WENDEL BATISTA DA SILVEIRA

PRODUCAO DE ETANOL EM PERMEADO DE SORO DE QUEIJO POR

Kluyveromyces marxianus UFV-3

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduagdo em Microbiologia Agricola,
para obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2004



WENDEL BATISTA DA SILVEIRA

PRODUCAO DE ETANOL EM PERMEADO DE SORO DE QUEIJO POR

Kluyveromyces marxianus UFV-3

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em Microbiologia Agricola,
para obtencdo do titulo de Magister

Scientiae.
APROVADA: 16 de fevereiro de 2004.
Prof. Frederico José Vieira Passos Prof. Hilario Cuquetto Mntovani
(Conselheiro) (Conselheiro)
Dr? Virginia Maria Chaves Alves Prof. Daison Olzany Silva

Prof? Flavia Maria Lopes Passos
(Orientadora)



A Deus.
Aos meus pais Jodo e Maria das Gracas.
A minha namorada Marcela.

Ao meu irméao Diego.



AGRADECIMENTO

A Universidade Federal de Vicosa (UFV) e a Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela oportunidade de
realizacdo do Programa de Mestrado e pelo auxilio financeiro.

Ao Departamento de Microbiologia da UFV, pela oportunidade de
desenvolver meu projeto de tese e pelo aproveitamento cientifico, entre outros.

A minha familia, em especial aos meus pais e ao meu irméo, pelo apoio,
pelo carinho e pela dedicagéo imprescindiveis durante toda a minha vida.

A minha amada Marcela, pelo carinho, pelo companheirismo e pela
felicidade que trouxe a minha vida.

A Professora Flavia Maria Lopes Passos, pelos ensinamentos de
Fisiologia, pelos incentivos, pelas oportunidades oferecidas desde a graduacao
— que tanto contribuiram para a minha formacao académica e pessoal — e pela
amizade.

Aos Professores Hilario Cuquetto Mantavani e Frederico José Vieira
Passos, pelos conselhos, pelos ensinamentos e pelas sugestdes, de grande
importancia para a execucao deste trabalho.

Ao Professor Daison Olzany Silva e a Doutora Virginia, pela participacéo
na banca examinadora de defesa desta tese e pelas valiosas sugestoées.

Aos professores do Departamento de Microbiologia, pelos

ensinamentos.



A todos 0s meus amigos e companheiros do Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos Adriana, Agenor, Alex, Claudia, Fabio, Gisela, Ligia, Mateus,
Rafael, Valdilene e tantos outros, aqui ndo citados, pela amizade e pelo auxilio.

Aos meus amigos Leonardo (Laboratério de Microbiologia Industrial),
Jorge e Juliana (Laboratério de Genética de Microrgamismos), pela amizade e
pelo companheirismo.

A todos os meus amigos dos Laboratérios de Microbiologia Industrial,
Genética de Microrganismos, Microbiologia de Anaerdbios, Microbiologia de
Alimentos, Microbiologia Ambiental e AssociacGes Micorrizicas, pela agradavel
convivéncia.

Aos funcionarios do Departamento de Microbiologia, pela
disponibilidade, pelo apoio, pela amizade e pelos servigos prestados.

A todas as pessoas que, de alguma forma, contribuiram para que este

trabalho se realizasse.



BIOGRAFIA

WENDEL BATISTA DA SILVEIRA, filho de Joao Batista da Silveira e
Maria das Gragas Raimundo da Silveira, nasceu em Visconde do Rio Branco,
Minas Gerais, no dia 21 de setembro de 1979.

Em marco de 1998, ingressou-se no curso de Tecnologia de Laticinios
da Universidade Federal de Vicosa, bacharelando-se em Tecnologia de
Laticinios em maio de 2002.

Em setembro de 2002, iniciou o Programa de Pds-Graduacgéo, em nivel
de Mestrado, em Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Vicosa,

submetendo-se a defesa de tese em 16 de fevereiro de 2004.



RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUCAO
2. REVISAO DE LITERATURA
3. MATERIAL E METODOS

3.1.

3.2

3.3.
3.4.
3.5.

3.

3.6.

3.7.
3.8.

CONTEUDO

MiCrorganismo................eeeeveeeeeeeeenne.
. Manutencao da cultura....................
INOCUIO....ccovvviiiiiiiiiieiiie,
Meio de fermentagao ............c.........
Regime de fermentagéo...................
5.1. Batelada........cccccccceeeeeeieeiiieenns
3.5.1.1 Aerobiose.........ccoeviiiiiiinnnn.
3.5.1.2. Microaerobiose.....................
3.5.1.3. Anaerobiose...........cccceveeenens
Determinagéo da relagdo entre massa celular seca e densidade
Optica a 600 nm (D.O. 600 nm)........
Medida de crescimento....................

Determinagdo da velocidade especifica de crescimento e

estimacao das constantes cinéticas

Vi

10
10
10
11
11
12
12
13
13
13

14
14

14



3.9.

Determinacdo do consumo de substrato e da producdo de

(0121721 0101 10 1 TR ORISR

3.10. Determinagao dos parametros de crescimento e fermentativos

e da velocidade de consumo e de producéo de etanol .............

. RESULTADOS

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Cinética de crescimento de Kluyveromyces marxianus UFV-3
em funcdo da concentracdo de substrato nas fermentacbes
realizadas em YNB acrescido de lactose, sob as condi¢cdes

aerdbica € MICroaerODICA . ......ovee e

Consumo de lactose e producdo de etanol e glicerol por
Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentacoes realizadas
em YNB acrescido de lactose, sob as condicbes aerdbica e

g1 (ol o= 1= o] o (o3 SRS
Parametros fermentativos da producdo de etanol de

Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentagOes realizadas
em YNB acrescido de lactose sob as condicGes aerdbica e
(a1 o o oY= o] oot TP PPPPPPP
Cinética de crescimento de Kluyveromyces marxianus UFV-3
em funcdo da concentracdo de substrato nas fermentacdes
realizadas em permeado de soro de queijo sob as condi¢cdes
aerdbica, microaerdbica e anaerobica ..........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiieieenns
Efeito da concentracdo de etanol no crescimento de
Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentacgdes realizadas
em permeado de soro de queijo, sob as condicdo aerdbica,
microaerdbica € anaerObiCa..............uuvvvveeeiririieiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeene
Producdo de etanol, glicerol e &cidos organicos por
Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentagdes realizadas
em permeado de soro de queijo sob as condi¢cdes aerdbica,
microaerdbica € anaerObiCa..............uuvvvvveeieiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee,
Parametros fermentativos da producdo de etanol de
Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentagdes realizadas
em permeado de soro de queijo, nas condicbes aerdbica,

MicroaerobiCa € anaerODICA ... ..ouuee e

Vil

Pagina

15

15
17

17

20

24

26

31

32

34



Pagina
4.8. Efeito da concentracdo de substrato e do nivel de oxigénio nas
velocidades de consumo de lactose e de producéo de etanol de
Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentacoes realizadas

em permeado de soro de de queijo, sob as condi¢des aerdbica,

microaerdbica € anaerObICa..........cooeevveviieeeeiiiie e 39
5. DISCUSSAOD ..ottt ettt 41
6. RESUMO E CONCLUSOES ......c.oiiiiieeeceeeee et A7
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......c.ooeiieececeeeee e 50
F N 2= N [ =S 54
APENDICE A ..ottt ettt are e are e 55

viii



RESUMO

SILVEIRA, Wendel Batista, M. S., Universidade Federal de Vigcosa, fevereiro de
2004. Producédo de etanol em permeado de soro de queijo por
Kluyveromyces marxianus UFV-3. Orientadora: Flavia Maria Lopes
Passos. Conselheiros: Frederico José Vieira Passos e Hilario Cuquetto
Mantovani.

Com o objetivo de estabelecer a condicéo fisiolégica para a conversao
maxima da lactose do permeado de soro de queijo em etanol, avaliaram-se 0s
efeitos da concentracdo de substrato e do nivel de oxigénio no direcionamento
do fluxo metabdlico para a via fermentativa da levedura K. marxianus UFV-3.
Inicialmente, as fermentacdes foram conduzidas em meio YNB sintético com
altas concentracbes de lactose, em condicdes aerObica e microaerdbica
(injecdo de nitrogénio gasoso por 12 minutos), em regime de batelada. Nas
fermentacbes sob microaerobiose, os rendimentos méximos de etanol por
substrato foram préximos a 85% do rendimento tedrico, ou seja, superiores aos
obtidos em aerobiose, por volta de 55% desse rendimento. O rendimento de
etanol maximo por massa celular também foi maior em microaerobiose, sendo
a produtividade volumétrica maior em microaerobiose apenas na fermentacao,
cuja concentracdo inicial de lactose foi de 67,0 g L*. As fermentacdes
realizadas em permeado de soro de queijo com 10 diferentes concentracoes de

lactose, que variaram de 1,0 g L a 240,0 g L™, em regime de batelada, sob



condicBes aerdbica, microaerdbica e anaerdbica (injecao de nitrogénio gasoso
por todo o tempo de fermentacéo), apresentaram rendimento maximo de etanol
por substrato e por massa celular, bem como de produtividade maxima
volumétrica, superior aqueles obtidos em YNB. Além disso, K. marxianus UFV-
3 exibiu maiores velocidades especificas de crescimento, maior producédo de
massa celular e maior producdo de glicerol nas fermentacbes em permeado
gue naquelas em YNB. Os parametros fermentativos da producédo de etanol em
permeado foram maiores em microaerobiose e anaerobiose do que em
aerobiose. As fermentagcdes em permeado — cujas concentracdes iniciais de
lactose foram acima de 50 g L* — e o nivel de oxigénio reduzido
(microaerobiose e anaerobiose) apresentaram altos rendimentos maximos de
etanol por substrato, correspondendo a quase 100% do tedrico. A velocidade
de consumo de lactose e de producdo de etanol aumentou a medida que a
concentracdo inicial de substrato também aumentou e o nivel de oxigénio
diminuiu. A tolerancia do produto (etanol) foi verificada no permeado acrescido
de etanol, em concentragbes que variaram de 5 a 80 g L. Em 50 gL™, K.
marxianus UFV-3 manteve um crescimento préoximo a 80% em relacdo ao
controle em condicdo anaerdbica e perto de 60% sob condicfes microaerdbica

e aerdbioca.



ABSTRACT

SILVEIRA, Wendel Batista, M. S., Universidade Federal de Vigosa, February,
2004. Ethanol production in permeated of cheese whey by
Kluyveromyces marxianus UFV-3. Adviser: Flavia Maria Lopes Passos.
Committee Members: Frederico José Vieira Passos and Hilario Cuquetto
Mantovani.

To establish the physiological condition for maximum conversion of
lactose from permeated of cheese whey in ethanol, the effects of substrate
concentration and level of oxygen in the directioning of the metabolic flow for
the fermentative pathway of the yeast K. marxianus UFV-3 were evaluated.
Initially, fermentation was carried out in synthetic YNB medium with high lactose
concentrations, in aerobic and microaerobic conditions (injection of nitrogen gas
for 12 minutes), in batch culture. For fermentation under microaerobiosis, the
maximum ethanol yield per substrate was close to 85% of the theoretical yield,
in other words, superior to the obtained in aerobiosis, about 55% of that yield.
The maximum ethanol vyield per cellular mass was also higher in
microaerobiosis, being the volumetric yield higher in microaerobiosis only in
fermentation, with initial lactose concentration of 67,0 g L™ . The fermentation
performed in permeated of cheese whey with 10 different lactose
concentrations which that varied from 1,0 g L™ to 240,0 g L™, in batch regime,

under aerobic, microaerobic and anaerobic conditions, (injection of nitrogen gas
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for the entire fermentation) presented maximum ethanol yield per substrate and
per cellular mass, as well as maximum volumetric yield, higher than those
obtained in YNB. Besides, K. marxianus UFV-3 gave greater specific growth
rates, greater cellular mass production and greater glycerol production in
fermentation in permeated than in YNB. The fermentative parameters of ethanol
production in permeated were greater in microaerobiosis and anaerobiosis than
in aerobiosis. The fermentation in permeated — with initial lactose
concentrations above 50 g L™ — and reduced oxygen level (microaerobiosis and
anaerobiosis) gave high ethanol maximum yield per substrate, corresponding to
almost 100% of the theoretical value. The lactose consumption rate and ethanol
production rata increased with the increase in the initial substrate concentration
and the oxygen level decreased. The tolerance of the product (ethanol) was
verified in permeated added to ethanol, in concentrations ranging from 5 to 80 g
L™ In 50 gL, K. marxianus UFV-3 maintained a growth close to 80% in relation
to the control in anaerobic conditions and close to 60% under microaerobic and
aerobic conditions.
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1. INTRODUCAO

O soro de queijo € o subproduto da indastria de laticinios resultante da
precipitacdo e remocao da caseina do leite durante a producdo de queijos. A
producdo mundial de soro vem aumentando, nos ultimos anos, com o impulso
da industria de laticinios, atingindo 100 bilhdes de litros. No Brasil, em 1998 a
producao foi de 3,6 bilhdes de litros. Destacam-se na producdo mundial os
Estados Unidos, que produziram 31 bilhdes de litros em 1999. Nos ultimos
anos, a legislacdo que trata da qualidade do efluente da industria de laticinios
tornou-se mais rigorosa com relacdo ao destino do soro de queijo, na tentativa
de preservar o meio ambiente, porém 50% do soro de queijo produzido no
Brasil ainda é descartado na natureza como residuo inutil. Simplesmente tratar
0 soro de queijo é muito oneroso para a industria, pois, mais que trata-lo, é
procurar uma tecnologia eficiente, mais atrativa economicamente e que
agregue valor comercial a esse subproduto.

A primeira operacdo recomendavel no processamento desse soro € a
ultrafiltracdo, que resulta num produto concentrado de proteinas,
nutricionalmente rico e num permeado que ainda confere altas Demandas
Bioquimica e Quimica de Oxigénio (DBO e DQO), por conter a lactose
originalmente presente no soro de queijo. O aproveitamento do permeado pela
fermentacdo de leveduras para a producédo de etanol vem sendo considerado
h& décadas e, nos ultimos anos, ganhou grande impulso devido ao aumento da

demanda de alcool combustivel. Algumas destilarias produtoras de alcool, a



partir do soro de queijo, estdo em operacdo comercial na Irlanda, nos Estados
Unidos e, principalmente, na Nova Zelandia, onde um quinto do soro de queijo
€ utilizado para produzir o etanol. Porém, devido ao carater diluido da lactose
no permeado desse soro, a producdo do etanol é considerada inviavel. A
concentracdo do permeado pode ser uma solucdo para reduzir os custos e
aumentar a producéo de etanol, bem como eliminar parte da agua presente no
soro, diminuindo os gastos energéticos na destilacao.

O potencial fermentativo da levedura Saccharomyces cerevisiae nao
pode ser explorado na fermentacdo do permeado de soro de queijo, porque
essa levedura ndo possui a via de assimilacdo de lactose, sendo incapaz de
converter lactose em etanol. Leveduras do género Kluyveromyces, embora
apresentem um metabolismo respirofermentativo, sdo capazes de assimilar
lactose como fonte de carbono e energia, sendo empregadas nos processos
industriais de fermentacdo do soro de queijo. O metabolismo de leveduras é
caracterizado como oxidativo (respiratério), quando todo o aglcar é oxidado a
CO,. Caso o0 acucar seja parcialmente oxidado a piruvato e este reduzido a
etanol, o metabolismo é oxidorredutivo (fermentacéo). E possivel haver um
balanco entre esses dois metabolismos caracterizando o respirofermentativo.
Em S. cerevisiae, a concentracdo do acucar €& determinante no fluxo
oxidorredutivo. Em leveduras respirofermentativas, a concentracdo de acucar
parece ndo ser mais importante que o nivel de oxigénio em favorecer o fluxo da
via oxidorredutiva. Leveduras do género Kluyveromyces, além da assimilacao
de lactose, diferenciam-se de S. cerevisiae também na regulacdo do
metabolismo de acUcar, em especial na sensibilidade a represséo por glicose.
S. cerevisiae apresenta repressao por glicose em genes do metabolismo
respiratério em altas concentracbes de glicose, enquanto em K. lactis a
repressdo por glicose € menos pronunciada e dependente da linhagem. As
diferencas apresentadas pelas linhagens de K. lactis a repressao por glicose
possivelmente refletem a capacidade de transporte desse acUcar.

Esse projeto propbe avaliar as condicdes fisiolégicas que favorecem o
metabolismo oxidorredutivo em Kluyveromyces marxianus UFV-3, visando a

conversdo maxima da lactose do permeado do soro de queijo em etanol.



2. REVISAO DE LITERATURA

O soro de queijo € a por¢cdo aquosa do leite que se separa do coagulo
ou caseina, durante a producdo de queijos (KOSIKOWSKI, 1979). Nos ultimos
anos foi observado, em todo o mundo, um crescente aumento da producao de
soro de queijo devido ao impulso da industria de laticinios (DALLAS e
LAGRANGE, 1998). A produgdo mundial de soro gira em torno de 100 bilhdes
de litros (FILHO, 2002), e no ano de 1998 atingiu 3,6 bilhées de litros no Brasil
(ANUARIO MILKBIZZ, 1999). Destacam-se na producdo mundial os Estados
Unidos, com a producéo de 31 bilhdes de litros no ano de 1999 (ANUARIO
MILKBIZZ, 1999). O soro de queijo representa aproximadamente 85-95% do
volume do leite e retém 55% dos nutrientes do leite entre os quais se destacam
lactose (4,5-5% p/v), proteinas solaveis (0,6-0,8% p/v), lipidios (0,4-0,5% p/v) e
sais minerais (8-10% de extrato seco), além de outros nutrientes presentes em
menores concentragdes como as vitaminas, principalmente as do grupo B
(SISO, 1996).

O soro de queijo é, na maioria das vezes, descartado em mananciais
como um residuo inutil ou utilizado na alimentacdo de animais em fazendas
(KOURKOUTAS et al., 2002). Quando é descartado sem tratamento prévio,
esse residuo causa graves problemas ambientais em razdo, principalmente, da
lactose, o fator responsavel pelas altas Demandas Bioquimica e Quimica de
Oxigénio (MAWSON, 1994). Quando empregado na alimentacdo animal, a
lactose € dificiimente metabolisada, e por isso outros carboidratos sé&o



preferidos, a menos que o custo do soro seja bem reduzido (BARBA et al.,
2000). A solucéo para esse problema ambiental é de carater urgente, devido ao
aumento dos volumes de soro produzido e dos requerimentos da legislacdo da
Gltima década com respeito a qualidade do efluente (SIEKIEWICZ e RIEDEL,
1990, citados por SISO, 1996). Essa realidade enfrentada pela industria de
laticinios esta revendo a idéia de que o soro de queijo seja um residuo inuatil e
de que simplesmente tratd-lo seja muito oneroso para a industria (TIN e
MAWSON, 1993). Além de simplesmente tratar o soro de queijo como um
subproduto, uma tecnologia eficiente e mais atrativa economicamente deve
agregar valor comercial a esse subproduto (BARBA et al., 2000). Nos ultimos
50 anos, algumas alternativas para o aproveitamento do soro de queijo foram
desenvolvidas, porém metade do soro produzido no mundo é descartada como
efluente sem tratamento. Das alternativas de aproveitamento do soro de queijo,
podem-se destacar a recuperacao de suas proteinas e a producao de &cidos
organicos a partir da lactose do permeado, que apresentam aplicacoes na
industria de alimentos, além da producdo de biogas, extracdo da lactose e
obtencéao de seus derivados e producao de glicerol, entre outros (SISO, 1996).
A recuperacdo das proteinas do soro € a etapa inicial da maioria dos
procedimentos adotados para seu aproveitamento. O menor custo, a alta
velocidade, a auséncia de desnaturacdo das proteinas e a obtencdo de um
concentrado de proteinas livres de sais fazem do processo de ultrafiltracdo o
método mais empregado na recuperacdo das proteinas do soro
(KOSIKOWSKI, 1979). A ultrafiltragcdo consiste na extracdo e concentracao das
proteinas do soro na forma hidrossoluvel, por meio de bombeamento do soro
sob alta presséo, através de membranas, cujos poros permitem a passagem de
moléculas menores, como agua, lactose e sais que constituem o permeado e
impedem a passagem das proteinas (ZEIKUS, 1986). As proteinas do soro
possuem aminoacidos essenciais facilmente digeriveis e considerados
altamente completos, tanto fisiolégica quanto nutricionalmente. Além de
apresentarem caracteristicas funcionais excelentes, as proteinas do soro
possuem, do ponto de vista nutricional, uma das mais altas razdes de eficiéncia
de proteinas conhecidas de 3,3, superando a da caseina do leite, que € de 2,5
(FORSUM, 1974). Essas caracteristicas fazem das proteinas do soro uma
fonte muito atrativa para a producao de suplemento alimentar (SISO, 1996). A
recuperacdo das proteinas do soro nao resolve o problema ambiental deste,
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porque o0 permeado gerado na ultrafiltracdo contém toda a lactose
originalmente presente no soro de queijo (VIENNE e STOCKAR, 1985). O
aproveitamento do permeado pela fermentacdo de leveduras para a producéo
de etanol vem sendo considerado ha décadas. Portanto, a conversdo da
lactose do permeado em etanol é a operacdo subseqiente a ultrafiltracdo
(JANSSENS et al., 1983, citados VIENNE e STOCKAR, 1985). Esse processo
ja vem sendo praticado em alguns paises (RAPIN et al., 1994). Algumas
destilarias produtoras de alcool, a partir de soro de queijo, estdo em operacao
comercial na Irlanda, nos Estados Unidos e, principalmente, na Nova Zelandia,
onde um quinto do soro de queijo é utilizado para produzir o etanol
(MAWSON,1994). Devido ao carater diluido da lactose do soro de queijo (4,5 a
5% p/v), a producdo de alcool a partir deste € economicamente inviavel (TIN e
MAWSON, 1993). Entretanto, uma promissora solucdo é a concentracao do
soro de queijo que reduz os custos de producédo, por aumentar a producao de
etanol e eliminar parte da agua presente no soro, diminuindo os gastos
energéticos empregados no processo de destilacdo (MAWSON, 1994). As
projecdes para a producéo de alcool no mundo séo crescentes, destacando-se
os Estados Unidos. No ano de 2001, a producéo de alcool nesse pais foi de 6,7
bilhdes de litros, e a projecdo para 2010 € de 19 billhdes de litros (PULITI,
2002).

O metabolismo oxidorredutivo do carboidrato por leveduras, que resulta
na formacdo de etanol, depende do destino do piruvato, o intermediario
glicolitico parcialmente oxidado proveniente da glicose. A oxidacdo completa do
piruvato a CO, pelo ciclo do acido tricarboxilico constitui o metabolismo
oxidativo ou respiratorio. Caso o piruvato seja reduzido a etanol e outros
compostos, 0 metabolismo é oxidorredutivo ou fermentativo. E possivel haver
um balangco entre essas vias, e ambas coexistirem, caracterizando o
metabolismo respirofermentativo (SISO et al.,, 2000). Na avaliacdo das vias
metabdlicas adotadas por leveduras, a analise deve ser global, pois o
metabolismo de oxidorreducdo, por exemplo, € estreitamente conectado a
reacdes periféricas e centrais do metabolismo de carbono e de nitrogénio
(BAKKER et al., 2001). A formacdo de NADH, em que os elétrons sao captados
das reacdes oxidativas do metabolismo, ocorre na glicélise e no ciclo do acido
tricarboxilico, que apresentam funcdes nas vias de obtencdo de energia do
acucar, como na geracao de precursores para reacdes biossintéticas (BAKKER
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et al., 2001). O poder redutor, NADH, também é gerado nas reacfes de
biossintese de aminoacidos (ALBERS et al.,1996). Durante o crescimento via
metabolismo respiratério, o NADH produzido nas reacbes anabdlicas e
catabdlicas pode ser reoxidado por respiracdo mitocondrial. Em condi¢des
anaerobicas, a reoxidacdo do NADH pela reducdo do piruvato a etanol
(fermentacao alcodlica) pode ser insuficiente para reoxidar o NADH produzido
em reacles biossintéticas, pois aquela via € um processo de oxidorreducéo
neutro, ou seja, reoxida apenas o NADH produzido na via glicolitica. Leveduras
contornam essa insuficéncia pela reoxidacdo de NADH na reacéo catalisada
por glicerol-3-fosfato desidrogenase, reduzindo o intermediario glicolitico
diidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fosfato. O glicerol-3-fosfato € depois
convertido em glicerol pela hidrélise do grupo fosfato na reacédo catalisada pela
glicerol-3-fosfatase (BAKKER et al., 2001). Em condi¢cdes osmdéticas normais, a
formacao de glicerol € importante na manutencdo do balanco intracelular de
oxidorreducdo na auséncia de oxigénio (VAN DIJKEN e SCHEFFERS, 1986,
citados por NEVOIGT e STHAL, 1997), na reciclagem de fosfato inorganico
utilizado na glicolise (THEVELEIN e HOHMANN, 1995, citados por NEVOIGT e
STHAL, 1997). Em condi¢cdes de alta osmolaridade, o glicerol € o principal
soluto compativel formado na fase exponencial de crescimento de S. cerevisiae
(REED et al., 1987, citados por NEVOIGT e STHAL, 1997), e um numero
crescente de evidéncias indica que a concentracdo intracelular de glicerol é
ajustada pela atividade de agua do meio (BLONEMBRG e ADLER, 1992,
citados por NEVOIGT e STHAL, 1997).

Desde os primeiros estudos da bioquimica e fisiologia celular, diferencas
marcantes na regulacdo do metabolismo de acuUcar por leveduras despertaram
grande interesse. O efeito Pasteur, efeito Crabtree (BREUNIG et al., 2000) e
efeito Kluyver (FUKUHARA, 2003) tém sido descritos como resultados da
regulacdo do metabolismo de acucar por leveduras. O efeito Pasteur é a
repressao da fermentacdo por aerobiose, 0 que prevalece, por exemplo, em
condicdes limitantes de glicose em S. cerevisiae, ja o efeito Crabtree prescreve
a fermentacdo em condicdes totalmente aerdbicas, em altas concentracdes de
acucar (BREUNIG et al., 2000). O efeito Crabtree vem sendo discriminado
como "long term" e "short term". O "long term" é definido como a ocorréncia de
fermentacdo alcodlica aerébica em condicbes de altas velocidades de
crescimento tanto em regime de batelada quanto em condi¢des limitantes de
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acucar em batelada alimentada e cultura continua (PETRIK et al., 1983;
RIEGER et al., 1983; van URK et al., 1990, citados por KIERS et al., 1998). O
"short term" € definido como a imediata producdo de etanol em condicbes
aerdbicas em resposta ao excesso de glicose (RIEGER et al., 1983; van URK
et al., 1990, citados por KIERS et al., 1998). O efeito Kluyver tem sido definido
como a auséncia de crescimento e fermentacdo em certos aglcares na
auséncia de respiracao, independentemente da presenca de oxigénio. O efeito
Kluyver ocorre em muitas leveduras na assimilacdo de aglUcares como
galactose, maltose, rafinose, lactose, sacarose e celobiose, porém na glicose o
efeito Kluyver ndo é geralmente observado (FUKUHARA et al., 2003).

S. cerevisiae, a levedura que se estabeleceu em processos
fermentativos industriais (PREEZ e SCHEFFERS, 2003), devido ao seu alto
poder fermentativo, € uma levedura Crabtree positiva e Kluyver negativa na
maioria dos aclUcares (FUKUHARA, 2003). Porém seu potencial fermentativo
nao pode ser aproveitado na conversao de lactose a etanol por ndo apresentar
um transportador para a lactose e a enzima [-galactosidase, responsavel pela
hidrolise deste dissacarideo (RUSSEL, 1986). A natural inabilidade de S.
cerevisiae utilizar lactose como fonte de carbono tem sido contornada pela
construcdo de linhagens recombinantes lac +. Sreeekrishna e Dickson (1985),
citados por Rubio Teixeira (1998), transformaram S. cerevisiae com 0S genes
lac4 e lacl2 de Kluyveromyces lactis. A linhagem resultante, porém,
apresentou pequeno crescimento em lactose e foi geneticamente instavel.
Kumar et al. (1992) construiram uma linhagem lac+ pela transformacdo com o
gene lacA de Aspergillus niger, que codifica uma b-galactosidase secretavel.
Entretanto, a linhagem, além de apresentar crescimento diauxico, foi
geneticamente instavel. Rubio Teixeira (1998) construiu uma linhagem lac+ de
S. cerevisiae capaz de crescer eficientemente em lactose, porém o crescimento
foi predominantemente associado ao metabolismo respiratorio.

Uma opcdo promissora seria a utilizacdo de leveduras do género
Kluyveromyces, ocupantes do ambiente de laticinios, que assimilam lactose e
apresentam grande potencial para produzir alcool a partir do soro de queijo
(O'LEARY et al., 1977; MOULIN e GALZIN, 1981, citados por KURTZMAM et
al., 1998). A levedura Kluyveromyces marxianus vem sendo a mais utilizada
em nivel industrial até o momento (MAWSON, 1994). Outra levedura do género
Kluyveromyces, a levedura Kluyveromyces lactis, vem chamando a atencao por
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apresentar aplicagdes industriais, sobretudo pelos estudos de respiracéo
mitocondrial, em comparag¢ao com os de S. cerevisiae (BREUNIG et al., 2000).

Uma das maiores diferencas entre K. lactis e S. cerevisiae, além da
assimilacao de lactose, é a regulacdo do metabolismo por glicose com respeito
a repressao da respiracdo por glicose, isto €, em S. cerevisiae 0 metabolismo
oxidativo é completamente reprimido por glicose. JA& em K. lactis alta
concentracdo de glicose resulta em uma repressdo bem menor da via
oxidativa, em comparacédo com S. cerevisiae (KIERS et al., 1998; BREUNIG et
al., 2000 (SISO et al., 2000). A represséao do metabolismo oxidativo por glicose
em leveduras € mediada, principalmente, pela proteina Migl. Acredita-se que,
quando a razdo ATP/AMP é alta, a proteina quinase Snfl, ativadora da
proteina Migl, ndo exerce sua atividade. Sem a atividade da proteina Snfl, a
Mig1 fica em um estado subfosforilado, dirigindo-se para o nucleo, onde se liga
a regido promotora de genes respiratorios, bem como de genes que expressam
proteinas ativadoras da transcricdo de genes respiratorios. A proteina Migl
reprime esses genes por recrutar fatores gerais de repressdo Ssn6 e Tupl
(ROLLAND et al., 2001).

S. cerevisiae apresentou alta capacidade de transporte para glicose,
devido ao grande numero de transportadores para esse acgUcar. Dos 18 genes
transportadores de hexoses nesta levedura, 17 sdo capazes de transportar
glicose. Esse numero de transportadores é bem maior que os dois
transportadores, um de alta afinidade e o outro de baixa afinidade, encontrados
na linhagem de K. lactis CBS 2359, que estd sendo seqienciada em
laboratérios franceses (BREUNIG et al., 2000). A alta capacidade de transporte
em S. cerevisiae gera alto fluxo glicolitico, consequentemente uma alta razéo
ATP/AMP, que conduz a repressao de genes respiratorios, favorecendo, assim,
0 metabolismo oxidorredutivo. JA em K. lactis, além da concentracao do
acucar, a atividade de transporte e o fluxo glicolitico parecem ser acoplados ao
suprimento de oxigénio (MILKOWSKI et al., 2001). Em K. lactis, repressao por
glicose é bem menos pronunciada e dependente da linhagem em razdo,
basicamente, das diferencas nas atividades de transporte (BREUNIG et al.,
2000). A linhagem de K. lactis JA6, que € mais adaptada ao metabolismo
respirofermentativo, apresenta transportadores diferentes dos de outras
linhagens, que ndo apresentam repressao por glicose (BREUNIG et al., 2000).



Informacdes contraditorias a respeito do metabolismo oxidorredutivo,
oxidativo e respirofermentativo de K. lactis e outras leveduras em glicose e
outros aclUcares podem ser subtraidas da literatura. Varios autores
descreveram K. lactis como uma levedura Crebtree negativa, porém Siso et al.
(1996) obtiveram evidéncias da capacidade fermentativa de K. lactis pelo
cultivo em regime de batelada em condicdes aerébicas. Foi constatado que K.
lactis e S. cerevisiae apresentam capacidades fermentativas muito similares
nessas condicdes de oxigénio limitante. Esses resultados levaram aqueles
autores a proporem que K. lactis ndo pode ser caracterizada como Crabtree
positiva nem como Crabtree negativa, ocupando uma posi¢ao intermediaria.
Segundo Kiers et al. (1998), as baixas concentragcdes de etanol em
fermentadores bem aerados e o0 acumulo consideravel de etanol em cultivos
em regime de batelada como os descrito por Siso et al. (1996), indicam que a
limitacdo de oxigénio no ultimo caso foi o principal fator do aumento na
concentracdo de etanol. Além disso, esses autores observaram que a baixa
concentracdo de etanol encontrada em condi¢cdes totalmente aerdbicas
evidencia o comportamento Crabtree negativo de K. lactis. Em relacao ao efeito
Kluyver, que € um fendmeno especifico para cada acucar, os resultados
suportam a hipétese de que em K. lactis a atividade de transporte do acucar
tem papel muito importante em definir o efeito Kluyver como positivo ou
negativo (FUKUHARA, 2003). Porém, outros fatores podem influenciar o efeito
Kluyver, como o desbalanco de oxidorreducdo na auséncia de respiracdo em
espécies altamente aerdbicas (FUKUHARA, 2003), a influéncia dos niveis de
oxigénio nos niveis das enzimas glicoliticas (SIMS e BARNETT, citados por
FUKUHARA, 2003) e as mudancas de afinidade dos transportadores em
condicBes anaerobicas (BARNETT, 1992, citado por FUKUHARA, 2003).
Portanto, conforme reconhecido por Siso et al. (1996), a importancia da
concentracdo de acUcar, o nivel de oxigénio e a fase de crescimento das
culturas sdo aspectos muito relevantes na analise da conduta metabdlica por
leveduras e no estabelecimento de condicbes fisiolégicas que possam

maximizar a conversao do aclucar em etanol.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi a levedura selecionada com
maxima atividade de [I-galactosidase, entre outras isoladas de cinco laticinios
da Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, pertencentes ao acervo de
culturas do Laboratério de Fisiologia de Microrganismos do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigcosa. Essa levedura, identificada
pelo instituto de identificacdo de leveduras Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS) como Candida Kefyr (Beijerinck) Van Uden & Buckley
ou em estado ndo formador de ascoésporos da Kluyveromyces marxianus
(Hansen) van der Walt, foi denominada, neste trabalho, Kluyveromyces

marxianus UFV-3.

3.2 . Manutencéo da cultura

A levedura Kluyveromyces marxianus isolada em meio YPD agar
(extrato de levedura 1% (p/v), peptona 2% (p/v), glicose 2% (p/v) e agar-agar
2% (p/v)) foi ativada em caldo YPD (extrato de levedura 1% (p/v), peptona 2%
(p/v) e glicose 2% (p/v)) por aproximadamente 18 horas. Nesse tempo, as
culturas foram centrifugadas a 7.000 rpm, por sete minutos, sendo o

sobrenadante descartado e a célula ressuspendida em caldo YPD com 20% de
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glicerol, em um volume de 1 mL, em tubos de microcentrifuga. Esses tubos
contendo as culturas foram congelados em nitrogénio liquido e, em seguida,

estocados a —80 °C.

3.3. In6culo

Um volume de 1 mL da cultura estocada a —80 °C foi transferido para
meio YNB com 2% de lactose (p/v) ou permeado de soro de queijo (permeado)
2% (p/v), em um volume de 20 mL presente em erlenmeyers de 125 mL. As
culturas foram conduzidas em incubadoras, sob agitacdo de 250 rpm, a
temperatura de 30 °C por aproximadamente 18 horas, para produgdo do
in6culo. Apos esse tempo, cerca de 10 mL da cultura foi centrifugados a
2.988 g por cinco minutos, a temperatura de 4 °C. O sedimento de célula foi
lavado duas vezes em agua peptonada 0,1% (p/v), antes de ser adicionada ao
meio de cultivo. O in6culo inicial em ambos os meios foram de densidade
Optica (D.O.) de 600, 0,08 a0,1.

3.4. Meio de fermentacéo

Os meios de fermentacéo utilizados neste estudo foram o meio Yeast
Nitrogen Base sem aminodcidos, com 5,0 g-L™ de sulfato de aménia (YNB) e o
permeado de soro de queijo (permeado). O meio YNB, preparado conforme
manual da DIFCO, foi esterilizado por filtracdo e, depois, acrescido de
65,0gL?; 180gL™* e 320gL™ de lactose como Unica fonte de carbono e
energia, esterilizada previamente por calor umido. O permeado em 10
diferentes concentracdes também foi avaliado neste trabalho.

O soro de queijo "in natura” foi proveniente da empresa MAROCA &
RUSSO Industria e Comércio LTDA. (COTOCHES), situada na cidade de Rio
Casca, no Estado de Minas Gerais. Assim que foi coletado dos tanques de soro
de queijo, o soro foi submetido a processo de ultrafiltracdo para remocao de
proteinas do soro, utilizando-se membrana com exclusdo molecular de 10.000
Da, o que gerou um concentrado de proteinas (retentado) e o permeado,
constituido basicamente de lactose, agua e sais minerais. O permeado foi

pulverizado no atomizador do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
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Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa, MG. O permeado em p6 obtido foi
reconstituido em agua destilada, para atingir as concentracfes de lactose de
aproximadamente 1,0 g L*, 50 g L? 10,0 g L%, 250 g L™ 50,0 g L,
65,0gL? 850 g L1130 g L?, 170 g L* e 240 g L. Posteriormente, o
permeado foi filtrado utilizando papel WATMAN® de diametro de 150 mm e
uma bomba de vacuo. O permeado foi esterilizado por filtracdo usando filtros
de membranas com poros de 0,22 nm. Na fermentacdo em permeado, na qual
a cultura apresentou a maior velocidade especifica maxima de crescimento (n),
foi testado o efeito da concentracdo de etanol nas m Para isso foram
acrescidas ao meio as diferentes concentracdes de etanol, cuja concentracéo
inicial de lactose foi de 85,0 g L™ para aerobiose e microaerobiose e 65,0 g L™
para anaerobiose, sendo também acrescidos de etanol (5,0 g L™*,10,0 g L™,
20,0 g L, 30,0 g LY 50,0 g L* e 80,0 g LY, para determinar o efeito do
produto (etanol) sobre o crescimento da levedura. Os resultados foram
expressos como razao de inibicdo da velocidade especifica de crescimento no

meio com etanol (n) e velocidade especifica de crescimento na auséncia de

etanol (m, (m:/ m).

3.5. Regime de fermentacao
3.5.1. Batelada

Todas as fermentacdes estudadas foram conduzidas em regime de
batelada, em condi¢des aerdbica e microaerdbica, para a fermentacdo em YNB
acrescido de lactose e em condicBes aerbbica, microaerdbica e anaerobica,
nas fermentacdes com permeado de soro de queijo. Antes de cada cultivo, as
células foram ativadas para producédo do inéculo, como descrito no item 3.3.
Durante a fermentacdo, amostras foram retiradas para acompanhar o
crescimento populacional pela leitura da densidade 6ptica a 600 nm (D.O.
600 nm) e centrifugadas para obtencdo do sobrenadante. Este foi mantido a
—20 °C, para andlise posterior do consumo de substrato e producido de

metabalitos por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC).
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3.5.1.1 Aerobiose

A fermentagfes em condi¢Bes aerdbicas em YNB acrescido de lactose e
em permeado foi realizada em erlenmeyers de 250 mL com 1/5 do volume do
meio e vedado com tampao de algoddo. Ambas foram conduzidas em
incubadores rotatérios (NEW BRUNSWICH SCIENTIFIC CO., INC. Séries 25D)
sob a agitacdo de 250 rpm, a temperatura de 30 °C, por 72 horas, quando o
meio de fermentacdo foi YNB acrescido de lactose, e por 96 horas em

permeado.

3.5.1.2. Microaerobhiose

A fermentacéo sob condi¢cdo microaerdbica foi realizada em erlenmeyers
de 250 mL contendo 1/5 do volume de meio YNB acrescido de lactose ou
permeado, vedado com tampao de borracha, para reduzir a permeabilidade ao
oxigénio. Um filtro de 0,45 mm foi conectado a um tubo de vidro para permitir a
saida de CO; proveniente da fermentacdo. Depois de padronizado, o inéculo
inicial, nitrogénio gasoso, foi borbulhado intensamente por um periodo de 12
minutos para expulsar o oxigénio. As fermentagbes foram conduzidas em
incubadores (NEW BRUNSWICH SCIENTIFIC CO., INC. Séries 25 D ) sob a
agitacdo de 250 rpm, a temperatura de 30 °C, por 72 horas em meio YNB

acrescido de lactose e 96 horas em permeado.

3.5.1.3. Anaerobiose

A fermentacdo em condigBes anaerdbicas foi realizada em frascos
jaquetados (WHEATON ®) de 1.000 mL com 1/5 do volume do meio e em
erlenmeyers de 250 mL com um 1/5 do volume do meio. No permeado foram
adicionados 1,0 g L™ de Tween 80 e 20 pug mL™ de ergosterol, conforme Siso et
al. (1996), para garantir a sintese de componentes esterdis da membrana em
condicdes anaerObicas. Uma vez padronizado o inéculo inicial nitrogénio
gasoso, foi borbulhado continuamente durante as 96 horas de fermentacdo. A
temperatura foi mantida a 30 °C pela continua circulacdo de agua a 30 °C na
camisa que envolve o frasco jaquetado e no experimento conduzido em

erlenmeyers pela imersdo em banho-maria rotatério.
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3.6. Determinacdo da relacao entre massa celular seca e densidade éptica
a 600 nm (D.O. 600 nm)

A levedura Kluyveromyces marxianus foi ativada para a producdo do
in6culo conforme descrito no item 3.3. Depois de padronizado o indculo inicial
para uma D.O. 600,, entre 0,08 e 0,1 em erlenmeyers de 250 mL com 50 mL
de permeado com concentracdo inicial de lactose de 20 g L™ e 50 mL de YNB,
com concentracdo inicial de lactose de 20 g L de lactose, a cultura foi
conduzida sob a agitagdo de 250 rpm por 24 horas a temperatura de 30 °C.
Apbs 24 horas, as células ativadas foram separadas por centrifugacdo a
4.000 g, por cinco minutos a 4 °C e utilizadas para o preparo de suspensdo em
5 mL de agua peptonada. Foram retiradas quatro aliquotas de 1 mL da
suspensdo para determinacdo da massa seca a 105 °C por 48 horas. Uma
amostra de 1 mL da suspenséo foi utilizada para a realizacdo das seguintes
diluicbes de 2 x 10, 3 x 10%, 4 x 10?, 5 x 10? e 6 x 102 em duplicata. A
regressdo linear entre a absorbancia e a massa seca celular (g L) permitiu a
determinacdo da massa celular seca correspondente a uma unidade de D.O. a
600 nm. Uma unidade de D.O. 600 nm mostrou ser equivalente a 0,465 g L™ de
massa seca celular em meio YNB acrescido de lactose e a 0,493 g L™ de

massa seca celular em permeado.

3.7. Medida de crescimento

O crescimento da massa celular da levedura foi estimado pela medida
da absorvancia em espectrofotdbmetro (BECKMAN DU série 600) no
comprimento de onda de 600 nm. O valor da D.O. 600 nm foi convertido em
massa seca celular, de acordo com a relacao obtida no item 3.6.

3.8. Determinacado da velocidade especifica de crescimento e estimacao

das constantes cinéticas

A velocidade especifica de crescimento (1) nos meios com diversas
concentracfes de substrato sob diferentes niveis de oxigénio foi determinada
pela regressédo linear dos valores obtidos pelo logaritmo neperiano da

D.O. 600 nm na fase exponencial de crescimento. A p € o coeficiente angular
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da relacdo do logaritmo da D.O. 600 nm versus tempo dado pela equacéo da
regressao linear. Os valores cinéticos da velocidade maxima de crescimento
(Umax), constante de saturacdo (Ks) e constante de inibicdo (K;), foram
estimados por regressao nao-linear, utilizando o programa Sistema de Andlise
Estatistica (SAS) pelo método iterativo de Marquart. O modelo cinético adotado
nas analises foi o proposto por Andrews em 1968. As melhores estimativas das
constantes cinéticas foram definidas pelos menores valores apresentados da
soma de quadrados dos residuos do modelo de regressao.

3.9. Determinagcdo do consumo de substrato e da producdo de

metabdlitos

Os sobrenadantes das culturas foram estocados a —20 °C e analisados
posteriormente. O consumo de lactose e producédo de metabdlitos como etanol,
glicerol, &cido aceético, &cido piravico, acido succinico, &cido citrico, &cido
fumérico, acido malico, acido [-cetoglutarico e &cido propidnico foram
analisados em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) — HP 1050 M
Hewlett Packard Série 1050, detector HP 1047A, utilizando coluna BIO-RAD
aminex HPX-874 (300 x 7,8 mm), eluente H,SO4 0,005 M, fluxo 0,7 ml/min e
temperatura da coluna a 60 °C. Na montagem dos métodos e da curva-padrao
foram preparados padrdes de 2,5 mM, 6,5 mM, 10, 0 mM, 12,5 mM e 20,0 mM
para acucares e 5,0 mM, 10,0 mM, 12,5 mM, 20,0 mM, 25,0 mM e 40,0 mM
para etanol, glicerol e acidos. As amostras foram diluidas quando necessario,

sendo utilizado o volume de 20 niL na analise cromatografica.

3.10. Determinacdo dos parametros de crescimento e fermentativos e da

velocidade de consumo e de producéao de etanol

Para determinar o rendimento celular (Y xs) e o coeficiente de
manutencdo (m) foi utilizada a equacado (dS/dt= (-1/ Y xs)(dx/dt) —-m.X). Para
determinar o rendimento de etanol (Y pix) € 0 rendimento de manutengao (Ym)
foi utilizada a equacao (dP/dt= (Y p/x)(dx/dt) + Yin.X) (BAILEY e OLLIS, 1986).

Como os valores obtidos para o m e o Y., foram negligenciaveis nas

condicbes estudadas, 0 Y x;se 0 Y pix foram calculados como:
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Rendimento celular (Y xs) = massa celular final — massa celular
inicial em g L™*/concentracéo final de lactose — concentracéo inicial de

lactose em g L™

Rendimento (Y p/x) = concentracdo final de produto — concentracéo
inicial de produto em g L™ / = massa celular final — massa celular

inicial em g L™,

Também foram calculados:

Rendimento (Y p;s) = concentragao final de etanol — concentracéo
inicial de etanol em g L*/concentracdo final de lactose -
concentracdo inicial de lactose em g L™. O rendimento teérico de
0,538 g de etanol por 1 g de lactose consumida foi obtido pelo
balanco estequiométrico, no qual 1 mol de lactose consumida pela
levedura produzirda 4 mols de etanol, ou 342 g de lactose produzirdao
184 g de etanol, ou seja, um rendimento teérico de 0,538 g g™.

Produtividade volumétrica (Q p) = concentracao final de etanol —
concentracao inicial de etanol em g L™/periodo em horas.

Velocidade de consumo de lactose (g g* h™) = foi determinada como
média na fase exponencial de crescimento da expressao:
(So — Sf)/(X. Ot), em qual So = concentracao inicial de substrato em
cada periodo, Sf = concentracao final de substrato em cada periodo,
X = média da massa celular em cada periodo e Ot = variacao de

tempo em cada periodo.

Velocidade de producéo de etanol (g g* h™') = foi determinada como
a média na fase exponencial de crescimento da expressao: (Pf -
Po)/(X.Ot), em que Pf = concentracdo do produto final em cada
periodo, Po = concentracao inicial de produto em cada periodo, X =
média da massa celular em cada periodo e [t = variacdo de tempo

em cada periodo.
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4. RESULTADOS

4.1. Cinética de crescimento de Kluyveromyces marxianus UFV-3 em
funcédo da concentracdo de substrato nas fermentacdes realizadas em
YNB acrescido de lactose, sob as condicdes aerObica e

microaerdbica

Em condigcdo aerObica, as velocidades especificas maximas de
crescimento (n) de K. marxianus UFV-3 em meio YNB contendo lactose como
Unica fonte de carbono foram maiores que as obtidas nas fermentacbes em
microaerobiose (Figura 1). Em aerobiose e microaerobiose, a m foi
praticamente a mesma quando a concentracéao inicial de lactose aumentou de
65,0 g L™ para 180,0 g L. Nas fermentacdes com concentracées iniciais de
lactose préximas a 325,0 g L™, observou-se em aerobiose uma diminuicdo da
mmax de 26,5 e 32,4% em relacéo as fermentacdes com concentracdes iniciais
de lactose proximas de 65,0 g L™ e 180,0 g L, respectivamente. Também, em
microaerobiose, verificou-se a diminuicdo da m max, na fermentacdo cuja
concentracao inicial de lactose foi proxima de 325,0 g L™, Essa diminuic&o foi
de 33,1 e 36,4% vezes em relacdo as concentracdes iniciais de lactose
proximas a 65,0 g L™ e 180 g L™, respectivamente (Figura 1).

Semelhante ao observado para a m a massa celular maxima obtida nas
fermentacdes também foi superior sob condicéo aerbbica (Tabela 1). Verificou-

se, tanto nas fermentacfes sob condicao aerébica quanto microaerébica, que,
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Figura 1 — Velocidade especifica maxima de crescimento (m méax)-(h™) obtida
por Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentacoes realizadas
em YNB acrescido de lactose, em condigbes aerdbica ([J) e
microaerobica ([J).

Tabela 1 — Massa celular maxima obtida por Kluyveromyces marxianus UFV-3
nas fermentagOes realizadas em YNB acrescido de lactose, sob as
condi¢cBes aerdbica e microaerdbica

Aerobiose Microaerobiose
So?® X max° Tempo(h) C.L.°© So? X max° Tempo(h) C.L.©
68,3 4,02 48 100 67,0 2,73 48 100
180,4 4,12 48 49,5 175,7 2,87 48 49,6
327,4 2,90 72 31,3 324,6 1,6 72 25,48

2 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose em g L™.
® Massa celular maxima em g L™,
¢ Consumo de lactose em %.

com o aumento da concentracao inicial de lactose de 65,0 g L™ para 180 g L™,
a massa celular maxima foi praticamente a mesma. Como ocorrido em m
observou-se que as fermentagOes, cujas concentracdes iniciais de lactose
foram proximas de 325,0 g L™, apresentaram menor massa celular maxima, em
comparacao com aquelas obtidas nas fermentagcdes com concentrac6es iniciais

de lactose préximas a 65,0 g L™ e 180 g L™. Em aerobiose, a massa celular
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maxima na fermentacdo, cuja concentracdo inicial de lactose foi proxima de
325,0 g L, foi 27,8 e 29,6% menor que as fermentacées cujas concentracdes
iniciais de lactose foram préximas de 65,0 g L e 180,0 g L™, respectivamente.
Em microaerobiose, a massa celular maxima na fermentacdo, -cuja
concentracdo inicial de lactose foi préxima de 325,0 g L™, foi 41,4 e 44,2%
menor que as fermentagdes cujas concentracdes iniciais de lactose foram
préximas de 65,0 g L e 180 g L™, respectivamente (Tabela 1).

Semelhante ao observado na velocidade especifica maxima de
crescimento e na massa celular maxima, o rendimento celular maximo de (Y xs
max) também foi maior sob condicdo aerdbica (Tabela 2). Em aerobiose, o
Y xis max diminuiu 31,9 e 56,9% nas fermentacdes cujas concentracdes iniciais
de lactose foram préximas a 180,0 g L™ e 325,0 g L™, respectivamente, em
relacdo a fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi proxima a
65,0 g LY. Em microaerobiose, o rendimento celular méximo foi similar quando
a concentracao inicial de lactose na fermentacdo aumentou de 65,0 g L™ para
180,0 g L™. Porém, quando a concentracdo de lactose aumentou de 65,0 g L™
para 325,0 g L, o rendimento celular maximo alcancado foi 56,8% menor
(Tabela 2).

Tabela 2 — Rendimento celular méaximo (Y xs méx)-(@ g*) obtido por K.
marxianus UFV-3 nas fermentacOes realizadas em YNB acrescido
de lactose, sob as condi¢des aerbbica e microaerdbica

Aerobiose Microaerobiose
a Yxis Tempo c a Yxis Tempo c
So méx h) C.L. So max P h) C.L.
68,3 0,072 8 41,31 67,0 0,044 24 82,00

180,4 0,049 12 20,94 175,7 0,041 12 13,26
327,4 0,031 24 22.17 324,6 0,019 48 25,48

3 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose em g L™
b Rendimento maximo celular em ggt
¢ Consumo de lactose em %.
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4.2. Consumo de lactose e producédo de etanol e glicerol por
Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentagdes realizadas em
YNB acrescido de lactose, sob as condicdes aerdbica e
microaerdbica

O consumo de lactose nas fermentagdes, cujas concentracdes iniciais
de lactose foram préximas a 65,0 g L™, foram similares até o periodo de 24
horas de fermentacdo (Figuras 2 e 3). Com 48 horas de fermentacao,
observou-se o0 consumo total de lactose nas fermentacbes sob condi¢cOes
aerdbica e microaerdbica. Verificou-se, ainda, que nas fermentacdes cujas
concentracdes iniciais de lactose foram préximas de 180,0 g L™ até o periodo
de 12 horas, o consumo de lactose foi similar em aerobiose e microaerobiose.
Com 24 horas de fermentacéo, o consumo em aerobiose foi maior (48,72%) do
que em microaerobiose (29,76%). Porém em nenhuma condicdo, aerdbica ou
microaerdbica, ocorreu o consumo completo do acuUcar. Nas fermentacdes
cujas concentraces iniciais de lactose foram préximas de 325,0 g L™, tanto em
aerobiose quanto em microaerobiose o consumo de lactose foi similar durante
todo o curso da fermentacéo, entretanto sem jamais consumi-la completamente
(Figuras 2 e 3).

A producd@o de glicerol nas fermentagbes sob condi¢cdes aerObica e
microaerdbica, cujas concentracdes iniciais de lactose foram proximas de
65,0 g L™, foram similares até o tempo de 24 horas de fermentacdo, quando,
entdo, a producado de glicerol foi 4,29% maior em microaerobiose do que em
aerobiose (Figura 2). Nas fermentacdes sob condicdes aerdbica e
microaerdbica, cujas concentracdes iniciais de lactose foram proximas de
180 g L™, ndo houve producdo de glicerol nas primeiras 12 horas, a qual
ocorreu no periodo de 24 horas. A partir desse periodo, observou-se que a
producdo de glicerol na fermentacdo sob condicdo microaerdbica foi 53,21;
57,9; e 66,3% maior que sob condi¢cdo aerdbica, nos periodos de 24, 48 e 72
horas de fermentacdo, respectivamente. Nas fermentacbes cujas
concentracdes iniciais de lactose foram proximas de 325,0 g L™ sob condicéo
microaerdbica, ndo houve producao de glicerol até 12 horas de fermentacéo,
enquanto em aerobiose ocorreu a producdo de 0,35 g L™ nesse periodo. Com
24 horas de fermentacdo, a producédo de glicerol foi similar em aerobiose e
microaerobiose; com 48 horas, 63,3% maior em aerobiose; e com 72 horas,
26,31% maior em microaerobiose (Figura 2).
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Figura 2 — Consumo de lactose (1), produgéo de glicerol (O) e massa celular
(LJ) obtidos por Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentacées
realizadas em YNB acrescido de lactose: 65,0 g L™ sob as condicées
aerdbica (A) e microaerébica (B), 180,0 g L™ sob as condicées
aerébica (C) e microaerdbica (D) e 325,0 g L™ sob as condicées
aerobica (E) e microaerobica (F).
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Figura 3 — Consumo de lactose (L), producéo de etanol () e massa celular

(LJ) obtidos por Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentacées
realizadas em YNB acrescido de lactose: 65,0 g L™ sob as condicdes
aerébica (A) e microaerébica (B), 180,0 g L™ sob as condicées
aerobica (C) e microaerébica (D) e 325,0 g L™ sob as condicées
aerébica (E) e microaerobica (F).
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A producdo de etanol nas fermentacGes sob condi¢cdes aerdbica e
microaerdbica, cujas concentracdes iniciais de lactose foram proximas de
65,0 g L™, foi similar até o periodo de 12 horas (Figura 3). A partir de 24 horas
de fermentacdo, evidenciou-se que a producdo de etanol foi 52,3; 76,3; e
168,8% maior na fermentacdo conduzida em microaerobiose nos periodos de
24, 48 e 72 horas de fermentacdo, respectivamente. As fermentagdes sob
condi¢cdes aerdbica e microaerdbica, cujas concentracdes iniciais de lactose
foram proximas de 180,0 g L™, exibiram similaridade na producao de etanol até
o periodo de 24 horas de fermentacdo. A partir de 48 horas de fermentacéo,
verificou-se que essa producao foi 25,4 e 67,3% maior em microaerobiose. Nas
fermentacbes realizadas sob condicbes aerdbica e microaerdbica, cujas
concentracdes iniciais de lactose foram proximas de 325,0 g L™, observou-se
que até 48 horas de fermentacdo a producdo de etanol em aerobiose e
microaerobiose foi similar. Com 72 horas de fermentacdo, notou-se que a
producgéo de etanol foi 45,9% maior em microaerobiose (Figura 3). De forma
geral, nas fermentacGes sob condicdo aerdbica as massas celulares obtidas
por K. marxianus UFV-3 foram maiores que sob condicbes microaerdbicas
(Figuras 2 e 3).

As concentracdes maximas de etanol foram maiores em microaerobiose
que em aerobiose. Nesta, 0 aumento da concentracdo inicial de lactose de
65,0 g L™ para 180,0 g L™ elevou em 97,7% a concentracdo méaxima de etanol,
enquanto o aumento da concentracao inicial de lactose da ordem de 325,0 g L™
proporcionou incremento de 123,7% (Figura 4). Em microaerobiose, 0 aumento
da concentracdo inicial de lactose da ordem de 65,0 g L™ para 180,0 g L™ levou
a um incremento de 60,5% na concentracdo maxima de etanol, enquanto o
aumento da concentracdo inicial de lactose para cerca de 325,0 g L*

proporcionou um acréscimo de 42,27%.
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Figura 4 — Concentracdo maxima de etanol obtida por Kluyveromyces
marxianus UFV-3 nas fermentacOes realizadas em YNB acrescido
de lactose, sob as condi¢Ges aerébica ([1) e microaerébica ([1).

4.3. Parametros fermentativos da producado de etanol de Kluyveromyces
marxianus UFV-3 nas fermentacdes realizadas em YNB acrescido de

lactose sob as condi¢cGes aerGbica e microaerdbica

O rendimento maximo de etanol por substrato (Y p;s max) foi maior em
microaerobiose do que em aerobiose (Tabela 3). Nas fermentacdes cujas
concentracdes iniciais de lactose foram préximas de 65 g L™, 0 Y pis max foi
45,9% maior em microabiose do que em aerobiose. O Y p;s max foi 41,7%
maior em microarobiose do que em aerobiose, nas fermentacbes cujas
concentracdes iniciais de lactose foram proximas de 180 g L™*. Nas
fermentacdes cujas concentracdes iniciais de lactose foram préximas de
325gLY, 0o Y ps max foi 50,15% maior em microaerobiose do que em
anaerobiose. Tanto em condicdo aerdbica quanto microaerdbica, observou-se
que, com o aumento da concentracdo inicial de lactose de 65,0 g L™ para
180 gL"e325g L™, 0Y pis max foi similar (Tabela 3).

O rendimento maximo de etanol por massa celular (Y p;x max) aumentou
com a elevacdo da concentracéo inicial de lactose. Assim como observado
guanto ao rendimento maximo de etanol por substrato (Y p;s max), 0 Y p;x max
foi maior nas fermentac6es microaerébicas (Tabela 4). Em aerobiose, o
aumento da concentracao inicial de lactose de 65,0 g L™ para 180,0 g L e para
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Tabela 3 — Rendimento maximo de etanol por substrato (Y ps )-( g g*) obtido
por K. marxianus UFV-3 nas fermentacOes realizadas em YNB
acrescido de lactose, sob as condi¢cdes aerdbica e microaerbbica

Aerobiose Microaerobiose
So @ Yeis Y tebrico Tempo CL® So? Yps  Ytedrico Tempo C.L.°
méax ° % (h) = max % (h)
68,3 10,2879 53,51 8 41,37 67,0 0,4203 78,12 72 100

180,4 0,310 57,43 48 48,65 175,7 0,4378 81,37 72 59,2
3274 0,313 58,23 48 30,46 3246 04700 87,40 72 26,18

4 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose em g L™.
b Rendimento maximo de etanol por substrato em g g™.
¢ Consumo de lactose em %.

Tabela 4 — Rendimento maximo de etanol por massa celular (Y px max)-( g g™)
obtido por K. marxianus UFV-3 nas fermentacfes realizadas em
YNB acrescido de lactose, sob as condicbes aerdbica e
microaerdbica

Aerobiose Microaerobiose
So? Ypix Tempo C.L.° So? Ypix Tempo C.L.°
max " (h) (%). max " (h) (%).
68,3 4,0 8 41,34 67,0 11,0 72 100
180,4 8,0 24 48,88 1757 15,0 72 59,2
3274 11,0 48 30,46 3246 260 72 26,18

4 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose em g L™.
b Rendimento maximo de etanol por massa celular em g g™.
¢ Consumo de lactose em %.

3250 ¢ L? resultou em incrementos de 100 e 175% do Y px MAax,
respectivamente. Em microaerobiose, a elevacdo da concentracéo inicial de
lactose de 65,0 g L™ para 180,0 g L e 325,0 g L™ resultou em aumentos de
36,3 e 136,3% do Y p)x Max, respectivamente (Tabela 4).

A produtividade maxima volumétrica (Qp max)-(g L™ h™") foi maior sob a
condicdo aerbbica nas fermentacdes cujas concentracdes iniciais de lactose

foram proximas de 180,0 g L™ e 325,0 g L™ de lactose. Em microaerobiose na
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fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi proxima de 65,0 g L, a
Qp max foi 7,31% maior do que em aerobiose (Tabela 5). Nesta condicao, a
maior produtividade maxima volumétrica (Qp max)-(g L™ h™), 1,07 g L h'?, foi
obtida na fermentac&o cuja concentracdo inicial de lactose foi de 180,4 g L™ de
lactose com 24 horas de fermentacéo, quando houve um consumo de lactose
de 88,06 g L™ (48,8%). Sob condicdo microaerébica, a maior produtividade
méaxima volumétrica maxima (Qp méx), 0,91 g L' h'!, foi obtida na fermentagéo
cuja concentracdo inicial de lactose foi de 175,7 g L com 24 horas de
fermentacdo, quando houve um consumo de 103,78 g L™ (59,1%) de lactose
(Tabela 5).

Tabela 5 — Produtividade méaxima volumétrica de etanol (Qp méx)-(g L™* h™)
obtida por Kluyveromyces marxianus UFV-3 nas fermentacbes
realizadas em YNB acrescido de lactose, sob as condi¢cGes aerdbica
e microaerobica

Aerobiose Microaerobiose

b Tempo C.L.© b Tempo C.L.©

So®  Qpmax So®  Qpmax

(h) (%) (h) (%)
68,3 0,82 24 41,37 670 0,88 14 60,66
1804 107 24 488 1757 oo 24 59,1
3274 0,85 24 22,17 3246 0,7 8 7,72

2 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose em g L™.
® Produtividade maxima volumértrica em g L h™.,
¢ Consumo de lactose em %.

4.4. Cinética de crescimento de Kluyveromyces marxianus UFV-3 em
funcdo da concentracdo de substrato nas fermentacdes realizadas em
permeado de soro de queijo sob as condi¢cbes aerobica,

microaerdbica e anaerébica

Em condigcdo aerdbica, as velocidades especificas maximas de
crescimento (m de K. marxianus UFV-3 em 10 concentracdes de permeado de

soro de queijo foram maiores que as obtidas sob condicdes microaerdbica e
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anaerobica (Figura 5). As fermentacbes em microaerobiose apresentaram
valores de m maiores que em anaerobiose. Nesta, a m aumentou com a
elevacdo da concentracdo inicial de lactose até a fermentacdo cuja
concentracdo inicial foi proxima de 850 g L' de lactose. A m nessa
concentracdo foi de 0,450 h™. As fermentacdes cujas concentracdes iniciais de
lactose foram superiores a 85,0 g L™ apresentaram ligeiro decréscimo nas m
As mdiminuiram para 0,440 h'*; 0,435 h; e 0,393 h™! nas fermentacdes cujas
concentragdes iniciais de lactose foram préximas de 130,0 g L*; 170,0g L™ e
240,0 g L*, respectivamente. Da mesma forma que na fermentacdo em
aerobiose, pode-se observar, na Figura 5, que em microaerobiose as mmax
aumentaram com a elevacdo da concentracdo inicial de substrato até a
fermentacao cuja concentracdo inicial de lactose foi proxima de 85,0 g L™; apés
essa concentracdo, a mmax diminuiu. Nas fermentac6es com concentracfes
iniciais de lactose superiores a 85, g L™, as quais foram proximas de
130,0g L™ 170,0 g L™ e 240,0 g L™ de lactose, a mméax h™ diminui para
0,34 h™*; 0,29 h*; e 0,20 h™*, respectivamente. Observa-se ainda, nessa figura,
que sob condi¢des anaerdbicas a maumentou com a elevacéo da concentracao
inicial de substrato até a concentracdo de 50 g L™, atingindo a mesma mmax
(0,260 h™'). Nas fermentacées com concentracdes iniciais de lactose proximas
de 85,0 g L™ 130,0 g L™ 170,0 g L™; e 240,0 g L™ de lactose, as mmaximas
diminuiram para 0,25 h™; 0,24 h™*; 0,21 h; e 0,20 h™, respectivamente (Figura
5).

A velocidade maxima de crescimento (i max) sob condi¢cdo aerdbica foi
maior que a obtida sob condicdo microaerdbica. Nesta condicdo, a 4 max foi
maior que a obtida em condicdo anaerdbica (Tabela 6). Observa-se, nessa
tabela, que com a diminuicdo do nivel de oxigénio houve o aumento da
constante de saturacéo (K s), ou seja, a K s obtida em aerobiose foi menor do
gque a em microaerobiose. Além disso, verificou-se que a K obtida nesta
condicdo foi maior do que a em anaerobiose. A constante de inibicdo K; em
aerobiose foi maior que as em microaerobiose e anaerobiose. Verificou-se

ainda que a K; em microaerobiose foi menor que a em anaerobiose (Tabela 6).
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Figura 5 — Velocidade especifica maxima de crescimento (mméax)-(h™), obtida
por Kluyveromyces marxianus UFV-3, nas fermentacdes realizadas
em permeado com 10 diferentes concentracdes de lactose, sob as
condicdes aerébica (L1), microaerdbica ([1) e anaerdbica (0O).

Tabela 6 — Valores estimados das constantes cinéticas do crescimento de
Kluyveromyces marxianus UFV-3 em permeado de soro de queijo
sob as condicbes aerObica, microaerdbica e anaerbbica por
regressdo nao-linear, utilizando o programa SAS (método de
Marquardt iterativo)

Nivel de 1 4 4. Soma do Quadrado do
Hmax (h7) Ks(gL7) Ki(gL?) ]
Oxigénio Residuo
Aerobiose 0,452 0,682 2629,4 0,0013
Microaerobiose 0,383 0,841 490,2 0,0068
Anaerobiose 0,292 1,517 529,4 0,0003

O mesmo resultado observado em velocidade especifica maxima de
crescimento (nm) pode ser visto na massa celular maxima, que apresentou
valores maiores em aerobiose seguidos de microaerobiose e anaerobiose. As
massas celulares maximas em microaerobiose, com excec¢do das
fermentacdes cujas concentracdes iniciais de lactose foram préximas de

130,0 g L™* e 240,0 g L™, foram maiores do que em anaerobiose (Tabela 7).
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Tabela 7 — Massa celular maxima (g L™) obtida por K. marxianus UFV 3 nas
fermentacdes realizadas em permeado com 10 diferentes
concentragcbes de lactose, sob as condicbes aerdbica,
microaerdbica e anaerdbica

Aerobiose Microaerobiose Anaerobiose
a b Tempo c a b Tempo c a b Tempo c
So X (h) C.L. So X (h) C.L. So X (h) C. L.
1,23 0,492 48 95,93 1,40 0,446 48 95,01 NR®
542 1,03 72 100 58 0,855 96 100  NRC

10,90 1,56 48 98,25 11,10 1,18 96 99,55 9,30 0,84 96 100
26,00 3,64 72 98,58 26,10 2,38 96 100 22,6 1,52 96 100
48,60 5,16 96 98,48 46,00 3,09 96 100 48,20 2,27 96 100

62,8 8,11 96 100 69,70 4,00 96 100 65,60 2,16 48 100
84,0 9,17 96 100 85,80 4,05 96 100 87,40 2,77 48 100
126,0 10,33 96 100 127,0 4,06 96 100 133,00 5,17 72 99,53
167,4 13,37 96 100 176,0 4.42 96 100 171,0 3,25 72 91,02

247,0 12,06 96 74,37 2440 3,79 96 45,56 237,0 3,92 96 50,63

2 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose em g L™.
® Massa celular méxima em g L™

¢ Consumo de lactose em % .

4 N&o realizado.

Observou-se tendéncia de aumento da massa celular méxima com a
elevacdo da concentracao inicial de substrato, a excecao da fermentacdo cuja
concentracao inicial de lactose foi préxima de 247,0 g L™ de lactose, que teve
massa celular de 12,06 g L™, inferior & apresentada pela fermentacdo cuja
concentracdo inicial de lactose foi de 167,4 g L™ (Tabela 7). A massa celular
maxima de 13,37 g L™ foi obtida na fermentacdo cuja concentracdo inicial de
lactose foi de 167,4 g L™ com 96 horas de fermentacdo, quando houve o
consumo completo da lactose (Tabela 7). De forma semelhante a ocorrida em
aerobiose, observa-se, na Tabela 6, que em microaerobiose a massa celular
maxima também teve tendéncia de aumento com a elevacgédo da concentracao
inicial de substrato, com excecdo da fermentacdo cuja concentracao inicial de
lactose foi de 244,0 g L, que resultou numa massa celular maxima de
3,79 g L, inferior & apresentada pela fermentacdo com concentracao inicial de
lactose de 176,0 g L, isto é, 4,42 g L. A massa celular méxima de 4,42 g L™

foi obtida com 96 horas de fermentacdo, com o consumo total da lactose
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(Tabela 7). Em anaerobiose, as massas celulares maximas obtidas
aumentaram com a concentracdo de substrato até a concentracdo inicial de
133,0 g L™ de lactose, alcancando uma massa celular de 5,17 g L™. A partir
dessa concentracdo, a massa celular diminuiu para 3,25 g L* e 3,92 g L™ nas
fermentacdes com concentracbes iniciais de lactose de 171,0 g Lt e
237,0 g L, respectivamente. A massa celular maxima obtida em anaerobiose
(5,17 g L™) foi aproximadamente 61,33% menor que em aerobiose e 16,97%
maior que em microaerobiose, que foi de 4,42 g L. Aquela massa celular
maxima de 5,17 g L™* foi obtida na fermentacao cuja concentracdo inicial foi de
133,0 g L™ com 72 horas de fermentacdo, quando havia sido consumida
praticamente toda a lactose (99,53%) (Tabela 7).

O rendimento celular maximo (Y xs méax) foi maior em condicao aerébica
do que em microaerbbica e anaerdbica (Tabela 8). Em microaerobiose, o
Y xs max foi superior ao apresentado por anaerobiose. O rendimento celular
maximo tendeu a diminuir com o0 aumento da concentracao inicial de substrato
nos trés niveis de oxigénio testados. Em aerobiose, o rendimento celular
maximo foi maior nas fermentacdes realizadas em baixas concentracdes
iniciais de lactose. Na fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi
préxima de 1,0 g-L?, obteve-se o maior rendimento celular méaximo de
0,418 g-g™, aproximadamente 464,8% maior que o obtido na concentracéo
inicial de lactose proxima de 240,0 g L. De forma similar ao ocorrido em
aerobiose, os rendimentos celulares méaximos (Y xs) foram maiores na
presenca de baixas concentracdes de substrato. O rendimento maximo celular
de 0,358 g g7, obtido na fermentacéo cuja concentracéo inicial de lactose foi
préxima de 1,0 g L?, foi 418,8% maior que o de 0,069 g g obtido na
fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi préxima de 244,0 g L™.
Esse aumento foi proximo ao obtido em aerobiose (464,8%). Na fermentacao
cuja concentracéo inicial de lactose foi proxima de 130 g L™, obteve-se o maior
rendimento celular méximo (0,083 g g*). Esse rendimento foi similar ao
encontrado na fermentacao cuja concentracao inicial de lactose foi préxima de
10,0 g L™, a menor concentraco inicial de lactose estudada nas fermentacées

realizadas sob condi¢gbes anaerdbicas (Tabela 8).
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Tabela 8 — Rendimento maximo celular (Yxs)-(g g*) obtido por K. marxianus
UFV-3 nas fermentacbes realizadas em permeado com 10
diferentes concentracbes de lactose, sob as condi¢cdes aerdbica,
microaerdbica e anaerdbica

Aerobiose Microaerobiose Anaerobiose

So” r:;/; Te(rf?)po cL” s :féi Te(rf?)po L’ so r:;;b Te(rf?)po c.L’
1,23 0,418 10 66,3 1,40 0,358 10 63,8 NR®

5,42 0,31 6 20,4 5,8 0,178 6 43,3 NRY

10,90 0,259 12 31,9 11,10 0,189 12 24,98 9,30 0,081 96 100
26,00 0,255 12 27,07 26,10 0,086 12 20,85 22,6 0,074 12 18,78
48,60 0,229 12 23,05 46,00 0,087 12 19,07 48,20 0,046 96 100
62,8 0,167 10 19,5 69,70 0,061 10 54,19 65,60 0,05 10 11,89
84,0 0,108 96 100 85,80 0,063 96 3547 87,40 0,043 14 28,63
126,0 0,134 14 22,56 127,0 0,114 14 2,31 133,00 0,083 24 17,29
167,4 0,08 96 100 176,0 0,066 96 12,51 171,0 0,046 24 29,83
247,0 0,074 72 66,4 244,0 0,069 72 13,31 237,0 0,035 48 29,39

4 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose (g L™).
b Rendimento celular maximo (gL™.

¢ Consumo em % de lactose.

4 N&o realizado.

4.5. Efeito da concentracdo de etanol no crescimento de Kluyveromyces
marxianus UFV-3 nas fermentacdes realizadas em permeado de soro
de queijo, sob as condicao aerdbica, microaerdbica e anaerbébica

O efeito inibidor do etanol no crescimento pode ser observado na Figura
6. A inibicdo do crescimento foi maior nas fermentacfes cujas concentracdes
iniciais de etanol foram maiores. Na presenca de 80 g L' de etanol, o
crescimento em relacdo ao controle foi de aproximadamente 15% em
aerobiose e 25% em microaerobiose e na anarobiose, menor que o
crescimento apresentado nas demais concentracdes de etanol. Nas
fermentacdes em que foram adicionados até 20 g L™ de etanol, observou-se
gue o crescimento foi mais similar nos trés niveis de oxigénio testados. Na
presenca de 30 g L* de etanol, o crescimento em anaerobiose foi de
aproximadamente 90%, maior que o0 crescimento de cerca de 80% em
microaerobiose e de cerca de 70% em aerobiose. A diferenca de crescimento

apresentada entre as fermentagcdes em aerobiose, microaerobiose e
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anaerobiose foi mais acentuada na presenca de 50 g L*'de etanol. Nessa
concentracao, o crescimento em anaerobiose foi em torno de 80% em relacéo
ao controle, enquanto em microaerobiose e aerobiose foi por volta de 60%
(Figura 6).
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Figura 6 — Efeito do etanol sobre o crescimento de Kluyveromyces marxianus
UFV-3 nas fermentacbes realizadas em permeado com
concentracdes iniciais de lactose proximas de 85 g L™* em aerobiose
(0) e microaerobiose () e 65 g L™t em anaerobiose (0).

4.6. Producao de etanol, glicerol e acidos organicos por Kluyveromyces
marxianus UFV-3 nas fermentacdes realizadas em permeado de soro

de queijo sob as condicdes aerdbica, microaerdbica e anaerbbica

A producédo de acidos organicos esteve abaixo dos limites de deteccéo
do cromatdgrafo. Os valores maximos das concentracdes de glicerol e etanol
foram maiores em anaerobiose e microaerobiose do que em aerobiose (Tabela
9). Esse resultado indica que os maiores niveis de etanol em niveis reduzidos
de oxigénio (microaerobiose e anaerobiose) sdo acompanhados pelo
aparecimento de glicerol. Observou-se também que, nos trés niveis de oxigénio
testados, houve tendéncia de aumento da concentracdo maxima de etanol e

glicerol em funcédo do incremento da concentracao de substrato.
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Tabela 9 — Efeito da concentracdo de substrato e nivel de oxigénio sobre a
producdo maxima de etanol e glicerol por Kluyveromyces marxianus
UFV-3 sobre permeado de soro de queijo

Aerobiose Microaerobiose Anaerobiose
So*” Etanol b Glicerol Etanol b Glicerol Etanol b Glicerol
1,00 n.d. 0,12 0,26 0,11 NRC NR
5,00 0,48 0,30 1,57 0,31 NRY NRY
10,0 0,81 0,21 3,87 0,29 2,36 0,60
25,0 1,84 0,42 9,47 0,72 9,52 2,30
50,0 7,2 11 23,5 1,62 24,44 1,98
65,0 13,4 1,04 35,7 2,70 30,60 4,04
85,0 23,3 1,15 46,0 3,67 43,70 7,73
130,0 33,1 2,40 66,7 4,45 68,70 6,40
170,0 45,77 2,51 76,0 6,30 80,04 12,40
240,0 57,00 2,42 59,8 3,50 64,17 9,90

4 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose (g L™).
b Concentracdo maxima de etanol (g L™).

° Concentracdo maxima de glicerol (g L™).

¢ Nao realizado.

n.d. N&o detectavel.

Fermentacdes realizadas em maiores concentracdes iniciais de lactose
produziram maiores niveis de etanol. Mas, em condicbes microaerdbicas e
anaeroébicas, nas fermentacfes cujas concentracdes iniciais de lactose foram
de 240 g L™ a producéo de etanol foi menor que a observada na fermentagéo
com concentracdo inicial de lactose de 170 g L™. Na concentracdo de
240 g L*, observou-se que somente a metade dessa concentracdo foi
consumida em microaerobiose e anaerobiose, enquanto na concentracdo de
lactose de 170 g L™ praticamente toda a lactose foi consumida do meio de
fermentacdo, isto é, 170 g L™ e 155 g L™ na microaerobiose e anaerobiose,
respectivamente. As concentracdes maximas de etanol obtidas neste estudo
foram de 76 g L e 80 g L™, nas fermentacées com concentracdes iniciais de
lactose de 170 g L™ sob a microaerobiose e anaerobiose, respectivamente
(Tabela 9).
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4.7. Parametros fermentativos da producado de etanol de Kluyveromyces
marxianus UFV-3 nas fermentacdes realizadas em permeado de soro

de queijo, nas condi¢fes aerdbica, microaerbébica e anaerdbica

Comparando, na Tabela 10, os rendimentos maximos de etanol por
substrato (Y ps max), observa-se a similaridade entre as fermentacdes sob
condi¢Bes anaerdbica e microaerdbica, bem como a superioridade dessas em
relacdo a fermentacdo sob a condicdo aerdbica. Com o aumento da
concentracdo inicial de substrato, verificou-se uma tendéncia de incremento
nos rendimentos maximos de etanol por substrato nos trés niveis de oxigénio
testados (Tabela 10). Os dois maiores rendimentos maximos de etanol por
substrato obtidos em aerobiose foram similares a 0,39 g g* e 0,38 g g*, nas
fermentacdes cujas concentracdes iniciais eram de 126,0 g L' e 167,4 g L de
lactose, respectivamente (Tabela 10). O rendimento de 0,39 g g™ ocorreu com
24 horas de fermentacdo, quando 61,0 g L™ (48,4%) da lactose haviam sido
consumidos, ja o de 0,38 g g™ foi obtido com 48 horas de fermentag&o, com um
consumo de 132,6 g L™ de lactose (79,2%). Pode-se verificar que o rendimento
tedrico com relacéo aos referidos acima foi de 72,0 e 71,0%, respectivamente.
Na Tabela 10, mostra-se que em microaerobiose, a partir da fermentacéo cuja
concentracéo inicial de lactose foi de 46,0 g L™, os rendimentos méaximos de
etanol por substrato em cada concentracdo de substrato foram superiores a
0,51 g-g*. Nas fermentacdes cujas concentraces iniciais de lactose foram de
46,0 g L% 69,80 g L% 8609 L% 12709 L™ 176,0 g L™ e 2440 g L™, os
rendimentos maximos de etanol por substrato e os rendimentos teéricos da
converséo de lactose a etanol foram de 0,51 g g (94,8%), 0,52 g g™ (96,6%),
0,535 g g* (99,44%), 0,53 g g* (98,5%), 0,53 g g~ (98,5%) e 0,534gg*
(99,25%), respectivamente. Esses rendimentos foram obtidos com 72 horas de
fermentacdo nas concentracdes iniciais de lactose referidas anteriormente, com
excecdo da concentracdo de 176,0 g L™, que foi obtida com 48 horas de
fermentacdo. O maior Y pis max foi alcancado na concentracao inicial de
85,8 g L™ de lactose, com o completo consumo de lactose. Em anaerobiose
semelhante ao ocorrido em microaerobiose, a partir da fermentacdo cuja
concentracéo inicial de lactose foi de 48,0 g L™, os rendimentos méaximos de

etanol (Y p;s max) em cada fermentacdo foram superiores ou iguais a
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Tabela 10 — Rendimento maximo de etanol por substrato (Yeis max) g g* e
rendimento teorico obtido por K. marxianus UFV-3 nas
fermentacGes realizadas em 10 diferentes concentracdes de
permeado, sob as condicbes aerdbica, microaerdbica e

anaerobica
Aerobiose Microaerobiose Anaerobiose
Y Y Y
. Y . L
So? VPS5 teorico 19P0 o | ¢ go? IS tedrico Tempo . e goa  Yes yegrco 16MPO o c
max % (h) max % (h) max % (h)
1,23 n.d. 1,40 0,202 37,54 24 92,14 NRd

542 0,104 1933 24 85 58 0,373 69,33 8 35,8 NRd

10,90 0,102 18,95 24 73 11,10 0,354 65,79 72 98,64 930 0,424 7881 12 48,93
26,00 0,105 19,51 24 67 26,10 0,406 7555 12 58,28 226 0,453 84,2 24 88,46
48,60 0,273 50,74 6 76 46,00 0510 94,8 72 100,0 48,20 0,520 96,65 48 98,56
62,8 0,271 5037 14 32,7 69,70 0520 96,09 72 1000 6560 0,530 9850 14 37,43
84,0 0,343 63,75 24 62,1 8580 0535 9944 72 100,0 87,40 0,510 94,80 14 28,66
126,0 0,39 72,0 24 48,2 127,0 0,530 9851 72 100,0 133,00 0,520 96,65 72 99,53
167,4 038 71,0 48 79,2 176,0 0,530 9851 48 66,24 171,0 0510 94,80 72 91,37
247,0 0,348 64,7 72 66,4 2440 0534 99,25 72 43,07 237,0 0,530 9850 96 50,62

2 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose em g L™.
® Rendimento méximo de etanol por substrato em g g*.

¢ Consumo de lactose em %.

4 N&o realizada.

n.d. Nao detectavel.

0,51 g g*. Esses rendimentos e respectivos valores teéricos foram de 0,52 g g*
(96,65%), 0,53 g g™ (98,5%), 0,51 g g™ (94,8%), 0,52 g g* (96,65%), 0,51 g g™*
(94,80%) e 0,53 g g’ (98,5%), nos cultivos com concentracdes iniciais de
48219 L% 6564 gL 87,39 gL 133,07 gLt 171,0g LY e 237,0g Lt de
lactose, respectivamente (Tabela 10). O rendimento maximo de etanol foi maior
na fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi de 87,4 g L™, com 48
horas de fermentacdo, porém apenas 37,43% da lactose foi consumida
(24,57 g L. O mesmo rendimento (Y ps méax), 0,53 g-g*, foi obtido na
fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi de 237,0 g L™ com 96
horas de fermentacdo; com um consumo de 119,96 g L' desse agucar
(50,76%). Nesse mesmo periodo foi obtido o rendimento maximo de etanol (Y
/s § g'max), 0,53 g g*, para fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose
foi de 171,0 g L™*. Em anaerobiose semelhante ao ocorrido em microaerobiose,
a partir da fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi de 48,20 g L™,

os rendimentos maximos de etanol (Y p;s g g'max) para cada cultivo foram
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superiores a 0,51 g-g*. Esses rendimentos e seus rendimentos teéricos de
converséo de lactose a etanol foram de 0,52 g g™ (96,65%), 0,53 g g™* (98,5%),
0,51 g g’ (94,8%), 0,52 g g* (96,65%), 0,51 g g (94,8%) e 0,53 g g™* (98,5%),
nas fermentacées cujas concentracdes iniciais de lactose foram de 48,20 g L™;
656 gLt 87,4gL% 133,0gL™" 171,0 g LY e 237,0 g L, respectivamente.
O rendimento maximo de etanol em anaerobiose foi maior na fermentacéo cuja
concentracdo inicial de lactose foi de 65,60 g L™, durante o periodo de 14
horas de fermentacdo, porém apenas 24,57 g L™ da lactose (37,43%) foram
consumidos. O mesmo rendimento (Y ps max), 0,53 g g, foi obtido na
fermentac&o cuja concentracdo inicial de lactose foi de 237,0 g L™, durante 96
horas de fermentacdo, quando se observou um consumo de 119,96 g L™
(50,76%) desse acucar. Nesse mesmo periodo foi obtido o Y ps max,
0,51gg’, na fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi de
171,0 g L™ (Tabela 10).

Na Tabela 11, mostra-se que rendimentos maximos de etanol por massa
celular (Y px méx) foram maiores nas fermentacdes sob a condi¢do anaerébica
em relacdo as fermentacfes nas condices microaerdbica e anaerdbica. As
fermentacdes sob a condicdo microaerébica apresentaram rendimentos
maximos de etanol por massa celular (Y p)x max) maiores que 0s Y p;x max
obtidos em aerobiose. Observa-se também, nessa tabela, uma tendéncia de
aumento nos Y px max em funcdo do aumento na concentracao inicial de
substrato nos trés niveis de oxigénio testados. Em condi¢do aerdbica, o
rendimento méaximo de etanol por massa celular (Y px méx )-(g g*) foi maior,
546 g g*', na fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi de
247,0gL™" (Tabela 9). Esse rendimento foi obtido com 48 horas de
fermentacdo, em que 141,19 g L™* (57,1%) da lactose foram consumidos
(Tabela 11). Em microaerobiose, observou-se que 0 Y px max, 19,0 g g™, foi
alcancado na fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi de
127,1 g L™, com 72 horas de fermentacdo quando a lactose foi completamente
consumida. Nas condi¢cdes anaerébicas, o maior (Y px méax)-(g g*), 35,9 g g,
foi obtido na fermentacéo cuja concentracao inicial de lactose foi de 237,0 g L™,
com oito horas de fermentacdo, quando apenas 2,65% da lactose foi
consumida (6,28 g L™) (Tabela 11).
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Tabela 11 — Rendimento méaximo de etanol por massa celular (Ypx méax)-(g g*)
obtido por K. marxianus UFV-3 em permeado com 10 diferentes
concentracbes de lactose, sob as condicbes aerdbica,
microaerdbica e anaerdbica

Aerobiose Microaerobiose Anaerobiose

So 2 n:;;(x Te(';‘)po C.L.° so? n:;;(x Te(';‘)po c.L® so? n:ép;?b Te(';‘)po c.L°®
1,23 n.d. 1,40 0,65 12 64,61 NRC

5,42 0,63 24 85 58 2,74 24 100 NRY

10,90 0,67 24 739 11,10 4,01 48 98,73 9,30 7,18 14 60,66
26,00 0,73 24 67 26,10 6,55 24 100 22,6 9,67 24 88,46
4860 2,23 6 7.6 46,00 9,89 24 100 4820 14,2 8 7,72
62,8 1,96 48 99 69,70 11,0 72 100 65,60 18,6 6 5,63
84,0 3,37 24 629 8580 135 48 100 87,40 16,8 48 100
126,0 3,71 24 482  127,0 19 72 100 133,00 26,3 6 4,12
167,0 4,9 48 792 1760 17,3 96 100 171,0 249 72 91,37
2470 546 48 57,1 2440 159 96 4898 2370 359 8 2,64

2 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose g L™,

® Rendimento méximo de etanol em relacéo & massa celular (g g™).
¢ Consumo de lactose em %.

4 N&o realizada.

n.d. Nao detectavel.

As produtividades méaximas volumétricas (Qp méx)-(g L™ h™) foram
similares nas fermentacdes sob as condi¢cdes anaerdbicas e microaerbbicas,
com excecdo da fermentacdo cuja concentragdo inicial de lactose foi proxima
de 130 g L™, em que a Qp méx sob a anaerobiose foi de aproximadamente
193,6% maior que em microaerobiose e na fermentacdo cuja concentracéo
inicial de lactose foi proxima de 240 g L™, em que a Qp méx sob a condicdo
microaerébica foi de 202,2% maior que sob a anerobiose (Tabela 12).
Verificou-se ainda que a Qp max na fermentacdo sob a condi¢cdo aerdbica foi
menor que as obtidas em microaerobiose e anaerobiose, com excecao da
fermentacdo cuja concentracdo inicial de lactose foi proxima de 240,0 g L™,
maior que aquela fornecida pela condicdo anaerdébica, mas menor que a
fornecida pela condicdo microaerdbica. Outro fato que chama a atencédo é a
tendéncia do aumento Qp max com o incremento da concentracao inicial de
substrato nos trés niveis de oxigénio. Em aerobiose, a maior produtividade
méxima volumétrica (Qp max)-(g L™ h™) foi de 1,33 g L* h™, sendo obtida na

fermentacdo cuja concentracao inicial de lactose foi de 167,4 g L™ (Tabela 12).
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Essa produtividade foi alcancada com 24 horas de fermentagdo com um
consumo de 90,2 g L™ de lactose (53,85%). Sob a condicéo microaerébica, a
Qp max (1,49 g L™* h™) foi maior na fermentacéo cuja concentraco inicial de
lactose foi de 167,0 g L™* com 24 horas de fermentacao, quando 99,31 g L™ de
lactose (40,7%) haviam sido consumidos. Em anaerobiose, Qp max foi maior na
fermentacdo com concentracéo inicial de lactose de 87,4 g-L™* com 24 horas de
fermentacdo, quando 62,11 g L™ (71,07%) da lactose tinham sido consumidos
(Tabela 12).

Tabela 12 — Produtividade maxima volumétrica (Qp méx)-(g L h™) obtida por
K. marxianus UFV-3 nas fermentacdes realizadas em permeado
com 10 diferentes concentracdes de lactose, sob as condicbes
aeroObica, microaerdbica e anaerdbica

Aerobiose Microaerobiose Anaerobiose

So? mQé)P(b Te(rr?)po c.L® so? n?;x Te(rr?)po c.L® so? mQé;b Te(rr?)po c.L®
1,23 n.d. 0 1,40 0,0142 10 64,3 NR

5,42 0,020 24 85 5,8 0,152 6 36,92 NRd

10,90 0,034 24 73 11,10 0,158 6 24,82 9,30 0,168 14 60,64
26,00 0,070 24 67 26,10 0,620 14 76,04 22,6 0,377 24 88,46
48,60 0,300 24 63,3 46,00 0,920 24 100 48,20 0,600 24 83,07
62,8 0,400 14 32,7 69,70 1,200 24 96,08 65,60 0,930 14 37,43
84,0 0,740 24 62,1 85,80 1,170 14 35,48 87,40 1,300 24 71,07
126,0 0,980 24 48,2 127,0 1,410 24 50,7 133,00 1,150 48 94,68
167,0 1,330 24 53,85 176,0 1,490 24 40,7 171,0 1,050 48 67,89
247,0 1,100 24 41,3 2440 0,860 48 30,48 237,0 0,860 24 20,64

4 Fermentacdo com concentracao inicial de lactose em g L™.
b Produtividade volumétrica maxima (Qp max)-(g L2 h™) .

¢ Consumo de lactose em %.

4 Nao realizada.

n.d. Nao detectavel.
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4.8. Efeito da concentracdo de substrato e do nivel de oxigénio nas
velocidades de consumo de lactose e de producédo de etanol de
Kluyveromyce marxianus UFV-3 nas fermentagdes realizadas em
permeado de soro de de queijo, sob as condi¢cbes aerobica,

microaerdbica e anaerébica

Com o aumento da concentracdo inicial de substrato houve uma
tendéncia de elevacdo na velocidade de consumo de lactose-(g g* h™?), nas
fermentacdes sob as condi¢cdes aerdbica, microaerdbica e anaerdbica (Figura
7). Entretanto, em aerobiose e microaerobiose esse aumento ocorreu até as
fermentaces cujas concentracbes iniciais de lactose foram proximas a
170 g L, atingindo velocidades de consumo de 6,8 gg*h*e58gg*hte, a
partir dessas, diminuindo para 5,7 gg* h* e 5,1 g g* h™, respectivamente. Em
anaerobiose, a velocidade de consumo foi maior na fermentacdo cuja
concentracdo inicial de lactose foi préxima de 240,0 g L™, alcancando uma
velocidade de consumo de 7,6 g g* h™. Observou-se que a velocidade de
consumo na fermentacdo sob a condicdo anaerdbica foi maior do que a de
consumo, nas fermentacdes sob as condicBes microaerdbica e aerbbica, em
todas as concentracdes iniciais de substrato testadas. A fermentacdo na
condicdo microaerdbica apresentou velocidades de consumo maiores que a
fermentacdo na condicdo aerdbica até a concentracdo inicial de lactose
préxima de 130 g L. A partir dessa concentracéo, a fermentacdo aerdbica
apresentou velocidades de consumo superiores (Figura 7).

A velocidade de producdo de etanol (g g* h™) teve uma tendéncia de
aumento com a elevacao da concentracdo inicial de substrato (Figura 8). A
fermentacdo em anaerobiose apresentou velocidades de producédo de etanol
maiores que as fermentac6es nas condi¢cdes aerdbica e microaerdbica, em
todas as concentracdes iniciais de substrato estudadas. Na fermentacdo em
microaerobiose, as velocidades de producédo de etanol foram maiores que as

apresentadas pela fermentacdo na condicdo aerdbica.
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Figura 7 — Velocidade de consumo de lactose (g g* h?) obtida por
Kluyveromyces marxianus UFV-3 sob as condi¢cdes aerébica ([1),

microaerobica ([1) e anaerdbica ( ), em permeado com diferentes
concentracdes de lactose.
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Figura 8 — Velocidade de producéo de etanol (g g* h™) obtida por K. marxianus
UFV-3 sob as condicbes aerobicas ([1), microaerdbicas ([1) e

anaerobicas ( ), em permeado com diferentes concentracdes de
lactose.
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5. DISCUSSAO

O fluxo do metabolismo fermentativo de Kluyveromyces marxianus UFV-
3 como resposta a altas concentracdes de lactose foi investigado inicialmente
em meio sintético YNB acrescido desse acucar. Essa capacidade de canalizar
todo o acgUcar para a via fermentativa é de fundamental importancia na escolha
de leveduras com potencial para produzir etanol a partir do permeado de soro
de queijo (permeado), pois o carater diluido da lactose presente no permeado
(4,5-5% plv) torna o processo inviavel economicamente. Tal problema seria
contornado pela concentracdo da lactose, o que ja foi reconhecido ser capaz
de diminuir os custos desse processo (MAWSON, 1994). Leveduras do género
Kluyveromyces fazem parte de um pequeno grupo de leveduras capazes de
assimilar lactose como fonte de carbono e energia e sado reconhecidas como
aguelas que apresentam metabolismo predominantemente oxidativo.
Entretanto, K. marxianus UFV-3 mostrou-se apto a crescer e fermentar altas
concentracOes de lactose em meio YNB e, portanto, foi utilizada nos estudos
de fermentacao do permeado.

A velocidade especifica maxima de crescimento (m) em permeado
aumentou até determinada concentracdo, a partir da qual se verificou uma
diminuicdo da m Esses resultados concordam com os observados por Wang et
al. (1987) e Ghaly e Taweel (1995). Segundo estes ultimos autores, a inibicdo
pelo substrato se deve ao aumento da pressao osmotica que leva a remocao

de agua do citoplasma ou previne o processo de difusdo da agua para o interior
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celular. Fato interessante é que, em YNB, a mfoi maior nas fermentacées com
concentracdes iniciais de lactose préximas de 180 g L™, enquanto em
permeado m aumentou até as fermentagcdes com concentracfes iniciais de
lactose menores, proximas de 85 g L™ em aerobiose e microaerobiose e de
65,60 g L* em anaerobiose. Esses resultados possivelmente ocorreram
porque, no permeado, ndo se concentrou apenas a lactose, mas outros fatores
nutricionias nele presentes, inclusive sais minerais que, ao serem
concentrados, contribuem para aumentar a pressao osmotica do meio. Tais
resultados estdo de acordo com a observacédo de Vienne e Stockar (1985) de
que a desmineralizacdo do permeado diminui 0 tempo necessario para
fermentar completamente o permeado concentrado. Apesar de a m em
permeado sob as condicdes aerObicas ter aumentado até uma menor
concentracao inicial de lactose, comparando com a fermentacdo em YNB,
observou-se que, na fermentacdo em permeado com concentracao inicial de
lactose de 167,4 g L', préxima de 180 g L™ em YNB, a mmaéx h™ foi maior que
a obtida em YNB. Esse resultado indica que a concentragcdo no permeado de
outros fatores nutricionais, além da lactose e sais minerais como vitaminas e
fontes de nitrogénio, permitiu que as fermentacbes em permeado atingissem
maior m

Um aspecto importante em processos fermentativos € a capacidade de a
levedura suportar os efeitos téxicos do etanol por ela produzido durante a
fermentacdo. A velocidade especifica de crescimento de K. marxianus UFV-3
cultivada em permeado na presenca de baixas concentracbes de etanol foi
similar ao controle. Mesmo na presenca de altas concentracbes de etanol
(80 g-L™Y), a levedura foi capaz de apresentar crescimento. Tais resultados
parecem estar de acordo com os obtidos por Bajpai e Margaritis (1982), que
detectaram reduzidas m na presenca de 80 g L'de etanol e inibicdo do
crescimento de K. marxianus na presenca de 95 g L'desse composto. A
tolerancia a etanol pela levedura K. marxianus UFV-3 foi maior que a
apresentada por Kluyveromyces fragilis, 46 g L™, nos estudos de Vienne e
Stockar (1983). Segundo Vienne e Stockar (1985), os efeitos toxicos do etanol
sobre leveduras abrangem desde a inibicAo da atividade das enzimas

hexoquinase e alcool desidrogenase até a alteracdo da permeabilidade da
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membrana celular. Segundo Heipieper et al. (2000), a maior resposta
adaptativa apresentada por Kluyveromyces lactis ao etanol sdo mudangas na
composicdo de &cidos graxos da membrana. K. lactis, ao contrario do que
ocorre com S. cerevisiae, diminui a fluidez da membrana, por reduzir a
insaturacdo dos acidos nela presentes.

As menores massas celulares e os menores rendimentos celulares
alcancados nas fermentacées em YNB em relacdo ao permeado indicam que a
concentragdo no permeado de fatores nutricionais como vitaminas e fontes de
nitrogénio permitiu que as fermentacées em permeado atingissem maior massa
e rendimento celulares. Segundo Vienne e Stockar (1985), o conteudo de
vitaminas do permeado "in natura" foi um fator limitante do crescimento de
Kluyveromyces fragilis em seus estudos. Essa observacédo parece realcar a
idéia de que algum fator nutricional limitante do permeado ao ser concentrado
permitiu maior crescimento de K. marxianus (UFV-3). Além disso, no
laboratorio, Silveira et al. (2001) também observaram maior m e maior
populacdo maxima celular de K. lactis em permeado concentrado em relacdo
ao permeado nao-concentrado, acrescido apenas de lactose. Esses autores
também atribuiram a concentracdo de fatores nutricionais no permeado
concentrado o favorecimento do crescimento de K. lactis.

Verificou-se, tanto nas fermentacdes em YNB quanto nas fermentactes
em permeado, que a m a populacdo méxima celular e 0 Y xis max g g* foram
maiores na presenca de maior nivel de oxigénio. Ghaly e Taweel (1995),
estudando a influéncia da taxa de aeracdo na fermentacdo do permeado,
observaram que o crescimento foi maior nas taxas maiores, devido a
predominancia do metabolismo respiratério. Constatou-se, em geral, que o
aumento na concentracdo inicial de substrato reduziu o rendimento celular
maximo e aumentou a concentragcdo maxima de etanol e dos seus parametros
fermentativos de producéao.

Schaefer et al. (1985) notaram que K. fragilis foi capaz de fermentar o
permeado concentrado sem perdas de rendimento de etanol. A fermentacéo do
permeado concentrado por K. marxianus UFV-3 indicou que, além de nao
haver perda no rendimento de etanol, este foi favorecido por maiores
concentracOes de substrato. Portanto, 0 aumento na concentracdo de substrato

favoreceu o metabolismo fermentativo.
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Muitas questbes a respeito da importancia da concentracdo de acuUcar
no direcionamento do fluxo metabdlico de leveduras respirofermentativas,
como K. marxianus, vém sendo discutidas na literatura. Em S. cerevisiae ficou
bem-estabelecido que a concentracdo de acucar apresenta papel primordial no
direcionamento do metabolismo em favor da via fermentativa em condi¢cOes
aerdbicas (BREUNIG et al., 2000).

Em experimentos realizados em meio sintético com altas concentracdes
de lactose por Mehaia e Cheryan (1983), em permeado concentrado por
Vienne e Stockar (1985) e em permeado acrescido de lactose por Ghaly e
Taweel (1995), constatou-se que o0 aumento na concentracdo de substrato
favoreceu a producédo de etanol. Alguns autores como Kiers et al. (1998)
atribuiram a baixa concentracdo de oxigénio ao maior fluxo do metabolismo
fermentativo em leveduras Kluyveromyces. Aqueles autores, cultivando K.
lactis em meio minimo com 1% de glicose em erlenmeyes sob a aerobiose,
detectaram consideraveis concentracdes de etanol, mas o mesmo meio de
fermentagdo conduzido em fermentadores continuamente aerados com etanol
nao foi produzido em nivel detectavel. Eles concluiram que a formacéo de
etanol em erlenmeryers foi devida a inadequada aeragao ou outros fatores que
limitaram seu crescimento. Siso et al. (1996) relataram que em fermentagcdes
conduzidas em erlenmeyers os baixos niveis de oxigénio dissolvido foram
devidos as altas concentracdes de acucar e biomassa no meio, favorecendo a
producao de etanol.

E importante destacar que os estudos de Kiers et al. (1998) foram
conduzidos com baixa concentracdo de glicose, diferentemente das altas
concentracdes de lactose no permeado concentrado. E possivel que altas
concentracfes de acucar possam vir a induzir maior capacidade de transporte
do acUcar pela membrana celular. A capacidade de transporte tem sido
atribuida por Fukuhara (2003) como a provavel causa da auséncia do efeito
Kluyver em leveduras fermentativas como S. cerevisiae. Segundo esse autor,
linhagens recombinantes de K. lactis com genes heter6logos para
transportadores de galactose adicionais foram capazes de crescer nesse
acucar quando a cadeia de transporte de elétrons foi bloqueada, enquanto a
linhagem selvagem néo cresceu. Isso indicou que a capacidade de transporte

7

do acucar pela levedura € importante no crescimento dependente do
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metabolismo fermentativo. A questdo importante a ser elucidada é se altas
concentracOes de lactose sao capazes de induzir aumento na capacidade de
transporte ou, se para tal, a levedura necessita, além de altas concentragdes,
de maior nimero de transportadores para aumentar o nivel de saturacéo
inerente da espécie em questao.

E importante destacar que o alto poder fermentativo de S. cerevisiae em
elevadas concentracbes de glicose é atribuido ao grande numero de
transportadores que essa levedura possui, proximo de 20, o que permite
acumular alta concentracdo de glicose no interior da célula, levando a
repressdo da transcricdo de genes envolvidos no metabolismo respiratorio.
Verifica-se, portanto, que ainda sdo necessarios estudos que possam elucidar
o real papel das altas concentragcdes de aclUcar no direcionamento do
metabolismo para a via fermentativa.

Os menores rendimentos celulares e 0s maiores parametros
fermentativos da producéo de etanol em condi¢cdes microaerdbica e anaerdbica
em relacdo a aerdbica indicaram que o nivel de oxigénio € um fator importante
na conduta metabdlica adotada pela levedura. Os rendimentos de producéo de
etanol em relagdo a substrato (Y ps max)-(g g') em microaerobiose e
anaerobiose foram proximos ao tedrico na presenca de concentracfes
elevadas de acucar. Porém, esses rendimentos foram menores nas
fermentacées com menores concentracdes iniciais de substrato, confirmando
gue o nivel de oxigénio € um fator primordial para a presenca de fermentacéo
alcodlica em K. marxianus UFV-3, mas que altas concentracfes também
exercem papel importante para direcionar o fluxo do metabolismo para a via
fermentativa. As velocidades de consumo de lactose evidenciaram que 0s
aumentos na concentracdo de substrato, juntamente com o baixo nivel de
oxigénio, proporcionam aumento na velocidade de consumo, para sustentar um
fluxo glicolitico suficientemente alto para produzir energia. Isso foi confirmado
pelo aumento da velocidade de producdo de etanol naquelas condigdes.
Portanto, leveduras respirofermentativas como K. marxianus UFV-3 parecem
direcionar o metabolismo para a via fermentativa em presenca de altas
concentracdes de substrato e, principalmente, em menor nivel de oxigénio.

Vienne e Stockar (1985) observaram que a velocidade de consumo de

lactose e de producéo de etanol diminuiu com o0 aumento da concentracao de

45



permeado de 46,74 g L™* a 150,23 g L™. Esses resultados foram obtidos em
regime continuo em uma taxa de diluicdlo D de 0,2 h™, enquanto nos
experimentos em batelada desta pesquisa a velocidade maxima especifica de
crescimento foi maior que 0,2 h™, com excecdo das fermentacbes em
microaerobiose e anaerobiose, com concentragcdes iniciais de lactose de
2440gL?* e 237,0gL™ respectivamente. Segundo Mawson (1994), a
concentracdo do permeado € importante para minimizar os custos da producao
de etanol, porém estes ndo sao significativamente reduzidos em concentracfes
de lactose superiores a 120 g L™. Os rendimentos méaximos de etanol (Y p/s
max) nas fermentacbes microaerébica e anardbica, cujas concentracdes
iniciais de lactose foram de 127,0 g L e 133,0 g L™, respectivamente, com 72
horas de fermentacdo, apresentaram alto rendimento tedrico (Tabela 10). Tais
resultados sdo interessantes, pois, além de apresentarem elevados
rendimentos tedricos, eles ocorreram no periodo onde a concentracdo de
etanol foi maxima (Tabela 9) e a lactose foi completamente consumida em
microaerobiose e praticamente quase toda consumida em anaerobiose. Ghaly
e Taweel (1995), trabalhando com Candida Pseudotropicalis, também
obtiveram altos rendimentos com concentracdes iniciais de lactose de 100 g L™
e 150 g L™, mas ainda foram menores que os relatados neste estudo; além
disso, parte da lactose no trabalho daqueles autores néo havia sido consumida.
Schaefer et al. (1985), trabalhando com permeado com concentracao inicial de
100 g L™ de lactose e suplementado com extrato de levedura, obtiveram alto
rendimento (0,49 g g™), porém foram inferiores aos rendimentos maximos
obtidos neste estudo (0,5 a 0,535 g g>).

A maior producéo de glicerol em anaerobiose e microaerobiose indicou a
importancia desse metabdlito na fisiologia da célula, especificamente na
reoxidacdo de NADH em baixas concentracdes de oxigénio. Nissen et al.
(2000) discutiram que, em condicdes anaerObicas, em que a cadeia
transportadora de elétrons ndo é funcional, a producédo de glicerol é uma via

importante para reoxidar NADH e evitar o desbalanco da razdo NAD*/NADH.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

A levedura Kluyveromyces marxianus UFV-3, isolada de laticinios e
previamente selecionada pela alta atividade de betagalactosidase, foi
submetida a altas concentracfes de lactose em meio YNB, para verificar seu
crescimento e metabolismo fermentativos. Fermentar altas concentractes de
lactose é de suma importancia na producéo de etanol de permeado de soro de
queijo, pois o carater diluido da lactose no soro impde sua concentracdo para
viabilizar o processo de producéo e, sobretudo, de destilagdo do alcool.

Embora o género Kluyveromyces seja considerado de metabolismo
oxidativo, o potencial fermentativo de K. marxianus UFV-3, em altas
concentracBes de lactose e sob a condigdo microaerdbica, foi demonstrado
pelos altos rendimentos de etanol obtidos no meio YNB. Os parametros
fermentativos da producédo de etanol foram quase sempre maiores na condi¢ao
microaerdbica que na aerobica. O potencial fermentativo de K. marxianus UFV-
3 foi também confirmado nas fermentacdes conduzidas em permeado com
concentracdes iniciais de lactose acima de 50 g L™, como se verificou pelos
altos rendimentos de etanol por substrato e por massa celular obtidos em
microaerobiose e anaerobiose e pela capacidade de tolerar concentracdes de
até 80 g L™ de etanol. K. marxianus UFV-3 manteve aproximadamente 60% de
crescimento em aerobiose e microaerobiose e 80% de crescimento em

anaerobiose na presenca de 50 g L™ de etanol. Na presenca 80 g L™ de etanol,
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K. marxianus UFV-3 manteve um crescimento de aproximadamente 15% em
aerobiose e 25% em microaerobiose e anaerobiose.

Os rendimentos de etanol por substrato (Y p;s) em permeado foram
maiores que os obtidos em YNB. As fermentacdes em altas concentragcdes de
permeado sob a microaerobiose e a anaerobiose exibiram altos rendimentos de
etanol por substrato, proximos de 100% do teédrico. As fermentacdes em
permeado cujas concentracdes iniciais de lactose foram acima de 130,0 g L™,
sob as condi¢cdes microaerébica ou anaerébica, apresentaram um Y p;s teérico
de 96 a 99% com 72 horas de fermentacdo, quando o consumo de lactose foi
de aproximadamente 100% e a producdo de etanol, maxima. A fermentacéo
microaerdbica foi mais promissora que a anaerébica devido ao menor tempo de
injecdo de gas nitrogénio, isto €, 12 minutos em relacdo as 96 horas em
anaerobiose.

Além dos rendimentos de etanol por substrato que foram maiores nas
fermentac6es em permeado em relacdo as fermentacdes em YNB, outras
diferencas entre esses dois meios de fermentacdo com concentragdes iniciais
de lactose similares foram o crescimento, 0 consumo de lactose e a producéo
de glicerol. O maior crescimento em permeado foi provavelmente resultado da
maior concentracao de fatores nutricionais do permeado. A maior concentracao
de glicerol no sobrenadante das fermentagcdes em permeado coincidiu com o
maior consumo de lactose, indicando que a reducdo na pressdo osmoética do
meio tenha induzido a liberacdo do glicerol, que antes atuava como soluto
compativel intracelular. Em baixos niveis de oxigénio (microaerobiose e
anaerobiose), verificaram-se maiores concentracdes de glicerol, confirmando a
importancia do glicerol para manter o balanco da oxidorreducdo do
metabolismo fermentativo.

A elevacdo da velocidade de consumo de lactose, bem como da
producdo de etanol em permeado, a medida que a concentracdo de substrato
aumenta e o nivel de oxigénio diminui, foi primordial para canalizar o fluxo
metabdlico de K. maxianus UFV-3 para a via fermentativa. Porém, o nivel de
oxigénio foi determinante para que os rendimentos de etanol fossem préximos
do tedrico, indicando que a concentracdo de oxigénio seja mais relevante que a

de acucar no direcionamento do metabolismo para a via fermentativa.
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Conclui-se, com os dados deste estudo, que K. maxianus UFV-3
apresenta potencial de producdo de etanol de permeado de soro de queijo.
Novos estudos poderdo contribuir para a melhoria do processo, por exemplo,
para incrementar o fluxo de fermentacao e produtividade volumétrica, através
do aumento de transportadores da lactose na membrana, aumentando sua
concentracao intracelular e induzindo, assim, maior fluxo da via fermentativa
em detrimento da via oxidativa. Novos estudos poderdo também contribuir para
estabelecer um processo mais eficiente de producdo de etanol de soro de

gueijo, em regime de batelada, com alimentacdo continua do permeado.
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Figura 1A — Curva-padrdo de massa seca celular de K. marxianus UFV-3 (g L™
em meio YNB sintético acrescido de 20 g L™ de lactose.
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Figura 2A — Curva-padrdo de massa seca celular de K. marxianus UFV-3 (g L)
em permeado de soro de queijo com concentracao inicial de
20 g L™ de lactose.
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Figura 3A — Crescimento de K. marxianus UFV-3 nas fermentacOes realizadas
em permeado com diferentes concentracfes iniciais de lactose:
1,0g L* (A), 50 g L* (B), 10,0 g L* (C), 250 g L™ (D),
50,0 g L'}E), 65,0 g L*F), 850 g L* (G), 130,0 g L™* (H),
170,0g L™ (1) e 240,0 g L™.(J), sob as condicbes aerébica (),
microaerobica ([J) e anaerébica (0).
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