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RESUMO

A inoculacéo de silagem com bactérias ldticas representa um avanco tecnolégico eficiente porque garante uma
elevada concentracéo inicial de tais bactérias que, em condicées favordveis, multiplicam-se, garantindo producéo
intensiva de dcido latico e fermentacdo de forma rdpida e eficiente. Considerando que vdrios subprodutos e
matérias primas tém sido utilizados como meio de cultura vidvel para o crescimento de microrganismos de interesse
biotecnolégico, o estudo objetivou verificar a melhor composicdo de um meio de cultura constituido de caldo de
cana-de-actcar em diferentes concentracées de sélidos solUveis (°Brix), extrato de levedura e sulfato de aménia,
tomados no estudo como varidveis independentes e avaliados em trés niveis equidistantes de variagdo por meio
de desenho experimental de combinacéo central 2° por metodologia de superficie de resposta (MSR), tendo sido
avaliadas como funcées resposta a producdo de écido latico e células vidveis de Lactobacillus plantarum, essas,
varidveis dependentes. O meio de cultura constituido de caldo de cana-de-acicar a 5 °Brix suplementado com 1,1%
de extrato de levedura e 1,1% de sulfato de aménia, foi a melhor condicéo para a producéo de dcido lético (1,53%)
e de células vidveis (8,63 log UFC mL") de L. plantarum.
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INTRODUCAO

As bactérias dcido-ldticas (BAL) t&ém sido estudadas
na aplicacdo em silagens usadas para a alimentagéo
animal. No entanto, para o crescimento numeroso
de BAL é necessdrio o fornecimento de nutrientes
especificos e em quantidades ideais'. As BAL que
estdo regularmente associadas & fermentacdo de
silagem sd@o as espécies dos géneros Lactobacillus,

Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus e
Streptococcus?.

A aplicagéo de inoculantes biolégicos em silagens
implica na adicdo de BAL em quantidade suficiente para
dominar o processo fermentativo e produzir rapidamente
4cido lético, favorecendo a diminuicdo do pH que,
junto com o peréxido de hidrogénio (H,0,) e as
bacteriocinas produzidas no processo de fermentacéo,
auxiliam na preservagéo e melhoram as propriedades
nutritivas da silagem?®.
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estd entre os meios comumente mais usados para o
crescimento de Lactobacillus. No entanto, este meio de
cultura inclui componentes muito caros para aplicacées
industriais®. Sabe-se que por ser o meio de cultura
Man, Rajosa e Sharpe (MRS) constituido com 0,4% de
extrato de levedura, a utilizacdo de um meio de cultivo
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com quantidades elevadas de extrato de levedura torna-
se invidvel, em funcéo do alto custo desse constituinte.
Este estudo propés a reducéo do percentual de 0,4%
para 0,1% de extrato de levedura na formulacéo
do meio de cultura, sugerindo uma melhor relacéo
custo-beneficio.

Estudos pertinentes, relatados na literatura, foram
realizados para encontrarem-se meios de cultivo mais
baratos para favorecer o crescimento de Lactobacillus
em escala industrial. Esses meios inclufram carboidratos
e fontes de nitrogénio, tais como soro de leite®, melaco
de cana’, hidrolisados de farelo de trigo combinado
com milhocina® e vinhaca de trigo e melaco de acicar
de beterraba®. A maioria desses estudos destinou-se
somente a ofimizar o meio de cultura para a produgéo
de dcido ldtico, com excecGo dos realizados por
Krzywonos e Eberhard®, que estudaram meio de cultura
alternativo visando baixar o custo para a produgéo de
biomassa de L. planfarum e 4cido ldtico.

Poucos trabalhos podem ser encontrados na
literatura sobre um processo vidvel e eficiente para a
producéo de dcido latico e, também, de viabilidade
celular da cultura estudada. Entre os existentes, nota-se
o que frata da producdo de biomassa de Lactobacillus
casei’.

A MSR é uma das técnicas mais eficientes para
a ofimizacdo de processos. Ela tem como objetivo
principal determinar as condicées para operacéo 4tima
de um sistema, ou determinar a regiGo do espaco
dos fatores que satisfazem as condicées de operacéo.
Essa metodologia é utilizada com éxito na indéstria
quimica e, nos Ultimos anos, tem tido aplicacdo na
microbiologia, para a formulagdo de meios de cultivo,
inclusive na producdo de enzimas por processos
fermentativos, usando extrato de levedura e glicose,
entre outros componentes'.

Este trabalho propés-se a avaliar os efeitos da
adicdo de extrato de levedura e sulfato de aménia sobre
a fermentacdo ldtica por Lactobacillus plantarum em
caldo de cana-de-acitcar (5, 10 e 15 °Brix), bem como
a otimizagéo da producdo de dcido latico e células
vidveis por meio da MSR.

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAGEM E LOCAL DE CONDUCAO DO
ESTUDO

O experimento foi conduzido na Universidade
Tecnolégica Federal do Parand, Campus Francisco

Beltrdo. A bactéria 4cido ldtica utilizada foi Lactobacillus
plantarum (ATCC 4005), mantida em tubos de ensaio
contendo meio de cultura MRS*, especificos para
cultivo de bactérias ldticas, no qual o microrganismo
foi ativado através de repiques sucessivos realizados
a cada 48 h.

PREPARO DO MEIO E CULTIVO DE L. PLANTARUM

O caldo de cana-de-acitcar foi diluido em égua
destilada para obtencéo das concentracées de °Brix
(quantidade de compostos solUveis, ou seja, aclcares
na solucdo) correspondentes aos niveis desta varidvel
(A) no delineamento estatistico indicado na tabela 1. O
caldo de cana-de-actcar foi suplementado com extrato
de levedura (B) e sulfato de aménia (C) e o pH ajustado
para 6,2. O processo fermentativo foi desenvolvido
utilizando frascos erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL do respectivo meio de cultivo. Os inéculos de 1%
(v/v) foram transferidos para o caldo de cana-de-agicar
(estéril) suplementado com extrato de levedura e sulfato
de aménia, posteriormente incubados & temperatura
de 37° C por 72 h. Apbs o processo fermentativo, a
viabilidade celular foi determinada por meio da técnica
de contagem em placas, utilizando dgar MRS, tendo
o caldo sido centrifugado durante 10 min com forca
centrifuga de 2.000 x g, e submetido & determinacéo de
4cido ldtico de acordo com Taylor''.

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foram investigadas trés varidveis independentes:
caldo de cana-de-aglcar (°Brix), exirato de levedura
e sulfato de aménia, representadas por A, B e C,
respectivamente, por meio da MSR, um método de
planejomento de experimentos para otimizagdo de
processos. Estas varidveis foram avaliadas em trés
niveis equidistantes de variacdo, por meio do desenho
experimental de combinagéo central 23, obtendo
16 diferentes tratamentos, conforme demonstrado
na tabela 1. A resposta avaliada foi a producdo de
4cido ldtico e células vidveis de L. plantarum (varidveis
dependentes).

DETERMINACAO DE ACIDO LATICO

A quantificacdo do dcido ldtico foi obtida por
método espectrofotométrico na regiGo do espectro
visivel, tendo o comprimento de onda sido fixado a 570
nm'". A formacdo dos grupos cromégenos absorventes
de luz se deu por meio de reacdo prévia, a quente,
entre dcido sulfurico PA e o écido latico produzido
durante a fermentacéo.

Tabela 1 - Varidveis independentes e niveis de variacdo para producéo de dcido ldtico e células vidveis de L. plantarum

Varidveis independentes Unidade Cédigo Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)
Caldo de cana-de-acicar °Brix 5 10 15
Extrato de levedura g/100 mL 0,1 0,6 1,0
Sulfato de aménia g/100 mL 0,1 0,6 1,1




DETERMINACAO DE CELULAS VIAVEIS

Para a determinacéo de células vidveis de L.
plantarum utilizou-se a técnica de semeadura por
profundidade em placas de petri contendo dgar MRS,
as quais foram previamente incubadas em estufa
durante 48 h a uma temperatura de 37° C, para
depois serem submetidas & contagem de unidades

formadoras de colénias por mL de caldo fermentado
(UFC mL™).

RESULTADOS

Na tabela 2 sdo demonstrados os niveis de variacdo
utilizados no meio de cultura, producdo de dcido ldtico e
células vidveis de L. plantarum nas diferentes condicdes.

Tabela 2 — Niveis de variacédo, producdo de dcido lético e células vidveis de L. plantarum

Tratamentos (°I§ix) (/1 30 9 (g/1§o 9 Acidt(::%l)éﬂco UFC mL! Log
1 5 0,1 0,1 1,08 1,75x 108 8,24
2 5 0,1 1,1 0,76 1,40 x 108 8,14
3 5 1,1 0,1 1,03 2,90 x 108 8,46
4 5 1,1 1,1 1,53 4,22 x 108 8,63
5 15 0,1 0,1 1,12 2,80 x 108 8,45
6 15 0,1 1,1 1,31 2,05x 108 8,31
7 15 1,1 0,1 1,44 3,50 x 108 8,54
8 15 1,1 1,1 1,51 4,25x 108 8,62
9 5 0,6 0,6 1,15 1,50 x 108 8,18

10 15 0,6 0,6 1,42 4,05x 108 8,60
11 10 0,1 0,6 1,26 1,44 x 108 8,16
12 10 1,1 0,6 1,37 1,50 x 108 8,18
13 10 0,6 0,1 1,19 2,65 x 108 8,42
14 10 0,6 1,1 1,33 3,10x 108 8,49
15 10 0,6 0,6 1,37 3,01 x 108 8,48
16 10 0,6 0,6 1,37 3,04 x 108 8,48

A: Quantidade de compostos soltveis, ou seja, acicares na solucdo; B: Quantidade (g/100 g) adicionada de extrato de levedura; C: Quantidade

(9/100 g) adicionada de sulfato de aménia.

DISCUSSAO

A composicdo do meio, bem como as condicées
de cultivo, sdGo essenciais para um bom crescimento
da cultura iniciadora. Os resultados obtidos mostram a
melhor composicdo de meio de cultivo tendo como base
caldo de cana-de-actcar suplementado com extrato de
levedura e sulfato de aménia.

Conforme pode ser observado na tabela 1, o melhor
resultado experimental para contagem de células vidveis
e producdo de dcido lético foi obtido no tratamento
4, constituido de caldo de cana-de-agicar 5 °Brix
suplementado com 1,1% de extrato de levedura e 1,1%
de sulfato de aménia. A condicdo que pareceu menos
adequada para o crescimento bacteriano e producéo
de dcido ldatico foi obtida no tratamento 2, constituido
de caldo de cana-de-agicar 5 °Brix suplementado
com 0,1% de extrato de levedura e 1,1% de sulfato de
aménia. Utilizando a MSR foi possivel intrapolar entre os
valores minimos e mdximos das varidveis estudadas (°Brix,
extrato de levedura e sulfato de aménia), predizendo

que o meio de cultivo com cana-de-actcar a 12 °Brix
suplementado com 1,1% de extrato de levedura e 0,6%
de sulfato de aménia também ocasionaria condicéo
favorével para a producéo de dcido latico (1,50%).

Ao estudarem a influéncia da adicdo de
aditivos (sulfato de aménia e ureia) em silagens de
cana-de-actcar, Bravo-Martins et al'?  verificaram
que a populacdo de BAL nas silagens sem aditivos foi
de aproximadamente 8.62 log UFC g' de silagem,
enquanto que nas silagens contendo 1% de sulfato de
aménia e 1% de ureia a contagem foi 6,40 e 6,54 log
UFC g' de silagem, respectivamente. Oliveira et al'®
verificaram que o meio de cultivo & base de melaco
de cana-de-actcar, suplementado com 2% de exirato
de levedura e 2% de peptona, atingiu bons resultados
para a producdo de é4cido e viabilidade celular de
Lactobacillus casei. Krzywonos e Eberhard® constataram
que a combinacdo de vinhaca de trigo, melaco de
beterraba e extrato de levedura obteve bons resultados
para o cultivo de bactérias produtoras de dcido ldtico,
tendo demonstrado que o meio de cultura avaliado
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poderia ser utilizado para a producéo de BAL em escala  sugere-se que o uso de meio de fermentacéo constituido
industrial. de caldo de cana-de-agicar suplementado, nas
condicdes experimentais, com exirato de levedura e
sulfato de aménia, forneca nutrientes necessdrios para o
desenvolvimento de L. plantarum, podendo ser utilizado
para a obtencdo de produtos de valor agregado como
a biomassa de BAL e dcido latico em substituicdo

agos meios tradicionais. No entanto, é necessdria a
acarretar perdas  significativas  durante o processo  onfinuidade do estudo.

fermentativo de silagens.

A populacéo de bactérias dcido-ldticas mostrou-se
superior a 6 log UFC g' de silogem em todos os
experimentos deste estudo, o que corrobora com os
estudos de Muck' e Pereira et al'®, os quais relataram
que concentracdes inferiores a esse valor podem
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Lactic acid production and cell viability of Lactobacillus plantarum inoculated into
sugarcane juice (Saccharum spp.) supplemented

ABSTRACT

Silage inoculation with lactic bacteria is an efficient technological advance used for ensuring high initial concentration
of those bacteria that are multiplied in good conditions, allowing intensive lactic acid production and a prompt and
efficient fermentation. Whereas many subproducts and raw materials have been used as a viable culture medium
for microorganism growth of biotechnological interest, this study aimed to verify the best composition of a culture
medium, and had sugarcane juice in different soluble solids concentrations (°Brix), yeast extract and ammonium sulfate
as independent variables which were evaluated in three equidistant levels of variation through experimental design of 23
central combination by response surface methodology (RSM); the dependent variables were lactic acid production and
Lactobacillus plantarum viable cells, both denoted as response function. The best condition for lactic acid production
(1.53%) and L. plantarum viable cells (8.63 log CFU mL"") was the culture medium containing sugarcane juice at 5 °Brix,
supplemented with 1.1% yeast extract, and 1.1% ammonium sulfate.

Keywords: Lactobacillus plantarum; Saccharum spp.; Lactic Acid.

Produccion de dacido lactico y viabilidad celular de Lactobacillus plantarum inoculado en
melaza de cana de azucar (Saccharum spp.) suplementada

RESUMEN

El inoculado del ensilaje con bacterias ldcticas representa un avance tecnolégico eficiente por que garantiza una elevada
concentracién inicial de tales bacterias que, en condiciones favorables, se multiplican, garantizando la produccién
intensiva de dcido léctico y la fermentacién de forma rdpida y eficiente. Considerando que varios subproductos y
materias primas han sido utilizadas como medio de cultivo viable para el crecimiento de microorganismos de interés
biotecnoldgico, el estudio tuvo como objetivo comprobar la mejor composiciéon de un medio de cultivo constituido de
melaza de cafa de azGcar en diferentes concentraciones de sélidos solubles (°Brix), extracto de levadura y sulfato de
amonio, tomados en el estudio como variables independientes y evaluados en fres niveles equidistantes de variacién, a
través de disefio experimental de combinacién central 2° por metodologia de superficie de respuesta (RSM), habiendo
sido evaluadas como funciones respuesta a la produccién de écido ldctico y células viables de Lactobacillus plantarum,
estas, variables dependientes. El medio de cultivo constituido por melaza de cafia de azdcar a 5 °Brix suplementado con
1,1% de extracto de levadura y 1,1% de sulfato de amonio fue la mejor condicién para la produccién de écido léctico
(1,53%) y de células viables (8,63 log de UFC mL") de L. plantarum.

Palabras clave: Lactobacillus plantarum; Saccharum spp.; Acido Léctico.
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