Producao de acido latico e dextrana utilizando suco de caju como substrato
Production of lactic acid and dextran using cashew apple juice as a substrate
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo estudar a utilizacao de excedentes agricolas como substrato para producao de dextrana e acido latico.
As fermentacoes foram conduzidas com o microorganismo Leuconostoc mesenteroides B512F, em meio contendo suco de caju e sacarose.
As concentracoes de acucar redutor e sacarose foram variadas de acordo com um planejamento experimental. No final da fermentacao foram
quantificados a dextrana, o acido latico e a biomassa produzida. Os resultados foram avaliados através da metodologia de analise de superficie
de resposta. De acordo com os resultados obtidos, a elevacao da concentracao de acticares favorece a producao de dextrana e de acido latico.
A utilizacao do suco de caju como substrato alternativo para producao de dextrana e acido latico apresentou viabilidade técnica.
Palavras-chave: processos fermentativos; substratos alternativos; acido latico; suco de caju.

Abstract

The main aim of the present work was to study the use of agriculture excess as substrates for dextran and lactic acid production. The
fermentations were carried out with the microorganism Leuconostoc mesenteroides B512F in a medium containing cashew apple juice and
sucrose. The concentrations of reducing sugar and sucrose were varied according to factorial planning. At the end of the fermentation the
dextran, the lactic acid and biomass produced were quantified.The results were analyzed by the surface response analysis methodology.
According to the results increasing the sugar level favors dextran and lactic acid production. The use of cashew apple juice as an alternative

substrate for dextran and lactic acid production presented technical viability.
Keywords: fermentation process; alternative substrates; lactic acid; cashew apple juice.

1 Introducao

Industrialmente a dextrana é produzida a partir da fer-
mentacdo, em meio sintético, da bactéria latica Leuconostoc
mesenteroides NRRL B512F, que também produz acido latico
durante a fermentacao. A dextrana apresenta diversas aplica-
coes que variam de acordo com sua massa molar.

A dextrana de alta massa molar pode ser empregada na
industria de petréleo; a de média massa molar é empregada
na industria de alimentos e a de baixa massa molar na indus-
tria farmacéutica®®. A enzima dextrana-sacarase, responsavel
pela sintese de dextrana, ¢ uma enzima extracelular obtida a
partir da fermentacao do Leuconostoc mesenteroides B512F
em meio contendo sacarose como fonte de carbono. A enzima
promove a quebra da sacarose em unidades de glicose e frutose.
As unidades de glicose sao entao polimerizadas formando a
dextrana®. Segundo o mecanismo de insercao, o mais aceito
atualmente para a sintese, a cadeia dextrana cresce ligada a
enzima, sendo as unidades de glicose insertadas entre a cadeia
polimérica e o sitio ativo®.

A utilizacdo de substratos alternativos, em processos
fermentativos, visa o aproveitamento de matérias-primas
agricolas de baixo custo. Esta pratica diminui o custo do meio
de cultura utilizado e, conseqiientemente, do produto final.
Além de fonte de carbono e demais nutrientes, os substratos
agricolas apresentam composicdo complexa. Sua composi¢ao
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total exata € muitas vezes desconhecida. Substratos agricolas
podem apresentar em sua composicao elementos capazes de
inibir o crescimento do microorganismo e/ou impedir a sintese
do metabdlito de interesse. Dessa forma, embora virtualmente
qualquer substrato natural possa ser empregado como subs-
trato para o cultivo de microorganismos, o estudo da viabili-
dade do emprego deste substrato € uma etapa necessaria para
assegurar sua utilizacao em larga escala.

O caju, largamente cultivado no Cear4, possui pedunculo
que é desperdicado, pois o maior valor dessa cultura esta as-
sociado a améndoa da castanha. Embora o aproveitamento do
pedunculo apresente varias opcoes tecnoléogicas de industriali-
zacao, podendo ser aproveitado na elaboracao de sucos, doces,
refrigerantes, vinhos, polpas e outros produtos alimenticios,
além do consumo in natura, o volume de pedinculo produzido
supera a quantidade processada.

Calcula-se que o pais produza cerca de 1,5 milhdo de
toneladas de caju por ano. Considerando-se que o pseudo-
fruto corresponde a 90% do peso do caju, menos de 10%
desse total é aproveitado industrialmente ou para consumo in
natura, sendo grande parte perdida no campo, no momento
do descastanhamento feito para a industria de beneficiamento
de castanha®.

Este substrato apresenta altos teores de glicose e fruto-
se, que embora nao sejam consumidos para a producao de
dextrana, sdo metabolizados pelo microorganismo®. Além da
producao de dextrana, a bactéria L. mesenteroides produz
também acido latico, que juntamente com o acido citrico é um
dos principais acidulantes utilizados na industria de alimen-
tos, encontrando também aplicacoes nas industrias quimica
e farmacéutica. A demanda pelo acido latico tem crescido re-
centemente devido ao crescimento da demanda por alimentos
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industrializados. No setor quimico, o 4cido latico tem sido
empregado para obtencao de plasticos biodegradaveis e para
confeccao de embalagens rigidas e flexiveis para acondiciona-
mento de alimentos e outros produtos!?. O desenvolvimento
do setor de embalagens biodegradaveis tem sido estimulado
devido ao grande volume que os materiais plasticos ocupam
nos aterros sanitarios.

Neste trabalho, a producao de dextrana e de acido latico a
partir da fermentacao do Leuconostoc mesenteroides B512F,
bem como a viabilidade de crescimento do microorganismo,
utilizando como substrato uma matéria-prima alternativa (suco
de caju) foi estudada.

2 Material e métodos

2.1 Ativacao do microrganismo

O microrganismo Leuconostoc mesenteroides B512F foi
obtido junto ao banco de microorganismos do Departamento
Estadual de Agricultura dos EUA (United States Departament
of Agricultural, Peoria, Illinois, NRRL Culture Collection).

A bactéria foi ativada em “shalcer” rotatério a partir de
meio sintético contendo somente sacarose como fonte de
carbono. O meio utilizado para a ativa¢ao do microorganismo
apresentava a seguinte composicao: 50,0 g.L' de sacarose;
20,0 gL' de extrato de levedura; 20,0 g.L! de K,HPO,;
0,20 g.L'! de MgSO,.7H,0; 0,01 g L' de MnSO,.7H,0; 0,01 g.L!
de FeSO,.7H,0; 0,02 g.L! de CaCl,.2H,0 € 0,01 g.L ! de NaCl “.
A ativacao foi conduzida por 12 horas a 32 °C e agitacao de
150 rpm. A biomassa assim obtida foi utilizada como inéculo
nos ensaios fermentativos, onde foram inoculados 10% do
volume do meio de cultura elaborado com o suco de caju.

2.2 Obtencao do suco

O suco de caju utilizado foi obtido junto a Embrapa
Agroindustria Tropical (Fortaleza-CE), que forneceu o suco ja
clarificado, sendo o mesmo caracterizado inicialmente quanto
ao pH inicial (potenciometria direta) e agticares redutores to-
tais’. A obtencao do suco a partir do peddnculo, cultivado pela
Embrapa no campo experimental de Pacajus — CE, foi realizada
por prensagem mecanica. A clarificagao do suco foi realizada
através da adicao de gelatina ao suco integral. A gelatina age
como floculante de taninos e sélidos suspensos que interferem
na fermentacao, inibindo o crescimento microbiano. O suco foi,
entdo, mantido em repouso por 12 horas em camara fria (4 °C)
para decantacao dos flocos formados, obtendo-se assim o suco
clarificado. O suco clarificado, por nao conter conservantes, foi
mantido congelado (-20 °C) até o momento de sua utilizacao.
As etapas de processamento do pedunculo para obtencao do
suco integral, bem como sua clarificacao foram realizadas na
planta piloto da Embrapa Agroindustria Tropical.

2.3 Ensaios fermentativos

Os ensaios fermentativos para o estudo da viabilidade do
crescimento do microorganismo, da producao de dextrana
e de acido latico a partir da fermentagao do Leuconostoc

mesenteroides B512F utilizando como substrato o suco de caju
foram realizados em "shaker” rotatério a 32 °C. Este substrato
foi adicionado a sacarose para induzir a producao da enzima,
possibilitando a sintese de dextrana.

O processo fermentativo foi estudado através de um plane-
jamento fatorial fracionério em dois niveis 25?1, no qual foram
variadas as concentragoes iniciais de sacarose adicionada e
acucares redutores totais (através da diluicao da matéria-pri-
ma), sendo considerados ensaios com ou sem a correcao do
meio no tocante a adicao de ions metdlicos, adicao de fosfato
(K,HPO,) € suplementagao da fonte de nitrogénio (extrato de
levedura), baseando-se nos valores do meio sintético*, confor-
me apresentado na Tabela 1. O pH inicial do meio de cultura
de cada um dos ensaios foi ajustado para 6,7, que é o valor
6timo de pH para o crescimento do L. mesenteroides. Apés
o preparo, os meios de cultura foram autoclavados a 121 °C
por 15 minutos e resfriados a temperatura ambiente, quando
foram entao inoculados com a cultura ativada em meio sinté-
tico, conforme descrito no item 2.1.

A fermentacao foi conduzida por 24 horas e avaliada
através da determinacdo da dextrana, do acido latico e do
crescimento microbiano, o qual foi avaliado através da deter-
minacdo da densidade ética a 660 nm contra um branco do
suco fermentado livre de células. As células foram removidas
por centrifugacao a 8000 rpm por 10 minutos. O acido latico
foi determinado por titulometria com NaOH padronizado. A
dextrana foi removida através da precipitacao com 3 volumes
de etanol 96%'*!!, sendo determinada segundo o método fenol-
sulfarico para determinacdo de carboidratos totais®. Todos os
ensaios e analises foram realizados em duplicata. Os resultados
foram analisados através de graficos de superficie de resposta
com o auxilio do software Statistica (Statsoft v. 5.0).

Tabela 1. Planejamento fatorial.

Ensaio Sacarose Acucares Extratode Fosfato Solugoes
redutores levedura salinas* (%)
totais
gLt
1 50,00 50,00 20,00 20,00 100
2 50,00 50,00 0,00 20,00 0
3 50,00 25,00 20,00 0,00 100
4 50,00 25,00 0,00 0,00 0
5 25,00 50,00 20,00 0,00 0
6 25,00 50,00 0,00 0,00 100
7 25,00 25,00 20,00 20,00 0
8 25,00 25,00 0,00 20,00 100
9 37,50 37,50 10,00 10,00 50

*solugoes salinas em percentagem da concentracao de referéncia (meio sintético apresentado
no item ativacao do microrganismo).

3 Resultados e discussoes

A andlise do suco fermentado demonstrou que houve cres-
cimento celular, producdo de dextrana e, portanto, producao
da enzima dextrana-sacarase e de acido latico. Os resultados
em termos de biomassa, dextrana e acido latico produzidos
durante a fermentacao sao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Concentracao de dextrana, oligossacarideos e biomassa
obtidos.

Ensaio Dextrana Acido latico Biomassa pH final
(ABS 660 nm)
gl!
1 4,37+0,04 20,75%0,17 2,58 £ 0,04 4,02
2 2,76 £0,09 15,23+0,10 2,15+ 0,02 4,11
3 2,72+0,10 11,81+0,10 2,06 +£0,01 3,79
4 1,51 £0,07 5,84+0,17 1,52 £ 0,04 3,73
5 2,65+0,06 10,57 +0,68 1,94 £ 0,01 3.89
6 1,49 +0,18 5,42 +£0,75 1,66 = 0,04 3,72
7 2,99+0,18 15,27+0,75 2,66 + 0,04 4,20
8 1,56 £+ 0,06 12,99 £ 0,69 2,47 £ 0,01 4,00
9 2,39+0,09 12,57+0,28 2,29+0,15 3,83

De acordo com os resultados da Tabela 2, de forma geral,
alguns valores de pH final sdo levemente inferiores aos ob-
servados para a fermentacdo em meio sintético, onde o valor
minimo observado é de 4,0°. A maior formacao de dextrana e
de acido latico foi obtida para o ensaio 1, onde excetuando-se
o teor de acticar redutor, o meio apresenta composicao idéntica
ao sintético. J& os menores valores para dextrana e 4cido latico
foram obtidos para o ensaio 6, onde nao houve suplementacio
de fosfato ou de extrato de levedura, sendo menor também a
concentracio de sacarose. Em relacido a biomassa, crescimen-
tos mais elevados foram observados para os ensaios onde houve
suplementacao de fosfato e extrato de levedura (ensaios 1 e 7),
seguidos daqueles onde houve suplementacao do fosfato (en-
saios 2 e 8). Os menores crescimentos de biomassa foram
observados para os ensaios onde nao houve suplementacao
de fosfato (ensaios de 3 a 6).

Os efeitos de cada uma das variaveis nas repostas apre-
sentadas na Tabela 2 sao apresentados na Figura 1, onde o
* denota que o efeito € estatisticamente significativo em um
intervalo de 95 % de confianca.

—Joxr
[ Biom
I Ac. latico

ﬂ—IH‘l_l

Extrato Fosfato Sais

Efeitos estimados

Media Sac RS

Figura 1. Efeito das variaveis estudadas na resposta do sistema.
(DXT: dextrana; Biom: biomassa; Ac latico: acido latico; Sac: sacarose;
e RS: acticar redutor).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 1, os
maiores efeitos foram obtidos para a producéo de acido latico.
A adicao ions metalicos (sais) nao foi significativa no intervalo
de confianca considerado (95 %), para nenhuma resposta do
sistema. A sacarose s6 foi significativa para a producao de
dextrana e acido latico. O acucar redutor foi significativo so-
mente para a producao de dextrana, enquanto que o fosfato e o
extrato de levedura foram significativos para todas as respostas
consideradas. Os graficos de contorno obtidos para as variaveis
mais significativas sao apresentados nas Figuras de 2 a 6.

Acucar redutor (g.L)

25 30 35 40 45 50

Sacarose (g.L')

52 [ 3,520 mHW 3,988
69 [ 3,637 mHA 4,105
gg @ 3,754 WM above

Figura 2. Producao de dextrana em funcao da sacarose e acucar
redutor.

Fosfato (g.L!)

0 5 10 15 20
Extrato de levedura (g.L!)

B 1600 []2.391 [EES3.183
B 1798 [ 12,589 [N 3.381
1,996 [12,787 [ above
02,194 2985

Figura 3. Producao de dextrana em funcao do fosfato e extrato de
levedura.
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Actcar redutor (g.L*)

22 28 34 40 46 52

Sacarose (g.L!)

B 10.286 [ 11,992 [ 13.698
B 10712 [ ]12.418 [14.125
11,139 [712,845 [ above
11,565 [ 13.271

Figura 4. Producao de acido latico em funcao da sacarose e agticar
redutor.

Fosfato (g.L*)

0 5 10 15 20
Extrato de levedura (g.L!)

El7219 []11,721 16,222
ES.344 [ 112,846 17,348
9,470 [13,972 M above
010,595 [l 15,097

Figura 5. Producao de 4cido latico em funcdo do fosfato e extrato de
levedura.

De acordo com os graficos de contorno apresentados nas
Figuras 2 e 3, a sintese de dextrana ¢ favorecida pelo aumento
da concentracido de sacarose e de acucares redutores, bem
como de fosfato e de extrato de levedura. A producao de acido
latico é, também, favorecida pelo aumento da concentracio
de sacarose, de acucar redutor, fosfato e extrato de levedura
(Figuras 4 e 5). Entretanto, para o acido latico, o fosfato apre-
senta maior efeito que o extrato de levedura (Figura 5).

Extrato de levedura (g.L™!)

0 5 10 15 20
Fosfato (g.L!)

B 1.728 []2.008 [2.289 EM2.570
BN 1.821 [ 12.102 [N 2.383 [ above
1,915 [ 12,195 2,476

Figura 6. Biomassa obtida em funcao do fosfato e extrato de
levedura.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 6,
tanto o fosfato quanto o extrato influenciam a biomassa obtida,
sendo que o aumento do fosfato apresenta maior efeito no cres-
cimento da biomassa. A complementacao de fosfato no meio de
cultura formulado com o suco de caju favorece o crescimento
do microorganismo, uma vez que este componente age tampo-
nando o meio e permitindo que a fermentacdo seja conduzida
por mais tempo em valores de pH préximos ao valor 6timo de
crescimento®. Um maior crescimento de biomassa leva a uma
maior producao de dextrana e de acido latico (Tabela 1).

4 Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que a ele-
vacao da concentracao de sacarose e acticar redutor resulta em
um aumento da producao de dextrana e de biomassa. A adicao
de fosfato age tamponando o meio de cultura, favorecendo o
crescimento da biomassa e da formacao de dextrana e acido
latico. A complementacdo da fonte de nitrogénio (extrato de
levedura) também favoreceu o crescimento da biomassa, da
producao do &cido latico e da dextrana, sugerindo que o teor
de nitrogénio presente no suco de caju € baixo e sua suple-
mentacao ¢ positiva.

Embora com menores rendimentos, houve crescimento
microbiano, bem como formacao de dextrana e de acido latico
no meio de cultura formulado com o suco de caju e sem com-
plementacao da fonte de nitrogénio e fosfato (ensaios 4 € 6). A
adicao de solucao salina nao influenciou nenhuma das variaveis
estudadas. Dessa forma, pode-se dizer que nao ha necessidade
de adicdo de sais minerais ao suco de caju, sendo sua compo-
sicao mineral natural suficiente para suprir as necessidades
do microorganismo.
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O uso de suco de caju para cultivo de L. mesenteroides é
uma proposta inovadora, nao tendo sido encontrada nenhuma
referéncia sobre o assunto na literatura cientifica. Entretanto,
segundo os resultados obtidos neste trabalho, a utilizagao do
suco de caju clarificado para a producgao de dextrana e acido
latico a partir da fermentacao do L. mesenteroides B 512 é viavel,
uma vez que ocorreu a producao de dextrana, de biomassa e de
acido latico, mesmo sem complementacao de fontes externas de
nitrogénio e fosfato. O rendimento do processo pode ser melho-
rado através da otimizacao das condicoes de sintese (objeto de
trabalhos futuros). A busca por fontes de nitrogénio complemen-
tares de baixo custo (residuos e substratos agricolas) também ¢é
necessaria para o aumento do rendimento do processo.

A utilizacao do suco como meio de fermentacdo para pro-
ducao de insumos de alto valor agregado € interessante, pois
além de diminuir o custo da matéria-prima através do reapro-
veitamento de um produto que normalmente é desperdicado,
permite um melhor aproveitamento dos recursos agricolas
nao utilizados, diminuindo com isso o impacto ambiental de
sua disposicao final.
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