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Utilizacao do soro de leite nao suplementado para a produgao de
B-galactosidase e proteina microbiana de Kluyveromyces lactis
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Resumo

O soro de leite, um coproduto da industria de laticinios, foi avaliado como meio alternativo para a produgéo
de biomassa celular de Kluyveromyces lactis. Apos cultivo da levedura em batelada a 35°C e 150 rpm, por
23 h, em soro de leite in natura (SL) e soro de leite duas vezes concentrado (SLC), foram determinados
a velocidade especifica de crescimento (u), a produtividade volumétrica de biomassa (Q, ), o rendimento
de biomassa por substrato consumido (Y, ), a atividade de B-galactosidase (B-gal) a partir das células
permeabilizadas e a composigao proteica da biomassa integra. Os valores de y, Q, e Y, ¢ variaram de
0,33a0,58h",0,36 20,47 gL'h" e 0,16 a 0,23 g g, respectivamente. Enquanto maior valor de p foi
obtido com cultivo em SL, maiores valores de Q, e Y, foram obtidos para o cultivo em SLC. A atividade
especifica de B-gal variou de 12.212,0 a 27.363,5 U g, sendo o maior valor obtido com SL. A biomassa
integra de K. lactis apresentou um teor de proteina igual a 5,73% (m/m), um valor aproximadamente 9
vezes maior que a composigao proteica do SL utilizado. Estes resultados confirmaram as possibilidades
de utilizacdo do SL como meio de cultivo alternativo e das células de K. /actis cultivadas nesse meio
como fonte de 3-galactosidase, com possivel utilizacdo da biomassa remanescente do processo de
recuperacao da enzima como single cell protein.

Palavras-chave: Biomassa integra. Composic¢ao centesimal. Single Cell Protein.

Use of unsupplemented whey for the production of B-galactosidase and
microbial protein of Kluyveromyces lactis

Abstract

Whey, a by-product from the dairy industry, was evaluated as an alternative growth medium for the
production of cellular biomass of Kluyveromyces lactis. After the yeast growth in batch culture at 35°C
and 150 rpm for 23 h in raw whey (RW) and double concentrated whey (DCW), growth velocity (p),

volumetric productivity (Y, ), B-galactosidase (B-gal) activity from the permeabilized cells, and protein

composition of the whole biomass were evaluated. The results of y, Q and Y, ¢ varied from 0.33 to 0.58

h7,0.36t00.47gL"h' and 0.16t0 0.23 g g™ respectively. While the highest value of u was obtained for
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culture on RW, the highest values of Q, and Y, , were obtained for culture on DCW. The specific activity
of B-gal varied from 12,212.0 to 27,363.5 U g, with the highest value obtained for culture on RW. The
whole K. lactis biomass showed a protein content of 5.73% (w/w), approximately 9-fold higher than the
protein composition of the RW used. These results confirm the possibilities of using RW as an alternative
culture medium and K. /actis cells cultured in that medium as a source of -galactosidase, with a possible
utilization of biomass from of the enzyme recovery process as single cell protein.

Keywords: Whole biomass. Centesimal composition. Single Cell Protein.

Introdugédo

De acordo com o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos, o Brasil ocupa
o sexto lugar no ranking mundial de produgao de
leite (USDA, 2016), tendo produzido 33,6 bilhdes
de litros de leite no ano de 2016, segundo dados
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2017). Grande parte desse leite é utilizada
para producdo de diferentes produtos lacteos e
estima-se que as industrias desse setor produzam
aproximadamente 4 bilhdes de litros de soro de
leite como coproduto (CARVALHO e CARNEIRO,
2016).

O soro de leite (SL) é formado durante
a coagulagéo da caseina do leite e contém 55%
dos nutrientes do leite, podendo ser utilizado
para a producao de outros compostos de alto
valor agregado (SISO, 1996; GUIMARAES et al.,
2010). O SL consiste principalmente de agua e
aproximadamente (m/v) 4,5-5,0% de lactose, 0,6-
0,8% de proteinas soluveis, 0,4-0,5% de lipidios,
dentre outros componentes (SISO, 1996; GHALY;
KAMAL, 2004).

Alactose do SL é responsavel pelas altas
demanda de oxigénio biolégico (DOB = 30-50
g L") e demanda quimica de oxigénio (DQO =
60-80g L") desse coproduto (GUIMARAES et
al., 2010). Assim, sua utilizagdo como fonte de
carbono em diferentes bioprocessos pode reduzir
significativamente os problemas ambientais
relacionados com parte desse coproduto que
ainda é descartado.

Alevedura Kluyveromyces lactis € um dos
micro-organismos capazes de utilizar a lactose
residual presente no SL como fonte de carbono e
energia, uma vez que possui as enzimas lactose
permease e B-galactosidase, necessarias para o
metabolismo da lactose (RUBIO-TEIXEIRA, 2006).
A partir das células de K. /actis cultivadas em
SL pode-se extrair e purificar a f-galactosidase,
uma enzima de interesse industrial que, além
de poder ser utilizada na producgao de leite

sem lactose (leite hidrolisado), é estudada para
processos de conversao de lactose em diferentes
produtos de interesse comercial, como por
exemplo os prebiditcos galacto-oligossacarideos
(RICHARDS,1997). Além disso, a propria biomassa
celular de K. lactis, como single cell protein, pode
ser utilizada como alternativa para fontes proteicas
convencionais (RAVINDRA, 2000).

Por possuir o status de GRAS (Generally
Recognized as Safe) segundo o FDA (Food and
Drug Administration), é possivel a utilizagao dessa
levedura e de seus produtos em alimentos para
consumo humano (VAN OOYEN et al., 2006). Além
disso, a K. lactis apresenta o fenétipo Crabtree
negativo, ou seja, 0 metabolismo da lactose é
predominantemente oxidativo, favorecendo
a formacao de biomassa (DE DEKEN, 1966;
GONZALEZ-SISO et al., 2000).

Assim, no presente trabalho o SL foi
avaliado como meio alternativo para a produgao
de biomassa de K. lactis. Além do cultivo em SL
in natura, foi avaliado o cultivo utilizando o SL
concentrado para selecionar a melhor condigao
para maiores produtividade e rendimento de
biomassa e, consequentemente, de proteina
unicelular (single cell protein), além de maior
atividade de 3-galactosidase a partir das células
permeabilizadas.

Material e métodos
Micro-organismo e manutengao

A levedura Kluyveromyces lactis (CBS
2359), mantida em YPG-Glicerol (2,0 g L' de
extrato de levedura, 4,0 g L' de peptona, 4,0
g L' de glicose e 300 g L' de glicerol) a -80°C,
foi inicialmente repicada em agar YPD (10 g L™
de extrato de levedura, 20 g L' de peptona, 20
g L' de dextrose e 20 g L' de agar) utilizando
a técnica spread plate. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 48-72
h e, posteriormente, armazenadas a 2-4°C em
geladeira. A etapa de repicagem foi repetida
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quinzenalmente para manutengao das células e
quando necessaria para as etapas experimentais.

Preparo do soro de leite

Para a obtencao do soro, o pH de
400 mL de leite desnatado UHT (Figura 1A),
a 15-18°C e sob agitac¢ao, foi modificado para
aproximadamente 4,7 utilizando uma solugao
de HCI (33% v/v). O leite foi, entéo, (/) deixado
em repouso por 30 minutos a temperatura
ambiente, (ii) aquecido em forno micro-ondas

até temperatura de fervura e (iii) novamente
deixado em repouso por 30 minutos em caixa
térmica (Figura 1B). Apos esse procedimento, todo
volume foi centrifugado a 2.500 rpm por 5 minutos.
O soro de leite (sobrenadante) foi coletado e
autoclavado a 121°C por 15-20 minutos (Figura
1C) e centrifugado assepticamente a 2.000 rpm
por 5 min para separacgéao do precipitado (Figura
1D). Quando necessario e antes da esterilizagao, o
SL foi concentrado (SLC) duas vezes em rotavapor
a temperatura de 70-90°C.

Figura 1 — Preparo do soro de leite: A - Leite UHT desnatado a 15-18°C, B - Precipitado ap6s acidificacao
(pH 4,7) e aquecimento do leite, C - Soro de leite apds esterilizagdo e D - Soro de leite apds

esterilizagéo e centrifugagao estéril

Fonte: Elaborada pelos autores, 2017.
Preparo do inéculo e padronizagio do inéculo

Uma algada de células novas (48-72 h de
incubagéo) de K. lactis cultivadas em agar YPD
foi inoculada em frascos Erlenmeyers de 125 mL
contendo 20 mL de SL. O frasco foi incubado
em agitador rotacional a 150 rpm e 35°C por 14-
18 h. Apds esse periodo o SL foi centrifugado
assepticamente a 2.000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi entdo
lavado duas vezes, assepticamente, com agua
estéril e ressuspendido em 6 mL de agua estéril.

A densidade optica (DO) da suspensao
de células foi aferida a 600 nm (DO, ) em
espectrofotdbmetro. A partir desse valor de
absorvancia e usando essa suspensao, foi
padronizado um inéculo inicial correspondente
a DO, igual a 0,06-0,30 para os proximos
experimentos, ou seja, 0,036-0,18 g L' de
biomassa seca de K. Jactis (1 DO, = 0,60 g
L de biomassa seca).

Producéao de biomassa de K. lactis

Erlenmeyers de 125 mL contendo 25
mL de soro de leite (in natura e concentrado)
foram inoculados com células de K. lactis e
incubados a 35°C por 24 h. Amostras de 1 mL
foram retiradas em diferentes intervalos de
tempo para determinagédo da DO, ., sendo os
soros nao inoculados utilizados como branco.
As células acumuladas apés 23 h de cultivo
foram separadas por centrifugacéo (200 rpm, 5
min) e utilizadas para determinagéo da atividade
de B-galactosidase. Estes experimentos foram
executados em quadruplicata.

Determinacao dos parametros cinéticos

Avelocidade especifica de crescimento ()
foi determinada graficamente como a inclinagéo da
curva na fase de crescimento exponencial (fase
log) em um grafico de In(DO),,, . versus tempo
de cultivo segundo a Equacéao 1:

Cad. Ciénc. Agra., v. 9, n. 3, supl. 1, p. 67-73, 2017 - ISSN 2447-6218



70

Alvarenga, G. F. et al.

InX=InX,+utQ)

onde té o tempo (h) e X'e X s&o as concentragbes
de biomassa (g L") no tempo t e no tempo inicial,
respectivamente.

A produtividade volumétrica de biomassa

(Q,) foi determinada segundo a Equagéo 2:

f A
Qe =7—7¢

tr—t; @
onde X é a concentragao final de biomassa (g L")
apos 23 h de cultivo, X, € a concentrag&o inicial de
biomassa (indculo inicial, em g L"), t. & o tempo
final (h) e t & o tempo inicial (h).

O rendimento de biomassa (Y,,) foi
determinado segundo a Equacéo 3:
Xr—X;
f i
Yy =—=—(3
X/s = 5 S (3)

onde S.e S,correspondem as concentragdes finais
e iniciais de lactose no SL (g L), respectivamente.

A concentracado de lactose inicial foi de
50,0 g L' para o SL e o consumo considerado
total apos 23 h de cultivo, segundo resultados
prévios (ndo apresentados).

Os valores apresentados nos resultados
correspondem a média e desvio padrao dos
resultados dos cultivos em quadruplicata.

Atividade de B-galactosidase

A atividade de B-galactosidase para as

células de K. lactis apo6s 23 h de cultivo (triplicata)
foi determinada de acordo com a metodologia
de Gietz et al. (1977), com modificagdes. Os
pellets de 1 mL das amostras coletadas foram
ressuspendidos em 1,0 mL de tampéao fosfato
de potassio 0,1 M (pH 7,2) contendo 0,1 mM de
MgSO,. Foi utilizado apenas cloroférmio como
agente permeabilizante e 8 minutos para a
reacao realizada a temperatura ambiente. O pellet
residual apds o término da reagao foi removido por
centrifugacao (2.000 rpm, 2 min) e a absorvancia
a 420 nm foi aferida em espectrofotdmetro. Uma
unidade de 3-gal (U) foi definida como a quantidade
de enzima que catalisa a formagao de 1 ymol de
o-nitrofenol (o-NP) por minuto. A concentracao
de o-NP liberada foi determinada utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 4,53 L mol-'cm™’
para esse composto. A atividade especifica de
B-gal foi calculada dividindo a quantidade de
unidade de enzima (U) pela quantidade de
biomassa (em grama) em 500 pL.

Composicao centesimal da biomassa integra

A composigao centesimal do soro de
leite e a composicao proteica da biomassa
microbiana integra (sem rompimento celular)
foram determinadas segundo as metodologias
descritas pelo Laboratdrio Nacional Agropecuario
- LANAGRO/RS (BRASIL, 2003). Para
determinacgao do teor de proteina foi utilizado
fator de conversao da relagéo nitrogénio/proteina
igual a 6,38, enquanto a acidez foi determinada em
acido latico. A composigao do SL é apresentada
na Tabela 1.

Tabela 1 — Composig¢édo centesimal do soro de leite utilizado como meio de cultivo

Componentes

Soro de Leite

Proteina (%, m/m)
Cinzas (%, m/m)
Extrato Seco (%, m/m)
Acidez (%, m/m)

pH

0,65 £+ 0,00
0,87 + 0,00
6,98 + 0,00
0,28 + 0,00
4,82 +0,04

Fonte: Elaborado pelos autores, 2017.
Resultados e Discusséao

Para o cultivo da levedura Kluyveromyces
lactis em soro de leite in natura (SL) e concentrado
(SLC), as curvas de crescimento correspondentes
sao apresentadas na Figura 2. Nelas foram
detectadas as trés fases caracteristicas do

crescimento dos micro-organismos (/ag,
exponencial e estacionaria), sendo que na fase
estacionaria do crescimento (lll) observou-se
0 maior valor de absorbancia, ou seja, o maior
acumulo de biomassa seca (aproximadamente
8.0g L"paraSLe 11,3 g L"para SLC).
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Grafico 1 — Curva de crescimento para o cultivo de K. /actis em soro de leite in natura (SL) e concentrado
(SLC): | - Fase de crescimento /ag, Il - exponencial e Ill - estacionaria
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2017.

Como pode ser observado na Tabela experimentais avaliadas. Por outro lado, a
2, o maior valor para velocidade especifica de concentragdo do SL beneficiou o aciumulo de
crescimento (U = 0,58 + 0,08 h') foi observada biomassa de K. /actis, sendo obtidos os maiores
para o SL. A concentragao do SL, com aumento valores de produtividade volumétrica e de
dos macros e micronutrientes, possivelmente rendimento (Q,=0,47+0,06 gL' h", Y, =02
determinou 0 menor valor de y nas condi¢cbes 310,19 g g, respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros cinéticos para o cultivo de K. /actis em soro de leite

“ Qx YX/S
Meio de cultivo
(h™) (gL' h7) (99
SL 0,58+0,08 0,3410,0 0,16+0,01
SLC 0,32+0,09 0,47+0,13 0,23+0,06

Legenda: SL = Soro de leite, SLC = Soro de leite concentrado, p = velocidade especifica de crescimento, QX = produtividade
volumétrica de biomassa e YX/S = rendimento de biomassa
Fonte: Elaborado pelos autores, 2017.

Os resultados obtidos no presente estudo Para as células de K. lactis acumuladas
foram semelhantes aos apresentados em alguns apos 23 h de cultivo foi determinada a atividade
estudos com espécies do género Kluyveromyces. de B-galactosidase (3-gal) apos permeabilizagao
Moeini et al. (2004) observaram acumulo de com cloroférmio (dados nao apresentados). A
biomassa variando entre 11,09 e 11,79gL"em SL permeabilizagdo de células cultivadas em SL
para K. lactis. Hun et al. (2013), em meio sintético permitiu a liberagdo de 1,68 umol o-NP min' na
com 60,0 g L' lactose e outras suplementacgdes, mistura de reacdo como resultado da atividade
observaram acumulo de 6,32 g L' de biomassa de B-gal, o que corresponde a 1,68 Unidade (U)
para K. lactis. Para o cultivo de Kluyveromyces da enzima. Para um grama de biomassa seca de
marxianus, Yadav et al. (2014) observaram K. lactis foram detectadas 27.363,5 U de 3-gal, ou
acumulo de 6,0 g L' e produtividade de 0,16 g seja, uma atividade especifica igual a 27.363,5 U
L' h' utilizando SL e inéculo inicial de 2,0 g L. g™'. Ja para o SLC esses valores foram menores
Entretanto, Sampaio et al. (2016), para K. lactis (0,74 U e 12.212,0 U g"), demonstrando menor
em SL, observaram um valor de produtividade potencial das células cultivadas sob esta condi¢do
(1,78 g L'h™") superior ao do presente estudo, para extracdo da enzima (3-gal.

provavelmente devido as condi¢des de cultivo
por eles utilizadas.
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Para a possivel utilizagdo da biomassa de
K. lactis para a producao de single cell protein, foi
determinada a composic¢ao proteica da biomassa
integra (CPBI) acumulada apdés 23 h de cultivo
(dados nao apresentados). A CPBI de K. lactis
cultivada em SL (5,73%, m/m) foi aproximadamente
9 vezes maior que a composigdo proteica do SL
utilizado, apresentada na Tabela 1 (0,65%, m/m).
Assim, a utilizacdo do SL permitiu a obtencéao
de um produto com maior valor proteico e pode-
se concluir que a produgao de biomassa pode
agregar valor a utilizagdo desse coproduto.

A partir dos resultados obtidos no presente
trabalho é sugerido o diagrama esquematico geral
para a produgao de biomassa de K. lactis a partir
de SL (Figura 2). Nele sdo apresentadas diferentes
etapas do processo: (/) obtencao do SL a partir da
industria, (i) concentracao do SL, (iii) produgao de
biomassa de K. /actis em sistema em batelada, (iv)
separacgao da biomassa do SL (com possibilidade
de extragdo da enzima B-gal), (v) secagem da
biomassa e, por fim, (vi) armazenamento da
biomassa.

Figura 2 — Diagrama esquematico geral de um possivel processo para produ¢ao de biomassa microbiana

e enzima [3-gal utilizando SL e K. /actis

Fonte: Elaborada pelos autores, 2017.
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Conclusao

O soro de leite mostrou-se uma boa
alternativa para produgdo de biomassa de
Kluyveromyces lactis. A biomassa integra de
K. lactis apresentou teor de proteina maior que
o encontrado no soro de leite desproteinizado,
associado também a uma alta atividade de
B-galactosidase. Estes resultados estimulam
novos estudos para, concomitantemente, utilizar a
biomassa para extracdo da enzima (-galactosidase
e a biomassa remanescente como single cell
protein. Posteriormente sera necessario definir

a composig¢ao de aminoacidos das proteinas, de
acidos graxos dos lipidios e de minerais, bem
como realizar os testes bioldgicos necessarios
para avaliar o aproveitamento nutricional das
proteinas da biomassa de K. /actis.
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