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RESUMO

MELO, Marcelo Rodrigues de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, mar¢o de
2007. Producéo de &cido propiénico em soro de queijo por bactéria do
rumen bovino. Orientador: Hilario Cuquetto Mantovani. Co-Orientadores:
Flavia Maria Lopes Passos e Frederico Jose Vieira Passos.

O é&cido propibnico é um acido organico de trés carbonos, e sua
principal aplicagdo € como conservante de ragdes, grdos e alimentos. Estratégias
alternativas de aplicacdo do acido propiénico tém sido propostas, entre elas sua
utilizacdo na alimentacdo animal. Dentre as principais limitagdes para a producéo
fermentativa deste acido orgéanico estdo o baixo rendimento e a baixa produtividade.
Neste trabalho, foram isoladas 38 bactérias do rimen bovino capazes de produzir
acidos organicos a partir da lactose do soro de queijo. Dentre estas, apenas o isolado
22A produziu &cido propiénico como principal produto da fermentacdo, sendo este
selecionado para os experimentos posteriores. O isolado 22A apresentou-se como
bacilo Gram-negativo, capaz de metabolizar diversos acucares (glicose, lactose,
maltose, sacarose, celobiose e manose), acidos organicos (lactato, piruvato, malato,
fumarato e succinato) e glicerol, produzindo &cido propidnico como principal
produto final da fermentagédo. Os resultados indicaram que glicerol e succinato foram
as fontes de carbono que propiciaram maior rendimento de produto e recuperagéo de
carbono. A producdo de biomassa e o rendimento de produto em meio mineral foram
afetados pela concentracdo de extrato de levedura no meio de cultivo. Quando 2 g/L
de extrato de levedura foram utilizadas, a concentracdo de biomassa e o rendimento

de produto aumentaram cerca de 270 % e 260 %, respectivamente, em relagdo ao



controle sem extrato de levedura. O cultivo do isolado 22A em soro de queijo diluido
(14 mM de lactose) indicou que a lactose foi completamente consumida apos 16
horas de incubacdo e que o coeficiente de rendimento de produto para o &acido
propionico e a relacdo acetato/propionato foram 2,37 mol/mol e 0,51,
respectivamente. Quando concentracdes crescentes de lactose foram adicionadas ao
meio basal sem controle de pH, observou-se a reducdo no rendimento de acido
propidnico e o aparecimento de outros produtos finais na fermentacdo. Nestas
condigdes, o pH do meio de cultura decresceu rapidamente, atingindo valores de
aproximadamente 4,3 apds 24 horas de incubacdo, para todas as concentracfes de
lactose testadas. O controle do pH do meio em 6,8 pela adicdo de NaOH néo
estimulou a producdo de acido propibnico pelo isolado 22A, mas observou-se
consumo de aproximadamente 80% do substrato em concentracbes de até 338,70
mM. O isolado 22A cresceu em meio basal com pH inicial de 8,0 e apresentou
velocidade especifica de crescimento de 0,317 h™ e rendimento de acido propidnico
de 2,01 mol/mol. Esses resultados foram superiores aos obtidos com o isolado 22A
guando cultivado em pH 7,0. Os resultados deste trabalho indicam que o isolado 22A
possui potencial para producdo de acido propiénico em soro de queijo. Entretanto,
outros estudos deverdo ser realizados para a adequacdo do sistema de cultivo e a

otimizacdo do rendimento de produto.
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ABSTRACT

MELO, Marcelo Rodrigues de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March 2007.
Propionic acid production in cheese whey by ruminal bacteria. Adviser:
Hilario Cuquetto Mantovani. Co-advisers: Flavia Maria Lopes Passos and
Frederico José Vieira Passos.

Propionic acid is an organic acid of three carbons that has been
mainly used to preserve rations, grains and foods. Alternative strategies for
application of propionic acid have been proposed, including their utilization in
animal feeds. In this work, 38 bacteria were isolated from the bovine rumen and
showed to produce organic acids using lactose from cheese whey. Only six isolates
produced propionic acid, and the isolate named 22A showed the highest propionic
acid production, and was selected for further study. The isolate 22A was a Gram-
negative rod that utilized several carbon sources, including carbohydrates (glucose,
lactose, maltose, sacarose, celobiose and mannose), organic acids (lactate, piruvate,
malate, fumarate and succinate) and glycerol. Regardless of the carbon source used,
propionic acid was always the major fermentation end-product. Our results indicated
that glycerol and succinate were the carbon sources that provided highest product
yield and carbon recovery. Biomass production and product yield in mineral media
were both affected by yeast extract concentration. When yeast extract (2 g/L) was
added to the culture medium, the concentration of biomass and product formation
increased about 270 % and 260 % respectively, compared to control treatments
without yeast extract. The cultivation of the isolate 22A in diluted cheese whey (14

mM lactose) showed that the carbon source was being completely consumed after 16

Xii



hours of incubation and that the propionic acid yield and the acetate:propionato ratio
were 2,37 mol/mol and 0,51, respectively. When increasing concentrations of
lactose were added to the basal medium without pH control, a decrease in propionic
acid yield and the appearance of other end-products was observed. Under these
conditions, the pH of the culture medium decreased rapidly, reaching values of
approximately 4,3 after 24 hours of incubation, for all the lactose concentrations
tested. The control of pH in 6,8 using NaOH did not stimulate the production of
propionic acid by isolate 22A, but lactose consumption increased to approximately
80 % in concentrations up to 338,70 mM. When isolate 22A was cultivated in basal
medium with initial pH of 8,0 the specific growth rate and yield of propionic acid
were 0,317 h™ and 2,01 mol/mol, respectively. These results were better than those
obtained at pH 7,0. These results indicated that isolated 22A has potential for
propionic acid production in cheese whey. However, further work is needed to

improve the cultivation system and to optimize the propionic acid yield.
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1. INTRODUCAO

O 4cido propiénico é um importante acido organico utilizado por
varios segmentos da industria quimica, para a producdo de plasticos e herbicidas, e
no mercado de produtos alimenticios, como conservante. Além das atuais aplica¢fes
do &cido propibnico, novas estratégias para uso deste composto tém sido estudadas,
como sua administracdo na alimentacdo animal. Além disso, 0 aumento do interesse
por tecnologias alternativas e ambientalmente limpas e a valorizacdo de tecnologias
que visem & utilizacdo de subprodutos da agroindustria tém estimulado estudos da
producéo de &cido propibnico a partir de vias fermentativas.

A producdo de 4&cido propidnico por meio de pProcessos
fermentativos tem enfatizado a utilizacdo de bactérias do género Propionibacterium.
Contudo, o ramen apresenta diferentes bactérias produtoras de acido propidnico que
podem ser estudadas para a producdo fermentativa de acido propiénico. Em
ruminantes o acido propidnico atua como uma das principais fontes de energia, uma
vez que é o principal acido organico absorvido como substrato para a gliconeogénese
hepética do animal. Além disso, com a proibi¢do da Unido Européia a utilizagéo de
antibidticos promotores do crescimento em animais de producdo, existe a
possibilidade de utilizacdo do acido propiénico como alternativa para a manipulagéo

da fermentacao ruminal.

Suplementos energéticos e protéicos a base de acido propibnico, ou
fermentados contendo biomassa microbiana e acido propiénico tem sido estudado
para aplicacdo em ruminantes. Além disso, a utilizacao de substratos abundantes e de

baixo custo para a fermentacdo propibnica, como residuos agroindustriais, pode



reduzir os custos de producdo do suplemento, além de representar uma forma

ecologicamente correta para obtencéo do acido propidnico.

Desta forma, o &cido propidnico produzido por bactérias isoladas
do rimen e utilizado como suplemento energético para ruminantes pode dispensar a
purificacdo (extracdo e separacao) do &cido propidnico, que responde por 60 a 70 %
dos custos de producdo, utilizando o microrganismo como fonte de proteina para o
animal. Em face do exposto, o presente trabalho teve como objetivo isolar e
caracterizar bactérias do rimen bovino capazes de utilizar a lactose do soro de queijo

como substrato para a produgdo de acido propidnico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 AciDO PROPIONICO

O 4acido propibdnico, também chamado de &cido propandico ou
acido etanocarboxilco, € um acido organico com férmula molecular C3HgO,, incolor,
oleoso, levemente &cido-picante e com forte odor (THE MERCK INDEX, 1989).
Sua importancia deve-se principalmente a sua utilizacdo em diversos segmentos das

industrias quimicas e de alimentos.

Dentre as principais aplicagdes do acido propibnico, estd a sua
utilizacdo como conservante de alimentos e racBes, devido principalmente a
atividade antimicrobiana contra fungos e outros microrganismos. O acido propionico
¢ um é&cido organico fraco e que exerce atividade antimicrobiana através de
alteracGes do gradiente de pH da membrana. Moléculas de &cido propidnico ndo
dissociadas sdo capazes de atravessar a membrana plasmatica e dissociarem-se no
citosol, onde o pH € mais alcalino que no ambiente extracelular. Para manutengéo da
homeostasia celular, H*-ATPase transportam ativamente protons para fora da célula,
levando a diminuicdo da energia disponivel para as demais atividades metabdlicas
(PEREZ-CHAIA et al., 1994; GU et al. 1998; BEALES, 2004). Os sais de 4cido
propidnico, como propionato de aménio, sdo utilizados para conservar ragdes
animais e graos, e os sais de propionato de calcio ou de sddio sdo utilizados como
conservantes de alimentos como queijos e paes, respondendo por 45 % e 21 %
respectivamente, do mercado de &cido propiénico (SUWANNAKHAM, 2005).



Outras importantes aplicacbes para o &cido propiénico sdo a
producdo de herbicidas, que responde por 19 % do mercado de cido propibnico, e a
producdo de pléasticos como o propionato de acetato de celulose (CAP), que é
responsavel por 11 % do consumo deste &cido organico. Os 4 % restantes do
mercado de acido propibnico estdo divididos entre a producdo de perfumes e aromas
de frutas (geranil e citronelil propionato), plastificantes (glicerol tripropionato e fenil
propionato), medicamentos veterinarios para o tratamento dermatoses, infec¢des,
conjuntivite e artrite (BOYAVAL e CORRE, 1995; SUWANNAKHAM, 2005).

Além das atuais aplicagdes para o &cido propidnico, novas
utilidades vém sendo encontradas para este acido, como a producédo de solventes ndo
poluentes ao ar (non-HPAS), obtidos a partir da esterificacdo do acido propibnico,
estes solventes podem substituir tipos poluidores como xilenos e certas cetonas
(BOYAVAL e CORRE, 1995). A suplementacdo de dietas para ruminantes é outra
potencial alternativa para o acido propidnico, visto que estudos in vitro e in vivo tém
demonstrado efeitos benéficos ao ruminante, como aumento da digestibilidade de
forragens por microrganismos ruminais e aumento do rendimento de leite,
respectivamente (RIGOUT et al., 2003; XAVIER, 2004).

Atualmente, a producdo mundial de é&cido propidnico é de
aproximadamente 200.000 toneladas/ano, produzidas atraves de modificacbes
quimicas de derivados de petrdéleo e sendo comercializado ao preco de U.S.$ 1,12 —
1,80/Kg (SUWANNAKHAM, 2005). Embora a produgdo de &cido propibnico por
via petroquimica seja economicamente viavel, a instabilidade do preco do petrdleo, a
exigéncia crescente com o uso de tecnologias ambientalmente limpas, o uso de fontes
renovaveis, e a busca por produtos naturais tém aumentado o interesse pela producéao
de acido propibnico por vias fermentativas (YANG et al., 1992; HUANG et al.,
2002).

2.2 RUMINANTES E ACIDO PROPIONICO

O é&cido propibnico é uma das principais fontes de energia para 0s
ruminantes. [Esses animais apresentam estdmago composto por quatro
compartimentos: rumen, reticulo, omaso e abomaso. Destes compartimentos, o

rimen é o maior, sendo o local onde a maior parte do alimento ingerido é



metabolizado através da associacdo simbidntica com microrganismos anaerdbios. Os
microrganismos anaerdbios sdo responsaveis pela degradacdo do alimento,
produzindo acetato, propionato, butirato, dioxido de carbono, aménia, metano e
calor, principalmente, e pela producdo de biomassa microbiana (HUNGATE, 1966;
RUSSELL e RYCHLIK, 2001). Apesar dos carboidratos perfazerem a maior parte da
dieta dos ruminantes, apenas pequena quantidade de agucares sdo absorvidos pelo
trato gastrointestinal (ANNISON e LEWIS, 1959). Parte dos &cidos organicos
voléteis (acetato, propionato e butirato) é absorvida pelo epitélio ruminal, e atuam
como as principais fontes de energia para o ruminante (ANNISON e LEWIS, 1959).

A maioria do butirato absorvido é convertido pelo epitélio ruminal
a B-hidroxibutirato, um corpo ceténico que pode atuar como fonte de energia em
varios tecidos do corpo. Por outro lado, a maior parte do acetato e do propionato
absorvidos pela parede ruminal alcancam a corrente sanguinea e sdo transportados
até o figado, onde o propionato pode ser utilizado no metabolismo oxidativo de
hepatocitos ou ser convertido a glicose (ALLEN et al., 2005). Como a maior parte
dos carboidratos ingeridos pelo ruminante é fermentada no ramen, a gliconeogénese
hepética a partir do acido propidnico torna-se a principal fonte de glicose disponivel
para o animal (ANNISON e LEWIS, 1959). Em animais em lactagéo, por exemplo,
na deficiéncia de &cido propidnico o metabolismo animal mobiliza outras fontes de
energia corporais, levando a perda de peso e diminuicdo da quantidade de lactose no
leite (MORAN, 2005).

Apesar das especializagbes digestivas dos ruminantes, que
permitem que se alimentem de polissacarideos estruturais de plantas, altos niveis de
produtividade animal ndo podem ser mantidos apenas por forrageiras (RUSSELL e
RYCHLIK, 2001). Isto porque as forrageiras apresentam limitagdes no seu valor
energético devido as suas células serem ricas em lignina, silica e cutina, que limitam
a fermentacéo dos carboidratos estruturais. Além disso, forragens apresentam baixos
niveis de proteinas e minerais, e sua lenta digestdo e prolongado tempo de retengéo
podem limitar a ingestdo (BELLO e ESCOBAR, 1997). Desta forma, alternativas
para maximizar a produtividade animal tém sido buscadas, como a adicdo de &cido
propidnico a dieta (RIGOUT et al., 2003; XAVIER, 2004).

Experimentos in vivo utilizando infusdo intravenosa de &cido

propidnico apresentaram aumento na concentracdo de glicose sanguinea dos animais



(RUTTER et al., 1983; SANO et al., 1993), 0 mesmo acontecendo em experimentos
utilizando infusdo intraruminal de 4&cido propidnico (OBA e ALLEN, 2003;
RIGOUT et al., 2003). Estudos in vitro realizados por Xavier (2004) utilizando soro
de queijo fermentado contendo é&cido propibnico apresentaram aumento na
concentracdo total de acidos organicos volateis, diminuicdo da relacdo
acetato/propionato e aumento da digestibilidade in vitro de forragens por
microrganismos ruminais, parametros estes que demonstram, em resumo, um
aumento na quantidade de energia potencialmente disponivel ao animal. Além disso,
segundo a lista de aditivos alimentares da Unido Européia, os acidos organicos se
enguadram no grupo dos conservantes com uso permitido para todos 0s animais de
producdo comercial. Ao contrario, outras substancias utilizadas para manipulacdo da
fermentagcdo ruminal, como os iondforos tiveram seu uso proibido pela Unido
Européia a partir de 1 de janeiro de 2006 (COMMISSION OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES, 2001; CASTILLO et al., 2004; PRESS RELEASE, 2005).

2.3 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ACIDO PROPIONICO

O rumen apresenta uma variedade de géneros e espécies
bacterianas produtoras de &cido propiénico como principal produto final do
metabolismo, das quais Prevotella, S. ruminantium, Succinomonas amilolitica,
Megasphaera elsdenii, Anaerovibrio lipolitica e Clostridium sticklandii sdo as
principais (RUSSELL, 2002). Esta variedade é importante para o ruminante, uma vez
que estes diferentes microrganismos ocupam nichos alimentares diferentes. Desta
forma, diferentes alimentos e produtos da sua quebra por outros microrganismos do
ramen podem ser utilizados para producéo de acido propidnico, dentre eles, acucares,
amido, hemicelulose, pectina, maltodextrinas, peptideos, aminoacidos, glicerol e
lactato (RUSSELL, 2002).

A producdo de acido propidnico ndo estad circunscrita as bactérias
ruminais. Outras bactérias anaerdbias também sdo capazes de produzir este acido
como principal produto final do metabolismo. Dentre os géneros mais importantes
estdo Propionibacterium, Veillonella, Clostridium e Selenomonas (SESHADRI e
MUKHOPADHYAY, 1993; BOYAVAL et al., 1994). Algumas espécies de

Propionibacterium tém sido as mais amplamente utilizadas nos estudos de producéo



fermentativa de acido propibnico, em parte devido as restricdes fisiologicas para o
metabolismo de certos substratos apresentadas por bactérias dos géneros Veillonella
e Clostridium, incapazes de utilizar agucares (HSU e YANG, 1991; WOSKOW e
GLATZ, 1991; LEWIS e YANG, 1992a,b,c; PAIK e GLATZ, 1994). Além disso,
algumas espécies de Propionibacterium sédo reconhecidas como GRAS (Generally
Recognized as Safe) pelo FDA (United States Food and Drug Administration) e sdo
utilizadas na producdo de queijo suico (HETTINGA e REINBOLD, 1972;
LANGSRUD e REINBOLD, 1973) e probidticos (MANTERE-ALHONEN, 1987,
JAN et al., 2001).

Limitacbes impostas devido a restrices fisiologicas para o
metabolismo de certos substratos podem ser superadas através do co-cultivo de duas
espécies de bactérias. Neste caso, uma das espécies converte o substrato inicial em
um produto utilizdvel pelo segundo microrganismo. Através desta estratégia e
utilizando bactérias dos géneros Enterococcus e Veillonella isoladas do rumen
bovino, Xavier (2004) produziu acido propidnico a partir de soro de queijo, sendo a
bactéria do género Enterococcus responsavel pelo consumo da lactose e producéo de
lactato, o qual é metabolizado pela bactéria do género Veillonella em &cido
propidnico. Contudo, a utilizacdo de co-culturas pode trazer algumas desvantagens
como o consumo de nutrientes essenciais a cultura de menor velocidade especifica de
crescimento, pela bactéria de maior velocidade especifica de crescimento, além de
poder ocasionar a inibi¢cdo entre as culturas por produtos de seus metabolismos e
maior trabalho necessario, em geral, com co-culturas. Assim, tem-se optado pela
utilizacdo de um Unico microrganismo capaz de realizar a conversdo do substrato até
o0 produto final. (JAIN et al., 1991).

2.4 FERMENTACAO PROPIONICA

A producdo de &cido propidnico como resultado do metabolismo
microbiano foi inicialmente descrita por Strecker em 1854, e também por Pasteur em
1879. Em ambos, a observacdo foi feita a partir de culturas mistas, ndo sendo
possivel obter informagfes precisas sobre a fermentacdo propibnica. Entre 1878 e
1880, Fitz realizou varios trabalhos sobre fermentacdo microbiana e foi o primeiro a

propor um modelo estequiométrico para a fermentacédo propiénica. Apés Fitz, pouca



atencdo foi dada a fermentacdo propibnica, até se descobrir o papel do &cido
propidnico como um dos principais produtos envolvidos na cura de certos tipos de
queijo, como o queijo suico (SHERMAN e SHAW, 1923) Desde entdo, varios
trabalhos vém sendo realizados visando elucidar o metabolismo e a producdo de
acido propionico.

A fermentacdo propibnica pode ocorrer por meio de duas vias
metabdlicas distintas: a Via do acrilato ou a Via do succinato, também chamada de
Via da Metilmalonil-CoA. As duas vias diferenciam-se tanto em relagdo aos
intermediérios formados, quanto em relacdo a quantidade de energia derivada de
cada via. Porém em ambos o balanco tedrico de produtos formados € o mesmo,
sendo de dois mol de propionato por mol de acetato quando se utilizam substratos
como lactato ou carboidratos metabolizados pela via de Embden-Meyerhof-Parnas.
Consequentemente, 0 mesmo rendimento tedrico de acido propidnico (mol de é&cido
propidnico/mol de substrato) é obtido através das duas vias quando se utilizam os
mesmos substratos, como lactato (0,66 mol/mol), glicose (1,33 mol/mol) ou lactose
(2,66 mol/mol).

2.4.1 Via do Succinato

A Via do succinato foi a primeira via microbiana de producdo de
acido propidnico a ser conhecida e se caracteriza pela formacao de intermediarios de
quatro carbonos (WOOD, 1946) e pela utilizacdo de sistemas enzimaticos que
possibilitam o acoplamento do fluxo de elétrons a formacdo de potencial de
membrana (HEDERSTEDT, 1999). Como consequéncia da formacdo de
intermediarios de quatro carbonos, dois deles simétricos (fumarato e succinato) e que
podem ser descarboxilados em ambas as extremidades, culturas bacterianas
incubadas com lactato ou glicose marcados no segundo carbono apresentam
distribuicdo randdémica das marcas radioativas, que se distribuem entre o primeiro e 0
segundo carbono do acido propiénico (Figura 1) (COUNOTTE et al., 1981; WOOD,
1981). Esta via €é utilizada por bactérias do género Propionibacterium, e a entrada os
substratos na via ocorre pela carboxila¢do do fosfoenolpiruvato (PEP) ou do piruvato
(Figura 1), pela acdo da PEP carboxilase ou da oxaloacetato transcarboxilase (5),
respectivamente (DEBORDE et al., 1999).
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Figura 1. Fermentagdo propibnica pela Via do succinato. Os nimeros dentro dos
circulos referem-se as seguintes enzimas: 1. Lactato desidrogenase; 2. Piruvato
ferridoxina oxidoredutase; 3. Fosfotransacetilase; 4. Acetato quinase; 5. Oxaloacetato
transcarboxilase; 6. Malato desidrogenase; 7. Fumarase; 8. Fumarato redutase; 9.
CoA transferase; 10. Metilmalonil-CoA mutase. O nimero a esquerda da estrutura de
cada composto refere-se a estequiometria da reacdo e eC indica carbono marcado

com C.



O produto das carboxilagbes acima é o oxaloacetato, que por acao
da enzima malato desidrogenase (6) € convertido a malato e consome dois
equivalentes redutores (H). Através de uma reagdo de desidratacdo catalisada pela
enzima fumarase (7), o malato € convertido em fumarato. A proxima reacdo €
catalisada pela fumarato redutase (8), que reduz fumarato em succinato com
consumo de mais dois equivalentes redutores (H). Esta reacdo € incomum em
bactérias anaerdbias, pois utiliza citocromos, transporte de elétrons e a sintese de
ATP por meio da formagéo de gradiente i6nico (HEDERSTEDT, 1999; MULLER,
2001). Pela agdo de uma CoA transferase (9) o succinato anteriormente formado
recebe um grupamento CoA e em seguida € convertido a metilmalonil-CoA pela
acao da enzima metilmalonil-CoA mutase (10) (MARSH e LEADLAY, 1989). Neste
ponto, pela acdo da oxaloacetato transcarboxilase o metilmalonil-CoA é
descarboxilado, porém o CO, removido ndo é liberado, mas sim transferido para
outra molécula de piruvato, e assim dispensando a célula de investir energia para sua
carboxilacdo (RUSSELL, 2002). Para a formacdo do propionato, o propionil-CoA
formado na reacédo anterior transfere o grupamento CoA para a CoA transferase que

reutilizard o grupamento para ativar uma nova molécula de succinato.

Como apresentado na figura 1, as bactérias propibnicas utilizam
uma via oxidativa da qual obtém equivalentes redutores e energia, esta via é paralela
ao ramo redutivo do qual resulta o &cido propionico (MULLER, 2001). Neste caso, 0
piruvato é oxidado até acetil-CoA pela acdo da enzima piruvato ferredoxina
oxidoredutase (2), com liberagcdo de dois equivalentes redutores (H). Pela acdo da
enzima fosfotransacetilase (3) acetil-CoA é convertido a acetil fosfato, que pela acéo
da enzima acetato quinase (4) é convertido em acetato além da geracdo de ATP
(WOOD, 1981).

2.4.2 Via do Acrilato

A Via do acrilato é a rota metabolica de producdo de é&cido
propidnico utilizada por microrganismos como Megasphaera elsdenii e Clostridium
propionicum. A principal caracteristica desta via é a reducéo direta do piruvato, sem

necessidade de carboxilagdo de intermediarios (LEAVER et al., 1955). Assim como
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a Via do succinato, esta via possui um ramo redutivo que leva a formacdo do

propionato e um ramo oxidativo que leva a formacéo de acetato (Figura 2).

Figura 2. Fermentacdo propibnica pela Via do acrilato. Os nimeros dentro dos
circulos referem-se as seguintes enzimas: 1. Lactato desidrogenase; 2. Piruvato
ferridoxina oxidoredutase; 3. Fosfotransacetilase; 4. Acetato quinase; 5. Propionato-
CoA transferase; 6. Lactil-CoA desidratase; 7. Acrilil-CoA redutase. O nimero a
esquerda da estrutura de cada composto refere-se a estequiometria da reacdo e oC

indica carbono marcado com “C.

O ramo redutivo da Via do acrilato inicia-se pela reducdo do
piruvato a lactato, com o consumo de dois equivalentes redutores (H) e catalisada

pela enzima lactato desidrogenase (1), seguida pela ativacdo do lactato pela enzima
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propionato-CoA transferase (5) formando lactil-CoA. A desidratacdo do lactil-CoA
pela enzima lactil-CoA desidratase leva a formacao do acrilil-CoA, cujo nome do seu
acido d& o nome a via, que serd reduzido a propionil-CoA pela enzima acrilil-CoA
redutase. Por fim, a enzima propionato-CoA transferase retira o grupamento CoA do
propionil-CoA, transferindo-o para uma nova molécula de lactato e liberando o
propionato (HETZEL et al., 2003).

Neste caso, 0 balanco da fermentacdo € semelhante ao observado
na Via do succinato, na qual, para cada trés moléculas de piruvato formadas, duas
devem ser direcionadas a formacéo de propionato e uma para a formacgéo de acetato.
Uma das diferencas entre as duas vias estd na quantidade de energia que o
microrganismo pode obter pela utilizacdo de cada uma, ja que a Via do acrilato ndo
apresenta fumarato redutase, o que resulta em um menor rendimento de energia por
esta via (HEDERSTEDT, 1999). Outra diferenca caracteristica entre as duas vias de
fermentacdo propiodnica € a distribuicdo constante de marcas radioativas no acido
propidnico na via do acido propidnico, as quais aparecem sempre no segundo
carbono do propionato quando o substrato das culturas sdo lactato ou glicose
marcada no segundo carbono. Esta distribuicdo ndo-randdmica se deve a reducéo
direta dos substratos, sem a necessidade da formacdo de compostos de quatro
carbonos simétricos (Figura 2) (COUNOTTE et al., 1981).

2.5 UTILI1ZACAO DE RESIDUOS NA FERMENTAGAO PROPIONICA

Vaérios residuos tém sido testados para a producdo fermentativa de
acidos organicos, incluindo o acido propidnico. Em geral, a producdo por vias
fermentativas sdo ambientalmente limpas e podem ser alimentadas com fontes
renovaveis e baratas, como os residuos agroindustriais (HUANG et al., 2002; YANG
et al.; 1992), diminuindo assim a disposicao de residuos e o gasto com o tratamento
de efluentes. Os residuos agroindustriais sdo compostos principalmente por
biomassa, gorduras, 6leos, soro e glicerol (WILKE e VORLOP, 2004). Dentre os
principais residuos testados na producdo fermentativa de acido propidnico estdo o
soro de queijo, a 4gua de maceracdo de milho (PAIK e GLATZ, 1994), a xilose
obtida de biomassa de plantas (RAMSAY et al., 1998) e o glicerol (BARBIRATO et
al., 1997; HIMMI et al., 2000).
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Em 2004, o U. S. Department of Energy/Efficiency and Renewable
Energy (EERE) publicou um estudo estratégico sobre os compostos passiveis de
producdo utilizando residuos, e o acido propidnico foi selecionado entre os trinta
compostos com maior potencial. Contudo, a producdo de acido propiénico por via
fermentativa ainda ndo é comercialmente competitiva, uma vez que, em geral,
apresenta baixa concentracdo de produto (< 40 g/L), baixo rendimento (< 0,5 g/g),
baixa produtividade (< 1 g/L.h™) além de alto custo de separacdo e purificacdo do
acido, que respondem por aproximadamente 60 % do custo final do produto (JIN e
YANG, 1998; ZEIKUS et al., 1999). Contudo, alternativas de utilizacdo de acido
propidnico como a proposta por Xavier (2004), na qual o propionato produzido
durante a fermentacdo a partir do soro de queijo € utilizada como suplemento
energético de ruminantes, e a biomassa gerada como suplemento protéico, podem

viabilizar a aplicacdo de acido propidnico em areas como a pecuaria.

2.5.1 Soro de Queijo

O soro representa a porgdo aquosa que se separa do coagulo
durante a producdo do queijo e contém por volta de 55 % dos nutrientes do leite.
Dentre os nutrientes mais abundantes estdo a lactose (4,5 a 5 %, p/v), proteinas
solaveis (0,6 a 0,8 %, p/v), lipideos (0,4 a 0,5 %, m/v), sais minerais 8 a 10 % do
extrato seco, acido lactico (0,05 %, p/v), acido citrico e vitaminas do grupo B
(KOSIKOWSKI, 1979; SISO, 1996). Contudo, este alto contetdo de matéria
organica, principalmente lactose, torna sua disposicdo um grande problema
ambiental devido a alta demanda biologica de oxigénio, em torno de 40.000 mg/L
(REDDY et al., 1976; SISO, 1996).

Outra dificuldade encontrada na disposi¢éo ou reutilizacdo do soro
de queijo é o grande volume gerado, com previsdo de 4,455 milhdes de litros em
2006 no Brasil (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2007). Além disso, se estocado in
natura, o soro sofre rapida deterioracdo microbiana (REDDY et al., 1976).
Alternativas para a utilizacdo deste subproduto da manufatura do queijo tém sido
propostas, como a utilizacdo na alimentacdo animal (ANDERSON, 1975;
KOSIKOWSKI, 1979; YANG e SILVA, 1995). Contudo, problemas como a reducao

no ganho de peso e diminuicdo do pH ruminal podem restringir sua utilizacdo in
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natura (WEIJERS e VAN DE KAMER, 1965). Desta forma, a fermentacdo do soro
de queijo e a geracdo de produtos com maior valor nutricional, contendo fontes de
proteinas e/ou energia, como o acido propidnico, torna-se uma alternativa
interessante para a utilizacdo do soro de queijo e também para a fermentacdo
propidnica (REDDY et al., 1976; SAMUELOQV et al., 1999; XAVIER, 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia
de Anaerobios do Departamento de Microbiologia e no Laboratorio de Fisiologia de
Microrganismos, no Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria -
BIOAGRO, da Universidade Federal de Vicosa.

3.1 ConDICOES DE CULTIVO DOS MICRORGANISMOS E ESTOCAGEM DAS

CULTURAS

Para o isolamento das culturas bacterianas produtoras de &cido
propidnico foram utilizados os meios de cultura YEL (Yeast Extract Lactate),
composto de (por litro): 10 g de triptona de caseina, 10 g de extrato de levedura, 20
mL de lactato de sddio 50 %, 50 mg de MnSQO, e 250 mg de K;HPO,4, com pH
ajustado para 6,8 com NaOH 1,0 M (DE CARVALHO, 1994); YELA (Yeast Extract
Lactate Agar), de mesma composicdo do meio YEL, adicionado de 15 g de agar e de
purpura de bromocresol (0,5 g/L); e YEL e YELA substituidos de lactato de sodio
por lactose na concentracdo de 10 g/L, chamados a seguir de YEL e YELA
substituidos. Os meios foram levados ap0s sua preparacdo para camara de
anaerobiose (COY Laboratory Products Inc., Grass Lake, MI, USA) onde foram
assepticamente distribuidos (20 mL) em placas de Petri e mantidos sob atmosfera de
CO2:H; (95:5 %) a 39 °C.

As culturas isoladas foram estocadas (aliquotas de 4 mL) a -20 °C

em meio contendo glicerol, composto de (por litro): 292 mg de K;HPO,, 240 mg de
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KH,PO4, 480 mg de (NH;),SO4, 480 mg de NaCl, 100 mg de MgSO,47H,0, 64 mg
de CaCl,, 600 mg de hidrocloreto de cisteina, 460 mg de glicerol e 480 mL de 4gua
destilada (TEATHER, 1982). O meio de estocagem foi distribuido (3 mL) em frascos
anaerobios de estocagem de 10 mL.

O isolado selecionado como o melhor produtor de &cido propidnico
foi rotineiramente cultivado em meio basal, composto (por litro) de: 292 mg de
KoHPQOy, 240 mg de KH,PO4, 480 mg de (NH;).SO4, 480 mg de NaCl, 100 mg de
MgSQO,7H,0, 64 mg de CaCl,, 600 mg de cisteina, 500 mg de extrato de levedura, 1
g de triptona de caseina e 4 g de Na,COgs. O pH dos meios foram ajustados para 6,8
com NaOH a 1,0 M. Para o cultivo, o0 meio basal foi adicionado de lactato de sodio
ou lactose para concentracdo final de 4 g/L, exceto quando citado diferente, sendo as
respectivas solucdes estoque preparadas separadamente e na concentracdo de 200
g/L.

3.2 PREPARO E ESTERILIZACAO DE MEIO DE CULTURA E SOLUCOES

Todos os meios e solugdes utilizados neste trabalho foram
preparados anaerobiamente, a menos que descrito diferente. Os meios e solugdes
foram preparados separadamente, aquecidos até a temperatura de ebulicdo, e
mantidos sob atmosfera de CO2 durante as transferéncias para os respectivos frascos
ou tubos. Os frascos ou tubos foram vedados com rolhas de borracha, lacrados com
lacres de aluminio e esterilizados por calor dmido (121 °C, 15 min), exceto no
experimento com diferentes concentracGes de lactose e com controle de pH, cujo

frasco ndo é lacrado como descrito acima.

3.3 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ACIDO PROPIONICO

O isolamento de microrganismos produtores de acido propidnico
foi realizado a partir de liquido ruminal coletado de uma bovina fémea, da raga
mestica. O animal foi mantido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Gado
de Leite/UEPE-GL do Departamento de Zootecnia, da Universidade Federal de
Vicosa, e foi alimentado duas vezes ao dia, durante quatro meses, com silagem de

milho adicionada de 1 litro de soro de queijo fermentado por uma co-cultura de
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Enterococcus sp. e Veillonella sp. isolados do rimen de bovinos (XAVIER, 2004). A
digesta ruminal foi coletada por meio de uma sonda (2 cm de diametro) introduzida
pela boca do animal até alcancar o rimen, sendo a digesta succionada com a ajuda de
uma bomba de vacuo. A digesta ruminal foi filtrada através de quatro camadas de

gaze e acondicionada em uma garrafa térmica hermeticamente fechada.

Apbs o transporte até o Laboratério de Microbiologia de
Anaerobios, a garrafa térmica foi mantida em repouso por 45 minutos, fazendo com
que as particulas de alimento flutuassem para a parte superior do liquido ruminal,
enquanto os protozoarios sedimentaram para a parte inferior do liquido ruminal.
Duas amostras (40 mL cada amostra) foram coletadas anaerobiamente do centro da
liguido ruminal contido na garrafa térmica e foram transferidas para dois frascos
anaerobios, onde foram adicionadas de lactato de sédio (10 g/L, concentragdo final)
para enriquecimento das bactérias utilizadoras de lactato. Os frascos foram incubados
por 24 horas a 39 °C, e aliquotas del mL foram transferidas para novos frascos

anaerdbios contendo meio YEL (9 mL) que foram incubados nas mesmas condicdes.

O enriquecimento das populagdes de bactérias utilizadoras de
lactato com crescimento mais rapido, foram realizadas cinco transferéncias (aliquotas
de 1 mL) a partir da incubacdo anterior, em intervalos de 12 horas entre cada
transferéncia, utilizando frascos anaerdbios contendo 9 mL de meio YEL. Os frascos
anaerébios resultantes da ultima transferéncia foram levados para camara de
anaerobiose (COY Laboratory Products Inc., Grass Lake, MI, USA) e com auxilio de
alcas de repicagem estéreis , aliquotas (10 uL) das culturas foram estriadas em placas
de Petri contendo 20 mL de YELA. Este meio contém purpura de bromocresol como
indicador de pH, que confere coloracdo violeta ao meio em pH > 6,8. Contudo, a
producdo de acidos organicos resultante do metabolismo bacteriano diminui o pH do
meio, fazendo com que o indicador de pH mude de cor ao redor da colonia conforme

0 pH se altera entre 6,8 (violeta) e 5,2 (amarelo).

Apols 24 horas do plagueamento, as coldnias que apresentavam
halos amarelos ao seu redor foram transferidas com auxilio de palitos de dente
estéreis para tubos contendo meio YEL (4 mL). Apds o crescimento das culturas nos
tubos, os isolados foram novamente estriados (10 puL) em placas de Petri contendo
meio YELA substituido (20 mL). O crescimento bacteriano e a consequente

formacgédo de coldnias foram monitorados durante 48 horas ap6s o plagueamento,
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sendo as caracteristicas morfologicas e culturais das coldnias registradas. Utilizando
palitos de dente estéreis, as colénias foram transferidas para tubos contendo meio
basal (4 mL) adicionado de lactose e extrato de levedura para as concentracgdes finais
de 8 g/L e 4 g/L, respectivamente. As culturas que apresentaram crescimento nos
tubos apds 72 horas foram entdo transferidas (4 mL) para frascos anaerobios

contendo meio de estocagem.

3.4 SELECAO DE ISOLADOS PRODUTORES DE ACIDO PROPIONICO

Para avaliar a producdo de &cido propidnico dos isolados, cada
cultura estoque foi reativada em um frasco anaerébio contendo meio YEL (10 mL).
Os frascos foram incubados a 39 °C por 48 horas e apds este tempo as culturas foram
transferidas para frascos anaerdébios contendo meio basal (10 mL) adicionado de
lactose e extrato de levedura para as concentragOes finais de 8 g/L e 4 g/L,
respectivamente. Apds 72 horas de incubagdo a 39 °C, amostras das culturas foram
coletadas para analise dos produtos de fermentacdo e selecdo do isolado de melhor

producdo de acido propibnico, utilizado nos experimentos subsequentes.

3.5 EFEITO DE EXTRATO DE LEVEDURA E DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO NO

CRESCIMENTO BACTERIANO E PRODUCAO DE ACIDO PROPIONICO

Para a avaliacdo do efeito do extrato de levedura sobre a eficiéncia
do consumo de substrato e producdo de acido propibnico, foram utilizados tubos
contendo meio basal (10 mL) adicionados de lactose (4 g/L) e extrato de leveduras
nas concentragdes finais de 0, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 e 12 g/L. Os tubos foram
inoculados para uma densidade oOptica de 0,05 e incubados a 39 °C por 48 horas. O

experimento foi realizado em duplicata.

A utilizacdo de diferentes substratos para a fermentacéo propionica
foi testada em tubos contendo meio basal (10 mL) adicionado dos diferentes
substratos (glicose, manose, xilose, maltose, celobiose, lactose, sacarose, piruvato de
sodio, lactato de sddio, succinato de sodio, &cido mélico, &cido fumarico, citrato de

sodio e glicerol) e de extrato de levedura para as concentracfes finais de 4 g/L e 2
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g/L, respectivamente. O experimento foi realizado em duplicata e as amostras foram

retiradas ap0s 48 horas de incubacéo a 39 °C.

3.6 CULTIVO EM SORO DE QUEIJO

Para andlise do crescimento e produgdo de &cido propiénico em
soro de queijo, foi utilizado soro de queijo em pd, parcialmente desmineralizado, da
marca Conaprole (Montevidéu, Uruguai), obtido pelo processo de “spray dry” e
contendo 12 % (p/p, minimo) de proteinas, 70 % (p/p, minimo) de lactose, 2 % (p/p,
méaximo) de gorduras, 6 % (p/p, maximo) de sais e umidade méaxima de 4 %. Devido
a dificuldades técnicas para a formulacdo de um meio limpido a base de soro de
queijo contendo altas concentragdes de lactose, foi preparado um meio a base de soro

de queijo contendo apenas 4 g/L de lactose, que foi preparado como descrito abaixo.

O soro de queijo foi reconstituido para a concentragéo de 4 g/L de
lactose e adicionado de cloreto de célcio (CaCl,*2H,0) para a concentracdo final de
0,01 M. Em seguida o pH foi ajustado para 7,0 com NaOH a 1,0 M. O soro foi
aquecido (121 °C por 15 minutos), centrifugado (5000 rpm/10 minutos) e o
sobrenadante filtrado em papel de filtro. O soro de queijo resultante deste processo
apresentava-se limpido e foi anaerobiamente transferido (10 mL) para tubos sob
atmosfera de CO,, esterilizado (121 °C por 15 minutos) e o pH foi novamente
corrigido pela adicdo de NaOH a 4,0 M preparado anaerobiamente. O meio foi
adicionado de extrato de levedura para concentragéo final de 2 g/L, inoculados com
1,0 % de inoculo e incubados a 39 °C por 48 h. O experimento foi realizado em
duplicata e amostras para analise dos produtos de fermentacdo foram coletadas em
intervalos de quatro horas, entre 0 momento da inoculacéo e a décima sexta hora de
incubacdo, sendo coletadas posteriormente nos tempos de 24, 36 e 48 horas. O
crescimento microbiano foi acompanhado em intervalos de 30 minutos entre o
momento da inoculacdo e a décima segunda hora de incubagcdo, com

acompanhamentos posteriores em 16, 24, 36 e 48 horas de incubacao.
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3.7 CuLTIVO EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE LACTOSE

Para avaliar o crescimento microbiano em diferentes concentracfes
de lactose foram realizados experimentos sem controle de pH e com controle de pH,
ambos os experimentos foram realizados em duplicata e utilizaram meio basal
adicionado de quatro concentragdes finais de lactose, (40 g/L), (80 g/L), (160 g/L) e
(240 g/L) e extrato de levedura na concentracao final de 2 g/L. Nesses experimentos,
0 meio basal foi preparado concentrado duas vezes em relacdo ao descrito no item
3.7, o mesmo ocorrendo com as solucbes estoque de lactose, em relacdo a sua
concentracdo final no meio. O meio e as solucOes estoque de lactose foram

misturadas apos a esterilizagéo.

O experimento sem controle de pH foi realizado em tubos
anaerobios e amostras para anélise dos produtos da fermentacdo foram retiradas nos
tempos 0, 3, 8, 11, 24, 36, 48 e 72 horas de incubacdo. O crescimento microbiano foi
acompanhado em intervalos de 30 minutos entre a inoculagdo e a décima primeira
hora de incubacdo, sendo acompanhado em seguida nos tempos de 24, 36, 48 e 72

horas de incubacao.

O experimento com controle de pH foi realizado em frascos de 500
mL de capacidade, contendo cada um 200 mL de meio de cultura. Os frascos foram
mantidos sob fluxo constante de CO, durante todo o tempo de incubacdo, entre a
esterilizacdo dos meios e solugdes e o fim do experimento. Apos a adi¢do da solugdo
estoque de lactose e de extrato de levedura na concentracdo final de 2 g/L, os frascos
foram inoculados e mantidos a 39 °C sob agitacdo de 150 rpm durante 72 h. O pH do
meio foi controlado (6,8 + 0,2) pela adi¢do de NaOH a 4,0 M. Amostras para analise
dos produtos da fermentacdo foram retirados apds a inoculacdo e ao final do

experimento. O crescimento microbiano foi acompanhado em intervalos de 12 horas.

3.8 EFEITO DO PH INICIAL SOBRE O CRESCIMENTO E A PRODUGCAO DE ACIDO

PROPIONICO

O efeito do pH inicial sobre o crescimento e a produgdo de acido
propidnico foi avaliado por meio do cultivo em meio basal contendo lactose e extrato

de levedura nas concentracGes finais de 40 g/L e 2 g/L, respectivamente. Os
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diferentes pH iniciais, 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 e 8,5 foram obtidos pela
adicdo de HCl a 1,0 M ou NaOH a 1,0 M ao meio basal. O experimento foi realizado
em duplicata e cada tubo recebeu 10 mL de meio. Os tubos foram incubados a 39 °C
e amostras para analise dos produtos da fermentacdo foram retiradas no momento da
inoculacéo e apos 48 h. O crescimento microbiano foi acompanhado em intervalos de
30 minutos entre 0 momento da inoculagéo e 12 horas de incubacéo, e nos tempos de
24, 36 e 48 horas.

3.9 ANALISE DO CRESCIMENTO E DE PRODUTOS DO METABOLISMO MICROBIANO

O crescimento microbiano em meio liquido foi monitorado por
meio da leitura de densidade Optica (DO) a 600 nm, utilizando-se espectrofotdmetro
Spectronic 20D+ (Thermo Electron, Waltham, MA, USA). As leituras de DO foram
realizadas sem dilui¢do da cultura até 0,8 unidades, sendo a partir dai diluidas para a
faixa de linearidade do aparelho (0,2-0,8 unidades). A velocidade especifica de
crescimento (p) foi determinada a partir da regresséo linear dos valores obtidos pelo
logaritmo neperiano (In) da DOgoonm durante a fase de crescimento exponencial. O
valor p corresponde ao coeficiente angular da relacdo do In DOgoonm pelo tempo
expresso na equacdo de regressdo linear. Para correlacionar os valores obtidos em
DOgoonm com 0s valores de biomassa (g/L), aliquotas de 5 mL da cultura bacteriana
cultivada em meio basal contendo lactose (10 g/L) e extrato de levedura (2 g/L)
foram transferidas para cadinhos de aluminio (n = 3) previamente tarados e secos em
estufa a 105 °C até a constancia entre trés pesagens consecutivas, em intervalos de 12
h. A partir da relacdo entre a biomassa e os valores de DOggonm fOi Obtida a equacéo
da reta utilizada para conversao dos valores de DOgoonm €m g/L de biomassa, sendo
que 1 unidade de DOggonm correspondem a 0,258 g/L de biomassa.

Para a analise dos produtos de fermentacdo, amostras das culturas
foram retiradas e centrifugadas (10.000 rpm, 10 min), sendo o sobrenadante livre de
células (20 uL) analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para
tanto, utilizou-se um cromatdgrafo Hewlett-Pacckard série 1050 acoplado a um
detector de indice de refracdo (IR) Hewlett-Pacckard 1047A (Hewlett-Pacckard
Company, Wilmington, DE, USA) mantido a 45 °C, e coluna Bio-Rad HPX-87H,
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utilizada foi acido sulfurico (H,SO,) 5 mM com fluxo de 0,7 mL/min. Os padrdes de
acidos organicos e acgucares utilizados para calibracdo do aparelho e comparacdo com
os produtos de fermentagdo eram compostos por: Padrdo de Acidos Organicos (50
mM) — &cido succinico (10,3 min), acido lactico (11,0 min), &cido férmico (12,1
min), acido acético (13,2 min), acido propidnico (15,4 min), etanol (18,5 min) e
acido butirico (18,9 min); Padrdo de Acucares (10 mM) — lactose (6,5 min), glicose
(7,6 min) e galactose (8,2 min); Acido Fumarico (35,34 mM) — &cido fumérico (12,5
min). Os valores de concentracdo indicados a frente do nome do padréo referem-se a
concentracdo em que cada constituinte se encontra no padrao, e os valores de tempo
junto aos constituintes de cada padrdo indicam seus respectivos tempos de retencdo

nas condicdes da analise.

3.10 DETERMINAGCAO DOS COEFICIENTES DE RENDIMENTO E DE BIOMASSA

Para determinar o coeficiente de rendimento celular (Yxs — g de

células/g de substrato) foi utilizada a seguinte equacao:

AX Xf _Xi
YX/S == =
AS S, -S,

Onde, X; é a massa celular final (g/L), Xi a massa celular inicial (g/L), St
concentracéo final de substrato (g/L) e Si concentragéo inicial de substrato (g/L). De
maneira semelhante foi feita a determinacdo do coeficiente de rendimento dos
produtos (Yx;s— g de produto/g de substrato), a partir da seguinte equacao:

__ap_ PR
XISTUAS S, -8,

Onde, P; € a concentracdo final de produto (g/L), P; é a concentracdo inicial de
produto (g/L), St concentracdo final de substrato (g/L) e Si concentracdo inicial de
substrato (g/L). Através da equacdo abaixo foi obtida a produtividade volumétrica
(Qp — g de produto/L'h).

_AP

Q=

Onde, AP é a variagdo da concentracdo do produto (g/L) e At é variacdo de tempo,

em horas, na qual a concentracdo do produto variou.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ACIDO PROPIONICO

O plagueamento em meio YELA, das transferéncias do liquido
ruminal, resultou, apds 48 h de incubacgéo, no aparecimento de grande diversidade de
colbnias, que variavam em suas caracteristicas morfologicas e culturais (Tabela 1).
Foram selecionadas 73 colbnias isoladas que apresentavam formacdo de halos
amarelos, indicando a producdo de acido. Apds a estriagem em meio YELA
substituido, observou-se o crescimento de 38 isolados no meio contendo lactose
(Tabela 1). Esses isolados foram cultivados em meio basal contendo lactose como
unica fonte de carbono, estocados em meio contendo glicerol e posteriormente

avaliados quanto a producéo de &cidos organicos.

4.2 SELECAO DE 1SOLADOS PRODUTORES DE ACIDO PROPIONICO

Para selecdo dos isolados produtores de &cido propidnico, amostras
do sobrenadante das culturas cultivadas em meio basal por 72 h foram colhidas e
analisadas para os produtos de fermentacdo em HPLC (Tabela 1). Dos 38 isolados,
apenas seis produziram acido propibnico a partir da lactose. Destes, o isolado 22A
foi 0 que apresentou maior concentracao de acido propiénico e perfil fermentativo
tipico de bactérias do &cido propibnico, as quais produzem &cido acético e propiénico

como principais produtos da fermentacéo.
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Tabela 1. Caracteristicas culturais dos isolados observadas durante o isolamento em
meio YELA substituido e produtos da fermentacdo (S, succinato; L, lactato; F,
formato; A, acetato; P, propionato; E, etanol) em meio basal adicionado de lactose (8
g/L) e extrato de levedura (4 g/L) ap6s 72 h de incubacéo.

Isolado Caracteristicas Culturais Produtos (mM)
Cor® For.” Bor.° Dia s L F A P E
1 B C R P - 663 - - - -
8A C P I G - 621 - - - -
22A C C R G - - 220 378 -
24A O P | G 6,2 136 412 180 - -
26B B C R M - 560 23 - - -
29A C C R G 70 31,2 358 168 - -
30A C C R G 6,3 143 398 166 - -
31 B C R G - 320 - - - -
34A C C R G 6,2 144 40,7 159 - -
35A C C R G 40 16,0 40,7 176 21 -
41A C C R G 19 483 272 53 - -
43A C C R G 39 126 401 16,8 - -
44 C P I G 38 123 404 168 - -
45A C C R G 50 14,0 386 16,3 - -
45B B C R G - 523 - - - -
46B B C R G - 698 - - - -
47B B C R G - 563 148 - - -
48A C C I G - 690 - - - -
48B B C R M - 569 - - - -
52 C C R G 30 544 403 132 18 -
53 C C R G 59 18,7 416 182 33 -
54 A C R M - 70,2 - - - -

56 B C R M - 705 - - -
57A C C R G - 695 - - - -
57B B C R P - 534 - - - -
58B B C R M - 639 - - - -
60A C C R G - 645 - - - -
60B B C R M - 548 - - - -
61 C C R G - - 117 11,3 142 165
63 C C R G 34 268 240 11,1 064 -
65 B C R M - 604 - - - -
66A A C R G - 320 75 35 - -
66C A C R G 59 12,6 389 172 - -
67 C C R G 6,4 171 224 7.9 - -
69A A C R G - 502 154 - - -
69B B C R M - 665 - - - -
70B M C R G - 414 - - - -
71 B C R M - 626 - - - -

% Coloracéo da col6nia, A: Amarela; B: Branca; C: Creme; M: Marrom; O: Opaca
® Forma da coldnia, C: Convexa; P: Plana

°Borda da col6nia, I: Irregular; R: Regular

9 Diametro da colbnia, P <1 mm; 1 mm< M <2 mm: G >2 mm
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Em geral, na fermentacdo propidnica o principal produto final da
fermentacdo é o &cido propibnico, seguido de acido acético e pequenas quantidades
de acido succinico, se a via metabdlica utilizada pelo microrganismo for a Via do
succinato, e CO, (WOOD e WERKMAN, 1936; WOOD, 1981). O isolado 22A, que
se apresentou como bacilo Gram-negativo, produziu acido propidénico como principal
produto final da fermentacdo e em concentracdo 50 % superior aquela apresentada
pelo isolado 61, que apresentou a segunda maior concentracdo de acido propidnico
neste isolamento (Tabela 1). Além disso, a relacdo acetato:propionato obtida, 1:1,71,
estd proxima do esperado, 1:2. Desta forma o isolado 22A foi selecionado para os

experimentos seguintes.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 1, observa-se
também que a maioria dos isolados compartilnam caracteristicas culturais e produtos
de fermentacdo comuns, com predominancia do acido lactico. Dentre os isolados que
produziram acido lactico, 28 % também produziram &cido succinico, 44 %
produziram acido férmico e 34 % produziram acido acético. Apenas o isolado 61
apresentou pequena quantidade de etanol entre os produtos da fermentagdo. Apesar
do rumen apresentar diversidade de microrganismos produtores de acido propibnico,
estes ocupam nichos ecoldgicos distintos dentro daquele ambiente (RUSSELL,
2002), de forma que o isolamento baseado no consumo de lactato e lactose,
respectivamente, pode ter selecionado as populagdes bacterianas ruminais mais

adaptadas a estes nichos em detrimento de microrganismos de outros nichos.

4.3 EFEITO DE EXTRATO DE LEVEDURA E DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO NO

CRESCIMENTO E PRODUCAO DE ACIDO PROPIONICO PELO ISOLADO 22A

A adicdo de extrato de levedura aumentou tanto a produgédo de
biomassa quanto a eficiéncia de fermentagcdo do isolado 22A. No primeiro caso, a
adicdo de 2 g/L de extrato de levedura quase triplicou a producdo de biomassa, e a
adicdo de 8 g/L de extrato de levedura resultou em aumento de 4,5 vezes na
producgéo de biomassa em relagdo ao tratamento sem adicdo de extrato de levedura
(Figura 3A). A adicdo de extrato de levedura também aumentou a producéo de &cido
propidnico, principalmente até a concentracéo de 2 g/l, valor a partir do qual a adi¢éo
de extrato de levedura teve pouco efeito sobre os produtos de fermentacdo (Figura
3B).
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Figura 3. Efeito da concentracdo de extrato de levedura no crescimento (A), no
consumo de lactose e na producdo de acido propidnico (B) pelo isolado 22A. O
isolado 22A foi cultivado em meio basal adicionado de lactose (4 g/L) e diferentes
concentracOes de extrato de levedura (0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 12 g/L)
por 48 h a 39 °C. Foram determinadas a biomassa (¢), a concentracao de lactose (m),

lactato (#), acetato (®) e propionato (A ).
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Além disso, pode-se observar na Figura 3B que a auséncia ou
concentracdes de extrato de levedura a partir de 0,5 g/L afetam também a eficiéncia
de consumo do substrato e de intermediarios como o lactato. Estes resultados
confirmam os resultados apresentados para a co-cultura de bactérias dos géneros
Enterococcus e Veillonella isoladas do rimen, na qual a adicdo de 6 g/L de extrato
de levedura em soro de queijo ultrafiltrado aumentou em quase trés vezes a biomassa
microbiana final, apresentando também menores valores de pH final, 0 que sugere
maior produgdo de &cidos organicos (XAVIER, 2004). Estudos realizados para a
elucidacdo dos compostos presentes no extrato de levedura responsaveis pelo
estimulo sobre a producéo de acido propidnico nao foram conclusivos, contudo, altas
concentracfes de extrato de levedura sdo necessarios para producdo de altas
guantidades de acido propidnico por linhagens comerciais de P. acidipropionici.
(QUESADA-CHANTO et al., 1994). Por outro lado, em trabalho realizado com a
bactéria a Prevotella ruminicola observou-se que vitamina B12, a qual € encontrada
no extrato de levedura, é essencial para a producéo de &cido propidnico (STROBEL,
1992).

Além da biomassa e da concentracdo final de &cido propidnico, a
adicdo de extrato de levedura também melhorou o rendimento de acido propidnico,
potencializando a conversdo do substrato em &acido propiénico e aproximando-se do
rendimento maximo tedrico, 2,33 mol/mol, nas concentracbes de 1 a 12 g/L de
extrato de levedura (Figura 4). Em experimentos realizados com P. shermanii,
utilizando soro de queijo ultrafiltrado, observou-se que a adicdo de extrato de
levedura em concentracdes de até 20 g/L aumentou tanto o rendimento quanto a
produtividade de &cido propidnico (JAIN et al., 1991). Desta forma, considerando os
resultados obtidos e que a adi¢do de extrato de levedura resulta também em aumento
do produto fermentado contendo o acido propidnico, a concentracdo de 2 g/L de

extrato de levedura foi selecionada para a realizacdo dos experimentos subsequentes.

Uma vez definida a concentragdo de extrato de levedura a ser
adicionada ao meio, avaliou-se a utilizacdo de 14 diferentes substratos pelo isolado
22A, dos quais apenas a xilose e o citrato ndo foram metabolizados. Os agucares
testados foram quase completamente consumidos ou completamente consumidos,
assim como o glicerol, enquanto a utilizacdo de acidos organicos variou de 31,90 a
99,78 % (Tabela 2).
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Figura 4. Efeito da concentracdo de extrato de levedura no rendimento de &cido
propidnico pelo isolado 22A. O isolado 22A foi cultivado em meio basal adicionado
de lactose (4 g/L) e diferentes concentracdes de extrato de levedura (0; 0,1; 0,25; 0,5;
1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 12 g/L) por 48 h a 39 °C. A linha pontilhada indica o rendimento
tedrico de propionato obtido a partir de lactose (2,66 mol/mol).
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Tabela 2. Pardmetros fermentativos do isolado 22A cultivado em meio basal adicionado de 2 g/L de extrato de levedura durante 48 h de
incubacéo a 39 °C.

Parametros Acucares Acidos Organicos Poliol

Glicose Lactose Sacarose Maltose Celobiose Manose Lactato Piruvato Malato Fumarato Succinato Glicerol
Se? (MM) 26,03 15,64 16,07 16,44 16,33 30,66 79,05 65,65 33,21 40,12 64,99 73,45
S



Pode-se observar na Tabela 2 que, em geral, tanto a biomassa final
quanto o rendimento de biomassa obtidos com os acucares, acima de 0,30 g/L e
0,055 g/g respectivamente, foram superiores aqueles obtidos com os &cidos
organicos. A excecdo foi o fumarato, cujos resultados ficaram acima de 0,16 g/L e
0,035 g/g, respectivamente. Estudo comparando o efeito de lactose, glicose e lactato
sobre a fermentacdo propidnica por P. acidipropionici apresentou rendimento de
biomassa até cinco vezes maior quando a lactose foi utilizada, em comparacdo com
lactato (LEWIS e YANG, 1992b). Por outro lado, utilizando o isolado 22A, apesar
dos acucares apresentarem melhores resultados que os &cidos organicos no
rendimento de biomassa, observou-se aumento de apenas duas vezes quando

utilizou-se lactose em relacdo a lactato.

Em relacdo a concentragdo final de acido propidnico, tanto
acucares quanto &cidos organicos apresentaram, em geral, resultados semelhantes,
com valores entre 19 a 35 mM. Entretanto, considerando a quantidade de carbono
recuperada em produtos, observou-se que a conversao de substratos em produtos foi
mais eficiente com acidos organicos do que com agucares. Com o isolado 22A, e
com consumos equivalentes (em massa), observa-se também que o rendimento de
acido propionico foi melhor com lactato (0,63 mol/mol, maximo teorico: 0,66
mol/mol) do que com glicose (1,20 mol/mol, maximo tedrico: 1,33 mol/mol). Este
resultado aproxima-se do obtido por Lewis e Yang (1992b) que obtiveram
rendimentos de 0,62 mol/mol e 0,95 mol/mol, quando utilizaram lactato e glicose

como substrato para P. acidipropionici, respectivamente.

Contudo, os melhores resultados foram obtidos quando glicerol foi
utilizado como fonte de carbono, o qual apresentou rendimento de biomassa de 0,059
g/g, semelhante aos valores encontrados com agucares como substrato, e rendimento
e concentracdo final de acido propionico de 0,92 mol/mol e 67,36 mM,
respectivamente, maiores que os obtidos com glicose, lactose e lactato, que sdo 0s
substratos utilizados em varios outros estudos para producao de &cido propiénico. O
glicerol tem 0 mesmo valor de oxido-reducdo que o &cido propionico, desta forma, a
producéo de acido propibnico a partir de glicerol dispensa a geracdo de co-produtos
para que seja alcancado o balanco de oxido-reducdo entre substratos e produtos,
como ocorre com a producdo de acido propidnico a partir de substratos como
carboidratos e lactato (BARBIRATO et al., 1997; HIMMI et al., 2000). Isso pode
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explicar a conversao mais eficiente de glicerol em &cido propidnico. Alem disso, a
utilizacdo de acido fumarico com bons rendimentos de acido propibnico e de
biomassa, quando comparado com o0s demais substratos, sugerem a presenga da
enzima fumarato redutase, a qual possibilita a utilizacdo de acido fumarico com
geracdo de energia, e a utilizacdo da via do succinato, uma vez que 0 isolado

produziu &cido propidnico a partir deste acido e também a partir de acido succinico.

4.4 CULTIVO EM SORO DE QUEIJO

O isolado 22A consumiu rapidamente a lactose presente no meio
entre quatro e 12 horas de cultivo, periodo este que corresponde a fase de
crescimento exponencial da bactéria (Figura 5A). Observa-se também, que apds a
entrada da cultura em fase estacionéaria, ha uma diminuicdo da biomassa. Segundo
modelo proposto por Doyle et al. (1988), bactérias em rapido crescimento
apresentam alto potencial de membrana e acumulam protons na face externa da
membrana, o que diminui o pH externo e inibe as autolisinas. Por outro lado, durante
a fase estacionaria o potencial seria dissipado e o aumento do pH externo ativaria as
autolisinas, o que poderia explicar oresultado obtido com o isolado 22A. J& o
controle da lise da bactéria ruminal Fibrobacter succinogenes parece diferir do
modelo acima, uma vez que bactérias em alta taxa de crescimento e alto potencial de
membrana apresentam taxas de lise maiores que bactérias em fase estacionéria
(WELLS e RUSSELL, 1996).

Um répido aumento na concentra¢do de acido propibnico e &cido
acetico ocorreu entre 8 e 16 horas de cultivo, correspondendo com o pico de acumulo
de &cido lactico, que foi rapidamente consumido (Figura 5B). Assim como observado
com o isolado 22A, o acimulo de intermediérios da via de producdo de &cido
propibnico, como o lactato, e seu posterior consumo apos a deplecdo do substrato
principal € um evento encontrado também em propionibacterias (YANG et al., 1994;
GOSWAMI e SRIVASTAVA, 2000). O rendimento de acido propiénico e de
biomassa obtidos foram de 2,37 mol/mol de lactose e de 0,147 g/g de lactose,
respectivamente, com produtividade volumétrica maxima de &cido propibnico de

0,20 g/Le+h e velocidade especifica de crescimento de 0,35 h™.
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O rendimento de acido propiénico nas condicdes testadas
aproximou-se do rendimento teérico maximo, 2,66 mol/mol de lactose, e proximo
também ao encontrado com P. acidipropionici P9 em batelada com soro de queijo,
2,56 mol/mol de lactose (WOSKOW e GLATZ, 1991). Em relagéo aos rendimentos
de &cido propibnico de P. microaerophilum e Sporotalea propionica, 0,55 mol/mol
de glicose e 1,24 mol/mol de glicose, respectivamente, o rendimento obtido pelo
isolado 22A foi superior a P. microaerophilum e semelhante a Sporotalea propionica
(KOUSSEMON et al., 2003; BOGA et al., 2007). O rendimento de biomassa do
isolado 22A foi cerca de 50 % inferior a P. acidipropionici P9, no entanto, a
velocidade especifica de crescimento e a produtividade volumetrica do isolado 22A,
0,35 h?' e 0,20 g/Leh respectivamente, foram superiores aos obtidos para P.
acidipropionici P9, 0,05 h™ e 0,044 g/Lsh (WOSKOW e GLATZ, 1991).

4.5 CULTIVO EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE LACTOSE
4.5.1 Cultivo em Diferentes Concentragdes de Lactose sem Controle de pH

Nos tubos contendo as concentracdes 133,16, 294,63 e 519,24 mM
de lactose, praticamente ndo houve fase de adaptacdo do isolado 22A, com o
crescimento iniciando-se rapidamente ap6s a inoculagdo, porém, no tubo contendo a

concentracdo de lactose 796,56 mM, o isol
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Figura 6. Crescimento do isolado 22A em diferentes concentragdes de lactose,
expresso na forma do logaritmo neperiano da DOgoonm (A) € variacdo do pH da

cultura (B). O isolado 22A foi cultivado em meio basal adicionado de diferentes
concentracOes de lactose (133,16 - ¢, 294,63 -0, 519,24 -A e 796,56 - © mM) e de
extrato de levedura (2 g/L) por 72 h a 39 °C.

34



Com a entrada das culturas em fase estacionaria e a diminui¢do do
pH do meio apos as primeiras 24 horas de cultivo, observou-se também a reducéo da
taxa de consumo de lactose, que ainda permaneceu no meio ao final da fermentacéo,
em quantidades acima de 85 mM (Figura 7A-D). Por outro lado, durante o periodo
de rapido consumo lactose, observa-se também rapido aumento na concentracéo de

acido lactico e também da biomassa.

Para os acidos propibnico e acético, o periodo de rapido aumento
de concentracdo ocorreu entre 11 e 24 horas, 0 que coincide com o observado no
experimento utilizando soro de queijo, no qual a rapida producdo desses acidos
ocorre ap6s acumulo de certa quantidade de &cido lactico. Além disso, as
concentracfes finais de acido propidnico e acido acético, independentemente da
concentracdo de lactose inicial, foram semelhantes e em torno de 40 mM e 20 mM,
respectivamente. Em adicdo, o periodo de répido aumento da concentracdo dos
acidos propibnico e acético é também o periodo no qual as culturas entram em fase
estacionaria e o pH atinge os valores mais baixos. O pH do meio é um dos principais
fatores que afetam a fermentacdo propiénica em batelada, sendo que pH &cido ou
altas concentra¢des de ion hidrogénio inibem o crescimento de bactérias propibnicas
(YANG e LEWIS, 1992a). Diferentemente do crescimento oOtimo de
propionibactérias que ocorre entre pH 6-7, a producdo de acido propidnico a partir de
glicose, lactose ou lactato pode ser aumentada em pH levemente &cido (PIVETEAU,
1999).

Comparando os rendimentos de acido propiénico obtidos com as
diferentes concentracdes de lactose testadas e o0s rendimentos obtidos nos
experimentos com lactose (Tabela 2) e de cultivo em soro de queijo, observou-se
reducdo de pelo menos duas vezes no rendimento de &cido propidnico obtido com
diferentes concentracdes de lactose (Tabela 3). Este resultado pode ser explicado,
pelo menos em parte, pelo acumulo de &cido lactico e pelo acimulo de pequenas
quantidades de &cido fumarico e acido succinico (Tabela 3). Em estudo utilizando a
bactéria ruminal P. ruminicola, a ndo conversdo de succinato em propionato, bem
como seu acumulo no meio foram revertidos por meio da adicdo de vitamina Bi,, a

qual esta presente na enzima metilmalonil-CoA mutase (STROBEL, 1992).
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Figura 7. Efeito da concentracdo de lactose na producédo de &cido propidnico. Foram
utilizadas as concentrac6es de lactose de 133,16 (A), 294,63 (B), 519,24 (C) e 796,56
(D) mM. O isolado 22A foi cultivado em meio basal adicionado das diferentes

concentracOes de lactose e de extrato de levedura (2 g/L) por 72 h. a 39 °C. Foram

determinadas a concentracdo de lactose (m), lactato (#), acetato (®) e propionato

(A).

36

Lactato, Acetato, Propionato (mM)

Lactato, Acetato, Propionato (mM)



Tabela 3. Crescimento do isolado 22A em meio basal adicionado de diferentes
concentracfes de lactose (133,16, 294,63, 519,24 e 796,56 g/L) e de extrato de
levedura (2 g/L) durante 72 h de incubacéo a 39 °C, sem controle de pH.

Parametros Lactose

1 2 3 4
S? (MM) 133,16 294,63 519,24 796,56
S (mM) 88,21 224,58 466,20 651,55
Galactose®(mM) 4,36 8,19 11,98 34,50
Glicose® (mM) 0 0 0 44,60
Fumarato® (mM) 1,14 0,94 0,73 0,47
Etanol® (mM) 0 0 0 0
Succinato® (mM) 1,42 1,73 1,78 1,27
Lactato® (mM) 37,71 29,75 27,47 19,98
Propionato® (mM) 39,40 43,59 44,25 42,48
Acetato® (mM) 22,48 23,75 23,22 21,19
u(h™ 0,389 0,366 0,286 nd®
Xmax? (g/L) 1,224 1,183 1,005 0,668
Yys max(g/g) 0,081 0,051 0,061 0,081
Yess (mol/mol)’ 0,92 0,66 0,94 0,40
Corod: (%) " 55,83 35,15 48,06 18,70

# Concentracdo inicial de lactose.

® Concentragdo final de lactose.

¢ Concentragao final no meio de cultivo (72 h).

¢ Biomassa maxima.

® Rendimento méaximo de biomassa.

"Rendimento de 4cido propionico.

9N4&o determinado.

" Porcentagem do carbono consumido recuperado em produtos, desconsiderando a

producdo de CO; e a formacao de biomassa.

Além do acimulo dos &cidos fumérico e succinico, também houve
acumulo de galactose e de glicose, em concentragcdes crescentes a medida que a
concentracdo de lactose no meio aumentava (Tabela 3). Inversamente, uma
diminuicdo nos valores de velocidade especifica de crescimento, biomassa maxima e
da porcentagem de carbono consumido recuperado em produtos é encontrada a
medida que concentracdo do meio aumento, com excecdo da concentracdo de lactose
de 519,24 mM. Porém, a melhor recuperacdo de carbono em produtos deste

experimento 55,83%, obtida na concentragdo de lactose de 133,16 mM, esta muito
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abaixo dos 83,81 % de carbono recuperado em produtos, que foi obtida em meio com
15,64 mM de lactose. Este resultado pode estar relacionado com o habitat natural do
isolado 22A, pois no rimen a disponibilidade de alimentos é controlada, de forma
que os substratos ndo se encontram em quantidades excessivas. Em adigéo, algumas
bactérias ruminais quando em condic¢des de alto fluxo metabolico através das vias
catabolicas de acucares, na tentativa de equilibrar os processos anabodlicos e
catabolicos, acabam utilizando-se de um ciclo fatil de gasto de energia (RUSSELL,
1998). Outra estratégia que pode ser utilizada em condicbes de excesso de
carboidratos é a producdo de lactato através de um desvio, com metilglioxal como
intermediario, porém, metilglioxal é altamente toxico para a célula e pode causar
diminuicao significativa da viabilidade celular (RUSSELL, 1998).

4.5.2 Cultivo em Diferentes Concentracgdes de Lactose com Controle de pH

Devido & queda no pH do meio no experimento anterior e suas
consequiéncias sobre o metabolismo do isolado 22A, um sistema de batelada com
controle de pH foi utilizado para avaliar a producdo de acido propiénico e outros
parametros fermentativos do isolado 22A. O controle de pH possibilitou aumento
significativo na quantidade de lactose consumida, porém, a quantidade de &cido
propidnico produzida ndo aumentou na mesma propor¢do (Tabela 4). Experimento
utilizando co-cultura de bactérias ruminais, constituida por Enterococcus sp. e
Veillonella sp., e concentracdo de lactose semelhantes a menor concentracao
utilizada neste experimento, 139,53 mM, obteve concentracdo final de &cido
propidnico obtida foi quase quatro vezes superior aquelas obtida neste experimento
(XAVIER, 2004).

Houve novamente acUmulo de quantidades consideraveis de
lactato, além do acumulo de succinato e producdo de etanol. Quantidades de
galactose e glicose também se acumularam no meio de cultivo (Tabela 4). Em
Lactococcus lactis subsp. cremoris a lactose € transportada para o citoplasma por um
sistema fosfotransferase e a lactose-6-fosfato é intracelulamente hidrolisada em
glicose e galactose-6-fosfato. Contudo, durante o metabolismo da lactose, o fluxo de
glicose pela via glicolitica € maior que o fluxo de galactose, que é metabolizada pela

via da tagatose-6-fosfato, de forma que a galactose é desfosforilada e expulsa da
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célula, acumulando-se no meio (BENTHIN et al., 1994). A bactéria ruminal F.
succinogenes também apresenta mecanismos de expulsdo de carboidratos, como a
hidrélise de celobiose e a expulsdo de glicose da célula em situa¢fes na qual 0 meio
apresenta excesso de celobiose e limitacdo de nitrogénio (RUSSELL, 1998).

Tabela 4. Crescimento do isolado 22A em meio basal adicionado de diferentes
concentracfes de lactose (139,53, 338,70, 524,94 e 727,52 mM) e de extrato de
levedura (2 g/L) durante 72 h de incubagéo a 39 °C, com controle de pH (6,8 . £ 0,2)

e agitacdo a 150 rpm.

Parametros Lactose

1 2 3 4
St (MM) 139,53 338,70 524,94 727,52
Sfb (mM) 0,00 132,92 219,02 532,88
Galactose®(mM) 3,01 60,62 101,62 25,11
Glicose® (mM) 0,00 42,59 91,30 19,07
Fumarato® (mM) 0 0 0 0
Etanol® (mM) 36,12 52,87 76,58 45,95
Succinato® (mM) 6,11 12,05 41,91 9,70
Lactato® (mM) 252,88 178,17 133,51 56,48
Propionato® (mM) 77,04 75,61 102,05 37,23
Acetato® (mM) 68,59 42,99 80,48 54,64
Xmax® (g/L) 1,640 1,09 1,161 1,362
Yyss max(g/g)°® 0,141 0,059 0,044 0,037
Ypss (mol/mol)’ 0,56 0,49 0,48 0,21
Cprod. (%0)° 73,88 54,12 47,28 25,17

% Concentracdo inicial de lactose.

® Concentragdo final de lactose.

¢ Concentragao final no meio de cultivo (72 h).

9 Biomassa méxima.

® Rendimento méaximo de biomassa.

"Rendimento de 4cido propidnico.

9 Porcentagem do carbono consumido recuperado em produtos, desconsiderando a

producdo de CO; e a formacao de biomassa.

Além dos compostos apresentados na Tabela 4, dois compostos nao
identificados, representados nos cromatogramas por picos com tempos de retencao

de 9,1 e 16,2 minutos, foram observados. Os tempos de retencdo apresentados por
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estes produtos do metabolismo do isolado 22A ndo foram encontrados em nenhum
dos padrdes utilizados nas analises por HPLC e consequentemente ndao puderam ser
identificados e quantificados. Mesmo desconsiderando os produtos do metabolismo
do isolado 22A néo identificados e quantificados, a porcentagem de recuperacéo de
carbono nos produtos neste experimento aumentou em relacdo ao experimento com
diferentes concentracdes de lactose e sem controle de pH. A presenca de compostos
ndo identificados juntamente com o acimulo de lactato podem ajudar a explicar o
baixo rendimento de acido propidnico obtido. Um dos maiores problemas da
fermentac&o propidnica € o forte efeito inibitorio do acido propidnico, que inibe tanto
0 crescimento do microrganismo quanto a producéo de acido propionico (BLANC e
GOMA, 1987; LEWIS e YANG, 1992; GU et al., 1998). ConcentracGes de acido
propidnico acima de 27 mM ja apresentam efeitos inibitérios (RAMSAY et al.,
1998), e 0 aumento dessa concentragdo para 410 mM resultou em diminuicdo de dois
tercos no crescimento celular e diminuicdo na producdo especifica de acido
propidnico de 0,80 mol/g de célula/h para 0,20 mol/g de célula/h (GU et al., 1998).

4.6 EFEITO DO PH INICIAL SOBRE O CRESCIMENTO E A PRODUGAO DE ACIDO

PROPIONICO PELO ISOLADO 22A

O pH inicial do meio afetou a velocidade especifica de crescimento
até o pH 6,5, a partir do qual, a velocidade especifica de crescimento foi em torno de
0,3 h™. No pH 8,0 foi observada a maior velocidade especifica de crescimento, 0,317
h'! (Figura 8A). Padréo semelhante pode ser visto em relagéo ao rendimento de &cido
propidnico, com aumento acentuado no rendimento até o pH 6,5, e o melhor
resultado no pH 8,5 (Figura 7B). O consumo de lactose variou de 3,44 a 22,63 mM,
seguindo o aumento do pH do meio, até o pH 7,5, a partir do qual ndo ouve mais
efeito sobre o consumo de lactose (Figura 7C). A formagéo de biomassa foi bastante

reduzido até pH 6,0, aumentando rapidamente até o pH 8,0 (Figura 7D).

Apesar de apresentar bons rendimentos de acido propibnico,
semelhantes aos obtidos em condicGes de baixa concentragcdo de substrato, a
concentracdo final de &cido propibnico foi semelhante aquelas obtidas nos
experimentos com diferentes concentracdes de lactose (dados ndo mostrados). Assim
como Visto no experimento com diferentes concentracdes de lactose, o pH final dos

cultivos estavam todos em torno de 4,3, independente do pH inicial do meio.
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Figura 8. Crescimento do isolado 22A em diferentes pH iniciais. O isolado 22A foi
cultivado em meio basal com diferentes pH iniciais (4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5;
8,0 e 8,5) e adicionado de lactose (40 g/L) e de extrato de levedura (2 g/L) por 48 h a
39 °C. Foram determinadas a concentracdo a velocidade especifica de crescimento

(A), o rendimento de acido propidnico (B), o consumo de lactose (C) e a biomassa
méaxima (D).
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Os resultados obtidos acima podem representar uma caracteristica
importante para a fermentacdo propidnica, uma vez que a acao inibitoria do acido
propidnico se d& principalmente pela perturbagdo da forca préton motora. Quando na
forma ndo dissociada, o &cido propiénico pode atravessar a membrana plasmatica e
no pH alcalino intracelular se dissociar, criando um excesso de prétons dentro da
célula (GU et al., 1998). Para manter o gradiente através da membrana, a célula
utiliza ATPases para bombear os protons novamente para fora da célula, como
resultado, menos ATP fica disponivel para o metabolismo celular, o que inibe o
crescimento celular e a producdo de acido propiénico (PEREZ CHAIA et al., 1994;
GU et al.,, 1998). Desta forma, a eficiéncia da fermentacdo propidnica em pH
alcalinos pode ser devida ao aumento da fracdo de acido propibnico ionizado no

meio de cultivo, diminuindo assim seu efeito inibitorio.

Considerando os resultados obtidos com o isolado 22A nos
experimentos em realizados em batelada, observa-se que em baixas concentragdes de
lactose houve maior eficiéncia de conversdo do substrato em acido propiénico. Desta
forma, a utilizacéo de sistemas de batelada alimentada e cultura continua tornam-se
alternativas para o cultivo do isolado 22A. Além disso, apesar do baixo rendimento
de acido propibnico obtido nos experimentos com diferentes concentracbes de
substrato, o isolado 22A foi capaz de utilizar completamente concentracdes de
lactose semelhantes aquelas encontrada no soro de queijo. Em adicdo, o crescimento
em soro de queijo apresentou melhores rendimentos do que os obtidos em meio
basal, o que se configura em uma boa alternativa para a producdo de acido

propidnico pelo isolado 22A.
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5. CONCLUSOES

O isolado 22A foi capaz de fermentar varios substratos, como
acucares (glicose, lactose, maltose, sacarose, celobiose e manose), acidos organicos
(lactato, piruvato, malato, fumarato e succinato) e glicerol, produzindo acido
propidnico e acético como os principais produtos finais do metabolismo.

A producédo de acido propibnico pelo isolado 22A foi estimulada

pela adicdo de extrato de levedura ao meio.

O isolado 22A foi capaz de utilizar a lactose do soro de queijo, em
concentracGes em torno de 14 Mm, com rendimento de &cido propidnico de 2,37
mol/mol de lactose, proximo ao rendimento tedrico maximo, 2,66 mol/mol de

lactose.

A concentracdo de lactose de 133,16 mM de lactose ndo é
completamente consumida pelo isolado 22A em bateladas sem controle de pH. Em
batelada com controle de pH o isolado 22A foi capaz de consumir completamente a

concentracdo de lactose de 133,16 mM.

O rendimento de produtos em bateladas com concentracGes de
lactose a partir de 133,16 mM diminuem drasticamente em relagdo ao rendimento
observado com concentracdo de lactose em torno de 14 mM, de 2,37 mol/mol de
lactose para 0,92 mol/mol de lactose sem controle de pH do meio, e para 0,56

mol/mol de lactose com controle de pH do meio.

A utilizagcdo de diferentes sistemas de cultivo, como cultura

continua e batelada alimentada, deverdo ser testadas para avaliar a fermentacdo do
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isolado 22A, uma vez que este isolado apresentou bom potencial de producéo de

acido propi6nico em concentracGes em torno de 14 mM de lactose.

O isolado 22A apresenta potencial para a fermentacdo de soro de

queijo para a producao de &cido propibnico.
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APENDICE A
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Figura 1A. Curva padrdo de biomassa do isolado 22A em meio basal adicionado de

lactose (10 g/L) e extrato de levedura (2 g/L).
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APENDICE B

3 Lactato - 2 Propionato + 1 Acetato + 1 CO;, + 1 H,O
Rendimento de Propionato: 0,66 mol/mol de lactato

3 Glicose = 4 Propionato + 2 Acetato + 2 CO;, + 2 H,O
Rendimento de Propionato: 1,33 mol/mol de glicose

3 Lactose - 8 Propionato + 4 Acetato + 4 CO;, + 4 H,O
Rendimento de Propionato: 0,66 mol/mol de lactose

1 Glicerol = 1 Propionato + 1 H,O
Rendimento de Propionato: 1 mol/mol de glicerol

Figura 1B. Equaces estequiométricas para a conversao de lactato, glicose, lactose e
glicerol em propionato por bactérias propibnicas.
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