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RESUMO - O desenvolvimento de pesquisas para a produg¢do de biocombustiveis
alternativos tem sido significativo nos ultimos anos, entre as quais pode-se citar a
utilizacdo de substratos alternativos e de baixo custo para a producdo de etanol. O
presente trabalho avaliou a utilizagdo de soro e permeado de soro de queijo para a
producao de etanol, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2. O soro e o
permeado de soro foram tratados enzimaticamente para a hidrélise da lactose e utilizados
como meio de cultivo sem suplementacdao. Os cultivos foram realizados em incubadora
rotatoria a 30 °C, 150 rpm por 48 h. A glicose foi prontamente metabolizada em ambos
os meios de cultivo, enquanto que a galactose foi metabolizada de forma mais lenta em
permeado de soro. A eficiéncia de conversdo variou entre 75,4 % e 81,1 % e a
produtividade volumétrica variou entre 0,34 g L' h' ¢ 0,40 ¢ L' h', sendo a
concentragdo maxima de etanol de 19,0 g L.

1. INTRODUCAO

O aperfeigoamento de processos fermentativos associados a crescente preocupagao ambiental
tem impulsionado pesquisas no sentido de desenvolver tecnologias alternativas de geracdo de
energia (Canacki e Sanli, 2008). O aproveitamento de subprodutos industriais para a produgao de
etanol tem sido significativo nos ltimos anos devido ao mercado crescente e a potencial redugdo
dos custos de producdo associada a sua utilizacdo. O emprego de substratos alternativos e de
baixo custo, tais como o permeado € o soro de queijo, além de auxiliar na producdo de etanol,
pode, ainda, minimizar problemas ambientais através de seu aproveitamento neste bioprocesso
(Gabardo et al., 2012).

O soro de queijo, subproduto da industria de laticinios, se caracteriza por ser rico em
nutrientes, contendo aprecidveis quantidades de lactose (45-50 g L, proteinas (6-8 g L"), e sais
minerais (8-10 % do extrato seco). Processos que valorizam o soro de queijo estdo sendo
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constantemente realizados, entre os quais, a recuperacdo das proteinas através do processo de
separacdo por ultrafiltracdo, o qual gera grandes volumes remanescentes de lactose, também
denominado de permeado. Este produto, o permeado, assim como o soro de queijo, continua
sendo um poluente importante visto que retém mais de 70 % dos solidos totais presentes no soro
de queijo. Dessa forma, o permeado apresenta problemas de disposi¢cdo, tanto em termos de
volume produzidos quanto de carga organica, aproximadamente igual ao do soro de queijo (Siso,
1996, Domingues et al., 2001; Guimaraes et al., 2010). Caracterizado por elevados valores de
demanda bioquimica de oxigénio (30-50 g L"), o soro de queijo apresenta potencial poluidor
aproximadamente 100 vezes maior que o esgoto doméstico (Siso, 1996; Guimaraes et al., 2010).
Sendo a quantidade de lactose disponivel no mundo para a producdo de etanol maior que 4
milhdes de toneladas por ano, ¢ sugestivo o grande potencial de aproveitamento desta fonte de
carbono alternativa para a conducao deste bioprocesso (Guimaraes et al., 2010).

A producao mundial de etanol foi de aproximadamente 65 bilhdes de litros no ano de 2008,
sendo o continente Americano responsavel por 70 % dessa producdo. O maior produtor mundial
sao os Estados Unidos, produzindo no ano de 2008 cerca de 34,0 bilhdes de litros. Em segundo
lugar encontra-se o Brasil, chegando a uma producao de 25,7 bilhdes de litros no ano de 2010,
contribuindo de forma significativa no cenario internacional (Demirbas, 2007; Guimaraes et al.,
2010; Mussato et al., 2010). Com a perspectiva de crescimento da demanda de dalcool
combustivel, tecnologias capazes de melhorar o desempenho do processo ganham importancia
fundamental no Brasil e no mundo. Leveduras tradicionalmente utilizadas em plantas industriais
do Brasil, como as do género de Saccharomyces cerevisiae, reconhecidas pela tolerancia a altas
concentragdes de etanol e de aglicar, ndo sdo capazes de utilizar a lactose como fonte de energia.
Contudo, estas linhagens sdo capazes de metabolizar a glicose e a galactose, monomeros
constituintes da lactose. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a produgado
de etanol por Saccharomyces cerevisiae PE-2 em meio soro e permeado de soro de queijo
previamente hidrolisados com P-galactosidase e comparar a capacidade de bioconversdo nos
diferentes meios de cultivo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Permeado e soro de queijo

O permeado de soro de queijo em pd foi fornecido pela Sooro (PR, Brasil) e o soro de
queijo em po6 fornecido pela Elegé Laticinios S.A. (RS, Brasil). Para sua preservacdao, ambos
permaneceram estocados em freezer a -16 °C.
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2.2 Microrganismo e manutencio celular

A levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2 foi cedida pelo Departamento de Genética do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco. A linhagem foi mantida
em placas de Petri contendo meio nutritivo YEPD, composto de extrato de levedura (10 g L™),
peptona bacterioldgica (20 g LY, glicose (20 g L), e agar (20 g LY, pH ajustado para 7,0 com
solucao de NaOH 0,1 M. Previamente a sua utilizagdo, o meio de cultivo foi esterilizado em
autoclave a 121 °C por 15 min. A linhagem foi plaqueada em meio YEPD, e incubada em estufa
a 30 °C por 48 h para o crescimento celular e, posteriormente armazenada a 4 °C. A cada 30 dias
as culturas foram renovadas via repique.

2.3 Fermentac¢ao em frascos agitados

O pré-indculo foi preparado através da transferéncia asséptica de uma colonia isolada para
50 mL de meio YEPD (extrato de levedura, 10 g L''; peptona bacteriologica, 20 g L™ ¢ glicose,
20 g L', pH 7,0) em frascos conicos de 250 mL. A linhagem foi incubada em agitador rotacional,
sob agitagdo orbital de 180 rpm, a uma temperatura de 30 °C (= 0,2 °C), por 12 h. Os indculos
foram preparados através da padronizagdo da concentracdo celular para densidade o6tica a 600 nm
(DOe¢no) igual a 1. Os meios soro e permeado de soro foram previamente hidrolisados com f-
galactosidase comercial utilizando um volume de enzima de 0,5 mL L'l, a temperatura ambiente,
em pH 7,0, por 8 h e sob branda agitag@o. O cultivo foi conduzido em frascos conicos de 250 mL
contendo 144 mL de meio de fermentagdo esterilizado (121 °C, 15 min), pH 7,0 ¢ 16 mL de
in6culo, totalizando um volume de fermentacdo de 160 mL. Para evitar a precipitagdo das
proteinas durante o processo de esterilizacdo, o soro de queijo foi previamente hidrolisado com
uma protease comercial a 55 °C, pH 8,5 por 3 h. Os frascos conicos contendo as culturas foram
incubados em agitador orbital, a uma temperatura de 30 ° C (= 0,2 °C), sob agitacao de 150 rpm
por 48 h.

2.4 Métodos analiticos

Amostras de 3 mL do meio fermentativo foram coletadas em O h, 6 h, 12 h, 24 h ¢ 48 h de
cultivo para determinagdo da concentragdo de glicose, galactose e etanol. O preparo das amostras
foi realizado através da centrifugacdo a 3000 x g por 15 min, 4 °C (Brinkmann Instruments Inc.,
Eppendorf Bench Centrifuge, modelo 5410, Alemanha) para separar as células do meio de cultivo
e o sobrenadante foi analisado. As concentragdes dos agucares e de etanol foram analisadas
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu) utilizando detector de
indice de refracao (IR) e coluna Bio-Rad Aminex HPX 87H, a 45 °C, utilizando solucao de acido
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sulfarico SmM (H,SO4) como fase mével na vazio de 0,6 mL min™, e 20 uL de volume de
amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A linhagem de S. cerevisiae PE-2 ¢ convencionalmente utilizada em plantas industriais de
etanol do Brasil devido a suas caracteristicas fisiologicas como, por exemplo, a tolerancia a altas
concentragdes de etanol e altos rendimentos obtidos a partir da cana de agucar e melago (Basso et
al., 2008). Contudo, esta linhagem nao tem sido explorada para a bioconversao em etanol a partir
de soro e permeado de soro de queijo. O género de Saccharomyces cerevisiae se caracteriza por
ndo assimilar diretamente a lactose devido a auséncia dos genes LACI2 e LACH4, os quais
codificam as enzimas, lactose-permease e -galactosidase, respectivamente. Contudo, se a lactose
for hidrolisada em seus monossacarideos, glicose e galactose, através da agdo da enzima [-
galactosidade, estes podem ser metabolizados e convertidos a etanol pelas vias glicolitica e de
Leloir (Rubio-Teixeira, 2005; Timson, 2007; Bai et al., 2008; Silva et al., 2010).

A cinética do consumo dos monossacarideos glicose e galactose e da producdo de etanol
em meio soro e permeado de soro de queijo pode ser observada na Figura 1. Um comportamento
diauxico ¢ observado para ambos os meios de cultivo, em que a glicose ¢ consumida
primeiramente a galactose. Este fato ¢ caracteristico de linhagens de S. cerevisiae e acontece
devido a repressao catabolica dos genes GAL pela glicose (Guimaraes et al., 2010). Além do
mais, a galactose foi metabolizada mais lentamente do que a glicose, levando mais que o dobro
do tempo para a sua exaustdo. Isto pode ser explicado devido ao fato de que a bioconversao da
galactose exige energia e etapas catabolicas adicionais, uma vez que a galactose deve
primeiramente entrar na via Leloir, transformando-se em um intermediario glicolitico, para
posteriormente entrar na via glicolitica e finalmente ser reduzida a etanol (Rubio-Texeira, 2005;
Timson, 2007). Além disso, a metabolizagdo da galactose diferiu nos distintos meios. Uma
explicagdo para isso ¢ devido ao meio soro de queijo ser mais rico em nutrientes, contendo
maiores quantidades de proteinas e sais minerais, favorecendo o crescimento celular e a produgao
de etanol. Neste mesmo sentido, a cinética de producao de etanol foi mais rapida em meio soro de
queijo do que em permeado de soro de queijo nas primeiras 24 h, contudo para o periodo de 48 h,
a producio de etanol foi maior em permeado de soro de queijo (19 g L"), o que refletiu em
maiores produtividades volumétricas (Tabela 1). Isto se deve pela diferenca inicial dos agucares,
em que no inicio do experimento a concentragdo de glicose e galactose ficou em 20 g L' ao
passo que em permeado de soro a concentracdo inicial foi de 25 g L. O fator de conversdo de
acucares a etanol foi maior em meio soro de queijo, sugerindo uma maior adaptagdo em meio
soro de queijo pela levedura.
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Figura 1. Cinética do consumo de glicose e galactose e produ¢ao de etanol por
Saccharomyces cerevisiae PE-2 em meio soro de queijo (a) e em permeado de soro de
queijo (b). Glicose (H), Galactose (@), Etanol (A ).

Tabela 1. Fator de conversao de substrato a etanol (Yp/s), eficiéncia de conversao (7) e
produtividade volumétrica de etanol (Qp) nos meios soro de queijo e permeado de soro de
queijo previamente hidrolisados com B-galactosidade.

Meio de fermentacio Ypis(g g'l) n (%) Or(g L’ h'l)
Soro de queijo 0,41 81,1 0,34
Permeado de soro de queijo 0,38 75,4 0,40

Os parametros cinéticos obtidos neste trabalho foram ligeiramente inferiores aos reportados
em literatura, contudo, ¢ valido enfatizar que estes ultimos utilizaram S. cerevisiae geneticamente
modificada, o que pode influenciar nas caracteristicas fisiolégicas e no metabolismo do carbono.
Por exemplo, Silva et al. (2010) obtiveram uma produtividade volumétrica de 0,74 g L h' ¢
uma conversao tedrica de 76 % partir de soro de queijo deproteinizado, utilizando S. cerevisiae
recombinate, NCYC869-A3/T1-E, a uma temperatura de 30 °C e 150 rpm; além disso, alto fator
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de conversdo (0,48 g g) foi alcancado por S. cerevisiae geneticamente modificada (GRF167) a
partir de meio sintético contendo 20 g L' de glicose e de galactose (Ramakrishnan e Hartley,
1993). Valores similares aos obtidos no presente trabalho foram observados por Domingues et
al. (1999) ao utilizar S. cerevisiae geneticamente modificada (linhagem T1), chegando a uma
produtividade volumétrica de 0,40 g L h™' e uma eficiéncia de 60 % a partir de meio sintético
contendo lactose como fonte de carbono.

No presente trabalho, fica evidenciada a capacidade de bioconversao do soro e permeado de
soro por S. cerevisiae PE-2, uma levedura convencionalmente empregada em plantas industriais,
0 que permite testar posteriormente condi¢cdes mais aproximadas das condigdes industriais. A
utilizacdo do soro e permeado de soro de queijo como fonte alternativa de carbono em processos
fermentativos, consiste em uma proposta bastante interessante, podendo minimizar o seu
potencial poluidor, além de tornar a produg¢do de etanol um processo menos oneroso €
potencialmente competitivo economicamente.
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