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Resumo

O acido latico ¢ um dos acidos organicos mais utilizados atualmente, com aplicagdes em varios setores,
tais como farmacéutico, quimico, alimenticio, entre outros. Pode ser obtido de duas maneiras: por sintese
quimica, responsavel por uma pequena fracéo (~10%) de toda a produgao por causa de seu alto custo; e por
via fermentativa, que corresponde a 90% de toda a produgdo de acido latico. Para produzir esse 4cido por via
fermentativa, pode-se empregar o método de fermentacao de estado solido (FES), amplamente usado por poluir
menos 0 meio ambiente comparado a fermentagao liquida e por necessitar de uma quantidade menor de agua, o
que, em larga escala, pode ser mais econdmico e sustentavel. Pelo método de FES, ¢ possivel utilizar restos de
compostos organicos como substratos, que inicialmente seriam descartados por ndo terem uso ou serem pouco
reaproveitados. Com base nessa ideia, o propdsito deste trabalho foi o de produzir acido latico pelo método
de FES, utilizando como microrganismo a bactéria Lactobacillus casei e como substrato as cascas de abacaxi
(Ananas comosus (L.) Merril), um substrato que, apesar de rico em nutrientes ¢ enzimas, ainda ndo possui uso
comercial. A quantidade de acido latico produzida foi de 0,0556 g L', que é pequena diante dos valores obtidos
em outros trabalhos, indicando a necessidade de ajuste dos parametros empregados neste processo.

Palavras-chave: Substrato alternativo; bactéria; reaproveitamento; biotecnologia ambiental.

Abstract

Lactic acid is one of the most widely used organic acids nowadays, with applications in various sectors, such as
the pharmaceutical, chemical, foodstuffs, among others. It can be obtained in two ways: by chemical syntheses,
which accounts for a small fraction (~10%) of all acid production due to its high cost; and by fermentation,
which accounts for 90% of all lactic acid production. To produce this acid via fermentation, the solid-state
fermentation method (SSF) can be used, which is widely used because it pollutes less the environment than
liquid fermentation, and it requires less water, which on a large scale can be more economical and sustainable.
By the SSF method, it is possible to use organic compounds waste as substrates, which would initially be
discarded for having no or little use. Based on this idea, this work aimed to produce lactic acid by the SSF
method, using the bacterium Lactobacillus casei as a microorganism and pineapple peels (Ananas comosus (L)
Merrill) as a substrate, a substrate that, despite being rich in nutrients and enzymes, is not yet in commercial
use. The amount of lactic acid produced was 0.0556 g L', which it is small amount compared to values
obtained in other studies, indicating the need to adjust the parameters used in this process.
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Introducio

O 4cido latico (C,H,O,) € um 4cido organico
muito utilizado em varios setores industriais.
Na industria alimenticia, ¢ empregado como
acidulante para diminuir o pH de alimentos e como
conservante. Porém, o seu uso ndo se restringe
somente a esse setor; essa substancia também ¢
encontrada no ramo farmacéutico, medicinal e
quimico (Silva et al., 2010; Souza et al., 2019).
O método mais aplicado na obtengdo do acido
latico € a fermentagdo, e um dos microrganismos
mais usados nesse processo sdo as bactérias da
familia Lactobacillus (Kourkoutas et al., 2005).

Por ser um acido muito comercializado, sua
produgdo tem sido escopo de varias pesquisas,
com o objetivo de torna-la mais barata ¢ menos
agressiva ao meio ambiente, utilizando, por exemplo,
substratos de baixo custo e microrganismos que
possuem alto rendimento de producdo ou que
tenham o 4cido latico como metabolito principal
(Bustos et al., 2005).

Em 1940, a fermentacdo mais utilizada era
a fermentagdo liquida, que empregava grandes
quantidades de agua e energia. Apds anos de estudos,
chegou-se a conclusao de que a fermentacdo em
estado solido (FES) era a opgao mais viavel.

A fermentagdo sélida, como o proprio nome
diz, faz uso de um substrato solido, podendo ter
liquidos que auxiliam no processo metabolico
(Qi & Yao, 2007). O substrato deve possuir
umidade o suficiente para estimular o crescimento
¢ 0 metabolismo dos microrganismos desejados
(Bhargav et al., 2008). A FES recebeu grandes
investimentos para que se tornasse tao viavel quanto
a fermentagao liquida, o que a fez se tornar muito
utilizada nas industrias farmacéutica e quimica e
no campo ambiental (Chen, 2013). Na fermentagéao
solida, os microrganismos catalisam os nutrientes
e sintetizam os metabdlitos secundarios, podendo
completar suas outras atividades fisiologicas de
modo aerdbico e anaerdbico, sendo de extrema
importancia se atentar a escolha do substrato
(Pandey, 2003; Chen, 2013).

O 4cido latico pode ser produzido de duas
formas: por meio de sintese quimica e por via
fermentativa, porém apenas 10% da produgao do
acido latico ¢ feita por sintese quimica em razao
de seu alto custo (Guilherme, 2009).

A obtengao do acido latico por via fermentativa
pode ser feita por bactérias, fungos, leveduras,
algas e cianobactérias. Contudo, os microrganismos
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mais utilizados s3o as bactérias laticas (Souza,
2014). Com o avango da Biotecnologia, vém
sendo realizadas pesquisas com o objetivo de
fazer alteragdes genéticas nos microrganismos
produtores de acido latico, para a obtengdo de
um maior rendimento e de substratos de menor
custo (Dornelles, 2021; Beitel et al., 2020;
Horlacher et al., 2023).

As bactérias laticas sdo microrganismos que
produzem 4cido latico por via fermentativa, e seus
formatos s@o, principalmente, cocos e bacilos.
Elas utilizam como substrato compostos que
possuem agtcar (Guilherme, 2009), porém sdo
bactérias exigentes, necessitando também de
outros nutrientes, como sais minerais, fontes de
nitrogénio, vitaminas e aminoacidos (Jagnow &
Dawid, 1991). Os principais géneros das bactérias
empregadas na fermentagdo sdo: Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e
Pediococcus (Davidson et al., 1995; Ercolini et al.,
2001; Guilherme, 2009; Jay, 2000; Holzapfel et al.,
2001; Stiles & Holzapfel, 1997).

O Lactobacillus casei, uma bactéria latica que
tem o acido latico como seu principal metabdlito,
¢ considerado uma bactéria homofermentativa que
produz, principalmente, o L(+)-acido latico, sendo
um dos microrganismos mais utilizados para a
obtencao deste acido organico (Guilherme, 2009;
Tanaka et al., 2006; Oliveira, 2014; Buvukkileci
& Harsa, 2000).

O L. casei ¢ um microrganismo descrito como
anaerdbio facultativo, ¢ Gram-positivo e, assim
como as outras bactérias dos mesmos géneros,
necessita de uma nutri¢do complexa, isto €, de
um substrato que possua vitaminas, sais minerais
¢ aminoacidos (Oliveira, 2014).

Com grande importdncia comercial, o
abacaxi (Ananas comosus (L) Merril) pode ser
empregado para varios fins. Por possuir alto teor
nutricional, esta fruta é usada nao s6 em sua forma
natural, mas também como ingrediente de muitos
alimentos, como doces, geleia e sucos engarrafados
(Granada et al., 2004).

O abacaxi ¢ uma fruta tipica de regides tropicais
e subtropicais, porém, mesmo o Brasil possuindo
regides com otimas condi¢des climaticas para
seu plantio, ¢ apenas o quarto maior produtor de
abacaxi do mundo (Bengozi et al., 2007).

A utilizacdo do abacaxi ndo se limita apenas
ao seu fruto; a planta que a origina (abacaxizeiro)
também possui uso comercial. O caule do
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abacaxizeiro ¢ matéria-prima para a produgio de
alcool etilico e gomas, enquanto seu pedunculo ¢
aproveitado na alimenta¢ao animal (Granada et al.,
2004). No entanto, ainda héa algumas partes que
possuem pouca ou quase nenhuma utilizagdo
comercial, como a sua casca, que ¢ descartada
quase totalmente sem ser empregada (Granada et al.,
2004; Medina et al., 1987).

A casca do abacaxi, apesar do pouco
aproveitamento atualmente e dos poucos estudos
a seu respeito, possui alto valor nutricional.
Sua composi¢do ¢ de aproximadamente 4,74%
de minerais e 17,92% de fibras alimentares
(Pacheco etal., 2022; Neres et al., 2015). Mesmo
contendo todos esses componentes, até agora
s6 ha uma utilizacdo comercial para a casca do
abacaxi, que ¢ como ingrediente em barra de
cereais (Fonseca et al., 2011).

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi
analisar um método de produgdo de acido latico
utilizando a bactéria L. casei, um microrganismo
que possui o acido latico como metabolito
principal, e empregando a FES, por ser um método
de menor custo e alto rendimento. Levando
em consideracdo a necessidade de encontrar
uma utilizag@o para a casca de abacaxi, neste
trabalho ela foi empregada como substrato de
uma fermentagdo solida.

vol. 19, 231907, 2023

Material e Métodos

Preparo do substrato

O substrato usado neste trabalho foi a casca
de abacaxi (4nanas comosus (L) Merril), obtido
em pontos comerciais da cidade de Barretos/
SP. Inicialmente, as cascas de abacaxi foram
cortadas em pequenos pedagos. Foram colocados
20 gramas das cascas em 8 Erlenmeyers de
250 mL, conforme Figura la, e autoclavados a
121°C durante 15 minutos.

Ativagdo do microrganismo Lactobacillus
casei

O microrganismo L. casei foi obtido em
farmacia de manipulacdo da cidade de Barretos.
Para sua ativacdo, foi preparado o caldo nutriente
com a seguinte composicdo (g/L): 1,0 g de extrato
de carne, 2,0 g de extrato de levedura, 5,0 g de
peptona e 5,0 g de cloreto de sddio. Os compostos
foram diluidos em agua destilada. Posteriormente,
foram fracionados 10 mL do caldo em 8 tubos
falcon de 15 mL, com pH final (25°C) 6,8 +
0,2 (Figura 1b).

Para obter o desenvolvimento de coldnias e
manter a cepa do microrganismo em estudo, foi
utilizado o meio de cultura agar nutriente, com a
adigdo de 15 g de agar-agar na mesma formulagao

(b)

Fonte: Autoria propria.

Figura 1. Cascas de abacaxi (Ananas comosus (L) Merril). a) Dispostas no Erlenmeyer; b) Meio de
cultura caldo nutriente utilizado para ativagdo do microrganismo Lactobacillus casei.
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do caldo. Os meios foram autoclavados a 121°C
durante 15 minutos.

Apbs a esterilizagao dos meios de cultura, foi
inoculado 0,18 g do microrganismo L. casei em
tubos com caldo nutriente. Os tubos foram levados
a estufa bacterioldgica por um periodo de 24 horas
em uma temperatura de 35°C.

Caracterizacdo da linhagem do
microrganismo utilizado

Para verificar a morfologia do microrganismo
empregado, foi realizada a técnica de coloragao de
Gram, a partir de colonias desenvolvidas em meio
de cultura agar nutriente, previamente incubado
por 24 horas a 35°C.

Inoculacdo de Lactobacillus casei no
substrato

Foram inoculados 2 mL (corresponde a
10% da massa de abacaxi) do caldo contendo
o microrganismo (inoculado previamente por
24 horas) nas cascas de abacaxi ja autoclavadas
(Figura 2). Apds a inoculagdo, os Erlenmeyer foram
novamente levados a estufa bacterioldgica por um
periodo de 24 horas em uma temperatura de 35°C.

Determinacio de acido latico produzido

Decorrido o periodo de incubagao de 24 horas,
as cascas de abacaxi foram lavadas com 50 mL
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de agua destilada esterilizada e filtrada, obtendo
uma solugdo com o acido produzido neste processo
fermentativo (Figura 2b). Para a determinagao de
acido latico, foi realizada a técnica de titulagdo
acido-base, em que foi utilizada uma solugdo
de NaOH 0,1 mol/L como titulante ¢ 50 mL da
amostra obtida na fermentac¢do. Foi empregada
a fenolftaleina como indicador. O equipamento
RQflex 20 (Figura 3) foi usado para determinar
a quantidade de acido latico produzido.

Resultados e Discussoes

A coloragdo de Gram utilizada para caracterizar
a da linhagem do microrganismo L. casei apresentou
a morfologia de bacilos Gram-positivos, ndo
esporulados (Figura 4), indicando a caracteristica
tipica deste microrganismo, conforme observado
por Oliveira (2014).

A quantidade de acido latico produzido pela
linhagem de microrganismo empregada neste
experimento apresentou 0,9008 g/L de acido,
por meio do método de titulagdo acido-base.
Na determinagao de acido latico a partir do
uso do equipamento Reflectoquant RQflex 20,
a quantidade de acido latico produzida foi de
0,0556 g/L. Essa diferenga se deve ao fato de
que, na titulacdo acido-base, determinam-se todos
os acidos produzidos no processo fermentativo,
enquanto o Reflectoquant RQflex 20 determinou
apenas a quantidade de acido latico produzido.

Ty

Fonte: autoria propria.

Figura 2. a) Substrato ¢ cultura de microrganismo pronto para ser inoculado; b) Preparo da solugéo
a ser titulada; ¢) Titulagdo para determinag@o da producdo de acido.
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Fonte: autoria propria.
Figura 3. Equipamento Reflectoquant RQflex
20 utilizado para determinagao de acido latico.

Fonte: autoria propria.

Figura 4. Visualiza¢do microscépica (1.000x) da
coloracdo de Gram do microrganismo Lactobacillus
casei utilizado neste experimento.

Os valores obtidos nestes experimentos foram
baixos quando comparados com o trabalho de
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Oliveira et al. (2009), que produziram acido latico
a partir do melago de cana-de-acticar empregando
L. casei. Observa-se que a produgao de acido latico
no trabalho de Oliveira et al. (2009) foi de 25,57,
de 40,65 e de 58,86 g/L de acido latico para os
meios contendo suplementagao de 0% de extrato de
levedura e 0% de peptona, 1% de extrato de levedura
e 1% de peptona, e 2% de extrato de levedura
e 2% de peptona, respectivamente, mostrando,
assim, que a produgdo de acido latico aumenta
em fun¢do da concentracdo da suplementacao.

Neste experimento, ndo houve adicdo de
suplemento nutritivo, como extrato de levedura,
peptona ou extrato de carne, para estimular e
otimizar o processo fermentativo de L. casei
utilizando cascas ¢ abacaxi como substrato, o
que indica que a suplementag@o ¢ uma alternativa
que devera ser considerada em trabalhos futuros.

O substrato utilizado por Oliveira et al. (2009)
foi 0 melago de cana-de-agtcar, que apresenta a
glicose livre para ser metabolizada e convertida
em acido latico, indicando ser um substrato de
alto rendimento para esse processo fermentativo.
Ao empregar a casca de abacaxi, parte-se de um
substrato em que a glicose ndo esta disponivel
imediatamente para metabolizagdo, uma vez que o
microrganismo precisa converter os componentes
da casca do abacaxi em glicose para sua posterior
metabolizagao.

Buvukkileci & Harsa (2000) usou o soro de leite
como substrato para a produgio de acido latico por
L. casei e obteve um rendimento de 1,75 g/L de
acido latico, indicando que o substrato ¢ essencial
para o rendimento do processo fermentativo
quando comparado com o substrato utilizado por
Oliveira et al. (2009).

A casca de abacaxi como substrato para
processos fermentativos é pouco usada atualmente
e apresenta-se como um substrato potencial, uma
vez que pode ser utilizada para diferentes tipos
de processo fermentativo.

A suplementagdo de nutrientes na fermentagao
proporciona maior rendimento no processo, mas,
em contrapartida, aumenta os custos do processo e,
muitas vezes, torna-se inviavel economicamente.

Conclusao

Ao utilizar cascas de abacaxi como substrato,
um residuo subutilizado, foi demonstrado nao
apenas a viabilidade desse processo, mas também a
possibilidade de dar um destino valioso a materiais
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descartados. Os resultados obtidos indicam que
0 uso da casca de abacaxi ¢ uma alternativa
para a producdo de acido latico por L. casei,
porém a metodologia para esse processo precisa
ser otimizada desde o preparo e apresentagao
do substrato até a granulometria e a adi¢do de
nutrientes economicamente vidveis para serem
adicionados ao meio fermentativo, a fim de se
obter quantidades de 4cido latico que sejam de
interesse para uso industrial.
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