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Introducdo

O soro de leite, coproduto da indistria de laticinios, € composto por lactose (4,5-5% plv), proteinas (0,6-08% p/v), lipidios (0,4-0,5% p/v) e sais minerais (8-
10% de extrato seco) (DRAGONE et al., 2011). A lactose do soro é responsével pela alta demanda biolégica de oxigénio (DBO = 30-50 g/L), bem como
demanda quimica de oxigénio (DQO = 60-80 g/L) desse co-produto (GUIMARAES et al., 2010). Assim, sua utilizago como fonte de carbono em diferentes
bioprocessos pode minimizar os problemas ambientais relacionados com parte do soro que ainda é descartado ao meio ambiente (ALVARENGA et al., 2017).

Visando facilitar a sua manipulacdo, armazenamento e transporte, uma grande fragéo de soro é submetida ao processo de secagem para a producédo de soro em
po (YANG; SILVA, 1995), o qual se apresenta vantgjoso, devido a alta concentracdo de nutrientes. Assim, 0 uso do soro pode se tornar um substrato atrativo
paraleveduras em processos fermentativos e para a produgéo de compostos de interesse biotecnol 6gico.

As leveduras do género Kluyveromyces sdo as principais biocatalizadoras do soro. As espécies Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus,
especia mente, tornaram-se importante na pesquisa e nainddstria por serem consideradas como organismos GRAS (Generally Recongnised As Safe) pela FDA (

Food and Drug Administration) (SPOHNER et al., 2016) e por possuirem capacidade de assimilar a lactose como fonte de carbono (BENIWAL et al., 2018),
possibilitando o uso do soro como matéria-prima para producédo de biomassa e produtos de alto valor agregado.

Nesse sentido, objetivou-se com este trabalho utilizar o soro de leite em pd como substrato para cultivo de leveduras do género Kluyveromyces e determinar
Seus parametros cinéticos.

Material e métodos

A. Microrganismos

Foram utilizadas as leveduras K. lactis ATCC 56498 e K. marxianus UCD 61-293, da Coleg&o de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello, mantidas a -
20°C em meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose), composto por extrato de levedura (1%), peptona (2%) e dextrose (296).

B. Meio de cultura para a fermentacéo

O meio utilizado para a fermentac&o foi composto por soro de leite em pd suplementado com 2% de sulfato de amdnio, com concentraggo final de lactose de
6%. O soro foi esterilizado por filtragdo, utilizando uma membrana semipermeavel de 0,22 pm.

C. Cultivo

As leveduras foram inoculadas em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de soro de leite. A fermentagdo foi realizada em incubadora rotatéria com agitacéo
de 150 rpm e temperatura de 30°C, por 12 h. Aliquotas de 1 mL foram retiradas em diferentes interval os de tempo para determinacéo da densidade éptica (DO)
através de um leitor de microplacas a 620 nm. Aliquotas de 1 mL também foram retiradas para a determinag@o da biomassa, sendo que as células foram
separadas por centrifugacéo (2000 rpm, 5 min) e levadas a estufa (80 °C) até atingir peso constante.

D. Consumo de lactose
A determinacgo de lactose consumida durante o cultivo foi aferida a 570 nm, conforme o método de DNS (MILER, 1959), a partir de uma curva padréo com
concentragdes de lactose variando de 0,1 a1 g/L.

E. Determinagao de parametros cinéticos

A velocidade especifica de crescimento (1) foi determinada graficamente como ainclinacdo da curva na fase de crescimento exponencial em um gréfico In (DO
620nm) x tempo. O fator de conversio de substrato em células (YX/S) foi calculado através da raz&o entre a variagdo da biomassa e a variagdo da
concentrag@o de lactose. A produtividade volumétrica de biomassa (QX) foi determinada por meio da razéo entre a variagdo de biomassa pela variagdo do
tempo de cultivo.

Resultados e discusséo
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A curva de crescimento das leveduras esta apresentada na Figura 1. Percebe-se que foram identificadas as quatro fases de crescimento (lag, log, estacionaria e
morte) para a K. marxianus, sendo que na fase estacionéria (111) observou-se o maior valor de DO. Em relagdo a K. lactis, apenas foram detectadas as fases lag,
log e morte.

Na Tabela 1 estéo apresentados os valores médios da velocidade especifica de crescimento, produtividade volumétrica de biomassa e fator de conversdo de
lactose em células. De acordo com a Tabela 1, verifica-se que o maior valor para a velocidade especifica de crescimento (0,32 h-1) foi observado para a K.
lactis. Entretanto, a levedura K. marxianus apresentou @ maior produtividade volumétrica, cujo vaor foi de 0,26 g/L.h. Segundo Saini, Beniwal e Vij (2017),
K. marxianus apresenta caracteristicas fisiol6gicas mais atrativas do ponto de vista industrial, justificando a maior producéo de biomassa. No presente estudo,
diversas varidveis podem ter influenciado no processo fermentativo das leveduras, como temperatura, concentraggo inicial de inéculo e lactose, pH, bem como
agitacéo.

Alvarenga et al. (2017), utilizando soro de leite ndo suplementado para producéo de biomassa de K. lactis, observaram valores para velocidade especifica
variando de 0,58 + 0,08 a0,32 + 0,09 h-1, produtividade de 0,34 + 0,0 a0,47 + 0,13 g/L.h e fator de conversio de lactose em células variando de 0,16 + 0,01 a
0,23 + 0,06 g/g, para soro de leite e soro de leite concentrado, respectivamente. Tais resultados se divergem em alguns pontos do presente estudo
provavelmente devido a temperatura empregada (35° C) para o crescimento da levedura. Segundo Dragone et a. (2011), o aumento da temperatura favorece o
consumo do substrato pelo microrganismo.

Yadav et al. (2014) ao realizarem a fermentagfo de K. marxianus utilizando soro como substrato, constataram valores de 0,20 h-1, 0,16 g/L.h € 0,12 g/g para ,

QX e YXI/S, respectivamente. Segundo os mesmos autores, as condigdes extremas empregadas no cultivo (pH igual a 3,5 e temperatura de 40° C) e a falta de
suplementag&o de nitrogénio sfo fatores que podem ter influenciado nos baixos val ores dos par&metros cinéticos.

Conclusdo

A espécie K. lactis apresentou uma maior velocidade especifica de crescimento (0,32 h-1), em contrapartida a K. marxianus teve uma maior produtividade
volumétrica (0,26 g/L.h). Conclui-se, portanto, que soro de leite se mostrou como uma aternativa vidvel para a producéo de biomassa de leveduras do género
Kluyveromyces, as quais podem ser utilizadas para produg@o de biocompostos de alto valor agregado. Ressalta-se, no entanto, a necessidade de avaliar o
processo fermentativo em outras condi¢des de cultivo.
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Tabela 1. Parametros cinéticos para o cultivo de leveduras em soro de leite

Microrganismo p(h-1) QX (g/L.h) YX/S (g/g)
K. marxianus 0,15 0,26 0,12
K. lactis 0,32 0,13 0,10

Legenda: 1= velocidade especifica de crescimento, QX = produtividade volumétrica de biomassa e X/S = fator de converséo de substrato em células
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Figura 1. Curva de crescimento para o cultivo de K. lactis e K. marxianus em soro de leite: | — Fase de crescimento lag, Il — log, Ill- estacionéria e IV - morte




