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RESUMO

O soro de leite € um subproduto de elevado valor nutricional, composto
principalmente por lactose e proteinas. Representa uma fonte rica de nutrientes,
podendo ser utilizado em diversos processos fermentativos, porém quando
descartado de maneira incorreta pode gerar sérios problemas ao meio ambiente
devido a sua elevada carga organica. Desta maneira, o objetivo do trabalho foi
avaliar a producao de etanol e reducdo da matéria organica por Kluyveromyces
marxianus 229 em meios compostos por soro de leite. Os meios foram
fermentados por 48 horas em condi¢gBes aerObias e anaerdbias em diferentes
concentracbes de soro de leite (100%, 80%, 50% e 25%) e inoculo inicial
(5%,10%,15% e 20%). Em intervalos de 6 horas aliquotas dos meios
fermentativos foram retiradas para realizar analise de etanol, carboidratos,
proteinas, e demanda quimica de oxigénio (DQO). A maior producéo de etanol
ocorreu NOS Meios compostos por maiores concentracdo de nutrientes (MSL1), e
com 10% de inoculo inicial, chegando a produzir 18,70 g/L de etanol em 10
horas de fermentacéo e 17,20 g/L de etanol em 18 horas de fermentacdo em
condicbes aerObias e anaerObias respectivamente. Porém, em termos de
rendimento etandlico tedrico, os meios que apresentaram 50% de soro de leite
(MSL3), foram os que obtiveram melhores resultados, chegando a um
rendimento de 71,80% em aerobiose e 68,11% em anaerobiose . Em relacédo a
producédo e produtividade celular, os meios MSL1 com 15% de inoculo foram os
gue obtiveram resultados mais satisfatério, com 6,45 g/L e 0,53 g/L.h
respectivamente em aerobiose e 5,44 g/L e 0,22 g/L.h respectivamente em
anaerobiose. A levedura K. marxianus 229 apresentou melhores resultados
guanto a reducdo da DQO nos meios de menor concentracdo de nutrientes
(MSL4), chegando a reduzir até 94,26% e 83,28% ap0s 48 horas de
fermentacdo aerdbia e anaerdbia respectivamente. Assim, pelo fato de reduzir
o teor de matéria organica do soro de leite, reduzindo também seu impacto
causado ao meio ambiente, além de gerar bioprodutos de alto valor comercial,
verificou-se que a utilizacdo da Kluyveromyces em soro de leite é uma
alternativa promissora para se obter uma fonte renovavel de biocombustivel.

Palavras chave: Soro de Leite, etanol, bioprocessos, reducdo DQO, leveduras



ABSTRACT

Whey, a by-product with high nutritional value, mainly composed by lactose and
proteins, represents a rich source of nutrients that can be used in different
fermentation processes. However, when it's incorrectly disposed, can cause,
however when it's incorrectly disposed it can cause serious problems to the
environment due its high organic load. Thus, the aim of this study was to
evaluate the ethanol production and the organic matter reduction by
Kluyveromyces marxianus 229 in a media composed of whey. The media was
fermented for 48 hours under aerobic and anaerobic conditions at different
concentrations of whey (100%, 80%, 50% and 25%) and initial inoculums (5%,
10%, 15% and 20%). Aliquots of fermentation media were taken every 6 hours
to perform analysis of ethanol, carbohydrates, proteins and chemical oxygen
demand (COD). Ethanol production was higher in media containing higher
nutrients concentration (MSL1) and 10% of initial inoculums, reaching 18.70g/L
of ethanol after 10 hours and 17.20g/L after 18 hours of fermentation under
aerobic and anaerobic conditions, respectively; though in terms of theoretical
ethanol yield, the media containing 50% of whey (MSL3) obtained better results,
reaching a yield of 71.80% under aerobic condition and 68.11% under
anaerobic condition. Regarding the cellular production and productivity, the
media MSL1 containing 15% of inoculum obtained more satisfactory results,
presenting 6.45g/L and 0.53 g/L.h respectively under aerobic condition and
5.44¢g/L and 0.22 g/L.h respectively under anaerobic condition. The yeast K.
marxianus 229 showed better results for the COD reduction in the media with
lower nutrients concentration (MSL4), reducing to 94.26% and 83.28% after 48
hours of aerobic and anaerobic fermentation respectively. These results
showed that the yeast is able to reduce the content of whey organic matter,
reduce the impact of the whey on the environment and generate bio-products
with high commercial value, becoming a promising alternative to obtain a
renewable source of biofuel.

Keywords: whey, ethanol, bio-processes, COD reduction, yeast.
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1. INTRODUCAO

O interesse por subprodutos agroindustriais vem aumentando cada vez
mais, sobretudo devido a capacidade dos mesmos em serem utilizados como
substrato por diferentes micro-organismos capazes de produzir metabdlitos de
alto valor, a partir dos quais podem ser aplicados em diversos setores
industriais, além de reduzir o impacto ao meio ambiente que 0S MesMoOs
podem vir a ocasionar caso ndo sejam descartados de maneira correta. Dentre
os diversos subprodutos descartados pelas industrias, um de grande
importancia € o soro de queijo ou também chamado soro de leite.

O soro de leite é o subproduto da industria de laticinios resultante da
precipitacdo e remocdo das caseinas do leite durante a producdo de queijo,
representando o principal e mais problematico subproduto deste tipo de
industria, em virtude de sua elevada carga organica que apresenta uma
Demanda Quimica de Oxigénio em torno de 50.000 a 80.000 mg/L e também
pela grande quantidade de volume gerado. O soro quando descartado de
maneira incorreta e sem tratamento prévio pode gerar sérios problemas ao
meio ambiente.

Nos ultimos anos a legislacdo que cuida da qualidade do efluente das
inddstrias tornou-se mais rigorosa com relacdo ao destino dado ao soro de
leite, com o intuito de preservar o meio ambiente. No entanto, grande parte do
soro gerado pela maioria dos laticinios ainda é lancada na natureza como um
produto residual sem muita utilidade. Porém, hoje em dia esta abordagem vem
sendo abandonada ao passo que os estudos realizados mostram as excelentes
propriedades bioldgicas, tecnholdgicas e funcionais do soro, fazendo com que o
mesmo seja tratado cada vez mais como um subproduto de alto valor.

Do ponto de vista nutricional, o soro de leite € um subproduto rico em
nutrientes, com quantidades significantes de lactose e proteinas, além de
minerais, vitaminas e lipidios, € considerado um substrato em potencial para a
realizacdo de diversos processos biotecnolégicos, tais como aqueles que
remetem a conversdo da lactose para producdo de metabdlitos de interesse,

como o etanol e outros.
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A utilizacdo do soro como meio de cultura para a producdo de produtos
com maior valor agregado tem sido estudada ha muito tempo, sobretudo
devido a presenca do alto teor de lactose, um acgulcar fermentescivel que torna
0 soro um substrato para fermentacdo por alguns micro-organismos que
apresentem o potencial de metabolizar este dissacarideo, porém sdo poucos
0S micro-organismos que apresentam tal capacidade.

Dentre os micro-organismos capazes de fermentar a lactose utilizando-a
como fonte de carbono e energia, a levedura Kluyveromyces marxianus tem
apresentado grande destaque em estudos nos ultimos anos, pois além de
sintetizar bioprodutos como enzimas hidroliticas, produzir biomassa para
industria alimenticia, ribonucleotideos e oligossacarideos, também oferece
vantagens no processo industrial quanto a velocidade de crescimento, alta
atividade da enzima [-galactosidase podendo ser explorada para a producéo
de etanol como um metabdlito secundario a partir do soro de queijo. Por ser
considerado um micro-organismo padrao — GRAS (Generally Recognized as
Safe) trata-se de um micro-organismo seguro do ponto de vista da seguranca
alimentar e saude publica.

Com a perspectiva de crescimento da demanda mundial de etanol e pela
necessidade da geracao de fontes alternativas de energia, as quais repercutem
menores danos ambientais daquelas provindas de fontes fosseis como o
petroleo e seus derivados, tecnologias capazes de melhorar o desempenho e a
eficiéncia de processos fermentativos ganham importancia fundamental no
Brasil e no mundo.

A producdo de etanol através da bioconversdo da lactose do soro de
leite tem sido estimulada pela crescente necessidade mundial de energia, além
de representar uma forma simples de tratamento e disposicdo de grandes
guantidades de soro de leite produzidas pela industria reduzindo seu impacto

ao meio ambiente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral a producéo de etanol pela
levedura Kluyveromyces marxianus 229 através do soro de leite visando a
reducéo do seu potencial poluidor e a geragdo de um produto com maior valor
agregado.

2.2. Especificos
Como objetivos especificos, o presente trabalho buscou avaliar:
v O efeito da concentracdo do soro de leite na producédo de etanol e no
crescimento microbiano;
As diferentes concentragdes de indculos (5%, 10%, 15% e 20%);
O desempenho da levedura em condicOes aerdbias e anaerdbias, em
relacdo as variaveis massa celular, consumo de lactose, proteina,

eficiéncia na reducdo de DQO e producéao de etanol;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Producéo de etanol por fontes renovaveis

As mudancas climéaticas aliadas as necessidades estratégicas de
producdo de energia tém motivado uma corrida sem precedentes a producao
de combustiveis alternativos, preferencialmente de fontes renovaveis de uma
maneira ambientalmente sustentavel (COSTA, 2011).

Os biocombustiveis que fazem parte da matriz energética brasileira sdo
produzidos pela fermentacdo microbiana de agucares derivados de matérias-
primas agricolas, principalmente de amido e de sacarose. Os Estados Unidos e
o Brasil detém cerca de 70,00% da producdo mundial de etanol por meio de
amido de milho e caldo da cana de agucar, respectivamente (COSTA, 2011).

O etanol € um ‘Combustivel Universal’, considerado renovavel, ou seja,
pode ser produzido sem risco de esgotar 0s recursos naturais do planeta (ao
contrario do que ocorre com o petroleo), aléem da sua capacidade de reduzir as
emissdes de CO,. E um combustivel politicamente correto, que tem sido tema
de grande importancia e discussao, pela sua repercussao mundial relacionada
a escassez de fontes de energia e a busca por outras fontes alternativas para
producédo da mesma. Tem ganhado destague na economia brasileira e mundial
nos ultimos tempos, além de apresentar uma posi¢cao estratégica no mercado
tanto nacional quanto internacional (SANTANA et al., 2009). Isso porque ele é
produzido a partir de biomassa que é uma matéria renovavel e ndo contribui
para o acumulo de dioxido de carbono na atmosfera terrestre, ou seja, o0 CO;
liberado durante o uso da biomassa é absorvido novamente no processo de
fotossintese para a sua formacgédo (COSTA, 2011).

O desenvolvimento de pesquisas relacionadas com a producdo de bio-
combustiveis alternativos tem sido significativo nos ultimos anos, sobretudo
pela preocupacdo com a exaustdo das reservas de combustiveis fosseis como
0 petréleo e seus derivados, que tém sido considerados como alguns dos
principais responsaveis pelo aquecimento global. Portanto, os biocombustiveis

tem uma grande chance de liderar o mercado dos combustiveis, jA que é
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previsto que, num futuro préximo, as reservas de petréleo disponiveis no
mundo se tornem cada vez mais escassas (CIB, 2009).

A partir deste contexto a producéo de bioetanol tem emergido como uma
maneira mais viavel no que se refere a fontes ndo convencionais de energia,
uma vez que tal bioproduto tem indmeras aplicacdes tanto na éarea
farmacéutica, quimica ou alimenticia, além do desenvolvimento e avancos nas
pesquisas e nos procedimentos tecnolégicos do processo fermentativo
(SILVEIRA, 2006; ZAFAR et al., 2005; MARQUES; SERRA, 2004).

O etanol passou a ser utilizado como combustivel a partir da
necessidade em reduzir a dependéncia do pais a importacéo de petréleo (era
importado cerca de 80% de petroleo para atender a demanda nacional), assim
foi criado o Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) que visava 0
desenvolvimento das técnicas e aperfeicoamento dos insumos para a producao
de alcool (ANDRADE et al., 2009; SILVEIRA, 2006).

O programa governamental foi criado na década de 1970 devido a
primeira crise do petroleo, sendo este 0 motivo principal para o uso em larga
escala e o desenvolvimento de tecnologia para producédo de etanol no pais. A
partir do Proalcool, o setor teve um grande desenvolvimento, com
investimentos em equipamentos, servicos e novas tecnologias, tanto para a
parte agricola quanto para a industrial (CIB, 2009).

Simultaneamente ao desenvolvimento do PROALCOOL foram surgindo
alternativas de producéao de etanol, podendo citar como exemplo a utilizacao de
subprodutos agroindustriais como bagaco de cana-de-acgucar, palha de arroz,
trigo, soja e milho, por micro-organismos para a bioconversao dos acucares
destes subprodutos em etanol (SILVEIRA, 2006).

Com a perspectiva de crescimento da demanda de alcool combustivel
como aditivo de funcdo ambiental (pela reducdo de emissdes de CO,)
tecnologias capazes de melhorar o desempenho do processo ganharam
importancia fundamental no pais (ANDRADE et al., 2009; SILVEIRA, 2006).



26

3.2. Residuos gerados pelos laticinios e danos ambientais

As atividades conduzidas pelos processos industriais levam a geracéo
de residuos durante sua producdo, podendo ser estes liquidos, sélidos ou
gasosos. Quando ndo h& uma disposicéo correta de tais residuos, 0s mesmos
podem ocasionar sérios problemas de polui¢cdo no solo, em aguas superficiais
e em aguas subterrdneas, sobretudo por apresentarem, em geral, grande
concentracdo de material organico (carboidratos, proteinas, gorduras, entre
outros), e inorganico, onde o seu lancamento em corpos hidricos pode
proporcionar grande decréscimo na concentracao de oxigénio dissolvido nesse
meio, cuja magnitude depende da concentracdo de carga organica e da
guantidade langada (TULLIO, 2007; MATOS, 2005).

O crescimento e desenvolvimento industrial nas ultimas décadas tém
levado a geracao de efluentes potencialmente poluidores, sobretudo pelas suas
caracteristicas fisicas e quimicas, além da presenca de compostos organicos
ou inorganicos que podem ser toxicos a microbiota presente nos rios e lagos.
Juntamente com tais caracteristicas tem-se uma quantidade significativa de
efluentes gerados diariamente pelos processos industriais dos mais diversos
produtos que sdo considerados indispensaveis pela sociedade.

Os problemas ambientais associados as atividades industriais tem
levado os 6rgdos ambientais das esferas federais, estaduais e municipais a se
preocuparem e se conscientizarem, fazendo com que as industrias cumpram
leis de controle de emissdo de poluentes e estas por sua vez vém buscando
alternativas para se adequarem as normas impostas pela legislacdo ambiental
(TULLIO, 2007; ALMEIDA, 2004).

Os laticinios representam um importante setor da industria alimenticia,
tanto pelo ponto de vista econémico quanto social. Se considerar o grande
namero de empresas que descartam seus efluentes sem nenhum tipo de
tratamento prévio nos cursos d’agua, a contribuicao dos laticinios em relagao a
poluicdo hidrica, sobretudo pela sua carga organica alta, € muito significante
(COSTA, 2008). Tal problema se torna mais grave quando se considera que
90% dos laticinios que estdo em funcionamento sdo de pequeno porte, assim

nao dispdem de meios econémicos, tecnoldgicos e mao de obra qualificada
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para lidar com as mudangas necessérias a implantacdo de tecnologias limpas
para o aproveitamento do soro de leite (MURARI et al., 2011; COSTA, 2008;
TULLIO, 2007; ALMEIDA, 2004).

Dentre os subprodutos da industria de laticinios, o soro é até hoje o de
maior importancia, tanto pelo seu volume gerado, como pela sua carga
poluidora, que quando lancado em corpos receptores pode causar Seérios
problemas ambientais, devido a sua elevada carga organica de dificlil
biodegradabilidade (ALMEIDA, 2004).

O soro possui uma DQO (demanda quimica de oxigénio) de 50.000-
80.000 mg/L dependendo do processamento especifico utilizado na fabricacdo
de queijos e do contetdo de lactose, este valor é cerca de 100 vezes maior que
a carga organica do esgoto doméstico. Por isso que 0 seu descarte em corpos
receptores d’agua é preocupante (ALMEIDA, 2004), pois quando ha o
lancamento de grande quantidade de material organico oxidavel no corpo
hidrico, as bactérias aerbbias, para estabilizarem o material organico presente,
passam a utilizar o oxigénio disponivel no meio aquatico, baixando sua
concentragcdo na agua e podendo, provocar a morte de peixes e outros animais
aquaticos aerobios, por asfixia. Em caso de lancamento de grandes cargas
organicas, além de proporcionar a morte de animais, pode provocar a exalacao
de maus odores e de gases agressivos, além de causar eutrofizacdo de rios e
lagos e dificultar o tratamento da agua para o abastecimento publico (MATOS,
2005; FARIA et al., 2004). Sendo assim a sua disposicdo continua pode
ocasionar sérios problemas as estacdes de tratamento de esgotos e quando
descartados em solos pode alterar a estrutura fisico-quimica reduzindo sua
produtividade.

O efluente liquido é considerado um dos principais responsaveis pela
poluicdo oriunda das atividades das industrias de laticinios. Em muitos casos o
soro de queijo é descartado junto dos demais efluentes liquidos como esgotos
sanitarios gerados e as aguas pluviais captadas na respectiva indastria, se

tornando um forte agravante ao meio ambiente. (SILVA, 1997).
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3.3. Soro de leite

Na idade média o soro era utilizado em produtos farmacéuticos como
componente de unglentos para queimadura, como balsamo para pelo ou como
neutralizante para cabelos, mas raramente era usado na alimentacdo
(KOSIKOWSKI, 1979). O uso do soro passou a ter grande evidéncia em
meados do século XIX, na Europa Ocidental, com a criagcdo de mais de 400
‘casas de soro”. Em meados de 1940, na Europa Central, foi usado no
tratamento de dispepsia, uremia, gota, anemia, artrite, doencas hepéticas entre
outras (COSTA, 2008 e HOLSINGER et al.,1974).

O soro de leite ou também chamado de soro de queijo € um subproduto
gerado pelos laticinios, resultante da precipitacdo e remocao das caseinas do
leite durante a producdo de queijo podendo ser esta por via acida ou
enzimatica (MURARI et al., 2011).

O soro de queijo retém cerca de 55% dos nutrientes do leite, contendo
por volta de 4,5% de lactose, 0,6-0,8% de proteinas solluveis (albuminas e
globulinas), 0,03-0,01% de gordura, 0,5-0,8% de minerais principalmente
cloreto de sodio, aléem de fosfato e célcio e 0,2-0,8% de acido latico
(REVILLON et al., 2000). Existem também outros componentes como acido
citrico, compostos nitrogenados na forma nao protéica (como, por exemplo, a
uréia e o acido urico), além de vitaminas tais como: tiamina, riboflavina,
vitamina B6 e B12 e acido pantoténico.

A lactose e as proteinas sdo 0s componentes presentes no soro de leite
de maior importancia. A lactose, além de se apresentar em maior quantidade
no extrato seco total do soro, constitui de uma fonte em potencial de energia
para os diversos processos biotecnoldgicos que possa ser aplicada.

A proteina do soro é considerada de alto valor nutricional por conter
todos os aminoacidos essenciais facilmente digeriveis e considerados
altamente completos, tanto fisiolégica quanto nutricionalmente. As principais
proteinas do soro sao [B-lactoglobulina (55-65%), a-lactoalbumina (15-25%),
protease-peptona (10-20%), imunoglobulinas (10-15%), albumina do soro
bovino (5-6%), caseinas solluveis (1-2%) e proteinas em menores quantidades

(<0,5%) como lactoferrina, lactolina, glicoproteina, entre outras. Algumas das
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proteinas do soro apresentam importantes propriedades funcionais, como a B-
lactoglobulina que possui excelentes propriedades gelatinizantes; a a-
lactoalbumina apresenta propriedade emulsificante e a lactoferrina e a
lactoperoxidade que apresentam propriedades bacteriostéticas, isso torna o
soro de leite um ingrediente de alto valor tecnoldgico nas indastrias alimenticias
(SINHA et al., 2007).

O soro de leite pode ser acido ou doce, dependendo da sua forma de
obtencdo. De acordo com Sgarbieri (2004), quando ocorre precipitacdo das
proteinas do soro em pH em torno de 4,6, isto €, no pH isoelétrico (pl), resulta-
se a caseina isoelétrica, que é transformada em caseinato, resultando no soro
acido que é obtido na producédo dos queijos tipo cottage, “quarq” e requeijao
cremoso. Este tipo de soro menos utilizado quando comparado com o0 soro
doce, devido ao seu alto grau de cinzas, elevada concentracdes de sais e baixo
conteudo protéico, o que lhe confere flavour acido, que prejudica a sua
aceitacao nas industrias alimenticias (SGARBIERI, 1996).

Ja o soro doce é aquele que é separado da massa de queijo logo apés o
corte do coagulo e processado antes que a cultura lactea o acidifique em pH
em torno de 5,9 a 6,3 como é o0 caso dos queijos minas frescal, mussarela,
prato e outros (MOCKAITIS, 2003). A tabela 1 apresenta a diferenca na

composicao de nutrientes dos soros de leite doce e acido.

Tabela 1. Composi¢cdo média do soro de leite doce e acido

Componentes Soro Doce (%) Soro Acido (%)

Agua 93-94 94-95
Solidos Totais 6-7 5-6

Lactose 4,5-5 3,8-4,2
Proteina 0,6-0,8 0,6-1
Lipideos 0,3-0,5 0,3-06
Nitrogénio Nao-Protéico 22 27

Acido Lactico 0,1-0,2 0,7-0,8
Cinzas 0,5-07 0,7-0,8

Fonte: Costa (2008)
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A industria de derivados lacteos vem crescendo no cenario mundial,
sendo que, dentre os produtos lacteos, o aumento na producédo de queijo se
destaca consideravelmente. A produgdo mundial de queijo nos ultimos anos foi
de aproximadamente 14.246 mil toneladas (ANUALPEC, 2007), o Brasil ocupa
a terceira posicao entre os maiores produtores de queijo do mundo. Tendo em
vista que aproximadamente 90% do volume do leite destinado a fabricagcdo de
gueijo se transforma em soro, a fabricacdo de 1 kg de queijo, que em média,
necessita de 10L de leite, ird gerar cerca de 9L de soro (SOUZA et al., 2005).
Considerando que a producéo de queijos no Brasil estd em torno de 450 mil
toneladas por ano, tem-se equivalente a 4.050 mil toneladas de soro de queijo
sendo produzidas no pais (BARBOSA et al., 2010; GARCIA, 2009).

No Brasil as industrias produtoras de queijo em sua maioria sao de
pequeno porte, ndo dispondo de meios econdmicos e tecnologicos apropriados
para o reaproveitamento do soro de leite, além da falta de recursos humanos
gualificados nas unidades produtivas. Assim, o descarte deste subproduto no
meio ambiente torna-se cada vez mais comum (MENDES et al., 2003).

Por muito tempo, o soro foi considerado um produto de baixo valor
comercial residual, porém hoje em dia esta abordagem vem sendo
abandonada, sobretudo pelo fato do mesmo apresentar excelentes
propriedades biolégicas, tecnoldogicas e funcionais, sendo tratado cada vez
mais como um subproduto de alto valor agregado (TULLIO, 2007; MURARI et
al., 2011). Para cada litro de soro sdo desperdicados cerca de 50 g de lactose
e 10 g de proteina que possuem elevado valor nutricional e funcional, criando
condicBes para poder se pensar em um processo de valorizacdo do soro com
simultdnea reducdo da carga poluente e melhor aproveitamento de seus
nutrientes (DOMINGUES et al., 1999).

De acordo com os diversos processos tecnolégicos empregados no soro
de leite, este quando seco pode ser utilizado na alimentacdo animal, como
aditivo alimentar ou até mesmo ser convertido em produtos quimicos, além de
combustiveis e outros produtos através da fermentacdo (CARMINATTI, 2001).
Porém, o alto percentual de agua presente na sua composicdo inviabiliza

economicamente sua desidratacdo, e o fato de ser perecivel agrava o
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problema, impossibilitando seu armazenamento prolongado, direcionando as
pesquisas para seu melhor aproveitamento em diversas areas industriais
(SERPA et al., 2009).

Os trés principais destinos do soro de leite pelas industrias podem ser: o
primeiro € seu processamento em diversos produtos como soro em po, bebida
lactea, ricota, concentrado protéico, formulagcédo de alimentos infantis, iogurtes,
doces de leite, alimentos dietéticos, sopas, molhos, produtos de panificagéao,
confeitarias, sorvetes e bebidas, entre outros (tabela 2). J& o segundo destino
seria seu uso em alimentacdo animal podendo ser na forma liquida,
condensada ou seca. O terceiro seria 0 seu tratamento adequado para
posterior descarte no esgoto (MURARI et al.; 2011; CARMINATTI 2001).

Tabela 2. Algumas formas de aplicacdes para o uso de soro de leite

Bebidas carbonatadas e fermentadas

Bebidas energéticas

Precipitados de albuminas e globulinas como aditivos alimentares
Preparados cosmeéticos farmacéuticos

Producéo de lactose

Producéo de etanol

Producéo de acido lactico para industrias farmacéuticas e alimenticias

Meio de fermentacao para a producéo de antibioticos, combustiveis (metano)
Biomassa para producao de alimentos

Concentrado protéico do soro (Whey protein concentrate — WPC)

Fonte: CARMINATTI (2001)

O soro de leite também pode ser aproveitado como fertilizante, pois
contém elementos essenciais as culturas agricolas como nitrogénio, fésforo,
potassio, célcio, s6dio e magnésio. Contudo, este uso somente pode ser
realizado em locais com chuvas anuais adequadas e vegetacdo que absorva
nitrogénio e fosforo. Se for aplicado de maneira correta pode enriquecer as
pastagens e o solo, porém em excesso pode destruir a vegetacao e atingir 0s
lencois freaticos (ABREU, 2005).
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Mesmo com varias alternativas de uso estima-se que apenas 50% do
total de soro produzido € aproveitado, retornando a alimentacdo humana e
animal ou para producdo de medicamentos e outros produtos (MIZUBUTI,
1994). Portanto cada vez mais vem se buscando solu¢bes mais simples, com
baixo custo e de melhor compatibilidade com a preservacdo do meio ambiente
para o tratamento do soro descartado pelas industrias (MURARI et al., 2011;

COSTA, 2008).

3.4. Lactose

A lactose presente no soro de leite, chamada de “agucar do leite”, € o
carboidrato caracteristico do leite de vaca, € responsavel por 40% do total de
soélidos. Nos leites desengordurados corresponde a 45% dos solidos totais, ja
no soro é o composto sélido em maior quantidade em torno de 70% em base
seca (BALDASSO, 2011; CARMINATTI, 2001).

Quimicamente trata-se de um acucar redutor constituido por um radical
D-glicose e outro D-galactose, unidos por uma ligagéo p-1—.4 glicosidica como
mostra a figura 1 (SOUZA et al., 2005). Por possuir um grupo hidroxila livre, a
lactose é um acucar redutor e pode reagir com substancias nitrogenadas,

desencadeando a reacao de Maillard.

Figura 1. Representacéo da molécula de lactose (SOUZA et al., 2004)

A lactose apresenta a mesma formula molecular da sacarose e difere-se
desta pela configuracdo molecular, no poder edulcorante, na solubilidade e na

reatividade quimica, além de néo fermentar tdo rapidamente.



33

Este aclcar € encontrado no leite de todos mamiferos, principalmente no
soro, e em derivados como queijos, iogurtes, leite condensado, creme de leite,
entre outros, em concentracfes diferentes, sendo responsavel por seu sabor
levemente adocicado. Outras fontes de origem séo raras, este é o Unico dos
acucares comuns ndo encontrado em plantas (CARMINATTI, 2001).

O teor de lactose no leite e no soro apresenta uma variagado de acordo
com a espécie e alimentacao dos animais. O teor de lactose do leite bovino vai
depender da raca, fator de individualidade e, sobretudo, da fase de lactacdo do
animal (BALDASSO, 2011).

No organismo humano, a lactose age como uma promotora na absorgao
e retencdo de célcio no intestino e absorcdo de magnésio e manganés
(CARMINATTI, 2001).

A lactose apresenta uma baixa solubilidade, o que condiciona a sua
aplicacdo em alimentos, pois em altas concentracdes apresenta a tendéncia de
se cristalizar, desenvolvendo textura arenosa e/ou formacdo de depdsitos
(CUNHA, 2010).

Este dissacarideo é utilizado na industria alimenticia em diversos
produtos como, por exemplo: molhos para salada, condimentos, embutidos,
formulacbes infantis, sobremesas, produtos de confeitaria, bebidas
instantaneas, sopas e molhos e derivados lacteos entre outros. Além disso, ele
€ amplamente utilizada na industria farmacéutica como veiculo ou excipientes
de medicamento (YANG; SILVA, 1995), sem contar que a transformacao da
lactose tem sido frequentemente considerada como uma maneira de superar
os problemas ocorridos pelo descarte do soro das industrias de laticinios
(CARMINATTI, 2001).

3.5. Soro de leite como meio fermentativo

O soro de leite apresenta em sua composicdo um elevado teor de
lactose, aproximadamente 4,5%, o que representa cerca de 70% dos solidos
totais presente em tal subproduto. Por esta importancia, o aproveitamento
deste acucar fermentescivel por exceléncia vem sendo cada vez mais

explorado no ambito académico.
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A utilizacdo do soro lacteo como meio de cultura, justamente pela sua
rica composi¢cdo, faz do soro liquido ou concentrado um substrato de
fermentagdo bem atrativo e interessante, acrescentando a estes fatores o fato
gue o soro pode ser disponivel em grande quantidade a custo relativamente
baixo (MENDES et al., 2003).

O soro de queijo utilizado como substrato para o crescimento de
diferentes micro-organismos capazes de assimilar a lactose como fonte basica
de carbono e energia, além de reduzir a sua carga poluente, gera produtos de
elevado interesse comercial como € o caso do etanol (produto secundario) que
pode ser utilizado na fabricacdo de bebidas alcodlicas e como combustivel,
além da biomassa que € recuperada apdés centrifugacdo, sendo esta utilizada
na alimentacdo humana e animal (SILVEIRA, 2006).

Com a crescente demanda pelo etanol combustivel o processo de
tratamento do soro de leite pode se tornar cada vez mais viavel, pois os custos
com o tratamento acabariam se reduzindo devido ao retorno financeiro obtido
com o uso ou comercializacdo do etanol. A producéo de etanol a partir de soro
ja ocorre na Irlanda, Alemanha, Estados Unidos e principalmente na Nova
Zelandia, onde 50% do soro sao utilizados para produzir etanol (DINIZ, 2009).

De acordo com a FAO (2008) a producédo mundial de soro de leite esta
estimada em torno de 160 milhGes de toneladas por ano. Alguns autores
estimaram que, ao longo dos ultimos 50 anos, metade de todo o soro produzido
nao foi transformado em seus sub-produtos secundarios, mas sim foram
eliminados como residuos em efluentes. A quantidade de lactose disponivel
para a producéo de etanol pode ser elevada ficando em torno de 4 milhdes de
toneladas por ano. Se for considerada uma eficiéncia de conversdo de 85%,
poderia produzir cerca de 2,3 bilhdes de litros de etanol, isto €
aproximadamente 3,5% do total da producdo mundial de etanol em 2008, que
foi cerca de 65 bilhdes de litros (GUIMARAES et al., 2010).

A concepcédo de um processo para a producao de etanol a partir de soro,
além de ter o compromisso de maximizar a produtividade de etanol, tem o

objetivo de minimizar a concentracao de agucar residual do efluente, uma vez
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que a finalidade do processo também é o tratamento de residuos
(GUIMARAES et al., 2010; BECERRA et al., 2001a).

A obtencé&o de etanol pela fermentacédo da lactose tem recebido bastante
atencdo nos ultimos anos, e a procura de micro-organismos que tenham a
capacidade de produzir alcool diretamente da lactose é bem ampla, sendo que
a maioria das plantas comerciais tem como escolha a linhagem da levedura
Kluyveromyces sp, uma vez que o nimero de micro-organismos produtores é
limitado (GUIMARAES, et al.,, 2010; SILVEIRA, 2006; SILVEIRA, 2004,
RUSSEL, 1986).

Poucas linhagens de leveduras séo capazes de metabolizar a lactose
presente no soro de leite em etanol, dentre as que possuem tal capacidade
pode-se citar a levedura Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis e
Candida pseudotropicalis (GABARDO, 2011; GUIMARAES, et al, 2010; ZAFAR
et al., 2005).

No metabolismo de dissacarideos como a lactose, a hidrolise dos
mesmos a mondmeros € necessaria. Dependendo da espécie de levedura e da
natureza do acucar esta hidrélise pode ocorrer extracelularmente, no espaco
periplasmatico ou no citoplasma ap6s o transporte do dissacarideo (DINIZ,
2009). A capacidade de fermentar a lactose presente no soro ocorre pela
presenca de dois genes LAC12 e LAC4 que séo responsaveis pela codificacdo
das enzimas lactose-permease, que atuam como intermediarias do transporte
da lactose através da membrana citoplasmatica para o interior da célula e a B-
galactosidase que € responsavel pela hidrélise da lactose (dissacarideo) em
dois monossacarideos, a glicose e a galactose (GABARDO, 2011;
GUIMARAES et al., 2010; RUSSEL, 1986). Essas duas fontes de acuicar so
metabolizadas pela via glicolitica (Embden—Meyerhof—Parnas), contudo, antes
de participar dessa rota metabdlica, a galactose é convertida no intermediario
glicolitico glicose- 6-fosfato através da via Leloir, pela acdo de trés enzimas
(galactoquinase, galactose-1-P uridiltransferase e UDP-galactose 4-epimerase)
(GABARDO, 2011). A representacdo esquematica das rotas metabdlicas
envolvidas no processo da fermentacdo do soro de queijo em etanol encontra-

se ilustrada na figura 2.
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Figura 2. Rota metabdlica da fermentacao da lactose em etanol (GABARDO, 2011
apud RUBIO-TEIXEIRA, 2006).

Quando se fala em producdo de etanol o micro-organismo mais
comumente utilizado é a levedura Saccharomyces cerevisiae que é capaz de
fermentar uma grande variedade de acglcares. Porém, no caso do soro de leite,
a mesma nao é capaz de metabolizar a lactose, devido a auséncia da enzima
B- galactosidase e da lactose-permease. A partir disso, tem surgido, varias
abordagens para a fermentacédo da lactose por outros micro-organismos. Uma
delas é a técnica de DNA recombinante que, através da expressao de genes,
codifica as enzimas de degradacdo da lactose (B-galactosidade e lactose
permease) de Kluyveromyces lactis em outro micro-organismo como, por
exemplo, a S. cerevisiae (DOMINGUES et al., 1999; RUSSEL, 1986).

Estudos realizados por Ponsano (1995), ao utilizar a levedura
Kluyveromyces fragilis na fermentacéo alcodlica de soro de queijo para reduzir

a demanda quimica de oxigénio e producéo de etanol, obteve cerca de 14 g.L™*
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do produto apds sua separacao por destilacdo e uma reducéo de 72% da DQO
inicial. J& Silva e Castro-Gomez (1975) em um estudo sobre o processo
fermentativo do soro de leite também utilizando a levedura Kluyveromyces
fragilis obtiveram 25,46 g.L de etanol apds 17 horas de fermentacdo sob
agitacao.

As atuais politicas governamentais de protecdo do meio ambiente,
juntamente com os 6rgdos que controlam e fiscalizam a poluicdo ambiental, e
com o reconhecimento do valor nutricional e comercial do soro de queijo, tem
feito com que cada vez mais aumentasse o interesse em pesquisas nesta area,
a fim de introduzir novas metodologias de disposi¢ao e aproveitamento do soro.
Assim o soro de queijo que sempre foi considerado um subproduto indesejavel
passou a ser reconhecido como uma fonte potencial de nutrientes e que tem
estimulado o desenvolvimento de processos viaveis de conversao do soro em
bioprodutos de alto valor agregado (SILVEIRA, 2006).

A producédo de alcool atraves da fermentacédo do soro de leite tem sido
estimulada pela crescente necessidade mundial de energia. Neste contexto,
estudos da aplicacéo de processos biolégicos e quimicos para tratar o soro de
gueijo lancado de maneira incorreta no meio ambiente vao de encontro com a
necessidade de propostas para solucionar o problema da disposi¢céo incorreta
de soro pelas industrias queijeiras (ALMEIDA, 2004; KOSIKOWSKI, 1979).

3.6. Levedura Kluyveromyces marxianus e metabolismo

As leveduras constituem um dos grupos de micro-organismos com
ampla utilizacdo, sendo aplicadas em um grande numero de processos
fermentativos e de produtos resultantes do mesmo (BOURGEOIS; LARPENT
1995). Sdo seres aerdbios, mas também podem ser anaerébios facultativos,
pelo fato de conseguirem crescer na presenca ou auséncia de oxigénio. Os
acucares normalmente utilizados pelas leveduras como fonte de carbono
incluem a sacarose, glicose e frutose, ha ainda a galactose e a maltose como
carboidratos passiveis de serem metabolizados (OLIVEIRA, 2006). Algumas

leveduras podem usar uma série de fontes ndo convencionais de carbono,
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como os biopolimeros, as pentoses, os alcéois, os polidis, os hidrocarbonetos,
0s acidos graxos e os &cidos organicos (ROEPCKE, 2007).

Do ponto de vista tecnoldgico, as leveduras possuem vantagens em
relacdo a outros micro-organismos, sobretudo pela sua capacidade de
assimilar grande variedade de substratos e sua alta velocidade de crescimento
(ROEPCKE, 2007).

A levedura Kluyveromyces marxianus € um micro-organismo unicelular,
nao possui motilidade, pode se reproduzir sexualmente (conjugacéo) ou
assexualmente (fissdo), apresenta forma oval, morfologicamente semelhante a
Saccharomyces cerevisiae (OGRODOWSKI, 2006; SILVEIRA, 2006). Sua
classificacao encontra-se na tabela 3. Apesar de possuirem 0 mesmo ancestral
comum os géneros Kluyveromyces e Saccharomyces possuem requerimentos
nutricionais e redes metabolicas diferentes, provavelmente em virtude da

diferenca de nicho ecoldgico destes micro-organismos (DINIZ, 2009).

Tabela 3. Classificacdo taxonémica da levedura Kluyveromyces marxianus

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Subfilo Saccharomycotina
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Kluyveromyces
Espécie K. marxianus

Fonte: Fonseca et al., 2007

Ao contrario do género Saccharomyces, que ndo pode metabolizar a
lactose e assim transforma-la em etanol, a Kluyveromyces é capaz de assimilar
a lactose por um mecanismo fermentativo que é limitado a capacidade de
transporte do acucar, onde o nivel de oxigénio presente € um controle critico no
fluxo metabdlico (efeito Crabtree). A capacidade de assimilacdo de lactose de
algumas espécies do género difere da Saccharomyces pela regulacdo do

metabolismo do agucar, especialmente no que se refere a repressdo causada
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pelo excesso de glicose no meio, ou seja, altas concentragdes de substrato
favorecem o fluxo metabdlico com baixos niveis de oxigénio, fato que aumenta
a produtividade do etanol (SILVEIRA, 2006). Outro aspecto relevante da
Kluyveromyces marxianus é sua capacidade de crescer em lactose mesmo na
auséncia de respiracao (efeito Kluyver negativo).

De acordo com Pinheiros (2004), a levedura Kluyveromyces marxianus é
considerada Crabtree-negativa, isto €, quando exposta a condi¢cdes aerobias,
ndo fermenta o aglcar quando este se encontra em excesso. No entanto, por
vezes podem ocorrer desregulagcdes no metabolismo e este efeito ja nao
ocorre. Por exemplo, em culturas de Kluyveromyces marxianus de alta
densidade celular ocorre fermentacao alcodlica em condi¢cfes aerdbias, quando
0 acglcar se encontra em excesso, fato que mostra que tudo ira depender da
linhagem e do metabolismo do micro-organismo que esta sendo testado.

Bellaver (2004), ao estudar a baixa tendéncia de formagao de etanol por
células de Kluyveromyces marxianus CBS 6556 e sua relagdo com o efeito
Crabtree negativo inerente a espécie, mostrou que a baixa produtividade na
producéo de etanol é uma consequéncia na capacidade de tal levedura manter
o fluxo glicolitico constante, pela dispersdo de carbono para biossintese de
carboidratos ou para rota metabdlica da pentose fosfato.

A fisiologia da Kluyveromyces marxianus € influenciada por
caracteristicas como a concentracao inicial de substrato no meio fermentativo,
além do acumulo final de etanol durante o processo, uma vez que a taxa de
fermentacdo da lactose é reduzida em concentracfes de acucares acima de
2% e pelo acamulo de mais de 5% de etanol (SILVEIRA, 2006). Dentre suas
caracteristicas fisiolégicas importantes pode-se citar, como o exemplo, seu
rapido crescimento (taxa de crescimento aproximadamente p = 0,89 h™);
temperatura 6tima em torno de 40°C e afinidade para varios acucares, sendo
capaz de metabolizar lactose, xilose, rafinose e sacarose (ROUWENHORST,
1987).

A levedura Kluyveromyces marxianus apresenta grande aplicacéo
industrial, pela sua capacidade de utilizar lactose como fonte de carbono e

energia, além da mesma crescer em uma faixa ampla de temperatura, entre
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30° a 45°C (SILVEIRA, 2006). Apresenta um grande potencial para ser
empregada tanto na industria farmacéutica como alimenticia. A mesma tem
sido utilizada na producdo em larga escala de proteina unicelular (SCP) a partir
de soro de leite, além de ser reconhecida como um micro-organismo seguro
para o consumo humano (GRAS — Generally Recognized as Safe) pelo FDA
(MURARI, et al., 2011; SILVEIRA, 2006).

O género Kluyveromyces tem sido amplamente utilizado em indUstrias
pelas suas caracteristicas fisiolégicas e a sintese de bioprodutos como a
producdo de enzimas hidroliticas, biomassa para industria alimenticia,
ribonucleotideos, oligossacarideos, oligopeptideos e sua eficiéncia na
producdo de proteinas heterolégicas, componentes aromaticos e etanol
(SILVEIRA, 2006), além de oferecer inimeras vantagens quando se refere a
processos industriais, onde se pode destacar: a) alta velocidade de
crescimento que € um fator importante para industria alimenticia; b)
aceitabilidade como micro-organismo seguro; c) alta atividade da enzima (-
galactosidade; d) faixa de temperatura 6tima de crescimento em torno de 40°C
0 que diminui os custos com resfriamento e risco de contaminacdo (BELEM;
LEE 1998; FURLAN et al., 1995). Outra possivel aplicacdo desta levedura é na
producéo de leite fermentado Kefir contendo bifidobactérias, uma vez que a
levedura Kluyveromyces marxianus prolonga a sobrevivéncia destas bactérias,
gue sao benéficas a saude (PINHEIROS, 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Meio de Cultura e Manutencao dos Micro-organismos

4.1.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a levedura Kluyveromyces marxianus
229 adquirida junto ao Departamento de Bioguimica e Microbiologia da UNESP
de Rio Claro (SP).

4.1.2. Soro de leite

O soro de leite utilizado foi obtido do laboratério de Tecnologia de Leites
e Derivados do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos,
IBILCE/UNESP, ap0s o preparo do queijo tipo Minas Frescal, cujo pH antes do
processo fermentativo em questdo era de 6,20, tratando-se portanto de um
soro de leite classificado como doce.

4.1.3. Manutencé&o da Cultura Estoque

A levedura Kluyveromyces marxianus 229 foi propagada em tubo de
ensaio com tampdo com o0 meio Potato Dextrose Agar (PDA), onde o
crescimento ocorreu em temperatura de 37°C por 24 horas em BOD, e

posteriormente os tubos foram mantidos em refrigerador a 5°C.

4.2. Meio de Fermentacéo

4.2.1. Padronizacao do Inéculo

O indculo inicial foi realizado em frascos de erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL do meio de cultivo, conforme descrito na Tabela 4, sendo
inoculados a partir da cultura estoque (8 mL) com uma densidade 6ptica (D.O.)
aproximada de 0,8 a 0,9 com leitura em espectrofotbmetro a 600,,. Em
seguida estes frascos foram incubado a 35°C com agitacao de 100 rpm por 24

horas.
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Apo6s o periodo de incubacdo o meio foi centrifugado a 2 g por 20
minutos. O sedimento de células foi lavado duas vezes em agua destilada

esterilizada, antes de ser adicionado no meio de cultivo.

Tabela 4. Composicdo do meio de cultivo para crescimento
de K. marxianus 229.

Composto Concentracao (% p/v)
Glicose 2,0
Extrato de Levedura 0,6
(NH4),S0, 0,1
KH2PO,4 0,1
MgSO, 0,1
CaCl, Vie

4.2.2. Preparo do Soro de Leite Para Fermentacgao

O soro de leite foi filtrado, utilizando bomba a vacuo, onde
posteriormente realizou-se as diluicbes nas concentracdes desejadas para
fermentacéo, e em seguida foi esterilizado com um pH de 3,0 em autoclave a
121°C por 15 minutos.

Antes de seguir para a etapa de esterilizacdo, o soro de leite foi
suplementado (tabela 5) e diluido em diferentes concentracfes a fim de avaliar
se em concentracdes diferentes de nutrientes a levedura utilizada teria melhor
assimilacdo dos mesmos. Sendo assim os meios foram diluidos em uma
proporcao que representava 80%, 50% e 25% de soro de leite em 200 mL de
meios fermentativos utilizado, além de ser testado o meio fermentativo com

100% de soro de leite.
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Tabela 5. Composi¢do dos Meios Fermentativos

Composto Concentracao (% p/v)

Soro de leite 100%, 80%,50% e 25%
(NH4),S0,4 0,2
KH2PO4 0,2
MgSO4 0,2

A reducédo do pH para 3,0 antes da esterilizacao foi necesséria, pois de
acordo com o trabalho realizado por Ogrodowski (2006) e constatado por
Murari et al. (2011) nesta faixa de pH evita-se problemas com reacdo de
maillard, caramelizacdo e precipitacdo das proteinas, 0 que poderia causar
interferéncia no processo fermentativo subsequente. O soro de leite teve seu
pH reduzido para 3,0 com Acido Cloridrico (HCI) concentrado e apds a
esterilizacdo o pH foi ajustado assepticamente para 4,5 com Hidroxido de
Sadio (NaOH) concentrado.

4.2.3. Fermentacao do Soro de Leite

Apos a etapa de preparo e esterilizacdo dos meios, a fermentacédo em si
consistiu em testar 5%, 10%, 15% e 20% de inoculo (v/v), padronizado (item
4.2.1) nos meios fermentativos em 600 ., Tais concentracdes de inoculos
foram testadas em todos o0s meios estudados, onde os mesmos foram

designados conforme descrito na tabela 6.

Tabela 6. Designacdo dos meios fermentativos de soro de leite, de acordo com
suas concentracoes.

Concentracao Soro de Leite Designacao dos Meios
100 % soro de leite MSL1
80 % soro de leite MSL2
50 % soro de leite MSL3

25 % soro de leite MSL4
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Os meios foram incubados a 37°C por 48 horas sem agitacao (cultivo
anaerébio) ou a 100 rpm (fermentagcdo aerdbia). Em um intervalo de 6 horas
eram retiradas aliquotas dos meios para realizagcdo das andlises de
carboidrato, proteinas, DQO, etanol, além do crescimento do micro-organismo.

4.3. Curva de Crescimento

Foi realizada a curva de crescimento da levedura Kluyvermyces
marxianus 229 nos diferentes meios fermentativos, para se obter o perfil
fermentativo da mesma em condi¢cdes aerObias e anaerObias e em distintas
concentragbes de nutrientes, onde uma curva com os valores da densidade

Optica do meio medidos a 600, € 0 tempo de fermentacao foi realizado.

4.3.1. Quantificacdo do crescimento por densidade Optica
A curva do crescimento celular foi determinada pela medida da
absorbancia a 600 . A medida foi realizada em 10 pontos dentro das 48

horas de fermentacéo. O experimento foi realizado em triplicata.

4.3.2. Crescimento em Aerobiose

Para realizacdo da curva de crescimento aerdbia, os meios foram
submetidos as mesmas condicbes de cultivo citadas no item 4.2.3 em
erlenmeyers de 250 mL tampados com tampdo, apdés a adicdo de das
diferentes concentracdes de inoculo padrdo (v/v) testados nos meios, estes
foram incubados em “shaker” (Tecnal - 420) a 37°C por 48 horas em uma
agitacdo de 100 rpm, onde em um intervalo de 3 e de 6 horas foram retiradas
aliquotas dos meios fermentativos para realizar a medida da densidade Optica
a 600,, e em seguida estas aliquotas foram centrifugadas, onde o
sobrenadante foi armazenado para realizacdo dos métodos analiticos (item

4.4.) e a biomassa para a analise de massa seca (item 4.4.5).
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4.3.3. Crescimento em Anaerobiose

Para a curva de crescimento em anaerobiose, 0s meios foram
submetidos as mesmas condi¢cdes de cultivo citadas no item 4.2.3 em
erlenmeyers de 250 mL vedados com tampao e seguiram-se 0S mMesmos
procedimentos da curva de crescimento em aerobiose (item 4.3.1). A diferencga
foi que, neste caso, os meios foram incubados em BOD também a 37°C por 48
horas, porém, sem agitagao.

4.3.4. Calculos relacionados ao crescimento celular
4.3.4.1. Produtividade em Biomassa

Py = Xi.=Xo
ts

Onde:

Xt = concentracdo biomassa final (g/L)
Xo = concentracdo biomassa inicial (g/L)
tr = tempo total de fermentacédo (horas)

Px = produtividade em biomassa (g/L.h)

4.3.4.2. Conversao substrato a Massa Celular

Yx/s = X{ﬁg
Si- S

Onde:

Xt = concentracdo biomassa final (g/L)
Xo = concentracdo biomassa inicial (g/L)
S¢= concentracao substrato final (g/L)
S¢= concentracao substrato total (g/L)

Yws = produtividade em biomassa (g/L.h)
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4.4. Métodos Analiticos
4.4.1. Determinagédo de Carboidratos

A analise de consumo de carboidrato foi realizada através da técnica de
ADNS (4cido 3,5-dinitrossalicilico) (MILLER, 1959), que mediu o teor de
acucares redutores. Tal técnica constituiu em retirar 0,5 mL da amostra diluida
e adicionar o volume igual de solucdo de DNS nos tubos de ensaio,que foram
fervidos durante 5 minutos. A amostra foi esfriada e em seguida foram
adicionados 4 mL de agua destilada. Simultaneamente, foi feita uma curva de
calibracdo com diferentes concentracdes de lactose. A leitura foi realizada em

espectrofotometro a 540,m (Apéndice A).

4.4.1.1. Célculo do consumo de lactose (%)

Para calcular a porcentagem no consumo da lactose pela levedura, foi

utilizada a seguinte equacao:

% consumo de lactose = (S; = S;)* 100
St

Onde:
Si= concentracao substrato final (g/L)

S¢= concentracao substrato total (g/L)

4.4.1.2. Calculo da velocidade de consumo do substrato (g/L.h)

Para calcular a velocidade média do consumo de substrato (lactose) foi

utilizada a seguinte equacao:

Ps=Si =S¢
ts

Onde:

S¢= concentracao substrato final (g/L)
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Si= concentracao substrato total (g/L)
ti= total de fermentacao (horas)
Ps= velocidade média consumo de substrato (g/L.h)

4.4.2. Determinacgédo de Proteinas

Foi realizada através do método de Lowry (HARTRE, 1972), que mediu
a concentracdo de proteinas presente no soro. Para tanto, foi preciso retirar 1
mL da amostra de soro diluida e adicionar 0,9 ml da solucéo A (constituida de
tartarato de sodio e potassio e carbonato de sddio anidro), seguido de
tratamento em banho maria a 50° C por 10 minutos, onde apoés resfriamento foi
adicionado 0,1 mL da solucéo B (constituido de tartarato de sodio e potassio e
sulfato de cobre pentahidratodo) deixando em repouso por 10 minutos,
adicionando posteriormente 3 mL da solucdo C (Folin-Ciocalteau), deixando em
banho maria a 50°C por 10 minutos. Realizou-se por fim a leitura em
espectrofotometro a 650nm, onde simultaneamente foi feita uma curva de

calibracdo com diferentes concentracdes de albumina bovina (Apéndice A).

4.4.2.1. Calculo do consumo de proteinas (%)

Para calcular a porcentagem no consumo de proteinas totais pela

levedura a seguir:

% consumo de proteinas totais = (P, — P;)* 100
Pt

Onde:
P:= concentracao proteina final (g/L)

P= concentracao proteina total (g/L)
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4.4.3. Determinagéo de Etanol

A determinacao do etanol foi realizada através de cromatografia gasosa
(cromatografo Hewleth Packard series Il modelo 5890 equipado com coluna
SPB-35 e detector de ionizagao de chama).

As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 230°C, a
temperatura do forno foi programada inicialmente para 40°C, sendo aumentada
em uma velocidade de 20°C/min até a temperatura final de 100°C. Como gas
de arraste foi utilizado nitrogénio e uma taxa de split de 1:5. A amostra do
‘headspace” foi retirada por meio de uma seringa propria para gases.
Simultaneamente, foi feita uma curva de calibragdo com diferentes

concentragdes de etanol (Apéndice A).

4.4.3.1. Célculos relacionados a producéo etandlica

4.4.3.1.1. Fator de converséao substrato a etanol (g/g)
Para calcular o fator de conversdo do substrato a etanol foi utilizada a

seguinte férmula:

Yes=E =Ep
Si - S
Onde:

Es= concentracao produto final (g/L)

Eo= concentracao produto inicial (g/L)
S¢= concentracao substrato total (g/L)
St = concentracao substrato final (g/L)

Y eis= fator de converséo substrato a produto (g/g)

4.4.3.1.2. Produtividade em etanol (g/L.h)

Yee =Ef = Ep
tf
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Onde:

E: = concentracao produto final (g/L)
Eo = concentracao produto inicial (g/L)
tr = tempo total de fermentacéo (horas)

Ype = produtividade em etanol (g/L.h)

4.4.3.1.3. Rendimento (%)

n = (Er_=Eg)*100
(St - Sp) * 0,5368

Onde:

Es= concentracao produto final (g/L)
Eo= concentracao produto inicial (g/L)
Si= concentracao substrato total (g/L)
St = concentracao substrato final (g/L)

0,5368 = estequiometria para converséo da lactose em etanol

4.4.4. Determinacdo da Demanda Quimica de Oxigénio
Para realizacdo das analises de DQO, foi utlizado o método
colorimétrico de refluxo fechado, utilizando um digestor e espectrofotbmetro a
620 ,m, aparelho da Hach Co., segundo metodologia da APHA (1995).

4.4.4.1. Calculo de eficiéncia na reducdo de DQO

% de reducao = (DQO entrada — DOO ponto de coleta) * 100
DQO entrada
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4.4.5. Determinacao de Massa Celular Seca (MSC)

A metodologia empregada foi a descrita pela AOAC (Association of
Analytical Chemistry, Official methods of Analysis), que consistiu em centrifugar
aliquotas de 10 mL do meio fermentativo a 2 g por 30 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e a biomassa lavada com agua destilada, seguida de
secagem em estufa a 105°C até peso constante.

4.4.5.1. Calculo para Determinacdo da Massa Seca

Xe = Me — Ms
Ms

Onde:
Xe = Conteudo de umidade, expresso na base seca, g/L
Me = Massa da amostra no equilibrio, g

Ms = Massa seca da amostra, g

4.5. Analise dos Resultados

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados amostrais
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey e Kramer através do programa GRAPHPAD INSTAT
(Rutgers University, Camden, New Jersey). Os tratamentos foram considerados

significativos para p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Soro de Leite

5.1. Parametros Fisico-Quimicos dos Meios de Cultivo antes da
Fermentacao

Os meios de cultivos MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, cuja designacao
encontra-se explicada na Tabela 6, apresentaram a composicdo conforme
descrita na Tabela 7, quanto ao pH, carboidrato, proteinas e DQO antes da
fermentacéo pela levedura Kluyveromyces marxianus 229.

A importancia de saber qual a composicdo média dos meios de cultivo
antes da fermentacdo é para verificar a assimilacdo destes nutrientes pela
levedura apos o periodo fermentativo estudado, podendo entdo calcular seu
rendimento e produtividade quanto aos metabdlitos gerados e também avaliar

se houve uma reducao expressiva quanto a carga organica do soro de leite.

Tabela 7. Caracterizacdo da composicdo média dos meios fermentativos a base de soro

de leite em diferentes concentracdes antes da fermentacéao.

Meios de Cultivo pH Carboidratos Proteinas DQO mg/L
g/L g/L
MSL1 4,5+0,10 57,60 £ 1,52 7,50+0,20 66.200 + 0,03
MSL2 4,5+0,10 45,60 + 1,52 6,20 £ 0,20 56.500 + 0,05
MSL3 4,5+0,10 32,50 +1,52 3,80 +£0,30 38.880 + 0,05
MSL4 4,5+0,10 18,80 + 1,52 2,70+0,15 22.680 + 0,06

* MSL1 (100% soro de leite), MSL2 (80% soro de leite), MSL3 (50% soro de leite), MSL4 (25%

soro de leite).

Os resultados obtidos no meio de cultivo MSL1

representam a

composicao original do soro de leite, uma vez que tal meio ndo foi diluido,
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mostrando que os mesmos condizem com o0s valores tedricos expressos pela
literatura de acordo com Révillon et al. (2000).

Os resultados dos meios de cultivo testados (MSL2, MSL3 e MSL4)
foram obtidos com as diluicdes realizadas a partir do MSL1, utilizando as
analises descritas no item 4.4,

5.2. Padronizac¢édo do In6culo Inicial
A tabela 8 mostra as concentracdes de indculos padronizados no inicio
das fermentacdes aerdbias e anaerdbias. A padronizacao do indculo é uma das
etapas mais importantes em um processo fermentativo, uma vez que tanto a
guantidade de células, bem como o estagio fisiolégico das mesmas podem
influenciar grandemente o desempenho do bioprocesso (BARROSO, 2010),
além da qual garante que em todos os meios esta sendo inoculada a mesma

guantidade de células da levedura.

Tabela 8. Densidade 6ptica dos inéculos iniciais testados na fermentagcédo do soro

de leite.
InGculo DO. a 600 nm Células Iniciais (g/L)
5% 0,100 0,15
10% 0,150 0,27
15% 0,230 0,40
20% 0,270 0,53

5.3. Processo Fermentativo Aerdbio e Anaerdbio

5.3.1. Curva de Crescimento Microbiano

As figuras 3, 4, 5 e 6, mostram as curvas de crescimento aerébio e
anaerobioda levedura K. marxianus 229, quando esta se encontra a 5%, 10%,
15% e 20% respectivamente de indculo inicial nos meios MSL1, MSL2, MSL3
e MSL4.
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Figura 3. Curva de crescimento médio da levedura Kluyveromyces marxianus 229 em diferentes
concentragdes de lactose MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 5% de indculo inicial, sob condi¢bes

aerdbias e anaerdbias.
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Ao analisar a figura 3, observa-se que todos 0s meios fermentativos
(MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4), com inoculo inicial de 5% submetidos a

fermentacdo aerobia, apresentaram um pico maximo de crescimento, com 18

horas de fermentacéo, havendo posterior estabilidade e declinio.

Ja em condicbes anaerdbias, os meios fermentativos apresentaram seu

pico maximo de crescimento com 30 horas de fermentacdo. Esse resultado

mostra que o crescimento da levedura a 5% em aerobiose, foi maior e mais

rapida, mostrando uma economia de tempo de 12 horas (figura 3 e tabela 9).
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Figura 4. Curva de crescimento médio da levedura Kluyveromyces marxianus 229 em diferentes
concentragfes de lactose MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 10% de indculo inicial, sob condi¢bes

anaerbbias e anaerobias.
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Os meios fermentativos (MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4), contendo uma
concentracdo de indculo inicial de 10%, quando em condicbes aerobias,
apresentaram um pico maximo de crescimento, conforme a figura 4, com 12
horas de fermentacdo. Ja em anaerobiose a levedura Kluyveromyces
marxianus 229, com 0s mesmos meios, levou exatamente o dobro de tempo

para atingir seu pico maximo de crescimento, isto €, com 24 horas de

fermentacgéo.
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Figura 5. Curva de crescimento médio da levedura Kluyveromyces marxianus 229 em diferentes
concentra¢fes de lactose MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 15% de in6culo inicial, sob condi¢bes
aerdbias e anaerdbias.

Em condi¢cBes aerdbias, os meios fermentativos (MSL1, MSL2, MSL3 e
MSL4), que inicialmente tiveram uma adicdo de 15% de inoculo, levaram 15
horas para atingir seu pico maximo de crescimento (figura 5). Quando em
anaerobiose, tal pico ocorreu com 24 horas de fermentacéo, igual ao ocorrido

com 0s meios anaerébios com 10% de indculo inicial.
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Figura 6. Curva de crescimento médio da levedura Kluyveromyces marxianus 229 em diferentes
concentracdes de lactose MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 20% de in6culo inicial, sob condi¢Ges
aerébias e anaerobias.

Ao testar a concentracdo de 20% de indculo inicial nos meios
fermentativos (MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4), observa-se que, em aerobiose, 0s
mesmos levaram 15 horas para atingir seu pico maximo de crescimento, assim
como também ocorreu com os meios com 15% de inoculo inicial. Em condi¢des
anaerObias, o pico maximo de crescimento ocorreu com 20 horas de
fermentacéo (figura 6), sendo estes os meios que menos se distinguiram dos
meios aerobios nas mesmas condi¢cdes, ou seja, 0 pico maximo de crescimento

pela levedura em anaerobiose ficou bem préximo do obtido em aerobiose.

O que se observa em relacéo a confeccao da curva de crescimento pela
Kluyveromyces marxianus 229, em diferentes concentracdes de inoculo inicial,
€ gue a mesma apresentou resultado mais satisfatorio, quando em aerobiose,
nos meios de cultivos testados com 10% de indculo inicial (figura 4), pois neste,
a levedura levou menos tempo para atingir seu pico maximo de crescimento,
levando apenas 12 horas de fermentacdo. Ja em condi¢cdes anaerdbias o0s
meios de cultivos com 20% de in6culo, foram 0s que apresentaram um pico
maximo de crescimento em menor tempo, ou seja, estes levaram 20 horas de

fermentacdo, ao contrario dos demais inoculos testados, que em sua maioria
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levaram 24 horas e até mesmo 30 horas, conforme ocorrido nos meios com 5%
de in6culo inicial (figura 3).

Os meios MSL1 e MSL2 nao apresentaram diferenca significativa entre
si, quanto ao valor médio da D.O. a 600 ., obtido durante o pico maximo de
crescimento aerdbio para as diferentes concentracfes de inéculos (tabela 9)
(Tukey, p > 0,05). Os meios MSL3 e MSL4, estes também ndo apresentaram
diferenca significativa entre si quanto ao valor médio da DO (Tukey, p > 0,05),
entretanto, apresentaram um valor de D.O. maior que os meios MSL1 e MSL2
em aerobiose (tabela 9).

Tabela 9. Comparacédo do tempo levado pela levedura K.marxianus 229 para
atingir seu pico maximo de crescimento e seus respectivos valores de D.O, nos
meios com diferentes concentracdes de lactose (MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4) e

diferentes concentracbes de in6culos iniciais, em condicdes aerdbias e
anaerodbias.

Meios Pico maximo Valor D.O. 600 nm
crescimento (horas)
Aerdbio Anaerobio Aerdbio Anaerobio
5% Indculo
MSL1 18 30 0,520 0,470
MSL2 18 30 0,510 0,498
MSL3 18 30 0,693 0,485
MSL4 18 30 0,620 0,490
10% Inéculo
MSL1 12 24 0,533 0,503
MSL2 12 24 0,572 0,426
MSL3 12 24 0,625 0,424
MSL4 12 24 0,629 0,447
15% Inéculo
MSL1 15 24 0,553 0,470
MSL2 15 24 0,580 0,497
MSL3 15 24 0,680 0,538
MSL4 15 24 0,687 0,552
20% Indculo
MSL1 15 20 0,566 0,492
MSL2 15 20 0,564 0,476
MSL3 15 20 0,682 0,509

MSL4 15 20 0,648 0,513
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Tal diferenca entre os resultados pode estar no fato de que os meios
MSL3 e MSL4 foram os meios mais diluidos, ou seja, se encontravam com
menor concentracdo de nutrientes, que poderiam estar causando inibicao pelo
substrato.

Independente da concentracdo de indculo observa-se que 0s meios
aerdbios sdo os que apresentaram um pico de crescimento celular maior e em
menor tempo de fermentacdo (Tabela 9), quando comparados com 0S meios
anaerébios, o que é explicado devida a réapida oxidacdo do substrato pelo
micro-organismo, para obter energia e levar a producéo de massa celular.

De acordo com Pelczar et al. (1980) no inicio da curva de crescimento
dos micro-organismos ocorre a adaptacéo fisiolégica das células ao meio de
cultura no qual elas foram introduzidas. Nesta etapa, o0 metabolismo esta ativo
(sintetizando enzimas e coenzimas) de modo a criar as condicbes para que
elas possam se dividir. Em seguida, o numero de células aumenta
exponencialmente com o tempo. Posteriormente o numero de células viaveis
se mantém constante, se tornando iguais ao namero células que nascem e as
gue morrem. Por fim, ocorre o declinio, pois as condicbes do meio vdo se
tornando cada vez mais impréprias para as células sobreviverem; o que pode

ser observados nas figuras 3,4, 5 e 6.
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5.3.2. Massa Celular

Para saber a quantidade de células que foram produzidas nas 48 horas
de fermentacdo, e se a concentracao inicial de inéculo nos meios fermentativos
(MSL1, MSL2 MSL3 e MSL4) acabariam influenciando na produ¢do da mesma,
foi feita analise da producédo celular em g/L dos meios em condi¢cdes aerodbias

e anaerobias, conforme resultados demonstrados nas figuras 7, 8, 9 e 10 e na

Tabela 10.
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Figura 7. Produgdo média de massa celular pela levedura Kluyveromyces marxianus 229 em
diferentes concentracdes de lactose MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 5% de in6culo inicial, sob
condicdes aerdbias e anaerdbias.
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Figura 8. Producdo média de massa celular pela levedura Kluyveromyces marxianus 229 em
diferentes concentra¢cfes de lactose MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 10% de in6culo inicial, sob
condicOes aerdbias e anaerobias.
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Figura 9. Produgdo média de massa celular pela levedura Kluyveromyces marxianus 229 em
diferentes concentragdes de lactose MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 15% de in6culo inicial sob
condigbes aerdbias e anaerobias.

Figura 10. Producdo média de massa celular pela levedura Kluyveromyces marxianus 229 em
diferentes concentragdes de lactose MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 20% de in6culo inicial, sob
condicdes aerdbias e anaerdbias.

As figuras 7, 8, 9 e 10 mostram resultados semelhantes aos
apresentados pela DO. o que é esperado, ja que sdo parametros relacionados.
O cultivo aerdbio favoreceu maior e mais rapida producdo de biomassa

pela K. marxianus 229. O emprego do indculo inicial de 10% resultou no tempo
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mais curto de obtencdo de biomassa (12 horas) independente da concentracao

de substrato.

Tabela 10. Resultados obtidos quanto a producdo celular, produtividade celular e
conversao substrato a célula, pela levedura K. marxianus 229, em relacdo ao pico
maximo de crescimento na fermentacdo dos meios com diferentes concentracdes de
lactose (MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4) e diferentes concentracdes de indculos iniciais.

Meios  Massa Celular (g/L) Px (g/L.h™ Yxs (g/g™)
Aerébio Anaerdobio Aerdbio Anaerdébio Aerébio Anaerébio
5% In6culo
MSL1 5,04 4,20 0,30 0,14 0,09 0,08
MSL2 5,00 3,90 0,27 0,13 0,12 0,10
MSL3 4,38 3,15 0,24 0,10 0,15 0,12
MSL4 3,15 2,98 0,22 0,09 0,18 0,17
10% Ind6culo
MSL1 6,45 5,44 0,53 0,22 0,12 0,11
MSL?2 5,61 455 0,46 0,18 0,14 0,12
MSL3 4,94 3,34 0,41 0,14 0,20 0,14
MSL4 4,50 3,10 0,37 0,13 0,27 0,20
15% Indculo
MSL1 6,76 5,80 0,45 0,24 0,12 0,12
MSL?2 5,85 4,90 0,39 0,20 0,13 0,13
MSL3 5,32 4,20 0,35 0,17 0,19 0,17
MSL4 4,87 3,80 0,32 0,15 0,29 0,25
20% Ind6culo
MSL1 6,00 5,20 0,40 0,28 0,11 0,12
MSL?2 5,42 4,45 0,36 0,24 0,13 0,14
MSL3 423 3,75 0,28 0,20 0,14 0,16
MSL4 3,50 3,25 0,23 0,18 0,20 0,25

De acordo com a Tabela 10, é possivel observar que em todas as

diferentes concentracdes de inoculo inicial (5%,10%,15% e 20%), 0S meios

fermentativos que inicialmente tiveram uma concentracdo de substrato maior,
isto é, MSL1 (57,6 g/L de lactose), seguido do MSL2 (45,65 g/L de lactose),

foram os meios que apresentaram maior producdo e produtividade (Px) em

massa celular.
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A produgéo celular nos meios MSL1 foi em média 35% maior do que nos
meios MSL4 (Tukey, p < 0,05), entretanto, tal diferenca pode ser explicada
pelas menores concentracdes de substratos nos meios MSL4, portanto, menor
fonte de carbono e nitrogénio para converséo de biomassa.

E importante observar que o rendimento de biomassa (Yxs) para todos
experimentos foi maior no MSL4, isso pode indicar que a menor concentracéo
de substrato no meio exerceu menor pressdao osmética, e melhor eficiéncia de

conversao do substrato em massa celular.

5.3.2.1. Massa Celular 5% de In6culo

Ao comparar 0s meios aerdbios e anaerobios, de maior producédo celular

entre si com 5% de indculo, isto é, os MSL1, pode-se dizer de acordo com o
teste de Tukey, ndo houve diferenga significativa entre ambos (Tukey, p >
0,05), havendo apenas uma diferenca de 16,6% a mais de producao celular do
aerobio para o anaerébio (5,04 g/L e 4,20 g/L e um consumo de lactose de
91,50% e 82,04% respectivamente). Ja quanto a produtividade o aerébio foi
53,3% maior que o anaerdbio (0,30 g/L.h™* e 0,14 g/L.h™ respectivamente),

havendo uma diferenca significativa entre os meios (Tukey, p < 0,05).

5.3.2.2. Massa Celular 10% de In6culo

Neste caso, ao comparar 0s meios de maior producao celular (MSL1),

observa-se que estes apresentaram uma diferenca de 15,6% (Tukey, p > 0,05)
do aerobio para o anaerdbio (6,45 g/L e 5,44 g/L respectivamente) com um
consumo de lactose para producdo celular de 90,60% e 87,70%
respectivamente. JA em relacdo a (Px) esta diferenca foi de 58,5% entre

ambos, com 0,53 g/L.h™ e 0,22 gl.h™ respectivamente (Tukey, p < 0,05).

5.3.2.3. Massa Celular 15% de In6culo

O MSL1 aerébio (meio de maior producao celular), teve uma producéo

de 14,20% a mais, quando comparado com 0 mesmo meio submetido em
anaerobiose, representado uma producdo e produtividade, respectiva de
ambos de 6,76 g/L.h e (Px) 0,45 g/L.h™ para aer6bio e 5,80 g/L e 0,24 g/L.h*
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para anaerdbio, com um consumo de lactose respectivo de 93,15% e 89,45% .
Quanto a produtividade, esta teve uma diferenca de 46,6% a mais do aerébio

para o anaerébio (Tukey, p < 0,05).

5.3.2.4. Massa Celular 20% de In6culo

Com o in6culo de 20% o MSL1 aer6bio (também de maior producéo

celular), teve uma producao celular de apenas 13,3% a mais de que o MSL1
anaeroébio (6,00 g/L e 5,20 g/L respectivamente), ndo havendo uma diferenca
significativa entre ambos (Tukey, p > 0,05), quanto ao consumo de lactose para
tais finalidades, este foi de 89% e 83,30% para 0s meios aerobios e anaerdbios
respectivamente. Em relacdo a (Px), a diferenca entre os meios foi de 30% a
mais, do aerdbio para anaerdbio (0,40 g/L.h *e 0,28 g/L.h™ respectivamente),
com diferencga significativa entre estes (Tukey, p < 0,05).

Outra caracteristica observada na fermentacdo da K. marxianus 229 no
soro de leite, em diferentes concentracdes de substrato e de inéculo, esta no
fato de que a maior producdo celular nestes meios ocorreu na mesma hora
(figuras 7, 8,9 e 10), onde houve o pico maximo de crescimento pela levedura,
conforme demonstrados nas figuras 3, 4,5 e 6.

Também fica evidente, que 0s meios aerobios foram os que tiveram
resultados mais satisfatorios quando comparados com 0S meios anaerobios.
Isto € explicado por Pelczar et al. (1980), pois, nos processos aerobios, 0s
microrganismos sdo capazes de oxidar completamente alguns dos substratos a
CO; e H;0, obtendo o0 maximo de energia para a conversao dos substratos
remanescentes em nova massa celular. J& no metabolismo anaerobio, as
células sdo menos eficazes para converter os substratos organicos em material
celular e usualmente excretam intermediarios degradados parcialmente.

Estudo realizado por Silveira (2004) para producdo de etanol a partir de
permeado de soro pela levedura Kluyvermyces marxianus UFV 3 obteve apos
96 horas de fermentacdo em condic6es aerobias 5,16 g/L de massa celular. J&
em anaerobiose este valor de massa celular foi de 2,27 g/L. Tais resultados

comprovam também que em aerobiose a producéo voltada para massa celular
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€ maior quando comparado com anaerobiose, como 0s obtidos no presente
trabalho.

De maneira geral, o que se observa é que dentre as diferentes
concentracbes de indéculo, os que apresentaram maior producdo celular e
rendimento, consequentemente maior consumo de lactose para tais finalidades
foram os meios fermentados com 15% de indculo inicial, tanto em condi¢des
aerbbias, quanto em anaerdbias, seguidos dos com 10%, 20% e 5% de
inoculo. J& em relacdo a produtividade, os meios com 10% de in6culo foram os
gue apresentaram resultados mais satisfatérios, seguidos dos meios com 15%,
20% e 5% de in6culo. Esta diferenca esta, em relacdo ao tempo decorrido para
a levedura atingir o ponto maximo de producdo celular, onde em 10% de
in6culo este tempo foi de 12 horas, enquanto que com 15% de indculo este
tempo foi com 15 horas de fermentacao (figuras 4 e 5 e tabela 9).
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5.3.3. Avaliagdo do consumo de lactose e proteinas

5.3.3.1. Consumo de Lactose

O consumo de lactose pela Kluyveromyces marxianus 229 pode ser

observado nas figuras 11, 12, 13 e 14, ap0s 48 horas de fermentagéo.
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Figura 11. Consumo médio da lactose pela Kluyveromyces marxianus 229, em diferentes
concentragdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 5% de inéculo inicial, sob condi¢des
aerdbias e anaerdbias.
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Figura 12. Consumo médio da lactose pela Kluyveromyces marxianus 229, em diferentes
concentragbes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 10% de inéculo inicial, sob

condicdes aerdbias e anaerdbias.
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Figura 13. Consumo médio da lactose pela Kluyveromyces marxianus 229, em
diferentes concentracdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 15% de inéculo inicial,
sob condigcGes aerébias e anaerébias.
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condicdes anaerdbias.
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Ao observar as figuras 11, 12, 13 e 14, fica evidente que em aerobiose
0s quatro meios fermentativos (MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4), nas diferentes

concentragfes de indculo inicial (5%,10%,15% e 20%), foram os que tiveram

maior e mais rapido consumo de lactose pela levedura K. marxianus 229,

guando comparado com 0s mesmos meios fermentados em anaerobiose.

Na tabela 11, pode-se observar claramente a diferenca no consumo de

lactose pelos meios testados em suas respectivas condi¢cbes de fermentacéo
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aerbbias e anaerdbias e concentracdo de substrato inicial e inoculo, conforme

explicado.

Tabela 11. Comparacgéo do consumo de lactose pela levedura K. marxianus 229, ap6s
48 horas de fermentacdo em meios com diferentes concentracdes de lactose (MSL1,
MSL2. MSL3 e MSL4) e diferentes concentraces de indculos iniciais.

Meios Carboidrato Carboidrato Final Consumo (%)
Inicial (g/L) (g/L)
Aerébio Anaerébio Aerdbio* Anaerdbio**
5% In6culo
MSL1 57,60 0,02 2,23 99,96 96,12
MSL2 45,65 0,01 2,90 99,97 93,64
MSL3 32,50 0,02 2,60 99,93 92,00
MSL4 18,80 0,07 1,50 99,62 92,02
10% Indculo
MSL1 57,60 0,02 2,04 99,96 96,45
MSL2 45,65 0,11 2,70 99,75 94,08
MSL3 32,50 0,07 2,20 99,78 93,23
MSL4 18,80 0,11 1,30 99,41 93,08
15% Ind6culo
MSL1 57,60 0,25 2,18 99,73 96,20
MSL?2 45,65 0,11 2,24 99,75 95,10
MSL3 32,50 0,07 2,06 99,78 93,66
MSL4 18,80 0,16 1,20 99,14 93,60
20% Ind6culo
MSL1 57,60 0,30 2,46 99,48 95,72
MSL2 45,65 0,11 1,72 99,75 96,23
MSL3 32,50 0,30 2,20 99,07 93,23
MSL4 18,80 0,25 1,27 98,67 93,24
* Média consumo substrato ** Média consumo substrato
_ 5% = 93,44%
T = 0920 10%= 9421%
15% = 99,60% 15% = 94,64%
200=  99,49% 20% = 94,60%

Ao comparar os meios fermentativos de cada concentracdo de inéculo
testado (5%,10%,15% e 20%) entre si, ou seja, entre MSL1, MSL2, MSL3 e

MSL4 (figuras 11, 12, 13 e 14 e tabela 11), observa-se que dentre 0S mesmos,
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guando em aerobiose, ndo apresentaram diferenca significativa, em relagdo ao
consumo de substrato (Tukey, p > 0,05), ao final de 48 horas de fermentacéo.

J& entre os meios anaerdbios, 0s que apresentaram maior consumo de
lactose foram os meios MSL1 em todos os inoculos testados (tabela 11),
apresentando, portanto, uma diferenca significativa (Tukey, p < 0,05) entre os
demais meios testados (MSL2, MSL3 e MSL4). Os meios anaerobios
apresentaram uma média de consumo de substrato de 93,44%, 94,21%, 94,64
e 94,60%, para os inéculos de 5%, 10%, 15% e 20% respectivamente.

O trabalho realizado por Silveira (2004) obteve um consumo de lactose
de 98,48% apo6s 48 horas de fermentacdo em condicBes aerdbias, e um
consumo de 100% ao realizar a fermentacdo do permeado de soro em
anaerobiose, ao contrario do ocorrido no presente trabalho que em aerobiose a
levedura utilizada conseguiu assimilar mais a lactose presente do que em
anaerobiose, produzindo maior massa celular. Ja estudos realizados por
Mendes et al. (2003) obtiveram um consumo de 96,3% de lactose apoés
fermentacdo do soro de leite em diferentes concentracdes de lactose para
producdo de etanol. Nos dois casos, as condi¢cdes experimentais foram
diferentes das do presente trabalho.

Os meios de cultivos fermentados em aerobiose também foram os que
apresentaram maior velocidade especifica de consumo do substrato quando
comparados com os anaerobios (Tukey, p < 0,05), sendo que os com inéculo
de 10% e 15% foram os que apresentaram maior velocidade especifica de
consumo (tabela 12), quando comparados com os demais meios aerobios.

Observa-se que tanto em aerobiose quanto em anaerobiose, conforme a
reducdo da concentracao de nutriente dos meios testados (MSL1, MSL2 MSL3
e MSL4), a velocidade especifica de consumo do substrato (Ps) também vai se
reduzindo (tabela 12), podendo-se dizer que quanto mais concentrado se
encontrava o meio de cultivo maior a velocidade de consumo pela levedura,
pois apresentavam maior teor de nutriente para ser assimilado pelo micro-
organismo, o que nao inibiu significativamente o crescimento do mesmo (tabela
10).
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Tabela 12. Comparacdo da velocidade de consumo de substrato,
pela levedura K. marxianus 229 , em relacdo ao pico maximo de
crescimento na fermentacdo dos meios com concentracdes de
lactose (MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4) e diferentes concentragbes
de in6culos iniciais.

Meios Ps(g/L.h™
Aerdbio Anaerdbio
5% In6culo
MSL1 0,85 0,71
MSL?2 0,75 0,58
MSL3 0,67 0,50
MSL4 0,40 0,28
10% In6culo
MSL1 0,94 0,75
MSL?2 0,80 0,67
MSL3 0,67 0,61
MSL4 0,38 0,36
15% Inéculo
MSL1 0,98 0,74
MSL?2 0,81 0,65
MSL3 0,66 0,60
MSL4 0,37 0,30
20% Indculo
MSL1 0,86 0,69
MSL?2 0,74 0,60
MSL3 0,65 0,53
MSL4 0,34 0,34

Vale ressaltar que dentre 0os meios aerdbios e anaerdbios, os que
apresentaram maior consumo do substrato (mesmo sendo esta diferenca baixa
guando comparados com 0s demais meios testados) e maior velocidade de
consumo do mesmo, foram os meios MSL1 com 10% e 15% de indculo (tabela
10, 11 e 12), sendo que estes (MSL1), também foram os que obtiveram maior
producédo de massa celular, mostrando a relacdo do consumo de substrato e

conversao celular.
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As figuras 15, 16, 17 e 18 mostram o perfil de consumo de proteina pela

K. marxianus 229, nos diferentes meios fermentativos em aerobiose e

anaerobiose.
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Figura 15. Consumo médio de proteina pela Kluyveromyces marxianus 229, em
diferentes concentragdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 5% de in6culo inicial, sob

condigbes aerbbias e anaerobias.
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Figura 16. Consumo médio de proteina pela Kluyveromyces marxianus 229, em
diferentes concentracdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 10% de indculo inicial,

sob condi¢cBes aerdbias e anaerdbias.
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sob condicBes aerdbias e anaerébias.

8,00 -, \ (D) - 800 (D)
= 6,00 6,00
3 400 :g 4,00 N
)
£ 200 T 200 —-‘N—l*klzl
‘E 0,00 g 0,00
£ =%
TO T4 TB T12T15T1BT24 T30T36T42 T48 TO T4 TB T12TISTL8T24T30TIET42T48
Tempo de Fermentacdo (hs) Tempo de Fermentacdo (hs)
=—=5L1 aerabio MSL1 anaerobio == 5L2 aerobio MSL2 anaerobio
4,00 (D) 3,00 (D)
g 39 2 2,00
= 2,00 3 %
£ 100 g 100
-E 0,00 -*E 0,00
= TO T4 T8 T12T15T1BT24 T30 T36T42 T48 & TO T4 T8 T12T1ST1BT24T30TIET42T48
Tempo de Fermentagdo (hs) Tempo de Fermentacao (hs)
=== \5L3 aerobio MS5L3 anaerdbio == M5L4 aerobio MS5L4 anaerdbio
Figura 18. Consumo médio de proteina pela Kluyveromyces marxianus 229, em

diferentes concentra¢des de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 20% de in6culo inicial,

sob condi¢cBes aerdbias e anaerdbias.
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As figuras 15, 16, 17 e 18 mostram que assim como no consumo de

carboidrato, todos os meios em condi¢cdes aerébias (MSL1, MSL2, MSL3 e

MSL4) e em todos os indculos testados nas mesmas condicdes (5%, 10%, 15%

e 20%) tiveram um maior consumo significativo (Tukey, p < 0,05) de proteinas,

guando comparados com 0s meios anaerobios. Tal fato, reforca a idéia de que

o carboidrato e a proteina foram contidos em massa celular com mais eficiéncia

(Tabelas 10, 11 e 13).
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Na tabela 13, € possivel observar a diferenca no consumo de proteina
pelos meios testados em suas respectivas condi¢cdes de fermentacao aerdbias
e anaerodbias e concentracdo de substrato inicial e inoculo.

Tabela 13. Comparacdo do consumo de proteina pela levedura K. marxianus 229 ,

apos 48 horas de fermentacdo em meios com diferentes concentracfes de lactose
(MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4) e diferentes concentracdes de inoculos iniciais.

Meios  Proteina Inicial Proteina Final Consumo (%)
(9/L) (9/L)
Aerébio  Anaerébio  Aerdébio* Anaerodbio**
5% Inoculo
MSL1 7,50 0,65 1,03 91,33 86,26
MSL?2 6,40 0,58 0,96 90,93 85,00
MSL3 3,80 0,35 0,60 90,78 84,20
MSL4 2,70 0,25 0,40 90,70 85,18
10% Inoculo
MSL1 7,50 0,40 0,90 94,66 88,00
MSL2 6,40 0,38 0,84 94,06 86,90
MSL3 3,80 0,27 0,55 92,89 85,52
MSL4 2,70 0,18 0,38 92,60 85,92
15% Inoculo
MSL1 7,50 0,37 0,80 95,06 89,33
MSL2 6,40 0,33 2,00 94,80 88,70
MSL3 3,80 0,22 1,00 94,42 83,60
MSL4 2,70 0,15 0,90 94,40 80,30
20% Inoculo
MSL1 7,50 0,60 1,00 92,00 86,67
MSL2 6,40 0,52 1,60 91,18 85,00
MSL3 3,80 0,35 0,61 90,78 84,00
MSL4 2,70 0,23 0,50 91,48 82,00
* Média consumo proteina ** Média consumo proteina
5% = 90,93% 504 = 85,16%
10% = 93,55% 10% = 86,58%
15% =  94,67% 15% =  85,48%
20% = 91,36% 20% =  84,41%

Ao fazer a analise dos resultados de todos os meios aerébios (MSL1,
MSL2, MSL3 e MSL4), submetidos nas diferentes concentracées de indculos

testados (5%,10%,15% e 20%), observa-se que 0S meios aerdbios que tiveram
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maior consumo de proteina foram os meios MSL1 (maior concentracdo de
substrato, tabela 13), fermentados com 10% e 15% de in6culo inicial, com um
consumo de 94,66% e 95,06% respectivamente, ndo havendo, neste caso,
diferenca significativa entre os mesmo (Tukey, p > 0,05), ao final de 48 horas
de fermentacdo. Sendo que estes foram 0os meios que também tiveram o maior
consumo de carboidrato e producao celular. A média de consumo de proteina
para os meios com 5% de inéculo foi de 90,93%; 10% de in6culo de 93,55%;
15% de in6culo de 94,67% e para 20% de in6culo foi de 91,36%, nao havendo
neste caso diferencga significativa entre os mesmos (Tukey, p > 0,05).

Quanto aos meios anaerébios, fermentados nas mesmas condigles,
também observa-se que os meios MSL1 com 10% e 15% de inéculo foram os
gue apresentaram maior consumo de proteinas com 86,58% e 85,48%
respectivamente (tabela 13), ndo havendo diferenca significativa entre os
mesmos (Tukey, p > 0,05). Os meios anaerobios apresentaram uma média de
consumo de proteina para cada concentracdo de inculo de: 5% de inéculo, o
consumo de 85,16%; com 10% de in6culo, o consumo foi de 86,58%; 15% de
inoculo, foi de 85,48% e com 20% de in6culo, foi de 84,41% (Tukey, p > 0,05).

De acordo com os estudos realizados por Murari et al. (2011), ao
fermentar o soro de leite para producdo de biomassa,com a mesma linhagem
de levedura utilizada no presente trabalho, obtiveram um consumo maximo de
proteinas de 91,33%, apo0s 24horas de fermentacdo. Tais estudos foram
realizados em diferentes condicbes experimentais das encontradas no presente
trabalho, porém os resultados se encontram parecidos entre os dois estudos.

A fermentacdo dos meios de cultivos aerdbios apresentou maior
consumo de proteinas do que 0s meios anaerobios, o que coincide com a
maior producdo celular (tabela 10 e figuras 3, 4, 5 e 6,), a qual também é

formada por proteinas.
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5.3.4. Bioconversdo da lactose em etanol em condi¢cdes aerObias e

anaerdbias pela levedura Kluyveromyces marxianus 229.

ApOs 48 horas de fermentacdo dos meios formulados com soro de leite
em diferentes concentracdes de nutrientes e indculos, submetidos em
condicdes aerbbias e anaerdbias, € possivel observar, através das figuras 19,
20, 21 e 22, que o perfil de producao de etanol da levedura K. marxianus 229

foi diferente para cada meio de cultivo testado.
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Figura 19. Producdo média de etanol pela Kluyveromyces marxianus 229, em diferentes
concentragdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 5% de indculo inicial, sob condi¢des

aerbbias e anaerdbias.
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Figura 20. Producdo média de etanol pela Kluyveromyces marxianus 229, em diferentes

concentragfes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 10% de in6culo inicial,

condicOes aerébias e anaerdbias.
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Figura 21. Producdo média de etanol pela Kluyveromyces marxianus 229, em diferentes
concentragdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 15% de in6culo inicial, sob condigdes
aerébias e anaerobias.
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Figura 22. Producdo média de etanol pela Kluyveromyces marxianus 229, em diferentes
concentragdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 20% de in6culo inicial, sob condigbes
aerbbias e anaerdbias.
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De acordo com as figuras acima (19, 20, 20, 21 e 22), observa-se que

a maior producdo de etanol absoluto, ocorreu nos meios fermentados em

aerobiose, em todos os indculos testados (Tukey, p > 0,05).

Os meios que apresentaram maior producdo e produtividade (Pg) de

etanol foram os que apresentaram uma maior concentracdo de substrato inicial
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como 0s meios MSL1 e MSL2, seguidos dos meios MSL3 e MSL4 (tabela 11 e

14), isso tanto em aerobiose, quanto em anaerobiose, ou seja, observa-se que

demanda-se alta carga de substrato-lactose para a producédo de etanol. Isso se

deve ao fato de que parte do substrato € utilizada para crescimento celular

(tabela 10) e outras atividades vitais do micro-organismo.

Ja em termos de conversdo de substrato a etanol (Ygs) e rendimento

etandlico (n), os meios que apresentaram resultados de maior importancia,

foram os meios MSL3 (tanto em aerobiose, quanto em anaerobiose, e nos

diferentes indculos testados), cuja concentracdo de substrato inicial era de

32,50 g/L, sendo este valor 43,57% a menos, que o meio de maior

concentragéo de substrato (MSL1) (tabela 11).

Tabela 14. Variaveis analisadas e melhores parametros cinéticos obtido pela fermentacéo aerébia e
anaerbbia da levedura K.marxianus 229, em meios com diferentes concentracfes de lactose (MSL1,
MSL2, MSL3 e MSL4) e diferentes concentractes de indculos iniciais.

Meios | Producéao Etanol Yers Pe n
(9/L) (9/9) (g/L.h) %)
Aerdbio | Anaerdbio | Aerébio | Anaerdbio | Aerébio | Anaerdbio | Aerébio | Anaerdbio

5% In6culo

MSL1 | 15,35 14,21 0,31 0,29 1,02 0,54 50,67 47,81

MSL2 | 13,80 11,88 0,43 0,34 0,92 0,45 56,39 51,83

MSL3 9,65 8,75 0,45 0,36 0,64 0,33 58,87 54,50

MSL4 4,50 4,06 0,28 0,23 0,37 0,15 54,77 43,75
10% In6culo

MSL1 | 18,70 17,20 0,41 0,37 1,87 0,95 69,25 60,12

MSL2 | 15,70 14,40 0,40 0,38 1,57 0,80 64,31 62,02

MSL3 | 11,49 10,83 0,47 0,41 1,49 0,60 71,80 68,11

MSL4 5,80 4,70 0,36 0,30 0,58 0,26 61,63 55,62
15% In6culo

MSL1 | 17,60 16,90 0,31 0,32 1,45 0,88 67,70 58,82

MSL2 | 14,20 13,28 0,30 0,39 1,24 0,71 61,73 57,73

MSL3 | 10,65 9,17 0,38 0,35 0,78 0,53 69,47 65,50

MSL4 5,44 5,10 0,23 0,28 0,43 0,20 59,78 54,40
20% In6culo

MSL1 | 16,50 14,50 0,31 0,29 1,37 0,80 58,92 55,35

MSL2 | 14,08 12,80 0,34 0,31 0,93 0,52 57,68 54,30

MSL3 | 10,00 9,03 0,36 0,34 0,65 0,39 61,23 62,00

MSL4 5,18 3,90 0,29 0,24 0,36 0,21 57,55 51,44
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5.3.4.1. Producéo Etanol 5% de In6culo

Os meios de cultivos fermentados em aerobiose apresentaram maior
producdo de etanol, com 15 horas de fermentacdo, ja em anaerobiose, estes
mesmos meios tiveram maior producdo de etanol com 26 horas de
fermentacgao (figura 15).

A tabela 14 mostra que o meio MSL1 aerébio teve uma producdo de
15,35 g/L de etanol (Pe de 1,02 g/L.h), sendo este valor 7,42% maior quando
comparado com o meio MSL1 anaerdbio que teve uma producgédo de 14,21 g/L
(Pe de 0,54 g/L.h), ndo havendo, desta maneira, diferenca significativa entre os
meios testados (Tukey, p < 0,05). O consumo de lactose para a producdo de
etanol foi de 86,45% e 70,00% para aerobiose e anaerobiose respectivamente.

Ao comparar 0s meios aerobios, observa-se que o MSL1 teve uma
producéo de etanol de 10,00%, 37,13% e 70,60% a mais que 0s meios MSL2,
MSL3 e MSL4 respectivamente, nas mesmas condi¢cdes de cultivo, havendo
uma diferenca significativa, entre estes (Tukey, p > 0,05). J& em anaerobiose, a
diferenca do MSL1 foi de 16,39%, 38,42% e 71,42% a mais que 0S meios
MSL2, MSL3 e MSL4 respectivamente (Tukey, p > 0,05).

Em termos de rendimento etandlico e conversdo do substrato a etanol
(Yess), 0s meios que apresentaram maiores resultados foram os MSL3
(aerobiose e anaerobiose) com um (n) 58,87% e 54,50%, uma (Ygs) de 0,31

g/g e 0,29 g/g e um consumo de lactose de 85,80% e 74,50% respectivamente.

5.3.4.2. Producédo Etanol 10% de Indculo

Nestas condi¢cdes de cultivo, a maior producdo de etanol dos meios

aerobios ocorreu com 10 horas de fermentacdo, ja em anaerobiose o0 mesmo
ocorreu com 18 horas de fermentacéao (figura 16).

O meio aerébio MSL1 foi o que apresentou maior producdo de etanol
(18,70 g/L e Pe de 1,87 g/L.h), porém sua diferenca para o MSL1 anaerdébio foi
de apenas 7,93%, ja que o mesmo teve uma producédo de etanol de 17,20 g/L.h
(Pe de 0,95 g/L.h) (Tukey, p < 0,05). Em relacdo ao consumo de lactose, este
foi de 89,58% (aerobiose) e 83,00% (anaerobiose).
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O meio aerébio MSL1 teve uma diferenca maior de 16,04%, 43,17% e
68,98% dos meios MSL2, MSL3 e MSL4 respectivamente (Tukey, p > 0,05). J&
em anaerobiose, esta diferenca foi de 16,27%, 37,03% e 72,67% dos meios
MSL2, MSL3 e MSL4 respectivamente (Tukey, p > 0,05).

O maior rendimento e consequente conversdo substrato a etanol,
também foi dos meios MSL3 aerdbio e anaerdébio com (1) 71,80% e 68,11% e
(Yess) 0,47 g/g e 0,41 g/g respectivamente. Quanto ao consumo de lactose
nestes meios foi de 85,70% e 80,30% para 0s meios aerébios e anaerdbios

respectivamente.

5.3.4.3. Producdo Etanol 15% de In6culo

Na fermentacdo dos meios com 15% de inOculo, os meios aerobios,
obtiveram maior producdo de etanol com 12 horas de fermentag&o, enquanto
gue em anaerobiose, 0 mesmo levou 20 horas para atingir seu maximo em
producéo de etanol (figura 17).

O MSL1 com uma producéo de 17,60 g/L de etanol (P de 1,45 g/L.h),
apresentou uma diferenca de apenas 4,00%, quanto ao mesmo meio
fermentado em anaerobiose, que teve uma producédo de 16,90 g/L (Pe de 0,88
g/L.h) (Tukey, p < 0,05). O consumo de lactose consistiu em 87,60% em
aerobiose e 82,50% em anaerobiose.

A diferenca na producdo de etanol do meio aerébio MSL1 para os
demais meios, neste caso, foi de 19,31%, 39,48% e 69,09% para 0 MSL2,
MSL3 e MSL4 respectivamente (Tukey, p > 0,05). Em anaerobiose esta
diferenca foi de 21,42%, 45,73% e 69,82% a mais para 0os meios MSL2, MSL3
e MSL4 respectivamente (Tukey, p > 0,05).

Assim como nos inoculos anteriores, os meios MSL3 foram os meios de
maior rendimento e conversdo do substrato a etanol, apresentando um
(n) 69,47% e 65,50%, e (Ygss) 0,38 g/g e 0,35 g/g, com um consumo de lactose
de 86,90% e 85,50% respectivamente.
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5.3.4.4. Producao Etanol 20% de In6culo

Em aerobiose, os meios fermentados com 20% de inoculo inicial

apresentaram maior producao de etanol com 12 horas de fermentacéo, porém
em anaerobiose estes meio atingiram maior producdo com 18 horas de
fermentacéo.

Assim como nos inéculos anteriores, a maior producéo de etanol ocorreu
com o meio aerébio MSL1 que teve uma producédo de 16,50 g/L (Pe de 1,37
g/L.h), sendo este valor cerca de 12,12% a mais quando comparado com o
MSL1 anaerdbio, que teve uma producédo de 14,50 g/L (Pe de 0,80 g/L.h) de
etanol (Tukey, p < 0,05), com um consumo de lactose de 82,70% quando em
aerobiose e de 78,30% quando em anaerobiose.

Ao fazer a analise comparativa entre os meios, aerobios, tem-se que 0
meio MSL1 apresentou uma diferenca a mais de 14,66%, 40,00% e 68,60%,
guando comparado com 0s meios MSL2, MSL3 e MSL4 respectivamente. Ja 0s
mesmos meios quando em anaerobiose, tiveram uma diferengca do MSL1 de
11,72%, 37,72% e 73,10% respectivamente (Tukey, p > 0,05).

Nestas condi¢des de cultivos, 0 meio MSL3 apresentou (1) de 61,23% e
62,00% e um (Ygss) de 0,36 g/g e 0,34 g/g, com um consumo de lactose de

77,00% e 70,60% em aerobiose e anaerobiose respectivamente.

5.3.4.5. Andlise geral dos resultados obtidos na fermentacdo do soro de

leite para producao de etanol.

Como pode ser observado nas figuras 19, 20, 21 e 22, e na tabela 14, o
perfil de fermentacdo da levedura Kluyveromyces marxianus 229 foi
semelhante para as quatro concentra¢cfes de indculos testados (5%, 10%,15%
e 20%). Os meios fermentativos, cujo substrato inicial se apresentava em maior
concentragdo, ou seja, os meios MSL1 e MSL2, foram os que obtiveram maior
producdo de etanol, quando comparados com 0s meios de menor
concentracdo de substrato (MSL3 e MSL4). Observa-se também que a medida
gue a lactose vai se esgotando (figuras 11, 12, 13 e 14), o etanol comeca a

diminuir, isso tanto em condi¢Bes aerdbias quanto em anaerdbias.
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Mehaia e Cherya (1993), ao realizarem experimentos em meio sintético
com altas concentragbes de lactose, constataram que o0 aumento na
concentracdo de substrato favoreceu a producdo de etanol. Tal caracteristica
também foi confirmado por Siso et al (1996) que relataram que a fermentacdo
da lactose, conduzida em frascos de erlenmeyers e altas concentracdes de
acucar e biomassa, levou a uma producdo de etanol significativa, mostrando
gue é possivel que altas concentracBes de aclUcar possam vir a induzir maior
capacidade de transporte de agucar na membrana celular.

Ja em relagdo a velocidade de consumo de lactose (tabela 12) pela
levedura, evidenciou que o aumento na concentracao de substrato, juntamente
com o nivel de oxigénio, proporcionou um aumento no consumo da mesma,
como forma de sustentar um fluxo glicolitico para produzir energia para o
micro-organismo, o0 que é confirmado pelo aumento na producédo de etanol
nestas mesmas condigoes.

Um aspecto importante em processos fermentativos, é a capacidade da
levedura suportar os efeitos toxicos do etanol por ela mesma produzida durante
a fermentacéo. Isso é observado nas figuras 19, 20, 21 e 22, pois mesmo ao
atingir o seu maximo de producéo de etanol, esta linhagem de levedura ainda
foi capaz de apresentar crescimento durante um tempo de fermentacao (figuras
7, 8, 9 e 10 e na tabela 10). Segundo Vienne e Stockar (1985), os efeitos
toxicos do etanol sobre leveduras abrangem desde inibicdo das enzimas
hexoquinase e alcool desidrogenase, até alteracdo da permeabilidade da
membrana celular.

Tais evidéncias também foram constatadas por Schafer et al. (1985) e
Silveira (2004), que notaram que a Kluyveromyces fragilis e a K. marxianus
UFV-3 foram capazes de fermentar o permeado de soro de leite sem perdas de
rendimento de etanol e massa celular. A fermentacdo do soro por K. marxianus
229 indicou que, além de n&o ocorrer perda no rendimento de etanol, este foi
favorecido por maiores concentracfes de substrato. Sendo assim, 0 aumento
na concentracdo de substrato aparentemente favoreceu 0 metabolismo

fermentativo.
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Em termos de conversao da lactose a etanol (Ygs) e rendimento (n), 0s
meios MSL3 foram 0s que apresentaram 0S maiores resultados quando
comparados com os demais meios testados. Segundo Mawson (1994), a
levedura do género Kluyceromyces pode chegar a consumir até ou mais de
95,00% da lactose do soro de leite, podendo apresentar uma eficiéncia na
conversao do substrato a etanol de 80% em relacdo ao coeficiente tedrico de
conversdo da lactose a etanol (0, 5368), dependendo da levedura utilizada.
Uma vez que para cada 1g de lactose sao produzidos cerca de 0,5 g/L de
etanol por esta levedura, o resultado ira depender da concentracdo do
substrato inicial, do total de consumo deste substrato, além do perfil
fermentativo e da linhagem a ser utilizada no processo fermentativo (LINS;
LEAO, 2002).

Os meios fermentativos, cuja concentracao inicial de inoculo foi de 10%
e 15%, apresentaram os melhores resultados de acordo com o0s experimentos
realizados. Isso vale para todos os quatro meios testados (MSL1, MSL2, MSL3
e MSL4) nestas condicdes, tanto em aerobiose quanto em anaerobiose. No
entanto, 0os meios aerbbios foram o0s que apresentaram os melhores
resultados, pois mesmo nao havendo uma diferenca significativa com os meios
anaerobios, os meios aerdbios levaram 8 horas a menos (tabela 15) para
atingir seu maximo de producdo em etanol, quando comparados com 0S meios
anaerobios (figuras 19, 20, 21 e 22). Isso também pode ser percebido nas
analises de producéo celular (figuras 7, 8, 9 e 10) e consumo de lactose
(figuras 11, 12, 13 e 14) e proteinas (figuras 15, 16, 17 e 18).



Tabela 15. Comparacdo do tempo levado pela levedura K.marxianus 229 para
atingir a producdo méxima de etanol, nos meios com diferentes concentracfes
de lactose (MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4) e diferentes concentragfes de in6culos
iniciais, em condicGes aerdbias e anaerobias.

Meios Tempo levado para atingir maximo em etanol
(horas)
Aerdbio Anaeroébio
5% In6culo
MSL1 15 26
MSL?2 15 26
MSL3 15 26
MSL4 15 26
10% In6culo
MSL1 10 18
MSL2 10 18
MSL3 10 18
MSL4 10 18
15% Ind6culo
MSL1 12 20
MSL2 12 20
MSL3 12 20
MSL4 12 20
20% Indculo
MSL1 12 18
MSL2 12 18
MSL3 12 18
MSL4 12 18

Gabardo (2011), ao otimizar a bioconversao da lactose do soro de queijo
em etanol em sistema de biorreatores imobilizados pela linhagem da levedura
Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em fermentacdo em batelada, obteve
uma (Ygs) de 0,45 g/g, uma (Pg) de 0,81 g/L.h com um (n)de 79,10% na
producdo de etanol, mostrando que através da imobilizacdo de células se
obtém também bons resultados em relacédo a producéo de etanol.

Silveira (2004), ao fermentar o permeado do soro de leite para obtencéo
de etanol em condi¢cBes aerdbias e anaerdbias pela levedura Kluyveromyces
marxianus UFV-3 isolada do ambiente de laticinio, obteve em condi¢Ges
aerbbias apos 24 horas de fermentacdo um (n) de 19,51% com um consumo
de lactose de 67,00%, porém em condicBes anaerdbias, apos 24 horas de

fermentacdo, conseguiu um (n) de 84,20% com um consumo de 88,46% de
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lactose. Tais resultados obtidos por este autor foram diferentes dos
encontrados no presente trabalho, em que a melhor produgéo de etanol
ocorreu em aerobiose.

Para explicar esta diferenca, é importante lembrar que existem leveduras
aerdbias estritas, que ndo crescem em glicose na auséncia de oxigénio e todo
0 piruvato é incorporado no ciclo do &cido tricarboxilico. E existem também as
anaerdbias facultativas que metabolizam glicose na auséncia ou presenca de
oxigénio. Entretanto, o excesso de substrato fermentativo pode inibir a
respiracdo, mesmo em ambientes aerdbios, uma vez que ha a saturacdo da
capacidade respiratéria dos micro-organismos. Este fendbmeno é conhecido na
fisiologia das leveduras como efeito Crabtree. H& dois tipos de efeito Crabtree
short-term e o long-term. O efeito Crabtree short-term & caracterizado pela
fermentagdo alcodlica durante um curto periodo em aerobiose devido a um
impulso de acucar apdés a célula ser cultivada por varias geragcdes com
restricdo de carboidrato. J& o efeito Crabtree long-term é caracterizado pela
fermentacdo alcodlica em aerobiose devido a grandes concentracfes de
carboidrato no meio ou devido a cultivos em altas taxas de velocidade de
crescimento (DINIZ, 2009, SILVEIRA, 2004). Portanto de acordo com os
resultados obtidos sugere-se a existéncia do Efeito Crabtree do tipo long- term
no tipo de linhagem de levedura utilizada neste experimento, podendo dizer
gue nestas condicfes temos uma fermentacédo alcoodlica aerébia com elevada
velocidade de crescimento e em concentracdes relativamente alta de lactose,
como observada por Kiers et al. (1998), explicando entdo o motivo da maior
producdo de etanol em condicbes aerGbias do que em anaerobiose, pela
Kluyveromyces marxianus 229 utilizada no presente trabalho, além da maior

velocidade no consumo de substrato pela mesma.
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em Condicdes AerObias e

A determinacdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) foi realizada

simultaneamente com a andlise de carboidratos no decorrer dos experimentos,

sendo um parametro importante, pois mede indiretamente a quantidade de

compostos organicos presentes no efluente.
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Figura 23. Determinac¢é@o da DQO do soro de leite utilizando Kluyveromyces marxianus 229, em
diferentes concentragdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 5% de inéculo inicial, sob

condicGes aerdbias e anaerdbias.
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Figura 24. Determinacdo da DQO do soro de leite utilizando Kluyveromyces marxianus 229, em
diferentes concentragfes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 10% de inéculo inicial,

sob condi¢cBes aerdbias e anaerdbias.
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Figura 25. Determinacdo da DQO do soro de leite utilizando Kluyveromyces marxianus 229, em
diferentes concentracdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 15% de inéculo inicial,
sob condicGes aerdbias e anaerébias.
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Figura 26. Determinacdo da DQO do soro de leite utilizando Kluyveromyces marxianus 229, em
diferentes concentragdes de substrato MSL1, MSL2, MSL3 e MSL4, com 20% de inéculo inicial, sob
condicdes aerdbias e anaerdbias.

Ao analisar as figuras 23, 24, 25 e 26, observa-se que, assim como no
consumo de carboidratos (figuras 11, 12, 13 e 14) ap6s 48 horas de
fermentacdo pela levedura K. marxianus 229, os meios de cultivo aerdbio e
anaerobios apresentaram uma reducdo satisfatoria quanto a concentracao de
matéria organica presente nos meios a base de soro de leite, e em diferentes

concentragfes de nutrientes e inoculos, conforme demonstrado na tabela 16.
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Tabela 16. Comparacdo da reducdo de DQO dos meios fermentativos de soro de
leite em diferentes concentracbes de lactose e indculo, ap6és 48 horas de
fermentacdo em condi¢fes aerdbias e anaerdbias pela levedura K. marxianus 229.

Meios DQO Inicial DQO Final (mg/L) Reducéao (%)
(mg/L)
Aerébio Anaerbébio Aerdbio* Anaerébio**
5% In6culo
MSL1 66200 17930 24280 73,00 66,34
MSL2 56500 16600 21825 70,62 61,37
MSL3 38880 7270 11355 78,72 70,80
MSL4 22680 2450 4310 89,19 81,00
10% In6culo
MSL1 66200 16158 20935 75,60 68,37
MSL2 56500 15120 18230 73,00 67,73
MSL3 38880 3000 11010 92,28 71,68
MSL4 22680 1300 3790 94,26 83,28
15% Inéculo
MSL1 66200 15550 21606 76,51 67,73
MSL2 56500 16850 19546 70,17 65,40
MSL3 38880 4250 11440 89,06 70,57
MSL4 22680 1678 3900 92,60 82,28
20% Indculo
MSL1 66200 16580 22210 74,95 66,45
MSL2 56500 17200 20206 69,55 64,40
MSL3 38880 5760 12000 85,20 69,13
MSL4 22680 2370 4135 89,55 81,76

No caso da eficiéncia na reducdo de DQO, é possivel observar que, em
todas as condi¢des de cultivo (aerobio e anaerdbio) e independentemente da
concentracdo de inoculo (5%, 10% 15% e 20%), oS meios que apresentaram
uma eficiéncia maior na reducdo da matéria organica do soro de leite foram os
meios MSL4, seguido do MSL3, ou seja, 0sS meios que tiveram uma
concentragcdo inicial de substrato menor (18,80 e 32,50 g/L de lactose
respectivamente) e consequente partiram de uma menor teor de DQO (22680 e

38880 mg/L respectivamente).
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5.3.5.1. Reducdo DQO 5% de In6culo
O meio de cultivo MSL4 aer6bio que apresentou uma DQO de 22680

mg/L, apresentou uma eficiéncia na carga organica de 89,19%, sendo este
valor 9,00% a mais, quando comparado com o mesmo meio fermentado em
anaerobiose, que teve uma reducdo de 81,00%, apos 48 horas de fermentacdo
pela levedura, sendo que esta diferenca entre os meios, foi significativa de
acordo com teste estatistico aplicado (Tukey, p > 0,05). Ao comparar a reducao
entre o meio de menor concentragédo de substrato (MSL4) e o de maior (MSL1),
estes apresentam uma diferenca média, tanto em aerobiose quanto em

anaerobiose de aproximadamente 18,00% a mais para o MSL4.

5.3.5.2. Reducdo DQO 10% de In6culo

Os meios com 10% de indculos foram 0s que apresentaram uma maior

reducédo da DQO quando comparados com os demais inoculos testados, onde
0 MSL4 aerobio apresentou no final da fermentacdo uma reducdo da matéria
organica de 94,26% e 83,28% quando em anaerobiose, com uma diferenca de
11,26% entre os meios. Neste caso, a diferenca na reducdo da DQO do MSL4
para o MSL1 foi de 19,79% (aerobiose) e 17,90% (anaerobiose) (Tukey, p <
0,05).

5.3.5.3. Reducdo DQO 15% de Inéculo

De acordo com a tabela 16, observa-se que estas condi¢cdes de cultivo,

foram as que apresentaram a segunda maior eficiéncia na reducdo de DQO. O
meio MSL4 aerébio teve uma reducdo de 92,60%, com uma diferenca de
11,14% do meio anaerdbio que apresentou uma reducédo de 82,28% (Tukey, p
< 0,05). Ja a diferenca entre o MSL4 para o MSL1 foi de 17,37% (aerobiose), e
de 21,48% em anaerobiose, sendo que em anaerobiose foi 0 que houve maior

diferenca destes dois meios testados (Tukey, p>0,05).

5.3.5.4. Reducdo DQO 20% de In6culo

Os meios fermentados com 20% de in6culo apresentaram resultados

parecidos com os meios fermentados com 5% de inoculo (Tukey, p< 0,05). O
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MSL4 aerébio (20% de in6culo) teve uma reducdo de matéria organica de
89,55%, sendo este valor 8,70% maior que o obtido pelo mesmo meio quando
em anaerobiose (81,76%). Nestas condi¢Oes, 0 MSL4 teve uma diferenca de
16,30% para o MSL1(aer6bio) e 18,72% (anaerdbio) (Tukey, p< 0,05).

O que se observa, de acordo com os resultados obtidos, € que mesmo
apoOs o micro-organismo atingir seu crescimento maximo (figuras 7, 8, 9 e 10) a
DQO continua decaindo até atingir um platdé em 48 horas de fermentacéo.
Nesse periodo, as células se mantém em fase estacionaria. Possivelmente na
fase de crescimento, as células consumam a fonte de carbono dissolvida no
meio (principalmente lactose) ocorrendo a formacgédo de &cidos orgéanicos, que
contribuem para a diminuigio do pH do meio. Apdés o inicio da fase
estacionaria, presume-se que 0S micro-organismos utilizem-se destes acidos
para manutenc¢do do metabolismo celular, contribuindo consequentemente para
a reducédo de DQO, com concomitante elevacédo discreta do pH, fato este
observado também por outros autores (Reinbold e Takemoto, 1988).

Domingues et al. (1999), ao realizarem a fermentacéo alcodlica do soro
de leite em bioreator airlift pela levedura Saccharomyces cerevisiae modificada
com os genes LAC4 e LAC12 presentes na Kluyveromyces ssp, obtiveram uma
eficiéncia na reducdo de DQO 91,00% . Ja Sabra et al. (2011), ao realizarem a
suplementacao de nutrientes para producdo de biomassa a partir do soro de
gueijo pela levedura Kluyveromyces marxianus CBS 6556, apos 36 horas de
fermentacdo em aeracdo constante, obtiveram uma eficiéncia na reducao de
DQO de 84%, tais resultados foram parecidos com os obtidos no presente
trabalho.

Ao analisar os resultados aerdébios e anaerobios observa-se que em
condi¢cBes aerbbias houve uma maior eficiéncia, quanto a reducdo de DQO do
soro de leite pela fermentacao da levedura K. marxianus 229 apos 48 horas de
fermentacdo, assim como foi também na producédo de biomassa, consumo de
lactose e proteina e na producdo de etanol, o que vem a confirmar que o
metabolismo fermentativo desta linhagem testada apresenta resultados mais

eficientes quando em tais condi¢cbes fermentativas.
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6. CONCLUSOES

A concentracao inicial de nutrientes dos meios fermentativos interferiu na
producdo de etanol e crescimento microbiano, sendo que 0S meios
fermentativos cujo substrato inicial de maior concentracdo (MSL1) resultaram
nos melhores resultados para producédo e produtividade celular e etanol. Porém
em termos de rendimento etandlico e conversédo do substrato a etanol (g/g), os
meios que apresentaram 50% de soro de leite, ou seja, metade do substrato
(MSL3) foram os que apresentaram melhores resultados, sendo este um dos
meios que tiveram melhores reducdo da matéria organica.

O perfil fermentativo da levedura testada foi diferente quando submetida
em condicOes aerdbias e anaerdbias, sendo que em aerobiose 0 pico maximo
de crescimento assim como a maior producao de biomassa ocorreu em menor
tempo de fermentacéo, enquanto que em condi¢cdes anaerdbias estes mesmos
parametros ocorreram com 8 horas a mais, mostrando que nestas condi¢des a
fermentacdo € mais lenta por esta linhagem utilizada,

O maior consumo de substrato e proteinas ocorreu em aerobiose,
chegando até 99,96% e 94,66% respectivamente como foi o ocorrido no meio
com 100% de soro de leite (MSL1) com 10% de inoculo inicial, sendo este o
meio que apresentou uma das maiores producdo e produtividade celular 6,45
g/L e 0,53 g/L.h respectivamente;

O maior rendimento de etanol ocorreu nos meios de cultivos que
apresentavam menores concentracfes de nutrientes, isto €, meios compostos
por 50% e 25% de soro de leite (MSL3 e MSL4 respectivamente);

A eficiéncia na reducédo da demanda quimica de oxigénio, em condi¢des
aerdbias, se mostrou mais eficazes nos meios de cultivo com 50% e 25% de
soro de leite, chegando a reduzir até 94,26% e 92,60% respectivamente do
teor da matéria organica. Porém a reducdo dos demais meios testados
também foi significantes se mostrando uma forma eficaz no tratamento do soro
de leite;

Em relacdo a concentracdo de indculo inicial nos meios fermentativos,

0s meios cultivados com 10% e 15% de in6culo, foram que apresentaram 0s
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resultados mais satisfatorios em todas as analises realizadas (crescimento
celular, carboidrato, proteina, etanol e demanda quimica de oxigénio);

O que se observa é que de fato ndo houve uma diferenga significativa
nos resultados obtidos entre os meios aerébios e anaerdbios, porém os meios
guando fermentados em aerobiose pela K. marxianus 229 apresentaram-se de
certa forma mais eficientes, pois foi obtido praticamente o mesmo resultado
gue os meios anaerdbios, sé que em menor tempo de cultivo como pode ser
observado na producéo celular e de etanol;

De maneira geral, a bioconversado da lactose do soro de leite por K.
marxianus 229 em etanol é possivel, sendo uma alternativa promissora para
se obter uma fonte renovavel de biocombustivel, além de reduzir o impacto
ambiental causado por tal subproduto. Assim novos estudos poderdo também
contribuir para estabelecer um processo mais eficiente de producao de etanol

de soro de leite, em regime de batelada alimentada ou processos continuos.
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