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Obtencgao de substrato para fermentacao a partir de
hidrdlise acida de lactossoro

Production of lipids and carotenoids by oleaginous yeast
using whey permeate

RESUMO

Laticinios possuem dificuldades no descarte de residuos por produzirem residuos altamente
poluentes, como o soro do leite proveniente da producdo de queijo. Porém, o lactossoro
também possui grande quantidade de lactose, sendo um potencial substrato para o cultivo
de microrganismos para a obtengdo de bioprodutos. Leveduras do género Rhodotorula
possuem a capacidade de produzir carotenoides, utilizados em industrias de cosméticos,
alimenticia e farmacéutica, e lipideos, com potencial aplicacgdo em industrias de
biocombustiveis. Nesse trabalho, foi avaliada a cinética de hidrdlise acida da lactose para a
utilizacdo como fonte de carbono para cultivos com a levedura, assim como a selecdo de
linhagens produtoras com maior producdo de lipideos por mutagénese aleatdria. A hidroélise
apresentou maior velocidade com pH de 0,5 no qual também apresentou maior
concentracdo de glicose final (2,2 g/L). A mutagénese nio foi concluida por conta do cenario
de pandemia atual, necessitando de mais estudos para a sua conclusdo. Assim, verifica-se
que a hidrdlise da lactose pode ser utilizada para o pré-tratamento para posterior aplicacao
em meios de cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Bioprodutos. Hidrdlise acida. Rhodotorula mucilaginosa. Permeado de
soro.

ABSTRACT

Dairy industries have difficulties in waste disposal because they produce highly pollutants,
such as whey from cheese production. However, whey also has a large amount of lactose,
being a potential substrate for cultivation of microorganisms to obtain bioproducts.
Rhodotorula yeasts have the capacity to produce carotenoids, used in cosmetic, food and
pharmaceutical industries, and lipids, with potential application in biofuel industries. In this
work, the kinetics of acid hydrolysis of lactose was evaluated for use as a carbon source for
yeast cultivation, as well as the selection of strain with highproduction of lipids by random
mutagenesis. The hydrolysis presented greater velocity with a pH of 0,5 in which also
presented greater concentration of final glucose (2,2 g/L). The mutagenesis was not
concluded because of the current pandemic scenario, requiring more studies for its
conclusion. Thus, it is verified that the hydrolysis of lactose can be used for pre-treatment
for later application in culture media.

KEYWORDS: Bioproducts. Acid hydrolysis. Rhodotorula mucilaginosa. Whey permeate.
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INTRODUCAO

De acordo com o IBGE, o estado do Parana se encontra em segunda posi¢ao
dos estados com maior producdo de leite, tendo um crescimento de 55% em um
periodo de dez anos. A regido sudoeste do estado se destaca por ser a maior
produtora de volume de leite do estado e pelo seu crescimento na produgdo de
leite de aproximadamente 98% entre 2007 e 2017.

A expansdo deste setor resulta no aumento da concentracdo de residuos
agroindustriais e agropecudrios produzidos que podem ser descartados no meio
ambiente de maneira incorreta ou sem tratamento. Consequentemente, elevam-
se os impactos ambientais gerados na regido, sendo a busca pelo descarte correto
ou reutilizacdo desses residuos um desafio no meio do agronegécio.

A reutilizacdo desses residuos gira, basicamente, em torno da producdo de
bioprodutos, como os insumos agricolas, fonte de energia renovavel ou uma fonte
de renda para o produtor utilizando agrotecnologias ou biotecnologias
sustentaveis. Tendo em vista um bioproduto proveniente desses residuos que gere
um impacto econdmico e ambiental positivo.

Dentre essas industrias, destacam-se os laticinios. No primeiro trimestre de
2020, a quantidade de leite cru industrializado no territdrio nacional, resfriado ou
nao, atingiu aproximadamente mais de seis milhdes de litros, de acordo com o
IBGE, sendo mais de 827 mil litros no Parana, e mais de 3 milhdes de toneladas de
gueijo foram produzidas com inspecao federal no Brasil em 2016.

Do total de leite destinado a producdo de queijo, 80 a 90% representam o
volume de lactossoro gerado, sendo este um subproduto abundante. Porém, o
valor nutricional encontrado neste residuo compara-se a aproximadamente 55%
dos nutrientes encontrado no leite, podendo ser reutilizado como substrato para
cultivo de organismos.

A producdo de bioprodutos por microrganismos tem sido de grande interesse
por facilitar e aumentar a producdo, reduzindo custos do processo e devido a
matéria-prima ter baixo valor econémico. Além disso, a utilizacdo de subprodutos
para o cultivo de microrganismos, pode resultar na producdo de moléculas de
interesse, por meio de excre¢dao do microrganismo ou armazenamento no meio
intracelular, podendo produzir fdrmacos, corantes, cosméticos, entre outros.

Dentre os microrganismos oleaginosos e produtores de carotenoides,
destaca-se o género Rhodotorula sp. devido a sua eficacia em sintetizar lipideos e
carotenoides. As espécies Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa e
Rhodotorula graminis possuem um grande potencial para a producdo de
carotenoides e lipideos em escala industrial por terem a capacidade de se
desenvolver em substratos de residuo industrial ricos em agucar, diminuindo o
valor econ6mico voltado a produ¢do do mesmo.

A lactose é um dissacarideo, sendo complexo a utilizagdo direta dela, seja na
indUstria ou em microrganismos, visando isto, a lactose pode ser hidrolisada em
glicose e galactose, moléculas mais simples e com mais aplicagoes.

A hidrélise da lactose pode ser feita por métodos quimicos ou enzimaticos. O
método enzimdtico ocorre em condi¢les especificas para cada enzima e requer
uma etapa final de separac¢do das enzimas do produto, além de representar um
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método com custo elevado. O método quimico necessita de temperaturas
elevadas e pH acido, tendo o produto final com aparéncia escura e odor
caracteristico, porém possui menor custo comparado com a hidrdlise enzimatica.

Este estudo teve como objetivo a hidrélise acida da lactose e do permeado de
lactossoro para a utilizacdo como substratos para a obtencdo de carotenoides,
lipideos e biomassa da levedura Rhodotorula mucilaginosa, e a selecdo de
linhagens produtoras com maior producdo de lipideos por mutagénese aleatoria.

METODOLOGIA

Caracterizagao do lactossoro e permeado do lactossoro. As amostras de leite
e lactossoro foram cedidas pelo Laticinio Cruzeiro Ltda, localizado no Cruzeiro do
Iguacu, Parana. As analises fisico-quimicas foram executadas nas localidades da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — UTFPR e no Laticinio Cruzeiro Ltda.
Para a obtencdo do permeado de lactossoro, a amostra de soro do leite foi exposta
a temperatura de 121 2C e pressao de aproximadamente 1,2 atm por 15 minutos,
e suas proteinas removidas por filtracdo a vacuo.

Para caraterizacdo fisico-quimica, foram feitas andlises de pH, lactose, gordura
e densidade de acordo com Zenebon, Pascuet e Tiglea (2020). Para a andlise da
lactose, foi utilizado o método colorimétrico para a determinacdo de acucares
redutores totais (ART) utilizando o DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) como oxidante,
preparado e analisado de acordo com Miller (1959). Na determinacdo da gordura
nas amostras, foi utilizado o método de Gerber, que consiste no tratamento das
amostras utilizando acido sulfurico e dlcool amilico no butirometro de Gerber.

Manutengao. Os cultivos foram feitos empregando a levedura Rhodotorula
mucilaginosa ATCC 58901. A linhagem foi mantida a 42C com repiques mensais em
agar inclinado YMA (3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de malte, 5 g/L
de peptona, 10 g/L de glicose e 20 g/L de agar) com pH ajustado a 5,5.

Hidrdlise da lactose. A hidrdlise quimica da lactose foi feita em duplicata,
sendo utilizados frascos Erlenmeyers contendo 100 mL de permeado de
lactossoro. As amostras tiveram o pH ajustado em 0,5; 1,0 e 1,5 com HCl 2N e
foram submetidas a banho maria a 100°C com agitacdo. Aliquotas de 1mL foram
retiradas de cada frascoem 0, 5, 10, 30, 45, 60 minutos, seguidas de congelamento.
A concentracdo de glicose presente na amostra apds a hidrdlise foi determinada
por kit enzimatico-colorimétrico de glicose-oxidase.

Mutagénese aleatoria. A irradiacdo ultravioleta (UV) foi feita em uma caixa
com didametros de 53cm de comprimento, 28,7cm de largura e 25cm de altura,
contendo duas lampadas de 15 W cada. A emissdo de energia foi estimada em 27
mJ.st.cm™. Para a mutagénese foi utilizado um indculo preparado em meio YPD
(10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de glicose e 20 g/L de peptona) sem adicdo
de dgar. Apds 48 horas, o indculo foi passado para uma placa de petri esterilizada,
e submetido a luz ultravioleta da caixa, por 20, 30 e 45 minutos. Em cada tempo,
foram retiradas amostras de 1mlL, diluidas para 10° células/mL e transferidas para
placas de petri com meio YPD (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de glicose e
20 g/L de peptona e 20 g/L de agar). A seguir, as placas foram incubadas em
incubadora BOD para posterior contagem de col6nias.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta os resultados da caracterizacdo fisico-quimica do
lactossoro (L) e permeado de lactossoro (P). Os valores obtidos se enquadram com
a literatura, confirmando que o soro de leite obtido é acido.

Tabela 1 - Caracterizacgdo fisico-quimica de lactossoro (L) e permeado de lactossoro

(P)

Amostra  pH Turbidez  ART (:/c;il;zo Gordura Densidade
0,
NTO) ) CREy O (e/ml)
L 6,19 893 50,1 0,13 0 1026,0
P 5,70 869 60,9 0,10 0 1026,2

Pode-se observar o valor nutricional presente no lactossoro e permeado,
principalmente pela alta concentragao de ART, sendo indicados como fontes de
carbono para cultivos de microrganismos.

A cinética da hidrdlise da lactose estd apresentada na Figura 1, em que é
possivel observar o aumento da concentracao de glicose ao longo do tempo sendo
o pH de 0,5 o mais eficiente para o processo.

Figura 1: Concentragao de glicose em fungdo do tempo de hidrélise, para os
diferentes pH.
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A hidrélise acida utilizada neste estudo, tem a caracteristica de ser mais rapida
e de menor custo se comparada com a hidrélise enzimatica. Porém, a hidrélise
acida necessita de altas temperaturas e seu produto final apresenta coloragdo
escura e odor ndo caracteristico, impossibilitando o seu uso direto nas industrias
alimenticias, mas com alto potencial como fonte de carbono para microrganismos.

Os estudos de mutagénese aleatdria apresentaram resultados inconclusivos,
pois mesmo para as placas com inéculo exposto a 60 min de irradiagdo UV,
observou-se alto crescimento celular nas dilui¢des utilizadas, impossibilitando a
contagem celular e posterior isolamento de coldnias.

Figura 2: Placa de petri com indculo exposto a irradiagcdao UV por 60 minutos.
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CONCLUSOES

A hidrélise quimica da lactose pode ser utilizada para disponibilizacdo de
monossacarideos para posterior utilizacdo como fontes de carbono em meios de
cultivo. Sugere-se estudos futuros com diferentes métodos, periodos e pHs para
obtencdo de maiores concentracdes de glicose resultantes da hidrélise. Em relacao
a mutagénese, em funcdo da pandemia do Covid-19, esse estudo foi paralisado,
mas serda retomado posteriormente, estudando-se periodos de tempo de
irradiacdao UV mais prolongados.
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