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REsumoO

A escassez de recursos, correlacionada a preocupacao constante com a preservacdo do meio
ambiente, aumentam a necessidade de pesquisas sobre o potencial de utilizacdo de
substratos alternativos (ex: residuos agricolas e da industria de alimentos) na producdo de
bioprodutos de valor agregado. O soro de tofu é um subproduto do processo de fabricacdao
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 acido laticas
e leveduras, os quais utilizam os agucares 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 produc¢do de bioprodutos de valor agregado, com enfoque no acido
latico e etanol. Na primeira etapa do trabalho, selecionou-se potenciais microrganismos
capazes de utilizar o soro de tofu, sem adi¢ao de qualquer outra fonte de nutriente, para a
verificagdo dos potenciais metabdlitos de interesse. Os microrganismos que se mostraram
promissores nesta primeira etapa de screening, foram selecionados para os cultivos em
batelada. Apds a primeira etapa do trabalho, trés 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, ja as bactérias foram mantidas por 48
horas em cultivo. Aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo para avaliacdo de
parametros cinéticos, pH e crescimento celular. Os trés microrganismos foram capazes de
consumir total ou parcialmente apenas um dos aclcares presentes no meio, a sacarose,
enguanto rafinose e estaquiose ndo tiveram suas concentrac¢des 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'* e 4,12 g.L'™* de 4cido latico, respectivamente. Ja a levedura K.
marxianus produziu 19,05 g.L™" de etanol em 24 horas. Esses resultados sugerem que os trés
microrganismos possuem potencial para a conversao do residuo da producdo de tofu em
produtos de alto valor agregado.

Palavras-chave: soro de tofu, dcido Idtico, etanol, fermentag¢do
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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™ e 4.12 g.L'"! of lactic acid, respectively.
The yeast K. marxianus produced 19.05 g.L'™! 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 INTRODUCAO

Em um mundo cada vez mais preocupado com a manutencdo de um estilo de vida
mais saudavel e sustentavel, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos alternativos
para a obtencdo de produtos e substancias naturais que possam ser utilizados em larga
escala na industria alimenticia e em outros setores, como alternativa a produtos nao
sustentdveis e muitas vezes prejudiciais a saude e ao meio ambiente. Com isso, cresce cada
vez mais o interesse por residuos da industria agricola e de alimentos, que possam servir de
matéria-prima para a obtencdo de bioprodutos através de processos biotecnoldgicos

fermentativos.

Diante disso, surge como promissora alternativa o soro de tofu, um subproduto
oriundo da producdo do “queijo” de soja, rico em nutrientes e que atualmente possui um
baixo valor comercial para industria devido seu alto teor de agua, sendo considerado um
problema ambiental e industrial (PENAS et al., 2006). Em contrapartida, apresenta uma alta
concentracgdo de sdlidos totais, tornando vidvel sua utilizagdo como substrato em diferentes
aplicacoes biotecnolégicas. Além disso, foi comprovado que o uso de derivados de soja pode
trazer diversos beneficios no controle de doencas cronicas, tais como cancer 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 tecnoldgico através
de processos fermentativos. E de extrema importancia levar em considerac3o que a sintese
guimica de muitos desses bioprodutos, como o &cido latico, que passa por diversos
processos durante a sua producao, normalmente é custosa e poluente e que os recursos
fosseis utilizados nos processos sao finitos. Sendo assim, a producdo biotecnoldgica a partir
de subprodutos da industria vem recebendo bastante atencdo e apresenta-se como uma
solucdo limpa, obtida do aproveitamento de matérias primas amplamente disponiveis e de

baixo custo (PENAS 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 probidticos, definidos pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como
microrganismos vivos, que quando ingeridos em quantidade adequada, conferem beneficios
a saude (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001; SANDERS, 2003). Dentre os microrganismos de interesse,
estdo as bactérias acido laticas (BAL), que compreendem um amplo grupo de
microrganismos que possuem caracteristicas morfolégicas, metabdlicas e fisioldgicas
comuns. Dentre essas caracteristicas, estd a capacidade de metabolizar diferentes agucares,
acidos organicos, proteinas e gorduras em compostos volateis, como acido latico, etanol e

acido acético.

Outros microrganismos com grande potencial biotecnoldgico sdo as leveduras da
espécie Kluyveromyces marxianus, que além de também conseguirem produzir acido latico
no seu processo de fermentacao, algo que ndo é comum entre as leveduras, sdo capazes de
produzir diversos outros compostos, tais como enzimas, proteinas, componentes de sabor,
aroma e etanol, tornando-a uma potencial alternativa para a produ¢ao de bioetanol, em

substituicdo a utilizagao de combustiveis fésseis (TABANELLI et al., 2016)

Para o cultivo desses microrganismos, normalmente sdo utilizados meios de cultura
guimicamente definidos, compostos pelos micronutrientes necessarios para o seu
crescimento ideal. No cultivo das BAL, os nutrientes necessarios estdao presentes no meio
definido por Man, Rogosa e Sharpe (1960) denominado MRS. Ja 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 produgdo e este quesito
reforca 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 producdo de biocompostos através do cultivo de
microrganismos em meios alternativos, sustentdveis e de baixo custo é de fundamental

importancia para o desenvolvimento e crescimento de diferentes setores da industria.

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial do soro de tofu, residuo
proveniente da producdo de tofu, como fonte de carbono e nutrientes alternativa em

bioprocessos.
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Dentre os objetivos especificos, destacam-se:

® Avaliar potenciais microrganismos produtores de dacido latico 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

producdo dos compostos de interesse, através do modo batelada.

e Avaliar a cinética de crescimento microbiano dos microrganismos selecionados;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SORO DE TOFU

O interesse por estudos envolvendo consumo de soja e derivados tém aumentado
nas ultimas décadas, pois foi comprovado que esses produtos trazem beneficios no controle
de doencgas crbnicas tais como cancer, diabetes, osteoporose e doengas cardiovasculares, se
ingeridos regularmente. Esses beneficios sdao atribuidos as isoflavonas, que sdo compostos
bioativos pertencentes a classe dos fitoestrégenos. As isoflavonas sdao encontradas em
alimentos como o tofu, bem como no residuo liquido proveniente da sua producao,

denominado soro de tofu.

O soro de tofu é um subproduto do processo de fabricacdo 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 acido laticas e leveduras, que sdo capazes de
utilizar como fonte de energia os aglcares 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 industria (PENAS et al., 2006). O soro de tofu é uma fonte
rica de carbono, contendo aglcares como sacarose, rafinose, estaquiose e oligossacarideos,
gue podem ser consumidos por bactérias acido laticas e leveduras, além de ser considerado
uma fonte rica em proteinas e minerais (SHURTLEFF; AYOAGI, 1984), conforme mostrado na

Tabela 1.

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

Componentes (g/L) Concentragao
Carboidratos 8,50
Estaquiose 5,48 a 6,40
Rafinose 0,30a1,80
Sacarose 2,87 a11,30
Lactose N.D
Glicose 0,14a1,20
Frutose 0,36-1,10
Proteinas 1,33 a 8,20
Gorduras 3,90a 10,0
Minerais 3,90 a 4,60

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

O soro é residuo do processo de producdo do tofu, composto por uma solucao
aquosa rica em nutrientes. Estima-se que para a produgdo de 2 quilos de tofu seja
necessario 30 L de agua (BENASSI, 2007). O tofu tradicional consiste em um gel obtido a
partir do extrato de soja, cuja formacgdao envolve primeiramente a desnaturagao das
proteinas 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 grao (que depende das condicGes de cultivo da planta e do

armazenamento) e pelas condi¢bes de processamento do tofu (LI et al., 2012).

E um alimento milenarmente consumido por asiticos e portanto, até hoje sua maior
producdo mundial esta concentrada em paises orientais. Atualmente, é consumido em
paises do oriente e do ocidente, pois sua digestibilidade torna-o recomendado tanto para
criangas como para idosos. Embora o consumo de tofu ainda ndo seja um habito para os
brasileiros, apresenta um bom potencial de aceitacdo, por diversos motivos: E um produto
nutritivo, saudavel e com baixo conteudo caldrico; tem sabor suave, relativamente neutro, o

que permite utiliza-lo tanto em preparacdes salgadas, como doces (EMBRAPA, 2010).

O processamento do tofu pode variar conforme o fabricante, mas as etapas basicas
sdo: maceragao dos graos; trituracao com agua; filtracao; adicdo de um ou mais coagulantes
ao extrato de soja; seguindo-se o aquecimento, para facilitar a coagulacao (CUI et al., 2004).
Corte e dessoragem do codgulo sdao 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 quimicos, por
solubilizacdo e arraste na fase aquosa, durante a maceracdo dos graos, na separagdo entre o
extrato e o residuo sdlido da soja, e na dessoragem. O processo da producdo de tofu é

ilustrado no fluxograma da Figura 1.
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Figura 1 — Etapas do processo de producdo de tofu.

Sele¢do e lavagem
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embalagem

Armazenamento

Fonte: adaptado de Benassi et al., 2007.

Na producdo do tofu, a coagulacdo é a etapa mais importante e mais dificil de ser
controlada porque envolvem muitas varidveis, como o tipo e concentracao de coagulante, o
tratamento térmico do extrato de soja e as condi¢cbes de tempo e temperatura para
coagulacdo (HOU; CHANG; SHIH, 2006). A formacdo do gel proteico envolve duas etapas:
primeiramente, ocorre a desnaturacdo da proteina pelo calor e, em seguida, a coagulacao
hidrofébica promovida por um coagulante (KOHYAMA; SANO; DOI, 1995; NOH, 2005). E

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

O soro de tofu, apesar da riqueza de sua composicdo, ainda é um subproduto sem
aplicagdo efetiva dentro da industria. Porém, nos ultimos anos, tém-se desenvolvido diversas

pesquisas de aplicacdes desse residuo.

Uma das novas aplicagbes surgiu de uma iniciativa na Indonésia, em que produtores
locais de tofu estdo utilizando o residuo para a geragdo de energia no vilarejo onde moram.
O soro de tofu é tratado com uma bactéria capaz de converter o acido que é acrescentado
durante o processo de producdo em biogds. O método é baseado em diversos estudos que
utilizam subprodutos da industria alimenticia, ricos em matéria organica para geracao de
energia através da acao de microrganismos. Para tanto, utiliza-se da digestdo anaerdbia que
se trata de uma alternativa de baixo custo e facil manejo, sendo o mecanismo mais usado
para tratamento dos efluentes oriundos de atividades industriais e agricolas que possuem
elevadas taxas de matéria organica, a qual é convertida em energia sob forma de biogas

(CASSINI, 2003).

Outro estudo de aplicacao, consistiu na utilizacao do soro de tofu concentrado, como
fonte de compostos bioativos na producdo de bebidas lacteas fermentadas. A adicdo do soro
de tofu concentrado permitiu a obtencdo de bebidas lacteas fermentadas com
concentracOes significativas de malonil glicosideos e pB-glicosideos e em menores

concentracoes 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 producdo de exopolissacarideos
(EPS), que sdo fibras incluidas no grupo de prebidticos, definidos como polissacarideos
extracelulares que podem ser produzidos por alguns fungos e bactérias e sdo encontrados
em forma de limo, ou seja, excretados para o meio extracelular ou podem ser encontrados
ligados a superficie das células. Qutras aplicacbes do soro de tofu sdo apresentadas na

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

Métodos fisicos Métodos microbiolégicos e enzimaticos
Recuperagdo de ions Produgdo de coagulante de tofu
Recuperacgao de proteinas Producgao de probidticos
Recuperacdo de oligossacarideos Producdo de hidrogénio
Recuperagdo de isoflavonas Processo de biocimentagao
Producdo de crioprotetores Propagacdo de culturas para teste de

tuberculose

Concentracdo de soro Producdo de acido citrico
Producao de emulsificantes Cultivo de probidticos/ Bactérias acido
[aticas

Producao de nisina

Producao de peptideo

Producao de proteina micelial fungica

Producdo de endopolissacarideos a partir
de fungos

Producdo de biodiesel a partir do cultivo de
fungos

Bebida de acido latico com leite

Producdo de acido latico com soro de soja

Producao de bebidas alcodlicas

Producdao de Kombucha

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

2.2 BACTERIAS ACIDO LATICAS
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As bactérias acido laticas (BAL) pertencem a um amplo grupo de diferentes bactérias
encontradas na natureza. Apresentam caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas e
fisiolégicas comuns. Elas ndo sdo definidas sistematicamente com base em relagdes
evolutivas, mas sim em um grupo funcional utilizado por microbiologistas para as bactérias
gue sdo inofensivas tanto para a qualidade alimentar quanto para a saide humana e que
crescem espontaneamente fermentando alimentos (D’SOUZA et al., 2020). Sdo amplamente
empregadas na producdo de alimentos, tais como leite fermentado, iogurtes, queijos e no
processamento de carnes e bebidas alcodlicas. Além disso, as BAL sdo capazes de estender a
vida util dos alimentos através da diminuicdo 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 metabdlitos produzidos durante o processo
fermentativo. A obtencdo de energia ocorre pela fermentacdo de carboidratos. Enquanto as
homofermentativas produzem apenas 4acido latico como produto da fermentagao da glicose,
os heterofermentativas produzem acido latico em menor quantidade e também produzem
etanol e, em alguns casos, acido acético e didéxido de carbono (CO,) (FRANCO; LANDGRAF,
2008; MASSAGUER, 2005). A figura 2 apresenta a rota metabdlica das BAL utilizando glicose
como fonte de carbono. Como demonstrado na Figura 2, independente da rota metabdlica
usada, sempre havera a producdo de acido latico. Porém, nem sempre a fonte de
carboidrato sera unicamente glicose, podendo haver outros aclucares presentes,

dependendo do meio utilizado para o cultivo.
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Figura 2 — Vias de fermentacdo das bactérias acido laticas a partir da glicose. (A) Via

homofermentativa; (B) Via heterofermentativa.
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Fonte: Adaptado de Salminem e Wright, 1993.

Ainda, algumas BAL, quando ingeridas em quantidades adequadas, sdo capazes de
trazer beneficios a saude do hospedeiro, sendo consideradas probidticas. Para serem
utilizadas, essas bactérias devem ter sua identidade conhecida e apresentar caracteristicas
especificas. Os probiodticos sdo definidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
“organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem

beneficios a saude do hospedeiro”. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
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2002) estipula que a quantidade minima vidvel para os probidticos atuarem de maneira
benéfica para o hospedeiro deve estar situada na faixa de 10®a 10° unidades formadoras de

colbnias (UFC) na recomendacdo diaria do produto pronto para consumo.

A fabricacdo de produtos contendo bactérias probidticas tem como base a selegao
desses microrganismos de acordo com a estabilidade frente ao acido estomacal e a bile, o
género 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, ndo ser patogénicas e
ndo causar doencas tais como endocardite, além da auséncia de genes determinantes da
transmissdo da resisténcia a antimicrobianos (COLLINS; THORNTON; SULLIVAN, 1998; LEE;
NOMOTO; SALMINEM, 1999; SAARELA et al., 2000; NAGPAL et al., 2012).

O uso de probidticos vem aumentando gradativamente, tanto para a saide humana
como para a saude animal. Os probidticos utilizados em humanos, sdo geralmente oriundos
de alimentos lacteos, enquanto as fontes de probidticos utilizados em animais sdao muitas
vezes oriundas do proprio trato digestivo do animal. Com isso, cresce cada vez mais o
interesse por fontes alternativas para o crescimento de microrganismos probiéticos, como
produtos alimenticios de origem vegetal, visto que, essas fontes apresentam vantagem por
exemplo, sendo uma opc¢do para consumidores intolerantes a lactose ou veganos (SAAD,

2006)

Dentro das BAL existe o género dos Lactobacillus, que s3o microrganismos
encontrados no intestino de seres humanos e outros animais, com seu nimero variando de
acordo com as espécies, a idade do hospedeiro ou a localizacdo dentro do intestino. As
bactérias deste género geralmente sdo benignas, e algumas sdo comprovadamente
benéficas, levando as pessoas a utiliza-las em prepara¢des probidticas, projetadas para
promover a salde. Alguns usos convencionais de bactérias do género Lactobacillus incluem
restauracdo da flora intestinal apds infeccGes graves e no tratamento de vaginose

bacteriana. (PANDEY et al., 2018).

O uso das bactérias acido laticas em bioprocessos estd muito ligado a sua capacidade

de produzir acido latico em grande quantidade. O acido latico possui aplicacdo em diversos
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setores, além de ser essencial para a producdo de acido polilatico (PLA), um polimero
biodegraddvel utilizado como alternativa a polimeros de origem féssil, por exemplo, na

obtencgao de plastico (BOONTIN et al., 2016)

Dentro da industria alimenticia, bactérias acido laticas vém sendo usadas como
conservantes de alimentos, devido a suas propriedades antimicrobianas, inibindo o
desenvolvimento de bactérias deteriorantes e patogénicas, sem que seja necessario o uso de
conservantes. S3o muito empregadas na produgdo de fermentados, seja como culturas

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

Lactococcus lactis subespécie lactis e cremoris juntamente ao Leuconostoc
mesenteroides subespécie cremoris sao largamente empregados na industria de laticinios, na
producdo de leites fermentados e queijos, como culturas iniciadoras mesofilicas. Lactococcus
lactis, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium sp e Lactobacillus plantarum sdo capazes
de sintetizar o folato, vitamina com propriedades antioxidantes. L. acidophilus é capaz de

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

Nos ultimos anos, a industria farmacéutica também tem voltado suas atencdes para
as BAL devido ao seu potencial probidtico, a sua capacidade de producdo de acido latico e a
sua capacidade de retencdo de dgua, que permite a utilizacdo na producdo de pomadas,

logGes, solugcbes anti-acne, umectantes e solugdes parentais (KRISHNA et al., 2018).

2.3 LEVEDURAS

As leveduras tém uma longa histdria de uso com uma ampla gama de aplicagdes em
diferentes areas, incluindo alimentos, bebidas, indUstrias farmacéuticas, bem como setores

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

Além disso, esses microrganismos eucariéticos tém capacidades promissoras como
fabricas de células e carregadores nutracéuticos, bem como na forma de probidticos e
iniciadores funcionais, adjuntos ou co-culturas. Esses microrganismos podem produzir
compostos bioativos com propriedades terapéuticas e benéficas a saude, como
oligossacarideos e peptideos bioativos, carotendides, polifendis, glutationa, B-glucana, acido

Y-aminobutirico (GABA), selénio organico e prebidticos (VILLAS-BOAS et al., 2005).
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Recentemente o interesse por probidticos do Reino Fungi tem aumentado, surgindo
como alternativa a probidticos usados comumente tais como bactérias pertencentes aos
géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium, Enterococcus e Bacillus

(CANHOS; MANFIO, 2010).

As leveduras probidticas sdo capazes de tolerar baixo pH e sais biliares, e apresentam
atividade antimicrobiana contra agentes patogénicos e deteriorantes. Algumas
caracteristicas interessantes da levedura probidtica incluem sua resisténcia intrinseca a
antibidticos, capacidade de formacdo e agregacdo de biofilme, habilidades
antimicotoxigénicas e de degradacdo de fitatos, bem como seus efeitos promotores de

saude (MIRANDA, 2020).

O género mais comum entre as leveduras usadas pela industria alimenticia, é o
Saccharomyces. Linhagens deste género estdo presentes nos mais diversos processos de
producdo utilizados em cervejarias, vinicolas, destilarias e em processos de panificacdo.
Entretanto, atualmente tem crescido o interesse em aplicacdes de leveduras de outros
géneros que até pouco tempo possuiam pouco interesse por parte da industria, como
Bretanomyces, Torulaspora, Pichia e varios outros géneros de leveduras selvagens

(FARNWORTH, 2005).

Neste contexto, algumas leveduras apresentam-se como potenciais objetos de
estudo, tanto por sua capacidade probidtica em humanos, quanto também pela capacidade
de conseguir produzir diferentes compostos organicos, além do etanol, no seu processo de
fermentacdo. Nos Ultimos anos, muita pesquisa tem sido focada no isolamento e
caracterizagcao dessas leveduras do ponto de vista tecnoldgico e do ponto de vista funcional
(PENNACHIA et al., 2008; BINETTI et al., 2013). Devido a isso, a Kluyveromyces marxianus
tem ganhado atencdo por suas caracteristicas peculiares, alta termotolerancia, taxa de
crescimento, amplo espectro de substrato e auséncia de metabolismo fermentativo por

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

No que diz respeito as aplicacbes biotecnoldgicas, a Kluyveromyces marxianus é
conhecida pela producdo de enzimas (FONSECA et al., 2008), de compostos aromaticos
(FABRE et al., 1995), e etanol (FONSECA et al., 2008). Além disso, pode ser usada para a

reducdo do teor de lactose (RAJOKA et al., 2004) e para a producdo de bioingredientes de
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alto valor (BELEM et al.,, 1997). Dentre essas aplicagdes citadas, podemos destacar a
producdo de etanol no seu processo fermentativo, que, em escala industrial, apresenta

potencial como uma alternativa aos combustiveis fésseis.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 SORO DE TOFU

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

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

3.2 MICRORGANISMOS

Neste trabalho foram utilizadas bactérias acido laticas isoladas previamente de soro
de leite e graos 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 -202C para posterior uso.

3.3 SELEGAO DE MICRORGANISMOS POTENCIAIS PRODUTORES DE BIOPRODUTOS

A fim de avaliar a utilizagdo dos agucares presentes no soro de tofu e a produgdo de
acido latico, foi realizada uma sele¢do com as BAL citadas no item 3.2. Os ensaios de
fermentacdo foram realizados em agitador orbital em Erlenmeyers de 125 mL, com volume
util de meio fermentativo de 60 mL. Quanto a oxigenacdo dos meios de cultura, os
Erlenmeyers foram vedados com buchas de algodao permedaveis ao oxigénio, simulando uma
condicao de microaerofilia, com agitacdo 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 Hidroxido de Sédio (NaOH). Nesta etapa,
estoques de glicerol dos microrganismos foram utilizados diretamente como indculo, a fim
de verificar a producdo de acido latico. O cultivo foi realizado por 24 horas e apds esse
periodo o meio de cultura foi centrifugado e o sobrenadante analisado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em relacdo a producdo de 4cido latico. O mesmo
procedimento foi realizado com a levedura Kluyveromyces marxianus, porém a analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em relacdo a producdo de etanol.

As andlises nesta primeira etapa de verificagcao foram realizadas em simplificata.
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3.4 MEIOS DE CULTURA

Para o cultivo dos pré inéculos 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 — Composi¢ao do meio de cultura MRS

Componente Concentragio (g/L)
Peptona 10
Extrato de carne 10
Extrato de levedura 5
Dextrose 20
Polisorbato 80 1
Citrato de Amoénio 2
Acetato de Sédio 5
Fosfato de Potassio 2
Sulfato de Magnésio 0,1
Sulfato de Manganés 0,05

Tabela 4 — Composicdo do meio de cultura YPD

Componentes Concentragao
(/L)
Peptona 20
Extrato de malte 10

Dextrose 20
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3.5 ENSAIOS DE FERMENTAGAO

Os ensaios de fermentacdo foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL, em agitador
orbital, com volume util de meio fermentativo de 125 mL, simulando condi¢do de
microaerofilia. Os Erlenmeyers foram vedados com buchas de algoddo permedveis ao
oxigénio e mantidos a 150 rpm e 30 °C. Avaliou-se a fermentagdo em ensaios com soro de
tofu, o qual foi previamente esterilizado e ajustado a pH 6,7 com NaOH, apds a esterilizacdo
foi feita a centrifugacdo 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, apds o screening da etapa 3.3.

O inéculo foi realizado com os microrganismos selecionados no item 3.3, os quais
cresceram overnight em meio de cultura MRS liquido. Apds, foi feita a leitura da densidade
Optica a 600 nm em espectrofotdmetro e, quando necessario, a padronizacdo com meio
MRS liquido estéril para a densidade dptica de 1,0. Em seguida, o inéculo foi centrifugado
por 15 minutos, a 4 °C e 3000 x 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 indculo igual a 5 % do volume do meio de fermentagao.
O cultivo foi monitorado pela retirada de uma aliquota de 4 mL a cada 3 horas nas primeiras
12 horas de cultivo e, apds, 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 andlise por CLAE. O mesmo procedimento descrito acima foi
realizado para a levedura Kluyveromyces marxianus, com meio YPD usado para o indculo e

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

3.5.1 Analise de crescimento celular

Para a contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), foram preparadas
placas com meio sélido para acompanhar o crescimento dos microrganismos. Ao meio MRS
(Tabela 3, adicionado de 15 g/L de agar) foi adicionado 1,7 uL/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.

J& para a contagem das colonias formadas durante o cultivo da levedura

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

de bactéria.

A metodologia utilizada para a quantificagdo das unidades formadoras de coldnias,
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 diluicbes seriadas para cada ponto de amostra
coletada. As dilui¢Ges foram realizadas até 10° e plagueadas em meio sélido, em duplicata.
Cada placa foi dividida em seis quadrantes (10" a 10°) e em cada quadrante foi plagueado
uma aliquota de 20 uL da diluicdo 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 plagueamento pelo método Single Plate-Serial Dilution
Spotting.

- Preparagdo de meio e despejo de placas ( 15-20 mL por 9 crm de
PASS0O diametro, placas pré esterilizadas)
1 - Deixar de 1-2 horas em cabine de fluxo laminar ou usar apos
armazenamento durante a noite.

4

- Preparagdo da amostra e ancoragem da amostra { estogue 10°0)
PASSO - Para culturas puras, estogue de 0,1 OD a 600 nm; para solugdes claras
2 e coloides, a amostra original; para itens sdlidos, suspensio a 10%
[ p~d o e dgua esteril

-

- Preparagdo de diluigdo em série em agua esterilizada.

- Prepare 6 ou 7 diluigies seriadas de 10°1 a 10°6 {100 a 1000 R
em tubos de 1,5 ml.

- Lave a ponteira 4-5 vezes e trogque apds cada diluigio.

- Usze as diluigles em série logo apds ou mantenha refrigerado até o

PASSO

uso.

A

- Divida as placas de petri contendo meio nutriente em seis setores.
PASS50 - Aplique aliquotas de 20 pL de cada dilvigdo, dividida entre 10-15 micro
4 fotas nos setores marcados.
- Iniciar a partir da dltima diluigao.

-

- Deixe g placa secar na cahine de fluxo laminar por 4-6 rmin.

- Selar as plcas e incubar a 28-37°C conforme necessario para o
microrganismofamostra.

- Obszerve a diluigdo produzindo coldnias aceitaveis (6-60 por setor) e
LUFC enumerdvel.

- Margque as coldnias na placa para identificar as colénias emergentes e
ern expansdo tardias.

PASS50

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

Nx1000xd
UFC/mL = 0 (1)

Onde: N = numero de col6nias contadas

d = diluigao

3.6 METODOLOGIA ANALITICA

A concentracdo de produtos de fermentacdo (acido latico, acido acético e etanol) e
acucares foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando o
equipamento da marca Shimadzu equipado com detector de indice de refracdo (RID-10A).
Para a quantificacdo dos produtos de fermentacao a coluna utilizada foi a Bio-Rad Aminex
87H, com vazdo de 0,6 ml/min a 45 °C, utilizando solugdo de acido sulfurico (H,S04) 5 mM
como fase movel. Ja para a quantificacdo do consumo de agucares utilizou-se as condi¢des
de 85 °C e fluxo de 0,6 mL/min na coluna Bio-Rad Aminex 87C, com agua ultrapura como
fase movel. As amostras coletadas do meio de fermentacdo foram centrifugadas a 4 °C e
3000 xg por 15 minutos, a fim de separar as células em suspensdo. O sobrenadante foi
filtrado utilizando membranas de acetato de celulose (porosidade de 0,22um; Sartorius,
Alemanha). Para todas as analises por CLAE, padrdes de acido latico, acido acético e
acUcares (estaquiose, rafinose, sacarose, glicose e frutose) com pureza de cromatografia a

superior a 99,5 %) foram utilizados.
(sup ,5 %)

3.7 CALCULO DOS PARAMETROS CINETICOS

A conversdo do bioproduto de interesse foi calculada através da equacdo 2.

__r
" (So-5)

(2)

Yps

Sendo:
Yps a conversdo do substrato em produto (rendimento), em g/g;
P a quantidade do bioproduto de interesse formado ao final da fermentacdo, em g/L;

So a concentragdo de acgucares no inicio da fermentacdo, em g/L;
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S a concentragdo de agucares ao fim da fermentagdo, em g/L.

Para o cdlculo da produtividade, foi usada a equacdo 3.

P

QP=? (3)

Sendo:
Qp a produtividade, em g/(L.h);

t o tempo da fermentagao, em h.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
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4.1 SORO DE TOFU

A quantificagao dos agucares presentes no soro de Tofu in natura, foi determinada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Houve uma diferenga na quantificacdo
dos aculcares 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
analises com acucares como: analises de monossacarideos e separacdo de dissacarideo,

trissacarideo e tetrassacarideos.

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.
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Esta diferenca de quantificacdo dos acucares pode-se explicar por uma possivel
degradacdo térmica. Woo et al. (2009) citam que existem duas principais reacdes de
degradacdo térmica da sacarose: (1) rea¢Oes de Maillard que acontecem quando ha o
aquecimento na presenca de compostos nitrogenados e (2) caramelizacdo que sofre grande
influéncia do pH e concentracdo de sacarose e ocorre em altas temperaturas. Este fato pode
explicar as diferencas 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 SELECAO DE MICRORGANISMOS

No ensaio fermentativo inicial, o objetivo foi avaliar quais das linhagens estudadas
apresentariam producdo dos compostos de interesse (acido latico e etanol) tendo como
fonte de carboidratos, apenas os aglcares presentes no soro de tofu in natura. O tempo de

cultivo foi de 24 horas. Os resultados sdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5 — Quantificacdo dos bioprodutos formados durante a fermentacao.
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Analisando os resultados obtidos no ensaio de fermentagao das cinco linhagens, foi
possivel observar que L. fermentum e L. plantarum foram as linhagens que apresentaram
maior producdo de acido latico, produzindo, respectivamente 4,02 g/L e 5,10 g/L e ainda
outros compostos em menor quantidade, como etanol e acido acético. Jd a levedura K.
marxianus foi o microrganismo responsdvel pela maior produgado de etanol, produzindo no
ensaio de 24 horas 5,45 g/L, além de também produzir em menores concentra¢des acido
acético e acido succinico. Com base na producdao dos metabdlitos, os microrganismos L.
fermentum, L. Plantarum e K. marxianus foram selecionados para a préxima etapa do

trabalho.

O consumo de aglcares nao foi avaliado nesta etapa. As analises cromatograficas do
soro in natura e de algumas amostras ao longo do trabalho, foram dificultadas em relacdo as

técnicas cromatograficas e uso de equipamentos.
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4.3 CINETICA Kluyveromyces marxianus

Visando estudar o comportamento da levedura Kluyveromyces marxianus durante a
sua fermentacdo no meio de soro de tofu, foi realizada a cinética durante o tempo de 24
horas com retirada de aliquotas em intervalos de tempo determinados, com o objetivo de se

estabelecer os parametros cinéticos.

Com a analise dos resultados, foi possivel observar que a Kluyveromyces marxianus
produziu uma quantidade significativa de etanol e em menor quantidade outros bioprodutos
(Apéndice A.1). Dos agucares presentes no soro de tofu, a levedura foi capaz de consumir
apenas a sacarose, enquanto os demais agucares presentes, como estaquiose e rafinose,
mantiveram sua concentracao até o final do cultivo. A cinética do ensaio em duplicata estd

apresentada na Figura 6.

Figura 6 — Cinética do consumo de acglcares e producdo de etanol em soro de tofu com a

levedura Kluyveromyces marxianus. (-m) estaquiose, (-e-) rafinose, (- &) sacarose; (-0-) pH,

(-4) Etanol.
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O fato de o microrganismo em estudo ter consumido apenas a sacarose durante o seu
processo de fermentagdo, pode ser explicado pelo fato da sacarose ser um dissacarideo,
possuindo uma estrutura mais simples quando comparada aos outros agucares presentes,
rafinose e estaquiose. A rafinose é um trissacarideo formado de galactose, frutose e glicose
pode ser encontrado no feijdo, repolho, brdcolis, aspargo, couve-de-bruxelas, outras
hortalicas e graos integral, ja a estaquiose é um tetrassacarideo consistido de duas unidades
de o-D galactose, uma unidade de a-D-glicose e uma unidade de B-D-frutose
sequencialmente ligados como gal (a1l - 6) gal (al - 6) glc (al <> 2B ). Microrganismos
como um todo, tem preferéncia por aclicares mais simples. E possivel que em um maior
tempo de cultivo, aglcares mais complexos viessem a ser consumidos. Para metabolizar
esses acucares mais complexos, é preciso que o microrganismo produza enzimas especificas

para isto, como a a-galactosidase.

A enzima a-Galactosidase (a-Gal), também chamada de a-D-galactosideo
galactohidrolase (E.C. 3.2.1.22) ou de melibiase, catalisa a hidrélise de ligacdes a- (1,6)-
galactosidicas, causando a liberagcdo de a-D-galactose (DU et al., 2013). Estas ligacbes sao
encontradas em oligossacarideos, sendo os mais comuns a estaquiose e a rafinose,

oligossacarideos indesejaveis, muito presentes em derivados de soja.

Entre os substratos que permitem o crescimento desses microrganismos, estdao ainda
polissacarideos tais como inulina, xilana e pectina, que sdo degradados por enzimas
extracelulares. A lactose é um outro substrato passivel de utilizacdo, mas, neste caso, sua

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

Na Tabela 5 sdo apresentados os parametros cinéticos do ensaio de fermentac¢do da

levedura e seu rendimento e produtividade em relacdo a producao 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 — Parametros de consumo de sacarose e rendimento da producgado de etanol. Os

calculos foram realizados com pontos de 24 horas.

Meio de cultivo Sacarose consumida Etanol Yps Qp
(%) (g/L) (g/g) I[g/(L.h)]
Soro de Tofu 100,00 19,05 0,44 0,79

Vale ser destacado que, mesmo em menor quantidade, houve a producdo de acidos
organicos durante o processo fermentativo (Apéndice A.1), o que refletiu na diminuicdo 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.



27
DEQUI / UFRGS — Matheus Silva Erreira

Figura 7 — Crescimento celular da levedura Kluyveromyces marxianus durante ensaio de

fermentacdo em meio soro de Tofu. (-m) UFC, (- &) sacarose, (-4) Etanol.
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Figura 8 — Placa de meio YPD sélido, contendo col6dnias de Kluyveromyces marxianus. Os

guadrantes mostram as diluicdes que foram utilizadas.

Através do resultado apresentado na Figura 7, observou-se que mesmo com a
diminuicdo do pH do meio devido a sua acidificacdo, 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 agucar a levedura entrou
em sua fase estacionaria em 18 horas de cultivo, evidenciando a deplecao de fonte de
carbono para o microrganismo. Conforme apresentado também na Figura 7, a producdo 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 nao-Saccharomyces
disponiveis comercialmente (Torulaspora delbrueckii; Lachancea thermotolerans;
Metschnikowia pulcherrima; Pichia kluyveri e Williopsis saturnus) na fermentacdo do soro de
tofu e cada uma das leveduras mostrou cinética de crescimento e desempenho de
fermentacdo 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 endégenas, produzindo niveis vestigiais de
etanol. Os autores mostram também que a rafinose foi completamente consumida por todas

as leveduras, mostrando que continham a-galactosidase para hidrolisar a ligacao glicosidica
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a-1,6 entre galactose e glicose. Estes resultados mostram a diferenca entre as leveduras, ja

que no presente estudo com Kluyveromyces marxianus, a rafinose nao foi utilizada.
4.5 CINETICA Lactobacillus plantarum

Para o acompanhamento do comportamento do Lactobaccillus plantarum durante o
curso da fermentacao, aliquotas foram retiradas em intervalos de tempos predeterminados
para estabelecer parametros cinéticos do seu cultivo. O ensaio durou 48 horas e seus

resultados sdao apresentados na Figura 9.

Figura 9 - Cinética do consumo de acucares e producdo de acido latico em soro de tofu

com a bactéria Lactobacillus plantarum. (-m) estaquiose, (-®-) rafinose, (- &) sacarose; (-0-)

pH, (-2) Ac latico.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 9, podemos notar que
Lactobacillus plantarum, apresentou uma producdo significativa de acido latico, 7,06g/L em
48 horas de fermentagdo. Entretanto, ndo obteve nenhuma produc¢do de etanol (Apéndice
A.2), mesmo sendo uma bactéria heterofermentativa. Produziu ainda pequenas
concentragdes de outros acidos organicos, como o acido acético e o propidnico, mostrando-

se produtora, quase que unicamente, de lactato.

Segundo Kandler e Weiss (1986) nesse tipo metabdlico as hexoses sdao convertidas
guase exclusivamente em acido lactico pela via Embdem-Meyerhof, sendo que 1 mol de

hexose leva a formacao de 2 moles de acido latico.

No progresso da fermentacdo, é possivel observar também uma diminuicdo do pH.
Fato este, que caracteriza a atividade antimicrobiana das bactérias acido laticas. O efeito
antimicrobiano das BAL é devido, principalmente, a producdo de acido lactico e de outros
acidos organicos, fazendo com que o pH do ambiente de crescimento diminua (CAPLICE;
FITZGERALD, 1999). O pH baixo induz a que os acidos organicos tornem-se lipossollveis e

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

Este grupo bacteriano pode também produzir acetaldeido, perdéxido de hidrogénio,
didxido de carbono, diacetil, polissacarideos e bacteriocinas, os quais podem atuar como

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

Os acidos organicos, tais como o acido latico, acido acético e propibnico, interferem
na forga protdn motiva e nos mecanismos de transporte ativo da membrana citoplasmatica
bacteriana (DAVIDSON; PARISH, 1989). A producdo de peréxido de hidrogénio deve-se a
caréncia da enzima catalase nas BAL (FORSYTHE, 2002). Este composto pode causar a
oxidacdo da membrana (LINDGREN; DOBROGOSZ, 1990), além de ativar o sistema de
lactoperoxidase no leite fresco, causando a formacdo do hipotiocianato, um agente

antimicrobiano (FORSYTHE, 2002).

Na Tabela 6 estdo apresentados os parametros de consumo de sacarose, bem como o

rendimento e produtividade em relacado a producao de acido latico.
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Tabela 6 - Parametros de consumo de sacarose, rendimento e produtividade da

producdo de acido latico. Os calculos foram realizados com pontos de 48 horas.

Meio de Sacarose Ac latico Yps Qp
cultivo consumida g/L (g/g) [g/(L.h)]
(%)
Soro de 37,71 7,06 1,73 0,15
tofu

Para os calculos de rendimento e produtividade foram usadas as equagdes 2 e 3

respectivamente, sendo P a quantidade de 4cido latico produzida ao final da fermentacao.

Foi possivel observar que, apesar de uma producdo significativa de acido latico, o
microrganismo apresentou um consumo mais lento de sacarose, consumindo apenas 37,71
% deste acucar durante o ensaio de 48 horas e nenhum consumo dos demais agucares
presentes, rafinose e estaquiose. Observa-se também um rendimento elevado, apesar do
baixo consumo de agucar. Este fato, pode estar ligado as andlises de sacarose, os quais
sofreram um decréscimo em comparacdo ao ensaio com a levedura que apresentou valor de
sacarose acima de 40 g/L. A diferenca entre os experimentos pode estar relacionada a etapa
de centrifugacdo. Nos experimentos com BAL ndo foi realizada a centrifugacdo do meio apds
a autoclave, diferentemente do meio de soro de tofu para a levedura. A precipitacdao das
proteinas e posterior centrifugacdo pode, de alguma maneira, alterar a quantidade de
acucares presentes no meio. Outra explicacdo pode estar relacionada a problemas na

guantificacdo dos agucares.

4.6 CRESCIMENTO CELULAR Lactobacilus plantarum

A andlise do crescimento celular foi acompanhada através do método de
plagueamento em meio MRS sélido conforme descrito no tépico 3.5.1. Um exemplo do

crescimento das col6nias de Lactobacillus plantarum é apresentado na Figura 10.

Figura 10 - Placa de meio MRS sélido, contendo coldnias de Lactobacillus plantarum



32
Avaliacdo do potencial biolégico do soro de Tofu

&,
i o

A evolucdo do numero de colbnias durante as 48 horas de ensaio, pode ser
acompanhada na Figura 11.

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

fermentacdo em meio soro de Tofu. (-m) UFC, (- A) sacarose, (-2) Ac latico.
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Com base nos resultados demonstrados na Figura 11, o soro de tofu apresenta-se
como um meio vidvel para o crescimento do microrganismo. Observou-se que a partir de 3
horas houve um crescimento significativo de col6nias. 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 tendéncia de crescimento
celular, visto que a sacarose presente no meio ainda ndao havia sido completamente

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

Segundo diferentes autores, os parametros de crescimento podem sofrer alteragdes
devido a uma série de fatores, entre eles tem-se a variacdo no tamanho do inéculo que pode
causar alteragdes na duracgdo da fase lag, periodo variavel onde ndo ha aumento significativo
da populacdo, e na velocidade especifica maxima de crescimento, dependendo do método
de quantificacdo 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
gue o tamanho do indculo interfere na duracdo da fase lag de L. plantarum. Kaprelyants e
Kell (1996) afirmaram que a duracdo da fase lag é inversamente proporcional ao tamanho do

indculo em alguns casos.

4.7 CINETICA 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. Aliquotas foram retiradas em intervalos
determinados de tempo para que fosse possivel estabelecer os parametros cinéticos do seu

cultivo.

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

12.
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Figura 12 - Cinética do consumo de aglcares e produgao de bioprodutos em soro de tofu
com a bactéria Lactobacillus fermentum. (-m) estaquiose, (-e-) rafinose, (- &) sacarose; (-0-)
pH, (-2) Ac latico.
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Conforme podemos observar na Figura 12, o L. fermentum apresentou uma producao
significativa de acido latico (4,12 g/L) em 48 horas de cultivo. Produziu também, em menor

guantidade, outros acidos organicos, tais como acido succinico e acido acético.

Timbutam, Sriroth e Tokiwa (2006) estudaram o efeito de diferentes concentragdes
de caldo de cana (3 e 13%) utilizado como fonte de carbono. Os pesquisadores verificaram
que quanto mais sacarose estd presente no meio maior é a concentra¢do de acido latico
final. A producdo maxima de acido latico alcancada por estes autores empregando
Lactobacillus sp. linhagem FCP2, 150rpm, 40°C, foi de 104g/L de acido latico 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 melaco de cana-de-agticar 10% (m/V)
enriquecido de extrato de levedura 2% (m/V) e peptona 4% (m/V) para a obtengdo de 4cido
latico por Lactobacillus curvatus em condi¢cdes descontinuas. Os pesquisadores verificaram
que o meio de cultivo utilizado produziu 30,5g/L de acido latico e que o meio MRS
considerado referéncia produziu 32g/L. Nesta pesquisa, onde apenas o soro de tofu in
natura foi utilizado como meio de cultivo, a obtencdo de acido latico 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 melago de cana,

onde possui aglcares mais facilmente assimilaveis

Como era esperado, por ser uma bactéria heterofermentativa, o L. fermentum foi
capaz de produzir pequenas concentra¢des de etanol (Apéndice A.3), utilizando apenas o

substrato presente no soro de tofu.

Tal grupo apresenta a caracteristica de se comportar como heterofermentativa
(produzindo acetato e etanol) quando em condi¢cGes de limitacdo de agucares (KANDLER &
WEISS, 1986). Dessa forma, na fase final de crescimento, em um maior tempo de cultivo,
com limitacdo de sacarose no meio, L. fermentum poderia ter dirigido o seu metabolismo
para a produc¢do de acetato e etanol, conjuntamente ao lactato, o que proporcionaria uma
maior concentracdo final de etanol e acido acético. Assim como nos cultivos citados
anteriormente, é notavel a diminuicdo do pH durante o tempo de ensaio, devido a producdo

de acidos durante seu processo de fermentacao.
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Os parametros de consumo dos agucares e os valores de rendimento e produtividade

em relacdo a producdo de acido latico durante o cultivo estdo apresentados na Tabela 7.

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

producdo de acido latico. Os calculos foram realizados com pontos de 48 horas.

Meio de Sacarose Ac latico Yps Qp
cultivo consumida (g/L) (g/g) [g/(L.h)]
(%)
Soro de 42,07 4,12 0,97 0,09
tofu

Assim como no item 4.5, para o calculo de rendimento e produtividade foram usadas
as equacgbes 2 e 3 respectivamente, sendo o parametro P a quantidade de acido latico

produzida durante a fermentacao da L. fermentum.

A concentracdo 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 sélido e mantidos em estufa por 72 horas. Um exemplo

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

Como observado na Figura 13, houve um espalhamento na placa, o que pode ser
explicado pela alta concentracdo de células nestas diluicdes, impossibilitando a contagem.
Devido a isso que no método utilizado sdao usadas seis diluicdes a cada ponto, dessa forma é

possivel que a contagem seja realizada na diluicdo de melhor visualizacdo.

Figura 13 - Placa de meio MRS sdlido, contendo colénias de Lactobacillus fermentum
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O desenvolvimento de col6nias em fun¢do do tempo, juntamente com a producgao de

acido latico 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 fermentacdo em meio soro de Tofu. (-m) UFC, (- A) sacarose, (-2) Ac ltico.

Células viaveis (UFC/mL)

e
?{‘%\ 1™
. |
\

. ?12

'_‘_
»
Concentragdes (g/L)

— 1
3

////-2

$/$ .
| IEI P RN TR L INELER AR BN B A DL T D L A
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48

Tempo (horas)

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

crescimento rapido e satisfatério, 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 rapida adaptacdo ao meio soro de tofu.

Ainda, uma tendéncia de estabilizacdo comeca a aparecer entre o tempo de 24 e 48

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

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

5 CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS
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L. plantarum mostrou-se capaz de produzir principalmente acido latico com bons
valores de rendimento e alguns outros acidos organicos em menor quantidade a partir do
meio soro de tofu, consumindo parcialmente a sacarose e nao apresentando altera¢des nas
concentragdes de rafinose e estaquiose. Apresentou ainda, uma boa taxa de crescimento

celular durante seu cultivo.

L. fermentum foi capaz de produzir acido latico, porém com valores de rendimento
mais baixos comparados ao L. plantarum. Ao mesmo tempo, pequenas concentracdes de
outros acidos organicos e de etanol foram produzidas. Em relagdo aos agucares, a sacarose
presente no meio foi parcialmente consumida, enquanto os agucares, rafinose e estaquiose

ndo foram metabolizados.

Em relacdo a levedura K. marxianus, valores irrisérios de acido latico foram
produzidos. A producdo de etanol durante o cultivo no soro de tofu foi considerada
satisfatdria, com 6timos valores de rendimento e produtividade, quando comparados com
outros métodos ja solidificados dentro da industria para a obtencdo de bioetanol, como
através da cana de agucar. A sacarose foi totalmente metabolizada, no entanto os agulcares,
rafinose e estaquiose ndao foram consumidos. Apresentou também uma elevada taxa de

crescimento celular.

De uma maneira geral, foi possivel responder todos os objetivos citados no inicio do
trabalho. Cinco microrganismos tiveram sua producdo de acido latico e etanol avaliada,
selecionando-se os que apresentaram um maior potencial de produc¢ao dos compostos, para
gue assim a sua cinética fosse estudada. Avaliou-se ainda a cinética de crescimento dos trés
microrganismos selecionados. L. plantarum, L. fermentum e K. marxianus apresentaram
6timos resultados de producdo de compostos de interesse e de crescimento celular, usando

apenas soro de Tofu como fonte de carbono e energia.

Fazendo uma comparacdao entre os trés microrganismos citados neste estudo, a
levedura K. marxianus apresenta-se como o mais promissor em relacdo a producdo de
biocompostos através de vias biotecnoldgicas. 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 produg¢dao de etanol, destacando-se como alternativa para a produg¢dao em larga
escala de combustivel limpo e renovavel. O bioetanol tem representado no Brasil importante
papel econémico, social e ambiental, com estudos e politicas de sua expansdo no pais e para

o resto do mundo, visando substituir a gasolina.

Para projetos futuros, é necessario conhecer melhor o mecanismo de fermentagao
desses microrganismos, para modificar o processo de modo que se consiga um consumo
satisfatorio dos outros aglcares 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 dissacarideos, 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 acido
latico, etanol ou outro bioproduto de valor comercial. Estratégias de co-cultivo também
podem ser alternativas para obtencdo de melhores resultados em bioprocessos utilizando

soro de tofu como substrato.
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APENDICE A
Tempo (h)  Ac succinico Ac latico Ac acético Ac propionico  Ac citrico (g/L)
(g/L) (g/L) (g/L) (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)

24

48

Ac succinico

(g/L)
0

0

0

0

Etanol

(g/L)
0,14
0,14
0,14
0,14
0,14

0,14

Ac acético

(g/L)
0
0,10
0,12
0,21
0,74

1,42

Ac propionico

(g/L)
0,62
0,62
0,62
0,63
0,70

0,74

Ac citrico (g/L)

0

0

A.2 — Demais compostos formados durante o processo fermentativo da L. plantarum
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Tempo (h)  Ac succinico Etanol Ac acético

(g/L) (g/L) (g/L)

0 0 0,14 0

3 0 0,21 0,12

6 0 0,51 0,23

9 0,15 0,70 0,42

18 0,25 0,71 0,89

24 0,26 0,68 1,19

Ac propionico

(g/L)
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62

0,64

Ac citrico (g/L)

0

0

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