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Avaliacao da producao de lactase e etanol pela levedura
Kluyveromyces marxianus ATTCC 36907 a partir do
permeado de soro de leite

Evaluation of lactase and ethanol production by
Kluyveromyces marxianus ATTCC 36907 yeast from whey
permeate

RESUMO

O permeado de soro de leite é um residuo laticinio resultante da ultrafiltragdo, com alta
taxa DBO e DQO. A partir da fermentagdo sua carga poluidora pode ser reduzida e constitui
matéria-prima para a produgdo de enzimas e biocombustivel. Dessa forma, avaliou-se a
viabilidade de producdo de lactase e etanol a partir da fermentagdo do permeado pela
levedura Kluyveromyces marxianus. Prop6s-se um delineamento composto central para
verificar o efeito das varidveis temperatura (30 - 50 °C), pH (6,0 - 8,0), concentragdo celular
(1,0 — 3,0 gL'Y) e suplementacdo com extrato de levedura (0 a 20 gL?), em regime
descontinuo. Verificou-se que a suplementagdo com extrato de levedura influencia
diretamente no metabolismo do microorganismo, sendo essencial para a sintese
enzimdtica. Os melhores resultados foram obtidos nos pontos centrais: 40 <C, pH 7,0, 2,0
gl e 10 gL de extrato de levedura, alcangando valores da atividade enzimética de 817,0
Uonpggcél™, 20,9 gL! de etanol e produtividade de 0,84 gL*h. Assim, verificou-se que a
utilizacdo do permeado de soro de leite pela levedura K. marxianus ATCC 36907 se torna
uma alternativa vidvel na producgdo de lactase e etanol.

PALAVRAS-CHAVE: [B-galactosidase. Bioetanol. Industria de laticinios.

ABSTRACT

Whey permeate is a dairy residue resulting from high rate BOD and COD ultrafiltration. From
the fermentation its polluting load can be reduced and constitutes raw material for the
production of enzymes and biofuel. Thus, the viability of lactase and ethanol production
from the fermentation of the permeate by the yeast Kluyveromyces marxianus was
evaluated. A central composite design was proposed to verify the effect of the variables
temperature (30 - 50 <C), pH (6.0 - 8.0), cell concentration (1.0 - 3.0 gL?!) and
supplementation with yeast extract (0 to 20 gL?) in batch mode. Supplementation with
yeast extract was found to directly influence the metabolism of the microorganism, being
essential for enzymatic synthesis. The best results were obtained at the central points: 40
°C, pH 7.0, 2.0 geal! and 10 gL yeast extract, reaching enzymatic activity values of 817.0
UonpgBeei %, 20.9 gL of ethanol and yield of 0.84 gL*h™. Thus, it has been found that the use
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of whey permeate by yeast K. marxianus ATCC 36907 becomes a viable alternative in the
production of lactase and ethanol.

KEYWORDS: B8-galactosidase. Bioethanol. Dairy Industry.

INTRODUCAO

O permeado é um residuo rico em lactose, resultante do processo de
concentragdo do soro de leite por ultrafiltracdo (BALDASSO, et al., 2011;
GABARDO, et al., 2014). Essas moléculas podem ser fermentadas pela
Kluyveromyces marxianus, uma levedura capaz de produzir B-galactosidase — para
a conversdao da molécula de lactose, e etanol, resultado do metabolismo de
glicdlise (SANTIAGO, 2004).

A K. marxianus é uma levedura que atua em uma ampla faixa de temperatura
(30 — 50 °C) (MANERA, et al., 2008; AL-JAZAIRI, et al., 2015) e pH neutro, pode
metabolizar substratos a base de glicose e lactose, produz diversas enzimas (B-
glicosidase, poligacturonases e inulinase) (MENA, 2015; TAVARES, 2017) e é do tipo
GRAS (Generally Regarded as Safe) (SANTIAGO, et al., 2004), o que viabiliza seu uso
na industria de alimentos e farmacéutica.

Dessa forma, objetivou-se avaliar a viabilidade de producdo de etanol pela
levedura K. marxianus. Para tanto, elaborou-se um delineamento composto
central para temperatura, pH, concentracdo celular e de extrato de levedura e
aplicou-se ao processo fermentativo do permeado de soro de leite.

MATERIAL E METODOS

O procedimento experimental foi realizado nos laboratérios da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Toledo/PR e nos laboratérios da Industria
Nacional de Bebidas — Toledo/PR, utilizando amostras de permeado de soro de
leite cedidas pela empresa Sooro — Marechal Candido Rondon/PR e a levedura K.
marxianus ATTCC 36907, fornecida pela Universidade do Oeste do Parana —
Campus Cascavel/PR.

O microrganismo foi mantido em meio de manutencio “Malt Extract Agar
Base” a 4 °C, com repiques a cada 2 meses. A propagacao do microrganismo foi
realizada em meio sintético YPD, a 200 rpm, 30¢°C, por 16 horas (CAMARGO, 2016).

Os ensaios preliminares foram conduzidos em sistema descontinuo. Para esta
etapa foram estudadas quatro combinac¢des: 30°C, 1,2 gL e pH 5,5; a 40°C, 2,0
geelle pH 6,0; 40 °C, 2,0 gL, pH 7,0 e 10 gL de extrato de levedura e o quarto
ensaio com as mesmas condi¢des do terceiro mais agitacao de 150 RPM. A partir
dos resultados obtidos, restabeleceram-se as condi¢des do processo por meio de
um delineamento composto central (19 ensaios) obtido com o software
STATISTICA versdo 10.0, a partir das variaveis da Tabela 1.
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Tabela 1 - VariagGes de temperatura, pH, concentragdo celular e suplementagdo com
extrato de levedura, utilizadas nos ensaios de fermentagdo

Pontos Temperatura °C Concentragao Extrato de
codificados celular gL™* levedura gL
-1,68 30 6 1 0
-1 34 6,4 1,4 4
0 40 7 2 10
1 46 7,6 2,6 16
1,68 50 8 3 20

Fonte: Autores (2019).

Apds o cultivo, a viabilidade celular foi avaliada pela técnica de contagem em
camara de Neubauer (MOLINARO, CAPUTO, AMENDOEIRA, 2010), a atividade
enzimatica pelo método do substrato ONPG (RECH, 1998) e a concentragdo de
etanol determinada com o equipamento Beer Analyser, para amostras com um
teor alcodlico entre 0-12%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios realizados a 30°C, 1,2 gcal™ e pH 5,5 estenderam-se por 120 horas
e constatou-se que ndo houve boa adaptacdo da levedura, visto que a atividade
enzimatica (AE) n3o excedeu 383 Uonrsgee™. Alguns autores verificaram que a
realizacdo da hidrélise anterior a adi¢cao do indculo propicia melhores resultados
(DINIZ, 2013; GABARDO, et al., 2015), bem como a adi¢do de cofatores que
estimulem a producdo de lactase, como o extrato de levedura (SCHNEIDER, et al.,
2001).

A 22 fermentacdo (40 °C, 2,0 gl e pH 6,0) também se estendeu por 120
horas. Houve o consumo de 29,6% dos carboidratos (25,7 gL™), com produc3o de
3,64 gL de alcool e rendimento Yp/s = 0,31 gg. A AE médxima correspondeu a 476,4
Uonpg8eel - com producdo de 3,64gL™ etanol apds 96 horas.

Observou-se que como a hidrdlise ndo ocorre de forma imediata, é necessario
manter o pH do cultivo controlado. Assim, a lactose presente no permeado
hidrolisa e fermenta. Com a fermentacdo o pH diminui e caso ndo seja ajustado, a
fermentacdo cessa. Com o ajuste do pH, a atividade enzimatica é ativada, a lactose
hidrolisa e 0 meio é novamente fermentado

Santiago et. al (2004), estudando a producdo de P-galactosidase por K.
marxianus ATTCC 46537 no soro de leite, em pH 5,5, a 30 °C, 150 rpm e 1x10’
célulasmL?, verificaram que a suplementacdo do meio com extrato de levedura
propiciou maior crescimento celular e maior producdo enzimatica, por se tratar de
uma fonte de nitrogénio. Os melhores resultados foram obtidos com extrato de
levedura de 6,0 a 12,0 gL™* e as maiores AE foram obtidas (apx. 29,0UGImL?) na
maior concentracdo de extrato de levedura estudada.

No terceiro ensaio fermentativo (40 °C, pH 7,0, 10 gL de extrato de levedura
e 2,0 gealt) observou-se que o crescimento celular ocorreu de forma gradativa
durante 96 horas de fermentacdo e estabilizou-se. Houve aumento de biomassa
de 1,95 para 5,80 gL ! até o fim do processo. Com relacdo a viabilidade celular, o
aparecimento de células mortas ocorreu apos 48 horas e ndo excedeu a 2% apds
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120 horas de fermentacdo. Os maiores valores de AE, respectivamente iguais a
781,9 e 706,8 Uonrcgeel*, foram obtidos entre 24 e 48 horas de fermentacdo. Os
maiores consumos de carboidratos ocorreram entre 48 e 72 horas, em
consequéncia de uma maior hidrdlise, respectivamente, 40,6% e 71,5%. A partir
de 72 horas a atividade enzimatica diminuiu até cerca de 490,0 Uonpegec, € a
hidrdlise estabilizou em 85,3%.

No quarto ensaio (adicdo de agitacdo de 150 RPM) verificou-se apds 24
horas um rendimento Yp/s de 0,51 gg™* e uma concentracdo de etanol de 19,96 gL°
1. A AE méxima foi registrada com 3 horas de fermentacdo, o que mostrou que o
processo foi otimizado a partir da inser¢do de agitagao e estabeleceu as condi¢des
de realizagdo dos demais experimentos.

A partir dos resultados preliminares realizou-se os ensaios propostos pelo
planejamento, com agitagdao de 150 RPM. Avaliou-se apds 3 horas de fermentacdo
a AE (tempo necessario para atingir a maior AE) e os demais parametros apos 24
horas, tempo necessario para a obteng¢do do maior rendimento e produtividade de
etanol. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados obtidos apds a realizagdo dos experimentos do
planejamento delineamento composto central.

Teste Temp. pH Conc. Sup. AE (3h) Viab. P Prod.
oC Celular (gL) (Uonee/gc1) Celular  (24h) Etanol
(gL™) (24h)  (gL?)  (gL"h?)
(%)
1 46 7,6 2,6 4 508 98,8 5,49 0,23
2 46 7,6 1,4 4 509 99,1 5,34 0,22
3 46 6,4 2,6 16 666 98,3 15,77 0,66
4 34 7,6 1,4 16 601 98,4 11,8 0,49
5 46 6,4 1,4 16 641 98,3 13,13 0,55
6 34 6,4 2,6 4 477 99 4,07 0,17
7 34 7,6 2,6 16 620 98,2 12 0,5
8 34 6,4 1,4 4 462 98,8 3,77 0,16
9 30 7 2 10 636 98,7 12,72 0,53
10 50 7 2 10 692 98,3 16,34 0,68
11 40 6 2 10 589 98,5 10,25 0,43
12 40 8 2 10 575 98,5 9,1 0,38
13 40 7 1 10 717 98 17,12 0,71
14 40 7 3 10 709 98 19,41 0,81
15 40 7 2 0 433 98,9 3,47 0,014
16 40 7 2 20 561 98,1 8,33 0,35
17 40 7 2 10 803 97,9 19,79 0,82
()
18 40 7 2 10 815 98,5 19,98 0,83
()
19 40 7 2 10 817 98,4 20,12 0,84
(©)

Fonte: Autores (2019).
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A partir da Tabela 2, verificou-se que além das condi¢cbes centrais, os
maiores rendimentos e produtividades de etanol foram verificados no ensaio 14
(40 °C, pH 7,0, concentracdo celular 3,0 gcaL* e suplementacdo com extrato de
levedura 10 gL!) e no ensaio 13 (40 °C, pH 7,0, concentracdo celular 1,0 geal™ e
suplementacdo com extrato de levedura 10 gL?), gerando concentracdes finais de
etanol e produtividades, respectivamente iguais a 19,41 gL'e 0,81 gL *h™? (ensaio
14)e 17,12 gL' e 0,71 gL*h™* (ensaio 13).

A partir de uma analise de variancia que incluiu os efeitos principais lineares
e quadraticos obteve-se os valores criticos para a obten¢do da maior enzimatica,
descritos pelo modelo como temperatura: 41,3 °C, pH = 6,95, concentragdo celular:
2,04 gL e suplementacdo com extrato de levedura = 11,10 gL e para a obtencdo
da maior concentracdo de etanol gL' sdo: temperatura = 43,4 °C, pH = 6,8,
concentracdo celular = 2,4 gL e suplementacdo com extrato de levedura = 10,9
gLt

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos verificou-se que a suplementac¢do influencia
diretamente no metabolismo de K. marxianus ATTCC 36907. Um bom rendimento
foi obtido nas condi¢des do ponto central e comprovou-se a viabilidade do estudo
das possiveis combinagdes entre as variaveis avaliadas. O estudo realizado possui
condi¢gbes de contribuir significativamente com o setor de pesquisa e
desenvolvimento de energias renovaveis do pais, no ambito das melhores
condigBes a serem empregadas para obtengdo de uma maior produtividade, a
partir da pratica em questdo; bem como viabiliza melhorias nos processos da
agroindustria leiteira, e dos setores econémico e ambiental. Sugere-se também a
insercdo da agitacdo do caldo em fermentacdo, com o intuito de aumentar a
produtividade e a realizacdo de uma analise da composicao centesimal final do
melhor ensaio, a fim de verificar o consumo de nutrientes pela levedura.
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