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“CALDO FERMENTATIVO DO ACIDO LATICO E PROCESSO DE PRODUGAO
DE ACIDO LATICO”.
Descricao Breve:

Refere-se a Presente Invengdo a um caldo fermentativo do acido latico
consistindo de mélago ou agucar granulado e processo de producéo de acido latico
de alta pureza ética através de fermentagao latica estavel sob altas temperatUras em
ambiente aerdbico e isento de esterilizagéo.

Campo de Aplicagao:

Produgéo de polilactato, produgdo de acido lactico, produgéao de éster
lactico.
Convencimento:

O ‘acido lactico € um acido orgéanico de largo uso industrial,
principalmente na area de alimentos, sendo uti como conservantes aditivos
alimentares ou condimentos. Industrialmente, o 4&cido lactico polimerizado
quimicamente pode ser utilizado como fibras e plésticos além de ser utilizado em
medicamentos. Nos ultimos anos, os derivados do acido lactico, como os ésteres tal
como o lactato de butila vem sendo utilizado como solvente altamente seguro e o
seu uso tem se expandido. Dentre os produtos relativos ao acido lactico, os
polimeros lacticos (PLA) sdo polimeros derivados dos recursos vegetais e nédo de
fésseis, simultaneamente possuem caracteristicas biodegradaveis, além de
propriedades mecanicas e de modelagem excelentes, o que o faz ser uma das
alternativas promissoras para o futuro da substituicdo dos polimeros derivados de
petréleo.

E amplamente sabido que o acido lactico pode ser produzido através

de sintese quimica ou através de fermentagao lactica (onde & possivel obter um
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acido oticamente ativo), que representa mais de 50 % da proddgéo mundial de acido
latico. |

Na sintese quimica é feita a cianetagao do acetaldeido para sintetizar o
lactato de nitrila, que € hidrolisado para a obtengédo do acido lactico, produzindo
geralmente, o Acido latico racémico, ou seja, &€ baseada na reagdo de acetoaldeido
com &cido hidrocianico. No método da fermentagao, primeiramente é feita a hidrélise
enzimatica, com enzimas tais como a arﬁilase, do amido que é um polissacarideo
contido no milho, batatas, etc. e transfdrmados em glicose que €é um
monossacarideo. A seguir, & feito o crescimento das bactérié,s lacticas sob fontes
adequadas de nutrientes, e através dessas bactérias lacticas a glicose é
transformada em acido Iécticb. E possivel também obter o acido lactico a partir da
fermentacgéo direta da sacarose contida na cana de agtcar ou da beterraba. |

Na fermentacéo lactica existe um pH adequado (de cerca de 5-8) do
caldo fermentativo que precisa ser mantido estdvel com adigcdo de agentes
neutralizantes no decorrer da fermentagdo para que n3o ocorra a estagnagao da

atividade ou mesmo a extingdo das bactérias. Em geral sdo utilizados agentes

alcalinos tais como a aménia, o carbonato de calcio, o hidroxido de sédio como

neutralizantes, e o acido lactico passa a existir como um sal de lactato, tais como
lactato de amonio ou laCtato de calcio no caido da fermentagao.

Na fermentagdo Ilactica por batelada €& possivel promover a
fermentacao ateé cerca de 5-20wt% da concentragdo de sal de acido Iécﬁco em
solugcdo. Apds o término da fermentagéo, o0 acido lactico precisa ser isolado e
purificado. Por exemplo, adiciona-se acido sulfrico liberando o acido lactico do sal
de lactato, cujo sal se precipita na forma de sulfato, separado posteriormente por

filtracdo. Realiza-se entdo a eletrodidlise, separagéo por membranas e por Ultimo a
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purificagdo através de destilagdo. Outro método é a promogéo da esterificagéo do
acido lactico com alcoois de baixa massa molar, com posterior destilagcido do éster
produzido. O éster obtido é hidrolisado, separando o &lcool do &acido lactico que &
purificado através de destilagdo. Para a fermentagao lactica sao utilizadas bactérias
das espécies tais como lactobacillus, lactococcus; streptococcus, e, fungos tais
como o Rhizopus oryzae.

Rhizopus oryzae tem baixa auxotrofia, a velocidade de produgédo do
acido lactico também é baixa sendo qUe para obter um bom caldo fermentado leva
em torno de duas semanas. Além disso, o consumo de agucar € de cerca de 70%,
sendo assim a eficiéncia da fermentagdo ndo pode ser considerada boa. Em
contrapartida a velocidade de fermentagédo das bactérias de 24h-72h é rapida, e o
consumo de agucar atingem valores entre 90-99%.

Assim, apesar do conhecimento geral de que o acido lactico pode ser
produzido pela fermentagéo, o polimerb do acido lactico nao é tao divulgado no
mercado. Isso se deve ao alto custo de producédo do acido lactico, e também ao

custo do seu polimero que é extremamente alto comparado aos polimeros derivados

- de petréleo. Ou seja, apesar do extrato de levedura, soro (de leite), Corn Steep

Liquor (CSL) que incluem proteinas e vitaminas B serem conhecidos como
nutrientes necessarios para o crescimento das bactérias lacticas, estes representam
um custo material extremamente caro. Se a fermentacéao do acido lactico é realizada
em ambiente aerdbico o rendimento d(; acido lactico diminui devido a producéo
simuitanea de outros acidos tais como o acético e butirico.

Para evitar esse fato, € necessario promover a fermentagido sob
ambiente anaerdbico, trocando todo o ar do tanque de fermentagdo por um gas

inerte como o nitrogénio. No entanto, em ambiente anaerdbico a velocidade de
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producido das bactérias lacticas diminui, além dissd, em termos de custo e
instalagbes é inadequado para produgdes em larga escala. Na fermentagao do acido
lactico & necessario promover a esterilizagdo por vapor de alta pressdo do meio de
cultura, do tanque de fermentagcédo, dos encanamentos das rotas de fermentagéo, o
gue representa um custo alto em termos energéticos e de instalagado. A purificagao
lactica necessita de promover a eletrodialise, séparagéo através de membranas e
esterificagdo, 0 que representa uma purificagdo de alto custo.

O Aacido latico apresenté enantiomerismo apresentado moléculas
opticamente diferentes com o mesmo peso molecular, o L(+)-acido lactico e o D(-)-
acido lactico assim como mostram as estruturas abaixo. Se o objetivo é a pfodug;éo
do polilactato, e a pureza Optica do acido lactico € menor que 94%, o polilactato
produzido néo cristaliza, além de suas propriedades mecanicas e sua resisténcia
térmica serem extremamente baixas, sendo que o valor em termos de utilidade é
reduzido. Dessa forma, conclui-se que € necessario promover uma fermentagcéo
lactica que produza acido lactico de alta pureza Optica visando a produgdo do

polilactato.

o
HOo, || = HOa_ |
,, \ \
OH OH

L-Lactic Acid D-Lactic Acid

Estado da Arte:
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E conhecido do estado da técnica a fermentagao lactica com aplicagéo
de extrato de levedura no meio de culth)o. Como exemplo, na tese de Young-Jung
Wee, Jim-Nam Kim, Hwa-Won Ryu, Utilization of sugar molasses for economical
L(+)-lactic acid production by batch fermentation of Enterococcus faecalis, Enzyme
and Microbial Technology, 35 (2004) pp. 568-573, foram feitos estudos detalhados
da relag&o entre a quantidade de acido lactico fermentado com os nutrientes quando
da utilizagédo das cepas de bactérias lacticas Enterococcus faecalis RKY1 em meio
de melago esterilizado.mudando a quantidade de extrato de levedura. Os resultados
da relacdo entre o extrato de levedura e produtividade estdo expressos na Tabela 1.
Tabela 1: Influéncia da quantidade de extrato de levedura na fermentagao

lactica por Enterococcus faecalis RKY1

L(+)-Lactic -
Yeast Lactic Lactic Maximum

acid Productivity
extract acid acid yield | DCW

content _ (g/Lh)
(g/L) (g/L) (%) (g/L)

(%)
5 83.1 98.7 93.7 6.6 0.9
10 96.5 98.4 95.5 11.6 1.8
15 95.7 98.7 94.9 14.4 4.0
20 95.1 98.6 94.2 16.1 5.3

L(+)-Lactic acid content(%)=[L(+)-lactic acid(g)/total lactic acid(g)]x100.
Lactic acid yield(%)=[lactic acid produced(g)/total sugar consumed(g)jx100.

DCW, dry weight cell
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A saber, ocorre aumento da velocidade de fermentacéo proporcional ao
aumento da quantidade de extrato de levedura, assim o extrato de levedura mostra
claramente o seu efeito nutriente no crescimento das bactérias lacticas. Entretanto,
s&o necessarios 20g de extrato de levedura por litro para se produzir 100g de acido
lactico. Com relacéo ao soro de leite, a tese de Hurok Oh, Young - Jung Wee, Jong-
sun Yun, Seung Ho Han, Sangwon Jung, Hwa-Won-Ryu, lactic acid production from
agricultural resources as cheap raw materials, 96 (2005) pp. 1492-1498, realiza
fermentacgéo lactica através de meio de cultura de gréos integrais de trigo. De acordo
com a tese, € sabido que € necessario adicionar de 0 a 25g de Corn Steep Liquor
(CSL) e um tempo entre 24 a 78h para o tempo de fei'mentag:éo a fim de se produzir
100g de acido lactico. A velocidade de fermentacgao fica na faixa de 1.21 a 4.14g.
Tabela 2: Influéncia da quantidade de Corn Ste_gp Liquor na fermentacao

lactica por Enterococcus faecalis RKY1

CSL Fermentation | Substrate Lactic Lactic Lactic acid | Maximal
(ot time (h) conversion' | acid acid productivity | dry

(%) (g/L) yield? (g/Lh) cell

(g/9) weight
(g/L)

0] 78 96.7+0.5 94.410.8 | 0.94+0.01 | 1.21+0.01 7.15£0.05
5 39 96.8+2.1 96.8+2.1 | 0.92+0.02 | 2.48+0.06 7.75+0.12
10 30 103.1+1.1 103.1+1.1 | 0.94+0.01 | 3.43+0.03 12.42+0.09
15 27 102.7+1.6 102.7+1.6 | 0.93+0.01 | 3.80+0.06 11.07+0.15
25 24 99.4+1.0 99.4+1.0 | 0.92+0.01 | 4.14+0.06 12.84£0.11
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Batch fermentations were performed on a 2.5L jar fermenter with 1L working
volume at pH 7.0, 38°C, 200rpm,

and the medium coritaining 200g/L of wheat hydrolyzate and 0-25¢g/L. of CSL
was sterilized by filtration. Data

are presented as the means of two replicates and * denotes standard deviation
among the replicates.

'g-Glucose consumed/g-initial glucose x 100.
2g-Lactic acid produced/g-glucose consumed.

Também-é conhecido do estado da técnica que a fermentacédo latica
em meio aerébico produz simultaneamente outros acidos organicos tais como acido
acético e acido butirico, diminuindo o rendimento da produgdo de acido latico. A
tese de Hitomi Ohara and Masahito Yahata, L-Lactic Acid Production by Bacillus sp.
In Anaerobic and Aerobic Culture, Journal of Fermentation and Bioengineering, 81-
3(1996), pp. 272-274, apresenta explicagcao detalhada do sobre os ambientes
anaerodbio e aerobio na fermentacgéo latica. A Tabela 3 abaixo mostra os resultados
dos experimentos de fermentagbes anaerébica e aerdbica do acido lactico. Podemos
verificar através desta que a taxa de caonversao de glicose para acido lactico ¢é alta
na fermentagéo lactica anaerébica. Por exemplo, no caso do Bacillus sp. SHO-1
97.6% de glicose foi convertido a acido lactico. Utilizando as mesmas cepas em
ambiente aerdbio percebemos que a conversdo diminui para 71.5%. Explica-se o
fato pela ocorréncia simultanea na fermentagado lactica de acidos organicos tais
como acido aceético, acido butirico, e afins. Ou seja, os dados mostram que a
mudanga de ambiente de fermentagéo, de anaerdbio para aerébio, acarreta na facil
transicdo da fermentagdo chamada homolactica para uma fermentagao
heterolactica. E mesmo com uma cepa de microorganismo tal como o Bacillus sp.
SHO-1 que apresenta a mais alta taxa de conversdo em ambiente aerdbico, a

mesma € de apenas 71.5%. A baixa taxa de conversao acarreta no desperdicio de

agucar como matéria-prima, o que aumenta o custo do polilactato e, portanto se
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torna inviavel economicamente. Dessa forma, seria necessario que a fermentagéao
fosse do tipo anaerbbica, com troca de todo o ar do tanque de fermentacdo para um
gas inerte tal como o nitrogénio, o que € uma grande desvantagem devido ao seu
élto custo e mesmo em termos de instalagio.

Tabela 3: Resultados da fermentacgio pelas respectivas bactérias lacticas em

ambientes tanto anaerébico como aerébico

Culture Strain Lactic Consumed | Conversion | Optical
acid (g/L) | glucose(g/l) | rate (%)* purity (%)
Anaerobic | Bacillus sp. | 16.0 16.4 97.6 99.0
‘ SHO-1
B. cereus 13.5 13.3 08.5 98.8
B. 0.0 0.0 - -
coagulans
B. subtilis 0.1 0.4 25.0 86.1
B. 10.2 ‘12.0 85.0 96.8
thuringiensis
Aerobic Bacillus sp. | 14.3 20.0 71.5 98.5
SHO-1
B. cereus 11.9 18.2 65.4 98.2
B. 0.7 2.2 31.8 67.9
coagulans |
B. subtilis 3.7 22 49.3 94 .4 .
B. 11.9 “19.1 62.3 97.6
thuringiensis

*Conversion rate(%): Conversion rate of glucose to lactic acid
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E conhecido do estado da técnica que em anos recentes descobriu-se
que o Bacillus coagulans realiza fermentagéo lactica.em temperaturas mais altas em
torno de 50°C sem que haja necessidade de esterilizagdo do meio de cult.ura. Ou
seja, em temperafura,s‘mais altas de cerca de 50°C, n&ao ha crescimento fermentativo
de outros microorganismos, o que leva a producéo preferencial das bactérias
lacticas e 4acido lactico. Kenji Sakai and Yutaka Ezaki, Open L-Lactic Acid
Fermentation of Food Refuse Using Thermophilic Bacillus coagulans and
Fluorescence In situ Hybridization Analysis of Microflora-Journal of Bioscience and
Bioengineering, 101-6(2006); pp. 457-463. Da Tabela 3, a fermentacgéo lactica sem
esterilizagéo do lixo organico é realizado pelo Bacillus coagulans. A tabela mostra
também que com o' L. plantarum a temperaturas maiores que 45°C quase néo ocorre
o crescimento das cepas, porém com o Bacillus coagulans é possivel realizar as
fermentagcdes com crescimento das cepas a temperaturas préximas de 70°C.
Entretanto, pelo resultado vemos que pela velocidade de fermentagéo de 1.36 g /Lh
a sua produtividade & baixa. Além disso, existe a producédo simultdnea de 12% de
acido acético em relacdo ao acido lactico, donde pode se dizer quev os resultados
nao sao viaveis para uma fermentagao lactica. Na patente japonesa publicada de n°
2006-333847, é apresentada a fermentagao Iécticé'termofilica sem esterilizagdo com
Bacillus licheniformis TY7 em meio de MRS, sendo a sua produtividade de 2.5g/Lh.
E em termos de pureza 6ptica, que é de 97%, ndo se pode dizer que é suficiente ao
considerarmos o fato de que existe grande possibilidade da diminuigéo da pureza
Optica no momento do aquecimento na purificagao do acido lactico.

E objeto da presente invengdo o aumento da taxa de conversdo e
pureza Optica na fermentacdo latica, através de equipamentos simples de

fermentagéo e nutrientes baratos.
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De acordo com a presente invengcdo a melhoria do processo de
fermentagcdo latica ocorre através da ‘substituigéo do extrato de levedura por
nutrientes mais baratos tais como okara (bagago de soja); o aumento do grau de
converséo de agtcar para o- acido latico minimizando os subprodutos tais como os
acidos aceético, butirico mesmo em fermentagcédo aerébica com instalagbes mais
simples e conseguir uma fermentagéo estavel sem a preocupacéao de esterilizagéo
do meio e dos equipamentos utilizados no processo através da fermentacgéo latica
sob altas temperaturas com Bacillus coagulans ATCC7050.

Objetivo da Invengéao:

O objetivo da presente invengdo & substituir o extrato de levedura,
matéria prima cara, utilizando nutrientés mais baratos; conseguir alto grau de
converséo do agticar para o acido lactico minimizando os subprodutos tais como os
acidos acético, butirico mesmo em fermentagéo aerébica com instalagbes mais
simples; conseguir uma fermentacédo estavel sem a preocupacéo de esterilizacdo do
meio fermentativo e dos equipamentos e obter um processo de fermentacgéo lactica
estavel de produgéo de acido lactico de alta pureza dptica.

Vantagens da Invencao:
= Utilizar o okara{bagago de soja) como substituinte do extrato de levedura, o
que resulta na grande redugao do E:usto de produgéo do acido lactico.
= Realizar a fermentagdo lactica sob temperaturas altas com o Bacillus
coagulans ATCC7050, espécie de bactéria lactica termofilica, possibilitou a
fermentacéo lactica em ambiente aerdbico e isento de esterilizagio.
n Caldo de fermentagdo como o melago e aglicar granulado possibilitam
a fermentagéo direta dos mesmos sem que necessite de sacarificagdo prévia do

amido como no caso do milho ou batata-doce.
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= Custode prbdugéo do polilactato, que faz necessario grandes quantidades de
acido lactico, também diminui significativamente. |
DOS DESENHOS:

A seguir, explica-se a inovagdo com referencia aos desenhos anexos,
nos quais estéo representadas de forma ilustrativa € nao limitativa:

Figura 1: Mostra equipamento de fermentagéo latica que consiste de
um tanque de fermentagdo em banho-maria (01) aquecido por aquecedor (02),
acoplado com sistema de agitagdo com o agitador (03).0 equipamento possui uma
conexdo USB (06) a computador (07). para a manutencéo do pH através de
gotejamento sucessivo de solugdo a 28% de amoédnia (05) com bomba dosadora
micro digital (08) e controlador de pH (09) compreendendo um eletrodo controle de
pH (04);

Figura 2: Mostra o gréfico do meio de agucar granulado,
cromatograma HPLC do caldo fermentado cujo acido aconitico € derivado do préprio
melacgo;

Figura 3: Mostra o grafico do meio de aglcar granulado,
cromatograma HPLC do caldo fermentado;

Figura 4: Mostra o grafico da relagéo entre a temperatura e quantidade
de acido lactico produzido;

Figura 5: Mostra o grafico da relagéo entre o pH e quantidade de acido
lactico produzido;

Figura 6: Mostra o grafico da relagdo entre minerais e quantidade de
acido lactico produzido.

Da Invengao:

A presente invengéo esta baseada em:
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(A) Fermentagéo lactica é realizada em meios de cultura de melago ou agucar-
granulado. O meio de melago pode ser utilizado em grande quantidade por ser uma
fonte barata de agucar. O agucar granulado ndo é uma fonte barata tanto quanto o
melago, porém apresenta a vantagem do processo de purificagdo do acido lactico
posterior a fermentagao, ser mais simples.

(B) Fermentagéo lactica é realizada utilizando cepas de Bacillus coagulans
ATCC7050, com temperatura de fermentacao de 53°C, o pH mantido na faixa de 6 a
6.5, e 3 a 4g de minerais. O contelido e a quantidade de minerais encontram-se na
Tabela 4. A quantidade de minerais da tabela é cerca de 1g, e 3 a 4 vezes deste é
adicionado no meio fermentativo. Com a utilizagdo de Bacillus coagulans como
bactéria lactica, a fermentac&o lactica objeto da presénte inverigéo nao necessita de
esterilizagdo tanto do meio fermentativo quanto dos equipamentos. afins,
possibilitando, dessa forma, a omissdo da operagdo de esterilizacdo do processo.
Além disso, pelo fato do Bacillus coagulans ATCC7050 ser aerdbica, ‘néo ha
necessidade de mudar o ambiente para anaerdbico.

Tabela 4: Composi¢cao de minerais nos meios de cultura de agtlicar e melago

(por grama)

Reagente Citrato Fosfato Acetato | Sulfato de | Sulfato
de de | magnésio manganoso.
amoénio [ potassio | de sédio | heptahidratado | pentahidratado

Quantidade | 0.29 0.29 0.29 0.11 0.029
(9)

Tabela 5: Resultado da analise de acidos organicos do caldo de fermentagao

lactica em meio de melago

| Organic | phosphoic | citric | Tartaric [ Malic [ Aconitic [ Succinic [ Lactic | Formic [ Acetic
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acid acid acid | acid acid | acid acid acid | acid acid
Wit% 1.06 1.49 |0.57 11.2 5.17 0.57 93.63 | 0.42 1.06
Tabela 6: Resultados da analise de acidos organicos do caldo de fermentagao

lactica em meio de aglcar

Organic | phosphoic | citric | Tartaric | Malic | Aconitic | Succinic | Lactic | Formic | Acetic
acid acid acid | acid acid | acid acid acid acid acid
Wt% 0.32 0.32 |0.07 0.09 |(0.13 0.32 98.20 | 0.13 0.30

De acordo com as Tabelas 5 e 6, o Bacillus coagulans ATCC7050 &
uma bactéria que produz pouquissima quantidade de acidos orgéanicos (téis como o
acético e butirico, entre outros), além do &acido lactico, nas condigbes de
fermentagéo supra citadas, donde conclui-se que é a fermentagdo objeto da
presente invencéo apresenta grande vantagem na purificagéo do &cido lactico apoés
a fermentagéao lactica.

(C) Para o meio fermentativo utilizam-se as composi¢gdes mostradas nas
tabelas 7 e 8. No meio composto por melago, pelo fato do préprio melago conter
pequenas quantidades d'e vitaminas, fontes de nitrogénio, e pela substituicdo do
extrato de levedura por okara, ndo € necessario utilizar o extrato de levedura. O
okara € o bagaco de soja. Ou seja, apds deixar a soja de molho por 1 hora em agua
aquecida a 50°C, a mesma é triturada em liquidificador e posteriormente Iévada. A

quantidade de okara corresponde a quantidade da soja seca. No meio de agucar

granulado €& necessario adicionar pequena quantidade de 5g(0.5%) de extrato de
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Ieveduré, que com a ajuda do okara & possivel realizar fermentacéo lactica objeto da
presente invengéo de maneira satisfatéria.

Tabela 7: Composigao (por L) do meio fermentativo de melago

Reagente Melaco Minerais Extrato de Okara
levedura

Quantidade | 200 4 0 10

(9)

Tabela 8: Composicdo (por L) do meio fermentativo de agtcar

Reagente Acucar Minerais Extrato de Okara
levedura
granulado
Quantidade | 100 4 5 10
(9)

. (D) O meio fermentativo preparédo (dgua, melagco ou agucar granulado.
Minerais, okara, extrato de levedura) é colocado no tanque de fermentagéo acoplado
com sistema de agitacdo, como mostra o esquema da Figqra 1. Posteriormente
inocula-se com 2% de um caldo fermentado previamente (24h de fermentagio
previa). Durante a fermentagéo objeto da presente invengéo, € promovida a agitac}éo
com agitador mantido a 50rpm.

(E) Na medida em que se desenvolve a fermentagdo lactica objeto da
presenté invengédo, ocorre o crescimento das bactérias lacticas e a diminuigdo do
pH. Assim como mostra a Figura 1, paré‘ manter o pH estavel faz-se o gotejamento
sucessivo de solugéo a 28% de amodnia com bomba micro digital. Dessa forma o pH

do meio fermentativo € mantido constante.
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Como resultado dos experimentos de fermentag&o realizados de
acordo com os processos descritos acima e que séo objetos da presente invengéo,
97.8% dos acucares foram convertidos a acidos organicos dentre os quais 98.6% é
acido lactico (o acido aconitico da Tab.éia 5 é proveniente do proéprio melago). No
meio fermentativo de agucar 99.4% dos agucares foram convertidos a acidos
organicos dentre os quais o acido lactico conseguido foi de 98.20%. A fermentacao
foi concluida em 19.5h e a velocidade de fermentagao atingiu vvalores de 5.1g/Lh, o
que € considerada uma velocidade de fermentacdo extremamente alta, e a sua
pureza Optica atingiu o valor de 99%.

No processo de fermentagéo lactica objeto da presente invengéo, as
fontes de nutrientes, tais como o extrato de levedura ou CSL, s&o utilizadas em
pouca quantidade, ndo sao neces‘sérias'\instalagées e equipamentos complexos de
fermentacdo em ambientes anaerébicos devido ao fato do mesmo ser aerdbico,
tampouco ha necessidade de processos de esterilizagdo que necessitariam de
grande quantidade de calor e equipamentos complexos. Portahto, O processo objeto
da presente invengdo possibilita a fermentagédo lactica com nutrientes baratos,
equipamentos e instalagbes simples, conversdo extremamente alta para acido
lactico e alta pureza 6ptica. |

Uma modalidade nao-limitativa do processo de fermentacdo latica
objeto da presente invengdo é adicionalmente explicada por meio do exemplo a
seguir:

Exemplo:
(A) Foi realizada a fermentagao lactica utilizando as composicées das tabelas
7 e 8. O teor de agucar do melago é de 47%. A essa composicdo foi adicionada

agua até 4L, fazendo desta a composigéo do meio de fermentagéo. Este foi vertido



10

15

20

16/17

num frasco de 3 bocas com capacidade de 4L e colocado no tanque de agua a
temperatura constante de 53°C. Em seguida foi inoculado 100m! de caldo
fermentado previamente (por 24h) de Bacillus coagulans ATCC7050. A composi¢ao
do caldo fermentado para in6culo € a mesma do meio a ser fermentado. A
fermentagao foi realizada em ambiente aerébico, com agitacdo de 50rpm. O pH

diminui com o avang¢o da fermentagdo, o que foi mantido constante em pH 6.0

através de um controlador de pH conectado que controla o ON-OFF de bomba

digital, responsavel pelo gotejamento de solugdo de amdnia a 28%. Deu-se como
término do experimento 0 momento em que o pH estacionou por completo. Apés a
fermentacéo foi feita a separacédo sélidq-liquido do caldo fermentado, cujo liquido
separado foi analisado em cromatografia idnica para observar a composigédo, onde
conseguimos os cromatogramas mostrados pelos graficos mostrados nas figuras 2 e
3. As composi¢des estdo de acordo com as tabelas 5 e 6. E sabido que o &cido
aconitico que aparece no cromatograma do grafico da figura 2 é derivado do préprio
melaco. E possivel verificar que as cepas de Bacillus coagulans realizam a
fermentagédo homolactica sob as condigbes descritas, assim como mostram os
graficos das figuras 2 e 3.

(B) Em seguida com o objetivo de estudar as condigdes ideais de
fermentacéo do acido latico, mudou-se é temperatura da fermentagao, quantidade
de minerais, o pH do caldo de fermentagdo. O volume do caldo de fermentacéo foi
fixado em 1L, realizando os experimentos numa escala de % das condigbes
descritas no item anterior. Todos os experimentos foram finalizados em 24h.

Como a primeira condicédo fixou-se o pH em 6.0 e a quantidade de

minerais em 5g, alterando somente a temperatura. A partir dos resuitados mostrados
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no grafico da figura 4, verificamoé que a produtividade do acido latico € maxima na
temperatura de 63 °C tanto no meio de melago como no de agucar.

Os resultados dos estudos feitos alterando o pH e a temperatura e
quantidade de mineraié fixas em 53°Ce 5g, respectivamenté, sdo mostrados no
grafico da figura 5. Dai c.o\nclui-se que a quantidade de fermentacdo é maxima em
pH na faixa de 6.0 a 6.5, tanto no melago quanto no at}(xcar.

Por fim, sabendo as condigdes idéias de temperatura de fermentagéo
de 53°C, e pH em 6.0, fixou-se os mesmos e realizou-se o experimento alterando
somente a quantidade de minerais. Os resultados encontram-se no grafico da figura
6. A composigéo por 1g da quantidade de minerais esta de acordo com a tabela 4. A
partir dos resultados dos experimentos, verificou-se que as quantidades ideais de
minerais € de 5g para o melago e 3,5g para o aglcar. Realizando o experimento
com acgucar granulado nessas condigdes, a fermentacdo termina em 19.5h com
converséo de 97.6% do acgucar para acido latico. A velocidade média de produgéo
do acido latico foi de 5,01g/Lh. Este resultado esta expresso nas Tabelas 1 e 2 e é
igual com os resultados de outras teses em que a fermentacgéo latica foi realizada
utilizando extrato de levedura ou CSL, o que demonstra que o okara, como
ingrediente substituinte do extrato de levedura, conforme é objeto da presente
invencéo, é efetivo. A pureza éptica do acido latico obtida na fermentagéo objeto da

presente invengéo foi de 99.0%.
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REIVINDICAGOES
1. Caldo fermentativo do acido latico e processo de produgdo de acido latico
através de fermentacao caracterizado por utilizar melago ou agucar granulado como
substrato.
2. Processo de producédo de acido latico caracterizado por utilizar fermentagéo
latica sob altas temperaturas..
3. Processo de producéo de Aacido latico caracterizado por utilizar fermentagéo
latica em ambiente aerébico. |
4, Processo de producédo de acido latico caract.érizado por utilizar fermenta¢ao
latica isenta de esterilizagdo do meio fermentativo e dos equipamentos.
5. Processo de produgédo de acido latico caracterizado .por utilizar cepas de
Bacillus coagulans ATCC7050 como bactéria latica.
6. Processo de producdo de acido latico caracterizado por utilizar okara - (
bagaco de soja) como nutriente para a fermentagao latica.
7. Processo de produgéo de acido latico conforme reivindicagdes 1, 2, 3,4 e 5,
caracterizado por utilizar tanque de Afermentagéo acoplado com sistema de
agitacao.
8. Processo de produgdo de acido latico conforme reivindicagbes 1, 2, 3, 4
e 5, caracterizado por utilizar caldo fermentativo previamente inoculado.
9. Processo de produgdo de acido Ilatico conforme reivindicagcdes 8,
caracterizado por utilizar caldo fermentativo inoculado previémente a 2% (24h de

fermentacéao prévia).

10. Processo de produgdo de acido latico conforme reivindicagdo 7,

caracterizado por promover a agitacdo constante.
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11. Processo de produgdo de 4&cido latico conforme reivindicagdo 10,

caracterizado por promover a agitagdo com agitador mantido a 50rpm.

12. Processo de produgdo de 4acido latico conforme reivindicagdo 7,

caracterizado por para manter o pH estavel .

13. Processo de produgdo de acido latico conforme reivindicagdo 12,
caracterizado por fazer a manutengao do pH através de gotejamento sucessivo de

solugéo a 28% de amobnia com bomba micro digital.
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FIGURA 1
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FIGURA 2

Figura 3 Meio de melaco, cmmatogrméma HPLC do caldo fermentado

FIGURA 3
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Figura 4 Meio ds aglicar granulado, q‘orﬁatﬁgrama HPLC do caldo fermentado
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RESUMO

“CALDO FERMENTATIVO DO ACIDO LATICO E METODO DE PRODUGAO DE
ACIDO LATICO” a presente invengdo refere-se a um caldo fermentativo do acido
latico consistindo de melago ou acgucar granulado e método de produgédo de acido
latico de alta pureza o6tica através de fermentagdo Ilatica estavel sob altas

temperaturas em ambiente aerébico e isento de esterilizagao.
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