa de L. plantarum ATCC
8014 significativamente diferentes (p<0,05), sendo a produtividade em MRS (0,086 g.L™*.h™)
superior aos meios contendo melago (0,077 g.L".h™ e 0,050 g.L™.h-!), todos em 24h de
incubacéo a 35°C com agitacdo de 150 rpm em fermentador de 3,5L.

Neste trabalho, foi encontrada maior produtividade de biomassa Umida de L.
plantarum em 24h de incubagdo, também em MRS (0,500 g.L™*.h™), seguido por MEL (0,293
g.LmhY e GLIC (0,121 g.L™.h™). Assim como no trabalho de Feltrin et al. (2000), foram
encontradas diferencas significativas (p<0,05) nas taxas de producéo de biomassa entre todos

0s meios testados em incubacéo de 24h.
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5.3 ANALISES DE CUSTO

Poucos trabalhos trazem discussdes sobre os custos operacionais efetivos (COE) e/ou
custos totais (CT) a respeito da producdo de acido lactico e de biomassa de micro-organismos.
No entanto, muitos autores que compararam a producdo de acido lactico e de biomassa
utilizando subprodutos ou residuos agroindustriais, afirmaram ser vantajosas estas producgdes
a partir do melaco, considerando apenas o baixo custo deste subproduto, porém, sem a
inclusdo dos custos dos outros insumos necessarios a sua utilizagcdo, principalmente as
enzimas e reagentes acidos necessarios para a hidrolise da sacarose contida no melaco.
Apresenta-se neste topico, uma analise de COE baseada nos resultados encontrados em escala
laboratorial para a producéo de &cido e de biomassa de L. plantarum CCT 0580, utilizando o

melaco da cana-de-acUcar comparado, principalmente, com a glicose como fontes de carbono.

5.3.1 Andlises dos custos das produgdes de acido lactico

A partir da tabela 9, pode-se verificar que os maiores COE para a producédo de acido
lactico foram encontrados no meio GLIC para todos os tempos de incubacdo. Isto porque,
neste meio, o rendimento de AR em &cido lactico foi o menor (tabela 8). Logo, para a
producdo padronizada de 1g, seriam necessarias maiores despesas com 0S insumos para a
preparacdo do meio de cultura em maior volume comparado com os 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 que o0 meio MRS . No entanto, o meio MEL
apresentou menor custo com a fonte de carbono que o meio MRS. Assim, os menores COE
para a producdo de &cido lactico em GLIC (R$ 16,37), MEL (R$ 0,88) e MRS (R$ 4,47)
foram, respectivamente, em 48h, 72h e 72h.

A figura 22 apresenta os COE para a producéo de acido lactico em cada meio por
tempo de incubacdo. Pode-se perceber que com o aumento da producdo de acido lactico
(tabela 8), h&d uma reducdo nos COE, por isso, 0s custos obtidos no tempo 24h, foram maiores
em todos 0s meios testados. O melago, como um subproduto de baixo custo, fez a producao
de &cido lactico no meio MEL apresentar os menores COE em todos os tempos de cultivo em

relacdo aos demais meios testados.
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Figura 22: Custos operacionais efetivos obtidos para a producdo de acido lactico nos meios
GLIC, MEL e MRS a cada tempo de incubagdo. US$ 1,00 = R$ 4,05 — Cotacdo média do
dolar para 0 més de janeiro de 2016 (BANCO CENTRAL DO BRASIL, 2016).

De acordo com a tabela 10, nos meios GLIC e MRS, os custos com a fonte de
carbono tiveram a maior parcela do COE para a producdo de 1g de acido lactico. O MRS néo
é apenas uma fonte de carbono, € um meio de cultivo elaborado especificamente para atender
as demandas metabolicas de Lactobacillus sp., contendo suplementos, por isso, neste meio,
ndo houve custo com materiais desta 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 carbono
(melaco) foi praticamente nula, representando apenas 0,1% do COE.

Akerberg e Zacchi (2000) compararam os COE com os CT das producdes de &cido
lactico por fermentacdo utilizando Lactococcus lactis ssp lactis ATCC 19435 em diferentes
concentracfes de glicose e concluiram que os COE representaram cerca de 80% do CT da
producdo de &cido lactico. Demirci et al. (1998) comentaram que os meios de cultura,
incluindo as fontes de carbono, representaram mais de 30% do CT da producdo de &cido
lactico.

Com base nas observacdes de Akerberg e Zacchi (2000) e Demirci et al. (1998) e
analisando os dados da tabela 9, pode-se perceber que reduzindo os COE da produgéo de
acido lactico com a substituicdo de GLIC por MEL, o CT pode ser consideravelmente
reduzido.

Gonzalez et al. (2007) estudaram os custos de producdo de &cido lactico a partir do
soro de leite, incluindo todas as etapas da producédo. 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 foram o mais
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impactante na producdo de &cido lactico utilizando um residuo agroindustrial (soro de leite),
corroborando com o achado para o meio MEL de 98,5% dos COE sendo com suplementos.
Nancib et al. (2001) estudaram a substituicdo de extrato de levedura por outras fontes
de nutrientes a partir da fermentacdo de suco de tdmara por Lactobacillus casei ssp
rhamnosus e concluiram que ao utilizarem sulfato de amonio e extrato de levedura na
proporcdo 4:1, ndo houve reducdo significante na producdo de &cido lactico, porém, uma

reducdo significante nos custos.



Tabela 9: Custos operacionais efetivos para a producdo, por grama, de acido lactico em laboratorio de acordo com os meios de cultura testados
(GLIC, MEL e MRS).

24h 48h 72h
GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS
Fonte de carbono R$ 14,99 R$0,00 R$7,59 R$10,00 R$0,00 R$4,97 R$ 10,00 R$0,00 R$4,46
Suplementos

Insumos

Ureia R$1,46 R$0,21 - R$0,97 R$0,18 - R$0,97 R$0,13 -
Peptona R$4,52 R$0,66 - R$3,01 R$0,54 - R$3,01 R$0,42 -
Ext. de levedura R$ 3,44 R$0,50 - R$229 R$041 - R$229 R$0,32 -
Subtotal R$9,42 R$1,37 - R$6,27 R$1,13 - R$ 6,27 R$0,87 -

Reagentes Analiticos
Hidroxido de Sédio R$0,10 R$0,01 R$0,01 R$0,06 R$0,01 R$0,01 R$0,06 R$0,01 R$0,00

Fenolftaleina R$0,01 R$0,00 R$0,00 R$0,01 R$0,00 R$0,00 R$0,01 R$0,00 R$0,00

Alcool absoluto R$0,03 R$0,00 R$0,00 R$0,02 R$0,00 R$0,00 R$0,02 R$0,00 R$0,00

Subtotal R$0,14 R$001 R$001 R$0,09 R$0,01 R$0,01 R$0,09 R$0,01 R$0,00
Custo Operacional Efetivo

Total R$2455 R$138 R$760 R$1636 R$1,14 R$4,98 R$16,36 R$0,88 R$4,46

US$ 1,00 = R$ 4,05. Cotacdo média do ddlar para 0 més de janeiro de 2016 (BANCO CENTRAL DO BRASIL, 2016).

6.



Tabela 10: Composicao dos custos operacionais, em porcentagem (%), da producéo de acido lactico, de acordo com os meios de cultura testados:
GLIC, MEL e MRS.

I 24h 48h 72h

nstmos GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS
Fonte de carbono 61,06 0,00 9987 61,12 0,00 9980 61,12 0,00 100,00

Suplementos
Ureia 5,95 15,22 0,0 593 15,79 0,0 593 14,77 0,0
Peptona 18,41 47,83 0,0 18,40 47,37 0,0 18,40 47,73 0,0
Ext. de levedura 14,01 36,23 0,0 14,0 35,96 0,0 140 36,36 0,0
Subtotal 38,37 99,28 0,0 38,33 99,12 0,0 38,33 98,86 0,0
Reagentes Analiticos

Hidrdoxido de Sodio 0,41 0,72 0,13 0,37 0,88 0,20 0,37 1,14 0,00
Fenolftaleina 0,04 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00
Alcool absoluto 0,12 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00
Subtotal 0,57 0,72 0,13 0,55 0,88 0,20 0,55 1,14 0,00
Total 100,00 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

08



81

5.3.2 Orcamentac@es parciais entre as produgdes de acido lactico

Considerando 0 MRS como meio de cultivo adequado para o crescimento de
Lactobacillus sp e a glicose como uma fonte importante para a producédo industrial de acido
lactico por fermentagdo, realizaram-se orcamentacfes parciais (OP) simulando todas as
alternativas possiveis de substituicdo da producdo de &cido lactico, a partir dos meios GLIC e
MRS pela utilizacdo de melaco, meio MEL. Complementando as analises comparativas das
OP, verificou-se, também, a possivel substituicdo de GLIC por MRS (tabela 11).

As receitas obtidas para produgdo de 1g &cido lactico em cada meio testado de
acordo com o tempo de incubagdo foram iguais, uma vez que se padronizou a produgéo (19).

O valor encontrado para receita de 1g de acido lactico foi de R$0,05.

Tabela 11: Orcamentacdes parciais simulando as substituicdes das producdes, por grama de
acido lactico, utilizando Lactobacillus plantarum CCT 0580 a partir das substituicdes de
GLIC e MRS por MEL e a partir de GLIC por MRS.

Meios alternativos

Meios a serem substituidos

MEL 24h MEL 48h MEL 72h
GLIC 24h R$ 23,17 R$ 23,41 R$ 23,67
GLIC 48h R$ 14,98 R$ 15,22 R$ 15,48
GLIC 72h R$ 14,98 R$ 15,22 R$ 15,48
MRS 24h R$ 6,22 R$ 6,46 R$ 6,72
MRS 48h R$ 3,60 R$ 3,84 R$ 4,10
MRS 72h R$ 3,08 R$ 3,32 R$ 3,58

MRS 24h MRS 48h MRS 72h
GLIC 24h R$ 16,95 R$ 19,57 R$ 20,09
GLIC 48h R$ 8,76 R$ 11,38 R$ 11,90
GLIC 72h R$ 8,76 R$ 11,38 R$ 11,90

Valores positivos significam alteracdo favoravel. Para verificar as simulagdes em sentido inverso, basta inverter
os sinais dos valores.

Pode-se perceber que as substituicbes de GLIC por MRS seriam vantajosas para a
producéo de acido lactico, isto ndo quer dizer que as inddstrias produtoras de acido lactico
devam utilizar MRS, ao invés de GLIC. Estes foram os resultados encontrados baseados em
um meio (GLIC) ndo suplementado para 0 maximo desempenho, como 0 MRS, em condicdes
de laboratorio.

No entanto, mesmo sem suplementacdes que atendam ao maximo desempenho nas
fermentacdes, a OP mostrou ser vantajosa ao substituir tanto o MRS, quanto a glicose por

melaco. Todos os valores das simulag¢Oes nas quais 0 melaco seria utilizado foram positivos.
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5.3.3 Andlises de custos para a producdo de biomassa de Lactobacillus plantarum

A tabela 12 apresenta os COE para a producdo de 1g de biomassa de L. plantarum a
cada tempo de fermentacdo nos meios testados (GLIC, MEL e MRS). Pode-se observar
novamente que o meio MEL resultou nos menores COE em todos os tempos de fermentacao.
Os custos mais elevados foram encontrados no meio GLIC.

Com estes resultados, os menores COE para a producao de biomassa em GLIC (R$
5,05), MEL (R$ 0,76) e MRS (R$ 3,34) foram, respectivamente, em 24h, 72h e 48h.

A figura 23 apresenta os COE para a producdo de biomassa de L. plantarum CCT
0580 em cada meio por tempo de incubacdo. Assim como na producdo de &cido lactico, o
melaco, como um subproduto de baixo custo, fez a producdo de biomassa de L. plantarum no

meio MEL apresentar os menores COE em todos os tempos de cultivo.
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Figura 23: Custos operacionais efetivos obtidos para a producéo de biomassa de Lactobacillus
plantarum nos meios GLIC, MEL e MRS a cada tempo de incubagdo. US$ 1,00 = R$ 4,05 —
Cotacdo média do dolar para o més de janeiro de 2016 (BANCO CENTRAL DO BRASIL,
2016).

Ao se comparar as propor¢des dos COE para producdo de biomassa de L. plantarum
por categoria de insumos (tabela 13), 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 0s responsaveis por quase a totalidade do COE,
principalmente com a peptona (47,9% do COE). Como o meio MRS ndo foi suplementado,
por ja ser um meio complexo, todo o COE (100%) referiu-se a ele. Ndo foram obtidos custos
com reagentes analiticos na producdo de biomassa de L. plantarum, pois na metodologia

utilizada, ndo houve necessidade destes recursos.



Tabela 12: Custos operacionais efetivos para a producdo, por grama, de biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580 em laboratério de
acordo com os meios de cultura testados (GLIC, MEL e MRS).

INSUMoS 24h 48h 72h
GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS
Fonte de carbono  R$3,10 R$0,00 R$468 R$395 R$0,00 R$334 R$409 R$000 R$6,17
Suplementos
Ureia R$0,30 R$0,12 - R$0,38 R$0,14 - R$0,40 R$0,12 -
Peptona R$0,94 R$0,39 - R$1,19 R$0,42 - R$1,23 R$0,36 -
Ext. de levedura  R$0,71 R$0,29 - R$0,90 R$0,32 - R$0,94 R$0,28 -
Subtotal R$1,95 R$0,80 - R$247 R$0,88 - R$257 R$0,76 -
Custo Operacional Efetivo
Total R$5,05 R$0,80 R$468 R$642 R$088 R$334 R$666 R$0,76 R$6,17

US$ 1,00 = R$ 4,05. Cotacdo média do dolar para o més de janeiro de 2016 (BANCO CENTRAL DO BRASIL, 2016).

Tabela 13: Composi¢do dos custos operacionais, em porcentagem (%), da producdo de biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580, de
acordo com os meios de cultura testados: GLIC, MEL e MRS.

INSUMos 24h 48h 72h

GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS GLIC MEL MRS

Fonte de carbono 614 0,1 100,0 614 0,1 100,0 614 0,1 100,0
Suplementos

Ureia 6,0 155 0,0 6,0 155 0,0 6,0 15,5 0,0
Peptona 185 479 0,0 18,5 479 0,0 18,5 479 0,0
Ext. de levedura 141 365 0,0 141 365 0,0 14,1 36,5 0,0
Subtotal 386 99,9 0,0 386 999 0,0 38,6 99,9 0,0
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

€8
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5.3.4 Orgamentacdes parciais entre as producoes de Lactobacillus plantarum CCT 0580

Foram realizadas analises de OP para comparacdes entre os beneficios-custos das
producdes de biomassa de L. plantarum a partir de GLIC e MRS por MEL. Também,
considerou-se a substitui¢cdo de GLIC por MRS (tabelal4).

As receitas obtidas para producdo de 1g de biomassa Umida de L. plantarum CCT
0580 em cada meio testado de acordo com o tempo de incubacdo foram iguais, uma vez que
se padronizou a producdo (1g). O valor encontrado para receita de 1g de biomassa foi de
R$412,17.

Tabela 14: Orcamentacdes parciais simulando as substituicdes das producdes, por grama de
biomassa de Lactobacillus plantarum CCT 0580 a partir das substituicdes de GLIC e MRS
por MEL e a partir de GLIC por MRS.

Meios alternativos
MEL 24h MEL 48h MEL 72h

Meios a serem substituidos

GLIC 24h R$ 4,25 R$ 4,25 R$ 4,29
GLIC 48h R$ 5,62 R$ 5,62 R$ 5,66
GLIC 72h R$ 5,86 R$ 5,86 R$ 5,90
MRS 24h R$ 3,88 R$ 3,80 R$ 3,92
MRS 48h R$ 2,54 R$ 2,46 R$ 2,58
MRS 72h R$ 5,37 R$ 5,29 R$ 5,41
MRS 24h MRS 48h MRS 72h
GLIC 24h R$ 0,37 R$1,71 -R$1,12
GLIC 48h R$ 1,74 R$ 3,08 R$ 0,25
GLIC 72h R$ 1,98 R$ 3,32 R$ 0,49

Valores positivos significam alteracdo favoravel. Para verificar as simulagdes em sentido inverso, basta inverter
os sinais dos valores.

Encontraram-se a partir da OP, comparando as receitas e 0s custos das producdes de
biomassa de L. plantarum, os mesmos padrdes de resultados encontrados na OP realizada
para a producdo de &cido lactico, sendo assim, a substituicdo das producdes de biomassa em
GLIC e MRS por MEL seria, mais uma vez, vantajosa. E mais vantajoso utilizar melaco do
que glicose em qualquer tempo de incubacéo. Isto é importante, pois menos ciclos produtivos
podem ser realizados em um mesmo periodo atingindo maior produgédo com melago.

Figueroa-Gonzalez et al. (2011) comentaram que a utilizacdo de efluentes
agroindustriais podem reduzir 0os custos de producdo de probidticos, uma vez que
constituiriam um meio de cultura de baixo custo, desde que o efluente tenha as caracteristicas

necessarias ao desenvolvimento do micro-organismo.
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De um modo geral, Chaves (2015) comparou 0s custos operacionais da producdo de
polihidroxibutirato (PHB) por Bradyrhizobium japonicum utilizando diferentes fontes de
carbono, dentre elas, 0 melaco. Ela constatou 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 utilizacdo do melaco (R$ 3,35/g de PHB) superaram 0s custos
quando se utilizou sacarose (R$ 2,86/g de PHB). No entanto, os custos com a utilizacdo do
melaco, foram menores que com a utilizagdo dos demais meios testados: sacarose < melago <
glicerol < soro de leite < lactose < glicose. Estes resultados corroboraram os menores custos
na producdo ao utilizar o melago comparado ao glicerol (R$ 3,46/g de PHB) e ao soro de leite
(R$ 4,73/g de PHB), ambos residuos agroindustriais na producdo de biomassa de PHB em
Bradyrhizobium japonicum.

De acordo com os conceitos de quimica verde trazidos por Torresi, Pardini e Ferreira
(2010), a substituicdo de glicose por melaco, pode ser ambientalmente sustentavel,
considerando que a producdo de &cido lactico e de biomassa de L. plantarum CCT 0580 foi
maior utilizando melago e apresentou COE menores.

Desta forma, a figura 24 apresenta um modelo de ecossistema industrial com a
incorporacdo da producéo de &cido lactico e de L. plantarum utilizando o melago da inddstria

agucareira.
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Figura 24: Ecossistema industrial das usinas de cana-de-agtcar com a possivel inclusdo das
industrias de acido lactico e/ou de probidticos. Por razbes de simplificacdo, ndo foram
incluidas industrias de outras categorias que possam utilizar o etanol, o acido lactico e

Lactobacillus plantarum.
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6 CONCLUSAO

As andlises de producdo de acido lactico revelaram maior produtividade em 72h de
incubacéo para todos os meios testados: GLIC, MEL e MRS. Como esperado, no meio MRS,
utilizado como controle experimental, houve maior producdo que nos demais meios,
resultando em 12,6 +0,42 g.L™>. No entanto, no meio MEL houve maior produgdo que no
meio GLIC, gerando, respectivamente, 6,5 +0,21 g.L ™" e 0,9 +0,0 g.L™.

Em relacdo a produgdo de biomassa Umida de L. plantarum CCT 0580, verificou-se
maior produgdo no meio MRS em 48h de incubacéo, com concentragdo de 16,9 +3,54 g.L ™.
Comparando os meios GLIC e MEL, estes apresentaram maior producdo de biomassa,
respectivamente em 24h e 72h de incubacdo. A producdo de biomassa de L. plantarum CCT
0580 foi maior em MEL que em GLIC, sendo as concentraces maximas para cada meio,
respectivamente, 7,59 +0,66 g.L ™" e 3,0 +0,85 g.L™.

Comparando a produtividade de acido lactico entre os meios testados ao final da
incubacdo, 72h, verificou-se maior produtividade em MRS, seguido por MEL e GLIC, que
apresentaram produtividades de 4cido lactico de, respectivamente, 0,17 g.L%.h*, 0,09 g.L™-.h"
10,01gLth™

O mesmo perfil da produtividade de acido lactico foi encontrado para a
produtividade de biomassa de L. plantarum CCT 0580, no qual os meios MRS, MEL e GLIC
apresentaram, respectivamente, as seguintes taxas de produtividade: 0,13 g.L™.h*, 0,10 g.L"
'h'e0,03g.L™h™

Verificando os rendimentos, ou seja, a conversdo de agucares redutores (AR) em
acido lactico ao final do tempo de incubacdo, 72h, verificou-se maior rendimento no meio
MRS, sendo 0,64 g.g™ (gramas de &cido lactico por gramas de AR). Comparando 0s meios
GLIC e MEL, obteve-se maior rendimento no meio MEL que no meio GLIC, apresentando
taxas de conversdo iguais a 0,52 g.g™* e 0,40 g.g™*, respectivamente.

Considerando a conversdo de AR em biomassa de L. plantarum CCT 0580 ao final
de 72h de incubacéo, o meio controle (MRS) apresentou menor rendimento, igual a 0,46 g.g™.
O meio GLIC apresentou 0 maior rendimento de biomassa a partir de AR, seguido pelo meio
MEL, que apresentaram, respectivamente, os valores de 0,98 g.g e 0,60 g.g™.

Os maiores custos operacionais efetivos (COE) para a producdo de 1g de acido
lactico em escala laboratorial foram observados utilizando os meios GLIC e MRS, seguidos

pelo meio MEL. Em 72h de incubacgéo, tempo em que houve maior producgéo de acido lactico,



88

observaram-se 0s seguintes valores de COE para os meios GLIC, MRS e MEL,
respectivamente: R$ 16,36, R$ 4,46 e R$ 0,88.

Para a producdo de 1g de biomassa de L. plantarum CCT 0580, por cada tempo de
maior producdo nos meios testados, observou-se maior COE utilizando GLIC, seguido por
MRS e MEL, respectivamente: R$ 5,05 (24h), R$ 3,34 (48h) e R$ 0,76 (72h).

A partir das or¢camentacdes parciais, 0 melago pode substituir a glicose na producéo

de &cido lactico e biomassa de L. plantarum CCT 0580 de forma vantajosa.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Otimizar as producGes de acido lactico e de biomassa de Lactobacillus plantarum
CCT 0580 de acordo com o pH, concentracdo de AR, fonte de nitrogénio, fonte de
fosfato e outras fontes sustentaveis de carbono.

Realizar as fermentagcdes em biorreator, simulando melhor os processos industriais de
obtencdo de &cido lactico e de biomassa de L. plantarum.

Analisar os custos de producéo de &cido lactico e de biomassa de L. plantarum a partir
dos custos das matérias primas obtidos pelas industrias.
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