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RESUMO

O soro de leite é o principal residuo produzido pela industria de laticinios durante a
fabricacdo de queijos. O qual como materia-prima, pode conferir a tecnologia alimentar
novas potencialidades devido as propriedades funcionais e nutricionais. Mesmo tendo
amplo potencial de aproveitamento, o soro ainda é considerado como um efluente. E
importante o desenvolvimento de alternativas para viabilizar o aproveitamento desse
residuo agroindustrial, porque a0 mesmo tempo em que a transformacdo do soro em
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novos produtos diminui o desperdicio, pode proporcionar ganhos as industrias de
laticinios. Diante disto, durante a realizacdo do presente estudo foi empregado o método
de secagem por liofilizacdo para desidratar o soro e o transforma-lo em soro em po para
facilitar sua estocagem e armazenagem. Posteriormente foi utilizado como fonte de
carbono para bioconversao por fermentacdo submersa com cinco cepas diferentes de
microrganismos do grupo das leveduras Yarrowia lipolytica , com meio mineral
suplementado composto de 1% uréia (CH4N20), 0,1% de fosfato de potassio monobasico
(KH2PO.) e 0,05% de sulfato de magnésio. O processo de fermentacao foi realizado em
incubadora com agitacdo de aproximadamente 80 rpm em intervalo de tempo pré-
determinado em 9 dias a 30°C. A avaliacdo dos resultados realizados durante cada etapa
do processo de bioconversdo indicam que a levedura Y. lipolytica QU29 apresentou
melhor desempenho para o0 aumento do teor proteico do soro de leite apos o bioprocesso,
indicando ainda que pode ser utilizado como fonte carbono para a fermentacéo, tanto as
amostras de soro congelado fresco ou liofilizadas, armazenadas por um ano e que mesmo
apos a estocagem esse residuo ainda apresenta potencial para uso.

Palavras-chave: laticinios, soro de leite, biomassa, bioconversao.

ABSTRACT

Whey is the main residue produced by the dairy industry during cheese manufacturing.
As a raw material, it may provide food technology with new potential due to its functional
and nutritional properties. Even though it has ample potential for utilization, whey is still
considered as an effluent. It is important to develop alternatives to enable the use of this
agroindustrial residue, because at the same time that the transformation of whey into new
products reduces waste, it can provide gains to dairy industries. Therefore, during this
study the freeze-drying method was used to dehydrate the whey and transform it into
whey powder to facilitate storage and storage. Subsequently, it was used as a carbon
source for bioconversion by submerged fermentation with five different strains of
microorganisms of the yeast group Yarrowia lipolytica, with supplemented mineral
medium composed of 1% urea (CH4N20), 0.1% monobasic potassium phosphate
(KH2PO4) and 0.05% magnesium sulfate. The fermentation process was carried out in
an incubator with agitation of approximately 80 rpm in a predetermined time interval of
9 days at 30°C. The evaluation of the results performed during each step of the
bioconversion process indicate that the yeast Y. lipolytica QU29 showed better
performance for increasing the protein content of the whey after the bioprocess, also
indicating that it can be used as a carbon source for fermentation, both the samples of
fresh frozen or freeze-dried whey, stored for one year and that even after storage this
waste still has potential for use.

Keywords: dairy products, whey, biomass, bioconversion.

1 INTRODUCAO

Com o aumento da producéo de queijo ao longo dos anos e um controle rigoroso
da disposicdo dos efluentes, a producdo do soro atualmente & um dos problemas mais
criticos para a industria de laticinios (BALDASSO, 2008).
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O soro de leite é um coproduto da industria de laticinios sendo formada pela
porcdo aquosa do leite que se separa do codgulo durante a fabricacdo de queijo ou da
caseina. Apresenta-se como um liquido opaco e de cor amarelo-esverdeada. O soro € visto
industrialmente como um efluente, o qual, quando indevidamente tratado, gera um sério
problema ambiental devido a sua elevada carga organica. Estes fatores tornam importante
0 desenvolvimento de alternativas para um adequado aproveitamento do soro de leite.
Isto se deve ao fato de que ao mesmo tempo em que a transformagao do soro em produtos
diversos diminui o desperdicio de matéria nutritiva, ainda permite o desenvolvimento de
novos produtos e proporciona aumento de lucratividade nas industrias de laticinios
(GIRALDO-ZUNIGA et al., 2004; GUIMARAES et al., 2010).

O processo de industrializacdo do soro, em geral, requer a utilizacdo de instalagdes
industriais com um determinado grau de complexidade, o que demanda um investimento
financeiro consideravel. Assim, é necessario que haja um volume minimo de matéria-
prima e um destino lucrativo desse soro, que justifique o investimento. Entretanto, grande
parte do soro de leite gerado no Brasil e em especial, no Estado do Parana tem origem
nas operacOes de pequenas e médias queijarias, nas quais se torna dificil o investimento
em tecnologia necessaria para o beneficiamento deste coproduto (IMADURA, 2008).

Em decorréncia dos elevados gastos gerados durante o processo de
industrializacdo do soro e pensando no beneficiamento dos pequenos laticinios que pouco
podem investir financeiramente nesse beneficiamento é que se deve buscar alternativas
viaveis e baratas para diminuir os problemas ambientais e ainda gerar renda com o soro
de leite, com o0 menor investimento possivel por parte dos donos das pequenas queijarias.
Uma técnica que vem crescendo como fonte de industrializacao de coprodutos derivados
das industrias é a bioconversdo (IMADURA, 2008).

A bioconversdo dos residuos agricolas e da industria de alimentos tem recebido
grande atencdo e com isso, consiste no uso da fermentacdo para o aproveitamento de
residuos solidos visando a sintese de diversos compostos de alto valor agregado e de
grande interesse industrial. O uso da fermentagéo para transformacéo dos residuos possui
vantagens como baixo custo do processo, facilidade da aplicagcdo de microrganismos,
melhoria da digestibilidade, melhoria do valor nutricional.(DANTAS; AQUINO, 2010).
Microrganismos tém a habilidade de utilizar material organico com pouco contetdo
proteico e transforméa-lo em alimento rico em proteinas por meio da bioconverséo. A
levedura Yarrowia lipolytica possui capacidade de utilizar substratos hidrofébicos, para

a producdo de biomassa microbiana, é capaz de produzir metabdlitos importantes e possui
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uma intensa atividade secretora, o que justifica o seu enorme interesse industrial. A
fermentacdo utilizando a levedura Yarrowia lipolytica se apresenta como uma tecnologia
capaz de propor caminhos alternativos para os residuos gerados na inddstria de laticinios,
diminuindo possiveis problemas ambientais, bem como, agregar valor a essa matéria-
prima, por meio da producdo de substancias de interesse econémico (BELO, 2013).

A producdo de biomassa de leveduras como fonte de proteinas tem grande
potencial econdmico, principalmente considerando-se que pode substituir as tradicionais
fontes de proteina de origem animal, que apresentam maior custo (SANTQOS, 2009)

A producdo de biomassa proteica ja obtém sucesso em relacdo a razbes
econdmicas, politicas e psicoldgicas, mas espera-se que a producdo de biomassa como
fonte de proteinas seja capaz de diminuir cada vez mais a demanda mundial de proteina
(MORAES, 2002).

Microalgas, bactérias, leveduras e fungos tém sido extensivamente estudados,
apresentando algumas vantagens como: o contedo em proteina dos microrganismos €
geralmente mais elevado do que o da maioria das outras fontes de proteina, a producéao
de microrganismos como fonte de proteina pode ser obtida em uma grande variedade de
substratos, inclusive residuos industriais, 0 que torna viavel sua producdo em diferentes
regibes, a producao de proteina microbiana pode ser executada independentemente de
condic@es climaticas, exigindo pequena disponibilidade de 4gua e de espaco e baixo custo
de producéo.

Devido as suas composi¢des nutricionais e o0 alto custo para os seus adequados
tratamentos se considerados como efluentes, € necessario o desenvolvimento de técnicas
que permitam a criacdo de produtos alimenticios de valor comercial, utilizando-os como
matéria-prima. E importante o desenvolvimento de tecnologias para o adequado
aproveitamento dos soros nas industrias, pois, a0 mesmo tempo que ocorre a
transformacéo dos soros em produtos, pode-se promover ganhos as industrias através do
desenvolvimento de novos produtos ou a agregacdo do soro aos produtos ja existentes
(BALD et al., 2014)

O objetivo deste trabalho portanto € medir o aumento de teor proteico da biomassa
obtida ap6s o processo de bioconversdo utilizando cinco cepas de Yarrowia lipolytica,

em ambiente laboratorial controlado, usando soro de leite como fonte de carbono.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Apos o processo de liofilizagdo do residuo, o soro em p6 obtido foi mantido dentro
do congelador e utilizado para a bioconversdo, a biomassa obtida foi congelada e
submetida ao processo de liofilizacdo (Liotop L101). Foram realizadas analises de
proteinas e lipidios totais, Cinzas, agucares redutores (DNS) tanto no residuo in natura e
liofilizado, quanto na biomassa produzida e liofilizada das diferentes linhagens.

As leveduras (QU123, QU69, QU36, QU31, e QU29),utilizadas foram
gentilmente cedidas pela professora Patricia Valente, docente do programa de poés-
graduacdo em Microbiologia Agricola e do Ambiente da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

Todos os reagentes utilizados no experimento possuem grau PA. As analises serdo
realizadas em triplicata e o resultado apresentado foi a média aritmética entre os valores

obtidos, juntamente com seus desvios-padrao.

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE SORO DE LEITE E USO COMO FONTE DE
CARBONO

As amostras de soro de leite pasteurizado in natura foram coletadas no Laticinio
Szurra localizado no municipio de Cand6i-PR provenientes do processamento do queijo
coalho e mussarela, através de precipitacdo acida. O soro liquido foi armazenado em
recipiente fechado e mantidas sob refrigeracao e transportado até o laboratério de quimica
geral localizado na Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Laranjeiras do Sul-
PR, onde foi mantido congelado. As amostras de soro em pé industrializado foram
cedidas pela empresa HE lacticinios localizada no municipio de Coronel Vivida-PR.

2.3 CARACTERIZACAO DE SORO DE LEITE E DO SORO DE LEITE EM PO

Na caracterizagdo destes materiais, inicialmente foram realizadas anélises fisico-
quimicas para a determinacdo da sua composicao centesimal. Para tal caracterizagéo, as
seguintes analises foram realizadas: cinzas (AOAC, 1005; Method 16196); lipidios totais
(BLIGH e DYER, 1959); proteinas (AOAC, 1005; Method 38012) e acucares redutores
pelo método DNS (MILLER, 1959).
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2.4 DESIDRATACAO DO SORO POR LIOFILIZACAO
A liofilizagdo foi realizada por liofilizador de bancada, posteriormente foi

realizado o congelamento das amostras em superfreezer.

2.5 PREPARO DO INOCULO

Em baldo de fundo chato foi preparado 4gar GYP (glicose 2% (Alphatec), peptona
1% (Himedia®), extrato de levedura 0,5% (Himedia®), &4gar 2% (Alphatec) e agua
destilada e levado ao micro-ondas para garantir total dissolucao dos reagentes. Placas de
Petri foram colocadas em capela de fluxo laminar por 20 minutos para completa
esterilizagdo. A mistura (GYP) foi autoclavada a 121°C por 15 min e entdo vertida nas
placas no interior da capela de fluxo laminar previamente esterilizada. Apos a distribuicdo
do &gar GYP as placas foram envolvidas em plastico filme PVC e incubadas em estufa
(Ethik Technology, 4410-5NDRE) a 35°C durante 48 horas, para verificar possivel
contaminacdo no processo de preparo, transcorrido esse periodo ndo houve crescimento
de microrganismos, entdo as placas foram armazenadas em refrigerador.

O isolamento da levedura foi realizado por esgotamento e incubado em estufa
(Ethik Technology, 4410-5NDRE) a 35°C por 48 horas. Ap6s o periodo de incubacdo,
com o auxilio de uma al¢a de platina foram retiradas algumas coldnias e colocadas em
tubos de ensaio contendo 10 ml de solugdo salina estéril a 0,9%, homogeneizadas em
agitador tipo vortex (Marconi, MA-162) realizada leitura da densidade dptica a 500 nm e
padronizada a suspensdo a fim de se obter absorbancia de 0,104, que conforme

estudo previamente realizado corresponde a 2 x 106 UFC/ml.

2.6 MEIO DE SUPLEMENTA(;AO

O meio de suplementacdo utilizado nas fermentacdes foi o seguinte: NaNO3 (1%)
(Dinamica®), KH2PO4 (0,1%) (Impex) e MgSO4. 7H 20 (0,05%) (Alphatec), os
nutrientes utilizados serdo de acordo com Santos et al., (2013) com modificacdes. Sera
realizado ajuste inicial para pH 7,0 e adicionado 5% de residuo como fonte de carbono.

2.7 PRODUCAO DE LIPIDIOS E PROTEINAS MICROBIANAS
Foram utilizados frascos de erlenmeyer de 125 ml onde se adicionard 50 ml do
meio de suplementacgéo e 5% de fonte de carbono, os frascos serdo autoclavados a 121 °C

por 15 min. Apos o resfriamento dos frascos sera adicionado assepticamente 1ml da
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suspensdo contendo 2x106 UFC/mI das células de Y. lipolytica QU31, QU123, QU69,
QU36, QU29.

As fermentagdes foram conduzidas para banho Dubnoff (Nova Instruments NI
1232) com agitacdo 150 rpm, temperatura de 30°C, durante 9 dias. As fermenta¢des foram
realizadas em triplicata.

A andlise do teor de lipidios totais foi realizada através da metodologia descrita
por Bligh-Dyer (1959) com modificagdes.

Para determinacdo do teor de proteinas totais foi utilizada metodologia descrita por

Kjeldahl, conforme procedimento AOAC (1990) com modificacdes.

Para proteinas soluveis foi utilizado método descrito por Bradford (1976) que se
baseia na interacdo entre o corante BG-250 e proteinas que contém aminoécidos de

cadeias laterais basicas ou aromaticas.

2.8 ANALISE ESTATISTICA.
Os dados obtidos, para cada avaliacdo, foram submetidos a analise estatistica de
variancia (ANOVA) e teste de média Tukey verificando se ha diferenca entre as amostras

com nivel de significancia de 5 % (p=<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DO SORO
De modo geral, 0 soro de leite € considerado como um rejeito da industria de
laticinios e ndo como uma matéria-prima, e isso dificulta bastante o aproveitamento deste
coproduto. A partir dessa observacdo, decorre o aproveitamento inadequado que 0 soro
recebe na maioria dos locais onde é produzido, sendo que grande parte acaba sendo
armazenada de forma inadequada até que se realize o seu descarte e que geralmente é
feito de forma em locais inapropriados.
Dentre os principais obstaculos encontrados em relagdo ao aproveitamento do
soro, podemos destacar que:
o A maioria das queijarias ¢ de pequeno e médio porte, o que dificulta
financeiramente a implantacdo de uma politica de aproveitamento ou tratamento;
o Outro fator é que nestas pequenas queijarias, a geracdo de soro é
relativamente pequena ndo compensando assim um investimento no tratamento

desse soro, quem dira na compra de maquinas para processamento desse rejeito;
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. Dificuldades em coleta e manipulacéo e também grandes distancias, que

dificulta o rapido escoamento deste produto.

Com o intuito de agregar valor ao soro de leite produzido em pequenos laticinios,
que é considerado um rejeito no municipio de Canddi- PR primeiramente avaliou-se o
teor de proteina encontrado no soro de leite fresco liquido e no soro de leite fresco
liofilizado. Posteriormente as amostras de soro foram armazenadas congeladas, e ap0s
um ano se realizou as analises novamente para as duas amostras de soro, e também foi
realizada uma nova liofilizacdo com o soro que foi armazenado congelado sem ter sido

desidratado. E os dados obtidas nas analises para teor de proteinas podem ser observados

na tabela 1.
Tabela 1: % Teor proteico para o soro de leite pelo método de Kjeldahl
Soro de leite % teor proteico*
Soro de leite fresco liquido 411a+0,3
Soro de leite liofilizado fresco 522a+1,0
Soro de leite armazenado congelado por um ano e liofilizado 51,3a+1,0

* O valor de proteinas presente no soro de leite industrializado é de 13,6 a+ 0,3
*Os resultados apresentados correspondem & média aritmética + o intervalo de confianca (IC) a 95%.
*0 intervalo de confianca foi calculado pelas colunas e as letras iguais significa que néo houve diferenga
estatistica.Fonte: A autora

O soro na sua forma liquida apresenta um teor em agua que varia entre 91 e 95%.
A quantidade de extrato seco do soro é reduzida e representa em média 7% do peso total.
Este extrato, no entanto, é bastante rico em sua composi¢do (PAOLUCCI, 1991).

Segundo Carvalho (2013). o soro de queijo é constituido basicamente de agua
(93,94%); lactose (4,5-5,0%); proteinas (0,8-1,0%); gorduras (0,3-0,5%); sais minerais
(0,6-1,0%).

O soro liquido fresco que foi coletado no laticinio no mesmo dia de producgéo do
queijo e que ndo passou por nenhum processo apresentou o valor mais alto de teor
proteico de 4,11%. O soro fresco que foi imediatamente liofilizado apresentou 52,2% de
teor proteico. O intuito da avaliacdo ndo é utilizar soro fresco recém obtido e sim buscar
uma alternativa para 0 soro que possa ficar armazenado por um longo periodo de tempo.
A partir disso se estabeleceu que as amostras de soro seriam armazenadas ja liofilizadas
e congeladas e outras amostras seriam mantidas congeladas sem terem passado pelo
processo de liofilizacdo durante o periodo de um ano e ap0s esse periodo seria repetida a

analise de proteinas.
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Apds um ano de armazenagem no congelador as amostras foram submetidas as
andlises para determinacdo do teor de proteinas, sendo que o soro fresco armazenado
congelado apresentou o teor proteico de 51,3%, demonstrando que sua varia¢do no teor
de proteinas teve pouca variacdo comparado com o soro fresco liofilizado e que mesmo
com um longo periodo e armazenagem se caracteriza adequado para utilizacdo como
fonte de carbono por ter ficado durante bastante tempo armazenado e ainda estar apto
para ser liofilizado e ainda assim ndo apresentar diminuicdo significativa no valor
proteico. Conclui-se que este foi 0 que mais apresentou diminuicao no valor de proteinas,
contudo esse valor ndo o torna inviavel para o processo de liofilizagdo e muito menos
para a bioconversdo utilizando a Yarrowia lipolytica, porque a proposta é buscar
alternativa de uso para o soro armazenado durante intervalos de tempos relativamente
altos e que muitas vezes precisam ficar armazenado por um longo periodo de tempo.
Assim sendo, optou-se para 0s experimentos posteriores, 0 soro que ficou armazenado
congelado por um ano ja liofilizado.

Vale ressaltar que a mesma analise foi realizada para uma amostra de soro
liofilizada industrialmente, essa amostra foi doada para a pesquisa pela empresa HE
laticinios e a técnica responsavel da instituicdo relatou que a empresa faz a coleta na
regido do sudoeste do Parana, durante um més percorrem as propriedades e pequenas
queijarias fazendo essa coleta e armazenam 0 soro e posteriormente o levam para um
segunda empresa localizada no estado do Rio Grande do Sul para que 14 seja realizado o
processo de liofilizacdo sendo que, ap6s o processamento 0 soro em pd parcialmente
desmineralizado é vendido para empresas da area de alimentos, esse soro apresentou teor
proteico de 13,6%.

As proteinas do soro do leite apresentam uma estrutura globular contendo algumas
pontes de dissulfeto, que conferem um certo grau de estabilidade estrutural. As fracdes,
ou peptideos do soro, sdo constituidas de: beta-lactoglobulina (BLG), alfa-lactoalbumina
(ALA), albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig's) e glico-macropeptideos
(GMP). Essas fragdes podem variar em tamanho, peso molecular e funcéo, fornecendo as
proteinas do soro caracteristicas especiais. Presentes em todos os tipos de leite, a proteina
do leite bovino contém cerca de 80% de caseina e 20% de proteinas do soro, percentual
que pode variar em fungédo da raca do gado, da racdo fornecida e do pais de origem
(PAOLUCCI, 1991).

As quantidades de proteinas, sais minerais, acidos graxos, lactose e acido latico

sdo bastante variaveis no soro de leite derivado da fabricacdo de queijos, sendo afetada
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pelo tipo de queijo fabricado e pelo tratamento térmico, dentre outros fatores (PONSANO
et. al., 1992).

Vérios fatores influenciam na composicdo e, portanto, no valor nutricional do
soro. S&o eles: a qualidade e caracteristica do leite que varia em relagéo a raca animal, ao
tipo de alimentacdo que o animal é submetido, a variacdo climatica que os animais séo
expostos durante o periodo de lactacdo, e ao tipo de queijo produzido, eventuais
tratamentos térmicos do leite ou do soro. Aditivos e fermentos, tempo de ruptura do
coagulo, valor final de acidez, desnate, adicdo de agua, tempo de fabrica de queijo,
higiene e condicdes de transporte do soro (BERTOL & SANTOS FILHO, 1996).

Visto que para um processo fermentativo ocorrer com sucesso € necessario haver
pelo menos uma fonte de carbono para os microrganismos utilizarem como substratos
nesse caso o coproduto da fabricacéo de queijos, o soro de leite pode ser considerada uma

fonte viavel e de baixo custo para a realizacdo na bioconversdo com leveduras.

&ZAVAUAQAODASDWERENQASDOSTEORESPROTHCOSENCONTRADOS
NA BIOMASSA PRODUZIDA APOS A BIOCONVERSAO, POR CINCO
DIFERENTES CEPAS DE LEVEDURA YARROWIA LIPOLITYCA

Neste estudo foram determinados os teores de proteinas presentes na
biomassa liofilizada pelo método de Kjeldahl, resultante da bioconversdo com
cinco diferentes cepas de leveduras, sendo elas a QU123, QU69, QU36, QU311 e
QU29, com a utilizacdo do soro fresco liofilizado como fonte de carbono. Com o
intuito de avaliar o rendimento em relacdo a producéo de proteinas pelas linhagens
e posteriormente selecionar as duas cepas com melhor desempenho para a etapa
seguinte de bioconversao. E os resultados obtidos podem ser observados na Tabela
2.

Tabela 2. Teor Proteico (%) encontrado na biomassa produzida por cinco diferentes cepas de leveduras
utilizando soro fresco liofilizado como fonte de carbono.

Cepas e soro fresco liofilizado Proteina na fonte de carbono *
QU123 3399+15

QU9 151°+1

QU36 53,12+5

QuU31 5822+ 1

QuU29 72,2°+3

SORO 5228+1

* A quantidade de proteina presente na matéria seca do soro equivale a 6,79 + 0,04
*Os resultados apresentados correspondem a média aritmética + o intervalo de confianca (IC) a 95%.
*O intervalo de confianca foi calculado pelas colunas e as letras iguais significa que ndo houve diferenca
estatistica, b, ¢ e d, significa que houve diferenca com relacéo a.
Fonte: A autora
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A producdo de proteina pelas diferentes linhagens se mostrou eficaz se comparada

com a quantidade de proteina presente no soro de leite fresco liofilizado (cerca de 52,2%),
0 que se pode observar é que algumas linhagens apresentaram aumento no teor de
proteinas, e a utilizagdo de outras linhagens apresentou diminuigdo nos teores.
Quanto a reducédo do valor proteico pelas linhagens, podemos observar que a cepa que
demonstrou maiores resultados foi a QU69 onde obteve-se uma diminuicao para 37,1%
no teor de proteinas, portanto pode se afirmar que esta linhagem de levedura apresentou
dificuldades para se reproduzir no meio fermentativo.

Murari et al., (2011) em seu estudo observaram em relacdo ao consumo de
proteinas do soro de leite pela Kluyvermyces marxianus 229, que a mesma inicialmente
apresentava-se em uma concentracdo de 7,5 g/L e, apds 48 horas de fermentacéo, esta
foi reduzida para 0,40 g/L, o que representou um consumo final de 94,60%. O consumo
de proteinas em relacdo ao consumo de lactose foi aproximadamente 17% menor, porém,
mesmo assim a linhagem testada apresentou resultado satisfatorio em relacdo ao consumo
de tal nutriente, que também é utilizado pela levedura como componente essencial de sua
estrutura e manutengdo celular, embora o microrganismo utilizado por Murari seja
diferente das linhagens de leveduras utilizadas nesse trabalho pode-se comparar o
consumo de proteinas que a linhagem QUG69 apresentou. A fermentacdo com
Kluyvermyces marxianus 229 durou apenas 48 horas e apresentou baixa expressiva no
teor de proteinas sendo assim a fermentacdo com Yarrowia que durou 9 dias demonstrou
similaridade comportamental.

No trabalho realizado por Murari et al. (2011) ao fermentarem o soro de leite in
natura em diferentes condi¢Oes experimentais, para producdo de biomassa, com uma
linhagem diferente de levedura utilizada no presente trabalho, obtiveram um consumo
méaximo de proteinas de 79,66%, ap0s 24 horas de fermentacao.

Um dos primeiros trabalhos sobre fermentacéo do soro de queijo foi realizado por
Rogosa et al. (1947), utilizaram diversas leveduras lacto-fermentativas e as fermentagdes
mais rapidas ocorreram a 37°C, com a levedura Torula cremoris, fornecendo um
rendimento 90,73%.

Berstein et al. (1977) utilizaram a Saccharomyces marxianus primeiramente em
sistema aerobico do soro de leite para a produgdo de biomassa, em seguida, sob condi¢des

anaerdbicas, o sistema foi utilizado para a producédo de alcool. No final do processo, as
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células, as proteinas do soro e todos residuos provenientes da fermentacdo foram secos
por asperséo, fornecendo componentes para uso em racdo animal.

A maioria dos trabalhos pioneiros sobre producdo de etanol a partir de soro de
queijo originou-se da producéo de vinho e cerveja (CHEN & ZALL,1982; POSANO,
1992).

Ponsano (1992) também produziu etanol a partir do soro, utilizando a levedura
Kluyveromyces marxianus. Durante a producdo foram acompanhados os teores de etanol,
lactose e conteudo celular.

O que se observa na literatura € que grande parte dos microrganismos utilizados
para fermentacdo foram submetidos de 12 a 48 horas ao processo, um tempo
relativamente curto se comparado ao tempo de 9 dias proposto no trabalho, pois, se entre
12 e 48 horas de fermentacdo as ceélulas se mantém em fase estacionaria com
posteriormente declinio. Possivelmente na fase de crescimento, as células consomem a
fonte de carbono dissolvida no meio (principalmente lactose) ocorrendo a formacéo de
acidos organicos. Conseguinte o inicio da fase estacionaria, presume-se que 0S
microrganismos utilizem-se destes acidos para manutencdo do metabolismo celular, e que
com a diminuicdo desses compostos as leveduras acabem por seguir outros mecanismos
metabolicos para manter a instabilidade e a manutencgédo do sistema ao invés de produzir
proteinas elas acabam utilizando as mesmas como fonte energética para manter outros
processos metabolicos .

O uso da linhagem de QU36, QU31 e QU29 na fermentacao de soro apresentou
0s maiores valores de proteinas (53,1%, 58,8% e 72,2%, respectivamente) se comparados
com as demais linhagens. Pode-se verificar, portanto, que a QU36 e QU31l se
comportaram de forma bastante similar, em decorréncia dessa avaliacdo as cepas
selecionadas para os proximos experimentos foram as cepas QU31 e QU29. Para essas
duas linhagens, a bioconversdo foi realizada tendo como fonte de carbono o soro
armazenado congelado e liofilizado apds um ano de estocagem, e os resultados podem

ser observados na tabela 3:

Tabela 3: Teor Proteico (%) total e teor proteico sollvel encontrado na biomassa produzida pelas duas
cepas de leveduras que apresentaram menor diminui¢do no teor proteico apés a bioconversdo, utilizando
como fonte de carbono o soro armazenado congelado e liofilizado apds um ano de estocagem.

Cepas e soro armazenado Teor de proteinas totais (%) | Teor de proteinas soliveis (%)
Método de Kjeldahl * Método de Bradford *

Qu31 59,1+0,5 13,4+ 0,01

QuU29 612+14 11,6 +0,01

SORO 51,3+37 17,8+0,21

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.2, p. 7905-7930, feb., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

7917

* A quantidade de proteina presente na matéria seca do soro equivale a 4,11 + 0,3
*Qs resultados apresentados correspondem a média aritmética + o intervalo de confianga (IC) a 95%.
Fonte: A autora

Apds um ano de armazenagem 0 SOro apresentou pouca variacdo no teor de
proteinas foi de 52,2% para 51,3% e o resultado encontrado na biomassa liofilizada das
duas cepas também apresentou resultados muito semelhantes aos obtidos na primeira
fermentacdo, onde na segunda fermentacdo a linhagem QU31 obteve uma aumento de
0,3% de teor proteico comparada com o valor da primeira fermentacdo e a QU29 antes
com 72,2% e agora com 61,2% tendo uma variacdo de 11% no valor proteico.

Vendruscolo et al., (2008), utilizaram bagaco de maga como fonte de carbono para
fermentacdo semi-sélida com Gongronella butleri CCT 4274 durante sete dias e
obtiveram resultados de até 15,2% de proteinas solUveis utilizando nitrato de sédio como
fonte de nitrogénio no meio suplementacao.

Anapama et al., (2000) apresenta em seu trabalho a producdo de biomassa e
proteinas pelas leveduras e pela bactéria C. glutamicum em vinhaca. A maior producgéo
de biomassa foi obtida por R. mucilaginosa, 7,05g/L. C. lipolytica e apresentou um
conteddo de proteina pouco acima de 5,0 g/L. Embora a producdo de biomassa por S.
cerevisiae tenha sido de apenas 4,55 g/L, a maior producédo de proteina da biomassa foi
atingida por esta levedura, 2,29 g/L, o que correspondeu a 50,35%. Esse resultado €
comparavel pois com os encontrados na literatura, e com os resultados obtidos no presente
trabalho na qual os resultados da producdo de biomassa por leveduras se encontram entre
50-70%.

Junior (2010), em seu estudo usando a Yarrowia lipolytica NRRL YB-423
cultivada em meio a base de glicerina residual e em biorreator de bancada, com agitacédo
de 20 rpm atingindo 19,14 g/L de biomassa, chegou a valores de 13,55% de proteina.
Pode-se observar gque os resultados obtidos foram superiores aos encontrados por este
autor, vale ressaltar que ha diferenca tanto das cepas quanto dos meios utilizados, sendo
que o autor ndo usou nenhum residuo como fonte de carbono e fez uso da agitacao e
tempo de fermentacdo diferenciado do utilizado nesse trabalho.

Gao e Shi (2013) e Mattanna et al., (2014), indicam que leveduras possuem maior
facilidade em assimilar fontes organicas de nitrogénio. Por se tratar de fonte de nitrogénio
de origem orgénica, a uréia obteve maior facilidade em ser utilizada como substrato para
crescimento das células de Y. lipolytica QU69 e sendo o sulfato de amonio e o nitrato de
sodio fontes inorganicas o micro-organismo enfrentou dificuldades em assimila-los o que

resultou em menor producéo de proteinas.
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Vendruscolo et al., (2008) utilizaram bagaco de maca como fonte de carbono e
Gongronella butleri CCT 4274 como bioconversor, obtiveram ganhos menores quando
utilizado sulfato de aménio, seguido pelo nitrato de sédio e a maior concentracdo de
proteinas foi quando utilizada ureia como fonte de nitrogénio. Os autores alcangaram
valores finais de 19,63%, que corresponde a um incremento de 230% em relacéo ao teor
(%) inicial

Vandenberghe et al., (2000) utilizaram bagaco de mandioca como fonte de
carbono para bioconversdo com A. niger para producdo de &cido citrico e observaram que
houve enriquecimento proteico, sendo o teor inicial de era de 13,1% e ao final de 120
horas de cultivo houve incremento para 23,1%, esses resultados foram obtidos em um
tempo bem menor de cultivo que o tempo utilizado nesse trabalho, fato que se relaciona
com a quantidade de substratos disponiveis para a manutencdo das vias metabdlicas das

leveduras.

3.3 PRODUCAO DE LIPIDIOS MICROBIANOS
A biomassa produzida foi analisada quanto ao teor de lipidios e os resultados s&o

mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Teor de lipidico (%) obtido utilizando duas diferentes linhagens de Yarrowia lipolytica em 9
dias de fermentacéo

Cepas e soro armazenado Teor lipidico (%)*
Qu31 82+14
QuU29 6,2 £0,3
SORO 52 +2]1
*Os resultados apresentados correspondem & media aritmética + o intervalo de confianca (IC) a
95%.

Fonte: A autora

Nos microrganismos, os lipideos s&o sintetizados durante a fase de crescimento
como parte de seu processo metabdlico e como reserva de carbono. A composicao,
gualidade e quantidade de lipideos variam de espécie para espécie de acordo com
condi¢Bes de cultivo, disponibilidade de nutrientes e com estdgio de crescimento
(RATLEDGE, 2005).

Gragas a sua capacidade em acumular lipidios a Yarrowia lipolytica é considerada
uma das leveduras capazes de assimilar glicerol, dentre outros substratos (mais de 20%
da sua biomassa seca € convertida em lipidios). Estas leveduras, portanto, sdo

classificadas como organismos oleaginosos (AZAMBUJA, 2016).
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Quando analisadas individualmente cada linhagem podemos observar que,
utilizando a QU31, observou-se uma producéo de lipidios se comparada com a quantidade
presente no soro e obteve-se um aumento na quantidade de lipidios ja presentes na fonte
de carbono.

Para os valores obtidos com a linhagem QUZ29, pode-se observar que esta
apresentou menor valor de teor lipidico se comparados com a outra linhagem e este valor
ainda é superior ao valor encontrado no soro.

O acumulo de lipidios pode ser realizado por dois caminhos: através da presenca
de precursores na sintese de acidos graxos; ou atraves da absorcéo de 6leos, cidos graxos
e triacilglicer6is do meio de cultura. A levedura Yarrowia lipolytica é facilmente
encontrada em ambiente rico em substratos hidrofébicos e com isso desenvolveu um
mecanismo eficiente para uso destes substratos que consiste no acimulo de fracbes de
lipideos, principalmente sob a forma de triacilglicerois ou estéril ésteres (BEOPOULOS
et al., 2009).

Segundo Bacciotti, (2015) a producdo de lipidios na Yarrowia lipolytica se deve
ao fato desta acumular lipidios como uma forma de reserva energética. Neste estudo foi
abordada a producdo de particulas lipidicas por microscopia da Y.lipolytica w29, onde
esta por sua vez chegou a produzir 0,75 particula lipidica/célula.

Em estudo com Yarrowia lipolytica, Papanikolaou et al. (2002) obtiveram uma
produtividade de 0,12g lipideo/h, no crescimento em residuo glicerinoso em um sistema
continuo. Os pesquisadores observaram que a inativacdo da ATP-citrato liase, mesmo em
excesso de fonte de carbono diminuiu o nivel de acumulo de lipidio. Os fungos
pluricelulares e leveduras sdo os organismos mais promissores oferecendo possibilidade
de producédo econémica produzindo acidos graxos simples.

Azambuja, (2016) estudando a fisiologia e a capacidade de acumulo de lipidios
de diferentes linhagens de Yarrowia lipolytica e Rhodosporidium toruloides em meio
contendo glicerol testando como diferentes fontes glicose e glicerol encontrou um melhor
rendimento para a linhagem Y. lipolytica CCT 5443 apresentando os melhores valores de
0,054 gramas de lipideos por grama de substrato.

Kurbanoglu et al. (2002) relata em seu trabalho que as leveduras C. lipolyticae R.
mucilaginosa que apresentaram as maiores producdes de lipidios, acima de 20% e 18%,
respectivamente, seguidas por S. cerevisiae que apresentou uma producao lipidica em
torno de 11%. Essas leveduras produziram quantidades similares de lipidios tanto em

melago quanto em vinhaca. No meio de melago, o contetdo lipidico da biomassa da
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bactéria C. glutamicum duplicou, atingindo 15,87%. Esse valor é superior ao descrito
para outras bactérias como B. subtilis, B. cereus e E. coli, 8 a 8,5%

Segundo Ageitos et al., (2011), microrganismos oleaginosos tem seu estado
metabolico induzivel por elevada razéo carbono/nitrogénio. Apos a fase exponencial de
crescimento, o nitrogénio se torna limitante e durante a fase estacionaria, direciona o fluxo
de carbono para 0 metabolismo de lipidios, e 0 acumula em gotas. Em seu estudo foi
utilizado o isolado QU31, identificado como Yarrowia lipolytica, e pode ser cultivada em
substratos como residuos industriais para a geracdo de 6leo com valor agregado. O 6leo
pode ser aplicado na inddstria de biodiesel, este gerado por transesterificacdo entre
triacilglicerideos e um alcool por um catalisador. Foi descrito por Thliveros (2014) a lise
celular por solvente (metandlise), com liberacdo do 6leo microbiano e a reagdo de
transesterificacdo simultaneas, demonstrando um processo agil para a sintese de biodiesel

a partir de 6leo microbiano.

3.4 AVALIACAO DO TEOR DE CINZAS

Avaliacdo de cinzas em um alimento € representada pela analise do residuo
inorganico que permanece no alimento ap6s a queima da matéria organica.

A biomassa produzida foi analisada quanto ao teor de cinzas e os resultados sdo

mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: % Teores de cinzas encontrados para as biomassas produzidas apos a biocoversdo comparadas
com os valores obtidas para o soro armazenado congelado e liofilizado apds um ano de estocagem.

Cepas e soro armazenado Teor de cinzas (%)*
Qu31 48+0,3
QuU29 72121
SORO 83104

* Os resultados séo apresentados como media da diferenga + desvio padréo.
Fonte: a autora.

Quando observadas as duas linhagens podemos visualizar que a QU29 apresentou
0 maior valor para o teor de cinzas (7,2%) enquanto a biomassa produzida pela linhagem
QU31 apresentou menor valor (4,87%) ambos os valores estdo abaixo se comparadas ao
valor obtido para o soro armazenado congelado e liofilizado apds um ano de estocagem.

Segundo BRASIL (2000) os produtos devem apresentar uma umidade de no
maximo de 3,5% (m/m). A Tabela Brasileira de Composi¢do dos Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas (TACO, 2006), diz que esses produtos possuem
3,1% de umidade. J& a Tabela Brasileira de Composi¢cdo de Alimentos da Universidade
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de Séo Paulo (TBCAUSP, 2008), estabelece um limite maximo para umidade de 3,0%.
Entdo, as amostras se mostraram acima do especificado. Segundo a TACO (2006) os
produtos possuem 8,2% de cinzas. J& a TBCAUSP (2008) diz que esses produtos podem
ter no maximo 4,9% (m/m) de cinzas.

Para CECCHI (2003), a variacdo de cinzas nesses alimentos pode ocorrer de 0,7%
a 6%, a cinza obtida ap6s o0 processo ndo serd necessariamente a composi¢do mineral
inicial, visto que compostos podem volatizar e ser perdidos, tais como, 0xidos e sulfatos.
A composicao da cinza vai depender das caracteristicas do alimento.

O teor de cinzas ndo diferiu significativamente entre os soros dos queijos
analisados, ficando em torno de 0,57 g/100g. Outros trabalhos encontraram valores
semelhantes para soro de queijo prato com 0,51 g de cinzas/100g (BALD et al. 2014) e
para soro de queijo mussarela com 0,52 g de cinzas/100 (BALD et al. 2014) e de 0,47 g
de cinzas/100g (TEIXEIRA; FONSECA, 2008). Com o intuito de fornecer melhor
detalhamento neste parametro, o ideal seria fazer determinacGes dos teores de minerais,

para se diferenciar as devidas concentragdes destes entre 0s SOros.

3.5 AVALIACAO DE ACUCARES REDUTORES
A analise de acucares redutores teve por objetivo avaliar o consumo de agucares
pela levedura para posteriormente avaliar a afinidade da fonte de carbono com o

microrganismo envolvido.

Tabela 6: Teores e consumo de agucares redutores (%) encontrados para as biomassas produzidas apés a
bioconversdo comparadas com os valores obtidas para o soro armazenado congelado e liofilizado ap6s
um ano de estocagem.

Cepas e soro armazenado Teor de agUcares redutores totais (%) Método | Percentual (%) de
DNS* Consumo de
agucares.
Qu31 0,7+0,08 43,75
QuU29 0,7+ 0,08 43,75
SORO 1,6 +0,02

Para o soro armazenado congelado liofilizado apds um ano obteve-se um valor de 1,35% + 0,07
Fonte: a autora

O teor de acgucares redutores residuais da fermentacdo pelas leveduras das duas
diferentes variou de forma similar, sendo que, apresentaram menores concentragdes que
comparadas as quantidades presentes na amostra € no soro de leite armazenado e

liofilizado, sem diferenca estatistica entre si a nivel de 95% de significancia.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.2, p. 7905-7930, feb., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

7922

As diferencas encontradas para o valor obtido na analise de agUcares, quanto nos
valores obtidos de proteina podem ser atribuidas a facilidade de degradacdo dos
carboidratos contidos no soro. Agucares sdo incorporados diretamente na via glicolitica
do metabolismo da levedura. Assim sendo devido ao fato de o soro ndo apresentar uma
quantidade expressiva de carboidratos as leveduras fizeram uso do suplemento nas
primeiras horas de fermentacdo o que explica a baixa producdo de proteinas.

Tal comportamento, com tendéncia a néo elevar em grande quantidade o teor de
proteina no tempo de fermentacdo a medida que se aumenta a propor¢do de inoculo de
levedura, visto que as leveduras aumentaram seu nimero em funcéao de ter agucares para
usar como fonte de energia e quando o numero de leveduras excedeu a quantia ideal para
0 meio suplementado, as leveduras comegaram a mudar a forma de metabolizar e isso
induz a se admitir que o tempo necessario para completa degradacdo dos carboidratos
presentes no soro, pode ter sido até inferior a 24 horas.

A esse respeito, Worgan (1973) afirma em seu estudo que o tempo médio para a
proteina dobrar, no meio de cultivo com suficiente substrato e sob condi¢des favoraveis,
é de cerca de cinco horas em sistema de fermentacdo por batelada. Com base nessa
informacdo, Worgan conclui em seu estudo e nos resultados obtidos no teor inicial de
proteina no pedunculo de caju que € de se esperar que em aproximadamente oito horas a
concentracdo proteica desejada seja atingido

Nicolau (2014), relata em seu estudo que as leveduras sintetizam e acumulam
solutos compativeis com o metabolismo e crescimento celular mesmo em elevadas
concentracdes de aglcares com a finalidade de estabelecer o equilibrio osmético com o
meio envolvente, acumulando por exemplo, sacarose e polidis (ex. arabitol, glicerol,
manitol) dados que demandam com a quantidade insuficiente de agucares presentes no
soro para suprir a demanda de um periodo extenso de fermentacdo como o proposto no
presente estudo.

Malbasa et al, 2008 afirma em seu estudo que, 0s microrganismos apresentam em
sua rota metabodlica um acucar preferencial. Essa variacdo pode ser explicada pelo fato de
que durante a fermentagdo o0s microrganismos podem produzir enzimas que irdo
hidrolisar os agUcares, disponibilizando-os para o metabolismo proprio. As leveduras
utilizam os agucares de forma complementar, elas hidrolisam a sacarose em glicose e
frutose, produzindo etanol.

Mendes, (2003) apresentou um consumo de lactose 96,3%, a pds fermentacdo do

soro de leite em diferentes concentracGes de lactose para producdo de etanol, pela
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levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 14424. Esse resultado ndo pode ser
comparado com o obtido no presente estudo pois aqui nédo foi feita a determinacgdo da
quantidade de lactose presente no soro de leite e nem o quanto apresentou a biomassa.
Porém pode-se cogitar que tal informacéo pode estar relacionada, com dados da literatura
gue mostram que a lactose presente no meio é direcionada para producdo de energia,

manuteng&o celular e atividades vitais da levedura testadas em outros estudos.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Ainda que a pesquisa demonstre fatores positivos em rela¢do ao uso do soro de
leite, torna-se importante o desenvolvimento de alternativas com mais melhorias no
bioprocesso para um adequado aproveitamento do soro de leite pois com as analises
realizadas.

Mesmo que o microrganismo apresente bom desempenho na producdo de
proteinas, o processo de fermentacdo precisa ser ajustado em tempo e temperatura para

efetivar melhores resultados.
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