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Resumo

O soro de queijo € um efluente da inddstria de lacticinios com elevada carga
orgénica poluente. Uma forma de tratamento deste efluente € a sua utilizagdo como
substrato para a producéo de bioetanol de 22 geracdo. O objetivo desta tese de mestrado
consistiu no fracionamento do soro de queijo de cabra num permeado rico em lactose e
num concentrado de proteinas do soro (WPC), resultante do processo de membranas
com vista a sua utilizacdo na fermentacéo.

O soro foi pré-tratado através de centrifugacdo e microfiltracdo (MF), obtendo-
se uma boa clarifica¢do do soro, com a diminuigdo dos sélidos suspensos de 1310 mg/L
para 580 mg/L.

Para fracionamento do soro testaram-se duas membranas de ultrafiltracdo (UF),
poliétersulfona e celulose regenerada. A membrana de celulose regenerada permitiu a
otimizacdo dos rendimentos de recuperacdo de proteina (93,3%), de lactose (82,3%),
fluxo (0,80+0,013 L/m?.min) e coeficiente de rejeicdo de proteina (97, 8%).

Estudou-se a capacidade fermentativa da levedura Kluyveromyces lactis CBS
2360 utilizando o permeado de soro concentrado (100 g/L de lactose) como substrato e
diferentes fontes de azoto: extrato de levedura e peptona (YEP), WPC e na sua auséncia.
N&ao se verificaram diferencas significativas nos pardmetros de producdo de etanol
sendo o rendimento de etanol mais elevado de 0,353+0,010 gEtanol/gLactose e a
produtividade mais elevada de 1,12+0,043 g/L.h para o meio suplementado com YEP.

Para melhorar as propriedades do concentrado como fonte de azoto realizaram-
se ensaios de hidrolise do WPC e de velocidade de hidrélise enzimatica. A protease de
Aspergillus oryzae e o racio enzima/substrato de 4:100 apresentou os melhores
resultados, com elevada concentracdo de aminas livres (105,6+0,48 mmol/L) e
velocidade de hidrélise mais elevada (3,37+£0,087 mmol/L.h).

Estudou-se a capacidade fermentativa da levedura utilizando o WPC hidrolisado
(HWPC) como fonte de azoto, ndo se verificando diferencas significativas no
rendimento etandlico, sendo o mais elevado 0,476+0,0098 gEtanol/gLactose sem adi¢do
de fonte de azoto. No entanto a produtividade foi mais elevada usando HWPC:
1,19+0,006 g/L.h.

Concluiu-se que foi possivel a conversao total de acucares em etanol e que ndo é
necessario adicionar fonte de azoto ao soro permeado, pois ndo hd uma melhoria

significativa da producdo de etanol.
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Abstract

Cheese whey is an effluent in the dairy industry which has a high organic
pollutant load. One possible treatment of this effluent is to use it as a substrate in the
fermentation of second generation bioethanol. The purpose of this thesis consisted in the
fractioning of goat cheese whey into a permeate rich in lactose and in whey protein
concentrate (WPC), resulting from a membrane process, and the use of these fractions
in fermentation.

The whey was pre-treated through centrifugation and microfiltration (MF),
yielding a good whey clarification, with the reduction of suspended solids from 1310
mg/L to 580 mg/L.

For whey fractionation two UF membranes were tested, polyethersulfone and
regenerated cellulose. The regenerated cellulose membrane resulted in better yields of
protein (93,3%) and lactose (82,3%) recovery, permeate flux (0,78+0,011 L/min.m2)
and protein retention coefficient (97,8%).

The fermentative capacity of Kluyveromyces lactis CBS 2360 yeast was studied
with whey permeated concentrated up to 100 g/L of lactose as a substrate and different
sources of nitrogen: yeast extract and peptone (YEP), WPC and no added nitrogen
source. No significant differences were observed in the ethanol production parameters
wherein the highest ethanol yield observed was 0,353+0,010 g/g and the highest
productivity 1,12+0,043 g/L.h, both using YEP.

Hydrolysis assays and enzymatic velocity assays of the WPC were performed to
improve the properties of the concentrate as nitrogen source. The protease of
Aspergillus oryzae and the 4:100 enzyme/substrate ratio represented the best results: a
concentration of free amines 105,6+0,48 mmol/L and a higher hydrolysis rate
3,37+0,087 mmol/L.h.

The fermentative capacity of the yeast was studied with the hydrolyzed WPC
(HWCP) as nitrogen source, in which no meaningful differences in the ethanol yield
were observed. The obtained ethanol yield was 0,476+0,0098 gEthanol/gLactose with
no addition of N source, but the productivity was higher with the HWPC: 1,19+0,006
g/L.h.

It was concluded that full conversion of sugars into ethanol is possible and it is
not necessary to add nitrogen source to whey permeate, because there is no significant

improvement in ethanol production.
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1. Introducao

1.1 Enquadramento

O efeito de estufa tem uma funcdo importante para a vida na Terra, serve para
manter o aquecimento do planeta e assim garantir a manutencdo da vida, através de
gases presentes na atmosfera, como o dioxido de carbono (CO;), o metano (CHy),
oxidos de azoto (NOX), entre outros, que retém grandes porgdes de energia de radiacdo
proveniente da superficie terreste. Atividades de origem humana resultam no aumento
da concentracdo destes gases na atmosfera contribuido para o aumento da temperatura
global, provocando altera¢Ges climatéricas.

O CO; € 0 gas de efeito de estufa (GEE) com maior emissdo, sendo uma das
principais causas de aquecimento global principalmente devido ao uso de combustiveis
fosseis, destacando-se o carvao, o petroleo e gas natural (Bhatia et al., 2012).

Atualmente os combustiveis fosseis representam cerca de 80% da energia
primaria consumida no mundo, dos quais 58% é consumida apenas pelo sector dos
transportes (Nigam e Singh, 2011). O esgotamento progressivo de combustiveis fosseis,
0 aumento do consumo de energia que leva ao aumento do preco do petréleo e as
emissdes de GEE deram origem a fontes de energia alternativas, renovaveis,
sustentaveis, eficientes e de baixo custo com menores emissdes (Nigam e Singh, 2011;
Balat et al., 2008), tais como energia solar, nuclear, eélica, hidroelétrica (Bhatia et al.,
2012) e os biocombustiveis (Nigam e Singh, 2011).

Entre as muitas alternativas energéticas, os biocombustiveis tais como,
hidrogénio, biogas e syngas (gas de sintese), surgem provavelmente como as trés fontes
de combustiveis mais importantes e sustentaveis no futuro (Nigam e Singh, 2011).

Os biocombustiveis podem ser classificados como biocombustiveis de 12 ou 22
geracdo. Os combustiveis de 12 geracdo sdo produzidos a partir de matérias-primas de
origem agricola. Contudo existem preocupacdes sobre o abastecimento de matérias-
primas, consequéncia da competicdo pelo uso de solos com culturas alimentares e o
impacto que pode ter na biodiversidade (Naik et al., 2010). Os combustiveis de 22
geracdo sdo produzidos a partir de residuos agricolas ou industriais, que para além do
seu baixo custo, ttm como vantagem a auséncia de preocupaces éticas sobre 0 uso de

potenciais recursos alimentares (Lima-Costa et al., 2012).




Uma das respostas aos problemas mencionados poderia ser a producdo de
bioetanol de segunda geracdo a partir de residuos agroindustriais, uma vez que a sua
utilizagdo ndo compete com os recursos alimentares, permite a valorizacdo de matérias-
primas com baixo valor comercial e possibilita uma alternativa para o tratamento
ambiental destes residuos (Rodrigues et al., 2015). Os biocombustiveis produzidos a
partir desses residuos podem ajudar a reduzir a dependéncia de combustiveis fosseis
assim como as emissdes de CO,, porque o CO; libertado durante a combustdo é igual ao
consumido pela planta durante a fotossintese e portanto ndo aumenta o CO; liquido na
atmosfera (Naik et al., 2010).

Processos de fermentacdo destacam-se na producdo de bioetanol, uma vez que
transformam matérias-primas simples em produtos de valor acrescentado. Entre as
matérias-primas mais utilizadas na fermentagdo etandlica estdo os materiais celuldsicos
(residuos florestais), ricos em amido (milho, trigo, arroz) e ricos em acucar (cana-de-
acucar e beterraba) (Kargi e Ozmihci, 2006).

O bioetanol é um biocombustivel alternativo cada vez mais importante para a
substituicdo ou adicdo da gasolina. Em 2009 registou-se uma produ¢do mundial de
19,535 milhdes de galdes (73,948 milhdes de L) sendo estimado que em 2022 apenas
nos Estados Unidos se produza 36,000 milhdes de galbes (136,275 milhdes de L)
(Dominguez-Bocanegra et al., 2015; Gonzélez Siso, 1996).

O soro de queijo, tratando-se de um efluente agroindustrial proveniente da
industria queijeira, também representa um problema ambiental importante, visto que €
produzido em grandes quantidades e apresenta um conteldo elevado de matéria
organica, como proteinas e lactose (Domingues et al., 1999). Processos de ultrafiltracdo
(UF) podem ser utilizados para recuperar essas proteinas (retentado) e recuperar a
lactose (permeado) com vista a posterior utilizacdo num processo de fermentacdo para a

producdo de bioetanol (Jedrzejewska e Kozak, 2011; Kargi e Ozmihci, 2006).

1.2 Producao de bioetanol a partir do soro de queijo

Ao contrario dos combustiveis fosseis o etanol & uma fonte de energia renovavel,
produzida através da fermentacdo de aclcares e usada como substituto parcial da
gasolina em alguns paises. Os maiores produtores de bioetanol sdo os Estados Unidos, o
Brasil e a China. Espera-se que no ano corrente, 2015, este mercado chegue aos 100 x

10° litros produzidos (Bhatia et al., 2012). Paises como o Japdo, Holanda, Irlanda,




Estados Unidos da América e Nova Zelandia tém implementado processos de producéo
de bioetanol a partir da fermentacdo do soro de queijo (Ahmed e Morris, 1978).
Segundo um relatdrio apresentado em 2005 na Nova Zelandia (House, 2005) o custo de
producdo de bioetanol a partir do soro de queijo permeado, com um nivel de incerteza
de +20 % foi de 0,6 — 0,7 NZ$ (0,33 — 0,39 €/L) (Ling, 2008).

Em Portugal estima-se que a producdo de soro de queijo seja 500 - 560 mil
toneladas por ano e grande parte deste é depois concentrado e seco (Guimaraes et al.,
2008).

De um ponto de vista econdmico a conversdo da lactose presente no soro em
etanol é pouco competitiva quando comparada com tecnologias bem estabelecidas que
utilizam a cana do agtcar ou o milho. No entanto a producdo de etanol a partir do soro
de queijo além de permitir o reaproveitamento de uma fonte de agUcares que de outra
forma ndo teria qualquer uso também permite o tratamento de um efluente com uma

carga organica elevada (Ariyanti e Hadiyanto, 2013).

1.2.1 Soro de queijo e o seu fracionamento

O soro de queijo € um efluente da industria de lacticinios, é o liquido resultante
da coagulacdo da caseina do leite durante o processo de fabrico do queijo ou da caseina
(Guimarées et al., 2010).

A composic¢ao do soro de queijo depende do tipo de soro (acido pH <5 ou doce
pH 6 -7) da época, da espécie, alimentacdo, saude e estagio de lactacdo do animal (Wit,
2001). O soro retém cerca de 55 % dos nutrientes do leite, entre 0s quais se encontra a
lactose (4,5 — 5,0 % p/v), proteinas soltveis (0,6 — 0,8 % p/v), lipidos (0,4 — 0,5 % p/v),
sais minerais (8 — 10 % de extrato seco), contém quantidades consideraveis de acido
latico (0,05 % p/v), acido citrico, compostos nitrogenados ndo proteicos como a ureia e
0 acido urico, vitaminas do grupo B (Guimarées et al., 2010), também contém gordura
(0,1 — 10,6 g/L), sblidos suspensos (0,1 — 22 g¢g/L) e nutrientes como o azoto (N) e
fésforo (P), que contribuem para elevados niveis de contaminacdo (Prazeres et al.,
2012).

O soro de queijo apresenta um elevado teor de matéria organica, este é
monitorizado pela caréncia bioguimica de oxigénio (CBO) e pela caréncia quimica de
oxigénio (CQO) que apresentam concentracfes de 50 e 80 g/L respetivamente (Zafar e

Owais, 2006). O contelido de matéria organica deve-se principalmente a presenca de




hidratos de carbono, como a lactose, e proteinas, como a § — lactoglobulina entre outras.
(Prazeres et al., 2012).

Estima-se que a producdo mundial de soro de queijo seja cerca de 10° toneladas
por ano, originando uma importante fonte de poluicdo ambiental, uma vez que a
producdo de 1 Kg de queijo acarreta a producdo de aproximadamente 9 L de soro
(Koushki et al., 2012).

Tendo em conta a sua matéria organica a eliminagao do soro de queijo continua
a ser um problema mundial significativo para a industria de laticinios. Antigamente o
soro era descartado como um desperdicio em sistemas de esgotos municipais,
distribuidos por campos agricolas (Aktas et al., 2006), rios e ribeiras e muitas fabricas
eram construidas perto desses cursos de &gua com essa finalidade (Pescuma et al., 2008;
Kosikowski, 1979).

Nos ultimos anos diversos esforgos tém sido feitos para encontrar novas formas
de utilizacdo do soro de queijo devido a sua constituicdo, bem como as suas
propriedades funcionais. Foram estabelecidos regulamentos que proibem a descarga do
soro de queijo em cursos de agua e até mesmo em sistemas de esgotos municipais, cujos
tratamentos convencionais ndo sdo apropriados para a reducdo da sua carga poluente
(Kosikowski, 1979). Outra solucdo que tem sido implementada em escala industrial é a
secagem do soro, para posteriormente ser usado como aditivo alimentar ou racdo animal,
no entanto, embora o problema da descarga esteja resolvido, nenhum valor é adicionado
ao produto (Domingues et al., 2010; Domingues et al., 2001). Véarios produtos de valor
acrescentado podem ser obtidos ou produzidos a partir de soro de queijo tais como 0
bioetanol, a proteina unicelular (SCP), os acidos organicos, 0s biopolimeros, os
plasticos biodegradaveis (Koushki et al., 2012), os concentrados de proteinas do soro
(WPC), o biogas, diversos produtos farmacéuticos e suplementos alimentares (Gonzalez
Siso, 1996).

O primeiro passo na maioria dos processos de valorizacdo do soro consiste na
recuperacdo da fracdo proteica.

No presente trabalho, o soro utilizado foi de cabra que apresenta uma
composicao proteica de 3,7 -7,0 g/L, sendo a maioria  — lactoglobulina (1,8 — 2,8 g/L)
e a — lactalbumina (0,6 — 1,1 g/L), também contém em pequenas quantidades proteinas
soltveis tais como, imunoglobulinas, albumina do soro (0,26 — 0,3 g/L), lactoferrina

(0,12 g/L) e caseino — macropéptido (Hernandez-Ledesma et al., 2011).




A separacao das proteinas do soro é normalmente conseguida por tecnologia de
membranas. A tecnologia de membranas consiste em processos de separacao utilizando
membranas especificas semi-permeaveis para concentrar ou fracionar um liquido em
dois com diferentes composicdes, permitindo a passagem seletiva de alguns compostos
e impedindo a de outros. O liquido que é capaz de passar a membrana é conhecido
como o permeado, enquanto o que é retido € chamado retentado ou concentrado. A
eficiéncia das membranas é fortemente regulada por gradientes de pressdo hidrostatica
(pressdo transmembranar) e gradientes de concentracdo nos liquidos ao longo da
membrana (Kumar et al., 2013). As membranas de microfiltracdo (MF) permitem a
passagem de particulas de tamanho inferior a limites que podem ir de 0,2 a 2 um,
dependendo da membrana usada (Kumar et al., 2013), enquanto as de UF permitem a
passagem de substancias com um peso molecular de tamanho inferior a limites que
podem ir de 10° a 10° Da, mais uma vez dependendo da membrana usada (Atra et al.
2005).

Processos de membranas como a MF, (Ye et al., 2014) UF, (Daufin et al., 1992;
Jayaprakasha e Yoon, 2003; D'Souza e Wiley, 2003; Cancino et al., 2006; Cheang e
Zydney, 2004) nanofiltracdo (NF) (Pan et al., 2011) e osmose inversa (OR) tém sido
amplamente usados para desenvolver e produzir compostos proteicos derivados da
industria de lacticinios, como o leite e 0 soro de queijo (Pouliot, 2008).

As proteinas do soro de queijo sdo separadas por UF e deste processo resultam
duas fragBes: um retentado, denominado concentrado de proteinas do soro (WPC) de
elevado valor nutricional, que é usado para formulas de alimentacdo infantil e bebidas
enriquecidas (Daufin et al., 1992), e um permeado rico em lactose que continua a
contribuir para elevados valores de CBO e que deve por isso ser tratado (Guimardes et
al., 2008; Jedrzejewska e Kozak, 2011). Uma solugdo promissora seria a bioconversao
da lactose em etanol, que ndo s6 reduz o impacto ambiental desta matéria organica, mas
também apresenta uma alternativa de producdo de bioetanol (Silveira et al., 2005).

O processo de UF apresenta varias vantagens, como 0 baixo custo energético,
baixo investimento, possibilidade de realizar o aumento de escala sem alterar o elevado
rendimento e a pureza do produto (Wang et al., 2008).

A microfiltragdo (MF) é aplicada principalmente como pré-tratamento para a UF
do soro do queijo. O soro do queijo possui diversos componentes indesejaveis que
podem ter efeitos prejudiciais sobre as propriedades funcionais do WPC, tais como as

gorduras e as micelas de caseina. Estes compostos ndo conseguem ser completamente




removidos por centrifugacdo (Cancino et al., 2006). A MF ou a combinacéo desta com a
centrifugacdo sdo considerados passos de separacdo de micelas e gordura bastante
eficazes (Cheryan, 1998).

Apesar dos beneficios dos processos por membranas, a performance destas
operacdes é afetada pela diminuicdo do fluxo ao longo do tempo, devido a obstrucdes
(fouling) e a polarizacdo de concentragdo (Nourbakhsh et al., 2014). Na polarizacdo de
concentracdo o soluto é retido na superficie da membrana e a sua acumulacdo forma
uma camada com uma concentragao relativamente alta, essa concentracdo pode chegar a
valores tdo elevados que essa camada transforma-se num gel, tornando assim a
membrana cada vez menos permeavel. Este fendmeno € reversivel ao contrario do
fouling (Van den Berg e Smolders, 1990).

Fatores como a concentragcdo de proteinas, o pH, a temperatura, a presséo
transmembranar o tamanho do poro, a interacdo entre constituintes ou entre
constituintes e a membrana contribuem para a obstru¢do das membranas (Zhao et al.,
2000).

1.2.2 Fermentacio etanolica

A fermentacdo pode ser definida como um processo bioquimico de oxidagdo
reducdo onde ocorre a geracdo de ATP na auséncia de oxigénio e no qual compostos
organicos agem como dadores e aceitadores de eletrdes (Guimarées, 2008).

A fermentacéo direta do soro de queijo ou do soro de queijo permeado em etanol
ndo € economicamente viavel, uma vez que o seu baixo contetdo de lactose resulta em
baixas concentragfes de etanol (2-3 % v/v), tornando o processo de destilacdo muito
caro. Assim é importante iniciar a fermentagdo com elevadas concentragdes de lactose,
que podem ser conseguidas atraves da concentracdo do soro por OR de modo a atingir
elevadas concentracdes de etanol no final da fermentacdo (Guimaraes et al., 2010).

Diversos microrganismos sdo capazes de produzir etanol, nomeadamente
leveduras, como a Kluyveromyces lactis, a Saccharomyces cerevisiae, a
Schizosaccharomyces pombe, bactérias, como a Zymomonas mobilis, fungos como o
Fusariumoxys porum, e bactérias termofilicas (Dominguez-Bocanegra et al., 2015), no
entanto neste trabalho optou-se por usar a Kluyveromyces lactis, devido ao facto desta

poder metabolizar diretamente a lactose presente no soro de queijo.




A maioria dos microrganismos oxida hidratos de carbono para obtencdo de
energia a nivel celular, sendo o mais comum a glucose. Essa energia pode ser obtida
atraves de dois processos: a respiracéo celular e a fermentacéo (Tortora et al., 2012).

A via metabdlica da glicélise permite a oxidacdo de uma molécula de glucose
em duas moléculas piruvato, com a producdo de duas moléculas de ATP e NADH
(Figura 1).
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Figura 1: Mecanismo da glicolise. Adaptado de Tortora et al., 2012.

Na presenca de oxigénio o piruvato obtido na glicolise é encaminhado para a via
respiratoria que ocorre no cliclo de Krebs também conhecido como o Ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA).

O piruvato sofre uma descarboxilacdo oxidativa formando acetil coenzima A
(acetil - CoA) uma molécula de NADH e uma de CO,. A molécula de acetil - CoA entra
no ciclo de Krebs e é oxidada a CO, enquanto o NAD" ¢ reduzido a NADH que sera
usado pela cadeia transportadora de eletrdes de forma a produzir ATP como parte da
fosforilacdo oxidativa. Durante este ciclo sdo produzidos dois produtos a agua (H,O) e
dioxido de carbono (CO;) (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo da via respiratoria. Adaptado de Reece et al., 2013.

No final da respiracdo por cada molécula de glucose oxidada sdo produzidas 32
moléculas de ATP (Tortora et al., 2012; Reece et al., 2011).

Na auséncia de oxigénio o piruvato segue a via fermentativa sendo assim
convertido (descarboxilacdo) em acetaldeido e CO,. O acetaldeido é reduzido pelo
NADH, reacdo catalisada pelo enzima alcool desidrogenase de modo a produzir duas
moléculas de etanol e consequentemente ocorre a regeneragio do NAD™ necessario para
a continuacdo da glicélise (Figura 3) (Tortora et al., 2012; Reece et al., 2011).
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Figura 3: Representacdo da fermentacgéo alcoolica. Adaptado de Voet e Voet, 2006.




1.2.2.1 Microrganismo - Kluyveromyces lactis

Muitas das estirpes de levedura, como por exemplo estipes de Saccharomyces
ndo conseguem fermentar a lactose em etanol, devido a auséncia do enzima [3-
galactosidase, (Koushki et al., 2012) que permite a hidrolise da lactose em glucose e

galactose (Reacéo 1) e posterior fermentacdo em etanol (Domingues et al., 2010).

B—galactosidase

C12H22011'+ H20 _—_—__—__—>C6H1206 + C6H1206 Reagéol

Lactose Glucose Galactose

Na maioria dos organismos a conversiao da [-D-galactose num composto mais
atil metabolicamente, como glucose-1-fosfato, é conseguida pela via de Leloir. Esta via
é composta por 4 reacdes onde na fase final ocorre a epimerizacdo da UDP-galactose

em UDP-glucose (Figura 4).

HOOH

(1

2

HO

HOCH
galactose mutarotase &‘
= 0

OH OH
OH

OH
p-D-galactose a-D-galactose
HOOH ATP ADP HOOH
X \_/ 0
@) wo HO A
OHOH galactokinase 0. PH

N /
f~on
0

(3)

4)

Figura 4: Via metabdlica da galactose. Adaptado de Holden et al., 2003.
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De modo a contornar a auséncia da [-galactosidase nas estirpes de
Saccharomyces sp tem-se feito varias abordagens na construgdo de estirpes
geneticamente modificadas que permitam que estas sejam capazes de metabolizar a
lactose. S0 muitas as leveduras capazes de assimilar a lactose aerobiamente, mas séo
poucas as que a fermentam diretamente, como Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
marxianus e Candida pseudotropicalis (Domingues et al., 2010).

A levedura Kluyveromyces lactis tornou-se, assim numa alternativa a
Saccharomyces cerevisiae, devido as suas aplica¢cdes industriais, bem como aos estudos
que tém sido realizados sobre a sua respiracdo mitocondrial. Ambas pertencem ao grupo
de aerdbias facultativas que apresentam a capacidade de metabolizar glucose pelas vias
oxidativa (respiracdo) e oxidoredutiva (fermentacdo). A diferenca recai na importancia
destas vias em condicdes aerobias, a Saccharomyces cerevisiae € aerdbia fermentativa,
pois a respiracdo representa apenas 10% do rendimento energético do metabolismo
aerobio, enquanto a levedura Kluyveromyces lactis é uma levedura aerdbia respiratoria,
ou seja a respiracdo predomina sobre a fermentacao (Siso et al., 1996).

A fermentacdo sob condicdes de aerobiose é conhecida pelo efeito de Crabtree,
que se trata da saturacdo da capacidade respiratéria de algumas leveduras mesmo
quando existe um elevado nivel de oxigénio dissolvido, desviando a fonte de carbono
para a via fermentativa, assim a K. lactis apresenta-se como efeito de Crabtree negativo
(Gonzélez-Siso et al., 2000; Breunig et al., 2000).

Embora esta levedura seja capaz de fermentar em condi¢des anaerobias ndo é
capaz de crescer. A presenca de oxigénio é necessaria em varias vias metabodlicas, tais
como para a producdo de esterdis, &cidos gordos insaturados, pirimidinas e

desoxirribonucleotidos (Ishtar Snoek e Y de Steensma, 2006).
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1.2.2.2 Fontes de azoto

O carbono (C) e 0 azoto (N) sdo nutrientes essenciais no meio de fermentacéo. O
azoto é necessario para o crescimento da levedura, influencia o rendimento de etanol e a
tolerancia da levedura ao etanol.

O extrato de levedura e a peptona (YEP) sdo as fontes de azoto mais aplicadas
em escala laboratorial, (Sridee et al., 2011), sdo fonte de nutrientes complexos, usados
para o crescimento da levedura e producdo de etanol (Deesuth et al., 2012).

Apesar dos beneficios, estas fontes de azoto tém um grande impacto nos custos
do meio e por isso tem-se desenvolvido investigacdo de modo a encontrar alternativas
mais econdmicas.

Um estudo realizado por Yue et al., (2012), mostra que a ureia [CO(NH,),] é
uma fonte de azoto que tem um papel importante na producéo de etanol pela levedura
Saccharomyces cerevisiae a partir da sacarina do sorgo, ndo s6 promoveu um aumento
significativo da taxa especifica de crescimento e a capacidade de tolerancia ao etanol,
como também aumentou o rendimento de etanol e reduziu a formacdo de subprodutos
(Yueetal., 2012).

Laopaiboon et al. 2009 estudaram a influéncia do extrato de levedura e peptona
(YEP) e sulfato de amonio [(NH4)2,SO4] como fontes de azoto na fermentacao etanolica
da sacarose do sorgo. Verificou-se que o YEP ndo conseguiu melhorar
significativamente a produtividade do etanol e que o sulfato de aménio obteve um
rendimento de produto/substrato (Ys) significativamente inferior quando comparado
com o controlo e 0 meio suplementado com YEP. Este efeito negativo pode ser devido a
producéo de subprodutos.

Sridee et al., 2011 estudaram o uso de dried spent yeast (DSY) um subproduto
da industria cervejeira, como uma fonte alternativa ao YEP e ao extrato de levedura
(YE) na fermentagdo do sorgo como fonte carbono. Os resultados sdo muito
semelhantes entre as fontes de azoto, por isso 0 uso de DSY serd uma boa fonte de
azoto alternativa ao YEP e ao YE.

No presente trabalho pretendeu-se estudar o uso do WPC como uma fonte de

azoto alternativa ao YEP.
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1.2.2.3 Hidrdlise Enzimatica de proteinas

A hidrolise enzimatica de proteinas é um processo no qual as ligacdes peptidicas
da proteina sdo clivadas, originando oligopéptidos, especialmente di e tripéptidos, e
aminoacidos de menor peso molecular. Durante este processo ocorre 0 consumo de agua
e 0 aparecimento de novos grupos carboxilato e aminas livres. Estes hidrolisados
apresentam um elevado valor nutricional para as leveduras e sdo mais rapidamente
utilizados do que as proteinas no seu estado nativo ou do que os aminoacidos livres
(Bandyopadhyay et al., 2008).

Com a finalidade de aumentar o uso do WPC, a hidrdlise enzimatica pode ser
usada para produzir hidrolisados proteicos com diferentes perfis de péptidos e de
aminoacidos dependendo das especificidades do enzima (Silvestre et al., 2013).

Os hidrolisados proteicos sdo amplamente usados como suplementos
nutricionais, intensificadores de sabor em produtos alimentares, cosméticos, produtos
para cuidado pessoal e reforco de bebidas e sumos (Bandyopadhyay et al., 2008).

As caracteristicas dos hidrolisados de WPC dependem essencialmente do tipo de
enzima usado, do grau de hidrolise e do pré-tratamento do substrato (Kankanamge et al.,
2013).

Varios sdo os enzimas que podem ser utilizados no processo de hidrolise do
WPC, como a tripsina (Silvestre et al., 2013; Banach, et al., 2013; Shin et al., 2010;
Mota et al., 2006), quimotripsina (Custddio et al., 2005; Banach et al., 2013),
carboxipeptidase (Custddio et al., 2005), pepsina (Banach et al., 2013), pancreatina
(Morais et al., 2013), proteases derivadas de bactérias como Bacillus licheniformis
(Silvestre et al., 2013; Misan et al., 2008; Banach et al., 2013; Mota et al., 2006),
fungos Aspergillus oryzae (Silvestre et al., 2012) e Aspergillus sojae (Morais et al.,
2013) e de origem vegetal como a papaina e bromelaina (Shin et al., 2010; Banach et al.,
2013).

O grau de hidrolise (GH) é definido como a propor¢do do namero total de
ligagOes peptidicas que sdo clivadas durante o processo de hidrolise enzimatica. Nao
existe um método padrdo para a determinagdo do GH, no entanto existem alguns
métodos que foram desenvolvidos e sdo normalmente usados para esse fim, como o pH-
stat, o azoto solivel em acido tricloroacético (SN-TCA), o A4cido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS), o o-phthaldialdehyde (OPA) e 0 método de Sorensen

(titulacdo com formol).
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1.3 Objetivos

Esta dissertacdo de mestrado tem como principais objetivos o fracionamento do
soro de queijo num permeado rico em lactose e num concentrado rico em proteinas
(WPQC), resultante de um processo de membranas em condic¢fes otimizadas, e o estudo
do uso destas fragbes como matérias-primas para a producdo de bioetanol. Com base

nestes objetivos principais definiram-se objetivos especificos a alcancar:

e Estudar as condicBes de operacdo da ultrafiltracdo (UF) que permitem otimizar
os rendimentos de lactose no permeado e de proteinas no WPC.

e Avaliar a capacidade fermentativa da levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360
no substrato de soro de queijo permeado, quando suplementado com diferentes
fontes de azoto. Caracterizacdo da cinética de crescimento, e de producdo de
etanol.

e Otimizar o racio de enzima/substrato e o tempo de hidrélise enzimatica do WPC,
usando diferentes proteases, com vista a obtencdo de uma boa fonte de azoto
para a producao de bioetanol.

e Estudar o uso de WPC hidrolisado como fonte de azoto para a fermentagdo
etanolica do permeado de soro de queijo de modo a suplementar este substrato
deficiente em azoto. Para isso avalia-se a capacidade fermentativa da levedura
Kluyveromyces lactis CBS 2360 no substrato de soro de queijo permeado,
quando suplementado com WPC e WPC hidrolisado como fontes de azoto.

Caracterizacao da cinética de crescimento e de producéo de etanol.

Assim é objetivo deste trabalho verificar se o fracionamento do soro de queijo

poderé trazer vantagens a producdo de bioetanol a partir desta matéria prima residual.
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2. Materiais e métodos

2.1 Microrganismo

A levedura utilizada neste estudo foi a Kluyveromyces lactis CBS 2360

gentilmente cedida pela Professora Doutora Lidia Dionisio da Universidade do Algarve.

2.2 Meios de cultura

O meio de cultura para armazenamento da levedura Kluyveromyces lactis CBS
2360 foi 0 meio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) sélido, que é constituido por 10
g/L extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 20 g/L de glucose e suplementado com 10
g/L de agar.

Para preparacao do pré-indculo o meio utilizado foi o YPD liquido, constituido
por 10 g/L extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 20 g/L de glucose.

Para preparacdo do indculo o meio é constituido por 10 g/L de extrato de
levedura e 20 g/L de peptona e a fonte de carbono é substituida pela mesma que se usa
nos ensaios de fermentacdo (lactose do soro de queijo permeado) diluido a 1/3 em
relacdo ao meio dos ensaios fermentativos.

Os meios de fermentacdo sdo constituidos por 100 g/L de lactose proveniente do
permeado do soro de queijo como fonte de carbono e diferentes fontes de azoto, tais
como 3 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de peptona (YEP), 8 g/L de concentrado de
proteinas do soro de queijo (WPC) ou 8 g/L de concentrado de proteinas do soro de
queijo hidrolisado (HWPC).

Todos os meios foram esterilizados em autoclave (Uniclave 87, Portugal) por

calor hiimido a 121 + 1 °C durante 20 minutos.

2.3 Condicoes de armazenamento e crescimento

Para armazenamento a longo prazo a cultura foi mantida a -80 °C em eppendorfs
com meio YPD liquido com 30 % (v/v) de glicerol.

Para preparacdo dos inéculos dos ensaios fermentativos, as culturas foram
repicadas para placas com meio YPD solido e incubadas em estufa (Selecta, Espanha)
durante 24 a48 ha 30 =+ 1 °C. Apds este periodo, as placas foram mantidas a 4 °C.

O pré-inéculo foi preparado, através da transferéncia de leveduras com uma

hansa estéril para 50 mL de meio YPD liquido num Erlenmeyer de 100 mL e colocado
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na agitadora orbital (IKA 4s 4000, Alemanha) a 30 £ 1 °C e com agitacdo de 150 rpm
durante 24 h.

O inoculo, por sua vez, foi preparado através da passagem de 10 % (v/v) do pré-
indculo para 45 mL do meio de cultura descrito em 2.2, num Erlenmeyer de 100 mL e
deixado a incubar na agitadora orbital (IKA-KSA4000i, Alemanha) a 30 £ 1 °C e com
agitacdo de 150 rpm durante pelo menos 18 h.

Apos este periodo, procede-se a contagem de células na camara de Neubauer
(Blau Brand, Alemanha) para determinacdo da concentracdo celular do in6culo
(Ccelular) (Equagdo 1). Com a concentragdo celular € possivel calcular o volume
necessario de inoculo para que fermentacdo seja inoculada com uma concentracdo de 1
x 10" células/mL (Equacdo 2).

o de célul I ~
Ceelular = % x Factor de dilui¢do x 4 x 10 © Equacao 1

Ceetutar X Vinsculo = Cfinal X Vfermentagio Equacdo 2

A concentracdo celular (Ceeiar) € final (Crinal) S80 expressas em cel/mL,
enquanto os volumes do indculo (Vinscuio) € de trabalho da fermentagdo (Vsermentagio) S840
expressos em mL.

Os ensaios de fermentacdo foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL com
120 mL de meio. Depois de inoculados os Erlenmeyers foram colocados na agitadora
orbital (IKA 4s 4000, Alemanha) a 30 £ 1 °C e com agitagdo de 150 rpm durante 96 h.
Os ensaios foram realizados em triplicado, o manuseamento dos Erlenmeyers e a
recolha das amostras foram efetuados em condi¢des de assepsia na camara de fluxo
laminar (Telstar Bio Il A) e com a utilizacdo de material estéril.

Os ensaios foram acompanhados pela monitorizacdo do pH, analise da densidade
Gtica por espectrofotometria, contagem de células viaveis pelas unidades formadores de
colonias (UFC’s) e quantificacdo de aglcares e etanol por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) (VWR Hitachi Elite LaChrom, EUA).
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2.4 Matérias-primas

Neste trabalho usou-se como matéria-prima soro de queijo de cabra, gentilmente
fornecido pelo Portal dos Queijos situado em Sdo Bras de Alportel, Faro. Este soro foi
recolhido apdés o processo de producdo de requeijao e por isso apresenta uma baixa

concentracao de proteinas, cerca de 3 g/L e uma concentracdo de lactose cerca de 36 g/L.

2.4.1 Obtencdo do soro de queijo permeado e do concentrado de
proteinas do soro de queijo (WPC)

O soro de queijo foi fracionado para obtencdo de um permeado rico em lactose e
com um contetdo baixo de proteinas e um retentado com elevada concentragdo de
proteinas do soro.

O soro foi sujeito a um pré-tratamento, que consistiu na centrifugacédo do soro a
12000 rpm e a temperatura de 8 £ 1 °C durante 45 minutos (Beckman Coulter J14MC,
EUA) desta forma foi possivel remover a gordura que se encontra a superficie do
sobrenadante e solidos suspensos que se acumulam no pellet. De seguida efetuou-se a
MF com uma membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF - Durapore®) da
Millipore com um poro nominal de 0,65 pm, que permite a remocdo dos solidos
suspensos de uma forma mais eficaz, evitando o entupimento acelerado das membranas
de UF.

A ultrafiltracdo foi realizada usando duas membranas que apresentam 0 mesmo
cut-off de 10 KDa e a mesma area de 0,005 m? apresentando apenas diferencas no seu
material sendo uma de poliétersulfone (Biomax®) e outra de celulose regenerada
(PLCGC) ambas da Millipore.

Os ensaios de microfiltracdo e ultrafiltracdo foram realizados numa unidade de
filtracdo de fluxo transversal (Labscale™ TFF System e Pellicon® XL Cassettes), com
uma pressdo transmembranar de 1,38 bar para a MF e 1,72 bar para as membranas de
UF.

O soro permeado obtido é armazenado no congelador para posterior utilizacao.

O retentado obtido é depois sujeito a um processo de liofilizacdo (FreeZone 6L,
EUA) a pressdo de 16 Pa e a temperatura de -54 °C, para uma melhor preservacao e

armazenamento.
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2.4.2 Concentracdo do soro de queijo permeado

O soro de queijo permeado, tal como o soro de queijo na sua forma original
apresenta um teor de lactose de cerca de 50 g/L. Para se obter um soro com uma
concentracao de lactose de 100 g/L, a ser usado nos ensaios fermentativos, procedeu-se
a sua concentracdo através de um processo de evaporacdo utilizando um evaporador

rotativo de vacuo (Heidolph 94200, Alemanha) a temperatura de 70 °C.

2.5Ensaios experimentais

2.5.1 Microfiltracao do soro de queijo

Realizaram-se ensaios de microfiltracdo utilizando uma membrana de difluoreto
de polivinilideno (PVDF - Durapore®) da Millipore com um poro nominal de 0,65 pum
para filtragdo do soro de queijo previamente centrifugado.

O ensaio foi realizado numa unidade de filtragdo de fluxo transversal
(Labscale™ TFF System e Pellicon® XL Cassettes, 0,005 m® area de superficie
membranar), com uma pressdo transmembranar de 1,38 bar e um volume total de 600
mL.

Apos utilizacio da membrana esta é regenerada com um agente surfactante triton
X100 a 0,1 % e um agente quimico alcalino NaOCI a 0,025 % alternadamente, a
temperatura de 45 °C durante 30 minutos. Este processo € realizado duas vezes com
cada agente quimico.

Recolheram-se amostras de 50 mL do soro de queijo na sua forma original, apds
ser centrifugado, do permeado e do retentado resultantes da microfiltracdo e analisou-se
0s solidos suspensos por gravimetria usando filtros de fibra de vidro GF/A (Whatman).
As proteinas e a lactose foram quantificadas pelo método de Bradford e por HPLC
respetivamente, como descrito nos pontos 2.6.2.3 € 2.6.2.4.

O soro microfiltrado obtido é armazenado no congelador para posterior
utilizagdo. Este procedimento foi repetido até se obter volume suficiente para ensaios
posteriores de UF.
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2.5.2 Ultrafiltracao do soro de queijo

Realizam-se ensaios de UF utilizando duas membranas, uma de poliétersulfona
(Biomax®) e outra de celulose regenerada (PLCGC) ambas da Millipore, apresentam
um cut-off de 10 KDa e uma 4rea de 0,005 m?. Este processo permite a obtencdo de um
permeado com teor pobre em proteinas e um retentado com um teor elevado de
proteinas.

O ensaio foi realizado para cada membrana numa unidade de filtracdo de fluxo
transversal (Labscale™ TFF System e Pellicon® XL Cassettes), com um volume total
de 500 mL.

Apos utilizacdo da membrana esta é regenerada com um agente quimico alcalino
NaOH a 0,1 M, a temperatura de 40 °C durante 30 minutos por trés vezes.

Recolheram-se amostras de 3 mL do retentado e do permeado instantaneo da
ultrafiltracdo ao longo do tempo com as duas membranas e quantificou-se as proteinas
pelo método de Bradford e a lactose por HPLC como descrito nos pontos 2.6.2.3 e
2.6.2.4.

As membranas de ultrafiltracdo foram caracterizadas através do seu fluxo,
calculado através da taxa de fluxo do permeado e do coeficiente de rejeicao de proteina
(Equacdo 3), que foi obtido por monitorizagdo das concentragcdes de proteina no

permeado (Cpermeado) € retentado (Cretentado) da ultrafiltracdo ao longo dos ensaios.

C ermeado ~
Crejeicao(%) = (1 - M) x 100 Equacio 3

CPretentado

O soro permeado obtido é armazenado no congelador para posterior utilizaco.
Este procedimento foi repetido até se obter volume suficiente para posteriores ensaios
de fermentacéo.

Os retentados obtidos dos varios processos de UF sdo sujeitos a nova UF até se
atingir um fator de concentragdo volumetrico (FCV) de 10, para a obtencdo de uma
concentracao de proteinas mais elevada. O FCV é o coeficiente entre volume inicial de
permeado e o volume de retentado. Este é posteriormente submetido a um processo de
liofilizacdo (FreeZone 6L, EUA) com uma pressdo de 16 Pa e uma temperatura de -

54 °C, para uma melhor preservagao e armazenamento.
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2.5.3 Hidrdlise enzimatica do concentrado de proteinas do soro de
queijo

Realizaram-se 4 ensaios de hidrolise enzimatica onde foram usadas as proteases
de Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzae, Bromelaina e Tripsina. O substrato
utilizado foi o concentrado de proteinas do soro (WPC), nos racios de enzima/substrato
de 1:100, 4:100 e 8:100.

Os ensaios foram realizados em triplicado em eppendorfs de 1,5 mL, com um
volume total de 0,5 mL.

As solugbes de WPC (10%, p/v) foram preparadas em agua destilada o que
corresponde a (0,75 %, p/v) de proteina e o pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 3M.
Adicionaram-se 0s enzimas em quantidade adequada, de modo a atingir os racios
enzima/substrato desejados e as solugbes foram incubadas a 50 £ 0,2 °C em banho-
maria com agitacdo constante de 120 rpm (Julabo SW22, Alemanha) durante um tempo
total de 5 h (Silvestre et al., 2012). A reacéo hidrolitica termina aquecendo as solugdes a
temperatura de 90 £ 0,2 °C durante 10 minutos.

Para controlar o grau de hidrdlise, fez-se um controlo negativo com o WPC
(10%, p/v), como descrito acima, onde ndo ocorre hidrolise e um positivo com a adicéo
de 1 mL HCL 6M e inoculacdo durante 24h a uma temperatura de 110 °C, para obter
100% de hidrolise (Bandyopadhyay et al., 2008).

Recolheram-se amostras do WPC ndo hidrolisado (branco), do WPC totalmente
hidrolisado e do HWPC enzimaticamente ao fim de 5 h.

Neste ensaio mediu-se o grau de hidrolise através método do acido 2,4,6 -
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) a usando do protocolo da GBiosciences, como
descrito no ponto 2.6.2.5. Este método permite a quantificacdo de aminas primarias

livres em solucéo.

2.5.4 Velocidade de hidrdlise enzimatica do concentrado de
proteinas do soro de queijo
Realizou-se um ensaio de hidrélise enzimatica ao longo do tempo, utilizando as
proteases de Aspergillus oryzae e Bromelaina para hidrélise do WPC 10 % (p/v), com o
racio de 4:100 de enzima/substrato durante 8 horas.
Fez-se um controlo com as proteases num racio de 4:100, para saber qual a sua

contribuicdo na concentracdo de aminas.
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Recolheram-se amostras do HWPC de hora a hora durante 8 horas.

Posteriormente realizou-se um ensaio de hidrolise enzimatica em grande escala,
utilizando apenas a protease de Aspergillus oryzae, também com o racio de
enzima/substrato de 4:100, durante 24 h, para obter uma quantidade suficiente de
HWPC para utilizar em ensaios posteriores de fermentacéo.

Recolheram-se amostras do HWPC de 4 em 4h durante as 24 h do ensaio.
Determinou-se 0 grau de hidrolise como descrito no ponto 2.6.2.5. Os ensaios

realizaram-se como descrito no ponto 2.5.4.

2.5.5 Fermentacio etandlica do soro de queijo permeado
concentrado a 100 g/L de lactose pela levedura
Kluyveromyces lactis CBS 2360 com diferentes fontes de
azoto

Realizaram-se trés ensaios com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360,
utilizando como fonte de carbono o soro de queijo permeado com uma concentracdo de
100 g/L de lactose e diferentes fontes de azoto, 5 g/L de peptona com 3g/L de extrato de
levedura (YEP), 8 g/L de WPC e um controlo sem adicdo de qualquer fonte de azoto.

Os ensaios foram realizados em triplicado em Erlenmeyers de 250 mL com um
volume total de meio fermentativo de 120 mL. Depois de esterilizados 0s meios
(Uniclave 87, Portugal), foram inoculados com uma concentracéo inicial de células de 1
x 107 cel/mL e incubados numa agitadora orbital (IKA-KSA4000i, Alemanha) a 150
rpm e a temperatura de 30 + 1 °C, durante 96 h. Durante o ensaio recolheram-se
amostras de 2 em 2 h até as 12 h, de 3 em 3 h a partir das 24 h e de 12 em 12 h a partir
das 72 h até conclusdo do ensaio fermentativo, sempre em condicdes de esterilidade
(Telstar Bio 1l A, Espanha).

Por cada amostra, analisou-se o crescimento celular por espectrofotometria
(densidade dtica), pela contagem de células vidveis (UFCs), e por gravimetria da
biomassa seca (peso seco), a concentracdo de lactose e de etanol por HPLC e o pH

monitorizado, como descrito na metodologia no ponto 2.6.
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2.5.6 Fermentacio etandlica do soro de queijo permeado
concentrado a 100 g/L de lactose pela levedura
Kluyveromyces lactis CBS 2360 com concentrado de
proteinas do soro de queijo (WPC) hidrolisado e nao

hidrolisado como fontes de azoto
Realizaram-se trés ensaios com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360,
utilizando como fonte de carbono o soro de queijo permeado com uma concentracéo de
100 g/L de lactose e como fontes de azoto 8 g/L de WPC, 8 g/L de WPC hidrolisado e
também um controlo sem adicdo de qualquer fonte de azoto. Os ensaios foram

realizados como descrito em 2.5.3.

2.6 Parametros fermentativos

Ao longo dos ensaios foram recolhidas amostras e realizadas as analises
detalhadas a seguir.

2.6.1 Determinacao do crescimento celular

2.6.1.1 Densidade ética

A densidade Otica é um pardmetro que permite acompanhar o crescimento
celular pelo método de espectrofotometria (Cintra 202 — GBC, EUA) na gama do
visivel num comprimento de onda de 590 nm, no entanto ndo permite distinguir entre
células viaveis e ndo viaveis. Antes da inoculagdo recolhe-se uma amostra de cada meio,
que sera o branco e serd lido contra as amostras recolhidas ao longo do tempo. As
amostras e o branco foram diluidos de modo a que a absorvancia medida ndo
ultrapassasse o valor de 0,9. E de notar que se fosse necessario fazer uma diluiio

diferente essa também seria feita no branco.

2.6.1.2 Peso seco

O peso seco permite determinar a concentracdo de biomassa, € por isso outro
parametro que possibilita o acompanhamento do crescimento celular. Durante 0s
ensaios de fermentacdo recolheu-se amostras de 1,2 mL para eppendorfs de 1,5 mL

previamente secos e pesados. Esses sdo centrifugados (Eppendorf Centrifuge 5415D,
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EUA) a 13200 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante é usado para a analise de
quantificacdo de lactose e etanol e o pellet é seco (Binder FD53, EUA) a50 + 1 °C
durante 60 h e posteriormente pesado (Precisa XB120A e Precisa 2200C IP65, Suica) a
temperatura ambiente.

Este procedimento foi realizado para todos os ensaios de fermentacdo, porém os
resultados do peso seco obtidos ndo foram os esperados e por isso a biomassa seca foi
estimada através da correlacdo entre a densidade 6tica e o peso seco celular (Equacéo 4),
previamente estabelecida no laboratério de Engenharia e Biotecnologia Ambiental

(LEBA) onde foram executados estes ensaios experimentais.

Biomassagec, = 0,371.D0 + 0,113 Equacao 4

A concentracdo de biomassa seca € expressa em g/L e a densidade Gtica em

unidades de absorvancia.

2.6.1.3 Unidades formadoras de coldnias

A contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) permite seguir o
crescimento e a viabilidade celular.

As amostras sdo diluidas sucessivamente em tubos de ensaio com tampdo fosfato
salino (PBS) 0,1M a pH 7,0, entre 10% e 10° vezes. As amostras sS40 homogeneizadas e
inocula-se 3 gotas de 20 uL em placas de Petri com meio YPD solido. As placas sdo a
incubadas em estufa (Incuterm — Raypa, Espanha) a 25 + 1 °C durante 48 horas.

Posteriormente procedeu-se a contagem das colonias formadas, utilizando a

Equacéo 5 para calcular a concentracéo celular:

1
Volume inoculado

Ceelular = N2 células X Fator Diluicdao X Equacao 5

A concentracdo celular (Ceeluiar) € expressa em cél/mL e o volume inoculado em

mL.

Durante os ensaios realizados, também se procedeu a quantificacdo de lactose e

de etanol como descrito em 2.6.2.4.
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2.6.2 Métodos analiticos

2.6.2.1 Medic¢ao do pH

O pH foi medido nos ensaios de microfiltracdo, ultrafiltracdo e nos ensaios
fermentativos, através de um potenciometro (Crison Basic 2, Espanha). Nos ensaios de
microfiltracdo e ultrafiltracdo o potenciometro foi calibrado antes de cada utilizacéo,
enguanto nos ensaios fermentativos foi calibrado a cada 24 horas, para garantir a

exatiddo dos resultados.

2.6.2.2 Medicao da condutividade

A condutividade foi medida nos ensaios de microfiltracdo e ultrafiltracdo através
do condutivimetro (CRISON micro CM 2202, Espanha). Este foi calibrado antes de
cada utilizacdo, para garantir a exatidao dos resultados.

2.6.2.3 Quantificacao de proteinas do soro de queijo

As proteinas foram quantificadas nos ensaios de MF e UF pelo método de
Bradford (1976) a partir do protocolo da AppliChem.

Um conjunto de padrdes € criado numa gama de concentracdo entre 0 e 0,1 g/L a
partir de uma solucao stock de soro de albumina bovina purificada (BSA). Esta deve ser
armazenada em aliquotas de 1 mL.

Para a realizacdo da curva padrdo, dissolveu-se BSA numa solucdo salina de
NaCl a 0,150 M, que é a mesma onde as amostras devem também ser diluidas. A 100
uL de amostra adicionou-se 1 mL de Reagente de Bradford previamente filtrado por
decantagdo com um filtro #1 (Whatman). Procedeu-se a leitura da absorvancia dos
padrbes e das amostras nhum comprimento de onda de 595 nm (Cintra 202 — GBC,
EUA) contra um branco sem qualquer adi¢do de proteina.

Os valores obtidos para os padrdes atraves da medi¢do da sua absorvancia, sao
entdo utilizados para construir uma curva padrdo para a qual os valores obtidos das
amostras de soro de queijo podem ser comparados para determinar a sua concentracao.

Como a proteina BSA tem tendéncia para absorver &gua durante o seu
armazenamento, é necessario previamente obter a sua concentracdo exata através da
medicdo da sua absorvancia num comprimento de onda de 280 nm, usando cuvettes de

quartzo, assim a solucao deve apresentar uma absorvancia de 0,66.
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2.6.2.4 Quantificacdo de lactose e etanol

A lactose foi quantificada nos ensaios de MF, UF e fermentacéo e o etanol foi
quantificado nos ensaios de fermentacdo através do método de HPLC.

Apenas as amostras do soro de queijo na sua forma original foram sujeitas a uma
centrifugacdo (Eppendorf Centrifuge 5415D, EUA) prévia a 13200 rpm durante 10
minutos para remoc¢do de sdlidos suspensos tal como as amostras dos ensaios
fermentativos como descrito em 2.6.1.2. Seguidamente todas as amostras dos ensaios
referidos foram filtradas com filtros com um didmetro de poro de 0,22 um (Millipore)
para vials, para posterior analise.

O equipamento de HPLC (VWR Hitachi Elite LaChrom, EUA) é constituido por
um detetor (IR L-2490), uma bomba (L-2130), um forno (L-2300), um injetor
automatico (L-2200) e uma coluna cromatografica Aminex HPX 87H (Biorad) equipada
com uma pré-coluna (Carbo-P Biorad).

A quantificacdo foi realizada utilizando como eluente HNO3; 10 mM com um
caudal de 0,5 mL/min e a temperatura de 45 °C. O eluente foi previamente
desgaseificado num banho de ultrassons (Ultrason — Selecta, Espanha) durante 30

minutos.

2.6.2.5 Determinacio do grau de hidrélise

A concentracdo de grupos amina primarios no concentrado de proteinas do soro
de queijo foi medida através do método do acido 2,4,6 - trinitrobenzenosulfonico
(TNBS), a wusando o protocolo da GBiosciences. Trata-se de um método
espectrofotométrico na gama do ultravioleta num comprimento de onda de 335 nm, que
mede a quantidade dos croméforos formados pela reacdo de aminas primarias com o
TNBS.

A concentracdo de aminas presente nas proteinas foi doseada utilizando o
aminoacido glicina (Gly) como padrdo. A curva padrdo foi preparada dissolvendo
glicina no tampdo de reacdo constituido por bicarbonato de sédio 0,1 M com pH 8,5,
sendo este ajustado com NaOH 3M. Assim preparou-se 0s padrfes numa gama de
concentracdo de 0 a 0,13 mmol/L. As amostras foram também diluidas no tampao de
reacdo. Aos padrdes e as amostras adiciona-se 250 pL de uma solucdo de trabalho,
constituida por tampéo de reacdo e TNBS 0,01 % (v/v) preparado a partir de TNBS a

1% e incuba-se em banho-maria (Julabo SW22, Alemanha) a 37 °C durante 2 h.
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Durante o periodo de incubacdo as amostras e 0s padrdes, tal como o banho
devem ser cobertos com papel de aluminio de modo a evitar a aceleragdo da reacao por
exposicdo a luz. Para terminar a reacao adicionou-se 125 pL de HCI 1M e 250 pL de
SDS a 10%.

Procedeu-se a leitura da absorvancia dos padrdes e das amostras num
comprimento de onda de 335 nm (Cintra 202 — GBC) contra um branco sem qualquer
adicdo de proteina, usando cuvettes de quartzo.

Os valores de absorvancia obtidos para os padrées sdo entdo utilizados para
construir uma curva padrdo, com a qual os valores de absorvancia obtidos para as

amostras podem ser comparados para determinar a concentracdo de aminas primarias.

2.7 Caracterizacio da cinética de crescimento

2.7.1 Taxa especifica de crescimento

A taxa especifica de crescimento (1) é determinada nos ensaios fermentativos,

através do programa de modela¢do on-line DMFit (http://modelling.combase.cc). Esta

ferramenta determina a taxa especifica de crescimento baseando-se em modelos de
aproximacao, utilizando o logaritmo da concentracdo celular obtida, através do peso
seco em funcdo do tempo de fermentacdo. A taxa especifica de crescimento é expressa

emh?.

2.7.2 Tempo de duplicacao

O tempo de duplicagdo (td) foi calculado usando a Equacéo 6:

_1n(2)

tg = " Equacado 6

O tempo de duplicacdo é expresso em h e a taxa especifica de crescimento ()

emh?.
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2.7.3 Rendimento de biomassa produzida em func¢do do substrato

O rendimento de biomassa produzida (X) em funcdo do substrato (S) € o declive
calculado por regresséo linear dos valores de biomassa em relacdo a lactose consumida
em funcdo do tempo. Este rendimento (Y xp) € expresso em g biomassa produzida / g

lactose consumida.

2.7.4 Rendimento de etanol produzido em fung¢io do substrato

O rendimento de etanol produzido (P) em funcdo do substrato (S) é o declive
calculado por regressao linear dos valores de etanol em relacdo a lactose consumida em
fungdo do tempo. Este rendimento (Y pss) € expresso em g etanol produzido / g lactose

consumida.

2.7.5 Produtividade maxima de etanol

A produtividade maxima de etanol trata-se do declive calculado por regressao
linear dos valores de concentracdo de etanol até ao seu maximo produzido em funcédo do

tempo de fermentacdo. A produtividade maxima é expressa em g/L.h.

2.8 Tratamento estatistico de resultados

Os resultados obtidos em todos os ensaios experimentais foram sujeitos a
tratamento estatistico

As regressdes lineares foram efetuadas no Microsoft Office Excel 2013 e as
analises de variancia foram efetuadas pelo teste Student-Newman-Keuls (P<0,05) no

software SigmaPlot versdo 12.
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3. Resultados e discussao

De acordo com os objetivos desta dissertacdo realizou-se o fracionamento do soro
de queijo por membranas de forma a obter um substrato rico em lactose e uma fonte de
azoto (WPC) rica em proteinas do soro, para posterior utilizacdo em ensaios
fermentativos.

Num primeiro ensaio fermentativo onde se utilizou a levedura Kluyveromyces lactis
CBS 2360 avaliou-se a capacidade fermentativa desta levedura para a producdo de
bioetanol usando o soro de queijo permeado proveniente da ultrafiltracdo. O seu
desempenho fermentativo foi avaliado com diferentes suplementos de fonte de azoto,
como o0 WPC, e uma combinacéo de extrato de levedura e peptona.

Delinearam-se também ensaios de hidrolise enzimatica do WPC com diferentes
protéases: Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzae, Bromelaina e Tripsina. Este
processo permite melhorar as propriedades funcionais e aumentar o campo de aplicagao
das proteinas do soro. Os péptidos obtidos deste processo tém menor peso molecular e
estrutura secundaria do que as proteinas que Ihes deram origem. A hidrdlise enzimatica
pode ser usada para produzir hidrolisados proteicos com diferentes perfis de
aminoacidos e péptidos que variam consoante as caracteristicas do enzima utilizado
(Silvestre et al., 2013), estes desta forma podem ser melhor assimilados como fonte de
azoto pela levedura.

Numa Ultima fase, de modo a avaliar o uso do HWPC resultante da hidrélise
enziméatica e WPC na sua forma original como fontes de azoto, realizou-se um ensaio

fermentativo comparativo com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360.

3.1Microfiltracao do soro de queijo

Componentes como gordura, microrganismos (bactérias) e sélidos suspensos
presentes no soro de queijo promovem a curto prazo o entupimento das membranas de
UF. Para que o processo de UF seja eficaz procedeu-se a um pré-tratamento do soro
através de um processo combinado de centrifugacdo e MF. Neste ensaio de MF usou-se
uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF).

Analisou-se o pH, condutividade, fluxo, teor de solidos suspensos, assim como
as concentracdes de acglcar (lactose) e proteinas presentes (tabela 1) ap6s cada etapa do

pré-tratamento.
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Tabela 1: Pardmetros de caracterizagdo do soro para as varias etapas do processo de pré-tratamento do soro
de queijo.

Material S. Suspensos Volume pH Condutividade [Proteina] [Lactose]
(mg/L) (mL) (mS/cm) (g/L) (g/L)
Soro 1310 1000 558 +0,075° | 18,19+0,16° | 2,73+0,38° | 36,31£2,39°
Apos 900 700 5,98 +0,025%° | 17,21+0,17° | 2,76 +0,065° | 36,12 +3,07°
centrifugagdo
MF - 580 500 6,54 +0,015° | 15,37+0,34% | 3,28+1,24* | 34,62 +2,24°
Permeado
MEF - 1116 100 6,31 +0,24° 15,54 +1,9° 1,84 +0,22° | 34,28 +4,28°
Retentado

Sélidos suspensos (S. Suspensos), Microfiltragdo (MF). Valores médios (n = 2) * erro padrdo, na coluna valores com
a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

O soro utilizado neste trabalho € recolhido apds o processo de fabrico do
requeijao, o que justifica o baixo teor de proteinas nele existente.

No decorrer do ensaio de MF, verificou-se uma diminuic¢do do fluxo (Figura 5)
de 1,17 para 0,49 L/m?.min. O fluxo médio apresentando é de 1,17 + 0,68 L/m?.min.

A diminuicdo do fluxo durante o ensaio pode ser justificada pela polarizacdo da
concentracdo e pela obstrucdo da membrana, incluindo a deposi¢cdo, assim como a
adsorcdo de proteinas nos poros (Rezaei et al., 2014). Apds o ensaio a membrana foi
limpa com um agente quimico alcalino e um agente surfactante, restaurando o fluxo
para os valores iniciais (=7 L/m%min), quando se usou apenas agua destilada. Este passo

é necessario para identificar a regeneracao e o estado de limpeza da membrana.

1.4
1.2 L

_—§1.o_,
E 08 14
o~ L
EOG \.‘¢v9”’
S i ' * *
w 04
0.2
0'0 ||||=||||=||||=||||=||||=
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

FCV

Figura 5: Fluxo (F) do soro de queijo em fun¢do do fator de concentracéo volumétrico (FCV) do processo
de MF, com uma membrana de PVDF.
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O preé-tratamento do soro de queijo (Tabela 1) permitiu um decréscimo do teor
de solidos suspensos de 1310 para 580 mg/L. Mediante este resultado pode-se dizer que
um pré-tratamento constituido por centrifugacdo e MF podera melhorar propriedades
funcionais do WPC devido a remocédo de gordura e por isso apresentar menos efeitos
negativos no produto (Cheryan, 1998).

A concentracdo de lactose tal como a concentracdo de proteina sdo semelhantes
aos valores iniciais, no entanto obteve-se uma concentragdo maior de proteina no
permeado do que no retentado da MF com 3,28 + 1,24 g/L e 1,84 + 0,22 g/L
respetivamente. No entanto a analise estatistica indica que esta diferenga ndo €
significativa. Este resultado foi atipico e ndo se repetiu ao longo do trabalho
experimental.

Ensaios posteriores mostram que a proteina € retida durante a MF. A membrana
utilizada na MF é uma membrana polimérica (hidrofébica) constituida por PVDF que €
obtido da polimerizacdo do difluoreto de vivilideno, este tipo de material em condicdes
convencionais de fluxo transversal (fluxo cruzado) pode provocar a formacdo de uma
membrana secundaria ou dinamica de particulas polarizadas, que faz com que se
comporte como uma membrana de UF (Cheryan, 1998). A membrana pode também
reter proteinas de elevado tamanho, como por exemplo as micelas de caseina.

Kelly e Zydney, (1997) observaram que durante a filtracdo do leite ou do soro de
queijo, as proteinas tendem a obstruir membranas com poros muito maiores do que o
tamanho dos seus mondmeros ou dimeros constituintes. Isto pode ser atribuido a
presenca de aglomerados proteicos que podem ser até trés ordens de grandeza maiores
do que os mondémeros.

Atualmente dois tipos principais de materiais sdo usados no fabrico de
membranas para a MF do soro do queijo: ceramica e polimeros. As membranas de
ceramica tém propriedades superiores as poliméricas, como elevada estabilidade
quimica, fisica, térmica e microbiana, que permitem um prolongamento do tempo de
vida atil e facilidade de limpeza, portanto sdo uma boa alternativa na inddstria
biotecnoldgica e alimentar (Golbandi et al., 2013).

Os parametros condutividade e pH também foram avaliados. Embora a
condutividade diminuisse ligeiramente do soro inicial para soro centrifugado e se
mantenha semelhante entre o permeado e o retentado da MF, essa desigualdade nédo é
significativa. O pH aumenta ao longo o pré-tratamento do soro, apresentando diferencas

significativas entre o soro inicial e o soro permeado e entre o soro inicial e 0 soro

( 0 )
1 2 )



retentado. Essa diminuicdo pode ser justificada pela remocdo de acidos gordos livres

como a gordura, levando a uma diminuicéo de acidez.

3.2 Ultrafiltracdo do soro de queijo

O soro permeado proveniente da MF € assim utilizado para a realizagdo de um
ensaio de UF onde o soro de queijo é fracionado em dois produtos: um retentado
enriquecido em proteinas e um permeado com baixo contetdo proteico.

Neste ensaio analisaram-se 0s parametros pH, condutividade, as concentragdes
de lactose e proteinas presentes no permeado e retentado, como descrito na metodologia
em 2.6.2., e foi calculado o fluxo médio, o rendimento de recuperacdo de proteina, o
rendimento da lactose e o coeficiente de rejei¢do da proteina, como mostrado na tabela
2.

Tabela 2: Parametros de caracterizagdo dos ensaios de UF para avaliacdo das membranas de poliétersulfona e
celulose regenerada

Membranas

Poliétersulfona | Celulose Regenerada

[Proteina] (g/L) 0,16 +0,020° 0,13 +0,0016°
g
[Lactose] (g/L) 43,0 +0,24° 43,5 +0,53°
Permeado pH 6,6 + 0,05 6,6 +0,035°
c°';::;t/"é::)ade 18,5 +0,11° 18,1 + 0,45
[Proteina] (g/L) 11,6 +1,13° 13,1 +1,83°
[Lactose] (g/L) 39,0 £ 4,46° 42,3 +3,18°
Retentado pH 6,5 + 0,0050° 6,5 +0,010°
c°';::;t/"c’:)ade 16,9 0,32° 17,8 +0,13°
Coeficiente Rej(t:/u;'ao de Proteina 96,4 +0,422° 97,8 £0,171°
(]
Proteina Recuperada (%) 86,6 93,3
Lactose Recuperada (%) 81,2 82,3
Fluxo médio (L/min.mz) 0,54 + 0,017b 0,80 +0,013°

Valores médios (n = 2) + erro padrdo, na linha valores com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes de
acordo com o teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

Tal como se observou nos ensaios de MF, o fluxo também tende a diminuir no

decorrer do processo de UF.
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Na figura 6, é possivel verificar que o fluxo do soro para a membrana de
poliétersulfona (A) é menor (0,49 — 0,40 L/m”min), relativamente a de celulose
regenerada (B) (0,68 — 0,56 L/m®.min). O fluxo médio apresentado para a membrana de
poliétersulfona é 0,54 + 0,017 L/m%min e para a membrana de celulose regenerada é
0,80 + 0,013 L/m*.min. O fluxo médio apresentado para estas membranas é superior aos
fluxos mostrados na figura 6, possivelmente devido ao facto de o soro ser permeado

mais rapidamente no inicio do ensaio.
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Figura 6: Fluxo (F) em fung¢do do FCV de soro permeado recolhido durante a UF, utilizando as
membranas de (A) poliétersulfona e (B) celulose regenerada.

O soro de queijo como ja foi mencionado anteriormente obstrui mais facilmente
membranas hidrofébicas, como por exemplo as de polisulfona, poliétersulfona,
polipropileno e politetrafluoretileno, do que as membranas hidrofilicas, como a de
acetato de celulose, celulose regenerada e poliacrilamida, principalmente devido as
interacOes entre a proteina e a membrana. Sais minerais como o fosfato de calcio
(Caz(PQy),), também tém um papel importante, pois podem precipitar na membrana ou
no interior dos poros e/ou interagir com a membrana, possivelmente através de pontes
entre a membrana e as proteinas. A deposicao destes sais e de proteinas, também esta

envolvido na obstru¢do de membranas de cerdmica (Cheryan, 1998).
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A concentracdo de proteinas no retentado (CPR) e no permeado (CPP) aumentou
gradualmente (figura 7) no decorrer da UF com a utilizacdo das duas membranas, no
entanto verifica-se que no final da UF no permeado essa concentracdo é muito menor do
que no retentado. Essa diferenca é também visivel na comparacdo entre membranas, que
apesar da CPR ser semelhante, a CPP € ligeiramente menor quando se utiliza a
membrana de celulose regenerada (figura 7.B), essa diferenca é justificada pelo facto da
membrana de celulose ser mais eficaz na retengdo de proteinas. Assim o rendimento de
proteina recuperada por este processo usando as membranas de poliétersulfona e de
celulose regenerada foi de 86,6 % e 93,3 % respetivamente. J& os valores de
concentracdo de lactose no final da UF sdo idénticos entre membranas, apresentando
assim um rendimento de recuperacdo da lactose de 81,2 % para a membrana de

poliétersulfona e 82,3 % para a de celulose regenerada.
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Figura 7: Concentracéo de proteinas no retentado (CPR) e no permeado (CPP) ao longo da ultrafiltragéo.
(A) Membrana poliétersulfona; (B) Membrana celulose regenerada.

O coeficiente de rejeicdo (CR) é a capacidade da membrana reter ou rejeitar a
passagem de certas moléculas. Durante o processo de UF observou-se (figura 8), que o
CR é semelhante entre as membranas, sendo porém ligeiramente mais baixo para a
membrana de poliétersulfona (figura 8.A) (96,4 %) que para a membrana de celulose
regenerada (figura 8.B) (97,9 %). Esta diferenca pode ocorrer, como ja foi mencionado

anteriormente, devido as membranas serem constituidas por materiais diferentes,
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levando a que as proteinas tenham mais dificuldade em atravessar a membrana de

poliétersulfona (hidrofébica) do que da membrana de celulose regenerada (hidrofilica).
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Figura 8: Coeficiente de rejeicdo de proteina (CR) em funcgéo do FCV. (A) Membrana poliétersulfona; (B)
Membrana celulose regenerada.

Outros parametros como o pH e a condutividade também foram avaliados,
embora ndo tenham sido determinantes para a escolha da membrana (tabela 2). Estes
ndo apresentam valores significativamente diferentes quer entre o permeado e o
retentado quer entre membranas.

Tendo em conta os resultados obtidos optou-se por escolher a membrana de
celulose regenerada para ensaios posteriores de UF com o objetivo de acumular soro
permeado e WPC que iriam servir de substrato e fonte de azoto nos ensaios de
fermentacéo.

Apos os ensaios finais de UF com a membrana selecionada € possivel obter
(tabela 3) um soro permeado com uma concentracdo de lactose e proteina de 52,95 +
0,21 (g/L) e 0,99 + 0,028 (g/L) respetivamente e um WPC liofilizado com um teor de
lactose de 53,4 % (p/p) e de proteina de 7,5 % (p/p).

Tabela 3: Concentragdes finais de proteina e lactose no WP C liofilizado e no soro de queijo permeado.

Amostra

Concentragdo Proteina

Concentragao Lactose

WPC

7,5 % (p/p)

53,4 % (p/p)

Soro permeado

0,99 +0,028(g/L)

52,95 +0,21(g/L)

——
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3.3 Fermentacao etandlica do soro de queijo permeado pela levedura
Kluyveromyeces lactis CBS 2360 com diferentes fontes de azoto

O soro permeado obtido pela UF foi posteriormente concentrado como descrito
no ponto 2.4.2, até atingir uma concentragdo de 100 g/L de lactose, sendo depois usado
como fonte de carbono para a fermentacéo alcodlica. Este passo prévio de concentracao
€ necessario para que o processo de fermentacdo seja rentavel, pois a fermentacdo direta
do soro de queijo que contém aproximadamente 45 a 50 g/L de lactose, apenas produz
cerca de 2,5 % de etanol (Oda e Nakamura, 2009). O rendimento tedrico de etanol
relativo ao consumo de substrato apresentado para a levedura Kluyveromyces lactis
CBS 2360 é 0,54 g/g.

O ensaio de fermentacao foi realizado, em Erlenmeyer, para avaliar a capacidade
fermentativa da levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 com 0 soro permeado como
substrato concentrado a 100 g/L de lactose em trés condigbes diferentes: sem
suplemento de fonte de azoto, com 3 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de peptona e
com 8 g/L WPC, a temperatura de 30 + 1 °C durante 96 horas.

As estirpes de levedura Kluyveromyces sp. sdéo normalmente utilizadas para a
fermentacdo do soro de queijo, uma vez que apresentam a capacidade de metabolizar a
lactose. Estudos anteriormente realizados no LEBA elegeram, das estirpes estudadas, a
levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 como a levedura que apresenta melhor
capacidade fermentativa para a fermentacdo do soro de queijo em bruto com uma
concentracdo de 100 g/L de lactose, foi por isso também a levedura escolhida para a
realizacdo deste trabalho (Felizardo A. 2015).

O WPC foi avaliado neste trabalho como uma fonte de azoto alternativa e menos
dispendiosa que o YEP, de forma a colmatar o défice de azoto apresentado pelo soro,
uma vez que tem um baixo contetdo proteico (0,99 g/L).

O perfil de producgéo de etanol, crescimento celular e consumo de lactose pela
levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 com as diferentes fontes de azoto encontra-se
na figura 9. Os pardmetros cinéticos de crescimento da levedura na experiéncia

comparativa efetuada séo apresentados na tabela 4.
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Figura 9: Perfil de producéo de etanol e de crescimento da estirpe Kluyveromyces lactis CBS 2360, na
fermentacdo do soro permeado proveniente da UF, como substrato, suplementado com (A) Extrato de
levedura (3 g/L) e peptona (5 g/L), (B) WPC (8 g/L) e (C) sem adicdo de fonte de azoto, em Erlenmeyer.
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Tabela 4: Parametros cinéticos de crescimento e de producdo de etanol determinados para as fermentacdes,
em Erlenmeyer, do soro de queijo permeado como substrato com a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 e
diferentes fontes de azoto

E‘Pf;:odnua"(ls(Z/gL/)L) WPC (8g/L) Sem adigdo fonte de azoto
Conversat:;:l;e acucares 100 100 100
()
n(h?) 0,0486 + 0,00199° 0,0397 + 0,00217° 0,0349 £ 0,00172°
ty(h) 14,26 17,46 19,86
tes (h) 30 33 33
Xemax (8/L) 7,44 +0,063° 8,92 +0,087° 8,65 + 0,047°
Etanol s (g/L) 40,59 +1,48° 41,94 +0,84° 43,74 +0,91°
t etanol max (h) 60 96 54
Y x5 (g/8) 0,035 +0,0032° 0,033 +0,0033° 0,031 +0,0046°
Y o5 (8/8) 0,353 +0,010° 0,304 +0,018° 0,312 +0,0061°
Produtividade (g/L.h) 1,12 +0,043° 1,04 +0,038° 0,96 + 0,060°

Concentrado de proteinas do soro (WPC), Taxa especifica de crescimento (u), tempo de duplicagdo (tg), Tempo do
inicio fase estacionaria (tesy) Concentracdo méxima de biomassa (Xmax), Concentragcdo maxima de etanol (Etanol ma),
Tempo de obtencdo do etanol maximo (t etanol max), Rendimento de biomassa relativo ao consumo de substrato (Yxis),
Rendimento de etanol relativo ao consumo de substrato (Yrss). Valores médios (n = 3) * erro padrdo, valores com a
mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

A levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 é caracterizada pelo seu
metabolismo respiro-fermentativo e isso verifica-se neste ensaio fermentativo. Quando
se utiliza o YEP como fonte de azoto (figura 9.A), observa-se uma fase de laténcia de 6
h seguida de uma fase exponencial que dura 27 h. Supde-se que tanto a via respiratoria
como a fermentativa encontram-se simultaneamente ativas o que levou ao esgotamento
da fonte de carbono (lactose) nas primeiras 36 h de fermentacdo, alcangando uma
biomassa maxima (Xmsx) de 7,44 + 0,063 g/L. A producdo de etanol ocorreu
principalmente durante a fase exponencial atingindo uma concentragdo de 38,31 = 0,75
g/L as 36 h, quando se da o consumo total de lactose. Com a limitacdo da fonte de
carbono a levedura entra automaticamente em fase estaciondria, no entanto, apesar de
apos essa hora a concentracdo de etanol ter estabilizado, o seu maximo (Etanolmax) SO se
verificaria mais tarde as 60 h com 40,59 £1,48 g/L.

Estudos anteriores realizados no LEBA usando soro de queijo em bruto com
uma concentracao de 80 g/L de lactose suplementados com 3 g/L de extrato de levedura

e 5 g/L de peptona, 3 g/L de ureia e sem fonte de azoto adicionada, mostram que
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quando se adiciona YEP como fonte de azoto a levedura apresenta um crescimento mais
rapido, uma producéo de etanol e um rendimento de etanol em relagdo ao substrato mais
elevados, comparativamente aos ensaios com ureia e sem adigdo de fonte de azoto
(Felizardo A. 2015).

Quando se utiliza o WPC como fonte de azoto (figura 9.B), observa-se uma fase
de laténcia que dura cerca de 4 h e uma fase exponencial de 30 h, atingindo uma
biomassa de 7,82 + 0, 077 g/L as 48 h. A fonte de carbono é totalmente convertida em
etanol as 48 h atingindo uma concentracdo de etanol de 36,91 + 2,56 g/L. Apesar disso a
concentragdo maxima de biomassa sO se verificaria mais tarde, as 96 h com 8,92 +
0,087 g/L e a concentracdo maxima de etanol as 54 h com 41,94 + 0,84 g/L. A partir das
60 h nota-se um crescimento lento. Apesar de ndo ser evidente o consumo de etanol,
este pode ocorrer para a manutengéo celular.

Quando ndo ha qualquer adicdo de fonte de azoto (figura 9.C), é possivel
visualizar que a levedura tem um comportamento semelhante ao que tem quando se usa
WPC, pois também apresenta uma fase de laténcia de 4 h e uma fase exponencial de 30
h. A levedura, tal como nas fermentagdes anteriores também consome todo o acgucar
presente no meio, neste caso por volta das 48 h, apresentando uma biomassa de 7,74 +
0,056 g/L e uma concentracao de etanol de 41,89 + 4,45 g/L. No entanto a concentragdo
maxima de etanol so foi registada as 54 h com 43,74 £ 0,91 g/L. Devido ao esgotamento
da fonte de carbono a levedura entra em fase estacionaria, no entanto a partir das 60 h
existe um ligeiro crescimento, obtendo-se uma biomassa maxima de 8,65 + 0,067 g/L
no final da fermentacdo (96 h). Este crescimento pode ser justificado pelo consumo de
etanol por parte da levedura, pois as 60 h observa-se um decréscimo de etanol de 43,74
+ 0,91 g/L para 39, 11 £ 2,16 g/L. A partir das 60 h a concentracdo de etanol é sempre
inferior a desse maximo. Todavia isso ndo aconteceu com a fonte de azoto YEP (figura
9.A), provavelmente devido a baixa viabilidade celular (Anexo I).

Os perfis de crescimento sdo semelhantes em alguns aspetos, mas através dos
parametros cinéticos deste ensaio fermentativo (tabela 4) é possivel constatar algumas
diferencas.

Embora no meio com YEP a fase de laténcia seja maior, através do pardmetro da
taxa especifica de crescimento (u) verificou-se que o crescimento é mais rapido (0,0486
+0,00199 h™) relativamente aos meios com WPC (0,0397 + 0,00217 h™') e sem fonte de
azoto (0,0349 +0,00172 h™). Porém a biomassa maxima registada nos trés ensaios

apresenta diferengas significativas, sendo o meio com WPC o0 que apresenta a
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concentracdo mais elevada com 8,92 + 0,087 g/L seguido do meio sem adicdo de fonte
de azoto com 8,65 * 0,047 g/L e o por fim 0 meio com YEP com uma concentracdo de
7,44 £ 0,063 g/L. O facto da concentracdo de biomassa no meio com YEP ser mais
baixa que nos outros meios, pode ser justificada pela perda de viabilidade das células
(Anexo II). Os parametros de produtividade, concentracdo maxima de etanol e o
rendimento de biomassa a partir do substrato (Yxs), apresentaram valores sem
diferencas significativas em todas as fermentacdes.

Neste ensaio também se analisou 0 pH ao longo do processo fermentativo, como
se pode consultar em anexo. Observa-se que o pH diminuiu durante a fermentacéo,
provavelmente devido a producdo de subprodutos, porém existe um aumento do pH (C)
a partir das 48 h, quando se utiliza 0 WPC como fonte de azoto.

Assim, pode-se dizer que a adicdo de YEP como fonte de azoto na fermentacéo
do soro de queijo permeado, possui a vantagem de provocar um crescimento mais
rapido do que na auséncia de fonte de azoto, mas tém pouca influéncia na cinética de

acumulacéo de etanol no meio de crescimento.

3.4Hidrdlise enzimatica do concentrado de proteinas do soro de

queijo

O WPC enriquecido em proteinas foi hidrolisado enzimaticamente, com vista ao
melhoramento das propriedades fisicas, quimicas, funcionais e nutricionais das
proteinas originais (Qi e He, 2006), para que possa ser usado como fonte de azoto na
fermentacdo alcodlica do soro de queijo permeado.

Assim, o ensaio de hidrolise enzimatica do WPC como substrato foi realizado
usando as proteases de Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzae, Bromelaina e
Tripsina a diferentes racios de enzima/substrato: 1:100, 4:100 e 8:100.

O WPC foi analisado na sua forma original, e foi hidrolisado com a adic¢do de
um &cido para obter 100% de hidrolise, estas analises serviram de controlo (tabela 5).

Observa-se uma concentracdo muito baixa de aminas de cerca de 9,45 + 0,19
mmol/L para o0 WPC néo hidrolisado e uma concentracdo de 95,61 + 1,18 mmol/L,

quando este é totalmente hidrolisado.
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Tabela 5: Valores de concentracdo de aminas do WP C néo hidrolisado, que constitui o branco e do WPC
totalmente hidrolisado

Amostra [Aminas] (mmol/L)
WPC nao hidrolisado 9,45 +0,19
WPC totalmente hidrolisado 95,61 +1,80

A partir da tabela 6 verifica-se que todas as proteases usadas promovem o0
aumento da concentracdo de aminas livres com o0 aumento do racio de enzima/substrato.
As diferencas de concentragdo podem ser justificadas pela diferente atividade das
proteases (Bacillus licheniformis > 2,40 U/g, Aspergillus oryzae > 500 U/g, Bromelaina
> 3000 U/g e Tripsina <4000 U/g). No entanto para a realizacdo deste ensaio usou-se a
mesma temperatura (50 °C) e o mesmo pH (7) para todas as proteases o que podem nao
ser as suas condi¢des O6timas de funcionamento e por isso ter afetado os resultados da
tripsina e da bromelaina, uma vez que apresentam maior atividade. As proteases com
valores mais elevados de concentracdo de aminas livres foram a de Aspergillus oryzae e

a bromelaina.

Tabela 6: Concentracdo de aminas primdrias no final da hidrélise do WPC com diferentes proteases e
diferentes racios de enzima e substrato.

[Aminas] (mmol/L)

Récio | Bacillus licheniformis | Aspergillus oryzae | Bromelaina | Tripsina

1:100 41,12 + 0,077 91,29+ 1,32 43,79+ 0,56 | 29,14+ 0,28
4:100 52,15+ 0,62 108,05+ 0,022 |68,72+ 13,17 | 60,06 + 2,88
8:100 64,65+ 1,30 125,01 +0,88 117,47+ 2,42 | 79,10 £ 0,54

As concentracGes de aminas obtidas para as proteases de Aspergillus oryzae e
Bromelaina sdo mais elevadas que a obtida para a hidrolise &cida total do WPC. Este
resultado pode ser devido a hidrolise acida do WPC ter sido incompleta, bem como o
facto de o WPC ter na sua composi¢cdo uma concentracdo elevada de lactose. Como a
hidrolise acida é levada a cabo a uma temperatura elevada (110 °C) pode ter provocado

a hidrolise da lactose em acucares redutores e 0s grupos carbonilo presentes nos
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acucares reagem com as aminas livres das proteinas, este fendmeno é conhecido como a
reacdo de Maillard (Oh et al., 2013).

Como os racios que apresentam concentracoes mais elevadas de aminas sdo o de
4:100 e 8:100, decidiu-se usar apenas o racio de 4:100 e as proteases Aspergillus oryzae
e a bromelaina para um estudo posterior para determinar a velocidade da hidrdlise
enzimatica, porque os resultados obtidos para o racio 8:100 ndo justificam a adigdo de
uma maior quantidade de enzima, pois a adicdo do dobro de enzima ndo representa uma
relacdo de proporcionalidade em relagdo ao aumento na concentracdo final de aminas

livres.

3.5 Velocidade de hidrdlise enzimatica do concentrado de proteinas

do soro de queijo

Realizou-se um ensaio de determinacdo da velocidade de hidrélise enzimatica do
WPC, com as proteases de Aspergillus oryzae e Bromelaina e o racio de 4:100 de
enzima/substrato, selecionados no ensaio anterior, com o objetivo de escolher a protease
que apresenta uma velocidade de hidrolise superior.

O ensaio de cinética de hidrolise apresenta diferencas significativas na
velocidade do processo de hidrélise para as duas proteases (tabela 7). A protease de
Aspergillus oryzae apresenta uma velocidade inicial e uma concentracdo de aminas
livres maior do que a bromelaina e hidrolisa cerca de 3,37 + 0,087 mmol/L.h, enquanto
a bromelaina apenas hidrolisa 2,88 + 0,0097 mmol/L.h. Por esse motivo, a protease de
Aspergillus oryzae foi a escolhida para levar a cabo a hidrdlise enzimatica do WPC em
maior escala, com vista a obtencdo de material hidrolisado suficiente para ensaios de

fermentacéo.

Tabela 7: Velocidade inicial para as proteases Aspergillus oryzae e bromelaina utilizando o racio 4:100.

Velocidade inicial
(mmol/L.h)
Aspergillus oryzae 3,37 +0,087°

Protease

Bromelaina 2,88 + 0,0097b

Valores médios (n = 3) + erro padrdo, valores com diferentes letras sdo estatisticamente diferentes de acordo com o
teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05).
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O ultimo ensaio de hidrélise em grande escala teve como objetivo a obtencdo do
HWPC para ser usado na fermentacdo etandlica, como fonte de azoto (ponto 3.6).
Decorreu durante 24 h, para permitir a hidrolise completa do WPC e foi monitorizado
para verificar a ocorréncia de hidrdlise.

A protease de Aspergillus oryzae teve um comportamento semelhante ao
observado no ensaio anterior, sendo que as 8h de hidrélise de cada ensaio a
concentracdo de aminas era idéntica 88,08 £ 4,10 mmol/L (Anexo Il) relativamente a 88,
01 + 1,13 mmol/L (figura 10). Todavia no ensaio em larga escala de hidrolise a
concentracio apresentada era de 105,6 + 0,48 mmol/L as 24 h (figura 10). E possivel
verificar uma grande discrepancia entre valores de concentracdo, este facto deve-se ao

método de analise do grau de hidrolise ainda ndo estar uniformizado.
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Figura 10: Concentracéo de aminas obtida ao longo do ensaio de velocidade de hidrolise
enzimatica.

O concentrado hidrolisado resultante foi usado como fonte de azoto em

fermentacdo alcodlica posterior.
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3.6Fermentac¢io etanodlica do soro de queijo permeado concentrado
pela levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 com concentrado de
proteinas do soro de queijo (WPC) hidrolisado e nao hidrolisado
como fontes de azoto

Realizou-se um ensaio fermentativo em Erlenmeyer, para avaliar a capacidade
fermentativa da levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 com 0 soro permeado
concentrado a 100 g/L de lactose como substrato e suplementado com 8 g/L de WPC, 8
g/L de HWPC como fontes de azoto, e sem qualquer adigdo de fonte azoto.

Analisando a figura 11 é possivel observar que o comportamento da levedura é
semelhante nas trés fermentac@es. A fonte de carbono, constituida por 90 g/L de lactose
proveniente do soro de queijo permeado € totalmente consumida, e consequentemente
com o esgotamento da lactose a levedura entra em fase estacionaria.

A levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 neste ensaio apresenta um
metabolismo respiro-fermentativo.

Quando se usa 0 WPC (figura 11.A) como fonte de azoto, observa-se uma fase
de laténcia de aproximadamente 4 h com a uma exponencial que dura 24 h, tal como,
quando se usa 0 HWPC. Observa-se que o etanol foi principalmente obtido nas
primeiras 48h e que a lactose é completamente consumida ao fim desse tempo, o que
leva a crer que tanto a via respiratoria como a fermentativa se encontram
simultaneamente ativas. As 48 h obtém-se uma concentracdo maxima de biomassa de
6,64 + 0,045 g/L e uma concentracdo maxima de etanol de 43,76 + 0,07 g/L. Apds
atingir as concentragcdes maxima de biomassa e de etanol, por volta das 60 horas de
fermentacdo a concentracdo de biomassa diminuiu muito ligeiramente até ao final do
ensaio, isso pode ser consequéncia da perda de viabilidade celular (Anexo I11).

Nas fermentacbes em que se usa 0 meio suplementado com HWPC (figura 11.B)
como fonte de azoto verifica-se uma fase de laténcia de 4 h, com uma exponencial que
dura 24 h, atingindo a biomassa maxima as 48 h de 6,44 + 0,059 g/L. A fonte de
carbono é totalmente convertida as 36 h com uma producdo maxima de etanol de 42,29
+0,54 g/L.

Quando ndo se adiciona qualquer fonte de azoto (figura 11.C) verifica-se uma
fase de laténcia de 2 h com uma exponencial que dura 27 h, atingindo a biomassa
maxima de 6,37 £ 0,036 g/L as 48 h. A conversdo total da lactose ocorre as 48 h

atingindo uma producdo méaxima de etanol de 43,17 + 0,87 g/L, para o meio sem adi¢do
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de azoto. A concentracdo maxima de etanol é muito parecida para os trés ensaios, por

isso sem diferencas significativas.
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Figura 11: Perfil de crescimento da levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360, na fermentacdo em

Erlenmeyer do soro permeado, suplementado com (A) WPC 8 g/L, (B) WPC hidrolisado 8 g/L e (C) sem
adicdo de fonte de azoto.

Na tabela 8 encontram-se o0s pardmetros de crescimento da levedura que
evidenciam que os rendimentos de biomassa (Y xss) e etanol (Ypss) relativamente ao
consumo de substrato, tal como o etanol maximo produzido ndo apresentam diferencgas
estatisticamente significativas para as diferentes fontes de azoto. Porém o meio ao qual

se adicionou WPC consegue atingir concentracdes de biomassa maiores relativamente
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as outras fontes. Conjuntamente com o HWPC como fonte de azoto, apresentam
claramente um crescimento mais rapido que o meio sem adigdo de fonte de azoto. A
produtividade apresenta diferencas significativas para todas as fontes sendo 0 meio no
qual se adicionou HWPC o que apresenta uma producdo mais rapida 1,19 + 0,006 g/L.h,

seguido do WPC como fonte de azoto com uma produtividade de 1,14 + 0,0076 g/L.h.

Tabela 8: Parametros cinéticos de crescimento e de producéo de etanol da levedura Kluyveromyces lactis CBS
2360 utilizando o soro de queijo permeado como substrato e 8 g/L de WPC, 8g/ de HWPC como fontes de

azoto e também sem adicédo de fonte de azoto.

WPC (8 g/L)

HWPC (8g/L)

Sem adigao fonte de
azoto

Conversdo de aglicares
(%)

100

100

100

u(h?) 0,0399 +0,00215° 0,0391 + 0,00189° 0,031 +0,00166°
tq (h) 17,37 17,73 22,36
test (h) 27 27 30
Xumax (/L) 6,64 + 0,045° 6,44 + 0,059" 6,37 + 0,036
Etanol sy (g/L) 43,76 +0,07° 42,29 +0,54° 43,17 +0,87°
t etanol max (h) 48 36 48

Y w5 (8/8) 0,033 +0,0023° 0,032 +0,0025° 0,032 +0,0012°
Y o/ (8/8) 0,445 +0,0072° 0,471 +0,0072° 0,476 +0,0098°
Produtividade (g/L.h) 1,14 +0,0076" 1,19 +0,006° 1,07 +0,011°

Concentrado de proteinas do soro (WPC), Concentrado de proteinas do soro hidrolisado (HWPC), Taxa especifica de
crescimento (), tempo de duplicagdo (tg), tempo do inicio fase estacionaria (test) concentragdo maxima de biomassa
(Xmax), concentragdo maxima de etanol (Etanol ), tempo de obtencdo do etanol maximo (t etanol max), rendimento de
biomassa relativo ao consumo de substrato (Yxss), rendimento de etanol relativo ao consumo de substrato (Yerss).

Valores médios (n = 3) + erro padréo, valores com a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes de acordo com o
teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

Neste ensaio também se analisou o pH durante o processo de fermentacéo.
Observa-se uma diminuicdo do pH (Anexo Ill) ao logo da fermentacdo até as 30 h
mantendo-se depois constante. Esta diminuicdo da-se provavelmente devido a producdo
de subprodutos.

A fermentagdo na qual ndo se adiciona fonte de azoto, apresentou um
crescimento mais lento e uma concentracdo de biomassa maxima inferior, assim como
uma producéo de etanol mais lenta relativamente as outras fontes de azoto. No entanto a

adicdo ao soro de queijo permeado a 100 g/L de lactose de fontes de azoto como o YEP,
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0 WPC na sua forma original e o HWPC aparentemente tém mais importancia na
cinética de crescimento da levedura do que na cinética de acumulacdo de etanol, pois 0s
rendimentos Yp/s apresentados para estas fontes de azoto e para os meios sem adicéo de
fonte de azoto sdo muito semelhantes, e préximos do teérico (0,54 g/g) obtido para esta

levedura, como se pode observar na tabela 8.
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4. Conclusao

Para uma producdo de bioetanol competitiva e sustentavel é necessario a
aquisicdo de matéria-prima com um baixo custo. O soro de queijo de cabra resultante da
UF foi o residuo industrial utilizado neste estudo, apresentando um elevado teor de
lactose, constituindo um bom substrato para a fermentacdo etandlica.

O pré-tratamento constituido por centrifugacdo e MF foi eficaz na remocéo de
solidos suspensos, pois estes apresentaram um decréscimo acentuado de 1310 para 580
mg/L. O concentrado de proteinas foi também testado como fonte de azoto na
fermentagéo etandlica.

No processo de UF do soro é possivel concluir que a membrana de celulose
regenerada € uma boa escolha para fracionamento do soro do queijo uma vez que
apresentou um fluxo médio (0,80 + 0,013 L/min.m?) e rendimentos de lactose (82,3 %)
e proteina (93,3%), superiores aos da membrana de poliétersulfona assim como permitiu
a obtencdo de um soro permeado com baixo teor de proteinas (0,99 £+ 0,028 g/L).

Dos ensaios de estudo da capacidade fermentativa da levedura Kluyveromyces
lactis CBS 2360, a adicao de diferentes fontes de azoto: YE, WPC e HWPC ao soro de
queijo permeado a 100 g/L de lactose parece melhorar muito pouco a producdo de
etanol pela levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360 comparativamente com a
fermentacdo sem adicdo de fonte de azoto. Assim, ndo se justifica a adicdo de uma fonte
de azoto dispendiosa como a YEP pois ndo compensa o0 custo, porque 0s rendimentos
Yeis € Yxse a produtividade ndo apresentam diferencas significativas relativamente as
outras fontes de azoto. A adicdo do WPC, assim como do HWPC promovem um
crescimento mais rapido. Os rendimentos Ypss € Yxs obtidos foram muito semelhantes
entre si, bem como em relacdo a fermentacdo sem adicdo de fonte de azoto, por isso
também ndo se justifica a adicao destas fontes de azoto. O custo da hidrélise enzimatica
do WPC para ser usado como fonte de azoto seria elevado e ndo se obteria retorno. Por
estes motivos seria mais vantajoso direcionar a producdo do WPC a formulacéo e venda
de produtos de valor acrescentado, como por exemplo suplementos para a industria
alimentar.

Na hidrélise e na velocidade da hidrolise enzimatica pode-se concluir que a
protease de Aspergillus oryzae foi a protease que apresentou melhores resultados na
hidrolise do WPC, com uma concentracdo de aminas livre superior as outras proteases e

com uma velocidade de hidrélise superior a da bromelaina.
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Assim é possivel concluir que o soro de queijo permeado é um bom substrato
para a fermentacdo etanolica utilizando a levedura Kluyveromyces lactis CBS 2360. Foi
possivel a conversdo total da lactose em etanol, permitindo o tratamento do soro de
queijo, reduzindo o impacto ambiental da carga organica nele presente, e representando

também uma alternativa de producéo de bioetanol.
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5. Perspetivas futuras

Os resultados obtidos neste estudo abrem perspetivas para que se possa, no
futuro, continuar a melhorar as estratégias de fermentagcdo e hidrolise enzimatica do
soro de queijo abordadas. De forma a completar e clarificar alguns pontos deste trabalho,
seria importante a realizacdo de ensaios de fermentacao utilizando o soro de queijo de
cabra que ndo fosse resultante do processo de fabrico do requeijdo. Isto porque esse
pode apresentar um conteudo superior de proteinas, como referido anteriormente: cerca
de 7 g/L, bastante superior ao observado neste trabalho (cerca de 3 g/L). Desta forma
seria de esperar que se obtivessem maiores quantidades de WPC rico em proteinas, o
que poderia ter um efeito maior na atividade fermentativa da levedura Kluyveromyces
lactis CBS 2360.

Seria interessante realizar ensaios comparativos de fermentacdo do soro de
queijo em bruto com o soro de queijo permeado resultante do processo de UF, de modo
a identificar se a contribuicdo das proteinas presentes no soro em bruto seria relevante
(comparativamente com o soro de queijo permeado que apresenta um conteido muito
baixo de proteinas). Desta forma poderia excluir-se a hipotese de o soro permeado ser
um substrato menos conveniente que o soro em bruto.

Seria importante otimizar as condigdes de hidrolise enziméatica do WPC, como
por exemplo variar o pH, a temperatura, utilizar outros racios ou outras proteases, assim
como otimizar o dominio do método de determinacdo do grau de hidrolise.

Uma outra abordagem importante seria efetuar uma analise economica da
producdo e venda do WPC de modo a saber se a obtencdo de concentrados proteicos

compensa 0s custos incorridos com o fracionamento do soro de queijo.
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7. Anexos
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Anexo II- Cinética de hidrolise
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