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RESUMO 

 

MELO, Marcelo Rodrigues de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 
2007. Produção de ácido propiônico em soro de queijo por bactéria do 
rúmen bovino. Orientador: Hilário Cuquetto Mantovani. Co-Orientadores: 
Flávia Maria Lopes Passos e Frederico José Vieira Passos. 

 

O ácido propiônico é um ácido orgânico de três carbonos, e sua 

principal aplicação é como conservante de rações, grãos e alimentos. Estratégias 

alternativas de aplicação do ácido propiônico têm sido propostas, entre elas sua 

utilização na alimentação animal. Dentre as principais limitações para a produção 

fermentativa deste ácido orgânico estão o baixo rendimento e a baixa produtividade. 

Neste trabalho, foram isoladas 38 bactérias do rúmen bovino capazes de produzir 

ácidos orgânicos a partir da lactose do soro de queijo. Dentre estas, apenas o isolado 

22A produziu ácido propiônico como principal produto da fermentação, sendo este 

selecionado para os experimentos posteriores. O isolado 22A apresentou-se como 

bacilo Gram-negativo, capaz de metabolizar diversos açucares (glicose, lactose, 

maltose, sacarose, celobiose e manose), ácidos orgânicos (lactato, piruvato, malato, 

fumarato e succinato) e glicerol, produzindo ácido propiônico como principal 

produto final da fermentação. Os resultados indicaram que glicerol e succinato foram 

as fontes de carbono que propiciaram maior rendimento de produto e recuperação de 

carbono. A produção de biomassa e o rendimento de produto em meio mineral foram 

afetados pela concentração de extrato de levedura no meio de cultivo. Quando 2 g/L 

de extrato de levedura foram utilizadas, a concentração de biomassa e o rendimento 

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



 xi

controle sem extrato de levedura. O cultivo do isolado 22A em soro de queijo diluído 

(14 mM de lactose) indicou que a lactose foi completamente consumida após 16 

horas de incubação e que o coeficiente de rendimento de produto para o ácido 

propiônico e a relação acetato/propionato foram 2,37 mol/mol e 0,51, 

respectivamente. Quando concentrações crescentes de lactose foram adicionadas ao 

meio basal sem controle de pH, observou-se a redução no rendimento de ácido 

propiônico e o aparecimento de outros produtos finais na fermentação. Nestas 

condições, o pH do meio de cultura decresceu rapidamente, atingindo valores de 

aproximadamente 4,3 após 24 horas de incubação, para todas as concentrações de 

lactose testadas. O controle do pH do meio em 6,8 pela adição de NaOH não 

estimulou a produção de ácido propiônico pelo isolado 22A, mas observou-se 

consumo de aproximadamente 80% do substrato em concentrações de até 338,70 

mM. O isolado 22A cresceu em meio basal com pH inicial de 8,0 e apresentou 

velocidade específica de crescimento de 0,317 h-1 e rendimento de ácido propiônico 

de 2,01 mol/mol. Esses resultados foram superiores aos obtidos com o isolado 22A 

quando cultivado em pH 7,0. Os resultados deste trabalho indicam que o isolado 22A 

possui potencial para produção de ácido propiônico em soro de queijo. Entretanto, 

outros estudos deverão ser realizados para a adequação do sistema de cultivo e a 

otimização do rendimento de produto.  
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ABSTRACT 

 

MELO, Marcelo Rodrigues de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March 2007.  
Propionic acid production in cheese whey by ruminal bacteria. Adviser:  
Hilario Cuquetto Mantovani. Co-advisers: Flávia 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 
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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-1 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. INTRODUÇÃO 

O ácido propiônico é um importante ácido orgânico utilizado por 

vários segmentos da indústria química, para a produção de plásticos e herbicidas, e 

no mercado de produtos alimentícios, como conservante. Além das atuais aplicações 

do ácido propiônico, novas estratégias para uso deste composto têm sido estudadas, 

como sua administração na alimentação animal. Além disso, o aumento do interesse 

por tecnologias alternativas e ambientalmente limpas e a valorização de tecnologias 

que visem à utilização de subprodutos da agroindústria têm estimulado estudos da 

produção de ácido propiônico a partir de vias fermentativas. 

 A produção de ácido propiônico por meio de processos 

fermentativos tem enfatizado a utilização de bactérias do gênero Propionibacterium. 

Contudo, o rúmen apresenta diferentes bactérias produtoras de ácido propiônico que 

podem ser estudadas para a produção fermentativa de ácido propiônico. Em 

ruminantes o ácido propiônico atua como uma das principais fontes de energia, uma 

vez que é o principal ácido orgânico absorvido como substrato para a gliconeogênese 

hepática do animal. Além disso, com a proibição da União Européia à utilização de 

antibióticos promotores do crescimento em animais de produção, existe a 

possibilidade de utilização do ácido propiônico como alternativa para a manipulação 

da fermentação ruminal. 

Suplementos energéticos e protéicos à base de ácido propiônico, ou 

fermentados contendo biomassa microbiana e ácido propiônico tem sido estudado 

para aplicação em ruminantes. Além disso, a utilização de substratos abundantes e de 

baixo custo para a fermentação propiônica, como resíduos agroindustriais, pode 
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reduzir os custos de produção do suplemento, além de representar uma forma 

ecologicamente correta para obtenção do ácido propiônico.  

Desta forma, o ácido propiônico produzido por bactérias isoladas 

do rúmen e utilizado como suplemento energético para ruminantes pode dispensar a 

purificação (extração e separação) do ácido propiônico, que responde por 60 a 70 % 

dos custos de produção, utilizando o microrganismo como fonte de proteína para o 

animal. Em face do exposto, o presente trabalho teve como objetivo isolar e 

caracterizar bactérias do rúmen bovino capazes de utilizar a lactose do soro de queijo 

como substrato para a produção de ácido propiônico.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 ÁCIDO PROPIÔNICO 

O ácido propiônico, também chamado de ácido propanóico ou 

ácido etanocarboxílco, é um ácido orgânico com fórmula molecular C3H6O2, incolor, 

oleoso, levemente ácido-picante e com forte odor (THE MERCK INDEX, 1989). 

Sua importância deve-se principalmente à sua utilização em diversos segmentos das 

indústrias químicas e de alimentos.  

Dentre as principais aplicações do ácido propiônico, está a sua 

utilização como conservante de alimentos e rações, devido principalmente à 

atividade antimicrobiana contra fungos e outros microrganismos. O ácido propiônico 

é um ácido orgânico fraco e que exerce atividade antimicrobiana através de 

alterações do gradiente de pH da membrana. Moléculas de ácido propiônico não 

dissociadas são capazes de atravessar a membrana plasmática e dissociarem-se no 

citosol, onde o pH é mais alcalino que no ambiente extracelular. Para manutenção da 

homeostasia celular, H+-ATPase transportam ativamente prótons para fora da célula, 

levando a diminuição da energia disponível para as demais atividades metabólicas 

(PÉREZ-CHAIA et al., 1994; GU et al. 1998; BEALES, 2004). Os sais de ácido 

propiônico, como propionato de amônio, são utilizados para conservar rações 

animais e grãos, e os sais de propionato de cálcio ou de sódio são utilizados como 

conservantes de alimentos como queijos e pães, respondendo por 45 % e 21 % 

respectivamente, do mercado de ácido propiônico (SUWANNAKHAM, 2005).  
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Outras importantes aplicações para o ácido propiônico são a 

produção de herbicidas, que responde por 19 % do mercado de ácido propiônico, e a 

produção de plásticos como o propionato de acetato de celulose (CAP), que é 

responsável por 11 % do consumo deste ácido orgânico. Os 4 % restantes do 

mercado de ácido propiônico estão divididos entre a produção de perfumes e aromas 

de frutas (geranil e citronelil propionato), plastificantes (glicerol tripropionato e fenil 

propionato), medicamentos veterinários para o tratamento dermatoses, infecções, 

conjuntivite e artrite (BOYAVAL e CORRE, 1995; SUWANNAKHAM, 2005).  

Além das atuais aplicações para o ácido propiônico, novas 

utilidades vêm sendo encontradas para este ácido, como a produção de solventes não 

poluentes ao ar (non-HPAs), obtidos a partir da esterificação do ácido propiônico, 

estes solventes podem substituir tipos poluidores como xilenos e certas cetonas 

(BOYAVAL e CORRE, 1995). A suplementação de dietas para ruminantes é outra 

potencial alternativa para o ácido propiônico, visto que estudos in vitro e in vivo têm 

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 produção mundial de ácido propiônico é de 

aproximadamente 200.000 toneladas/ano, produzidas através de modificações 

químicas de derivados de petróleo e sendo comercializado ao preço de U.S.$ 1,12 – 

1,80/Kg (SUWANNAKHAM, 2005). Embora a produção de ácido propiônico por 

via petroquímica seja economicamente viável, a instabilidade do preço do petróleo, a 

exigência crescente com o uso de tecnologias ambientalmente limpas, o uso de fontes 

renováveis, e a busca por produtos naturais têm aumentado o interesse pela produção 

de ácido propiônico por vias fermentativas (YANG et al., 1992; HUANG et al., 

2002).  

2.2 RUMINANTES E ÁCIDO PROPIÔNICO 

O ácido propiônico é uma das principais fontes de energia para os 

ruminantes. Esses animais apresentam estômago composto por quatro 

compartimentos: rúmen, retículo, omaso e abomaso. Destes compartimentos, o 

rúmen é o maior, sendo o local onde a maior parte do alimento ingerido é 
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metabolizado através da associação simbiôntica com microrganismos anaeróbios. Os 

microrganismos anaeróbios são responsáveis pela degradação do alimento, 

produzindo acetato, propionato, butirato, dióxido de carbono, amônia, metano e 

calor, principalmente, e pela produção de biomassa microbiana (HUNGATE, 1966; 

RUSSELL e RYCHLIK, 2001). Apesar dos carboidratos perfazerem a maior parte da 

dieta dos ruminantes, apenas pequena quantidade de açucares são absorvidos pelo 

trato gastrointestinal (ANNISON e LEWIS, 1959). Parte dos ácidos orgânicos 

voláteis (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 β-hidroxibutirato, um corpo cetônico que pode atuar como fonte de energia em 

vários tecidos do corpo. Por outro lado, a maior parte do acetato e do propionato 

absorvidos pela parede ruminal alcançam a corrente sanguínea e são transportados 

até o fígado, onde o propionato pode ser utilizado no metabolismo oxidativo de 

hepatócitos ou ser convertido a glicose (ALLEN et al., 2005). Como a maior parte 

dos carboidratos ingeridos pelo ruminante é fermentada no rúmen, a gliconeogênese 

hepática a partir do ácido propiônico torna-se a principal fonte de glicose disponível 

para o animal (ANNISON e LEWIS, 1959). Em animais em lactação, por exemplo, 

na deficiência de ácido propiônico o metabolismo animal mobiliza outras fontes de 

energia corporais, levando a perda de peso e diminuição da quantidade de lactose no 

leite (MORAN, 2005). 

Apesar das especializações digestivas dos ruminantes, que 

permitem que se alimentem de polissacarídeos estruturais de plantas, altos níveis de 

produtividade animal não podem ser mantidos apenas por forrageiras (RUSSELL e 

RYCHLIK, 2001). Isto porque as forrageiras apresentam limitações no seu valor 

energético devido as suas células serem ricas em lignina, sílica e cutina, que limitam 

a fermentação dos carboidratos estruturais. Além disso, forragens apresentam baixos 

níveis de proteínas e minerais, e sua lenta digestão e prolongado tempo de retenção 

podem limitar a ingestão (BELLO e ESCOBAR, 1997). Desta forma, alternativas 

para maximizar a produtividade animal têm sido buscadas, como a adição de ácido 

propiônico à dieta (RIGOUT et al., 2003; XAVIER, 2004). 

Experimentos in vivo utilizando infusão intravenosa de ácido 

propiônico apresentaram aumento na concentração de glicose sanguínea dos animais 
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(RUTTER et al., 1983; SANO et al., 1993), o mesmo acontecendo em experimentos 

utilizando infusão intraruminal de ácido propiônico (OBA e ALLEN, 2003; 

RIGOUT et al., 2003). Estudos in vitro realizados por Xavier (2004) utilizando soro 

de queijo fermentado contendo ácido propiônico apresentaram aumento na 

concentração total de ácidos orgânicos voláteis, diminuição da relação 

acetato/propionato e aumento da digestibilidade in vitro de forragens por 

microrganismos ruminais, parâmetros estes que demonstram, em resumo, um 

aumento na quantidade de energia potencialmente disponível ao animal. Além disso, 

segundo a lista de aditivos alimentares da União Européia, os ácidos orgânicos se 

enquadram no grupo dos conservantes com uso permitido para todos os animais de 

produção comercial. Ao contrário, outras substâncias utilizadas para manipulação da 

fermentação ruminal, como os ionóforos tiveram seu uso proibido pela União 

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 ÁCIDO PROPIÔNICO 

O rúmen apresenta uma variedade de gêneros e espécies 

bacterianas produtoras de ácido propiônico como principal produto final do 

metabolismo, das quais Prevotella, S. ruminantium, Succinomonas amilolitica, 

Megasphaera elsdenii, Anaerovibrio lipolitica e Clostridium sticklandii são 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 

rúmen podem ser utilizados para produção de ácido propiônico, dentre eles, açucares, 

amido, hemicelulose, pectina, maltodextrinas, peptídeos, aminoácidos, glicerol e 

lactato (RUSSELL, 2002). 

A produção de ácido propiônico não está circunscrita às bactérias 

ruminais. Outras bactérias anaeróbias também são capazes de produzir este ácido 

como principal produto final do metabolismo. Dentre os gêneros mais importantes 

estão Propionibacterium, Veillonella, Clostridium e Selenomonas (SESHADRI e 

MUKHOPADHYAY, 1993; BOYAVAL et al., 1994). Algumas espécies de 

Propionibacterium têm sido as mais amplamente utilizadas nos estudos de produção 
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fermentativa de ácido propiônico, em parte devido às restrições fisiológicas para o 

metabolismo de certos substratos apresentadas por bactérias dos gêneros Veillonella 

e Clostridium, incapazes de utilizar açucares (HSU e YANG, 1991; WOSKOW e 

GLATZ, 1991; LEWIS e YANG, 1992a,b,c; PAIK e GLATZ, 1994). Além disso, 

algumas espécies de Propionibacterium são reconhecidas como GRAS (Generally 

Recognized as Safe) pelo FDA (United States Food and Drug Administration) e são 

utilizadas na produção de queijo suíço (HETTINGA e REINBOLD, 1972; 

LANGSRUD e REINBOLD, 1973) e probióticos (MANTERE-ALHONEN, 1987; 

JAN et al., 2001). 

Limitações impostas devido a restrições fisiológicas 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 utilizável pelo segundo microrganismo. Através desta estratégia e 

utilizando bactérias dos gêneros Enterococcus e Veillonella isoladas do rúmen 

bovino, Xavier (2004) produziu ácido propiônico a partir de soro de queijo, sendo a 

bactéria do gênero Enterococcus responsável pelo consumo da lactose e produção de 

lactato, o qual é metabolizado pela bactéria do gênero Veillonella em ácido 

propiônico. Contudo, a utilização de co-culturas pode trazer algumas desvantagens 

como o consumo de nutrientes essenciais à cultura de menor velocidade específica de 

crescimento, pela bactéria de maior velocidade específica de crescimento, além de 

poder ocasionar a inibição entre as culturas por produtos de seus metabolismos e 

maior trabalho necessário, em geral, com co-culturas. Assim, tem-se optado pela 

utilização de um único microrganismo capaz de realizar a conversão do substrato até 

o produto final. (JAIN et al., 1991). 

2.4 FERMENTAÇÃO PROPIÔNICA 

A produção de ácido propiônico como resultado do metabolismo 

microbiano foi inicialmente descrita por Strecker em 1854, e também por Pasteur em 

1879. Em ambos, a observação foi feita a partir de culturas mistas, não sendo 

possível obter informações precisas sobre a fermentação propiônica. Entre 1878 e 

1880, Fitz realizou vários trabalhos sobre fermentação microbiana e foi o primeiro a 

propor um modelo estequiométrico para a fermentação propiônica. Após Fitz, pouca 
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atenção foi dada à fermentação propiônica, até se descobrir o papel do ácido 

propiônico como um dos principais produtos envolvidos na cura de certos tipos de 

queijo, como o queijo suíço (SHERMAN e SHAW, 1923) Desde então, vários 

trabalhos vêm sendo realizados visando elucidar o metabolismo e a produção de 

ácido propiônico. 

A fermentação propiônica pode ocorrer por meio de duas vias 

metabólicas distintas: a Via do acrilato ou a Via do succinato, também chamada de 

Via da Metilmalonil-CoA. As duas vias diferenciam-se tanto em relação aos 

intermediários formados, quanto em relação à quantidade de energia derivada de 

cada via. Porém em ambos o balanço teórico de produtos formados é 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, o mesmo rendimento teórico de ácido propiônico (mol de ácido 

propiônico/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 produção de 

ácido propiônico a ser conhecida e se caracteriza pela formação de intermediários de 

quatro carbonos (WOOD, 1946) e pela utilização de sistemas enzimáticos que 

possibilitam o acoplamento do fluxo de elétrons à formação de potencial de 

membrana (HEDERSTEDT, 1999). Como conseqüência da formação de 

intermediários 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 

distribuição randômica das marcas radioativas, que se distribuem entre o primeiro e o 

segundo carbono do ácido propiônico (Figura 1) (COUNOTTE et al., 1981; WOOD, 

1981). Esta via é utilizada por bactérias do gênero Propionibacterium, e a entrada os 

substratos na via ocorre pela carboxilação do fosfoenolpiruvato (PEP) ou do piruvato 

(Figura 1), pela ação da PEP carboxilase ou da oxaloacetato transcarboxilase (5), 

respectivamente (DEBORDE et al., 1999). 
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Figura 1. Fermentação propiônica pela Via do succinato. Os números dentro dos 

círculos 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 número à esquerda da estrutura de 

cada composto refere-se à estequiometria da reação e ●C indica carbono marcado 

com 14C. 
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O produto das carboxilações acima é o oxaloacetato, que por ação 

da enzima malato desidrogenase (6) é convertido à malato e consome dois 

equivalentes redutores (H). Através de uma reação de desidratação catalisada pela 

enzima fumarase (7), o malato é convertido em fumarato. A próxima reação é 

catalisada pela fumarato redutase (8), que reduz fumarato em succinato com 

consumo de mais dois equivalentes redutores (H). Esta reação é incomum em 

bactérias anaeróbias, pois utiliza citocromos, transporte de elétrons e a síntese de 

ATP por meio da formação de gradiente iônico (HEDERSTEDT, 1999; MÜLLER, 

2001). Pela ação de uma CoA transferase (9) o succinato anteriormente formado 

recebe um grupamento CoA e em seguida é convertido a metilmalonil-CoA pela 

ação da enzima metilmalonil-CoA mutase (10) (MARSH e LEADLAY, 1989). Neste 

ponto, pela ação da oxaloacetato transcarboxilase o metilmalonil-CoA é 

descarboxilado, porém o CO2 removido não é liberado, mas sim transferido para 

outra molécula de piruvato, e assim dispensando a célula de investir energia para sua 

carboxilação (RUSSELL, 2002). Para a formação do propionato, o propionil-CoA 

formado na reação anterior transfere o grupamento CoA para a CoA transferase que 

reutilizará o grupamento para ativar uma nova molécula de succinato. 

Como apresentado na figura 1, as bactérias propiônicas utilizam 

uma via oxidativa da qual obtém equivalentes redutores e energia, está via é paralela 

ao ramo redutivo do qual resulta o ácido propiônico (MÜLLER, 2001). Neste caso, o 

piruvato é oxidado até acetil-CoA pela ação da enzima piruvato ferredoxina 

oxidoredutase (2), com liberação de dois equivalentes redutores (H). Pela ação da 

enzima fosfotransacetilase (3) acetil-CoA é convertido a acetil fosfato, que pela ação 

da enzima acetato quinase (4) é convertido em acetato além da geração de ATP 

(WOOD, 1981). 

2.4.2 Via do Acrilato 

A Via do acrilato é a rota metabólica de produção de ácido 

propiônico utilizada por microrganismos como Megasphaera elsdenii e Clostridium 

propionicum. A principal característica desta via é a redução direta do piruvato, sem 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Fermentação propiônica pela Via do acrilato. Os números dentro dos 

círculos 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 número à 

esquerda da estrutura de cada composto refere-se à estequiometria da reação e ●C 

indica carbono marcado com 14C. 

 

O ramo redutivo da Via do acrilato inicia-se pela redução do 

piruvato à lactato, com o consumo de dois equivalentes redutores (H) e catalisada 

pela enzima lactato desidrogenase (1), seguida pela ativação do lactato pela enzima 



 12

propionato-CoA transferase (5) formando lactil-CoA. A desidratação do lactil-CoA 

pela enzima lactil-CoA desidratase leva a formação do acrilil-CoA, cujo nome do seu 

ácido dá o nome a via, que será 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, o balanço da fermentação é semelhante ao observado 

na Via do succinato, na qual, para cada três moléculas de piruvato formadas, duas 

devem ser direcionadas a formação de propionato e uma para a formação de acetato. 

Uma das diferenças entre as duas vias está na quantidade de energia que o 

microrganismo pode obter pela utilização de cada uma, já que a Via do acrilato não 

apresenta fumarato redutase, o que resulta em um menor rendimento de energia por 

esta via (HEDERSTEDT, 1999). Outra diferença característica entre as duas vias de 

fermentação propiônica é a distribuição constante de marcas radioativas no ácido 

propiônico na via do ácido propiônico, as quais aparecem sempre no segundo 

carbono do propionato quando o substrato das culturas são lactato ou glicose 

marcada no segundo carbono. Esta distribuição não-randômica se deve a redução 

direta dos substratos, sem a necessidade da formação de compostos de quatro 

carbonos simétricos (Figura 2) (COUNOTTE et al., 1981). 

2.5 UTILIZAÇÃO DE RESÍDUOS NA FERMENTAÇÃO PROPIÔNICA 

Vários resíduos têm sido testados para a produção fermentativa de 

ácidos orgânicos, incluindo o ácido propiônico. Em geral, a produção por vias 

fermentativas são ambientalmente limpas e podem ser alimentadas com fontes 

renováveis e baratas, como os resíduos agroindustriais (HUANG et al., 2002; YANG 

et al.; 1992), diminuindo assim a disposição de resíduos e o gasto com o tratamento 

de efluentes. Os resíduos agroindustriais são compostos principalmente por 

biomassa, gorduras, óleos, soro e glicerol (WILKE e VORLOP, 2004). Dentre os 

principais resíduos testados na produção fermentativa de ácido propiônico estão o 

soro de queijo, a água de maceração 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 passíveis de 

produção utilizando resíduos, e o ácido propiônico foi selecionado entre os trinta 

compostos com maior potencial. Contudo, a produção de ácido propiônico por via 

fermentativa ainda não é comercialmente competitiva, uma vez que, em geral, 

apresenta baixa concentração de produto (< 40 g/L), baixo rendimento (< 0,5 g/g), 

baixa produtividade (< 1 g/L.h-1) além de alto custo de separação e purificação do 

ácido, que respondem por aproximadamente 60 % do custo final do produto (JIN e 

YANG, 1998; ZEIKUS et al., 1999). Contudo, alternativas de utilização de ácido 

propiônico como a proposta por Xavier (2004), na qual o propionato produzido 

durante a fermentação a partir do soro de queijo é utilizada como suplemento 

energético de ruminantes, e a biomassa gerada como suplemento protéico, podem 

viabilizar a aplicação de ácido propiônico em áreas como a pecuária. 

2.5.1 Soro de Queijo 

O soro representa a porção aquosa que se separa do coágulo 

durante a produção do queijo e contém por volta de 55 % dos nutrientes do leite. 

Dentre os nutrientes mais abundantes estão a lactose (4,5 a 5 %, p/v), proteínas 

solúveis (0,6 a 0,8 %, p/v), lipídeos (0,4 a 0,5 %, m/v), sais minerais 8 a 10 % do 

extrato seco, ácido láctico (0,05 %, p/v), ácido cítrico e vitaminas do grupo B 

(KOSIKOWSKI, 1979; SISO, 1996). Contudo, este alto conteúdo de matéria 

orgânica, principalmente lactose, torna sua disposição um grande problema 

ambiental devido à alta demanda biológica de oxigênio, em torno de 40.000 mg/L 

(REDDY et al., 1976; SISO, 1996).  

Outra dificuldade encontrada na disposição ou reutilização do soro 

de queijo é o grande volume gerado, com previsão de 4,455 milhões de litros em 

2006 no Brasil (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2007). Além disso, se estocado in 

natura, o soro sofre rápida deterioração microbiana (REDDY et al., 1976). 

Alternativas para a utilização deste subproduto da manufatura do queijo têm sido 

propostas, como a utilização na alimentação animal (ANDERSON, 1975; 

KOSIKOWSKI, 1979; YANG e SILVA, 1995). Contudo, problemas como a redução 

no ganho de peso e diminuição do pH ruminal podem restringir sua utilização in 
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natura (WEIJERS e VAN DE KAMER, 1965). Desta forma, a fermentação do soro 

de queijo e a geração de produtos com maior valor nutricional, contendo fontes de 

proteínas e/ou energia, como o ácido propiônico, torna-se uma alternativa 

interessante para a utilização do soro de queijo e também para a fermentação 

propiônica (REDDY et al., 1976; SAMUELOV et al., 1999; XAVIER, 2004). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Microbiologia 

de Anaeróbios do Departamento de Microbiologia e no Laboratório de Fisiologia de 

Microrganismos, no Núcleo de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária – 

BIOAGRO, da Universidade Federal de Viçosa. 

3.1 CONDIÇÕES DE CULTIVO DOS MICRORGANISMOS E ESTOCAGEM DAS 

CULTURAS 

Para o isolamento das culturas bacterianas produtoras de ácido 

propiônico foram utilizados os meios de cultura YEL (Yeast Extract Lactate), 

composto de (por litro): 10 g de triptona de caseína, 10 g de extrato de levedura, 20 

mL de lactato de sódio 50 %, 50 mg de MnSO4 e 250 mg de K2HPO4, com pH 

ajustado para 6,8 com NaOH 1,0 M (DE CARVALHO, 1994); YELA (Yeast Extract 

Lactate Ágar), de mesma composição do meio YEL, adicionado de 15 g de ágar e de 

púrpura de bromocresol (0,5 g/L); e YEL e YELA substituídos de lactato de sódio 

por lactose na concentração de 10 g/L, chamados a seguir de YEL e YELA 

substituídos. Os meios foram levados após sua preparação para câmara de 

anaerobiose (COY Laboratory Products Inc., Grass Lake, MI, USA) onde foram 

assepticamente distribuídos (20 mL) em placas de Petri e mantidos sob atmosfera de 

CO2:H2 (95:5 %) a 39 ºC. 

As culturas isoladas foram estocadas (alíquotas de 4 mL) a -20 ºC 

em meio contendo glicerol, composto de (por litro): 292 mg de K2HPO4, 240 mg de 
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KH2PO4, 480 mg de (NH4)2SO4, 480 mg de NaCl, 100 mg de MgSO4
.7H2O, 64 mg 

de CaCl2, 600 mg de hidrocloreto de cisteína, 460 mg de glicerol e 480 mL de água 

destilada (TEATHER, 1982). O meio de estocagem foi distribuído (3 mL) em frascos 

anaeróbios de estocagem de 10 mL.  

O isolado selecionado como o melhor produtor de ácido propiônico 

foi rotineiramente cultivado em meio basal, composto (por litro) de: 292 mg de 

K2HPO4, 240 mg de KH2PO4, 480 mg de (NH4)2SO4, 480 mg de NaCl, 100 mg de 

MgSO4
.7H2O, 64 mg de CaCl2, 600 mg de cisteína, 500 mg de extrato de levedura, 1 

g de triptona de caseína e 4 g de Na2CO3. O pH dos meios foram ajustados para 6,8 

com NaOH a 1,0 M. Para o cultivo, o meio basal foi adicionado de lactato de sódio 

ou lactose para concentração final de 4 g/L, exceto quando citado diferente, sendo as 

respectivas soluções estoque preparadas separadamente e na concentração de 200 

g/L.  

3.2 PREPARO E ESTERILIZAÇÃO DE MEIO DE CULTURA E SOLUÇÕES 

Todos os meios e soluções utilizados neste trabalho foram 

preparados anaerobiamente, a menos que descrito diferente. Os meios e soluções 

foram preparados separadamente, aquecidos até a temperatura de ebulição, e 

mantidos sob atmosfera de CO2 durante as transferências para os respectivos frascos 

ou tubos. Os frascos ou tubos foram vedados com rolhas de borracha, lacrados com 

lacres de alumínio e esterilizados por calor úmido (121 ºC, 15 min), exceto no 

experimento com diferentes concentrações de lactose e com controle de pH, cujo 

frasco não é lacrado como descrito acima. 

3.3 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ÁCIDO PROPIÔNICO 

O isolamento de microrganismos produtores de ácido propiônico 

foi realizado a partir de líquido ruminal coletado de uma bovina fêmea, da raça 

mestiça. O animal foi mantido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensão em Gado 

de Leite/UEPE-GL do Departamento de Zootecnia, da Universidade Federal de 

Viçosa, 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 rúmen de bovinos (XAVIER, 2004). A 

digesta ruminal foi coletada por meio de uma sonda (2 cm de diâmetro) introduzida 

pela boca do animal até alcançar o rúmen, sendo a digesta succionada com a ajuda de 

uma bomba de vácuo. A digesta ruminal foi filtrada através de quatro camadas de 

gaze e acondicionada em uma garrafa térmica hermeticamente fechada. 

Após o transporte até o Laboratório de Microbiologia de 

Anaeróbios, a garrafa térmica foi mantida em repouso por 45 minutos, fazendo com 

que as partículas de alimento flutuassem para a parte superior do líquido ruminal, 

enquanto os protozoários sedimentaram para a parte inferior do líquido ruminal. 

Duas amostras (40 mL cada amostra) foram coletadas anaerobiamente do centro da 

líquido ruminal contido na garrafa térmica e foram transferidas para dois frascos 

anaeróbios, onde foram adicionadas de lactato de sódio (10 g/L, concentração final) 

para enriquecimento das bactérias utilizadoras de lactato. Os frascos foram incubados 

por 24 horas a 39 ºC, e alíquotas de1 mL foram transferidas para novos frascos 

anaeróbios contendo meio YEL (9 mL) que foram incubados nas mesmas condições. 

O enriquecimento das populações de bactérias utilizadoras de 

lactato com crescimento mais rápido, foram realizadas cinco transferências (alíquotas 

de 1 mL) a partir da incubação anterior, em intervalos de 12 horas entre cada 

transferência, utilizando frascos anaeróbios contendo 9 mL de meio YEL. Os frascos 

anaeróbios resultantes da ultima transferência foram levados para câmara de 

anaerobiose (COY Laboratory Products Inc., Grass Lake, MI, USA) e com auxílio de 

alças de repicagem estéreis , alíquotas (10 µL) das culturas foram estriadas em placas 

de Petri contendo 20 mL de YELA. Este meio contém púrpura de bromocresol como 

indicador de pH, que confere coloração violeta ao meio em pH ≥ 6,8. Contudo, a 

produção de ácidos orgânicos resultante do metabolismo bacteriano diminui o pH do 

meio, fazendo com que o indicador de pH mude de cor ao redor da colônia conforme 

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

Após 24 horas do plaqueamento, as colônias que apresentavam 

halos amarelos ao seu redor foram transferidas com auxílio de palitos de dente 

estéreis para tubos contendo meio YEL (4 mL). Após o crescimento das culturas nos 

tubos, os isolados foram novamente estriados (10 µL) em placas de Petri contendo 

meio YELA substituído (20 mL). O crescimento bacteriano e a conseqüente 

formação de colônias foram monitorados durante 48 horas após o plaqueamento, 
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sendo as características morfológicas e culturais das colônias registradas. Utilizando 

palitos de dente estéreis, as colônias foram transferidas para tubos contendo meio 

basal (4 mL) adicionado de lactose e extrato de levedura para as concentrações finais 

de 8 g/L e 4 g/L, respectivamente. As culturas que apresentaram crescimento nos 

tubos após 72 horas foram então transferidas (4 mL) para frascos anaeróbios 

contendo meio de estocagem. 

3.4 SELEÇÃO DE ISOLADOS PRODUTORES DE ÁCIDO PROPIÔNICO 

Para avaliar a produção de ácido propiônico dos isolados, cada 

cultura estoque foi reativada em um frasco anaeróbio contendo meio YEL (10 mL). 

Os frascos foram incubados a 39 ºC por 48 horas e após este tempo as culturas foram 

transferidas para frascos anaeróbios contendo meio basal (10 mL) adicionado de 

lactose e extrato de levedura para as concentrações finais de 8 g/L e 4 g/L, 

respectivamente. Após 72 horas de incubação a 39 ºC, amostras das culturas foram 

coletadas para análise dos produtos de fermentação e seleção do isolado de melhor 

produção de ácido propiônico, utilizado nos experimentos subseqüentes. 

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

CRESCIMENTO BACTERIANO E PRODUÇÃO DE ÁCIDO PROPIÔNICO 

Para a avaliação do efeito do extrato de levedura sobre a eficiência 

do consumo de substrato e produção de ácido propiônico, foram utilizados tubos 

contendo meio basal (10 mL) adicionados de lactose (4 g/L) e extrato de leveduras 

nas concentrações finais de 0, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 e 12 g/L. Os tubos foram 

inoculados para uma densidade óptica de 0,05 e incubados a 39 ºC por 48 horas. O 

experimento foi realizado em duplicata. 

A utilização de diferentes substratos para a fermentação propiônica 

foi testada em tubos contendo meio basal (10 mL) adicionado dos diferentes 

substratos (glicose, manose, xilose, maltose, celobiose, lactose, sacarose, piruvato de 

sódio, lactato de sódio, succinato de sódio, ácido málico, ácido fumárico, citrato de 

sódio e glicerol) e de extrato de levedura para as concentrações 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 após 48 horas de incubação a 39 ºC. 

3.6 CULTIVO EM SORO DE QUEIJO 

Para análise do crescimento e produção de ácido propiônico em 

soro de queijo, foi utilizado soro de queijo em pó, parcialmente desmineralizado, da 

marca Conaprole (Montevidéu, Uruguai), obtido pelo processo de “spray dry” e 

contendo 12 % (p/p, mínimo) de proteínas, 70 % (p/p, mínimo) de lactose, 2 % (p/p, 

máximo) de gorduras, 6 % (p/p, máximo) de sais e umidade máxima de 4 %. Devido 

a dificuldades técnicas para a formulação de um meio límpido a base de soro de 

queijo contendo altas concentrações 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 reconstituído para a concentração de 4 g/L de 

lactose e adicionado de cloreto de cálcio (CaCl2•2H2O) para a concentração 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 ºC 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 límpido e foi anaerobiamente transferido (10 mL) para tubos sob 

atmosfera de CO2, esterilizado (121 ºC por 15 minutos) e o pH foi novamente 

corrigido pela adição de NaOH a 4,0 M preparado anaerobiamente. O meio foi 

adicionado de extrato de levedura para concentração final de 2 g/L, inoculados com 

1,0 % de inoculo e incubados a 39 ºC por 48 h. O experimento foi realizado em 

duplicata e amostras para análise dos produtos de fermentação foram coletadas em 

intervalos de quatro horas, entre o momento da inoculação e a décima sexta hora de 

incubação, 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 inoculação e a décima segunda hora de incubação, com 

acompanhamentos posteriores em 16, 24, 36 e 48 horas de incubação. 
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3.7 CULTIVO EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE LACTOSE 

Para avaliar o crescimento microbiano em diferentes concentrações 

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 concentrações finais de lactose, (40 g/L), (80 g/L), (160 g/L) e 

(240 g/L) e extrato de levedura na concentração final de 2 g/L. Nesses experimentos, 

o meio basal foi preparado concentrado duas vezes em relação ao descrito no item 

3.7, o mesmo ocorrendo com as soluções estoque de lactose, em relação à sua 

concentração final no meio. O meio e as soluções estoque de lactose foram 

misturadas após a esterilização. 

O experimento sem controle de pH foi realizado em tubos 

anaeróbios e amostras para análise dos produtos da fermentação foram retiradas nos 

tempos 0, 3, 8, 11, 24, 36, 48 e 72 horas de incubação. O crescimento microbiano foi 

acompanhado em intervalos de 30 minutos entre a inoculação e a décima primeira 

hora de incubação, sendo acompanhado em seguida nos tempos de 24, 36, 48 e 72 

horas de incubação.  

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 CO2 durante todo o tempo de incubação, entre a 

esterilização dos meios e soluções e o fim do experimento. Após a adição da solução 

estoque de lactose e de extrato de levedura na concentração final de 2 g/L, os frascos 

foram inoculados e mantidos a 39 ºC sob agitação de 150 rpm durante 72 h. O pH do 

meio foi controlado (6,8 ± 0,2) pela adição de NaOH a 4,0 M. Amostras para análise 

dos produtos da fermentação foram retirados após a inoculação 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 PRODUÇÃO DE ÁCIDO 

PROPIÔNICO 

O efeito do pH inicial sobre o crescimento e a produção de ácido 

propiônico foi avaliado por meio do cultivo em meio basal contendo lactose e extrato 

de levedura nas concentrações 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 

adição 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 ºC 

e amostras para análise dos produtos da fermentação foram retiradas no momento da 

inoculação e após 48 h. O crescimento microbiano foi acompanhado em intervalos de 

30 minutos entre o momento da inoculação e 12 horas de incubação, e nos tempos de 

24, 36 e 48 horas. 

3.9 ANÁLISE DO CRESCIMENTO E DE PRODUTOS DO METABOLISMO MICROBIANO 

O crescimento microbiano em meio líquido foi monitorado por 

meio da leitura de densidade óptica (DO) a 600 nm, utilizando-se espectrofotômetro 

Spectronic 20D+ (Thermo Electron, Waltham, MA, USA). As leituras de DO foram 

realizadas sem diluição da cultura até 0,8 unidades, sendo a partir daí diluídas para a 

faixa de linearidade do aparelho (0,2-0,8 unidades). A velocidade específica de 

crescimento (µ) foi determinada a partir da regressão linear dos valores obtidos pelo 

logaritmo neperiano (ln) da DO600nm durante a fase de crescimento exponencial. O 

valor µ corresponde ao coeficiente angular da relação do ln DO600nm pelo tempo 

expresso na equação de regressão linear. Para correlacionar os valores obtidos em 

DO600nm com os valores de biomassa (g/L), alíquotas 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 alumínio (n = 3) previamente tarados e secos em 

estufa a 105 ºC até a constância entre três pesagens consecutivas, em intervalos de 12 

h. A partir da relação entre a biomassa e os valores de DO600nm foi obtida a equação 

da reta utilizada para conversão dos valores de DO600nm em g/L de biomassa, sendo 

que 1 unidade de DO600nm correspondem a 0,258 g/L de biomassa. 

Para a análise dos produtos de fermentação, amostras das culturas 

foram retiradas e centrifugadas (10.000 rpm, 10 min), sendo o sobrenadante livre de 

células (20 µL) analisado por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Para 

tanto, utilizou-se um cromatógrafo Hewlett-Pacckard série 1050 acoplado a um 

detector de índice de refração (IR) Hewlett-Pacckard 1047A (Hewlett-Pacckard 

Company, Wilmington, DE, USA) mantido a 45 ºC, e coluna Bio-Rad HPX-87H, 
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utilizada foi ácido sulfúrico (H2SO4) 5 mM com fluxo de 0,7 mL/min. Os padrões de 

ácidos orgânicos e açucares utilizados para calibração do aparelho e comparação com 

os produtos de fermentação eram compostos por: Padrão de Ácidos Orgânicos (50 

mM) – ácido succínico (10,3 min), ácido láctico (11,0 min), ácido fórmico (12,1 

min), ácido acético (13,2 min), ácido propiônico (15,4 min), etanol (18,5 min) e 

ácido butírico (18,9 min); Padrão de Açucares (10 mM) – lactose (6,5 min), glicose 

(7,6 min) e galactose (8,2 min); Ácido Fumárico (35,34 mM) – ácido fumárico (12,5 

min). Os valores de concentração indicados à frente do nome do padrão referem-se a 

concentração em que cada constituinte se encontra no padrão, e os valores de tempo 

junto aos constituintes de cada padrão indicam seus respectivos tempos de retenção 

nas condições da análise. 

3.10 DETERMINAÇÃO DOS COEFICIENTES DE RENDIMENTO E DE BIOMASSA 

Para determinar o coeficiente de rendimento celular (YX/S – g de 

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

if

if
SX SS

XX
S
XY

−

−
=

∆
∆

−=/  

Onde, Xf é a massa celular final (g/L), Xi a massa celular inicial (g/L), Sf 

concentração final de substrato (g/L) e Si concentração inicial de substrato (g/L). De 

maneira semelhante foi feita a determinação do coeficiente de rendimento dos 

produtos (YX/S – g de produto/g de substrato), a partir da seguinte equação: 

if

if
SX SS

PP
S
PY

−

−
=

∆
∆

−=/  

Onde, Pf é a concentração final de produto (g/L), Pi é a concentração inicial de 

produto (g/L), Sf concentração final de substrato (g/L) e Si concentração inicial de 

substrato (g/L). Através da equação abaixo foi obtida a produtividade volumétrica 

(QP – g de produto/L.h). 

t
PQP ∆

∆
=  

Onde, ∆P é a variação da concentração do produto (g/L) e ∆t é variação de tempo, 

em horas, na qual a concentração do produto variou. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ÀCIDO PROPIÔNICO 

O plaqueamento em meio YELA, das transferências do líquido 

ruminal, resultou, após 48 h de incubação, no aparecimento de grande diversidade de 

colônias, que variavam em suas características morfológicas e culturais (Tabela 1). 

Foram selecionadas 73 colônias isoladas que apresentavam formação de halos 

amarelos, indicando a produção de ácido. Após a estriagem em meio YELA 

substituído, observou-se o crescimento de 38 isolados no meio contendo lactose 

(Tabela 1). Esses isolados foram cultivados em meio basal contendo lactose como 

única fonte de carbono, estocados em meio contendo glicerol e posteriormente 

avaliados quanto à produção de ácidos orgânicos. 

4.2 SELEÇÃO DE ISOLADOS PRODUTORES DE ÁCIDO PROPIÔNICO 

Para seleção dos isolados produtores de ácido propiônico, amostras 

do sobrenadante das culturas cultivadas em meio basal por 72 h foram colhidas e 

analisadas para os produtos de fermentação em HPLC (Tabela 1). Dos 38 isolados, 

apenas seis produziram ácido propiônico a partir da lactose. Destes, o isolado 22A 

foi o que apresentou maior concentração de ácido propiônico e perfil fermentativo 

típico de bactérias do ácido propiônico, as quais produzem ácido acético e propiônico 

como principais produtos da fermentação. 
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Tabela 1. Características culturais dos isolados observadas durante o isolamento em 

meio YELA substituído e produtos da fermentação (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) após 72 h de incubação. 

Características Culturais Produtos (mM) Isolado  Cor a For. b Bor. c Dia.d S L F A P E 
1 B C R P - 66,3 - - - - 

8A C P I G - 62,1 - - - - 
22A C C R G -  - 22,0 37,8 - 
24A O P I G 6,2 13,6 41,2 18,0 - - 
26B B C R M - 56,0 2,3 - - - 
29A C C R G 7,0 31,2 35,8 16,8 - - 
30A C C R G 6,3 14,3 39,8 16,6 - - 
31 B C R G - 32,0 - - - - 

34A C C R G 6,2 14,4 40,7 15,9 - - 
35A C C R G 4,0 16,0 40,7 17,6 2,1 - 
41A C C R G 1,9 48,3 27,2 5,3 - - 
43A C C R G 3,9 12,6 40,1 16,8 - - 
44 C P I G 3,8 12,3 40,4 16,8 - - 

45A C C R G 5,0 14,0 38,6 16,3 - - 
45B B C R G - 52,3 - - - - 
46B B C R G - 69,8 - - - - 
47B B C R G - 56,3 14,8 - - - 
48A C C I G - 69,0 - - - - 
48B B C R M - 56,9 - - - - 
52 C C R G 3,0 54,4 40,3 13,2 1,8 - 
53 C C R G 5,9 18,7 41,6 18,2 3,3 - 
54 A C R M - 70,2 - - - - 
56 B C R M - 70,5 - - -  

57A C C R G - 69,5 - - - - 
57B B C R P - 53,4 - - - - 
58B B C R M - 63,9 - - - - 
60A C C R G - 64,5 - - - - 
60B B C R M - 54,8 - - - - 
61 C C R G - - 11,7 11,3 14,2 16,5
63 C C R G 3,4 26,8 24,0 11,1 0,64 - 
65 B C R M - 60,4 - - - - 

66A A  C R G - 32,0 7,5 3,5 - - 
66C A  C R G 5,9 12,6 38,9 17,2 - - 
67 C C R G 6,4 17,1 22,4 7,9 - - 

69A A  C R G - 50,2 15,4 - - - 
69B B C R M - 66,5 - - - - 
70B M C R G - 41,4 - - - - 
71 

 

B C R M - 62,6 - - - - 
a Coloração da colônia, A: Amarela; B: Branca; C: Creme; M: Marrom; O: Opaca 
b Forma da colônia, C: Convexa; P: Plana 
c Borda da colônia, I: Irregular; R: Regular 
d Diâmetro da colônia, P ≤ 1 mm;  1 mm< M ≤ 2 mm; G >2 mm 
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Em geral, na fermentação propiônica o principal produto final da 

fermentação é o ácido propiônico, seguido de ácido acético e pequenas quantidades 

de ácido succínico, se a via metabólica utilizada pelo microrganismo for a Via do 

succinato, e CO2 (WOOD e WERKMAN, 1936; WOOD, 1981). O isolado 22A, que 

se apresentou como bacilo Gram-negativo, produziu ácido propiônico como principal 

produto final da fermentação e em concentração 50 % superior àquela apresentada 

pelo isolado 61, que apresentou a segunda maior concentração de ácido propiônico 

neste isolamento (Tabela 1). Além disso, a relação acetato:propionato obtida, 1:1,71, 

está próxima 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 compartilham características culturais e produtos 

de fermentação comuns, com predominância do ácido láctico. Dentre os isolados que 

produziram ácido láctico, 28 % também produziram ácido succínico, 44 % 

produziram ácido fórmico e 34 % produziram ácido acético. Apenas o isolado 61 

apresentou pequena quantidade de etanol entre os produtos da fermentação. Apesar 

do rúmen apresentar diversidade de microrganismos produtores de ácido propiônico, 

estes ocupam nichos ecológicos distintos dentro daquele ambiente (RUSSELL, 

2002), de forma que o isolamento baseado no consumo de lactato e lactose, 

respectivamente, pode ter selecionado as populações 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 PRODUÇÃO DE ÁCIDO PROPIÔNICO PELO ISOLADO 22A 

A adição de extrato de levedura aumentou tanto a produção de 

biomassa quanto a eficiência de fermentação do isolado 22A. No primeiro caso, a 

adição de 2 g/L de extrato de levedura quase triplicou a produção de biomassa, e a 

adição de 8 g/L de extrato de levedura resultou em aumento de 4,5 vezes na 

produção de biomassa em relação ao tratamento sem adição de extrato de levedura 

(Figura 3A). A adição de extrato de levedura também aumentou a produção de ácido 

propiônico, principalmente até a concentração de 2 g/l, valor a partir do qual a adição 

de extrato de levedura teve pouco efeito sobre os produtos de fermentação (Figura 

3B). 
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Figura 3. Efeito da concentração de extrato de levedura no crescimento (A), no 

consumo de lactose e na produção de ácido propiônico (B) pelo isolado 22A. O 

isolado 22A foi cultivado em meio basal adicionado de lactose (4 g/L) e diferentes 

concentrações 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 ºC. Foram determinadas a biomassa (◊), a concentração de lactose (■), 

lactato (♦), acetato (●) e propionato (▲).  
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Além disso, pode-se observar na Figura 3B que a ausência ou 

concentrações de extrato de levedura a partir de 0,5 g/L afetam também a eficiência 

de consumo do substrato e de intermediários como o lactato. Estes resultados 

confirmam os resultados apresentados para a co-cultura de bactérias dos gêneros 

Enterococcus e Veillonella isoladas do rúmen, na qual a adição de 6 g/L de extrato 

de levedura em soro de queijo ultrafiltrado aumentou em quase três vezes a biomassa 

microbiana final, apresentando também menores valores de pH final, o que sugere 

maior produção de ácidos orgânicos (XAVIER, 2004). Estudos realizados para a 

elucidação dos compostos presentes no extrato de levedura responsáveis pelo 

estímulo sobre a produção de ácido propiônico não foram conclusivos, contudo, altas 

concentrações de extrato de levedura são necessários para produção de altas 

quantidades de ácido propiônico 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 é encontrada 

no extrato de levedura, é essencial para a produção de ácido propiônico (STROBEL, 

1992). 

Além da biomassa e da concentração final de ácido propiônico, a 

adição de extrato de levedura também melhorou o rendimento de ácido propiônico, 

potencializando a conversão do substrato em ácido propiônico e aproximando-se do 

rendimento máximo teórico, 2,33 mol/mol, nas concentrações 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 adição de extrato de 

levedura em concentrações de até 20 g/L aumentou tanto o rendimento quanto a 

produtividade de ácido propiônico (JAIN et al., 1991). Desta forma, considerando os 

resultados obtidos e que a adição de extrato de levedura resulta também em aumento 

do produto fermentado contendo o ácido propiônico, a concentração de 2 g/L de 

extrato de levedura foi selecionada para a realização dos experimentos subseqüentes. 

Uma vez definida a concentração de extrato de levedura a ser 

adicionada ao meio, avaliou-se a utilização de 14 diferentes substratos pelo isolado 

22A, dos quais apenas a xilose e o citrato não foram metabolizados. Os açucares 

testados foram quase completamente consumidos ou completamente consumidos, 

assim como o glicerol, enquanto a utilização de ácidos orgânicos variou de 31,90 a 

99,78 % (Tabela 2). 
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Figura 4. Efeito da concentração de extrato de levedura no rendimento de ácido 

propiônico pelo isolado 22A. O isolado 22A foi cultivado em meio basal adicionado 

de lactose (4 g/L) e diferentes concentrações 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 ºC. A linha pontilhada indica o rendimento 

teórico de propionato obtido a partir de lactose (2,66 mol/mol). 

 

 

 

 

 

 

Extrato de Levedura (g/L)

0 0,1 0,25 0,5 1 2 4 8 12

Y P/
S 

(m
ol

/m
ol

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0



 

29 

 

 

Tabela 2. Parâmetros fermentativos do isolado 22A cultivado em meio basal adicionado de 2 g/L de extrato de levedura durante 48 h de 

incubação a 39 ºC. 

Açucares Ácidos Orgânicos Poliol Parâmetros  
Glicose Lactose Sacarose Maltose Celobiose Manose

 
Lactato Piruvato Malato Fumarato Succinato

 
Glicerol 

S0
a (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
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Pode-se observar na Tabela 2 que, em geral, tanto a biomassa final 

quanto o rendimento de biomassa obtidos com os açucares, acima de 0,30 g/L e 

0,055 g/g respectivamente, foram superiores àqueles obtidos com os ácidos 

orgânicos. A exceção 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 fermentação propiônica por P. acidipropionici apresentou rendimento de 

biomassa até cinco vezes maior quando a lactose foi utilizada, em comparação com 

lactato (LEWIS e YANG, 1992b). Por outro lado, utilizando o isolado 22A, apesar 

dos açucares apresentarem melhores resultados que os ácidos orgânicos no 

rendimento de biomassa, observou-se aumento de apenas duas vezes quando 

utilizou-se lactose em relação à lactato. 

Em relação a concentração final de ácido propiônico, tanto 

açucares quanto ácidos orgânicos 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 conversão de substratos em produtos foi 

mais eficiente com ácidos orgânicos do que com açucares. Com o isolado 22A, e 

com consumos equivalentes (em massa), observa-se também que o rendimento de 

ácido propiônico foi melhor com lactato (0,63 mol/mol, máximo teórico: 0,66 

mol/mol) do que com glicose (1,20 mol/mol, máximo teórico: 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 açucares como substrato, e rendimento 

e concentração final de ácido propiônico de 0,92 mol/mol e 67,36 mM, 

respectivamente, maiores que os obtidos com glicose, lactose e lactato, que são os 

substratos utilizados em vários outros estudos para produção de ácido propiônico. O 

glicerol tem o mesmo valor de oxido-redução que o ácido propiônico, desta forma, a 

produção de ácido propiônico a partir de glicerol dispensa a geração de co-produtos 

para que seja alcançado o balanço de oxido-redução entre substratos e produtos, 

como ocorre com a produção de ácido propiônico a partir de substratos como 

carboidratos e lactato (BARBIRATO et al., 1997; HIMMI et al., 2000). Isso pode 
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explicar a conversão mais eficiente de glicerol em ácido propiônico. Alem disso, a 

utilização de ácido fumárico com bons rendimentos de ácido propiônico e de 

biomassa, quando comparado com os demais substratos, sugerem a presença da 

enzima fumarato redutase, a qual possibilita a utilização de ácido fumárico com 

geração de energia, e a utilização da via do succinato, uma vez que o isolado 

produziu ácido propiônico a partir deste ácido e também a partir de ácido succínico. 

4.4 CULTIVO EM SORO DE QUEIJO 

O isolado 22A consumiu rapidamente a lactose presente no meio 

entre quatro e 12 horas de cultivo, período este que corresponde a fase de 

crescimento exponencial da bactéria (Figura 5A). Observa-se também, que após a 

entrada da cultura em fase estacionária, há uma diminuição da biomassa. Segundo 

modelo proposto por Doyle et al. (1988), bactérias em rápido crescimento 

apresentam alto potencial de membrana e acumulam prótons na face externa da 

membrana, o que diminui o pH externo e inibe as autolisinas. Por outro lado, durante 

a fase estacionária o potencial seria dissipado e o aumento do pH externo ativaria as 

autolisinas, o que poderia explicar oresultado obtido com o isolado 22A. Já 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 estacionária 

(WELLS e RUSSELL, 1996). 

Um rápido aumento na concentração de ácido propiônico e ácido 

acético ocorreu entre 8 e 16 horas de cultivo, correspondendo com o pico de acúmulo 

de ácido láctico, que foi rapidamente consumido (Figura 5B). Assim como observado 

com o isolado 22A, o acúmulo de intermediários da via de produção de ácido 

propiônico, como o lactato, e seu posterior consumo após a depleção do substrato 

principal é um evento encontrado também em propionibacterias (YANG et al., 1994; 

GOSWAMI e SRIVASTAVA, 2000). O rendimento de ácido propiônico e de 

biomassa obtidos foram de 2,37 mol/mol de lactose e de 0,147 g/g de lactose, 

respectivamente, com produtividade volumétrica máxima de ácido propiônico de 

0,20 g/L•h e velocidade específica de crescimento de 0,35 h-1.  
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Figura 5. Crescimento do isolado 22A em soro de queijo, consumo de lactose (A) e 

produção de ácido propiônico (B). O isolado 22A foi cultivado em soro de queijo 

(lactose 4 g/L) adicionado de extrato de levedura (2 g/L) por 48 h a 39 ºC. Foram 

determinadas a biomassa (◊), a concentração de lactose (■), lactato (♦), acetato (●) e 

propionato (▲).  
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O rendimento de ácido propiônico nas condições testadas 

aproximou-se do rendimento teórico máximo, 2,66 mol/mol de lactose, e próximo 

também ao encontrado com P. acidipropionici P9 em batelada com soro de queijo, 

2,56 mol/mol de lactose (WOSKOW e GLATZ, 1991). Em relação aos rendimentos 

de ácido propiônico 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 à Sporotalea propionica 

(KOUSSÉMON 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 específica de crescimento e a produtividade volumétrica do isolado 22A, 

0,35 h-1 e 0,20 g/L•h respectivamente, foram superiores aos obtidos para P. 

acidipropionici P9, 0,05 h-1 e 0,044 g/L•h (WOSKOW e GLATZ, 1991). 

4.5 CULTIVO EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE LACTOSE 

4.5.1 Cultivo em Diferentes Concentrações de Lactose sem Controle de pH 

Nos tubos contendo as concentrações 133,16, 294,63 e 519,24 mM 

de lactose, praticamente não houve fase de adaptação do isolado 22A, com o 

crescimento iniciando-se rapidamente após a inoculação, porém, no tubo contendo a 

concentração de lactose 796,56 mM, o isol
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Figura 6. Crescimento do isolado 22A em diferentes concentrações de lactose, 

expresso na forma do logaritmo neperiano da DO600nm (A) e variação do pH da 

cultura (B). O isolado 22A foi cultivado em meio basal adicionado de diferentes 

concentrações de lactose (133,16 - ♦, 294,63 -□, 519,24 -▲ e 796,56 - ○ mM) e de 

extrato de levedura (2 g/L) por 72 h a 39 ºC. 
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Com a entrada das culturas em fase estacionária e a diminuição do 

pH do meio após as primeiras 24 horas de cultivo, observou-se também a redução da 

taxa de consumo de lactose, que ainda permaneceu no meio ao final da fermentação, 

em quantidades acima de 85 mM (Figura 7A-D). Por outro lado, durante o período 

de rápido consumo lactose, observa-se também rápido aumento na concentração de 

ácido láctico e também da biomassa.  

Para os ácidos propiônico e acético, o período de rápido aumento 

de concentração ocorreu entre 11 e 24 horas, o que coincide com o observado no 

experimento utilizando soro de queijo, no qual a rápida produção desses ácidos 

ocorre após acúmulo de certa quantidade de ácido láctico. Além disso, as 

concentrações finais de ácido propiônico e ácido acético, independentemente da 

concentração de lactose inicial, foram semelhantes e em torno de 40 mM e 20 mM, 

respectivamente. Em adição, o período de rápido aumento da concentração dos 

ácidos propiônico e acético é também o período no qual as culturas entram em fase 

estacionária e o pH atinge os valores mais baixos. O pH do meio é um dos principais 

fatores que afetam a fermentação propiônica em batelada, sendo que pH ácido ou 

altas concentrações de íon hidrogênio inibem o crescimento de bactérias propiônicas 

(YANG e LEWIS, 1992a). Diferentemente do crescimento ótimo de 

propionibactérias que ocorre entre pH 6-7, a produção de ácido propiônico a partir de 

glicose, lactose ou lactato pode ser aumentada em pH levemente ácido (PIVETEAU, 

1999). 

Comparando os rendimentos de ácido propiônico obtidos com as 

diferentes concentrações de lactose testadas e os rendimentos obtidos nos 

experimentos com lactose (Tabela 2) e de cultivo em soro de queijo, observou-se 

redução de pelo menos duas vezes no rendimento de ácido propiônico obtido com 

diferentes concentrações de lactose (Tabela 3). Este resultado pode ser explicado, 

pelo menos em parte, pelo acúmulo de ácido láctico e pelo acúmulo de pequenas 

quantidades de ácido fumárico e ácido succínico (Tabela 3). Em estudo utilizando a 

bactéria ruminal P. ruminicola, a não conversão de succinato em propionato, bem 

como seu acúmulo no meio foram revertidos por meio da adição de vitamina B12, a 

qual está presente na enzima metilmalonil-CoA mutase (STROBEL, 1992). 
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Figura 7. Efeito da concentração de lactose na produção de ácido propiônico. Foram 

utilizadas as concentrações 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 

concentrações de lactose e de extrato de levedura (2 g/L) por 72 h. a 39 ºC. Foram 

determinadas a concentração de lactose (■), lactato (♦), acetato (●) e propionato 

(▲).  
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Tabela 3. Crescimento do isolado 22A em meio basal adicionado de diferentes 

concentrações 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 incubação a 39 ºC, sem controle de pH. 

a Concentração inicial de lactose. 
b Concentração final de lactose. 
c Concentração final no meio de cultivo (72 h). 
d Biomassa máxima. 
e Rendimento máximo de biomassa. 
f Rendimento de ácido propiônico. 
g Não determinado. 
h Porcentagem do carbono consumido recuperado em produtos, desconsiderando a 

produção de CO2 e a formação de biomassa. 

 

Além do acúmulo dos ácidos fumárico e succínico, também houve 

acúmulo de galactose e de glicose, em concentrações crescentes à medida que a 

concentração de lactose no meio aumentava (Tabela 3). Inversamente, uma 

diminuição nos valores de velocidade específica de crescimento, biomassa máxima e 

da porcentagem de carbono consumido recuperado em produtos é encontrada à 

medida que concentração do meio aumento, com exceção da concentração de lactose 

de 519,24 mM. Porém, a melhor recuperação de carbono em produtos deste 

experimento 55,83%, obtida na concentração de lactose de 133,16 mM, está muito 

Lactose Parâmetros  
1 2 3 4 

S0
a (mM) 133,16 294,63 519,24 796,56 

Sf
b (mM) 88,21 224,58 466,20 651,55 

Galactosec(mM) 4,36 8,19 11,98 34,50 
Glicosec (mM) 0 0 0 44,60 
Fumaratoc (mM) 1,14 0,94 0,73 0,47 
Etanolc (mM) 0 0 0 0 
Succinatoc (mM) 1,42 1,73 1,78 1,27 
Lactatoc (mM) 37,71 29,75 27,47 19,98 
Propionatoc (mM) 39,40 43,59 44,25 42,48 
Acetatoc (mM) 22,48 23,75 23,22 21,19 
µ (h-1) 0,389 0,366 0,286 ndg 
Xmaxd (g/L) 1,224 1,183 1,005 0,668 
YX/S max(g/g) e 0,081 0,051 0,061 0,081 
YP/S (mol/mol)f 

 

0,92 0,66 0,94 0,40 
Cprod. (%) h  55,83 35,15 48,06 18,70 



 38

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 rúmen a disponibilidade de alimentos é controlada, de forma 

que os substratos não se encontram em quantidades excessivas. Em adição, algumas 

bactérias ruminais quando em condições de alto fluxo metabólico através das vias 

catabólicas de açucares, na tentativa de equilibrar os processos anabólicos e 

catabólicos, acabam utilizando-se de um ciclo fútil de gasto de energia (RUSSELL, 

1998). Outra estratégia que pode ser utilizada em condições de excesso de 

carboidratos é a produção de lactato através de um desvio, com metilglioxal como 

intermediário, porém, metilglioxal é altamente tóxico para a célula e pode causar 

diminuição significativa da viabilidade celular (RUSSELL, 1998).  

4.5.2 Cultivo em Diferentes Concentrações de Lactose com Controle de pH 

Devido à queda no pH do meio no experimento anterior e suas 

conseqüências sobre o metabolismo do isolado 22A, um sistema de batelada com 

controle de pH foi utilizado para avaliar a produção de ácido propiônico e outros 

parâmetros fermentativos do isolado 22A. O controle de pH possibilitou aumento 

significativo na quantidade de lactose consumida, porém, a quantidade de ácido 

propiônico produzida não aumentou na mesma proporção (Tabela 4). Experimento 

utilizando co-cultura de bactérias ruminais, constituída por Enterococcus sp. e 

Veillonella sp., e concentração de lactose semelhantes a menor concentração 

utilizada neste experimento, 139,53 mM, obteve concentração final de ácido 

propiônico obtida foi quase quatro vezes superior àquelas obtida neste experimento 

(XAVIER, 2004).  

Houve novamente acúmulo de quantidades consideráveis de 

lactato, além do acúmulo de succinato e produção de etanol. Quantidades de 

galactose e glicose também se acumularam no meio de cultivo (Tabela 4). Em 

Lactococcus lactis subsp. cremoris a lactose é 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 glicolítica é 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 expulsão de carboidratos, como a 

hidrólise de celobiose e a expulsão de glicose da célula em situações na qual o meio 

apresenta excesso de celobiose e limitação de nitrogênio (RUSSELL, 1998). 

 

Tabela 4. Crescimento do isolado 22A em meio basal adicionado de diferentes 

concentrações de lactose (139,53, 338,70, 524,94 e 727,52 mM) e de extrato de 

levedura (2 g/L) durante 72 h de incubação a 39 ºC, com controle de pH (6,8 . ± 0,2) 

e agitação a 150 rpm. 

a Concentração inicial de lactose. 
b Concentração final de lactose. 
c Concentração final no meio de cultivo (72 h). 
d Biomassa máxima. 
e Rendimento máximo de biomassa. 
f Rendimento de ácido propiônico. 
g Porcentagem do carbono consumido recuperado em produtos, desconsiderando a 

produção de CO2 e a formação de biomassa. 

 

Além dos compostos apresentados na Tabela 4, dois compostos não 

identificados, representados nos cromatogramas por picos com tempos de retenção 

de 9,1 e 16,2 minutos, foram observados. Os tempos de retenção apresentados por 

Lactose Parâmetros  
1 2 3 4 

S0
a (mM) 139,53 338,70 524,94 727,52 

Sf
b (mM) 0,00 132,92 219,02 532,88 

Galactosec(mM) 3,01 60,62 101,62 25,11 
Glicosec (mM) 0,00 42,59 91,30 19,07 
Fumaratoc (mM) 0 0 0 0 
Etanolc (mM) 36,12 52,87 76,58 45,95 
Succinatoc (mM) 6,11 12,05 41,91 9,70 
Lactatoc (mM) 252,88 178,17 133,51 56,48 
Propionatoc (mM) 77,04 75,61 102,05 37,23 
Acetatoc (mM) 68,59 42,99 80,48 54,64 
Xmaxd (g/L) 1,640 1,09 1,161 1,362 
YX/S max(g/g)e 0,141 0,059 0,044 0,037 
YP/S (mol/mol)f 

 

0,56 0,49 0,48 0,21 
Cprod. (%)g  73,88 54,12 47,28 25,17 
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estes produtos do metabolismo do isolado 22A não foram encontrados em nenhum 

dos padrões utilizados nas análises por HPLC e consequentemente não puderam ser 

identificados e quantificados. Mesmo desconsiderando os produtos do metabolismo 

do isolado 22A não identificados e quantificados, a porcentagem de recuperação de 

carbono nos produtos neste experimento aumentou em relação ao experimento com 

diferentes concentrações de lactose e sem controle de pH. A presença de compostos 

não identificados juntamente com o acúmulo de lactato podem ajudar a explicar o 

baixo rendimento de ácido propiônico obtido. Um dos maiores problemas da 

fermentação propiônica é o forte efeito inibitório do ácido propiônico, que inibe tanto 

o crescimento do microrganismo quanto a produção de ácido propiônico (BLANC e 

GOMA, 1987; LEWIS e YANG, 1992; GU et al., 1998). Concentrações de ácido 

propiônico acima de 27 mM já apresentam efeitos inibitórios (RAMSAY et al., 

1998), e o aumento dessa concentração para 410 mM resultou em diminuição de dois 

terços no crescimento celular e diminuição na produção específica de ácido 

propiônico 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 PRODUÇÃO DE ÁCIDO 

PROPIÔNICO PELO ISOLADO 22A 

O pH inicial do meio afetou a velocidade específica de crescimento 

até o pH 6,5, a partir do qual, a velocidade específica de crescimento foi em torno de 

0,3 h-1. No pH 8,0 foi observada a maior velocidade específica de crescimento, 0,317 

h-1 (Figura 8A). Padrão semelhante pode ser visto em relação ao rendimento de ácido 

propiônico, 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 não ouve mais 

efeito sobre o consumo de lactose (Figura 7C). A formação de biomassa foi bastante 

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

Apesar de apresentar bons rendimentos de ácido propiônico, 

semelhantes aos obtidos em condições de baixa concentração de substrato, a 

concentração final de ácido propiônico foi semelhante àquelas obtidas nos 

experimentos com diferentes concentrações de lactose (dados não mostrados). Assim 

como visto no experimento com diferentes concentrações 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 ºC. Foram determinadas a concentração a velocidade específica de crescimento 

(A), o rendimento de ácido propiônico (B), o consumo de lactose (C) e a biomassa 

máxima (D). 
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Os resultados obtidos acima podem representar uma característica 

importante para a fermentação propiônica, uma vez que a ação inibitória do ácido 

propiônico se dá principalmente pela perturbação da força próton motora. Quando na 

forma não dissociada, o ácido propiônico pode atravessar a membrana plasmática e 

no pH alcalino intracelular se dissociar, criando um excesso de prótons dentro da 

célula (GU et al., 1998). Para manter o gradiente através da membrana, a célula 

utiliza ATPases para bombear os prótons novamente para fora da célula, como 

resultado, menos ATP fica disponível para o metabolismo celular, o que inibe o 

crescimento celular e a produção de ácido propiônico (PÉREZ CHAIA et al., 1994; 

GU et al., 1998). Desta forma, a eficiência da fermentação propiônica em pH 

alcalinos pode ser devida ao aumento da fração de ácido propiônico ionizado no 

meio de cultivo, diminuindo assim seu efeito inibitório.  

Considerando os resultados obtidos com o isolado 22A nos 

experimentos em realizados em batelada, observa-se que em baixas concentrações de 

lactose houve maior eficiência de conversão do substrato em ácido propiônico. Desta 

forma, a utilização de sistemas de batelada alimentada e cultura contínua tornam-se 

alternativas para o cultivo do isolado 22A. Além disso, apesar do baixo rendimento 

de ácido propiônico obtido nos experimentos com diferentes concentrações de 

substrato, o isolado 22A foi capaz de utilizar completamente concentrações de 

lactose semelhantes aquelas encontrada no soro de queijo. Em adição, 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 produção de ácido 

propiônico pelo isolado 22A. 
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5. CONCLUSÕES 

O isolado 22A foi capaz de fermentar vários substratos, como 

açucares (glicose, lactose, maltose, sacarose, celobiose e manose), ácidos orgânicos 

(lactato, piruvato, malato, fumarato e succinato) e glicerol, produzindo ácido 

propiônico e acético como os principais produtos finais do metabolismo. 

A produção de ácido propiônico pelo isolado 22A foi estimulada 

pela adição de extrato de levedura ao meio. 

O isolado 22A foi capaz de utilizar a lactose do soro de queijo, em 

concentrações em torno de 14 Mm, com rendimento de ácido propiônico de 2,37 

mol/mol de lactose, próximo ao rendimento teórico máximo, 2,66 mol/mol de 

lactose. 

A concentração de lactose de 133,16 mM de lactose não 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 

concentração de lactose de 133,16 mM.  

O rendimento de produtos em bateladas com concentrações de 

lactose a partir de 133,16 mM diminuem drasticamente em relação ao rendimento 

observado com concentração 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 utilização de diferentes sistemas de cultivo, como cultura 

contínua e batelada alimentada, deverão ser testadas para avaliar a fermentação do 
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isolado 22A, uma vez que este isolado apresentou bom potencial de produção de 

ácido propiônico em concentrações em torno de 14 mM de lactose. 

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

queijo para a produção de ácido propiônico. 
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APÊNDICE A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1A. Curva padrão 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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APÊNDICE B 

 
 

3 Lactato  2 Propionato + 1 Acetato + 1 CO2 + 1 H2O 
Rendimento de Propionato: 0,66 mol/mol de lactato 

 
 

3 Glicose  4 Propionato + 2 Acetato + 2 CO2 + 2 H2O 
Rendimento de Propionato: 1,33 mol/mol de glicose 

 
 

3 Lactose  8 Propionato + 4 Acetato + 4 CO2 + 4 H2O 
Rendimento de Propionato: 0,66 mol/mol de lactose 

 
 

 1 Glicerol  1 Propionato + 1 H2O 
Rendimento de Propionato: 1 mol/mol de glicerol 

 
 

Figura 1B. Equações estequiométricas para a conversão de lactato, glicose, lactose e 

glicerol em propionato por bactérias propiônicas.  
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