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RESUMO 

A escassez de recursos, correlacionada à preocupação constante com a preservação do meio 
ambiente, aumentam a necessidade de pesquisas sobre o potencial de utilização de 
substratos alternativos (ex: resíduos agrícolas e da indústria de alimentos) na produção de 
bioprodutos de valor agregado. O soro de tofu é um subproduto do processo de fabricação 
do tofu, conhecido como “queijo” de soja, que recentemente vem sendo utilizado como 
alternativa ao soro de leite e de outros subprodutos para o cultivo de bactérias ácido láticas 
e leveduras, os quais utilizam os açúcares presentes como fonte de energia e fonte de 
carbono. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do soro de tofu como 
meio de cultivo para a produção de bioprodutos de valor agregado, com enfoque no ácido 
lático e etanol. Na primeira etapa do trabalho, selecionou-se potenciais microrganismos 
capazes de utilizar o soro de tofu, sem adição de qualquer outra fonte de nutriente, para a 
verificação dos potenciais metabólitos de interesse. Os microrganismos que se mostraram 
promissores nesta primeira etapa de screening, foram selecionados para os cultivos em 
batelada. Após a primeira etapa do trabalho, três microrganismos foram selecionados: 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum e Kluyveromyces marxianus. As linhagens 
foram inoculadas separadamente em soro de tofu previamente autoclavado, e mantidas a 
150 rpm e 30 °C. O cultivo da levedura durou 24 horas, já as bactérias foram mantidas por 48 
horas em cultivo. Alíquotas foram retiradas em intervalos de tempo para avaliação de 
parâmetros cinéticos, pH e crescimento celular. Os três microrganismos foram capazes de 
consumir total ou parcialmente apenas um dos açúcares presentes no meio, a sacarose, 
enquanto rafinose e estaquiose não tiveram suas concentrações alteradas. L. plantarum, L. 
fermentum e K. marxianus obtiveram um consumo de sacarose de 37,7 %, 42,0% e 100,0%, 
respectivamente. As bactérias L. plantarum e L. fermentum, em 48 horas de cultivo, foram 
capazes de produzir 7,06 g.L-1 e 4,12 g.L-1 de ácido lático, respectivamente. Já a levedura K. 
marxianus produziu 19,05 g.L-1 de etanol em 24 horas. Esses resultados sugerem que os três 
microrganismos possuem potencial para a conversão do resíduo da produção de tofu em 
produtos de alto valor agregado. 
 

Palavras-chave: soro de tofu, ácido lático, etanol, fermentação 
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ABSTRACT 

The scarcity of resources, related to the constant concern with the preservation of the 
environment, increases the need to use alternative sources in the production of value-added 
bioproducts, in which agricultural and food industry residues stand out. Tofu whey is a by-
product of the tofu manufacturing process, known as soy “cheese”, and has recently been 
used as an alternative to whey and other by-products for the cultivation of lactic acid 
bacteria and yeasts, which use the sugars present as a source of energy. Within this context, 
the objective of this work was to evaluate the potential of tofu whey as a culture medium for 
the production of value-added bioproducts, focusing on lactic acid and ethanol. In the first 
stage of the work, potential microorganisms capable of using tofu whey were selected, 
without the addition of any other nutrient source, to verify the potential metabolites of 
interest. The microorganisms that showed promise in this first screening step were selected 
for batch cultures. After the first stage of the work, three microorganisms were selected: 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum and Kluyveromyces marxianus. The strains 
were inoculated separately in previously autoclaved tofu serum and kept at 150 rpm and 30 
°C for 24 and 48 hours for yeast and bacteria, respectively. Aliquots were taken at time 
intervals for evaluation of kinetic parameters, pH and cell growth. The three microorganisms 
were able to fully or partially consume only one of the sugars present in the medium, 
sucrose. L. plantarum, L. fermentum and K. marxianus obtained sucrose consumption of 
37.71%, 42.07% and 100.00%, respectively. The bacteria L. plantarum and L. fermentum, in 
48 hours of culture, were able to produce 7.06 g.L-1 e 4.12 g.L-1 of lactic acid, respectively. 
The yeast K. marxianus produced 19.05 g.L-1 of ethanol in 24 hours. These results suggest 
that the three microorganisms have the potential to convert tofu production residue into 
high value-added products. 

Keywords: sofu whey, lactic acid, ethanol, fermentation 
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1 INTRODUÇÃO  

 
Em um mundo cada vez mais preocupado com a manutenção de um estilo de vida 

mais saudável e sustentável, faz-se necessário o desenvolvimento de métodos alternativos 

para a obtenção de produtos e substâncias naturais que possam ser utilizados em larga 

escala na indústria alimentícia e em outros setores, como alternativa a produtos não 

sustentáveis e muitas vezes prejudiciais à saúde e ao meio ambiente. Com isso, cresce cada 

vez mais o interesse por resíduos da indústria agrícola e de alimentos, que possam servir de 

matéria-prima para a obtenção de bioprodutos através de processos biotecnológicos 

fermentativos. 

Diante disso, surge como promissora alternativa o soro de tofu, um subproduto 

oriundo da produção do “queijo” de soja, rico em nutrientes e que atualmente possui um 

baixo valor comercial para indústria devido seu alto teor de água, sendo considerado um 

problema ambiental e industrial (PEÑAS et al., 2006). Em contrapartida, apresenta uma alta 

concentração de sólidos totais, tornando viável sua utilização como substrato em diferentes 

aplicações biotecnológicas. Além disso, foi comprovado que o uso de derivados de soja pode 

trazer diversos benefícios no controle de doenças crônicas, tais como câncer e diabetes 

(PENHA et al., 2007) 

Tendo em vista o potencial do soro de tofu como fonte de carbono e nutrientes, este 

subproduto vem sendo utilizado como meio de cultura alternativo no crescimento de 

diversos microrganismos capazes de produzir bioprodutos de interesse tecnológico através 

de processos fermentativos. É de extrema importância levar em consideração que a síntese 

química de muitos desses bioprodutos, como o ácido lático, que passa por diversos 

processos durante a sua produção, normalmente é custosa e poluente e que os recursos 

fósseis utilizados nos processos são finitos. Sendo assim, a produção biotecnológica a partir 

de subprodutos da indústria vem recebendo bastante atenção e apresenta-se como uma 

solução limpa, obtida do aproveitamento de matérias primas amplamente disponíveis e de 

baixo custo (PEÑAS et al., 2006). 

Existem diversos microrganismos capazes de produzir bioprodutos utilizando fontes 

de carbono oriundas de meios de cultura alternativos, como o soro de tofu. Entre eles, 
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destacam-se os probióticos, definidos pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como 

microrganismos vivos, que quando ingeridos em quantidade adequada, conferem benefícios 

à saúde (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2001; SANDERS, 2003). Dentre os microrganismos de interesse, 

estão as bactérias ácido láticas (BAL), que compreendem um amplo grupo de 

microrganismos que possuem características morfológicas, metabólicas e fisiológicas 

comuns. Dentre essas características, está a capacidade de metabolizar diferentes açúcares, 

ácidos orgânicos, proteínas e gorduras em compostos voláteis, como ácido lático, etanol e 

ácido acético. 

Outros microrganismos com grande potencial biotecnológico são as leveduras da 

espécie Kluyveromyces marxianus, que além de também conseguirem produzir ácido lático 

no seu processo de fermentação, algo que não é comum entre as leveduras, são capazes de 

produzir diversos outros compostos, tais como enzimas, proteínas, componentes de sabor, 

aroma e etanol, tornando-a uma potencial alternativa para a produção de bioetanol, em 

substituição a utilização de combustíveis fósseis (TABANELLI et al., 2016) 

Para o cultivo desses microrganismos, normalmente são utilizados meios de cultura 

quimicamente definidos, compostos pelos micronutrientes necessários para o seu 

crescimento ideal. No cultivo das BAL, os nutrientes necessários estão presentes no meio 

definido por Man, Rogosa e Sharpe (1960) denominado MRS. Já para leveduras, o meio ideal 

para seu crescimento é conhecido como YPD, composto por extrato de levedura, peptona e 

dextrose. Esses meios possuem um alto valor comercial para a sua produção e este quesito 

reforça a necessidade do desenvolvimento e estudo de novos meios de cultura alternativos e 

de baixo custo, para o cultivo desses microrganismos.  

Nesse contexto, estudar a produção de biocompostos através do cultivo de 

microrganismos em meios alternativos, sustentáveis e de baixo custo é de fundamental 

importância para o desenvolvimento e crescimento de diferentes setores da indústria.  

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial do soro de tofu, resíduo 

proveniente da produção de tofu, como fonte de carbono e nutrientes alternativa em 

bioprocessos.  
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Dentre os objetivos específicos, destacam-se: 

● Avaliar potenciais microrganismos produtores de ácido lático e etanol, que 

consigam utilizar unicamente o soro de tofu como fonte de carbono e energia; 

● Selecionar os microrganismos com maior potencial e avaliar a cinética de 

produção dos compostos de interesse, através do modo batelada. 

● Avaliar a cinética de crescimento microbiano dos microrganismos selecionados; 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 
2.1 SORO DE TOFU 
 

O interesse por estudos envolvendo consumo de soja e derivados têm aumentado 

nas últimas décadas, pois foi comprovado que esses produtos trazem benefícios no controle 

de doenças crônicas tais como câncer, diabetes, osteoporose e doenças cardiovasculares, se 

ingeridos regularmente. Esses benefícios são atribuídos às isoflavonas, que são compostos 

bioativos pertencentes à classe dos fitoestrógenos. As isoflavonas são encontradas em 

alimentos como o tofu, bem como no resíduo líquido proveniente da sua produção, 

denominado soro de tofu.  

O soro de tofu é um subproduto do processo de fabricação do “queijo” de soja e 

recentemente vem sendo utilizado como meio alternativo ao soro de leite e de outros meios 

de crescimento para o cultivo de bactérias ácido láticas e leveduras, que são capazes de 

utilizar como fonte de energia os açúcares presentes no soro (THI et al., 2003). A principal 

vantagem de utilizar o soro de tofu, considerado um problema ambiental e industrial, é o 

seu baixo valor comercial para a indústria (PEÑAS et al., 2006). O soro de tofu é uma fonte 

rica de carbono, contendo açúcares como sacarose, rafinose, estaquiose e oligossacarídeos, 

que podem ser consumidos por bactérias ácido láticas e leveduras, além de ser considerado 

uma fonte rica em proteínas e minerais (SHURTLEFF; AYOAGI, 1984), conforme mostrado na 

Tabela 1. 

Tabela 1 — Composição média do soro de tofu (ST) 

Componentes (g/L) Concentração 
Carboidratos 8,50 
Estaquiose 5,48 a 6,40 
Rafinose 0,30 a 1,80 
Sacarose 2,87 a 11,30 
Lactose N.D 
Glicose 0,14 a 1,20 
Frutose 0,36-1,10 

Proteínas 1,33 a 8,20 
Gorduras 3,90 a 10,0 
Minerais 3,90 a 4,60 

Fonte: Chua & Liu, 2019. 
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2.1.1 Produção do soro de tofu 
 

O soro é resíduo do processo de produção do tofu, composto por uma solução 

aquosa rica em nutrientes. Estima-se que para a produção de 2 quilos de tofu seja 

necessário 30 L de água (BENASSI, 2007). O tofu tradicional consiste em um gel obtido a 

partir do extrato de soja, cuja formação envolve primeiramente a desnaturação das 

proteínas pelo calor e dependendo do método utilizado, tipo de coagulante e o teor de 

umidade, o tofu pode ser classificado em tofu firme, tofu macio e tofu tipo silken. Além 

disso, o rendimento e a qualidade do produto podem ser influenciados pelo tipo de cultivar 

de soja, qualidade do grão (que depende das condições de cultivo da planta e do 

armazenamento) e pelas condições de processamento do tofu (LI et al., 2012).  

É um alimento milenarmente consumido por asiáticos e portanto, até hoje sua maior  

produção mundial está concentrada em países orientais. Atualmente, é consumido em 

países do oriente e do ocidente, pois sua digestibilidade torna-o recomendado tanto para 

crianças como para idosos. Embora o consumo de tofu ainda não seja um hábito para os 

brasileiros, apresenta um bom potencial de aceitação, por diversos motivos: É um produto 

nutritivo, saudável e com baixo conteúdo calórico; tem sabor suave, relativamente neutro, o 

que permite utilizá-lo tanto em preparações salgadas, como doces (EMBRAPA, 2010). 

O processamento do tofu pode variar conforme o fabricante, mas as etapas básicas 

são: maceração dos grãos; trituração com água; filtração; adição de um ou mais coagulantes 

ao extrato de soja; seguindo-se o aquecimento, para facilitar a coagulação (CUI et al., 2004). 

Corte e dessoragem do coágulo são etapas opcionais, realizadas quando se deseja obter uma 

textura mais firme (PRABHAKARAN, PERERA, VALITAVEETTIL, 2006). Noh et al. (2005) 

ressaltam que durante essas etapas podem ocorrer perdas de componentes químicos, por 

solubilização e arraste na fase aquosa, durante a maceração dos grãos, na separação entre o 

extrato e o resíduo sólido da soja, e na dessoragem. O processo da produção de tofu é 

ilustrado no fluxograma da Figura 1. 
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Figura 1 – Etapas do processo de produção de tofu. 
 

 

Fonte: adaptado de Benassi et al., 2007. 
 

Na produção do tofu, a coagulação é a etapa mais importante e mais difícil de ser 

controlada porque envolvem muitas variáveis, como o tipo e concentração de coagulante, o 

tratamento térmico do extrato de soja e as condições de tempo e temperatura para 

coagulação (HOU; CHANG; SHIH, 2006). A formação do gel proteico envolve duas etapas: 

primeiramente, ocorre a desnaturação da proteína pelo calor e, em seguida, a coagulação 

hidrofóbica promovida por um coagulante (KOHYAMA; SANO; DOI, 1995; NOH, 2005). É 

nesta etapa que o soro de tofu, objeto de estudo deste trabalho, é gerado. 
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2.1.2 Aplicações industriais do soro de tofu 
 

O soro de tofu, apesar da riqueza de sua composição, ainda é um subproduto sem 

aplicação efetiva dentro da indústria. Porém, nos últimos anos, têm-se desenvolvido diversas 

pesquisas de aplicações desse resíduo. 

Uma das novas aplicações surgiu de uma iniciativa na Indonésia, em que produtores 

locais de tofu estão utilizando o resíduo para a geração de energia no vilarejo onde moram. 

O soro de tofu é tratado com uma bactéria capaz de converter o ácido que é acrescentado 

durante o processo de produção em biogás. O método é baseado em diversos estudos que 

utilizam subprodutos da indústria alimentícia, ricos em matéria orgânica para geração de 

energia através da ação de microrganismos. Para tanto, utiliza-se da digestão anaeróbia que 

se trata de uma alternativa de baixo custo e fácil manejo, sendo o mecanismo mais usado 

para tratamento dos efluentes oriundos de atividades industriais e agrícolas que possuem 

elevadas taxas de matéria orgânica, a qual é convertida em energia sob forma de biogás 

(CASSINI, 2003). 

Outro estudo de aplicação, consistiu na utilização do soro de tofu concentrado, como 

fonte de compostos bioativos na produção de bebidas lácteas fermentadas. A adição do soro 

de tofu concentrado permitiu a obtenção de bebidas lácteas fermentadas com 

concentrações significativas de malonil glicosídeos e β-glicosídeos e em menores 

concentrações de agliconas (SILVIA BENEDETTI et al., 2014). 

Azambuja (2014) relatou a capacidade do soro de tofu servir como suplemento 

nutricional, realizando o cultivo com L. plantarum para produção de exopolissacarídeos 

(EPS), que são fibras incluídas no grupo de prebióticos, definidos como polissacarídeos 

extracelulares que podem ser produzidos por alguns fungos e bactérias e são encontrados 

em forma de limo, ou seja, excretados para o meio extracelular ou podem ser encontrados 

ligados à superfície das células. Outras aplicações do soro de tofu são apresentadas na 

Tabela 2. 
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Tabela 2 – Uso do soro de tofu para diversos fins industriais  

Métodos físicos Métodos microbiológicos e enzimáticos 

Recuperação de íons Produção de coagulante de tofu 

Recuperação de proteínas Produção de probióticos 

Recuperação de oligossacarídeos Produção de hidrogênio 

Recuperação de isoflavonas Processo de biocimentação 

Produção de crioprotetores Propagação de culturas para teste de 
tuberculose 

Concentração de soro Produção de ácido cítrico 

Produção de emulsificantes Cultivo de probióticos/ Bactérias ácido 
láticas 

 Produção de nisina 

 Produção de peptídeo 

 Produção de proteína micelial fúngica 

 Produção de endopolissacarídeos a partir 
de fungos 

 Produção de biodiesel a partir do cultivo de 
fungos 

 Bebida de ácido lático com leite 

 Produção de ácido lático com soro de soja 

 Produção de bebidas alcoólicas 

 Produção de Kombuchá 

Fonte: traduzido e adaptado de Chua e  Liu (2019). 

2.2 BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS  
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As bactérias ácido láticas (BAL) pertencem a um amplo grupo de diferentes bactérias 

encontradas na natureza. Apresentam características morfológicas, metabólicas e 

fisiológicas comuns. Elas não são definidas sistematicamente com base em relações 

evolutivas, mas sim em um grupo funcional utilizado por microbiologistas para as bactérias 

que são inofensivas tanto para a qualidade alimentar quanto para a saúde humana e que 

crescem espontaneamente fermentando alimentos (D’SOUZA et al., 2020). São amplamente 

empregadas na produção de alimentos, tais como leite fermentado, iogurtes, queijos e no 

processamento de carnes e bebidas alcoólicas. Além disso, as BAL são capazes de estender a 

vida útil dos alimentos através da diminuição do pH e também possuem a capacidade de 

modificar as propriedades sensoriais dos alimentos fermentados, como aroma e sabor 

(FREIRE, et al., 2021). 

Esses microrganismos ainda podem ser classificados como homo ou 

heterofermentativos, dependendo dos metabólitos produzidos durante o processo 

fermentativo. A obtenção de energia ocorre pela fermentação de carboidratos. Enquanto as 

homofermentativas produzem apenas ácido lático como produto da fermentação da glicose, 

os heterofermentativas produzem ácido lático em menor quantidade e também produzem 

etanol e, em alguns casos, ácido acético e dióxido de carbono (CO2) (FRANCO; LANDGRAF, 

2008; MASSAGUER, 2005). A figura 2 apresenta a rota metabólica das BAL utilizando glicose 

como fonte de carbono. Como demonstrado na Figura 2, independente da rota metabólica 

usada, sempre haverá a produção de ácido lático. Porém, nem sempre a fonte de 

carboidrato será unicamente glicose, podendo haver outros açúcares presentes, 

dependendo do meio utilizado para o cultivo. 
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Figura 2 – Vias de fermentação das bactérias ácido láticas a partir da glicose. (A) Via 

homofermentativa; (B) Via heterofermentativa. 

 

 

Fonte: Adaptado de Salminem e Wright, 1993. 
 

Ainda, algumas BAL, quando ingeridas em quantidades adequadas, são capazes de 

trazer benefícios à saúde do hospedeiro, sendo consideradas probióticas. Para serem 

utilizadas, essas bactérias devem ter sua identidade conhecida e apresentar características 

específicas. Os probióticos são definidos pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como 

“organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem 

benefícios à saúde do hospedeiro”. A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 
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2002) estipula que a quantidade mínima viável para os probióticos atuarem de maneira 

benéfica para o hospedeiro deve estar situada na faixa de 108 a 109 unidades formadoras de 

colônias (UFC) na recomendação diária do produto pronto para consumo. 

A fabricação de produtos contendo bactérias probióticas tem como base a seleção 

desses microrganismos de acordo com a estabilidade frente ao ácido estomacal e à bile, o 

gênero ao qual pertence a bactéria, que deve ser preferencialmente de origem humana, a 

capacidade de sobreviver no trato gastrointestinal humano e a capacidade de produzir 

compostos antimicrobianos no intestino. De acordo com a Food and Drug Administration 

(FDA), também necessitam ser reconhecidas como seguras, ou seja, não ser patogênicas e 

não causar doenças tais como endocardite, além da ausência de genes determinantes da 

transmissão da resistência a antimicrobianos (COLLINS; THORNTON; SULLIVAN, 1998; LEE; 

NOMOTO; SALMINEM, 1999; SAARELA et al., 2000; NAGPAL et al., 2012). 

O uso de probióticos vem aumentando gradativamente, tanto para a saúde humana 

como para a saúde animal. Os probióticos utilizados em humanos, são geralmente oriundos 

de alimentos lácteos, enquanto as fontes de probióticos utilizados em animais são muitas 

vezes oriundas do próprio trato digestivo do animal. Com isso, cresce cada vez mais o 

interesse por fontes alternativas para o crescimento de microrganismos probióticos, como 

produtos alimentícios de origem vegetal, visto que, essas fontes apresentam vantagem por 

exemplo, sendo uma opção para consumidores intolerantes a lactose ou veganos (SAAD, 

2006) 

Dentro das BAL existe o gênero dos Lactobacillus, que são microrganismos 

encontrados no intestino de seres humanos e outros animais, com seu número variando de 

acordo com as espécies, a idade do hospedeiro ou a localização dentro do intestino. As 

bactérias deste gênero geralmente são benignas, e algumas são comprovadamente 

benéficas, levando as pessoas a utilizá-las em preparações probióticas, projetadas para 

promover a saúde. Alguns usos convencionais de bactérias do gênero Lactobacillus incluem 

restauração da flora intestinal após infecções graves e no tratamento de vaginose 

bacteriana. (PANDEY et al., 2018). 

O uso das bactérias ácido láticas em bioprocessos está muito ligado à sua capacidade 

de produzir ácido lático em grande quantidade. O ácido lático possui aplicação em diversos 
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setores, além de ser essencial para a produção de ácido polilático (PLA), um polímero 

biodegradável utilizado como alternativa à polímeros de origem fóssil, por exemplo, na 

obtenção de plástico (BOONTIN et al., 2016) 

Dentro da indústria alimentícia, bactérias ácido láticas vêm sendo usadas como 

conservantes de alimentos, devido a suas propriedades antimicrobianas, inibindo o 

desenvolvimento de bactérias deteriorantes e patogênicas, sem que seja necessário o uso de 

conservantes. São muito empregadas na produção de fermentados, seja como culturas 

starter ou adjuntas (DIAS et al., 2008). 

Lactococcus lactis subespécie lactis e cremoris juntamente ao Leuconostoc 

mesenteroides subespécie cremoris são largamente empregados na indústria de laticínios, na 

produção de leites fermentados e queijos, como culturas iniciadoras mesofílicas. Lactococcus 

lactis, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium sp e Lactobacillus plantarum são capazes 

de sintetizar o folato, vitamina com propriedades antioxidantes. L. acidophilus é capaz de 

aumentar a concentração dessa vitamina em leites fermentados (COELHO et al., 2011). 

Nos últimos anos, a indústria farmacêutica também tem voltado suas atenções para 

as BAL devido ao seu potencial probiótico, à sua capacidade de produção de ácido lático e à 

sua capacidade de retenção de água, que permite a utilização na produção de pomadas, 

loções, soluções anti-acne, umectantes e soluções parentais (KRISHNA et al., 2018). 

2.3 LEVEDURAS 

 
As leveduras têm uma longa história de uso com uma ampla gama de aplicações em 

diferentes áreas, incluindo alimentos, bebidas, indústrias farmacêuticas, bem como setores 

de aquicultura, pecuária e biotecnologia (SATYANARAYANA; KUNZE, 2009).  

Além disso, esses microrganismos eucarióticos têm capacidades promissoras como 

fábricas de células e carregadores nutracêuticos, bem como na forma de probióticos e 

iniciadores funcionais, adjuntos ou co-culturas. Esses microrganismos podem produzir 

compostos bioativos com propriedades terapêuticas e benéficas à saúde, como 

oligossacarídeos e peptídeos bioativos, carotenóides, polifenóis, glutationa, β-glucana, ácido 

ϒ-aminobutírico (GABA), selênio orgânico e prebióticos (VILLAS-BÔAS et al., 2005). 
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Recentemente o interesse por probióticos do Reino Fungi tem aumentado, surgindo 

como alternativa a probióticos usados comumente tais como bactérias pertencentes aos 

gêneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium, Enterococcus e Bacillus 

(CANHOS; MANFIO, 2010). 

As leveduras probióticas são capazes de tolerar baixo pH e sais biliares, e apresentam 

atividade antimicrobiana contra agentes patogênicos e deteriorantes. Algumas 

características interessantes da levedura probiótica incluem sua resistência intrínseca a 

antibióticos, capacidade de formação e agregação de biofilme, habilidades 

antimicotoxigênicas e de degradação de fitatos, bem como seus efeitos promotores de 

saúde (MIRANDA, 2020). 

O gênero mais comum entre as leveduras usadas pela indústria alimentícia, é o 

Saccharomyces. Linhagens deste gênero estão presentes nos mais diversos processos de 

produção utilizados em cervejarias, vinícolas, destilarias e em processos de panificação. 

Entretanto, atualmente tem crescido o interesse em aplicações de leveduras de outros 

gêneros que até pouco tempo possuíam pouco interesse por parte da indústria, como 

Bretanomyces, Torulaspora, Pichia e vários outros gêneros de leveduras selvagens 

(FARNWORTH, 2005). 

Neste contexto, algumas leveduras apresentam-se como potenciais objetos de 

estudo, tanto por sua capacidade probiótica em humanos, quanto também pela capacidade 

de conseguir produzir diferentes compostos orgânicos, além do etanol, no seu processo de 

fermentação. Nos últimos anos, muita pesquisa tem sido focada no isolamento e 

caracterização dessas leveduras do ponto de vista tecnológico e do ponto de vista funcional 

(PENNACHIA et al., 2008; BINETTI et al., 2013). Devido a isso, a Kluyveromyces marxianus 

tem ganhado atenção por suas características peculiares, alta termotolerância, taxa de 

crescimento, amplo espectro de substrato e ausência de metabolismo fermentativo por 

excesso de açúcar (FARNWOTH, 2005; BOLLA et al., 2011; TOFALO et al., 2014). 

No que diz respeito às aplicações biotecnológicas, a Kluyveromyces marxianus é 

conhecida pela produção de enzimas (FONSECA et al., 2008), de compostos aromáticos 

(FABRE et al., 1995), e etanol (FONSECA et al., 2008). Além disso, pode ser usada para a 

redução do teor de lactose (RAJOKA et al., 2004) e para a produção de bioingredientes de 
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alto valor (BELEM et al., 1997). Dentre essas aplicações citadas, podemos destacar a 

produção de etanol no seu processo fermentativo, que, em escala industrial, apresenta 

potencial como uma alternativa aos combustíveis fósseis. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 
3.1 SORO DE TOFU 
 

O soro de tofu utilizado neste trabalho foi fornecido pela empresa Família Hattori 

(Viamão, RS). O soro foi fracionado em garrafas de 2 litros e congelado para posterior uso. 

3.2 MICRORGANISMOS 

Neste trabalho foram utilizadas bactérias ácido láticas isoladas previamente de soro 

de leite e grãos de kefir, identificadas por espectrofotometria de massas, MALDI-TOF, como: 

Lactobacillus fermentum e Lactococcus lactis, que fazem parte do banco de culturas LABIO 

(UFRGS). Lactobacillus plantarum, previamente identificado, foi selecionado do banco de 

culturas do Bioteclab (ICTA/UFRGS). Além das bactérias, para o desenvolvimento do trabalho 

também foi utilizada a levedura Kluyveromyces marxianus (anteriormente fragilis), o qual faz 

parte do banco de culturas do Bioteclab (ICTA-UFRGS). Os microrganismos foram mantidos 

em estoque de glicerol 50 %, congelados a -20ºC para posterior uso. 

3.3 SELEÇÃO DE MICRORGANISMOS POTENCIAIS PRODUTORES DE BIOPRODUTOS 

A fim de avaliar a utilização dos açúcares presentes no soro de tofu e a produção de 

ácido lático, foi realizada uma seleção com as BAL citadas no item 3.2. Os ensaios de 

fermentação foram realizados em agitador orbital em Erlenmeyers de 125 mL, com volume 

útil de meio fermentativo de 60 mL. Quanto à oxigenação dos meios de cultura, os 

Erlenmeyers foram vedados com buchas de algodão permeáveis ao oxigênio, simulando uma 

condição de microaerofilia, com agitação de 150 rpm e temperatura de 30 °C. O soro de 

tofu, utilizado diretamente como fonte de carbono e nutrientes, foi autoclavado a 121 °C por 

15 minutos e o pH inicial foi ajustado a 6,7 com Hidróxido de Sódio (NaOH). Nesta etapa, 

estoques de glicerol dos microrganismos foram utilizados diretamente como inóculo, a fim 

de verificar a produção de ácido lático. O cultivo foi realizado por 24 horas e após esse 

período o meio de cultura foi centrifugado e o sobrenadante analisado por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) em relação a produção de ácido lático. O mesmo 

procedimento foi realizado com a levedura Kluyveromyces marxianus, porém a análise em 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) foi realizada em relação à produção de etanol. 

As análises nesta primeira etapa de verificação foram realizadas em simplificata. 
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3.4 MEIOS DE CULTURA 

Para o cultivo dos pré inóculos dos microrganismos foram utilizados os meios 

descritos nas tabelas 3 e 4, respectivamente. O caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe) foi 

utilizado para o crescimento das BAL e o meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) foi utilizado 

para o crescimento da levedura Kluyveromyces marxianus. 

Tabela 3 – Composição do meio de cultura MRS 

Componente Concentração (g/L) 

Peptona 10 

Extrato de carne 10 

Extrato de levedura 5 

Dextrose 20 

Polisorbato 80 1 

Citrato de Amônio 2 

Acetato de Sódio 5 

Fosfato de Potássio 2 

Sulfato de Magnésio 0,1 

Sulfato de Manganês 0,05 

 

Tabela 4 – Composição do meio de cultura YPD 

Componentes Concentração 
(g/L) 

Peptona 20 

Extrato de malte 10 

Dextrose 20 
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3.5 ENSAIOS DE FERMENTAÇÃO 

Os ensaios de fermentação foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL, em agitador 

orbital, com volume útil de meio fermentativo de 125 mL, simulando condição de 

microaerofilia. Os Erlenmeyers foram vedados com buchas de algodão permeáveis ao 

oxigênio e mantidos a 150 rpm e 30 °C. Avaliou-se a fermentação em ensaios com soro de 

tofu, o qual foi previamente esterilizado e ajustado a pH 6,7 com NaOH, após a esterilização 

foi feita a centrifugação de forma estéril para a retirada de precipitados e o meio foi 

utilizado diretamente como fonte de carbono e nutrientes. As BAL selecionadas para os 

ensaios foram L. plantarum e L. fermentum, após o screening da etapa 3.3.     

O inóculo foi realizado com os microrganismos selecionados no item 3.3, os quais 

cresceram overnight em meio de cultura MRS líquido. Após, foi feita a leitura da densidade 

óptica a 600 nm em espectrofotômetro e, quando necessário, a padronização com meio 

MRS líquido estéril para a densidade óptica de 1,0. Em seguida, o inóculo foi centrifugado 

por 15 minutos, a 4 °C e 3000 × g, descartando o sobrenadante. As células centrifugadas 

foram ressuspendidas em soro de tofu estéril e inoculadas nos Erlenmeyers contendo soro 

de tofu estéril. Utilizou-se volume de inóculo igual a 5 % do volume do meio de fermentação. 

O cultivo foi monitorado pela retirada de uma alíquota de 4 mL a cada 3 horas nas primeiras 

12 horas de cultivo e, após, o mesmo volume foi retirado em diferentes intervalos até atingir 

o tempo final de cultivo de 48 horas. O pH das amostras foi medido e as amostras foram 

centrifugadas para posterior análise por CLAE. O mesmo procedimento descrito acima foi 

realizado para a levedura Kluyveromyces marxianus, com meio YPD usado para o inóculo e 

com um tempo de cultivo de 24 horas. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. 

3.5.1 Análise de crescimento celular 

Para a contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFC), foram preparadas 

placas com meio sólido para acompanhar o crescimento dos microrganismos. Ao meio MRS 

(Tabela 3, adicionado de 15 g/L de ágar) foi adicionado 1,7 µL/mL de fluconazol para inibir o 

crescimento de qualquer tipo de levedura, a fim de avaliar o crescimento das LAB, 

Lactobacilus fermentum e Lactobacillus plantarum. 

Já para a contagem das colônias formadas durante o cultivo da levedura 

Kluyveromyces marxianus, foram preparadas placas de meio sólido YPD (Tabela 4, acrescido 
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de 15 g/L de ágar), com 1 µL/mL de cloranfenicol para inibir o crescimento de qualquer tipo 

de bactéria.  

A metodologia utilizada para a quantificação das unidades formadoras de colônias, 

procedeu-se através do método SP-SDS, Single Plate-Serial Dilution Spotting, adaptado de 

Thomas et al. (2015). A Figura 3 apresenta o procedimento realizado. 

Para o plaqueamento, foi realizado diluições seriadas para cada ponto de amostra 

coletada. As diluições foram realizadas até 106 e plaqueadas em meio sólido, em duplicata. 

Cada placa foi dividida em seis quadrantes (101 a 106) e em cada quadrante foi plaqueado 

uma alíquota de 20 µL da diluição correspondente, dividida em 10 a 15 microgotas.  Em 

seguida, as placas foram incubadas em estufa, durante 72 h a 30 °C. 
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Figura 3 – Passo a passo de plaqueamento pelo método Single Plate-Serial Dilution 
Spotting. 

 

Fonte: Adaptado de Piou Thomas, et al., 2015. 
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Para a quantificação em UFC/mL foi usada a equação 1 apresentada a seguir: 

UFC/mL = 
𝑁𝑥1000𝑥𝑑

20
                                    (1) 

Onde: N = número de colônias contadas 

            d = diluição 

 

3.6 METODOLOGIA ANALÍTICA 

A concentração de produtos de fermentação (ácido lático, ácido acético e etanol) e 

açúcares foi determinada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), utilizando o 

equipamento da marca Shimadzu equipado com detector de índice de refração (RID-10A). 

Para a quantificação dos produtos de fermentação a coluna utilizada foi a Bio-Rad Aminex 

87H, com vazão de 0,6 ml/min a 45 °C, utilizando solução de ácido sulfúrico (H2S04) 5 mM 

como fase móvel. Já para a quantificação do consumo de açúcares utilizou-se as condições 

de 85 °C e fluxo de 0,6 mL/min na coluna Bio-Rad Aminex 87C, com água ultrapura como 

fase móvel. As amostras coletadas do meio de fermentação foram centrifugadas a 4 °C e 

3000 ×g por 15 minutos, a fim de separar as células em suspensão. O sobrenadante foi 

filtrado utilizando membranas de acetato de celulose (porosidade de 0,22μm; Sartorius, 

Alemanha). Para todas as análises por CLAE , padrões de ácido lático, ácido acético e 

açúcares (estaquiose, rafinose, sacarose, glicose e frutose) com pureza de cromatografia  a 

(superior a 99,5 %) foram utilizados. 

3.7 CÁLCULO DOS PARÂMETROS CINÉTICOS  

A conversão do bioproduto de interesse foi calculada através da equação 2. 

                                                        YPS = 
𝑃

(𝑆𝑜−𝑆)
                                         (2) 

Sendo: 

YPS a conversão do substrato em produto (rendimento), em g/g; 

P a quantidade do bioproduto de interesse formado ao final da fermentação, em g/L; 

So a concentração de açúcares no início da fermentação, em g/L; 
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S a concentração de açúcares ao fim da fermentação, em g/L. 

Para o cálculo da produtividade, foi usada a equação 3. 

                                                      QP = 
𝑃

𝑡
                                              (3) 

Sendo: 

QP a produtividade, em g/(L.h); 

t o tempo da fermentação, em h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
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4.1 SORO DE TOFU 

A quantificação dos açúcares presentes no soro de Tofu in natura, foi determinada 

por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). Houve uma diferença na quantificação 

dos açúcares presentes no soro antes e depois da autoclave, como pode-se notar na Figura 4 

(a e b). A coluna Aminex HPX-87C que foi utilizada neste trabalho é ideal para a maioria das 

análises com açucares como: análises de monossacarídeos e separação de dissacarídeo, 

trissacarídeo e tetrassacarídeos. 

Figura 4 — Cromatograma do soro de Tofu: (a) in natura antes da autoclave (b) depois da 

autoclave. As letras nos picos referem-se a (A) estaquiose e (B) sacarose. 

 

Esta diferença de quantificação dos açúcares pode-se explicar por uma possível 

degradação térmica. Woo et al. (2009) citam que existem duas principais reações de 

degradação térmica da sacarose: (1) reações de Maillard que acontecem quando há o 

aquecimento na presença de compostos nitrogenados e (2) caramelização que sofre grande 

influência do pH e concentração de sacarose e ocorre em altas temperaturas. Este fato pode 

explicar as diferenças observadas entre os tratamentos, os quais mostraram, 

principalmente, valores diferentes nos teores de sacarose em diferentes ensaios, como 

mostrados nos resultados ao longo do trabalho. 

4.2 SELEÇÃO DE MICRORGANISMOS  

No ensaio fermentativo inicial, o objetivo foi avaliar quais das linhagens estudadas 

apresentariam produção dos compostos de interesse (ácido lático e etanol) tendo como 

fonte de carboidratos, apenas os açúcares presentes no soro de tofu in natura. O tempo de 

cultivo foi de 24 horas. Os resultados são apresentados na Figura 5. 
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Figura 5 – Quantificação dos bioprodutos formados durante a fermentação. 

 

Analisando os resultados obtidos no ensaio de fermentação das cinco linhagens, foi 

possível observar que L. fermentum e L. plantarum foram as linhagens que apresentaram 

maior produção de ácido lático, produzindo, respectivamente 4,02 g/L e 5,10 g/L e ainda 

outros compostos em menor quantidade, como etanol e ácido acético. Já a levedura K. 

marxianus foi o microrganismo responsável pela maior produção de etanol, produzindo no 

ensaio de 24 horas 5,45 g/L, além de também produzir em menores concentrações ácido 

acético e ácido succínico. Com base na produção dos metabólitos, os microrganismos L. 

fermentum, L. Plantarum e K. marxianus foram selecionados para a próxima etapa do 

trabalho. 

O consumo de açúcares não foi avaliado nesta etapa. As análises cromatográficas do 

soro in natura e de algumas amostras ao longo do trabalho, foram dificultadas em relação às 

técnicas cromatográficas e uso de equipamentos. 
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4.3 CINÉTICA Kluyveromyces marxianus 

Visando estudar o comportamento da levedura Kluyveromyces marxianus durante a 

sua fermentação no meio de soro de tofu, foi realizada a cinética durante o tempo de 24 

horas com retirada de alíquotas em intervalos de tempo determinados, com o objetivo de se 

estabelecer os parâmetros cinéticos. 

Com a análise dos resultados, foi possível observar que a Kluyveromyces marxianus 

produziu uma quantidade significativa de etanol e em menor quantidade outros bioprodutos 

(Apêndice A.1). Dos açúcares presentes no soro de tofu, a levedura foi capaz de consumir 

apenas a sacarose, enquanto os demais açúcares presentes, como estaquiose e rafinose, 

mantiveram sua concentração até o final do cultivo. A cinética do ensaio em duplicata está 

apresentada na Figura 6. 

Figura 6 – Cinética do consumo de açúcares e produção de etanol em soro de tofu com a 

levedura Kluyveromyces marxianus.  (-■-) estaquiose, (-●-) rafinose, (-▲-) sacarose; (-○-) pH, 

(-△-) Etanol.
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O fato de o microrganismo em estudo ter consumido apenas a sacarose durante o seu 

processo de fermentação, pode ser explicado pelo fato da sacarose ser um dissacarídeo, 

possuindo uma estrutura mais simples quando comparada aos outros açúcares presentes, 

rafinose e estaquiose. A rafinose é um trissacarídeo formado de galactose, frutose e glicose 

pode ser encontrado no feijão, repolho, brócolis, aspargo, couve-de-bruxelas, outras 

hortaliças e grãos integral, já a estaquiose é um tetrassacarídeo consistido de duas unidades 

de α-D galactose, uma unidade de α-D-glicose e uma unidade de β-D-frutose 

sequencialmente ligados como gal (α1 → 6) gal (α1 → 6) glc (α1 ↔ 2β ). Microrganismos 

como um todo, tem preferência por açúcares mais simples. É possível que em um maior 

tempo de cultivo, açúcares mais complexos viessem a ser consumidos. Para metabolizar 

esses açúcares mais complexos, é preciso que o microrganismo produza enzimas específicas 

para isto, como a α-galactosidase. 

A enzima α-Galactosidase (α-Gal), também chamada de α-D-galactosídeo 

galactohidrolase (E.C. 3.2.1.22) ou de melibiase, catalisa a hidrólise de ligações α- (1,6)-

galactosídicas, causando a liberação de α-D-galactose (DU et al., 2013). Estas ligações são 

encontradas em oligossacarídeos, sendo os mais comuns a estaquiose e a rafinose, 

oligossacarídeos indesejáveis, muito presentes em derivados de soja.  

Entre os substratos que permitem o crescimento desses microrganismos, estão ainda 

polissacarídeos tais como inulina, xilana e pectina, que são degradados por enzimas 

extracelulares. A lactose é um outro substrato passível de utilização, mas, neste caso, sua 

utilização é intracelular (Espinoza et al., 1992). 

Na Tabela 5 são apresentados os parâmetros cinéticos do ensaio de fermentação da 

levedura e seu rendimento e produtividade em relação à produção de etanol. 

Como podemos observar nos resultados apresentados na Tabela 5, a levedura 

apresentou altos valores de rendimento e produtividade. 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Feij%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Repolho
https://pt.wikipedia.org/wiki/Br%C3%B3colis
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aspargo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Couve-de-bruxelas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hortali%C3%A7as
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tetrassacar%C3%ADdeo
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Tabela 5 – Parâmetros de consumo de sacarose e rendimento da produção de etanol. Os 

cálculos foram realizados com pontos de 24 horas. 

 

Meio de cultivo Sacarose consumida 
(%) 

Etanol  
(g/L) 

YPS 

(g/g) 
QP 

[g/(L.h)] 

Soro de Tofu 100,00 19,05 0,44 0,79 

 

Vale ser destacado que, mesmo em menor quantidade, houve a produção de ácidos 

orgânicos durante o processo fermentativo (Apêndice A.1), o que refletiu na diminuição do 

pH do meio, conforme observado na Figura 6. 

4.4 CRESCIMENTO CELULAR Kluyveromyces marxianus 

O crescimento celular foi acompanhado através do método SP-SDS, Single Plate-

Serial Dilution Spotting (Pious Thomas, et al., 2015) descrito no item 3.5.1. A Figura 7 

apresenta a cinética de crescimento celular da levedura Kluyveromyces marxianus durante 

24 horas de cultivo. A Figura 8, representa uma placa exemplificando como foi realizado o 

método de contagem. 
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Figura 7 – Crescimento celular da levedura Kluyveromyces marxianus durante ensaio de 

fermentação em meio soro de Tofu.  (-■-) UFC, (-▲-) sacarose, (-△-) Etanol. 
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Figura 8 – Placa de meio YPD sólido, contendo colônias de Kluyveromyces marxianus. Os 

quadrantes mostram as diluições que foram utilizadas. 

 

Através do resultado apresentado na Figura 7, observou-se que mesmo com a 

diminuição do pH do meio devido a sua acidificação, o meio soro de tofu proporcionou um 

ambiente rico em nutrientes para que o microrganismo conseguisse se desenvolver. Além 

disso, pode-se verificar que quando houve o completo consumo do açúcar a levedura entrou 

em sua fase estacionária em 18 horas de cultivo, evidenciando a depleção de fonte de 

carbono para o microrganismo. Conforme apresentado também na Figura 7, a produção de 

etanol acompanha a cinética de crescimento celular, mostrando-se como um produto 

associado ao crescimento.  

Chu et al., (2018) em seu estudo, utilizaram cinco leveduras não-Saccharomyces 

disponíveis comercialmente (Torulaspora delbrueckii; Lachancea thermotolerans; 

Metschnikowia pulcherrima; Pichia kluyveri e Williopsis saturnus) na fermentação do soro de 

tofu e cada uma das leveduras mostrou cinética de crescimento e desempenho de 

fermentação diferentes. T. delbrueckii e L. thermotolerans consumiram a sacarose 

suplementada e produziram 6-7% (v/v) de etanol, enquanto M. pulcherrima, P.kluyveri e W. 

saturnus utilizaram apenas a frutose e glicose endógenas, produzindo níveis vestigiais de 

etanol. Os autores mostram também que a rafinose foi completamente consumida por todas 

as leveduras, mostrando que continham α-galactosidase para hidrolisar a ligação glicosídica 
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α-1,6 entre galactose e glicose. Estes resultados mostram a diferença entre as leveduras, já 

que no presente estudo com Kluyveromyces marxianus, a rafinose não foi utilizada. 

4.5 CINÉTICA Lactobacillus plantarum 

Para o acompanhamento do comportamento do Lactobaccillus plantarum durante o 

curso da fermentação, alíquotas foram retiradas em intervalos de tempos predeterminados 

para estabelecer parâmetros cinéticos do seu cultivo. O ensaio durou 48 horas e seus 

resultados são apresentados na Figura 9. 

 

 

Figura 9 - Cinética do consumo de açúcares e produção de ácido lático em soro de tofu 

com a bactéria Lactobacillus plantarum.  (-■-) estaquiose, (-●-) rafinose, (-▲-) sacarose; (-○-) 

pH, (-△-) Ác lático. 
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 9, podemos notar que 

Lactobacillus plantarum, apresentou uma produção significativa de ácido lático, 7,06g/L em 

48 horas de fermentação. Entretanto, não obteve nenhuma produção de etanol (Apêndice 

A.2), mesmo sendo uma bactéria heterofermentativa. Produziu ainda pequenas 

concentrações de outros ácidos orgânicos, como o ácido acético e o propiônico, mostrando-

se produtora, quase que unicamente, de lactato. 

Segundo Kandler e Weiss (1986) nesse tipo metabólico as hexoses são convertidas 

quase exclusivamente em ácido láctico pela via Embdem-Meyerhof, sendo que 1 mol de 

hexose leva a formação de 2 moles de ácido lático. 

No progresso da fermentação, é possível observar também uma diminuição do pH. 

Fato este, que caracteriza a atividade antimicrobiana das bactérias ácido láticas. O efeito 

antimicrobiano das BAL é devido, principalmente, à produção de ácido láctico e de outros 

ácidos orgânicos, fazendo com que o pH do ambiente de crescimento diminua (CAPLICE; 

FITZGERALD, 1999). O pH baixo induz a que os ácidos orgânicos tornem-se lipossolúveis e 

que se difundam  através da membrana celular para o citoplasma (SILVA, 2012). 

Este grupo bacteriano pode também produzir acetaldeído, peróxido de hidrogênio, 

dióxido de carbono, diacetil, polissacarídeos e bacteriocinas, os quais podem atuar como 

agentes antimicrobianos (CAPLICE; FITZGERALD, 1999; RODRÍGUEZ, 2003). 

Os ácidos orgânicos, tais como o ácido lático, ácido acético e propiônico, interferem 

na força protón motiva e nos mecanismos de transporte ativo da membrana citoplasmática 

bacteriana (DAVIDSON; PARISH, 1989). A produção de peróxido de hidrogênio deve-se à 

carência da enzima catalase nas BAL (FORSYTHE, 2002). Este composto pode causar a 

oxidação da membrana (LINDGREN; DOBROGOSZ, 1990), além de ativar o sistema de 

lactoperoxidase no leite fresco, causando a formação do hipotiocianato, um agente 

antimicrobiano (FORSYTHE, 2002). 

Na Tabela 6 estão apresentados os parâmetros de consumo de sacarose, bem como o 

rendimento e produtividade em relação a produção de ácido lático. 
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Tabela 6 - Parâmetros de consumo de sacarose, rendimento e produtividade da 

produção de ácido lático. Os cálculos foram realizados com pontos de 48 horas. 

Meio de 
cultivo 

Sacarose 
consumida 

(%) 

Ác lático  
g/L 

YPS 

(g/g) 
QP 

[g/(L.h)] 

Soro de 
tofu 

37,71 7,06 1,73 0,15 

 

Para os cálculos de rendimento e produtividade foram usadas as equações 2 e 3 

respectivamente, sendo P a quantidade de ácido lático produzida ao final da fermentação. 

Foi possível observar que, apesar de uma produção significativa de ácido lático, o 

microrganismo apresentou um consumo mais lento de sacarose, consumindo apenas 37,71 

% deste açúcar durante o ensaio de 48 horas e nenhum consumo dos demais açúcares 

presentes, rafinose e estaquiose. Observa-se também um rendimento elevado, apesar do 

baixo consumo de açúcar. Este fato, pode estar ligado as análises de sacarose, os quais 

sofreram um decréscimo em comparação ao ensaio com a levedura que apresentou valor de 

sacarose acima de 40 g/L. A diferença entre os experimentos pode estar relacionada a etapa 

de centrifugação. Nos experimentos com BAL não foi realizada a centrifugação do meio após 

a autoclave, diferentemente do meio de soro de tofu para a levedura. A precipitação das 

proteínas e posterior centrifugação pode, de alguma maneira, alterar a quantidade de 

açucares presentes no meio. Outra explicação pode estar relacionada a problemas na 

quantificação dos açucares. 

4.6 CRESCIMENTO CELULAR Lactobacilus plantarum 

A análise do crescimento celular foi acompanhada através do método de 

plaqueamento em meio MRS sólido conforme descrito no tópico 3.5.1. Um exemplo do 

crescimento das colônias de Lactobacillus plantarum é apresentado na Figura 10. 

Figura 10 - Placa de meio MRS sólido, contendo colônias de Lactobacillus plantarum 
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A evolução do número de colônias durante as 48 horas de ensaio, pode ser 
acompanhada na Figura 11. 

Figura 11 - Crescimento celular da bactéria Lactobacillus plantarum durante ensaio de 

fermentação em meio soro de Tofu.  (-■-) UFC, (-▲-) sacarose, (-△-) Ác lático. 

 



33 
DEQUI / UFRGS – Matheus Silva Erreira 

Com base nos resultados demonstrados na Figura 11, o soro de tofu apresenta-se 

como um meio viável para o crescimento do microrganismo. Observou-se que a partir de 3 

horas houve um crescimento significativo de colônias. Este crescimento ocorreu justamente 

no tempo em que a bactéria apresentou um maior consumo de sacarose conforme 

demonstrado nas Figuras 9 e 11. 

No tempo 48 horas, o L. plantarum ainda apresentava uma tendência de crescimento 

celular, visto que a sacarose presente no meio ainda não havia sido completamente 

consumida e, portanto, ainda havia fonte de carbono disponível no meio de cultura.  

Segundo diferentes autores, os parâmetros de crescimento podem sofrer alterações 

devido a uma série de fatores, entre eles tem-se a variação no tamanho do inóculo que pode 

causar alterações na duração da fase lag, período variável onde não há aumento significativo 

da população, e na velocidade específica máxima de crescimento, dependendo do método 

de quantificação celular utilizado (Duffy et al., 1994; Gay; Cerf; Davey, 1996; Baranyi, 1998; 

Baranyi e Pin, 1999; Augustin; Rosso; Carlier, 2000). 

Smelt, Otten e Bos (2002) utilizaram o método de citometria de fluxo e verificaram 

que o tamanho do inóculo interfere na duração da fase lag de L. plantarum. Kaprelyants e 

Kell (1996) afirmaram que a duração da fase lag é inversamente proporcional ao tamanho do 

inóculo em alguns casos. 

4.7 CINÉTICA Lactobacillus fermentum 

O acompanhamento do cultivo da L. fermentum foi realizado da mesma forma que o 

descrito no item 4.5 para a L. plantarum. Alíquotas foram retiradas em intervalos 

determinados de tempo para que fosse possível estabelecer os parâmetros cinéticos do seu 

cultivo.  

O ensaio durou 48 horas e os resultados da sua cinética são apresentados na Figura 

12. 
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Figura 12 - Cinética do consumo de açúcares e produção de bioprodutos em soro de tofu 
com a bactéria Lactobacillus fermentum.  (-■-) estaquiose, (-●-) rafinose, (-▲-) sacarose; (-○-) 

pH, (-△-) Ác lático. 
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Conforme podemos observar na Figura 12, o L. fermentum apresentou uma produção 

significativa de ácido lático (4,12 g/L) em 48 horas de cultivo. Produziu também, em menor 

quantidade, outros ácidos orgânicos, tais como ácido succínico e ácido acético.  

Timbutam, Sriroth e Tokiwa (2006) estudaram o efeito de diferentes concentrações 

de caldo de cana (3 e 13%) utilizado como fonte de carbono. Os pesquisadores verificaram 

que quanto mais sacarose está presente no meio maior é a concentração de ácido lático 

final. A produção máxima de ácido lático alcançada por estes autores empregando 

Lactobacillus sp. linhagem FCP2, 150rpm, 40°C, foi de 104g/L de ácido lático em caldo de 

cana a 13% (125g/L de sacarose, 8g/L de glicose e 6g/L de frutose). 

Hauly, Oliveira e Oliveira (2003) utilizaram melaço de cana-de-açúcar 10% (m/V) 

enriquecido de extrato de levedura 2% (m/V) e peptona 4% (m/V) para a obtenção de ácido 

lático por Lactobacillus curvatus em condições descontínuas. Os pesquisadores verificaram 

que o meio de cultivo utilizado produziu 30,5g/L de ácido lático e que o meio MRS 

considerado referência produziu 32g/L. Nesta pesquisa, onde apenas o soro de tofu in 

natura foi utilizado como meio de cultivo, a obtenção de ácido lático ficou bem abaixo 

desses valores, muito provavelmente pela incapacidade do L. fermentum de conseguir 

utilizar de forma efetiva os carboidratos presentes no meio, comparado ao melaço de cana, 

onde possui açúcares mais facilmente assimiláveis 

Como era esperado, por ser uma bactéria heterofermentativa, o L. fermentum foi 

capaz de produzir pequenas concentrações de etanol (Apêndice A.3), utilizando apenas o 

substrato presente no soro de tofu. 

Tal grupo apresenta a característica de se comportar como heterofermentativa 

(produzindo acetato e etanol) quando em condições de limitação de açúcares (KANDLER & 

WEISS, 1986). Dessa forma, na fase final de crescimento, em um maior tempo de cultivo, 

com limitação de sacarose no meio, L. fermentum poderia ter dirigido o seu metabolismo 

para a produção de acetato e etanol, conjuntamente ao lactato, o que proporcionaria uma 

maior concentração final de etanol e ácido acético. Assim como nos cultivos citados 

anteriormente, é notável a diminuição do pH durante o tempo de ensaio, devido a produção 

de ácidos durante seu processo de fermentação. 
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Os parâmetros de consumo dos açúcares e os valores de rendimento e produtividade 

em relação à produção de ácido lático durante o cultivo estão apresentados na Tabela 7. 

Tabela 7 - Parâmetros de consumo de sacarose, rendimento e produtividade da 

produção de ácido lático. Os cálculos foram realizados com pontos de 48 horas. 

Meio de 
cultivo 

Sacarose 
consumida 

(%) 

Ác lático  
(g/L) 

YPS 

(g/g) 
QP 

[g/(L.h)] 

Soro de 
tofu 

42,07 4,12 0,97 0,09 

 

Assim como no item 4.5, para o cálculo de rendimento e produtividade foram usadas 

as equações 2 e 3 respectivamente, sendo o parâmetro P a quantidade de ácido lático 

produzida durante a fermentação da L. fermentum. 

A concentração de rafinose e estaquiose permaneceram inalteradas durante todo 

cultivo.  

4.8 CRESCIMENTO CELULAR Lactobacillus fermentum 

Assim como para a K. marxianus e para a L. plantarum, para o acompanhamento do 

crescimento celular foi usado o método SP-SDS, sendo todos os pontos retirados durante as 

48 horas, plaqueados em meio MRS sólido e mantidos em estufa por 72 horas. Um exemplo 

do crescimento de colônias em placas é apresentado na Figura 13. 

Como observado na Figura 13, houve um espalhamento na placa, o que pode ser 

explicado pela alta concentração de células nestas diluições, impossibilitando a contagem. 

Devido a isso que no método utilizado são usadas seis diluições a cada ponto, dessa forma é 

possível que a contagem seja realizada na diluição de melhor visualização.  

Figura 13 - Placa de meio MRS sólido, contendo colônias de Lactobacillus fermentum 
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O desenvolvimento de colônias em função do tempo, juntamente com a produção de 

ácido lático e o consumo de sacarose é apresentado na Figura 14. 
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Figura 14 - Crescimento celular da bactéria Lactobacillus fermentum durante ensaio 

de fermentação em meio soro de Tofu.  (-■-) UFC, (-▲-) sacarose, (-△-) Ác lático. 

 

De acordo com os resultados expostos na Figura 14, a L. fermentum apresentou um 

crescimento rápido e satisfatório, sendo entre 3 e 12 horas sua mais alta taxa de 

crescimento, encontrando-se na fase exponencial, momento em que também houve maior 

consumo de sacarose, conforme apresentado na Figura 12. 

Apresentou ainda uma fase lag curta, entre o tempo 0 e 3 horas, o que demonstra 

uma boa e rápida adaptação ao meio soro de tofu. 

Ainda, uma tendência de estabilização começa a aparecer entre o tempo de 24 e 48 

horas. Se o tempo de cultivo fosse mais longo, acredita-se que esta tendência se acentuasse 

cada vez mais, conforme a sacarose presente no meio fosse se esgotando. 

 

 

5 CONCLUSÕES E TRABALHOS FUTUROS 
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L. plantarum mostrou-se capaz de produzir principalmente ácido lático com bons 

valores de rendimento e alguns outros ácidos orgânicos em menor quantidade a partir do 

meio soro de tofu, consumindo parcialmente a sacarose e não apresentando alterações nas 

concentrações de rafinose e estaquiose. Apresentou ainda, uma boa taxa de crescimento 

celular durante seu cultivo. 

L. fermentum foi capaz de produzir ácido lático, porém com valores de rendimento 

mais baixos comparados ao L. plantarum. Ao mesmo tempo, pequenas concentrações de 

outros ácidos orgânicos e de etanol foram produzidas. Em relação aos açúcares, a sacarose 

presente no meio foi parcialmente consumida, enquanto os açúcares, rafinose e estaquiose 

não foram metabolizados. 

Em relação a levedura K. marxianus, valores irrisórios de ácido lático foram 

produzidos. A produção de etanol durante o cultivo no soro de tofu foi considerada 

satisfatória, com ótimos valores de rendimento e produtividade, quando comparados com 

outros métodos já solidificados dentro da indústria para a obtenção de bioetanol, como 

através da cana de açúcar. A sacarose foi totalmente metabolizada, no entanto os açúcares, 

rafinose e estaquiose não foram consumidos. Apresentou também uma elevada taxa de 

crescimento celular. 

De uma maneira geral, foi possível responder todos os objetivos citados no início do 

trabalho. Cinco microrganismos tiveram sua produção de ácido lático e etanol avaliada, 

selecionando-se os que apresentaram um maior potencial de produção dos compostos, para 

que assim a sua cinética fosse estudada. Avaliou-se ainda a cinética de crescimento dos três 

microrganismos selecionados. L. plantarum, L. fermentum e K. marxianus apresentaram 

ótimos resultados de produção de compostos de interesse e de crescimento celular, usando 

apenas soro de Tofu como fonte de carbono e energia. 

 

Fazendo uma comparação entre os três microrganismos citados neste estudo, a 

levedura K. marxianus apresenta-se como o mais promissor em relação à produção de 

biocompostos através de vias biotecnológicas. Além de ter consumido toda a sacarose 

presente no soro de Tofu, teve uma boa taxa de crescimento celular e ainda apresentou uma 
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grande produção de etanol, destacando-se como alternativa para a produção em larga 

escala de combustível limpo e renovável. O bioetanol tem representado no Brasil importante 

papel econômico, social e ambiental, com estudos e políticas de sua expansão no país e para 

o resto do mundo, visando substituir a gasolina. 

Para projetos futuros, é necessário conhecer melhor o mecanismo de fermentação 

desses microrganismos, para modificar o processo de modo que se consiga um consumo 

satisfatório dos outros açúcares presentes no meio, como rafinose e estaquiose. Uma ideia 

para isto, seria testar um maior tempo de cultivo. Sugere-se também um cultivo com soro de 

tofu modificado, suplementado de sacarose ou até mesmo outros dissacarídeos, para 

aumentar a produtividade dos bioprodutos de interesse. Além disso, pode-se realizar o 

mesmo tipo de ensaio, porém com outros tipos de microrganismos capazes de gerar ácido 

lático, etanol ou outro bioproduto de valor comercial. Estratégias de co-cultivo também 

podem ser alternativas para obtenção de melhores resultados em bioprocessos utilizando 

soro de tofu como substrato.  
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APÊNDICE  A  

 

Tempo (h) Ác succínico 
(g/L) 

Ác lático 
(g/L) 

Ác acético 
(g/L) 

Ác propionico 
(g/L) 

Ác cítrico (g/L) 

0 0 0,17 0 0 0 

3 0 0,18 0 0 0 

6 0 0,25 0 0 0 

9 0 0,35 0,24 0 0 

18 0,30 0,47 0,51 1,05 1,99 

24 0,285 0,52 0,49 1,43 1,69 

A.1 – Demais compostos formados durante processo fermentativo da K. marxianus 

 

Tempo (h) Ác succínico 
(g/L) 

Etanol 
(g/L) 

Ác acético 
(g/L) 

Ác propionico 
(g/L) 

Ác cítrico (g/L) 

0 0 0,14 0 0,62 0 

3 0 0,14 0,10 0,62 0 

6 0 0,14 0,12 0,62 0 

9 0 0,14 0,21 0,63 0 

24 0 0,14 0,74 0,70 0 

48 0 0,14 1,42 0,74 0 

A.2 – Demais compostos formados durante o processo fermentativo da L. plantarum 
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Tempo (h) Ác succínico 
(g/L) 

Etanol 
(g/L) 

Ác acético 
(g/L) 

Ác propionico 
(g/L) 

Ác cítrico (g/L) 

0 0 0,14 0 0,62 0 

3 0 0,21 0,12 0,62 0 

6 0 0,51 0,23 0,62 0 

9 0,15 0,70 0,42 0,62 0 

18 0,25 0,71 0,89 0,62 0 

24 0,26 0,68 1,19 0,64 0 

A.3 - Demais compostos formados durante o processo fermentativo da L. fermentum 
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