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RESUMO

Foram estudadas as leveduras Saccharomyces fragilfis ATCE
8612, Saccharomyces fragilis ATCC 8635, Saccharomyces fragllis ATCC
16045, Saccharomyces fraglifis ATCC 100228, Sdcchaﬂomgceé fragilis
NRRL v-2415, Candida pseudotropicalis ATCC 8659 e Candida pseudo-
tropicalis 1o¢ 2697, com o objetive de selecionar aquela que apre-
.sentasse o melher desempenho em metabolizar lactose e produzir g-

-~galactosidase.

Das leveduras ensaiadas seis demenstraram ser habeis para
fermentar lactose em meio sintético, com excecgao da Candida pb e~
dotropicalis 10C 2697, que utiliza lactose de forma muito lenta,
Houve necessidade de controlar o pH daéfefmentéggo de meio sinte-
tico, uma vez que ocorreu a pfcdugéo de acidos pelas leveduras, o

gque causou diminui¢do do pH até a inibic¢do das mesmas.

A fermentacao de permeado de soro de queljo concentrado a
22,5% de lactose, apds a adaptacdo das leveduras, mostrou que a Sac
charnomyces fragilis NRRL Y-2415 foi a levedura que mais consumiu

tactose, chegando a produzir cerca de.h?gfﬂ de etanoil.

A Saccharomyces §{raglldis NRRL Y-2415 consumiv toda a lac-
tose do permeado guande a cancentraggo.iniciai desta era de 10%,
sendo que © consumo total da lactose do permeado concentrado  a
15% de lactose também foi possivel quando a cultura foi aerada na

sua fase inicial, com uma produgao de cerca de 57g/% de etanol,

Da autolise das células de Saccharomycesd fragifis NRRL Y~
~2415, obtidas da fermentacao de peréeado com 15% de lactose ¢ ae-
ragdo na fase inicial, resultou um extrato de B-galactosidase, Pa-
ra o menor tempo de autolise (17 horas) obteve-se uma atividade de
cerca de 41,38umol de glicose liberada por miligrama de celulas
autolisadas e por minuto, quando testada em solugao 5% de lactose. A

medida em que o tempo de autdlise aumentou, aumentou também o nimero



de celulas rompidas, bem
umol de glicose lliberada
tudo, a atividade medida

de celulas autolisadas e

como a atividade de Jactose medida em
por miltilitro de extrato enzimatico. Lon-
em umol de glicose liberada por miligrama

por minute diminuiu,

Fsta enzima qguando testada em solucoes de lactose, apre-

sentou um K, medio de 60,

3Z2mM de lactose,



SUMMARY

The following veasts: Saccharomyces fragilis ATCC 8612,
Saccharomyces fragilis ATCC 8635, Saccharomyces fragilis ATLC 16045,
Saccharomyces fragilis ATCC 100220, Saccharomyces fragilis NRRL
Y-2415, Candida pseudofropicalis ATCC 865% and Candida pseudo-
tropicalis 100 2697 were studied with the objective of to select

the best lactose fermentative as well lactase producer,

From these yeagts six demonstrated to be able to ferment
lactose in sintetic media, with exception of Candida pseudotropli-
calis 10C 2697 which {s a 510& lactose metabilizer. It was necessary
to cqntrai the pH on the sintetic media fermentation since there
-was acid production by the yeasts which caused the pH decrease and

-the yeasts inhibition.

Saccharomyces fragllls NRRL ¥-2415 showed to be the best
lactose metabolizer on the fermentation of cheese whey permeate

concentrated at 22.5% lactose, producing up to 47g/% of ethanotl,

Saacha&émgceé fraglfis NRRL Y-2415 consumed all the lactose
nresent on the whevy permeate when the Initial concentration was
10%. The total caonsumption of tactose also was possible with 15%
lactose whey permeate when the culture was aserated on the initial

phase obtaining up to 57g/& ethanol.

A B-galactosidase extract was obtained from the autolised

cells of S&dcha&omgceé gragilis NRRL Y-2h15 obtained from Ffermen-

tation of 15% lactose whey permeat with aeration on the initial
phase. For the lowest autolisis time (17 hours) it was obtained
an approximated activity of 41.98 umol of glucose liberated per
miligram of sutolised cells-minute, when it was tested Iin a 5%
lactose.solution, The increase of autolisis time resulted in an
increase on disrvupted cells as well as in an increase of Jactose

activity expressed in umol liberated glucose per ailimiter of



enzymatic extract, however the enzymatic activity expressed as
umol of liberated glucose per miligram of autolised cells-minute
decreased.

This enzyme when tested on lactose solution presented an

average Ky of 60.32ZmM of lactose.



1. INTRODUGAO

Nos Gltimos anos tem sido dada atengao especial ao apro-
veltamentoc de soro de queijo, devido os preblemas que sao causados
com seu despejo. Sua carga poluidora e seu volume sac grandes, O

que torna este problema serioc e delicado.

Dentre as propostas de uso para o soro de gueljo, muyitos

precessos fermentativos +ém sido estudados, uma ver {gue O sSOro é
gm mejo natural de crescimento de microrganismos, pois contem as
minerais & vitaminas hidrossoluveis do leite, bem como cerca de

L,9% de lactose, fonte de carbono e energia para os microrganismos

gue nele proliferam,

Dentre as propostas para ¢ aproveitamento de soro de gueld
jo via fermentagac, & producado de etanol por leveduras lactose fer
mentativas tem sido investigada nos OJtimos anos, embora este pro-

cesso ja tenha sido estudado desde a década de 1940.

Com a implantacao da ultrafiltracac de soro de queljo em
escala industrial, para recuperagao das proteinas do mesmo, as pes
quisas tém se voltado para o uso do permeado do soro, uma vez que
ele apresenta problemas semelhantes aos do soro, com excecao da

carga poluidora que € um poucoc menor.

Da mesma forma gue a fermentacac do soro de queijo por le
veduras lactose fermentativas, a fermentacao do permeado por leve-
duras lactose fermentativas pode minimizar os problemas referentes
3 poluigdo, causada pelo despejo do permeado em solos ou cerpos de
agua.

Embora a fermentacao alcodlica do soro de queijo ou do
permeado obtidoe por yltrafiltragao tenha rendimentos inferiores
ao da fermentacdo de sacarose por Saccharomyces cenevisdae, é pos

sfvel a recuperacado do etanol! produzido por destitacao.



Da massa celular de ieveduras obtida durante esta fermen-
tagao, e possivel extrair f-galactosidase. Esta enzima encontra
inﬁmeraé aplicacgtes na indistria de laticinios, tais como controle
da cristalizacao de lactose em doce de leite e sorvetes, tratamen-
to de leite fluido destinado ao consumo por populagoes lactose in-

tolerantes, etc,

No presente trabalho, pretendeu-se seleclionar cepas de
leveduras lactose fermentativas que produzem etancl em meio sinté-
tico, submetendo-se, em seguida, estas cepas a um processo de adap-
tagao \a altas concentracoes de lactose em permeado de soro de quei-
jo concentrado. A seguir, selecionar a melhor produtora de etanol
e otimizar a producac de etanol em fungao da concentracac inicial
de lactose no permeado e‘tempa de fermentacdo. Apds estabelecer as
condicoes mais apropriadas de producac de etanol, pretendeu-se es-
tudar a obtengdo de B-galactosidase das celulas obtidas no final
da fermentacgac e guantificar a atividade enzimatica obtida, bem co
mo determinar a constante de Michaelis~Menten para a enzima obti-
da. Finaimente pretendeu-se, fambém, comparar o usc de membranas
de ultrafiltragao para separagac das ceélulas obtidas na fermenta-

o~

30,



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aproveitamento de soro e permeado de soro de gueijo por fer-

mentacao

Nos Gltimos anos muita atengaoc tem sido dads 3 utilizacao
do soro de queijo, naoc s0 devido a grande gquantidade gerada duran-
te a fabricagao de queijos, mas também devido & sua carga poluido-
ra e seu crescente aumento. S3c poucos os paises, como a Dinamar-
ca e Holanda, que utilizam todo o soro de gueijo gue produzem (Ree-

sen e Strube, 1978).

A Demanda Bioguimica de.OXigénio {DBO) do soro de queijo
apresénta valores altos, de 32.000 a 60.000 p.p.m., dependende do
tipo de gueijo fabricado {Barraquio e col,, 1878}, sendo que nos
Estados Unidos, em 1978, o seu volume atingiu 16.268 milhoes - de
quilogramas, o que corresponde a 5.000kg de DBO por 100,000 litros
de soro (Kosaric e Wieczorec, 1982b) e 36,5% deste total foi dis-
pesto como residuo lfquido; no Brasil, a producao de soro de guei-
jo em 1982 foi de 2.037 milhoes de quilogramas {Anuario Estatisti-

co do Brasil, 13882}).

0 tratamento deste resfduo 1{gquido implica em gastos ele-
vados, séndo necessario construir piantés para fazer seu tratamen-
to isolado ée outras correntes ligquidas, uma vez gue 303 elevada
carga poluidora pode desequilibrar os tratamentos municipals de es
goto, chegando os custos fixos a ordem de Us$ 2.0080 por kg DBO re-~
movida por dia e custo operacional da ordem de Uss 6,250 por ang

para efetuar a remaocac de 1kg DBO/dia {(Kosaric e Wieczorek, }982b){

0 soro de queijo contém cerca de 4,9% de lactose, 0,39% de
proteinas, sais minerais e vitaminas do teite {Griswold, 1962; Ko-
saric e Asher, 1982a; Vinne e von Stockar, 1984}, © gue ¢ torna

um bom melo para o crescimento de viarios microrganismos {Borraquio, 19797 .



Reesen é Strube (1978) operaram uma planta para produgao
de etanpl a partir de soro de queijo obtido por ultrafiltragao. O
microrganismo usado foi Kluyveromyces 4ragilfis e s fermentagao foi
feita de forma continua em dois estagios. A centrifugagac das ce-
lulas foi feita de tal forma gue o vinho carregou o excedente de
células, sendo gue o vinhoto proveniente da destilagao foi digeri~
do anaerobiamente, o gue resultou numa redugao de 85% da carga po-
luidora inicial do permeado. 0 gas produzido {0,3m® de gds por kg
de DBO removida) continha 63% de metanc, que se usado para a des-
tilacao, resultaria numa economia de 30% de energia, havendo, ain-

da, uma sobra de 17 a 20% em relacac a energia requerida.

Barford e col. {1986}, estudaram & digestao anaerdbia de
soro de gueijo suplementado com sais {NHy ) 2HPODy, MgSO., MgClz, KC Y
e Fells), obtendo um liquido com Demanda Quimica de Oxigénio
{DpQo) de 69.000 p.p.m., com o qual alimentaram de forma semi-con-
tinua um pegueno reétor (1,82} durante 478 dias. Durante este pe-~
riodo fizeram varias medidas, sempre tende o cuidado de aclimatar
o lodo as novas condigoes do meio. 0 melhor resultado que obtive-
ram foi a remocao de 16,1kg DQO/m® dia, mais de 99% de remogao da
DNO solivel, guando se usou agente floculante {polieletrolito Zetag
88N) e pH controlado automaticamente em 6,8, obtendo um gas com

50 a 60% de metano.

Devido &s suas caracteristicas peculiares, o soro de quej
jo tem sido objeto de estudo de muitos pesquisadores, visando seu
aproveitamento por fermentacgdo para obtencao de diversos produtos,
tals como Oleo {Moon e Hammond, 197%9a}, acide ldctice (Cox e Mac

Bean, 1977}, proteina microbiana (Wasserman e col., }361),_gtcf

Wasserman e col. {1961), visando a produgao de proteina
microbiana, estudaram o crescimento de Saccharomyces gragildis em
soro de queijo suplementado com 0,5% de (NHa) 250, 0,5% KHo POy,

0,5% de levedura seca de cervejaria ¢ pH 5,5, VYalendo~-se de um



fermentador de escala piloto de 3.028 1§tr0$, cuja geometria e con
digoes de operacao permitiam transferir 72% do oxigénic regueride
pela levedura, obtiveram um rendimento de 0,42kg de levedura por
kg de lactose consumida, isto e, um rendimento de 75% do tedrico

em 4 horas de fermentagao e concentragao de lactose de 4,8%.

Bernstein e col. (1977) trabalharam em escala industrial,
usando um fermentador de 56.775 litros (15,000 gal) para produgao
de protefné microbiana (Saccharomyces fragilis), sendo o meio cons
tituido de soro de gueijo suplementado cam_aménia, extrata de le-
vedura e acido fosfdorico {(pH ajustado em %,5). O fermentador foi
nperadb de formas descontinua, semi-continua e continua. Neste ¢l-

! e conseguiu-se

timo caso, a taxa de diluicao usada foi de 0,125h
uma contagem de 1.10% célutas por m@ e concentragac remanescente
de lactose da ordem de 0,5 a 0,75% (p/v}). Apds a centrifugagao,
a massa celular apresentou um teor Se proteina de 35 a 50% {mate~

rial com 3 a 4% de umidade) e 45 a 55% de proteina quando a massa

celular foi lavada apés a centrifugagao.

Testes com cobaias para verificar o (oeficiente de EFfi-
ciéncia Protdica (PER), mostraram que a massa celular lavada apre-
senta uma percentagem de 91% e @ massa celular nao lavada, apenas
61%, quando comparadas com um padrao de caseina. Estes autores
{Berﬂstéin e col., 1977) fizeram, ainda, um estudo da produgao de
etanol a partir de soro concentrado em processo semi-continuo, che
gando a produzir 9% (v/v) de etanol, concluindo ser posstvel pro-
duzir etano! e proteina a partir de soro de gueijo, embora fizes-

sem algumas ressalvas quanto a econemia do processo.

Siec e col. (1978) estudaram a obtencaoc simultanea de pro
telna microbiana e cobalamina {vitamina Bi2§ a partir de permeado
de soro de queijo. Para a produgac de proteina, suplementaram o
permeado (4% de lactose} com 5% de {NHy} 3804, 0,5% de KH,POD, e pH

5,7. U agente da fermentagao foi Kluyveromyces graglldis CBS 397,



ééndo que conseguiram uma concentracgao de massa celular de 5g/%. Pa-
ra a producao de cobalamina o agente de fermentagao foi Propiond-
bacteanium sheamanii. Neste caso, alem da suplementacao c¢itadas ante
riormente, o permeado recebeu ainda, 1bmg/L de CoS0y e teve seu

pH ajustado em 7,0, tendo obtido no final da fermentac3o uma massa

celular de 7g/% de bactéria. Numa terceira etapa, o permeado foi
suplementado como descrito acima, incculado com levedura, deixan-
do-se que a fermentagac ocorresse por 4% horas. Apos isto, o meio

sofreu um tratamento térmico {100°C por 30 minutos) e apds o res-
friamento teve seu pH ajustado em 7,0, quando recebeu outro ino~-
cule de bactéria. A fermentacao, nesta segunda fase, prosseguiu até.
L8 horas (tempo total), sendo . que 2,7% da lactose restante no per-
meado apos o tratamento térmico, foil consumida. Como resultado fi-
nal, obtiveram (6iec e col,, 1978}, 3,291ug/mi de cobalawmina & 9 a

11g/8 de massa celular.

Meiering e col. {1978} construfram varios fermentadores,
semelhantes entre si, mas diferindo ligeiramente do modelo padrao
de Rushton, uma vez qde ytilizaram uma relacao B;/Dt = 0,36, tendo
também sido concebido modelos diferentes de defletores. Estes pes-
quisadores fizeram varios testes com soro de queijo {5% de lacto-
se) suplementado com 5g/% de (NH4).80. e lg/% de FeNH,(S0u). 12H,0,
para produgdo de proteina microbiana. 0 agente de fermentagdo uti-
lizado foi Kfuyveromyces fragdllis, que teve sua temperatura & pH
Stimos determinados como sendo 32°C e 4,5, respectivamente. Com um
fermentador de 120 litros de meio, velocidade do agitador de
1.400 r.p.m., Ky, da ordem de 200 a 350h ' e um indculo de 3%  do
volume, Meiering e col. {1978} obtiveram uma concentragao celular
de 21g/% (massa totral de 2,52kg de célu1as}”;m.8 horas de fermen-
tagao.

Mignone e col. (1979) obtiveram a partir de soro de quei-

jo proteina microbiana de Sacchatomyces fragifis NRRL ¥-1109, Saccharomyces



5&&9&£L5NRQL Y~1171, Candida pseudofropicalis NRRL Y-167 e Candida
preudotropicalds NRRL Y=-900. Para isto eles usaram um fermentador
de 18.860 litros contendo 7.000 litros de soro, velocidade de agi~-
tador de 80 r.p.m. e taxa de aeragaoc de 0,5 a 1 VVM (volume de ar
por volume de meio por minuto}. Verificaram que os quatro micror-
ganismos eram habeis em converter soro de queijo com 40g/2 de lac-
tose em biomassa protéica, contudo, o melhor resultado obtido foi
com Saccharomyces fragilfdis NRRL Y-1108, A lactose do meio gncon-
trou-se totalmente degradada em 1l horas de fermentagao, tendo si~
do ohtido no final uma densidade optica de 22 unidades de absor-
hb3ncia. A massa celular resultante da fermenta¢ao apresentou 47,8%
de proteina com uma composigao de aminodcidos semelhante a compo-
sigdo da proteina de soja, com excegao do conteddo de metionina e

fisina, pouco menores que em farinha de soja.

Barraquio e col. (1979) também pesquisaram . a produgao de
protefna microbiana de Candida pseudodropicaldis a partir de SO0
de queijo. Em processo descontinuo conseguiram produzir 5,56q de
células por litro, massa esta que apresentou um teor de 11,8% de

proteina, para uma concentragao inicial de lactose de 3,93% e fi-
nal de 0,56%, aeracao de 1 VVM {volume de ar por volume de meio
por minuto) e 48 horas de fermentagdo. Em nprocesso semi-continuo
conseguiram uma concentracdo celular de 15,%6g de células por 1i-
tro (21,4% de proteina), para um teor inicial de lactose no SOro
de 4,75% e residual de 0,42%, num tempo médio de 14 horas de fer-
mentagao. Estes autores verificaram, também, gue 3 suplementacao
do soro com {NH4)25S0. nao aumenta a produgao de céiulas de maneira

sensivel, produzindo 12,47g/% de celulas em 12 horas de processo,

Cox e MacBean (1977) produziram dcido lactico por fermen
tacdo continua de permeado de soro de gueijo, suplementado com aqua
de maceraggo de milho e extrate de levedura, usando como agente de

fermentacgao Lactfobaciflus bulgaricus. Obtiveram uma produtividade



de 10,8g/2.h de tactato quande o permeado foi suplementado  com
1,2% de extrato de levedura e 7,0g/%.h guando o permeado foi suple
mentad& com },7% de agua de maceracao de milho. A taxa de diluigao
usada foi de 0,3h” ', pH 5,6 controlado automaticamente com injegao
de NHy,OH e temperatura de 469C., Para o permeado suplementado com
1,5% de mistura 1:1 {base em solidos) de agua de maceragac de mi-

lho e extrato de levedura, a produtividade foi de 13,6g/2.h,

Stieber e Gerhardt (1979} também estudaram a produgaoc de
lactato de amdnio por Lactfobacififus bulgaricus em permeade de soro
de queijo. A fermentagdo foi feita de forma continua, sendo que a
alimentagao do fermentador tinha uma concentragao de 62g/8% de lac-
tose, suplementada com 2g/% de extrato de leveduraj; o pH do meio
foi controlado em 5,5 e a temperatura em 4L49C, Estes autores desen

volveram um modelo matematico para esta fermentagao e o comprova-

ram experimentalmente. Usando apenas um estagio, a produtividade
maxima de células (aproximadamente 2,5g/2.h}, foi obtido para o
tempo de retencaoc das célutas de 6,4 horas, sendo 36,8% do subs~

trato consumido na manutengao do metabolismo. A producao de lacta-
to foi méxima para o tempo de retencgdo de 26,7 horas (cerca  de
60g/%), sendo 29,1% da energia do catabolismo uwtiltizada no cresci-
mento.ceiuiar e 70,9% na manuteng¢ao. Quando estes autores utili-
zaram dois estégios, o tempo de retencdc das celulas fol reduzido

para 17 horas, obtendo-se resultados similares.

0s mesmos autores citados acima {Stieber e Gerhardt, 1980),
um ano mals tarde, idealizaram um fermentador onde o meio pode ser
reciclado através de um dializador, volitando em sgguida ao fermen~
tador. Com os dadeos experimentais da fermentacao de permeado de
Sé}aqde queijo por Lactfobaciflus bulgaricus, desenvolveram um mode
lo matematico para esta fermentagdo em permeado concentrado com
2k2g/% de lactose. 0 modelo gue propuseram previa um maximo de mas

sa celular para o tempo de retencao das células jgual a 10 horas,



mas, neste caso, a massa celular também & funcgdo da razdo da vazdo
de salda do dializador pela vazao da safda do fermentador, aumen-
tando éuando esta relacao aumenta de 0,1 a $,3, Fste modeloc mate-
matico também foi comprovade, chegando a produzir 5,8g/% de celu-
las com uma produtividade de 0,58g células/L.h para tempo de reten
cao de 10,4 horas, contra 1,3g/% de célultas e produtividade celu-
lar de 0,12q/%.h do processo continuo convencional, 0s autores jus
tificaram o uso do dializador através da necessidade de se elimi-

nar Acido lactico e subproduteos de fermentagde do meio.

Moon e Hammond (1978a) isolaram duas. linhagens de Canddida
canvata e duas de Tadchosdporon cutancum de drenos de uma planta
de laticinios, que foram ensaiadas quanto ao seu potencial de pro-
ducdo de Gleo a partir de soro de queijo e permeado de soro de quel
jo. Durante as suas pesquisas notaram gue a composicac de ambas as
células variava com a temperatura e composi¢ao do.meio. Das quatro
cepas gue tinham isolado, selecionaram uma das Candida curvala por
ter produzido cerca de 9g/2 de oleo em soro de queijo e cerca de
15g/4 em pefmeado de soro de queijo durante 72 horas de fermenta-
cao. Desta maneira, conseguiram reduzir a DQD do soro e do permea-
do, mas o permeado de soro apresentou um menor valor de DQO que o
sorc integral apds a fermentacao, e isto deveu-se ao fato do  soro
conter proteinas. Com os dados de seu trabalho, estes autores fi-
seram um estudo econdmico, chegando @ conclusdo que produzir oleo
a partir de soro de gueijo e permeado, CcOom a cepa selecionada por
eles, ¢ menos dispendioso que tratar estes residuos biologicamente
para remover sua carga poluidora, mas a dispersaoc geografica de

produgaoc de soro torna inatrativa a produgaoc de oleo.

Moon e col. (1978b) estudaram a obtengdo de Slec a partir
de soro de qgueijo e permeado de soro, reconstituido a 6,5% de s61}
dos, utilizando como agente de fermentagaco Candida curvaia R e D e

Taichospornon cutaneum 24 e 40. Otimizaram a composican do meio e
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condigdes de operacio da fermentagdo para a maxima produgdo de Gleo,
Assim, para a maxima produgao de células, usaram uma aeragao de
5,25 v¥M {volume de ar por volume de meio por minuto), suficiente
para manter o oxigénio dissolvido a 802% da saturagao, em um fer~-
mentador de 14 litros, enquanto que para a produgac do oleo, fase
de crescimento estacionario, foi necessario usar 0,7 VUM para ar-
rastar os volateis produzidos durante a fermentag¢ao. Para ambas as
leveduras, a temperatura Gtima de crescimento coincide com & tempe
ratura otima de producio de dleo, cercas de 30°C. 0 pH Stimo de cres
cimento j& nao coincide com o pH Otimo de produgao de 6leo, sendo
5.8 o étimo para ¢ crescimento ﬁe Candida curvata R e 5,2 para a
producdo maxima de Gleo para este mesmo microrganismo, sendo esta
a maior diferenca de pH encontrada. Para a produgao otima de oleo
foi ainda necessario acrescentar minerais an $0ro e ao permeado,
em quantidades da ordem de alguns miligramas de: MnS0y, MgSQy,
FeS0,, KH2POs e Imi de NH OH {15,5%) por litro de meio. No caso da
Candida cuarvata R, a reducado de DOO do soro foi da ordem de 85% em
60 horas de fermentacido e 90% de redugac da DQO do permeado, valo-
res estes que nao diferem muito para as outras leveduras. 0 tempo
de fermentagao foi cerca de 12 horas malor, quando o meio era cons
tituldo de permeado e minerais, do gue guando ¢ meio era soro e mi
nerais. Este fato permitiu sos autores concluirem que algum compb—
nente da fracgao protéica do soro, que e retida durante a ultrafil-
tracdo, foi utilizada pela levedura durante a fermentacgan do mes-

mo. A Tabela 2.1 mostra a produc3o de 6lec que obtiveram.
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TABELA 2.1. Produgac .de oleo pdr C. cunrvata e T, culaneum.

fteo produzido g/% de meio

Sorc integral Permeadoe de soro
Candida curvata R 7.3 13,0
Candida cunvaila D 9,3 15,6
Trnichosporon cufaneum 2k 6,3 5,0
Trichesporon cufaneum ho : 7,8 10,8
Fonte: Moon e col. {1978b}.
Hammond e col. {1981) produziram um trabalho onde mostram
os resultados de um estudo sobre a produgao de oleo por Candida

cunvata a partir de permeado de soro de gqueijo, visande reduzir a
carga poluidora do permeado. Assim, estudarvam a producac de oleo e
reducio da carga poluidora em fungdo da relagao N:C (nitrogénio/car
bono) neo permeado, sendo gue para se obter a relacac desejada foi
acrescentado ac permeado hidroxido de amBnio ou lactose e/ou ain-
da, diluindo-se ou concentrando~-se o parmeado. Para as varias rela
coes N:C testadas, a qgue produziu melhores resultados foi N:C igual
a 0,52, com uma producgdo de 25,2 gramas de celulas por litro, 62%
do peso das células em Sleo (15,81g/8% de Sleo), num tempo de 72 ho
ras. Observaram também que a producdo de Oleo € otima para N:C igual
a 0,52, enquanto que a redugao da carga poluidora e maior guanto

maior for a relagao N:C.

Lenz e Moreira (1980) fizeram um estudo econdmico da fer-
mentacdo de soro de queijo por C(Lostridium saccharno-acetobulylicum

para producao de butanol, acetona e etanol. Calcularam o custo de
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uma planta com 16 fermentadores descontinucs, tempo de 48 horas“pi
ra fermentar cada batch e uma dist3ncia meédia de 80Km para trans-
portar o soro, Levando em conta o lucro gue pode ser obtido da re-
cuperagao das proteinas do soro, mas nao o custo da planta de ul-
trafiltracao, os calculos para uma produgac anua!l {Sudeste dos EUA)
de.hﬁ milhoes de quilogramas de solvente, mostraram um retorno Pi=

quide do investimento de 30,8%.

Maddox {(1980) trabalhandc também com produgao de butanol,
acetona e etanol por Clostridium acetobulyficum a partir de per-
meado de soro de queijo, suplementado com 0,5% de extrato de leve-
dura & pH ajustado em 6,5 com NH4OH, para uma concentragao inicial

de 5,3% de lactose {p/v), conseguiu uma producac de 15g/% de buta-

nol, 1,2g/4 de etanol e 0,8g/% de acetona em 7 dias de fermenta~
cac, restando ainda, 3,5g/4% de lactose no meic. Esta alta quan-
tia de butanol produzida em relagac & acetona e etanol, facilita

0 processc de destilacdo, o que reduz o custo do processo.

ﬁarwaha e col. (1983) estudaram a produgéo de vitamina 81z
pela fermentagaoc de soro de queljo por Propionibactenium sheamanid
ps 566, A fermentacao teve duragéb de 168 horas, sendo que durante
as B4 horas iniciais, o processo foi anaerdbio e nas Bh horass fi-
nais, aerobio. Desta forma, otimizaram a produggo de vitamina Biz,
sendo q&e em todos os experimentos o soro foi suplementado com
Smg/% de nitrato de cobalto e 15mg/ % de 5,6*dimeti]bénzimidaza¥,no
final de 144 horas de fermentagac e pH ajustado em 7,8 com NHOH 5N.
Quanto a idade do indcule, observaram que a maxima producao da vi-
tamina occorreu quando o indculo tinha 2k horas de idade, sendo ob-
tidos 3,05ug/mi de vitamina e utilizacao de 26,6g/% de lactose pa-
ra uma concentracdo inicial de lactose de 32,8g/4. fQuando o soro
foi suplementado com FeS$S0s.7 H20 ou (NHy ) oHPOW, aleém da suplementa-
cao citada acima, canseguiram produzir 4,32 e 5,0%ug/mi de vitami-

na, respectivamente. Noutra etapa, pesquisaram a fonte de «carbone,
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tendo conseguido uma producdoc maxima de vitamina de 4,88ug/m8 guen

do usaram 3,6% de lactose e 0,4% de glicose.

Schoutens e Groot {(1985) fizeram um estudo econdmice da
produgdo de iso-propanol, acetona e butanol, na proporgao 6:3:1, a
partir da fermentagao continua, um so estagic, de soro de  gqueljo

por Clostridium beyerndnckii. Para iste, usaram dados da Titeratu-

ra e de experimentos de laboratdrio. Supondo uma fermentagao com
células imobilizadas em esferas de alginate de calcio, permeado de
soro concentrado a 27,5% de solidos e suplementado com 0,3% de
(NH,),50, e 0,25% de Call,, e uma planta onde o meio pudesse ser

reciclado através de um pré-evaporader, voltando em seguida ac fer
mentador. N3o computande o custe do permeade {custo zero), mas compu
tando o custo da sua concentragao até 27,5% de sclidos e custo do
transporte por uma distancia media de 100Km, a mistura final de
solventes tem seu custo aumentado de 15%. A suplementagac do per-
meado também asumenta o custo final da unidade do produto de 15 a
20%, mesmo assim, o seu valor e de US$ 0,27 por unidade, contra
4ss 0,30 da gasolina obtida de petrolteo, mas isto, supondo um ren-
dimento de 33% na fermentacao. Estes autores afirmaram que a mis-
tura de solventes obtida desta fermentacgao pode substituir.ou ser

usada como aditive da gasolina.

Van Huynh e col. {1386) utilizaram permeadc de soro de
queijo, com uma concentracadc media de 4% de lactose, para produzir
dcido glucdnico. Para tanto, a lactose foi hidrolisads (B0%) com
células de Kluyveromyces bulgaricus, imebilizadas em alginato de
cilcio. A solugdo assim obtida foi suplementada com 1% de extrato

de levedura e inoculada com uma cultura de Gluconobaciten gxydank

ATCEC 621, crescida em meio com 1% de glicose. A glicose presente
no meio foi consumida em 24 horas de fermentagaoc, sendo gue apos
isto, fez nova inoculacdoc de células de Gluconobacten adaptadas

para consumir galactose. A galactose presente no meio fol consumida
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nas 72 horas seguintes, com uma producao final de 13,9% de acido

glucdnico,

Kosaric e Miyata (1981) pesquisaram o crescimento de bolg
res em soro de gueijo integral, parcialmente desproteinizado e per
meado obtido pela filtragao do soro em Millipore. Nos trés casos,
a concentracdao de lactose era de 5%, sendo que todos os meios fo-
ram suplementados com extrato de levedura {5%), peptona (1%) e tra
¢os de K e Fe. As fermentacoes foram conduzidas em Erlenmeyers de
500mt, sendo testadas oito linhagens diferentes de bolores. A me-
thor producao de biomassa foi obtida por Meachella crassdpes ATCC
3227 que tem pH Stimo ao redor de 5,0 e temperatura otima de 28%¢.
Fles obtiveram a produgao maxima de biomassa de 23 a 25g/% de mas-
sa celular gquando usaram de 5 a 7mi de inoculo {33g massa ‘seca/i)

para cada 100mi de meio.

2.2. Obtenc3o de etanol a partir de soro e permeado de 5s0v0 de

quei jo

A producdo de etanol a partir de soro de gueljo teve ini-
cio em 1941 com Browne, conforme citado por Rogosa e col, (1947},
e ja em 1947, Rogosa e col, se¥ecfonaram uma linhagem de Torula
chemoiis entre dez espécies de leveduras lactose fermentativas, por

ser a mais hahil-a fermentar lactose.

Rogosa e col. {1947) utilizaram soro de queijo despro-
teinizado por acidificagao e concentragao de 5% de lactose. Otimi-
zando a temperatura e pH de fermentagao para a cepa selecionada,
conseguiram a exaustao completa do agticar em 55 horas de fermenta-
cao, a 306°C e pH inicial do meio entre 4,8 e 5,2. Embora tivessem
feito experimentos em escala piloto, nao mediram © etanol produzi-
do, uma vez que parte dele foi perdida poer evaporagao e, apesar da

remperatura ter subido de 30°C a 34°C, obtiveram uma degradagao de
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0'teary e col. (1377a) estudaram a obtengao de etanol a
partir de soro de queijo "Cottage', cujo leite fora tratado com
B-galactosfdase. 0 soro assim produzide tinha no minimo 70% da Jac
tose hidrolisada, e para sua fermentagao utilizaram dois microrga-
nismos: Saccharomyced fragilis NRRL Y-1109 e Sacchanomyces cene-
visiae ATCC B834. Quando utilizaram Saccharomyces jfragtilis, a fer~

mentacao foi mais rapida quando o soro nao havia sido tratado com

lactase, cerca de 72 horas, enquanto que com s0ro tratado com 3
enzima, a taxa de consumo de agﬂcar foi menor, contudo o atanol
preduzido foi de 2,1% (p/p)} em 150 horas de fermentagdo, contra

1,8% (p/p) do soro nao tratado com lactase. Uma analise de ﬁonossg
carideos mostrou que a glicose € consumida nas primeiras 48 horas,
enguanto que a taxa de consumo de galactose aumenta sensivelmente
quando toda & glicose foi consumida. Ja na fermentagaoc do soro tra

tado com lactase por Sacchaxromyces cerevdisdae, verificaram gue es-

ta levedura consumia apenas a glicose, se ela fosse crescida en
meio com glicose como unica fonte de carbonc £ que a glicose era
consumida em primeiro lugar, e posteriormente a galactose guando

era proveniente de meio com galactose como dnica fonte de carbono.
No primeiro caso {células provenientes de melo com glicose), a fer
mentacso cessou em 2% horas, enquantc que no segundo caso {celulas
provenientes de meio com galactose), a glicose foi consumida nas
primeiras 24 horas e, s6 apos 72 horas, a fermentacao foi reinicia

da, sendo a galactose consumida nesta segunda fase, gquando se obte

ve uma produgao de 1,65% de etanol, num tempo total de 168 horas.

No mesmo ano, O‘Learywe col. (19775) publicaram outro
trabalho sobre produgac de etancl a partir de permeado de soro de
queijo, pelos mesmos microrganismos {(Saccharomyces cerevasiae ATCC
814 e Kfuyveromyces fragilfis NRRL Y-1108), Desta feita, conseguiram

produzir 6,5% de etanol com Saccharomyces cerevisdae em  permeado
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tratado com lactase {(80% da lactose hidrolisada)l e concentrado a

30-35% de sélidos totais. J& a Kluyveromyces fragilds produziu b, 5%

de etanol em permeado tratado com lactase e concentrado a 20% de
s6lidos totais e 3,8% de etancl em permeado concentrado a 11% de
s61lidos totais, todos os experimentos com 13 dias de duragao. Be
mapeira geral, estes autores observaram gue O rendimento & cerca

de 50% do tebrico para concentracao de solidos totais ate 30%, quan

do o microrganismo & a Saccharomyces cerevisdae. J& a Kluyue-
nomyces fragifis apresenta rendimentos decrescentes, maximo de
133% e minimo de 4% do teorico, guando a concentragao de sélidos
totals cresce de 5% a 40%, respectivamente, em permeado tratado

com lactase. Quande o permeado nae foi tratado com lactase, a KLuy~
veromyces {ragifis apresentou rendimentos de 90% e 12%, quando a

concentracado de solidos totais era de 5% e 25%, respectivamente.

Cawel e Kosikowski (1978a} éstudaram o comportamento de
cinco espécies de leveduras lactose fermentativas em permeado de
sora de gueijo concentrado e em meio sintetico. Para isto, adapta-
ram as leveduras em meioQs com 22,5% de lactose. As fermentacces que
fizeram em permeado de soro de queijo (22,5% de lactose), mostra-
ram que a Klugveromyces gragilds NRRL ¥Y~241% foi a gue mais degra-
dou lactose em 30 dias de fermentagéo a 300C e pH injcial de 4,5,
restando 2,6% de lactose residual e producdo de 10,14% de etanol
{v/v} {rendimento de fermentacdo de 73,4% e consumo de B9, 4% da

lactose presente no permeado).

No mesmo ano, es5tes mesmos autores (Gawel e Kosikowski,
1578b) publicaram outro artigo sobre producac de vinho a partir de
permeado de soro de queijo concentrado a 24,04% de lactose e Sac-
charomyces cerevisiae, inicialmente estudaram a hidrolise da lacto
se por lactase acida em permeado concentrado a 24%  de tactose,
contendo 5 e 10% de etanol (adicionado ao permeade). O pH foi

mantido em 4,5 e a temperatura em 30°C por 10 dias, conseguindo
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80% de hidrolise com.5% de etanol adicionado ao permeado e quase
0% de hidrolise com 10% de etanol. A seguir, fizeram varias fer-
mentagses onde, juntamente com © indculo de levedura, adicionaram
também 0,25, 0,5 e lg/% de lactase ac permeado, determinandc os va

lores listados na Tabela 2.2 para. 15 dias de fermentagao.

TABELA 2.2. Caracteristicas do permeado de soro de mueijo apos 15

dias de fermentacac por Saccharomyces cenevisdae™ e lactase aci

_da,
Lactase Etanol f.actose Eficigncia: de OH final
adicionada (2) fermentada fermentag®o
{g/L) (%) {%)
0,25 8,79 84,3 75,8 3,85
0,5 9,60 97,0 89,6 3,85
1,0 9,67 98,7 81,1 3,84

* - - . - - -
inoculo: 2% de massa umidade de células em relagao a lactose,

Fonte: Gawel e Kosikowsk! (1978b).

Friend e Shahani {1979} produziram etancol de: permeado de
soro de queijo (5% de lactose) com Kluyveromyces fragiudis, obtendo
uma percentagem de lactose residual de 0,2% & 2% de: extanol em 24
horas de. fermentacao. Estes autores mostraram o resuiltado de um es
tudo de producdo de etanol a partir de agﬂcafgg cbridies de graos
de trigo, onde metade da agus usada tradicionalmente mo processo
de bebidas alcodlicas foi substituida por permeado. de soro de quej
jo. A cultura indculo tinha células de Saccharomyces cerevdsiae e

Kiuyvenomyces fragilis; o final da fermentacao foi #tingido apds
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36 horas, tendo sido observado um aumento de 1% no teor alcodlico,
o gue resultou em economia de graos, para uma concentracgao final

de 12% de etanol,

Moulin e col. (1980a) estudaram a produgao de etanol a par-
tir de permeado de soro de queijo, usando Saccraromyces fraglldls
CBS 397 e Candida pseudotropicalis |P 513 como agentes de fermen-
tagac. Durante seus experimentos, mantiveram uma stmosfera de ni-
trogénio sobre o meio, uma vez que © permeado contem esterdides,
fatores de crescimento anaerdbio, e todas as vitaminas requeridas
para o crescimento de Saccharomyces fragilis. vyariaram a concen-
tracao de lactose no permeado desde 5% até 30%, sempre encontrando
rendimentos abaixo de 85% quando a concentragao de lactose era major
ou igual a 20%. Estes autores verificaram que a viabilidade das cé
Tulas diminui abruptamente quando a concentracac de etanc! atinge
12% {(v/v) em 65 horas de fermentacdo, para concentragao inicial de
lactose de 20%, noe caso da Candida paeudotropicalis 1P 513 e 11%
de etanol {v/v) em 85 horas de fermentag¢dao, ha mesma concentragac
inicial de lactose, no caso da Saccharomyces fragilfis CUBS 397. Mou-
tin e col. {1880a) notaram que para ambos o0s microrganismos, as ¢l
nefjcas sao hastante similares, apresentando wuma taxa de cresci-
mento especifico igual a 0,71 h™! e12% de etanol produzido {v/v}.

No mesmo ano, Moulin e col. {1980b} estudaram a inibigao
de Candida péeudoiﬁoﬁicaﬁié por etancl e substrato {glicose e tac-
tose), chegando 3 conclus@c que a inibigao da fermentagdo pode ser

descrita pela equagao:

v = vmax . exp {(~KG,P)
onde: v . = velocidade de fermentagdo {g/&.h]}
V., = velocidade maxima de fermentagao {g/&.h)}
KG; = constante de inibigao pelo etanol produzido

pela levedura {(&/g)

P = concentragao de etanol adicionado ao meio {g/&)



19

Quando utilizaram lactose como substrato, observaram que
ela %n?be a2 levedura quando estd presente em concentragoes acima
de 175g/4, enguanto que a glicose . inibe a levedura em concentra-
cbes acima de 100g/f. Este fato foi explicado peslos autores por
ser a lactose um dissacaridec gque tem metade do poader osmotico {pres
sac osmotica) em solugao de mesma concentragao de glicose, sendo
o valor da constante de inibigdo para lactose {KLy)} de 0,06758/¢g
e, para glicose {KG,) de 0,03598/g, sendo bastante pronunciada a
inibicao da levedura em presenga de 175g/% de lactose e f6hg/8 de

etano!l {Moulinm e col., 1980b).

Chen e Zall (1982) pesquisaram a produgdo de etanol a par
tir de soro de queijo, utilizando éaacha&omyceé fragilis como asgen
te de fermentagdo. Em fermentagao descontinua, encontraram tempera
tura Otima na faixa.de 32 a 37°C e pH Stimo entre 4,7 e 5,0, para
o soro concentrado a 10% de lactose. Eles pesguisaram tambem o
efeito da suplementagao do soro com extrateo de levedura, tendo con
seguido producao de etanol de 24,3, 28,7 e 31,6g/% com suplementa~
¢3¢ de 0,3, 0,5 e 0,7%, respectivamente, de extrato de levedura em
59,5 horas de fermentagac. Quanto ao efeito da adigao de ergoste-
rol ao soro, obtiveram uma massa celular de 2,7¢g/% com adigao tan-
to de 10 como de 20mg/% de ergosterol e uma produgac de etancol de
28,7, 36,5 e 28,1g/% com adigac de 0,0, 10 & 20mg/%, respectiva~
mente, de esgosterol em k4 horas de fermentacgao. Estes resultados
indicam um aumento de 33% na produci3o de etanol e 54% mais massa
celular quando se adicionou 10mg/4 de ergostercol aoc soro. (om s
dados acima, estes pesquisadores fizeram uma fermentagao continua
onde o meio tinha a seguinte composigaoc: 10% de lactose (soro de
queijo), 0,7% de extrato de levedura, 0,5% de (NHy)280,, 0,25% de
KH,PO,, 10mg/% de ergosterol e pH 5,0. 0 fermentador consistia de
um tangue em comunicagac com um decantador, onde as células eran

separadas do vinho e retornavam a0 fermentador. Mestas condigoes,
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Eenseguiram ?,6g”de etanol por litro no efiuente & uma produtivi-
dade de 6,9g/2.h a uma taxa de dituigao de T,ih™ 12 {quase gquatro ve
zes a taxa de crescimento especifico da fermentacao descontinua).
Rasyltados semelhantes a estes foram obtidos guande o meic circu-
lou através de um ultrafiltro, que separou as celulas e estas re-

tornaram ao fermentador.

Em 1983, King e Zall investigaram a produgao .de etanc!
a partir de soro de queijo e célulass de Kluyveromyces graglldis imo
bilizadas em alginato de calcio, Péra a imobilizacao das ceélulas,
usaram uma solucdo de 2% {p/v} de alginato de sodieo, que misturada
na propor¢ac l:1 com uma suspensao de células, fol extrudada numa
solugac 0,2M de Callz. Uma coluna de vidro, bem de  diametro e

28,5cm de altura, foi preenchida com as esferas de alginato {1,5mm

de diadmetro) que foi alimentada com sore concentrado a 100g/& de
lactose. Estes autores observaram gue o pH Otimo de pradugao de
etanol & 5,0, tanto para células livres quanto imobilizadas, o mes

O o~ =
me acontecendo com a temperatura, 32°C, Para a fermentagac conti~

nua com células imobilizadas, conseguiram ums produtividade maxima
de stanol de 6,3g/8.h, para uma taxa de dilui¢ao de 0,69k 7, con;
tra uma produfividade de 1,9g/2.h paras uma taxa de diluicao de
6,158 do processo continuo convencional (um s6 estagio), isto

&, um aumento de trés vezes na produtividade.

{zaguirre e Castillo (1982) ensaiaram nove linhagens de
leveduras lactose fermentativas e selecltonaram a Candida paeudo-
thopicalis ATCC 8619 como sendo a melhor produtora de etanol. 0
meic que usaram em Seus experimentos consistiu de soro de quei jo
desproteinizado por acidificagao, com acido sulfurico, 2M, e teve
sua concentragado de solidos soldveis variada nos niveis 7%, 1%,
21%, 28% e 35% {(p/v). Quatro das linhagens gue ensaiaram, consumji-
ram toda a lactose em 72 horas de fermentagao, quando o sore tinha

concentracao de 7% de sdlidos soliveis, apresentande um rendimento de
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90%. Com as gquatro cepas selecionadas, eles fizeram fermentagﬁes
com as mesmas em meios coﬁ 0s teores de sdlidos citados anterior-
mente, 5bservando que a Candida pseudofrepicalds ATCC 8619 apresen
tou o melhor rendimento, ou seja, 12,46% de etano! {(v/v) enm meio
cam 28% de solidos {20,12% de lactose), apresentando um consumo de
88% da lactose presente. Esta mesma levedura, em 192 horas de fer-
mentacao, . apresentou um rendimento de gquase 100% no mesmo meio,
com 28% de sélidos. Para o meio contendo 35% de sélides soluvels,
esta levedura apresentou um consumo de 51,4% da lactose e rendimen

to em etanol de 4% apenas.

Marwaha e Kennedy {1984) pésqu%saram a producao de etanol
a partir de soro de queijo, utilizando Klugveromyces fragilis NCYC
179 imobilizada em alginato de calcio e "K~Carragenato''. Utilizan-
do soro com 5% de lactose, conseguiram obter 20,9 e 20,2g/% de eta
nol, respectivamente, com celulas livres e imobilizadas. Para uma
massa celular equivalente a 40g de peso seco, otimizaram & percen-
tagem de alginato e K-carragenato para a maxima producao de eta-
nol, chegando & conclus3o que o 6timo €& 2%, uma vez que em concen-
tragoes acima desta a produgac de etanol diminui. 0 usc de concen

tracdes de Call, da ordem de 0,!M também reduz a produgao de eta-

nol, o gque nAc acontece quando se usa concentragoes de CaCl, da or
dem de 0,01 a 0,05M durante o processc de imobilizagao das celu~
las, Assim, Marwaha e Kennedy (1984) concluiram que as condigoes
Gtimas para imobilizagdo das celulas & 2% de alginato de s6dio e

saiugéo 0,05M de CaCl,, uma vez que as esfaras de K-carragenato

desmancham-se com certa facilidade, liberando as células. A tem-
peratura e pH otimos foram encontrados como sendo 39°C e 5,5, res-~
pectivamente e concentragao de lactosémgé'é,ﬁ%. Com estas condi-
cbes Otimas estabelecidas, estes autores operaram durante 23 dias
uma coluna (5em de didmetro e 10,6cm de altura) carregads com esfe

ras de alginato, tendo conseguide uma produtividade de by hg/g.h
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de etanol, para uma taxa de diluigdo de 0,150 *, obtende B87% de
conversao da lactose.

Janssens e col. (19B84) reportam um estudo de fermentagao
continua de soro de queijo desproteinizado com reciclagem de céelu-
las. Estes sutores usaranm Kluyverngmyces fragllis CBS 397 como agen-
te de fermentacdo e o meio constituide de permeado de soro de quel
jo suplementado com 0,5% de ?eptona, ergosterol, acido oléico e b
noiénico nas cgncentragaes de 5, 10 e hSmg/ﬂ, respectivamente. A
concentragac de lactose foi variada nos niveis de 10, 12, 15e 20%,
Foi utilizado um fermentador com volume Gtil de 3 litros e o cir-

cuito de separacao das cé€lulas, constituido de um ultrafiltro com

volume Gtil de 150mi. O reciclo das celulas sempre foi de 100%, tem
peratura da fermentacgao de BOOC, pH 4,5 e velocidade do agitador
de 350 r.p.m. Para a concentragao de lactose na alimentagao de

100g/4, taxa de diluigao de 0,15h !, houve uma producglo de  47,3g/4
de etanol e uma produtividade de 7,1g/2.h, zero de lactose resi-
dual e eficiéneia de 88%. Para a concentracao de lactose ns alimen
tagac de 120g/%, conseguiram os mesmos valores, com excecao da lac
tose no efluente, 15g/4. 0 reciclo das celulas de 100%, causou di-
ficuldades para se manter o estado estaciondrio apds 10 dias de
operacho, provavelmente devido ac aciimulo de ceélulas nido viavels,

conclufram os pesquisadores.

Maiorella e Castillo {1984) selecionaram a Candida pseudo
thopicalis ATCC 8619, entre nove cepas de leveduras lactose fermen
tativas, como sendo a melhor produtora de etanol, uma vez que pro-
duziu 9.7% de etanol em permeado de soro de gueijo concentrado a
20,1% {p/v) de lactose nas suas condigoes G6timas de trabalho, tem-
peratura de 30°C e pH h,5. Quanto & produgdo de biomassa, selecio-
naram a Kluyveromyces fraglilfis NCYC 587, uma vez que este micror-
ganismo produziu a maifor quantidade de célultas em permeado suple~

mentado com D,3% de extrato de levedura, 0.6% de (NHy) 50, 3 50%¢
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e pH S,h, conseguindo uma produgac de 0,4 gramas de célula por gra
ma de lactose utilizada. Esta massa celular apresentou 55% de pro-
teina, 9,5% de acidos nucléicos, k2% de carboidrates e 1,1% de fos
faro. Quanto 3 producdo de lactase, selecionaram a Candida pseudo-
thopicalis NCYC 7hl, que produziu 4,4 unidades da enzima por mili-
grama de celula, quando cresceu a 3006 e pH 3,5 em soro de queijo
com 2% de lactose, suplementado com 0,1% de extrato de levedura e
0,2% de (HH,),50,. Estes autores {Maiorella e Castillo, 1984), fi-
zeram um estudo econdmico para os tres processos: produgao de eta-
nol a partir de permeado concentrade 3 127g/% de lactose (16 boras
de fermentacao), produgac de biomassa e produgac de lactase. Para
‘ps trés processos, chegaram & conclusao gue qualquer um deles € me
nos dispendioso que o tratamento do permeadc com residuo tfquido
(US$ 7.300 por 1.800kg de permeado a ser tratado). 0s custos e re-

-ducdo de DBO para o5 trés processos est3o resumidos na Tabela 2.3.

TABELA 2.3. Custos da redugac de DBO de permeado de soro de queijo

utilizado para producao de etancl, biomassa e lactase,

Custo US$/1.000kg

de permeado

Reducao de DBO

Producao de etanol 13,7 90%
Producao de biomassa 24 4 95%
Produgac de lactase d S0%-95%

*A produgdo de lactase apresenta um lucro de US$ 534,50/1.000kg de

permeado.

Fonte: Maiorella e Castillo {(198%4).
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Mehaia e Cheryan (1984} utilizaram um mddulo de ultrafii-
tracgo (marca Romicon, modelo HF 22-20-PM 10} para fazer uma fer-
mentagéﬁ alcoolica continua com celulas imobilizadas. Fizeram trés
experimentos, dois utilizando meio sintetico {50 e 150g/L de lacto
se, 5g/% de peptona, 3g/% de extrato de levedura e 3g/f de extrato
de malte) e um outro utilizando permeado de soro de gqueljo. 0 mi-
crorganismo utilizado foil Kluyveremyces fragilis NRRL Y-2415, tem-
peratura de 28 a 309¢C e pH inicial de 5,1 a 5,4, A Tabela 2.4 a se

guir mostra os resultados que obtiveram.

TABELA 2.h. Produgzo continua de etanol em meio sintético contendo
lactose & permeado de soro de gueijo por Kluyveromyces fragllds

NRRL Y-2415,

Lactose Produtividade Taxa de diluicao Conversao

{(g/2) {g/%.h) (h™ %) (%)
Meio sintético 50 60 4 95
Meio sintético 150 120-135 3-8 30-60
Permeado de soro 45 3k 2,7 55

Fonte: Mehaia e Cheryan (1984).

A massa celular présa no interior da unidade de ultrafil-
tracdo era de 85g/% quando se usou meio sintético e 100g/% gquando
se usou permeado. Para obter uma conversao de 99% da lactose pre-
sente no permeado em etanol, foi necessario reduzir éwzaié de di-
luicao para 1,3h %, o que resultou numa produtividade de 30g/&.h.

Estes autores justificaram o aumento de massa no interior da unida

de de ultrafiltracao quando usaram permeado, com base no fato que
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neste meio a produtividade € menor (cerca da metade) gque em meio
sintético, terminando por sugerir que o permeado deva ser suplemen
tado pa}a se obter um rendimento melhor e sugeriram, ainda, gue o
permeado possa ter algum componente gue inibe a Kluyveromyces gra-

gllis .

Vienne e von Stockar {(1985a} estudaram a inibigao de Kluy-
veromyees fragifis NRRL 565 por etanol e fizeram varias tentativas
para diminuir ou eliminar estes efeitos de inibigao da levedura pe
le etanol. Para isto, utilizaram permeado de soro de queijo con-
centrado a 90g/8 de lactose e suplementado com 8,2g/8 de extrato
de levedura {meio basico), 38°¢C e pH &,0 e um fermentador de volu-
me Gtil de 1.350m&, tendo realizado varias fermentagdes continuas.
Observaram que ao dobrar a concentragao da lactose de kb para
90q/%, o rendimento celular em g células/g lactose (g/g) € reduzi-
do de ©,071g/g para 0,042g/g. A adigac de 20g/% de etanel na ali-
mentagdo reduziu, respectivamente, a taxa de crescimento especifi-
co e o rendimento celular de 42% e 50%. A major taxa de crescimen-
to especifico obtida (0,21h_1) foi quando acrescentaram vitaminas
ac meio basico (biotina e dcido folico, ambos em concentragac  de
.O,D!mgfi, Tﬂmg/ﬁ de inositol, acido nicotinico, vitamina 82, vita-
mina Bg e tiamina, todos em concentragao de 1,6mg/2) e o maior ren
dimento celular {(0,071g/g} guando .adicionaram ao meio basico {ala-
nina, cistina, triptofane, tirosina e treonina, todos em concen-
tragdo de 50mg/&), mesmo com adigdc de 21,5g/% de etanol na ali-~
mentacac. Finalmente, observaram quse o rendimanto YP/S reduziu de
53% (0,23g/g) e o rendimento celular caiu a 0,05¢g/g quando a con-

centracio de etano] na alimentagao aumentou de 18-20g/4 para 31g/%.

7ertuche e 7Zall {1985} produziram etanol a partir de soro
de queijo desproteinizade e Kluyveremyceds fragilis. As fermenta-
cbes foram feitas de forma descontinua em Erlenmeyers e continuas

em fermentador de 2,9 litros Gtil, sendo que ensalaram varios meios:
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soro suplementado com ergosterol (G,ﬂig/i); soro suplementado com
{NHQ)zSQ& (5,0g/%), KH2POw {2,5g/R), extrato de levedura (5,0g/8)
e ergostercl {0,01g/%) e solugdo de lactose com a mesma composigao
de sais e ergosterol deste Ultimo meio, Com o objetivo de otimizar
a produgdo de etanol, conseguiram os resultados expostos na Tabe-

fa 2.5.

TABELA 2.5. Fermentacac anaerobia de diferentes meios por Kluyve-

romyced faagilis.

Tempo de duplicagac Produgac de etano}
das c¢é&lulas (h) % do rendimento tedrico
Permeado 24 31,8
Permeado + Ergosteroel 12 Ly &
Permeado suplementado 3,8 70,0
Lactose suplementada 5,8 57,00

Fonte: Zertuche e Zall {1985)..

fm fermentagoes aeradas {Zertuche e Zall, 19888}, chegaram
3 conclusdo que a taxa de aseragho otime (2,9 litros de melico) & de
0,55 VVYM, quando foj obtida uma produgao de 0,51 gramas de etanol
por grama de células e 0,15 gramas de celulas por gramm de lactose
consumida. No transcorrer da fermentagao continua, obmervaram que
a concentracdo final de etanol aumentou de 16,5 para: 28,59/%4 quan
do o pH variou de 7,0 & 4,0, para uma concentragao de 30g/L de lac
tose., Durante © processo continuo, otimizaram & produ@éo de etanol,

obtendo uma produgdo de 80% do tedrico em meio com 100g#R de lactoss,
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3

taxa de diluicac de 0,8h ' e taxs de aeracgao de 0,14 a 0,75 VVM,

contra 70% do rendimento tedrico para o processo descontinuo.

Hahn-Hagerdal {(1985) estudou a produgao de etanol a par-
tir de permeado de soro de queijo, concentrado em diversos nivels,
com celulas imobilizadas de Saccharomyces cerevidiae coimobiliza-
das com B-galactosidase, Sacchaxromyces cerevisdiae adaptada a consy
mir galactose e Klugveromyces fragilis. A imobilizagao fol feita
em esferas de alginato de calcio, com as guals faram recheadas £rés
colunas de 7m&, contendo 7,33g de esferas de alginato. As fermenta
cdes foram conduzidas de forma continua, com uma vazao de D,6mi/h
de meio, o que correspondeu a uma taxa de diluicao de 0,08h b, Quan-
do utilizou a coluna com Kluyveromyces gfragifis, o melhor resulta-
do obtide fol com permeado concentrado @ Lsg/R de lactose, obtendo
uma produtividade de 1,1g/f.h e rendimento de 57% de tedrico. Com
a coluna de Saccharomyces cenevisdiae coimobiltizada com EB-galacto-
si{dase, obteve rendimento igual ao tedrico, quando o permeado ti-
nha concentragac de 100g/% de lactose e uma produtividade de
,5g/%.h. Para permeado concentrado a 150g/% de lactose, a degra-
dacdo total do aglicar so fol possivel com.a passagem do melo atra-
vés da coluna com Saccharomyces cereudidiae coimobilizada com g-
~gatactosidase, seguida da coluna com Saccharomyces cernevisidae adap
tada a consumir galactose, tendo conseguido uma produtividade de
2,5g/%.h.

A Tabela 2.6 resume os resultados obtidos por Hahn-Hager

dal (1985) .
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TABELA 2.6. Fermentaggo de permeado de soro de queijo por K, {ra-

gifis e S. cenguisdac.

Lactose Produtividade Etanol
(g/2) {g/%.h) {g/%)
K, fragilis 55,0 1,1 13
8. cenevisiae + lactase 160 4,5 52
8. cehevisdiae + lactase +
8. cerevisdiae adaptada a 150 2,5 71

consumir galactose

pH = Lk 5 e temperatura 30°¢C.

Fonte: Hahn-Hagerdal (1985}).

Bothast e col. {1986) estudaram a produgac de etanol em
meio sintético contendo lactose como unica fente de carboidrato
(Sg/g.de peptona e.39/£ de.extrato de levedura). Ensaiaram 307 1i-
nhagens de leveduras lactose fermentativas, sendo 73 i?nhagens de
Kiuyveromyces maaxianus, 26 de Kluyveromyces Lactis, 2 de Can~
dida pseudotropicalis, 1 de Candida verdatifis, 3 de Bellanomy
ces anomalus, 1 de Taiscoporon meliblosaceum g 1 de Beffanomyces
claussenii. Como resultado, obtiveram uma produtividade especifica
média de 0,43g/%.h para as 107 linhagens, sendo que a produtivida~-
de especifica média das 13 linhagens gque melhor desempenho mostra-
ram foi de 0,6%9¢g/2.h em meio contendo 5% de lactose. Guando o meio
tinha 10% de lactose, a média geral de produtividade especifica fol
de 0,31g/%.h e a produtividade especifica media das 10 que apre-
sentaram melhor desempenho foil de 0,559/2;;: ”Pafa a concentragao
de 20%, os valores acima diminuiram para 0,18g/%2.h e ¢,31ag/2.h

(média das cinco que apresentaram melhor desempenho}, fato que levou estes
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pesquisadores a concluirem que a produtividade especifica diminui

com o aumento da concentragao de lactose.

Vienne e von Stockar (1985b} produziram etanol a partir
de permeado de soro de queijo, usando como agentes de fermantacao
Kiugveromyces gragilis NRRL 665 e Kluyvenomyces Laciis MNCYC E71.
Em fermentagido descontinua, fermentador de 1.350mQ {volume wutil),
com Kluyveromyces fragilfis NRRL 665, conseguiram uma taxa de cres-
cimento especifico de 0,276 h"!, rendimento em etanol de 91,12 do
tedrico e rendimento celular de 0,042¢g/g em permeado concentrado
a 106g/% de lactose. Em cultura continuya, com o mesmo microrganis-
mo ¢ permeado com 86g/L de lactose e suplementado com 8,15g/4 de
extrato de levedura, obtiveram uma concentracac residusl de lacto-
se de 45g/%, prﬁdutividade maxima de 4,6g/8.h a uma taxa de ditui-
¢ac de 0,05 h™}. Quando o permeado tinha 150¢g/2 de Iactose, o ren-
divento em etanol caju a b46% do tedrico, com taxa de diluigao igual
a 0,083 h™l., A faixa de concentragéo maxima de etanol conseguida,
com Kluyveromyces fragilis, foi de 50 a 70g/L, que resultou da con
versao de 100 a 150g/% de lactose em fermentacao continua com reci
clo de células, separadas por uma membrana de ultrafiltragao (PM
10.060), concentracido celular de 20 a 25g/4. Para a Kluyveromyees
Ractis MCYC 571, usou-se um decantador pgara reciclar as celulas de
vido a sua caracter?sfica de formar flocos. Desta forma, consegui=
‘ram uma concentracao celular de 21g/&, produtividade de 8,3g/%.h,
45g/% de etanol com uma taxa de diluigao de 0,2h"! em permeado con

centrado a 95g/2 de lactose.

2.3. Obtencdao e usos de B-galactosidase

Jasewicz e Wasserman {1961) guantificaram a atividade de
lactase de alguns microrganismos gue cresceram em 5070 de queijo
suplementado com {(NHy) 250, (0,12 p/v), KH2POw (0,5% p/v), extrato

de levedura (0,1% p/v) e pH 7,0 (ajustado com KOH}. A Tabela 2.7 mostra
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os resultados que obtiveram,

TARELA 2.7. Atividade de lactase de varios microrganismos.

Atividade

Unidades/mg peso seco de células

Bactéria A 7,56
Bactéria B 13,4
Levedura A 1k, 25
Levedura B : i9,8¢0
Amobﬁcim cfoacae 2,89
Eschenichia coldi 5,0
Saccharomyces fragilis 2,2
1 unidade = Tumol glicose liberada por minuto.

Fonte: Jasewicz e Wasserman (1861).

A lactase exibiu temperatura Stima de 37°C e pH Stimo na

faixa 5,9-6,8,

Mustranta e col. {1979) selecionaram uma linhagem de As-
pergilllus nigen que produz lactase extracelular. Para este micror-
ganismo fizeram um estudo gualitativo da composigao do meio para
se obter o melhor rendimento de lactase. Viram que a lactose €& a
melhor fonte de carbono, porém, € possivel produzir a enzima a par
tir de farelo de trigo. A excrecdo de lactase pelo Aspergillus ndi-
gen tem infcio ap0s a fase de crescimento expenencial, sendo a at]
vidade maxima encontrada 3 a 4 dias apbs. Seu pH Otimo € 4,0 e

“ o o -, -
temperatura otima EZOC, mas a 45 °C o pH otimo e 3,0, sendo sua
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estahilidade a tempe}atura ambiente considerada alta por estes au-
toeres.

Park e col, (1979) obtiveram B~galactosidase extracelular
de uma linhagem de Aspengilfus onryzae cultivada em meio semi-soli-
do {farelo de trigo) e em meio liquide (amide sollvel de batata).

A enzima foi precipitada com solucao de sulfato de amdnio (80% sa-

turada} seguida de purificacac por cromatografia em colunas de
DEAE-celulose, carboximetil celulose ¢ DEAE-sefadex A-50. A lacta-
se obtida da cultura em farelo dJde trigo apresentou atividade de
0,9 unidades por mg de proteina (60 horas de fermentacaec), e a de

meio 1iquido 0,5 unidades por mg de proteina (120 horas de fermen-
tacao}. 0 pH &6timo foi determinado como sendo 5,0 € a temperatura
tima 55°C; o extrato cru tem maior resisténcia térmica que a enzi

ma purificada, sendo gque taembém nac perdeu atividade guando pernol

tou em solucac de pH 3,6 a 8,0, inclusive. £Ela nao apresentou ini
bicao em presenca de sais: Mg$0,, MnSO0,, CaCl,, FeSOs, ZnS0. e
KC1, todos em concentracao de ImM, ndo sendo também inibida pof

glicose até concentragao de LOOmM, mas perdeu 15% de atividade em
presenca de galactose (0,25mM). As constantes da equagao de Michae
1%5~Henten.da enzima para ONPG {o-nitrofenil-g=-D~galactopiranosi~

deo) e lactose estdo na Tabela 2.8,

TABELA 2.8. Constantes cinéticas de lactase de Asperngillus cryzae,

QNPG Ltactose
vmax
{ug/min . mg proteina) 55,6 2,4
K
(M) 6,77 50

Fonte: Park e col. {(1979).
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Fnsaios em soro de queijo com a enzima resultaram em: B3%
de hidrélise de lactose a 55°C e 72 horas, 76% de hidrdlise a 50°¢

{72 haras}, sendo que a 60°C & atividade foi grandemente reduzida.

pastore e Park (1980) isolaram uma }inhagem de  Scopufa-
niopsis sp de solo que produz B~galactosidase extracelular., Produ-
ziram esta enzima em cultura de Scopulariopsis em farelo de trigo
e 2 purificaram por precipitacao com sulfato de aluminio {80%), se
guida de cromatografia em DEAE-celulose e CHM~celulose, ApGs a puri
ficacip obtiveram uma atividade de 142 unidades de ONPG por mg de
proteina, mas um rendimento de ﬁ% apenas, sendo que o seu pH otimo

esta na faixa de 3,6 a 5,0 e témperatura otima de-650C.

Wierzbicki e col. (1974b) trabalharam com B-galactosida
ses de Aspengilflus nigen, Lactobaciflus helvetlcus e Saccharomy-
ces Lactis, imobilizadas em esferas de vidro tratadas com acido e
tolueno a 110°C ou acetona a 45°¢ por 24 horas. A Tabela 2.9- mos -

tra a temperatura e pH otimos para as tres lactases imobilizadas.

TABELA 2.9. Temperatura e pH otimos de lactase de Aspengdifius nd-

gen, Lactobacillus helveticus e Saccharomyees Lacdis.

A. nigen L. hebveticus S, factis
pH 6tim0 3;5'«1{'}5 6:? 6:?
Temperatura Stima (°C) 55 55 35

Fonte:_ﬂ}efzbicki e cal, {1974b).

A lactase de Aspengilflus niger mostyou boa estabilidade a

55°¢, apresentando bastante atividade apos 165 dias, cujas esferas
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foram colocadas em uma coluna de vidro de 1,6cm de didmetro e cer-
ca de 2mfi {volume Gtil). Para esta coluna, 0s autores determinaram

para soro acido de queijo, a relagao:

X = 1,72 (v/f) + 12,5
onde: X = concentracao de lactose hidrolisada (%)
v = volume da coluna {2,0ms)
f = vazao de soro {(mi/min)
Mahoney e col. {1975) extrairam lactase de 41 linhagens

de leveduras cultivadas em meio sintético e em soro de gueijo des~
nroteinizado por acidificagdo e aguecimento e suplementado com 0,3%
de KzHPO., 0,5% de extrato de levedura e 0,3% de NH4OH 5N  {(v/v),
pH 5,0 e 309C. Para a Kluyveromyces §fragifdis NRRL ¥-1109, nas con-
digoes otimas de produgao da enzima em meio sintetico, 15% de lac-
tose e aeragao de 0,2umol Qg/i.mEH, epncontraram uma atividade de
2,46 unidades por mg de pesoc seco de células (1 unidade de ativida
de & iqual 3 quantia de enzima que libera lumol de glicose em | mi
nuto em condigoes estabelecidas) em solugao 15% &e lactose e 37°C.
fluando usaram sorao desproteinizado e gconcentrado a 15% de Jactose,
encontraram 5,13 unidades de atividade enzimatica por mg de pesa
seco de células. Estes autores induziram a produgao de lactase adi
cionando ac meio 0,5mM de isopropiltiogalactopiranosideo, 1% de gli
cergl ou 1% de succinato de sédio, porém nao observaram aumento na
producac de lactase, contrariamente aoc que ocorre com .Eéchaaiahia
cofi. As condicdes de autolise das células para a extragao da lac-
tase determinada por Mahoney e col. (1975} foram: tampaoc fosfato
de potdssio 0,1M, pH 7,0, 22°¢ por %0 horas, sendo que a adigao de
tolueno, de 2 a 5%, na suspensao celular nac aumenta o rendimento
de extracdo. 0 melhor rendimento de extragac foi obtido quando as

células foram secadas ou liofilizadas antes da extragao, obtendo-se
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11,4 e 12,5 unidades por miligrama de proteina, respectivamente,
sendo que & precipitagaoc com acetona concentra a lactase de 2 &

5 vezes.

Pomar e col. {1977} produziram B-galactosidase de Saccha-
nomyees 4ragllis em meio de cultura contendo (NHu) S04~ 1,0%, au-
tolisado de levedura de cervejaria -0,2%, pH 4,5 a 4,7 contreolado
com NH,O0H 25%, aeracao de 0,75 a 8,9 VVM em guimiostato de 1.000mf.
As celulas obtidas foram divididas em dois lotes, sendo um lote se
cado em spray e © outro em estufa a vacuo a 38-40°C e 750~755mm Hg.
As celulas secas foram trituradas e sua atividade de lactase en-
salada em sclucdo 5% de lactose, pH 6,5 e leite pasteurizado, cujos

resultados estao na Tabela 2.10.

TABELA 2.10. Percentagem de lactose hidrolisada por lactase de

Saccharomyces fragilis,

: Solugac de lactose Leite pasteurizado
Tempo
{h)} Enzima } Enzima 11} Fnzima | Enzima |1
i 37 &0 60 36
2 72 100 100 76
3 e — ipg 100
Temperatura de hidrolise = 37°¢.
Enzima | = celulas secadas em spray.
Enzima !1 = celulas secadas em estufa a vacuo,

Fonte: Pomar e col. {1877).
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Mahoney e Whitaker {1978} purificaram B-galactosida-
se de Kluyveromyces fragifis cultivada em sorc de gueijo concen-
trado 3'25% de lactose, Apés precipitagao com acetona do autoli-
cada das celulas, a enzima foi purificada por cromatograftia, ini-
cialmente eluida em coluna de p~aminofeni1“6*D—tiogalaccpirahoshho
{(PAPTG) e sefarose LB, seguida de outra cromatografia em coluna de
hidroxiapatita e duas outras em DEAE-Sefadex A~50. A atividade da

lactase apds cada etapa de purificagao esta na Tabela 2.11.

TABELA 2.11, Sumdrioc da purificacao da B-galactosidase de Klugve-

romyces pragilis .

Vo lume Atividade ~ unidades Proteina
Etapas

{m) {umo! ONPG por mf) {mg/m%)
Extrato celular 200 225 14,80
PAPTG : 100 738 3,81
Hidroxiapatita 17k 503 1,98
DEAE-Sefadex A-50 220 318 1,39
DEAE-Sefadex A-50 103 659 2,31

- ONPG = o-nitrofenii=g-D-galactopirancsideo.

Fonte: Mahoney e Whitaker (1978} .

Mahoney e Whitaker (1978) determinaram, 2 sequir, as ca-
cacteristicas fisico-quimicas para a enzima purificada, tendo ob-
tido: ﬁégo ﬁolecular das duas maiores subunidades 90.000 e 120.6040,
ponto isoelétrico 5,] e & microscopia eletrdnica revelou um diame-

o
tro de 16DA com 9 a 10 subunidades,
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Toda e col. {1979) estudaram & produgac de f-galactosida-
se por células de Saccharomyces fragifis cultivadas em cultura con
tinua, tendo como variavel a taxa de diluigao. As condigoes de fer
mentacao foram: galactose {1g/f), 30°C, pH 5.0, taxa de aeracao de
I VUM e reator de 2,000ml. A produgac maxima de B~galactosidase
foi de 8 unidades (umol ONPG hidrolisado por mi e por minuto) npa taxa de

diluicdo de 0,1 h™'.

Bales e Castillo (19??} produziram B-galactosidase de
Candida pseudofnopdlcalis NCYC 784, cultivada em soro de queljo com
2% de lactose e suplementado com (NH«)250u, KH2POW, extrato de le-
vedura, pH inicial igual a 3,5, 30°C e 24 horas de fermentag3o. Na

Tabela 2.12 estBo os resultados gue obtiveram.

TABELA 2.12. Atividade de ltactase de Canddda pseudolropicatdis em

funcac da complementag¢ao do soro de queijo.

Concentracao Lactase
(%) {unidades ONPG/mg de célula)
Extrato de levedura 6,20 2.27
(NH4 ) 2500 0,10 2,68
KH,PO, _ 0,05 1,80
- -3
Km = 3,06 10 °H.
v = 6,63 10 ®M/min.
max
Fonte: BRales e Castillo (1979). e

Ensaios com soro de gueijo e leite mostraram que & possi-

vel obter 100% de hidrdolise em & a8 5 horas a B?OC. Esta enzima



37

guando precipitada com acetona e liofilizads reteve 855% de ativida
de a -20°C, 85% de atividade a 5°C e 40% a 26°C, durante trds me-

ses de estocagem, em todos ©s casos.

Gonzales e Berry {1982} produziram B-galactosidase por
fermentacac de Saccharomyces Laciis NCYC 416 em gquatro substratos:

succinato, glicose, lactose e B-metil-tio-D~galactopiranosideo. Quan

do usaram lactose 0,03M, obtiveram uma atividade de 152 unidades
de ONPG {) unidade = lumol de ONPG hidrolisado por mf e por minuto nas coR
digdes do seu experimento) e 642 unidades quando usaram f-metil-

~-tio-b-galactopiranosideo, que & um indutor gratuite da enzima, na
concentragao de 0,024, enguante gque a glicose reprimiu a sintese

da enzima em concentracbes acima de 10 M,

Barbosa e col. {1985) selecionaram ume }inhagem de Kluy-
veromyces fragilis como a melhor produtora de lactase entre outras
teveduras. Uma cultura desta levedura em scro de queijo desprotel-
nizado ¢ suplementado com sulfato de amdnio (0,3%), extrato de le-
vedura (0,1%) e lactose {3%), mostrou que a maxima produgado de lag
tase ocorre na metade da fése de crescimento exponencial, guando
obtiveram uma atividade de 0,5 . 107  umsl de ONPG hidrolisado por
célula e por minuto. As condicoes em gque fizeram a cultura foram:
fermentador de 15 litros, agitacao de 700 r.p.m., taxa de aeragao
de 1 VUM} temperatura de BSOC, 16 horas de fermentacao e taxa de

. . - -3
crescimento especifico maximo de 0,58 h °.

Banerjee e col. {1882) cultivaram Saccharomyces anamensis
em meio contende glicose e, logo apGs a exaustaoc deste substrato,
sdicionaram Jactose ao meio para estimular a produgao de lactase.
As condigoes otimas de crescimento foram: pH 5,0 e temperatura
26%¢c, 0,25% de glicose e adigao de 0,75% de lactose apbs 2k horas
de fermentacgao. Testes de imobilizagao desta enzima em dgar, reve-
laram que a concentracgao 6tima de adgar € 2%. 0 pH otimo, tanto

quando livre ou imobilizada & 7.0, sendo este o pH em que apresentou
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maior estabilidade {20 horas), enguanto que & temperatura otima da
. . . . - o u . -

enzima imobilizada e S0 C e da eanzima livre, QSQC, porem, ela apre

sentou termoestabilidade em temperaturas menores ou igual a 2606,

sendc a perda de atividade desprezivel a 4°C durante 28 dias. Para
células imobilizadas e ceélulas livres, encontraram Km de 14BmM e
102mM, respectivamente, A Tabelsa 2.13 mostra a atividade enzimati-

ca maxima em presenga de sais de Mg e Ca.

TARELA 2.13. Atividade de lactase de Saccharomyces anamensds em

funcac da concentragao de sais de Mg e Ca,

fons ConceTtragao Ceiulas livres Celutas
(107 *M) . imobilizadas

Mg 18,50 ' 0,266 - 0,218

Ca 3,50 0,240 0,19)

Atividade enzimatica expressa em umol de galactose por minuto por

mg de célultas secas.

Fonte: Banerjee e col. (1982).

Sabioni e col. (1984a)} fizeram um crescimento de Kluyve-
nomyees Laciis em leite, e trataram as células com alcool etilico,
sequindo~se uma secagem 3 40°C por uma hora e estocagem a 89¢.  As
células assim tratadas eram permedveis a lactose com atividade ma-
xima de lactase a 45°9C. Com adicao de 400 2 B00mg de células trata
das por litro de leite, temperatuféydé'35oc durante 2,5 a 3,5 ho-
ras, obteve-se de 45 a 63% de hidrolise da lactose do leite. A se-
quir, fabricou-se doce de leite com o leite obtido acima, nao sen-

do determinado gqgualquer sabor estranho pela analise sensorial, nem
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tampouco cristais de lactose, por esta encontrar~-se em conceptra-
¢3c bem abaixo do seu limite de solubilidade. Testes de estocagem
das células permedveis & lactose revelaram gue nao houve perda de
atividade durante 7 meses, quando mantidas a temperaturas de 25, 5

e ~20°¢C.

Sitva e col. (1984) produziram doce de leite pasteurizade
e tratado com B-galactosidase comercial {Maxilact-R) com atividade
de 40.000 unidades de ONPG. Para concentracoes da enzima de 0, 20,
30, 40 e 60mg/L de leite, temperatura de 8°C e agitacdo lenta du-
rante 15 horas, obtiveram 0, 7,1, 11,03, 18,23 & 28,09% de  hidro-
lise da tactose presente no leite, respectivamente. Como resultado
final, observaram que a cristalizacdo da lactose no doce.de leite
é tanto menor quanto maior a quantia de enzima utilizada, mas quan

to malor o tempo de estocagem, maior a cristalizacgao.

No mesmo ano {1984b), Sabion! e col. produziram leite de-

lactosado por agdc fermentativa de Kluyveromyces Laciis, 0 leite
foi inoculado com a levedura, em fermentador de 200 litros, a 28%¢

e aeragao por 24 horas, até consumo total da lactose. 0 leite as-
sim obtido foil misturado com leite normal pasteurizado em diver-

sas proporcoes para a confecgao de doce de leite.

Lhen e col. (1985) fizeram um crescimento de Kluyveromy-
ces é&agﬁﬁié NRRL Y-1109 em meio sintético contendo lactose como
fonte de carbono. As células obtida; foram tratadas com acetona
gelada, tornandc permedvel a lactose, apresentando uma atividade
de f~galactosidase de 0,4umol de lactose hidrolisada por mg de cé-
lula e minuto. As condi¢oes do seu experimento de hidrolise foram:
solucdo de lactose a 5% em tampao tris-malato-NaOH 0,2M, pH 7,8,
3702 por 20 minutos, Naoc se observou perda de atividade guando as
células tratadas foram estocadas a —Z?QC por 60 dias e uma perda
de 12% de atividade gquando elas foram estocadas & temperatura am-

biente por 60 dias. Estes autores propuseram um modelo matematico
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complexo para descrever a inibigao da lactase por glicose {inibi-
dor competitivo) e galacteose (inibidor ndo competitivo), que sao

inibidores mutuamente exclusivos,

Pomeranz e col. {1962) empregaram lactase de seis fontes
diferentes na fabricacdc de pac & observaram gque & lactase de leve
dura tem pH Stimo acima do pH da massa, apresentando, por isso, uma
atividade baixa, fato gue também ocorre com a lactase de bactérias
mas nao com a de fungos. Assim, o5 autores sugeriram que o leite
ou o soro sejam tratados com lactase antes de ser acrescentados a

madss5a.

Kosikowski e Wierzbicki {1973} ensaiaram uma lactase c¢o-
mercial de Saaahanomgce& factis em leite cru e pasteurizada,. sem
fazer gqualguer alteragac de pH. CLom uma concentracao da enzima de
25mg/%, a 4°C, conseguiram 75% de hidrélise de lactose do leite e
100% de hidrélise com 100mg/%, ambos os experimentos durante 48 ho
ras. Quando alteraram a temperatura para ambas as copcentracoes de
enzima, obtiveram 100% de hidrolise em 5 horas, mas observaram o
aparecimento de sabor estranho, 0 gue nac aconteceu guando a tewmpe

ratura era de 5%¢.

Thompson e Brower (1976) fizeram queijo "Cheddar' de lej
te tratado com lactase comercial de Saccharomyces Lactis, obtrendo
uma reducgdc no tempo de produgao de acido lactico pela culturs usa
da, 40 %inutos contra 2 a 2,5 horas do processo tradicional. 0 tem
po de cura também foi reduzide para 3 a b meses {6 meses de cura
no processo tradicional), fato que reduz o custo de produgac, ten-
do os autores sugerido que o sorc doce obtido possa ser usado na
fabricacdo de sorvetes, As condigoes e resultados obtidos na hidrg

lise da lactose do leite estao na Tabela 2.14.
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TABELA 2.14, Hidrolise de lactose em lelte por lactase de Saccha-

romyees Laciis.

Concentracao de Tempo de Lactose
Temperatura

factase hidrolise : hidrolisada

{mg/2} {h) {%} (°c)

0,30 2,5 75 | 30

0,60 2,5 30 30

0,13 16~18 70 b

Fonte: Thompson e Brower (1976).
Viskari e col. (1978) publicaram uma nota onde afirmam

ser a imobilizacao de lactase vidvel econdomica e tecnicamente en
escala industrial. Para varios métodos de imobilizagao gue testa~

ram, o que melhor resultado produz é& a adsorgao da enzima em resi-
na fenol-formaldeido. A estabilidade de enzima e afetada pela tem-~
peratura e substrato, mas & quase independente do pH na faixa de
3,5 a 4,5, Aparentemente, 0$ sais do soro estabilizam a enzima,
sende permeado de soro de queijo'pré—concentrado o methor substra-
to, e a.estabiiidade a pH baixe permite.manter o5 reatores micro-

biologicamente limpos, com controle adeguado de temperatura e pH.

Wierzbicki e Kosikowski (1973} fermentaram soro de queijo

em po, reconstituide a 6% de s6lidos e desproteinizado por acidi-

ficacao e aquecimento, com 33 linhagens de microrganismos, entre
funges, bactérias e leveduras, para produgao de B-galactosidase.
No extrato cru de cada célula determinaram o pH otimo das lacta-

ses, cujos resultados estao resumidos na Tabela 2.15.
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TABELA 2.15. Temperatura Gtima e pH Otimo de lactase de varios mi~

crorganismos,

pH otimo ' Temperatura otima
Fungos 3,5~ 7,5 35 - 55
Bactérias 5,5 -~ 6,5 26 ~ 50
Leveduras 6,0 ~ 7,5 36 ~ 55

Fonte: Wierzbicki e Kosikowski {1973).

Fstes autores ressaltaram a vantagem das lactases com ati
vidade maxima em pH 4,5-7,5, produzidas por Asperngillus nidufans e
Neurvspona chassa na produgae de jogurte e leites fermentados com

baixo teor de lactose.

Mahoney e Adamchuck (1980) fizeram varios ensaios com B~
-galactosidase de Kluyveromyces fragilis produzida por eles mes -

mos . Nos seus resultados, relataram que a enzima teve major ativi-

dade em leite desnatado, mas sua atividade nao diferiu em lejte
pasteurizado ou naoc, fato que nag ocorre com sorc de queijo, uma
vez que.e]a apresentou maior atividade em soro pasteurizado. For
outro lado, ela apresentou redugao de 30% de atividade quando o
soroc fol neutralizado com NaOH, fato gque nac ocorreu guando usa-~

ram KOH. O magnésio ativou a lactase em gqualquer concentragan, en-

quanto gue o sbdio e cadlcio a inibiram, mesmo em concentragces baj

xas, com excegdo quando o substrato era leite adicionado de cal-
cio, enguanto. que o potassio s$6 a inibiu em concentracoes acima
de 100mM.

Flaschel e col. {1982) fizeram um estudo da cinética de
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hidrolise de lactose por lactase de Aspergillus niger, levandoe em
conta a mutorrotagao da galactose, tendo conciuido que a o-galac-
tose a%ua come inibidor competitivo e incompetitive, enquantoc gque
a B~galactose & um inibidor competitivo, chegando a um modelo ma-

temadtico complexo.

Wweatall e col. {1974) estudaram as propriedades de duas
ngalactosfdases comerciais, uma de boler e outra de levedura, imo
bilizadas em esferas de vidro. A lactase de boler exibiu um pH oti
mo de 4,0 guando livre e de 3,5 quando imobilizada, a de levedura,
pH 6,25 quando livre e 3,0 quando imobilizada, sendo gue a lactase
de levedura apresentou major atividade em presenga de fons manga-
nés e cobalto, ambos em concentragac de 25 . ic“sm; A Tabela 2.16

resume oS parametros determinados por estes autores.

TABELA 2.16. Par3metros cingticos de lactase splivel e imobilizada.

Km aparente Ki aparente N
{M) (M) {Kcal/mol}
Lactase soclavel de leve-
dura g,1120 0,666 10,50
Lactase imobilizada de
levedura 0,074 3,270 11,30
Lactase soluvel de bolor 0,0400 . 1,250 n.d.
Lactase imobiiizada de

bolor 0,0540 3,220 6,54

Substrato: soro de gueijo.

-

K, determinadc em presenga de galactose (0,02M).

Fonte: Weetall e col. {1874},
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Paine & Carbonell {1975) pesquisaram a imobilizacao de
lactase comercial de Eschendichia cofd em microcapsuias de ‘Collo-
dion“.l?ara isto, valeram-se de um método de precipitacgdo interfa~-
cial, precipitando a enzima em microcapsulas, cuja membrana tinha
500 R de espessura. Testes com solugao de ONPG 0,625M mostraram
23% de hidrolise em tempo de residéncia de 100 segundos, conversao

esta considerada alta pelos autores.

O0kos e col. {(1978) fizeram um estudo sobre hidrolise de
lactose por lactase comercial de Aspenglflus nigen adsorvida em
duclite ES~762. Notaram gue para haver o equilibrio entre a enzima
livre e a adsorvida ao suporte, na temperatura ambiente e pH 1,0,
é necessario que a resina esteja carregada de protons (4% . Eles
mentaram uma coluna de 1,5cm de diametro e 10cm de altura, conten-
do duolite com enzima imobilizada (0,23g de enzima para lg de peso
seco de duo¥¥té), gque foi operada por 120 dias com soro acidoe de
gqueijo, pH 4,0 e 40°C, tendo sido observada uma pequena perda de
atividade durante este tempo, fato que permitiu aos autores con-
cluirem que a adsorcao da enzima ao suporte € irreversivel. Fize~
ram, tambem, um estudo econbmico para h40% de Hidrdolise da lactose
presente no scro, para as condigoes do seu experimente, gue reve-

Tou um custo de USS 0,17 por libra de lactose hidrolisada.

Pastore e Park (1981) ensaiaram o efeito de glutaraldei-
do na imobilizacdo de B-galactosidase de Scopulariopsis sp em duo-
1ite (resina fenol-formaldeido) e em DEAE-celulose, 0 glutaraldei-
do exerce efeito na ligagao da enzima com DEAE-celulose, aumentan-
do a atividade ligada, que nao & removida mesmo quando o suporie
{com enzima) € colocada em solugao 1,5M de Nall, indicande gque a
enzima encontra-se forté%énté Tigada ao suporte. A enzima imobili-
zada € estdvel em temperaturas de 50 e 55°C, mas a 60°C perdeu 55%
da atividade em 52 horas de incubacao. Na comparagao dos dois su-

portes, os autores constataram que duolite retém mais enzima, porém
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em DEAE-celulose, & atividade imobilizada fol quase seis vezes maion
fsto significa que pode ter ocorrido um comprometimento de algum
sftuo de agao ou inativagaoc parcial, causada por uma mudanga con-
formacional da enzima durante o processo de imobilizagao em duoli-
te. Estes autores montaram uma coluna com a enzima imobilizada em
duolite, gue fol alimentada com soro de quelijo, vazao de 1,5 a
2,0mg/h, obtendo de 50 a 60% de hidrolise da lactose, sendo gque
apés 1.280 horas de usc, houve uma perda de 6% da atividade ini-
cial, enquanto que a ltactase imobilizada em DEAE-~celulose retinha

22.5% de atividade apbs 256 horas de uso.

Em outra publicacao de 1981, pPark e Pastore (1981b) rela
taram ter imobilizado 58,5% de lactase {solugao com 20 unidades
ONPG/mi) de Scopularnipsis sp em DEAE~celulose. Estudando o efeito
de NaCl sobre a enzima imcbilizada, registraram uma perda de ativi
dade de 92% quando a enzima esta imobilizada em DEAf-celulose, apos
tratamento em solugac 0,34 de NaCl a 50°C. Para a lactase imobili-
zada em duoclite, registrarém uma perda de 40% apbs tratamento com
solucaoc de HaCl 0,7/M pas mesmas condig¢des anteriores. Para a enzi-
ma imobilizada em DEAE-celulose, ndo houve perda de atividade du~
rante B0 horas a SODC, uma atividade remanescente de B0% a 55% ¢
atividade remanescente de 14% a 60°C durante 80 horas., A enzima
imobilizada em DEAE-celulose exibiu uma atividade de L0% em pH
6.5, em relagao & atividade em seu pH Gtimo {b4,0 a 5,0), tendo apre
sentado apenas 20% de atividade apos 30 dias de uso com s0ro acido

de queijo.

Weetall (1976) fez referéncia ao uso de f-galactosidase
imobilizada para hidrolise de lactose em so0ro de queijo, sendo gue
varios suportes foram estudados ¢ macroescalados para escala piio-
to, com o objetivo de estudar 3 economia do processo. Embora a en-
zima tenha uma meia vida razoavel, quando imobilizada em certos

suportes, o custo da enzima & alto e o mercado para © Xarope de
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saro, como substituto do xarope de glicose de milho, era desconhe-

rido, disse Weetall.

Bedows e co}. {1980) imobilizaram B-galactosidases de Sag
charomyces fragifis e de Eschendchia cofdi em CTAC (celulose tri
(p-amino-carbanilato)), CDAC {celulose di (pramino-carbaniiato)) e
MCTAC {metil celulose tri {(p-amino-carbanilato}). Apds o tratamen-
to adeguado destes suportes, observaram que as condigoes otimas de
acoplamento de lactase de Saccharnomyces fragilis ao suporte ocor-
re em pH entre 7,0 e 7,5 e em presenga de ions Mgttt (2. . 107® .
3 . 10 %M). Mo caso da imobilizacao da lactase de Saccharomyces
fragifis em CTAC, a atividade da enzima foi observada ftrés horas
apds a imobilizacdo. A atividade maximas (apos 5 horas) era baixa,
apenas 4 unidades ONPG/g, indicando a possibilidade do sitio ativo
estar envolvido no acoplamento da enzima com o suporte, mas quando
o substrato era lactose {solugao 0,1%), a atividade aumentou. En-
quanto o pH dtimo da enzima livre g€ 6,8, o seu pH Otime, gquando ela
cse encontra imobilizada, & cerca de 7,1. A Tabela 2.17 mostra oS

resyltados obtidos por estes autores.

TABELA 2.17. Atividade relativa de lactase imobilizada em varios

suportes.

Arividade relativa

Fonte de lactase Suporte
{unidades ONPG/g)
CTAC 3
S. fragllas CDAC 0,4
MCTAC o,k
E. cobd CTAC 93

Fonte: Bedows e col. {1980},
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Greenberg e.Mahoney (1981) publicaram uma revisao sobre
imobilizagao e usos de B-galactosidase. Dos artigos revisados, vi-
ram gque o suporte gue apresenta maior eficiencia de imobilizagao

de lactase de Klugyveromyces Lacitis e Kluyveromyces {ragifdis é po-
Tiscrilamida, mas a major atividade por grama de suporte obtém-se

com fibras celuldsicas. Estas lactases mantém seu pH & temperatura

Stimos apds a imobilizagao, enquanto Km sofre pequena ou nenhuma
alteragdo, apresentam mais estabilidade so longo do tempo guando
imobilizadas do que quando livres, embora os processos de imobili-
zacho de célula integral {permedvel) d3o melhores resultados que
a enzima livre ou imcﬁilizada, Para a enzima livre, estes autores

encontraram os dados apreséntados na Tabela 2.18,

TABELA 2.18, Propriedades de lactase microbiana.

pH Temparatura Km
St imo Stima  (90) {mM lactose}

Asperglllus nigeh 2,0~4,0 55~60 N
Aspengillus oryzae 5,0 50-55 50
Khuyveromyees fragidis 6,6 37 1h
Kiigvernomyces Lactis €,9-7,3 35 12-17
Lachenichia cods 7,2 50 z
Lactobacillus themo-
phifis 6,2 55 6
Legconostoe cdbroverum 6,5 &0 7,8

Fonte: Greenberg e Mahoney {1981). e



48

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Egquipamentos

3.1.1. Minifermentador marca Fermentation Design tnc,,

modelo M-1.000.

3.1.2. Fermentador de 250 titros de capacidade, marca

Fermentation Design tnc., USA, modelo 250L.
3.1.3., Balanca semi-analitica marca Mettler, modelo P2ZION.
3.1.4. Balanca analftica marca Mettler, modelc H34,

3.1.5, Autoclave de bancada marca Eletric Steroclave, mo
delo 25X, de fabricagao de Wisconsin Aluminium Foundry Co. lnc.,
USA.

3.1.6. Estufa a vacuo, marca Fanen, modelo 099/A-1.
3.1.7. Banho-maria marca Fanen, modelo 120/2,
3.1.8. Banho-maria de circulacao Micronal, modeio BI10.

3.¥.9.. foncentrador de capacidade de 3 litros, de fabri»

cagao de Precision Scientific, serie 10~AB-2, USA, modelo 3 litros.

3.1,10. Controlador automdtico de pH marca Metrohm Heri-

sau, modelo E 450.

3,1.11. Planta-piloto de ultrafiltracac marca Alfa-laval

modelo UF-1, dotada de cartucho de ultrafiltracdo HF 26,5-43 PM 50.

3,1.12., Mesa rotatoria marca Fermentation Pesign Inc., mo

delo Rotary Shaker, USA, modelo 0513,

3.1.13. Cromatbgrafo a gads marca Comercial Gongalvez, mo-

delo 37-D.
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3.1.14, Mesa rotatoria marca Psycrotherm,

3.1.15. Centrifuga para tubos marca Fanen Excelsa 2, mo-

delo Z20L5N.

3.,1.16, Centrifuga para frascos de 250mf marca Fanen, mo-

delo 2089.

3.1.17. Estufa marca Fanen.

3.2. Reagentes
3;2.}. tactose P.A., Carlos Erba do Brasil! S.A.

3.2.2. Sais minerais; KH,PO,, KoHPQO., {(NH,},S0,, MnCly~
~4H,0, MgSO,, MnSO,, KOH, NaOH, KCI, CuSO,, todos grau P.A. de iIn-

distria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda - CETUS (ECIBRA}.

3.2.3. Extrato de levedura Bioguimica do Brasil S.A. Bio
bras.

3.2.4, Meio PDA Division Becton, Dickinson & Co. - BBL.

5.2.5. Reagente Enzy-folor Bio-Diagndstico iInddstria Quj

mica €linica Ltda.

3.2.6. Protease fungica: amostra gratis gentilmente ce-
dida pela Miles do Brasil ~ Atividade de 31.000HU/g, pH dtime en-

tre 6,0 & 7.0,

3.2.7. ONPG {orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo) Fein

biochemica GMBH & Co. Aeidelberg, SERVA.

3.2.8. NaHAsO, . 7 Hz0, taftasrato de s0dio e potassio e

(NH,)sM07024. 4 Hy0 =~ Casa da Quimica ttda. - CAQ,

3.2.9. Soro de queijo em pd das marcas G10ria da Fleis~

chmann - Royal Produtos Alimenticios Ltda,; Paulista da Cooperativa
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fentral de Laticinios do Estado de $Sac Paulo e soro ilquido do pro
cessamento de gueijo Minas frescal nas planta-piloto de laticinios

da FEA.

3.3. Microrganismos

3.3.1. Micronganismos utdlizados

Os micrdrganismos testados quanto & produgao de etanol fo
ram: Saccharomyces fraglldis ATCC 8612, Saccharomyces fragifis ATLC
8635, Saccharomyces gragllis ATCC 100220, Saccharomyces gragillis
NRRL Y= 2415, Saccharomyces bulgardieus ATCC 16045, Candida paeudo-

theplealds ATCC 8659 e Candida pseudofropicaldls 10C 2697,

3.3.7. Conservacdo das culturas

As culturas dos microrganismos foram conservadas em BDA
(Ratata Dextrose Agar) inciinado em tubo de ensaio, a 406, sendo

repicadas periodicamente.

3.4, Metodologia

3.4.1. Pri-fenmentacdo

As pre-fermentacoes foram feitas em Erlenmeyers de 500m%,

contendo 100m& de meio estéril {pH 4,5), que apds  inoculagao, foram incuba-

dos a 30 + 2°C por 48 horas, agitados em mesa rotatéria a 200 r.p.m. O

meio de pre-fermentagdo tinha a seguinte composigao:

LAactOse + . v « « o e w4 e e e e .o RO,/ s
Fxtrato de levedura . . +« .« + -+ « « « . t,0g/8
KH- PO, e s e e e e e e e e e s e e e b,5g/%
NHsCl .« v v . o v o e w e e e e v e v H,bg/k
KCT v« v e e v e e e e e e ... 0,15g/2

MgSGQ.72H0..,....‘.....0,659/2,
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3.4.2. Feamentacdo esitdatica em meio sinitetico

As fermentacoes foram feitas em Erlenmeyers de 250m&, con
tendo 50ml de meio estéril a 30 = 2°C por 14,5 dias. 0 meio de cul
tura foi o mesmo da pré~fermentacdo {item 3.4.1), com excegac  do

teor de lactose, que foi asiterado para 100g/%,

5.4.3. Feimentagdo de melo siéntetice em minifermentadon
com pH controlade automaticamente

As fermentacoes foram feitas em minifermentador com 700m2
de meio estéril a 30 2 1°C e pH inicial do meio 4,5. 0 meio de cul
tura foi o mesmo da pré~fermentacdo, com.excecao do teor de lacto-
se, que foi alterado para 100¢g/%. 0 pH inicial e durante & fermen-

tacao fol controlado com KOH 0,16N esteril,

3.4.4. Estenilizacao dos medos de culifura

Todos o0s meics foram esterilizados em autoclave a 108,4°C

(51b/poi2} por 30 minutos,

3.5. Obtengado e caracterizacac de permeado de soro de gqueijo

3.5.1. Obtencao do permeado de sono de gquedfo

0 permeado de soro de gueijo foi preparado pela ultrafil-
tragao dos soros de queijo descritos no item 3.2.9, na planta~pilo
to de ultrafiltracdc descrita no item 3.1.11. 0 processo de ultra-
filtracado foi realizado a SSOE com pressao de entrada de b, 7ka/cm?
e press3o de safda de 0,7kg/cm®. A Tabela 3.1 apresenta as compos]

coes dos permeados assim obtidos,
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TABELA 3.1, Composicio dos permeados de soro de queijo obtidos por

ultrafiltracao.

Fermeado 1 2 3

oH 6,05 6,12 5,97
Lactose {(p/v) {%) 15,00% 10,92 15,81
$6lidos totais (%) 16,73% 11,46 17,86
Cinzas {%) ' 1,25% 0,71 1,50

*® - .
Valores estimados a partir da analise de um concentrado.

0s permeados | e 3 foram preparados pela rehidratacde dos
soros em pG . Gioria e Paulista, respectivamente, em concentragoes
apropriadas para se obter as concentragoes desejadas de jactose.
0 permeado 2 fol preparado pela ultrafiltracao de soro de  quelijo

Min pnatura', recém produzido.

0 permeado assim obtido, fol estocado em freezer a_*QDQC,
sendo diluido com agua destilada ou concentrado no concentrador
descrito no item 3.1.9 a temperatura media de 60°C. © permeado 1
foi utilizado nos experimentos de adaptacao das leveduras a permes
dos concentrados e nos experimentos de fermentagao de permeado de
soro de guelijo {sem aeragéo} a 22,5% de lactose, com todas as leve
duras. O permeado 2 foi utilizado no restante dos experimentos, com
excegao da fermentacao em escala piloto. 0 permeado 3 fol gtiltiza-

do apenas na fermentagao em escala piloto.

0 pH dos permeados foram determinados conforme o item 3.8,
o teor de lactose conforme item 3.7.2, o teor de sGlidos totais

conforme o item 3.5.2 e o teor de cinzas conforme o item 3.5.3.
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3.5.2. Deleaminacao de s0fidos totais de peameado

A determinacac de sclidos totals dos permeados abtidos
foi feita segundo o metodo 16.032, descrito pela Official Methods

of Analysis of the Association of O0fficial Analytical Chemists -AQAC

(1375) .

3.5.3, Peteaminacac de cinzas de peameado

A determinagao de cinzas dos permeados obtidos foi feita
segundo o método 16.035, descrito pela Official Metheds of Analy-

sis of the Association of Official\Analyticai Chemists~AQAC (1975},

3.6. Fermentacgao de permeado

3.6.1. Adaptacdo das cepas de Levedura em peameado concen-
trnado

As cepas foram inoculadas em permeado contendo 2,5% de
lactose e incubadas a 30 % 2°C sobre mesa rotatdéria a 200 r.p.m.
por 72 horas. Em sequida, passou-se um indculo desta fermentacgaoc a
cutro Erlenmeyer contendo permeado concentrado a 5% de lactose,

dests forma a concentragao de lactose no permeado fol incrementada

de 2,5% em 2,5%, ate 22,5%.

3.6.7. Consenvacdo das cepas adapfadas

As cepas adaptadas em permeado concentrado a 22,5% de lac
tose foram conservadas em tubo de ensaio contendo meio semi~solido

inclinado, cula composigac era: permeado concentrado & 22.,5% de

lactose e 2,5% de agar.
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5.6.3. Fermentagoes nao aeradas de penmeado

As fermentacdes com permeado foram feitas em mini-fermen-
tador {700m2 de permeado) e as respectivas pré-fermentacoes foram
feitas em permeado contendo a mesma concentragao de lactose do per

meado & ser fermentado.

As pré~fermentagoes foram incubadas a 30 2 2°C em mesa ro

tatdria a 200 r.p.m. durante 36 horas.

3.6.4. Fermentaqoes de peameado genadas na gase indicdal

As fermentacoes de permeado aeradas foram feitas de forma
idéntica ao descrito no item anterior {3.6.3), mas o meioc foi aera~
do com uma taxa de aeracao de 1 VVM (velume de ar por volume de

meioc por minuto) na fase inicial das fermentagoes.

2.6.5. Fenmentacoes de permeado tratado com protease fun-
gica ¢ aeradas na fase indciak

Apés a esterilizagao dos mini-fermentadores com permeado
de soroc de queijo, conforme item 3.4.4, eles tiveram sua tempera-
tura ajustada em 3506, quando receberam uma aligquota de 20mf de
uma solﬁgéo de protease (lg de pd em 100m% de dgua destilada). A
temper;tura de 35°C foi mantida por 3 horas, sendo, apds isto, re-
duzida para BOOC, gquando fol feita a inocu?agéo com Saaa&a&&myaeé
{ragilis NRRL Y-2h415. Estas fermentacOes também foram aeradas co-

mo descrito no jtem 3.6.4,

3.6.6. Fermentagoes aeradas de peameade suplemenfado com
[NH,} 80, ¢ KH, PO,

Permeado de soro de quelijo suplementado com 0,1% de (NH4 ) 250
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e §,05% de KH,PU0, antes da esterilizagao, sendo gue estas fermen-

tacoes foram aeradas como descrito no item 3.6.4,

3.6.7. Feamentacae em escala piloto

Para a fermentagéo em escala pilote, foram obtidos 140 Pi
tros de permeadoc na planta de ultrafiltracéde. Este permeado tinha
uma concentracac de 158,10g/8% de lactose, sendo que sua esterili-
zagao foi feite no proprio fermentador, a 126°C por 20 minutos e

velocidade do agitador de 100 r.p.m.

Para esta fermentacao foi usado um inoculo de 7 Titros

{5%) de uma cultura aerada de Sacchatomyees fraglfis NRRL Y-2415,

3.7. Determinacdo da concentracgdo de lactose

3.7.1. Centrndipugacac das amosiras

Todas as amosiras foram centrifugadas a 5.230g por 15 mi-
nutos em centrifuga marca Fanen -~ Excelsa 2, modelo 205NW. Apés s5€-
paracao do precipitado, o sobrenadante foi clarificado com acido
wolframico, conforme procedimento descrito por Wolfschoon-Pombo e

Casagrande (1982},

3,.7.7. Deteaminacaoc da concentracdc de factose pelo meto-
do de Fehfing '

Uma aliquota do sobrenadante de cada amostra {item 3.7.1}

foi convenientemente diluida em bal3o volumeétrico, sendo que esta

veio a ser a solucac titulante da solugao de Fehling.

A solugao de Fehling foi preparada segundo procedimento

descrito por Merita e Assumpgac {1976).
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3.7.3. Detfeaminacdo da concentracdo de Lactose pedo meto-
do de Somogydi-Nefscon

Um mf do sobrenadante obtido no item 3.7.1 foi convenien-
temente dilufdo e determinou-se a concentragao de lactose, segundo

o procedimento descrito por Somogyi {1945).

3.8. Determinagao do pH

A determinagac do pH de cade amostra foi feita com uso de

pHmetro.

3.9. Determinacgao da concentracao de etanol

A concentracao de etanol de cada amostra foil determinada

por cromatografia gasosa.

3.10. Determinacac da massa seca de microrganismos

0 precipitado obtido no item 3.7.1 foi ressuspendido em
10ml de aque destilada & novamente centrifugado em centrifuga Fa-
nen Excelsa 2, modelo 205N, a 5.230g por 15 minutos. Apds descar-
tade o liquido sobrenadante, as células foram lavadas outra Vez,
nas condi¢des acima, seguindo-se a secagem em estufa a vacuoc a

60°c por 16 horas.

Desta forma, a massa seca de células foi determinada pela

diferenca de pesos do tubo com celulas secas e vazio.

3.11. Obtencgao e ensaios com lactase
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3.11.1. Sepahacdo das celufas de Levedusa

As células do final da fermentagac foram centrifugadas a
4,530g por 20 minutos em frascos de 200mf em centrifuga marca Fa-

nen, modeio 209,

0 vinho sobrenadante foi descartado e as celulas ressus-
pendidas em agua destilada e novamente centrifugadas nas mesmas

condigdes. Desta forma, as células foram lavadas por trés vezes.

5.11.2. Autolise das celubas de Leveduna

As células foram ressuspendidas em tampao fosfato de po-

tissia 0,1M, contendo 0,lmM de MnCl, e 0,5mM de MgS0s, pH = 6,6,

A suspensao de células assim obtida foil colocada em Er-
lenmevers {(100mf de suspensac em Erlenmeyer de E00ml) sendo que em
cada frasco asdicionou-se, ainda, 2% de clorofdrmio, FEstes frascos
foram incubados a 37°C sobre mesa rotatéria, com agltacgao de

200 r.p.m., por tempo variavel.

3,11.3. Obtencdao do extrate enzimatico de Lactase

Apds a autdlise, a suspensado de células fol centrifugada
a 4.530g por 20 minutos em frascos de 200m% em centrifuga marca Fa

nen, modelo 209.

0 sobrenadante fol separado para teste de atividade de:lac

rase, enquanto que o precipitado foi descartado.

P

3. 11.4. Petenminacdo da percentagem de celulas autelisadas

Tomou-se duas amostras da suspensaoc de celulas, uma antes

e outra apds a autdlise, fazendo-se a contagem do numero de células
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em ambas as amostras.em camara de Neubauer, determinando-se, desta

forma, a percentagem de celulas autolisadas.

3.71.5. Deteaminacac da velocidade {ndcial de  hidrolise
de Eaciose

Tomaram-se . allguotas de Imi do sobrenadante {item 3.11.3)
e juntou-se as outras aliguotas de 30mf de solucoes de lactose em
tampao fosfato de potassioc 0,1M, pH 6,6, de maneira a resul tarem
soluctes de 1,25%, 2,5%, 5,0%, 7,5% e 10,0% de lactose, as solugoes ini-
ciais estavam a 37°C, temperatura esta da reagéo\de hidrolise, Amos
tras foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados. Apos
s coleta, as amostras permaneceram em banho-~maria, agua fervente,

por cinco minutos para inativar a lactase.

3.11.6. Deteaminagac da atividade de Lactase atrhaves  da
dosagem de glicose ELiberada pefa acac da ELaclase

Para o5 extratos enziméticos I, tt e t11, juntou-se 10m&
do extrato enzimidtico correspondente, obtido no item 3.11.3, & 15mR
de sclucgdo de lactose em tampso fosfate de potassio 0,1M, pH 6,6,
de forma que a solugac resultante tinha 5% de lactose. A reacao
ocorreu.a 37QC por 5 minutos, sendo Interrompida por aguecimento
em banho-maria de agua fervente. Para 0$ extratos enzimaticos IV a
IX, utilizaram-se os dados obtidos na determinacao da velocidade

inicial com 5% de lactose {item 3.311.5}.

A glicose liberada na reagaoc fol determinada segundo o]

método de Dathgvist {1964},

3.12. Separacdc das células da fermentagao de 1404 de permeado
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3.12.1. Separagac das celulas com wso de ubthafiltracac

0 meio fermentado foi ultrafiitrade na planta-piloto de
ultrafiltragdo, B temperatura ambiente, pressaoc de entrada de

1,7kgf/cm® e pressdo de salda de 0,7kgf/cm®.

3,12.2. Lavagem das czlulas

Apos a reducdo do volume de meioc na planta de ultrafilira
¢do ate cerca de 20 litros, adicionou-se 81 litros de agua filtra-

da sem que o processo fosse interrompido. Esta operagao repetiu-se

ainda por mals quatro vezes, ou seja, no total foram utilizados
cerca de 405 litros de agua em cinco etapas, com duracgao total de
8 horas.

3.12.3. Autdlise das celfulas da fenmeniacac de escala pi-
£oto

Tomou-se duas partes das ceélulas separadas por ultrafil-
trag%o e, com uma delas, procedeu-se como descrito nos itens_S.iLZ
a 3.11.6, ¢ a outra foi ressuspendida em agua destilada e centrifuy
gada a 4.530g por 20 minutos em centrifuga marca Fanen, modelo 209,
e a seqguir procedeu-se tambem como descrito nos ftens 3.11.2 a

3.11.6.

3.13. Beterminaggo dé atividade de lactase com ONP& {(O-nitrofenii-

~B-b-galactopiranosideo)

As atividades de lactase dos diversos autolisados foram
também determinadas com ONPG segundo procedimento descrito por Ma-

honey e col, {1975}, com algumas modificagoes.

Dissolveu-se 0,1885g de ONPG em 500mR de solugao tampaoc
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fosfato de potassio {0,IM, pH 6,6}, gue resultou numa solugao

1,25 ._10”3mm ONPG.

Juatro mi desta solucac de ONPG foram misturados em tubo
de ensaio com Imf de cada autelisado, sendo a mistura incubada a
37°¢ por cinco minutos, apds o que, acrescentou~se ImQ de solugio
0,54 de N3,(0; ao tubo para parar a reacao. A cor resultante da 17
berachdo de O-nitrofenol foi guantificada em espectrofotometro a

L20nM.

3.14. Método de calculo da taxa de consumo méxima de substrato, taxa

de crescimento maxima e produtividade maxima

A taxa de consumo maxima foi obtida tragando-se pela cur~-
va de consumo de lactose uma tangente, gque forneceu a maior incii-~

nagao. Este mesmo procedimento foi feito para a taxa de crescimen-

to maximas e produtividade maxima, utilizando-se as curvas de cres-
cimento celular e producao de etanol respectivamente.
3.15, Método de calculo da taxa de consumo especifica maxima de

substrato, taxa de crescimento especifico maxima e roduti-
p

vidade especifica maxina

Para cada curva de consumo de lactose, a taxa de consumo
maxima obtida fol dividida pelo valor da massa calular seca exis-
tente no ponto de interseccao da curva de massa celular seca com a
vertical, passando pelo ponto de tangéncia determinado na curva de
consumc de lactose. A taxa de crescimento especifico maxima e pro-
dutividade especifica maxima foram calculadas da mesma maneira, utl

lizando~se as curvas de crescimento celular e produgao de etanol,

respectivamente.



61

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

k.1. Fermentagoes estaticas em meio sintético

0 primeiro teste feito com as culturas foi em meio sinté~
tico, conforme formulacdo do item 3;4,2 de “"Materiais e Métodos',
com o objetivo de selecionar as cépas mais adaptadas a consumir
lactose. 05 resultados finais destas fermentagbes encontram-se na

Tabela k&.1.

Gbsérva~se.qué as leveduras qﬁe menos ¢onsumiram lag¢tose
foram a Candida pseudotropicalis 16C 2697, gue apreéentou UM Consuy
mo - de apenas 4,16g/% de lactose, Saacha&amgceé fragilis  ATCC B6i2
(consumo de 20,529/2%), seguida dé Candida pseudotropicalis ATCC 8659

(cénsumo de 20,59g/4).

As que mais tonsumiram lactose em meio sintético foram a
Saccharomyces fragidds ATCC 16045 e Saccharomyecesd fragilfis ATCLC
8635 frespettivamente 58,33 e 52,29g/%).

0s resultados expostos na Tabela 4.1 forneceram subs i~

dios apenas para eliminar a Candida pseudotropicaldis 10L 2697, por

apresentar baixo consumo de lactose.

Durante estes experimentos pode-se notar gue as levedu~-
ras estavam inibidas, pois, durante as:fermentagoes, houyve produ~-
¢do de acidos, 0 que ocasionou um abaixamento do pH, inibindo as

leveduras.
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4,2, Fermentagoes de meio sintético em minifermentador com pH con-

trolado automaticamente

Nas Figuras 4.1 a 4,12 estao apresentados os resultados
das fermentagoes em mefo sintético realizadas de acordo com metodo
togia do item 3,4,3 de '"Materiais e Métodos', De maneira geral, ve
rificou-se que a fermentagao em pH controlado resultou em um maiér
consumo de lactose para todas as cepas guando comparadas com a
ferwentaggo estatica, gque nao teve seu pH controlado (Tabelas 4.1
e 4.2). Em todos os casos, a fermentacao cessou em dois a trés dias
de incubacio, com exceg¢dao das Fefmentagaes com Saccharomyces frda-
gilis NRRL ¥-2h15 {Figuras 4.9 e L.10) e Saccharomyces jragllis
CATCC 16045 (Figuras 4.5 e .6}, cujas férmentagﬁes duraram  cerca

de tres dias.

0s resultados destas fermentacgoes (média de dois experi-
mentos) estao na Tabela 4.2. Pela cé!una de consumo de lactose,
veri?icé—sé que as lteveduras gque mais consumiram lactose foram a
Saceharomyces fragilis ATCC 16045 e  Saccharomyces fragilis NRRL
v-2415. Embora a Sacchaxromyces fragilis ATCC 8612 tenha apresenta-
do uma conversao de 70,83% da lactose metabolizada em etanol, ela
apresentou uma concentracaoc de etanol baixa no final da fermenta-
¢ao (15,70g/%), sendo que a Saccharomyces fragilis ATCC 100220  tam-
bém teve um compo;tamento semelhante, apresentando uma CORVErsao
de 60,15%, mas uma concentragao baixa de etano2'(16,?2g/g}. Apbs
esta levedura, temos a Sacahaaomgcéé'gkagiﬁéé NRRL Y-2415, gue
apresenta uma conversdo de 59,29%, a Saccharomyces fragllis ATCC

16045 com uma conversso de 58,66% e a Candida pseudothropileais ATCC

2659 com 58,08%, sendo estas as leveduras que apresentaram as
maiores concentracoes de etanol no final das respectivas fermen-
tagoes.

As Tabelas 4.3 e 4.4 mostram os par3metros cineticos de

cada fermentacido, calculados conforme itens 3.14 e 3.15 de "Materials
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e Métodos", onde se verifica que a Candida pseudofropicalis ATCC
8659 ¢ a Sacchakromyces fragilis NRRL Y-2415 (Tabe1é 4.3} apresen-
taram valores altos de produtividade maxima. Contudo, a.w Candida
pseudoinopicaldls ATCC 8659 produziu 20,48g/% de etanol (média de
20,66 e 20,30g/%, Figuras 4.11 e 4.12), cerca de 6g/% menos que a
Saccharomyces fragilfis NRRL Y-2415 e Saccharomyces gragifis ATCC
16045, que produziram 25,82 e 27,07g/£.de etanol em média, res~

pectivamente, como mostra a Tabela b4.2.

A Saccharomyces fragilis NRRL Y-2K15 apresentou os malo-
res valores de taxa de crescimento mdxima (Tabela 4.3}, com uma
producdo de 24,78 e 26,36g)2 de etanol nos experimentos t e 2, res
‘pectivamente (Figuras 4.9 e h.lﬁ),.enqdanto que a Saccharomyces
dragilis ATCC 16045 apresentou as maiores taxss de consumo maxima
{Tabela 4.3}, com uma produgao de etanol de 25,48 e 28,66g/1% de

etanol nos experimentos 1 e 2, respectivamente {Figuras 4.5 e 4.6}.

Embora a Saccharomyces gfraglilds ATCC 100220 tenba apre-
sentado uma produtividade maxima de 8,95 . 107 'g/2.h (Tabela 4.3)
e produtividade éspec?fica de 7,07 . 10 *h™ ! (Tabela 4.4) no pri-
meiro experimento {figura 4.7), ela apresentou uma producgao de
18,26 e 15,18g/4 de etanol no primeiro e'segundo expefimento, res
pectivamente {Figuras 4.7 e 4,8}, quantias menores que a produzida
pela Saccha&omgaaé §ragifis NRRL Y-2415 ({Figuras 4.9 e 4.10) e pe-

la Saccharomyces 4ragilis ATCC 16045 (Figuras 4.5 e 4.6).

Nas condigoes deste experimgﬁto, a Saccharomyees fraglldis
ATCC 16045 apresentou os maiores valores de taxa de consumo maxima
de substrato (Tabela 4.3), bem como a maior producado de etanocl (Ta
heta 4.2), embora a diferenga da produgao de etanol por esta leve-
dura e a Saccharomyces faagifis NRRL Y-2415, seja de apenas 1,25g/2

{Tabela 4.,2).
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FIGURA k.1. Fermentacido de melo sintetico por facchanomyees fragi-

£is ATCC 8612, pH controlado automaticamente: 1°¢ experimento.

O - pH {1 - Massa seca

A - Lactose : v - Etanol

i

Etaned {3/8)

=



69

5 HERT N
F
L
.
re——B - -
w w7 ::
b
v =
ﬂ‘e.«
of | F M
5 &
£
- kY
§ & a -
: - - y o a 50 L
:‘l o = L4 L= -
- £
=
o
8,5
1 i 3 i i
1 P 3 & 5 Tempa (dias)

FiGURA h.2. Fermentacio de meio sintético por Saccharomyces fragi-

£is ATCC 8612, pH controlado automaticamente: 2°¢ experimento.
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FIGURA 4.3, Fermentagao de meio sintético por Saccharomyces fragi~

£is ATCC B635, pH controlado automaticamente: 19 experimento.
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FIGURA k.4, Fermentacdo de meio sintético poer Saccharomyces gragi-

£is ATCC 8635, pH controlado automaticamente: 29 experimento.
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FIGURA 4.5, Fermentac3o de meifo sintético por Saccharomyces fragi-

£is ATCC 16045, pH controlado asutomaticamente: 19 experimento.
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FIGURA 4.6, Fermentagho de meio sintético por Saccharomyces fragi-

£is ATCC 16045, pH controlado automaticamente: 2? experimento.
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FIGURA L.7. Fermentagio de meio sintético por Saccharomyces fragd-

£4i4 ATCC 100220, pH controlado automaticamente: 1°¢ experimento.
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FIGURA 4.8. Fermentacao de meio sintético por Saccharomyces fragi-

£4is ATCC 100220, pH controlado automaticamente: 2°¢ experimento.
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FIGURA 4.9, Fermentacdo de meio sintético por Saccharomyces frage-
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FIGURA h.10. Fermentacso de meio sintético por Saccharomyces fragi

£i4 NRRL Y-2415, pH controlado automaticamente: 29 experimento.
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FIGURA L4.11. Fermentagao de melo sintético por Candida pseudotro-
picalis ATCL 8659, pH controlado automaticamente: 1% experimen-

to.
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FIGURA b.12. Fermentacdo de melo sintético por Candida pseudotho-
picalis ATCC 8659, pH controlade automaticamente: 29 experimen=
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Durante estes experimentos, o3 minifermentadores tiveram

rd; : - ' .
suas saidas de gases fechadas com selo de agua; em c¢uja dgua deter
minou-se pequena concentracgac de etanol, indicando que houve perda

de etano) por evaporacgao durante o periodo de incubacio.

4,3. Fermentagoes em permeado de soro de queijo concentrado a 22,5%

de lactose

Durante a adaptacgao das leveduras em permeado concentrado
a 22,5% de lactose, conforme item 3.6.1 de '"Materiais e Metodos',
verificou-se que'néo era necessario controlar o pH automaticamen-
"te com adigao de hase ao meio, uma vez que o pH ndo diminuiu, por-

tanto nao causando a inibigao dos microrganismos.

ApGs ‘a adaptagao das cepas, foram feitas fermentagﬁes-néo
aeradas de permeado concentrado a 22,5% de lactose  {concentracgao
nominal), conforme metodologia 3.6.3, cujos resultados sao apre-
sentadoé nas Figuras 4.13 a h.éﬁ. A Tabela 4.5 resume os resulta-
dos finals da fe}mentagﬁo de permeado nao aerado, concéntrade a

22,5% de lactose pelas seis leveduras..

pe forma geral, verificou-sa gque a produgao de etanol foi

baixa, assim como também o consumo de lactose.

As Figuras 4.13 e L.1h mos%ram o comportamento da Sacaha—
rnomyces fragilis ATCC 8612, Em ambos os experiméntcs, houve uma
ﬁrodugéo de cerca de lbg/L de etanol, restando uma concentracan
de lactose de cerca de 170g/4 {(Tabela 4.5). Comportamento semelhan
te a este verificou-se com a Saccharomyces f{ragilis ATCC 8635 no
arimeiro experimento (Figura 4.15), tendo apresentado uma produgao
menor de etanol, cerca de 7,5g/% {(Tabela 4.5), j& no segundo expe-
rimente (Figura 4.16), esta levedura nao consumiu lactose, indican

do estar inibida. A Saccharomgces 4ragilfis ATLCC 16045 {(Figuras
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L.17 ¢ .18} produziv 9,48g/% de etanol no primeiro experimento e
Yh,khg/2 no segundo; a lactose residual no primeiro experimento foi
de aproximadamente 193g/% e no segundo de 184g/¢ (Tebela k.5). A
Saccharomyces {ragills ATCC 160220 nao mostrou atividade fermenta-
tiva no segundo experimento, provavelmente por estar inibida (Fi-
gura 4.20}, enquanto que no primeiro {Figura 4.19) produziu cerca
de 11g/2% de etanol, reétando no . meio 187g/4 de ¥acto;e {Tabela
4.5). A Saccharomyces fragllfis NRRL Y-2415 foi a levedura que mos-
trou estar mais adaptada a consumir lactose em permeado concentrar-
do a 22,5% de lactose. No primeiro.experimento {Figura 4.21) houve
uma produgao de Iﬁ,ZZg}ﬁ de efano% e uma concentracao de lactose
remanescente de 177,3q/% {Tabela 4.5}, enguanto que no ségundo;ex—
perimento (Figura 4.22), estes valores foram de 46,97¢/% de etanol
e }GS,ZQ/Q de lactose remanescente {Tabela 4.5}, Conforme se . ob-
serva, o primeiro experiménto apresenta um vaior de etancl produ-
zido relativamente baixo e um valor bastante alto de lactose resi-
dual. Estes valores provavelmente se devem ac fato de que 2a fase
lag desta fermentacao teve uma duracao maior do gue no caso do se-
- gundo experimento, tendo sido a fase exponenclal desta fermenta-~
¢ao acompanhada por um dia a menos que no outro caso. Estes resul~
tados indicam gue no primeiro experimento, o rendimento foi de
59.47% do tedrico e no segundo 73,02% do tedrico (Tabela k.5) (em
relacio a lactose consumida). Esta levedura tambem apresentou @
maior produ§§o de massa celtutar, 1,18g/% no pr?mefro experimento e
2,09g/% no segundo (Tabela 4.5). As Figuras k.23 e k.24 mostram os
resultados obtidos com Candida pseudotaopicalis ATCC 8659. No pri-
meiro experimento (Figura 4.,23), houve uma producac de 9,862g/8 de
etanol e 169,4kg/% de lactese remanescente, no segundo g,42¢9/% de

etanol e 179.67g/% de lactose remanescente (Tabela 4.5].
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FIGURA L.13. Fermentagado de permeado de soro de queijo por Saccha-
nomyces fragilis ATCC B612: 1° experimento, concentragao nomi-

nal de lactose - 22,5%.
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FIGURA 4.1k, Fermentagho de permeado de sorc de queljo por Saccha-
nomyees fragildis ATCC 8612: 2?2 experimento, concentragao nomi-

nal de lactose - 22,5%.
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FIGURA L4.15. Fermentagao de permeado de s50v0 de gqueljo por Saccha-

nomyees fragilis ATCC BbH3S5:
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FIGURA h4.16. Fermentagao de permeado de soro de queijo por Saccha-
romyces fragllis ATCC 8635: 29 experimento, concentragao nomi-

nal de lactose = 22,5%,
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FIGURA A.17,

fermentacao de permeado de soro de queijo por Saccha-

nomyees fragilis ATCC 16045
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FIGURA 4.18. Fermentacdo de permeado de soro de queljo por Saccha-
romyces fragilis ATCC 160L5: 29 experimento, concentragao nomi

nal de lactose - 22,5%.
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FIGURA L4.19. Fermentacdo de permeado de saro de queijo por Saccha-

nomyces fragllis ATCC 1002Z20: 39 experimento, cOnNcentragado no-

minal de lactose - 22,5%.
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FIGURA 4.20. Fermentagdo de permeado de soro de queijo por Saccha-
nomyces fragilis ATCC 100220: 2¢ experimento, concentragdo no-

minal de lactose - 22,5%.
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FIGURA 4.21. Fermentacio de permeado de soro de queijo por Saccha-
nomyces gragilis NRRL Y-2415, 19 experimento, concentragao nomi

nal de lactose - 22,5%.
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FIGURA 4.22. Fermentagdo de permeado de soro de queijo por Saccha-

aomyces fragllis NRRL y-~-2415:

minal de lactose - 22,5%.
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FIGURA k.23, Fermentagao de permeado de soro e queljo por Candida
pseudotropicaldis ATLC 8653: 1¢ experimento, concentragac nomi-

nal de lactose = 22,5%.
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FIGURA h.24. Fermentagdo de permeado de soro de queijo por Canddida
pseudotropicalis ATCC 8653 2¢ experimento, concentragao nomi-

nal de lactose - 22,5%.
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Embora o teor de lactose remanescente nﬁs experimentos  com
a Saccharomyces fragllis HNRRL Y-2415 fossem altos, esta levedura
foi a que mais produziu etanol {Figura %#.22), sendo que quando a
fermentagéo foi interrompida, esta ainda nao havia cessado, indi-
cando que poderia ocorrer um maior consumo de lactose e conseguen~
temen{e malor producao de etanol, fatos que contribuf?am para sele
ciona-la como a melhor produtora de etanol em permeado concentrado

a 22,5% de lactose.

h.hk. Producdo de etanol por Saccharomyces gfragilis NRRL Y-2h15 em

funcao da concentragao de lactose no permeado

Com a levedura seleclionada nas etapas anteriores, Saccha-
-&amgceé-ékagiiié NRRL Y-2415, foi eétudada a produgao de etanol . em
permeado concentrado a 10‘é 15% de lactose {Fiéuras k.25, b, 26,
h.Z?ve 5.28). A Tabela 4.6 resume os resultados finais das fermen-
tagoes nao aeradas de perméado coﬁcentrado a 10 e 15%, bem como 0s

resultados obtidos com 22,5% de lactose {Figuras L.21 e k.22).

A concentracdoc de etanol obtida no final das fermentagbes
com permeado toncentrado é 10% ¢ 15% de lactose foi praticamente
s mesma e similar na media 3 obtida com 22,5% de lactose inicial
{Tabela 4.6), enquanto que a concentragao de lactose remanescente
aumentou com o aumento de concentracac inicial de lactose no per-

meado (Tabela 4.6).

Chen e col. {1982} também encontraram resultado  similar
para concentragdo inicial de 10% de lactose em permeado de soro de
gueijo suplementado com 0,7% de extrato de levedura e 10mg/% de
ergosterol (356,5g/2 de etanol), tendo ‘tambem encontrado uma massa

celular so final de 4k horas de incubag3o ao redor de 2,0g/%.

J3 Marwaha e Kennedy (1984) encontraram resultados meiho-

res que este para fermentagao de 5,8% de lactose em permeado de
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FIGURA &4,25. Fermentagao de permesdo de soro de gueijo por Saccha-
romycesd gragilis NRRL y-2415: 1° experimento, concentragaoc nomi
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FIGURA 4.26. Fermentacgao de permeado de soro de gueijo por Saccha-

romyees faragidis

nal

de

lactose

NRRL Y~2h15: 29 experimento, concentragac nomi

10%.

pH

tactaose

] -

vo-

Massa seca

Etanol



g

& - 15G
'y
P
f//}v
x)‘
2 ° 3
= g
=
5.0 © ey
. 2
: i
5 i
=
- ;
&
b - . 5@
i 1 i | )
i Fd 1 b 5 Temng (dlss)

FIGURA 4.27. Fermentagao de permeado de soro de queijo por Saccha-
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FIGURA k4.28. Fermentagdo de permeado de saro de queijo por

nomyees fragllis NRRL Y-2L15: 2° experimento, concentragac nomi

nal de lactose - 15%.
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sore de queljo, obtendo 42,6g/% de etanol em fermentacao continua
com Klugveromyees maixdanus NCYC 197 com concentragao de 1204g/28

de celulas secas.

0s valores de rendimento celular obtidos com a Saccharomy
ces fhagifis MRRL Y-2ZA415, nas fermentacoes nao aeradas, oscilaram
de 1,76 . 10 % a 2,66 . 10 *g/g {Tebela 4.6), os quals sado da mes-
ma ordem de grandeza do rendimento celular encontrado por Gawel e
Kosikowskt (1578a} (1,24 . 1077 grama de celula por grama de lac-
tose metabolizada), para a Saccharomyces fraglfis NRRL Y-2h15 adap
tada em permeado concentrade a 22,5% de lactose, rendimento eite
menor ao que obtiveram para a mesma Jevedura sem adaptacao a al~

tas concentragﬁés de lactose.

As fermentagoes de permeado com 22,5% de laétose (Figuras
4.71 e 4.22) ni3o haviam cessado em 103,5 horas de incubagac {cerca
de 4,3 dias), sendo a lactose remanescente alta, come mestra & Ta-
bela k.6, Com permeado com cerca de 15% de lactose, as fermentaf
cBes também nio haviam cessado em 127 horas de incubacao (cerca de
5.3 dias) (Figufés b,27 e Lk.28), sendq E cencentragéo.de lactose
remanescente alta também. Para concentragao de lactose de cercs
de 10%, as fermentacbes cessaram em 2,5 a 3 dias de incubagda (Fi-
guras k.25 e 4.26), sendo a,concantraggo residual de lactose cerca

de 1,00/%.

Visando incrementar o consumo de lactose e reduzir o tem
po de incubagao, prccurou456 produzir wmaior concentracac de mMassa
celular procedendo aeragao do meio no infcio da fermentagao, com
concentracobes inicials de lactose de 22,5 e 15% (Figuras 4.29, %.30,
L.31 e 4.32}. A Tabela 4.7 resume os resultados finals destas ferw

mentacoes.
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0s resultados obtidos mostram que a maxima producao de
etanol para um consumo quasse que total da lactose, fol conseguida

com concentragac inicial de lactose de 5% e aeracao (Tabela 4.7), re

sultados diferentes do encontrado por Moulin e col. (1980), gue se
lecionaram a concentragao inicial de lactose de 10% para um teor
residual de lactose desprezivel. Estes pesquisadores obtiveram um

rendimento de 84,1% do teorico e um consumo de 0% de lactose pre

sente no permeado, com uma produgao de 6% (p/v) de etanol.

A producado de etanol referente as fermentagOes com concen
tfagéo inicial de lactose de 22,5% e aeragao de 1 VVM na fase ini-
cial (Tabeta %.7), foi menor gue a obtida por Gawel e Kosikowskl
{}9?83), com o.mesmo microrganismo (80,5g/8 de_etanol a partir de
permeado de soro de queijo concentrado a 24,04% de lactose, suple-
mentado com NHyH:P0x e NHLOH). Estes pesquisadores obtiveram pa
ra esta fermentacgao um rendgmente de ?3,4%, valor acima do valor
médio encontrado por nos, de 65,39% (Tabela L4.7) e uma concentra-

cao remanescente de lactose de 25,60g/% {em 15 dias de incubac¢do,

2% de indculo em relagho a lactose presente no permeado, sem ae-
racac), também proximo do valor por nSs éncontrado, de 2?,&kg/£
{média dos dois experimen;os) {Tabela 4.7}, 0 rendimento celular
obtido para as fermentagoes aeradas {%abela k7)) fofam levemente

superiores sos obtides nas fermentagdes nao aeradas (Tabela B.8},

porém da mesma ordem de grandeza.

fom o ohjetivo de melhorar o desempenbo obtido com as fer
mentagoes aeradas de concentracao inicial de lactose de 15%, tes-
tou~se a suplementacac nestas coﬁdigﬁes com (HH4) .80, e KHaPO, de
acordo com o item 3.6.6 de ""Materiais e_Métodos”_ 0s resultados ob
tidos estac apresentados nas Figuras .33 e 4.34 ¢ sumarizados na
Tabela 4.7. Estas fermentagdes produziram maior concentragao  de

massa celular do que em permeado concentrado a 158% de lactose con

seragioc ¢ sem suplementagao, bem como maior rendimento celular, mas
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FIGURA 4.29. Fermentacdo de permeado de sorc de quel jo com aeragao

por Saccharemyces fragilis NRRL y-2415. 12 experimento, concen
tragao nominal de lactose - 22,5%.

Q -~ pH 0 - Massa seca

& - factose ¥ - ftanol

{inha pontithada - momento em que 3 aeragac fol interrompida.
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FIGURA &4.30. Fermentacao de permeado de soro de queljo cow aeragao

por Saccharomyees {nagilfis NRRL ¥Y-2hi5: 2% experimento, concen

tragao nominal de lactose -~ 22,5%.
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FIGURA 4.31. Fermentagao de permeado de soro de gqueijo com aervagac

por Saccharomycesd fragilis NRRL y-24t5: t¢ experimento, concen
tracao nominal de lactose - 15%.

O~ pH fJ- Masssa seca

AN - Lactose V- Etanol

Ltinha pontilhada - momento em gque a aeracao foi interrompida.
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FIQURA h.32. Fermentacdo de permeado de soro de queijo com aeragaoc

por Saccharomyces fragllis NRRL Y-2h15: 2°¢ experimento, concen

tracho nominal de lactose - 15%.
O - pH (1~ Massa seca
OH - tactose v~ Etanol

Linha pontilhada - momento em que 3 aeragao foi interrompida.
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FIGURA 5.33. Fermentagao de permeado de scro de queijo suplementa-
do com (NHy)250, e KH2POy e aeracdo por Saccharomyees fragildis

NRRL Y-2415: 19 experimento, concentragaoc nominal de lactose:

15%.

G - pH {1 - Massa seca

A~ Lactose Z - Etanol

Linha pontilhada -~ momento em que a aeragao fol interrompida.
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FIGURA b4.34. Fermentagao de permeado de soro de queijo suplementa-

do com {(NHy)} 50y e KHPO.4 e aeragido por Saccharemyces fragllis

NRRL Y-2415: 2% experimento, concentracgao nominal de lactose -

15%.

O - ph O~ Massa seca

A - tactose ¥ - ftanol

Linha pontilhada - momento em Qque a aeracao fol interrompida.



a concentracan de etano] obtida foi menor para © mesmo tempo de

incubagao (50 horas).

A sequir, foram feitas fermentagoes em permeado de SO0
de queljo com eeracdo de 1 VVH na fase inicial e com concentragao
smicial de lactose de 17 e 22,5%, cuja fragao proteica havia sido
hidroltisada com protease fangica, conforme item 3.6.5 de H¥ate-
Tiaié e Métodos'', uma vez que 0s aminoacidos resultantes desta hi
drolise poderiam satisfazer, em parte, as exigeéncias nutricionais
da Saccharcmyoes fragidds. Os resultades destas fermentacoes as-

.

tao apresentados nas Figuras k.35, b.35, .37 e 4.38 e estao suma-

rizados na Tabela k.8,

As fermentac¢oes com permeado concentrado 2 17% de lactose
{Tabela 4.8} e tratado com protease filngica, apresentaram rendi-
mento celular medio de 0,6339/9 (Tabeia E.8), maior que nos de-
mais experimentos, com excegao das fermentacoes de permeado suple-
mentado coﬁ (NH,) 250, e KH,PO,. Este valor foi aproximadamente 50%
menor do que o valor obtido por Vienne e von Stockar {1985}, que

conseguiram rendimento celultar de §,071g/g com KKugué&Omgcaé fra-

gilis NRRL 665 em meio sintrético contendo lactose como fonte de
earbono e adicionado de aminodcidos. Apesac disto, 2 produgac . de
etancl fol menor gue nas fermentacoes de permeado concentrado - @

15% de lactose e aeracao (Figuras .31 e L.32).

As fermentagoes de permeado concentrado a 22,5% de lacto-
se e tratado com protease\fﬂngica (Figuras 4.37 e 4.38), produzi-
ram em média menor quantidade de massa celular que &as fermentagoes
de permeado concentrado a 17% de lactose e também tratado com pro-
tease (Figuras 4,35 e h.36 e Tabela h.8). A produgao de etanol fol
praticamente a3 mesma nos dois casos, porém, a concentracao de 1acr
taose remanescente foi alta para concentragao inicial de 22.,5%
{20,67g9/% no primeiro experimento e Lt 88g/% no segundo) e apenas

cerca de 2,5%g/% para concentragao inicial de 17%. Quando comparadas
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FIGURA h.35. Fermentagdo de permeade de soro de queijo tratado com

protease fanglica e aeracao por Saccharomyees fragifds NRRL ¥ -
-2415, 19 experimento, concentracgac nominal de lactose - 17%.
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{inha pontilhada - momento em que 3 aeracao fol interrompida.
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FIGURA 4.36. Fermentagao de permeado de soro de gueijo tratado

com protease fangica e aeragao por Saceharemyces fragidas  NRRL
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FIGURA 4.37. Fermentacao de permeado de soro de

protease fangica e aeracac por Saccharomyees dragffis NRRL

~2415,;

19 experimen
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115

{
:
t
i
! !
i 7
6 I
% 5 i e |50
i _"___,_.--‘ﬂ"—"'m
|
= |
= : 5 |3
ol ey ey
) o i i =
& X ' s L
s \\é - 2 2 g
2 Q ‘Q;'\ 3 by
i ,
£ E 1484 (- 25
»
1 1
¥ H Tempo {dias)
FIGURA 4.38. Fermentacso de permeado de soro de queljo, tratado

com protease flngica e aeragdo por Saccharomygces fraglfis NRBL
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Linha pontilhada - momento em que a aeragao foi interrompida.

Y-2415: 2% experimento, concentracao nominal de lactose - 22,5%.
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as fermentagﬁes de permeado concentradeo a 22,.5% de lactose ¢ asera-~
taoc nao tratado vs, tratado com protease fungica (Tabelas 4.7 e
.8}, verifica~-se que a produgao de etanol foi maior quando o per-
meado nao. foi tratado com protease fGngica, enquanto que o rendi-
mento celular fol maior para o permeado tratade com protease Fan-
gica. A diferenga de tempo para estas duas fermentacoes foi de cer
ca de trés dias a mais de incubagac para permeado ndo tratade com

protease fuangica (Figuras 4.28, 4.30, b4.37 & L.38).

A producgao de etanol e massa celular em permeado concen=
trado a 22,5% de lactose sem aeragﬁo {(Tabela 4.6} foram menores

que no permeado concentrado a 22,5% de lactose tratado com protea-

se fingica {Tabela 4.8)}.

A Tabela 4.9 mostra os parametros cinéticos para as fer-
med;agaes de permeado com 10% de lactose (Figuras 4.25 e 4.26), -15%
e 22,5% de lactose e aeraczo {(Figuras 4.31, 4.32, 4.29 ¢ 4.30). A
Tabe}a é.iﬁ mostra os parametros ¢inéf$cos para as fermentagbes de
permeado concentrade a 15% de tactose e.sup?ementado com {(NH,) 50,
e KH PO, (Figuras 4.33 e h4.34) ¢ permeado com 17 e 22,5% de lacto-
se tratado com pratéase fingica (Figuras %.35, 4.36, 4.37 e 4.38},
Valores da ordem de 0,78h" ', em média, foram obtidos para a produ-
tividade especffica méx{ma, nos experimentos com 10% de lactose sem
aeracao e com:22,5% de lactose e aeragao, o5 quais foram os valo-
res mais altos encontfados nestes experimentos {Tabelas 4.8 e L.10),
valores estés acima dos encontrados por Bothast e col. {1986), que
obtiveram uma produtividade especifica média de 0,031h Y para cin
co leveduras cultivadas em meio sintético com concentragao inicial

de lactose de 20%.

"King e Zall (1984) obtiveram uma produtividade especifica

lactose: Janssem e col. (1984) obtiveram uma produtividade de 7.1n7t

com reciclo de células e permeado concentrado a 128g/8 de Jactose.
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0 maior valor de produtividade maxima encontrado 2,59/8.h
foi obtido com permeado concentrado a 174 de lactose @& tratado com
protease fungica (Tabela .10}, valor este menor que o obtido por
Vienne e von Stockar (198%5), que conseguiram uyma produtividade de
£.,23g/8%.h e.um rendimento de 91% dd rendimento tedrico, em fermen-

tagao continua com reciclo de celulas.

Valores de produtividade maxima da ordem de 100 a 135¢/L.h
foram encontrados por Mehaia e Cheryan {1384}, trabalhando C o
meio sintético com 150g/% de lactose e um reator de fibra oca car-

regado de célutas de Kluyveromyces fragllis.

A maior concentracao de etanol, H2,81g/%, em media, foi
obtida cqm'permeado com 22,5% de 3actoge e aeragao na fase inicial
(fabe1a #.7, Figuras 4.29 e 4.30), sendo que, neste caso, & prody
tividade especifica héximé obtida foi de 0,77h" 1 eﬁ média {Tabela
k.9}.

Nas fermentacoes com 15% de lactose e aeragao na fase ini
cia1,_o$teve—se uma concentraggo remarescente de lactose média de
2,0h4g/8 {Tabela ﬁ.?), sendo que neste caso obteve-se uma taxa de
consumo-especffiéa de substrato de 1,90h 1, em média ({(Tabela 4.9,

Figuras 4.31 3.4.32).

A maior massa celular obtida foi com permesado com 15% de
lactose suplementado cam {NH@);éOq.e KHaPOy, 7,22g/7/% em média (Ta
bela 4.7), sendo que neste caso, a taxa de crescimento especifi-
co maxima foi de 0,13h™Y, em média tTébela B, 10, Figuras 4.33 e
,34), Moulin e col. {1980a) obtiveram uma taxa de crescimento es-
pecffico maxima de 0,17h ' para Candida pseudotropicalis 1P 513 cul-
tivada em permeado concentrade a 20% de lactose, resultado s@eme -
thante ao que cobtivemos para a fermentacao de permeado concentrado
a 22,5% de lactose e aeraggb na fase inicial {(0,1647%, em média -

Tabela 4.98), sendo também da mesma ordem de grandeza dos valores

obtidos nos demais experimentos.
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h.5. Obtencdo de B-galactosidase

4.5.1. Obtengao de B-galactosidase de celufas de mindfen-
mentadox

Celuias de Saccharomyces fragilis MRRL ¥-2Ah15 foram obti-
das conforme item 3.6.4 de "Materials e Métodos'", com permeado con
centrado a 15% de lactose. Foram feitas duas fermentagces, em mini

fermentador, obtendo~se 1,5 litros de meio fermentado.

A sequir, as células obtidas foram separadas conforme
item 3.11.1 de 'Materials e Metodos', efetuando~se, em sequida, a
autolise das mesmas cogforme item 3.11.2 de "Materiais e HMétodos”
para os tempos de autdlise de 17, 2% e 41 horas, a partir das quais
obteve-se trés extratos enzimadticos de lactase {extratos enzimati-
cos t, 1l e t11), conforme metodologia 3.11.3 de '"Materiais e Me-
todos"., Os trés extratos énzimétfcos assim obtidos foram testados
gquanto 3 sua atividade de hidrolise de lactose, conforme |tem 3.1L6

de *Materiais e Metodos'®,

A'Tabe?é L, 11 mostra a atividade enzimatica obtida com
. os extratos enzimaticos 1, il e J1l. Nela se pode obhservar oque o
valor de atividade enzimdtica para o extrato enziméatico 1, expres
so na forma de umol de glicose liberada por minuto e por mi de ex-
trato enzimatico (UGL/mf Ext.) nao foi semelhante aos outros dois
casos, uma vez que ela foil menor do que a obtida para os rempos

de autdlise de 17 e 41 horas.

A atividade enzimatica expressa em umol de glicose libera
da por minuto e por miligrama de células autolisadas (UGL/mg Cel.Aut.)
para o extratc enzimatico | foi de 4,81 UGR/mg Cel. Aut. (Tabela
4,11}, que é maior do que o valor obtido para o extrato enzimati-
co {1l. No entanto, a atividade enzimatica obtide com os extratos
enzimaticos |, i1 e {1l expressa na forma uymel de glicose liberada

par minuto e por miligrama de células (UGL/mg Cel. Aut.] mostra
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que houve uma perda de atividade enzimatica por célula autolisada
com o aumento do tempo de autdlise {Tabela 4.11). Comportamento si
milar ao relatado por Bales e fastillo (13879). Este comportamento

tambem foi confirmado pelos dados obtidos na determinacac da ati-

vidade enzimatica dos extratos I, |l e il com orto-nitrofenil-~g~
~D~galactopiranos{deo (ONPG) como substrato da lactase {Tabela
ChOT,

Os.vafores de atividade expressos na forma umol ONPG  por
minuto e por miltilitro de extrato enzimadtico (UONPG/mfL Ext.}, - ou
por miligrama de ce€lula autolisada (UONPG/mg Céi.Aut.)ﬁ 530 menores que
os respectivos valores de atividade em UGL/mi bﬂ;‘ouUG&h@ cel. Aut.,
guardando, contudo, © mesmo comportamentio em funggb do tempo de

autolise,

0 resultado obtido 6$ 1? horas de autclise & equivaiente
a uma atividade de 3,31 . fo"épma1_de'0HPG hidrolisade por <cé&lula
autolisada por minuto, valor superior ao encontrado por Barbosa e
col. (1985}, que obtiveram uma atividade de 0,5 . 10 *lumol de ONPG
hidrolisadoe por célula por minuto, para células permedveis de Kluy-
veromyces {ragitis cultivada em meio sintdtico com 3% de lactose.
Chén e col. {1985} obtiveram uma atividade de lactase de células
de Kluyveromyees 5@a9iﬁié’de 0,k4umol de lactose hidrolisada por mi
nuto por miligrama de ceélulas, cerca de 35 vezes menor do que a-ati
vidade que obtivemos em 17 horas de.auté1ise {Tabela 4,11}, Bales
e Casti??o t?979} também obtiveram uma atividade.de tactase de Can
dida pseudotropicalis de 2,68umol de ONPG hidrolisado por wminuto
e por miligrama de celula autelisada, resultade similar ao nO5s0
para 17 horas de autélise, quando cultivaram a levedura em soro de
gquet jo com 2% de lactose e supiementado.cmm 0,25% de {NH,)},S$0,, po
rem, nosso resultado para 17 horas de sutolise € 2,3 vezes maior
que o obtide nor Mahoney e Whitaker (1978}, que obtiveram ums ati-

yidade de !,125umol de ONPG hidrolisado por minuto e por miligrama
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de células, a partir de uma suspensao de 200mg cel./ml de células
de Kfuyveromyees fragdlds, cultivada em permeado concentrado a 15%

de lactose,

4.5.2. Caracterizagao de extrato enzimadtice de p-galacto-
sidase a pantin de celufas de Saccharomyces gragli-
Lis NRRL Y-2415 obiidas em fenmentacdo escala piloto

A fermentac3o em escala piloto {item 3.6.7. de "Materiais
e Métodos"), foi iniciada com uma taxa de aeragao de 0,5 VVM, mas
com adicao de antiespumante, provavelmente em excesso, devido a
dificuldade de controlar a espuma que se formava, & fermentagac fol
inibida, so0 voltando a mostrar atividade fermentativa cerca de 6
horas ap0s a interrupgac da aeragao, a qual tambem foi mantida por
cerca de & horas. A concentrag%o inicial de lactose foi de 158,109/
sendo que guando a fermentacdo foi interrompida, 48 horas apds, a

concentracado de lactose era de-20,00g/4.

0 permeado fermentado foi ultrafiltrado para remogao e
lavagem das células, conforme itens 3.12.1 e 3.12.2 de "Materiais
& Métodos'. Umas aliguota desta suspensac.celular lavada foi autoll
sada por trés tempos diferentes: 20, 28 e kb horas {conforme itens
2.11.2 e 3.11.3 de '"Materiais e Métodos'"). Os sobrenadantes ohti-
dos destas células foram denominados extratos enzimaticos IV, V e
Vi,

Uma segunda alfquota foi ressuspendida em agua destilada
e centrifugada, conforme item 3.11.1 de 'Materials e Metodos', e
autolisada conforme itens 3.11.2 e 3.11.3 de '"Materiais e Métodos',
por 20, 28 e U4 horas, obtendo-se tres sobrenadantes que foram de-

nominados extratos enzimadticos Vi, VI'1 e tx.

As Tabelas 4.12 e 4,13 mostram os resultados obtidos pars
05 extrates enzimdticos IV a 1X, para os diferentes tempos de autd

lise.
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0s valores de atividade obtidos & partir dos extratos en~
zimaticos IV, V e VI, apresentados na Tabela 4.12, tanto en 115
como em UONPG por mililitro de extrato, aumentaram com o aumento
do tempo de autdlise, enquantco gue a atividade medida em UG2 ou
UONPG por mitigrama de celulas autolisadas diminuiu quando o tempo
de autOlise aumentou, indicando que parte da lactase foi inativa-~
da, confirmando os resﬁitados obtidos com o5 extratos enzimaticos
I, t1 e 141 {Tabela 4.11). 0s resultados obtidos a partir dos ex-
tratos enzimdticos Vil, Viil e IX apresentaram também comportamen-
to similar para a2 atividade enzimatica medida em UGL por mililitro
de autolisado, sendo qﬁe em aﬁbos os tasos, estes valores (UG /ma

ext,) sac da mesma ordem de grandeza.

A atividade enzimdtica medida em UOPNG por mitilitro de

‘extrato para o extrato enzimatico IX & menor gue para o extrato en

zimatico Vill {Tabela B.12). As atividades de lactase dos extratos
enzimaticos Vi1, Viitl e IX (Tabela 4,13}, medidas em UOPNG por mi~-
1iiitro ou miligrama de células autolisadas, também t&m & mesma

ordem de grandeza dos valores obtidos a partir dos extratos enzi-

maticos IV, V e Vi (Tabela 4.12}, para os trés tempos de autdlise.

0s valores apresentados nas Tabelas .12 e 4.13 sao valo~
res proximos e, levando em conta que no preparo dos extratos en-
zima3ticos as suspensoes celulares tinham praticamente o mesmo n&mg
ro de ¢élulas, istc mostra gue apenas a lavagem das celulas na plan
ta de ultrafiltragao foi suficiente, sendo desnecessaria a segunda
tavagem das células com adgua destilada e posterior separagﬁb por
centrifugacao.

Para ambos 05 extratos enzimaticos IV e Vii obteve~-se,

respectivamente, uma atividade de lactase de 2,92 .10 % e 3,25 . 1078 umot
de ONPG hidrolisado por celula autolisada por minuto, valores naigo

res que o ohtido por Barbosa ¢ col. (19853 (0,5 . 10 'lumol UNPG
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hidrolisado por células por minuto}, sendo estes valores da mesma

ordem de grandeza ao obtido com ¢ extrato enzimatico 1,

Para ambos os extratos enzimaticos {V e VIi, nossos re-
sultados sao cerca de 10,5 vezes maiores que os obtidos por Chen e
col. {198%) (G,nggi de lactose hidrolisada por minuto por miligra
ma de celulas) e cerca de 1,6 vezes maiores do que o valor obtfdo
por Bales e Castillo {1979) para hidrolise de ONPG. Sao maiores tam
bém que os respectivos valores obtidos com o extrato enzimatice |

(Tabela &.11}.

Para os extratos IV e Vil (Tabelas ,12 = 45.13), NGsSsos
valores de atividade para hidrolise de:lactose em UGL por miligra-
ma de células autolisadas, sac maiores gue a atividade conseguida
por Jasewicz & Wasserman {1961), que obtiveram um valor de.2,2ymol
de lactese hidrolisada.por minuto ﬁor miltigrama de celulas 5eCas
de Saccharomyces 5&&5&2&6, quando eéta levedura foi cultivada em

sarn“de_quei}o com (NHL) 2504, KHoPO, e extrato de }evedura.

4.5.3. Defeaminagdo de K, eV, para g-galactosidase de
Saccharomyces gragifis NRRL ¥-Z415

Nas Tabelas L.14 e 4.15 sao apresentados os valores = de
veiocidades.iniciéis de hidrdlise de lactose (v;) em fungdo do tem
no de autolise e concentragao de lactose, deierminados conforme
ftem 3.11.5 de '"'Materiais e Métodos" e os valores de K {constante
de Miéhae}is—ﬂenten) e Vm {Velocidade maxima} obtidos para uos ex-
tratos enzimaticos [V a [X. 0s dados de lactose hidrolisada versus
tempo para o0s extratos enzimaticos {V a IX e para as concentragdes
de lactose de 1,25, 2,5, 5,0, 7,5 e 10,0% de Jactose, sao apresen
tados nos graficos 7.1 a 7.36,.n0 apéndice, sendo que Ky e Vo fo-
ram determinacos pelo qrafico de Lineweaver-Burk (ifvi x 1/S}, que

também sdo apresentados no apéndice.
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Para ;Qdos 05 extratos enzimaticos, verifica-se nas Tabe-
tas 4.1 e 4.15 que a enzima estava saturada em concentragdes  de
tactose maior ou igual a 7,5%., 0s valores apresentados em ambas as
Tabelas sao da mesma ordem de grandeza, sendo que os valores de

velocidade inicial e velocidade maxima (Vm) aumentaram com © aumen

to do tempo de sutalise, indicando que houve maior liberagio de
enzimas das células, confirmando os dados jd analisados no item

5.2,
0s valores obtidos para Km $a0 proximos uns dos outras,

sendo o maior valor enconirado para extrato enz?mét?co IV (Tabela
.14}, que zpresentou um valor de 67,93 milimol! de lactose por }i-
tro, valor acima da média. A média dos seis valoréé obtidos para
K, (Tabelas k.1k e &.15) € 60,32 milimo} de ¥a;tose por litro, se
o valor referente ao tempo de'autéiise de 20 horas para o extrato.
enzimdtico v for exclufdo, a média dos outros cénce valores &
58,72 milimol.de lactose por litro, gue & k,2 vezes maior ao en-
contrado por Greenberg e Mahoney (1981), gque relataram ter encon-
trado K fgual a 14 mitimol de lactose por litro para & Saccharo-
myces é&agiﬁié.'Porém, este mesmo valor médio (58,72) é 1,9 vezes

menor ac encontrado por Weetall e col. (1974}, que obtiveram um Koy

de 112 milimol de lactose por litro para ltactase solavel de leve-

dura.
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TABELA 4. 1k4. Velocidade inicial de hidrdlise de lactose por lacta-
se de Saccharomyces gragelis NRRL Y-2415 para os extratos enzi-

maticos 1V, V e VI.

Extrato enzimatico

Lactose
{3} IV v v
1,25 1,31 1,71 2,08
2,50 2,24 _ 2,74 : 3,07
5,00 2,68 2,87 3,96
7,50 2,40 ' 3,17 4,32
10,00 2,38 3,15 A,
v ' 3,88 L2k 6,20
K ' 67,93 54,20 62,00
Vi e dado em mi]fmo? de lactose hidrolisada por litro e por minuto.
V_ € dado em milimol de lactose hidrolisada por litro e por minuto.

-~
14

¢ dado em milimol de lactose por litro.
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TABELA 4,15, VYelocidade inicial de hidrolise de 1act0$e por lacta-

se de Sacchanromyces fragdfis NRRL Y~2415 para oz extratos enzi-

maticos VI, VII} e (X,
Extrzto enzimatico
Lactose
(%) Vi Vit £X
1,25 1,33 1,69 i,98
2,58 2,15 2,63 : 3,48
5,00 o 2,47 2,93 3,76
7,50 2,72 3,36 3,88
10,00 . ' 2,52 3,21 3,71
v 3,42 4,35 5,49
K ‘ 57,20 56,20 64,01
V, & dado em milimol de lactose hidrolisada por litro e por minuto.

V¥ & dado em milimol de lactose hidrolisada por litro e por minuto.

o=
m

dado em milimol de lactose por litro,
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5. CONCLUSOES

I. Dentre as leveduras estudadas: Saccharomyces fragilis
ATCC 8612, Saccharomyces fragilis ATCC 8635, Saccharomyces frha-~
gilis ATLC 16045, Saccha&omgceb fragllis ATCC 100220, Saccharo-
myees fragllbis NRRL Y-2415, Candida pseudotropicalis ATCC 8659 e
Candida pseudotropicalis 10C 2697, a Saccharomyces fragilis HRRL
¥-2415 foi a que apresentou melhores caracteristicas para a metabo
tizacao de lactose em permeado de soro de queijo obtido por ultra

filtragao concentrado a 22,5% de lactose inicial,

2. A Saccharomyces fragllis NRRL Y-2h15 mostrou que em
condigoes anaerdbias a concentragdo inicial de lactose para o con-

sumo total da mesma, em trés dias de fermentacao, estava ap redor

de 10%.

3. A Saccharomyces fragifdis NRRL Y-2k15 mostrou que com a
aeragao da cultura com uma taxa de 1 VVM na fase inicial de fermen
tagao, a concentracao inicial médxima de lactase para o consumo to-
tal da mesma, em trés dias de fermentagﬁﬁ, estava ao rédor_de 15%.
Heste caso, a producao de etanol e a conversao de substrato em sta-
nol foram maiores‘que nas fermeﬁtagSes:com 10% de lactose sem ae-

ragao.

4. A producdoc e o rendimento em etanol diminulram quando
o permeado foi suplementado com sulfato de aménio {0,1%) e fosfato
de potdssio monobasico (0,05%), ou quando o permeado foi tratado
com protease fungica, contudo, ¢ rendinento celular fol maior gque

nas demais fermentagoes,
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5. 0 concentrado enzimdtico de lactase foi obtido pela
autdlise de céfulas de levedura, obtidas a partir da fermentacgao
de permeado com concentragdo inicial de lactose de 15% e aeragaoc
de 1 VVM na fase inicial da mesma.

6. A ruptura celular durante a autclise das células para
extragao da lactase aumenta com o aumento do tempo de incubacao,
Porem, a inétivaggo da enzima & proporcional ac aumento do tempo
de autdlise, sendo a atividade final 2 somatoria destes dois efei-

tos.

7. 0s resultados obtidos confirmam a possibilidade de se
obter iactase e etanol como subproduto.a partir de permeado de so-
ro de queijo fermentado por é@ccha&omyﬂeé dragllfis  HRRL Y-2415,
Este uso do permeado pode contribuir para minimizar o preoblema de

pdluigéo ambiental causado pelo descarte de soro de queijo.
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pectivos graficos de Lineweaver-Burk,
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tose.
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tose.
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FIGURA 7.8. Extrato enzimadtico V {28 horas de autélise), 2,5% lac-

tose,
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153

15 +
<«
=
af
PR
&
vy
L3
- a
g ///
5L O////G
i ] i3 i } 11 i i i
4 8 2 16 20 24 28 32 16

Tempo (mloutos}
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FIGURA 7.11. Extrato enzimdtico V (28 horas de autolise), 10% lac-
tose.

v, = 3,151mM lactose/min.
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FIGURA 7.13. Extrato enzimatico VI (44 horas de autolise), 1,25%

lactose.

v, = 2,08mMH lactose/min.
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FIGURA 7.21. Extrato enzimatico Vii (20 horas de autolise), 5% lac

tose,

v = 2,h7mH lactose/min.
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v, = 2,72mM ltactese/min.
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FIGURA 7.25. Extrato enzimatico Vitl (28 noras de autélise), 1,25%

lactose.

v, © 1,69mM lactose/min.
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FIGURA 7.31. Extrato enzimatice IX (4% horas de autclise), 1,25%
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v, = 3,76mM lactose/min.
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