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RESUMO - Dentre os subprodutos da industria de laticinios, o soro de queijo ¢ o constituinte de maior importancia,
seja pelo volume gerado, sejam pela capacidade poluente do mesmo, que langado em corpos receptores pode causar
graves problemas ambientais. Aproximadamente, entre 75% e 85% do volume de leite destinado a fabricacdo de queijos
resulta em soro. O soro de queijo contém metade do extrato seco do leite, representado por lactose, proteinas soluveis e
sais. A grande quantidade de soro produzida nas queijarias gera uma preocupagdo com relacdo ao meio ambiente, pois
cada litro de soro langado em um corpo receptor ocasiona uma Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) em torno de
60.000 mg/L. A conversdo do soro de queijo em etanol pode ser mais uma alternativa para a disposi¢do do mesmo, pois
além de se obter uma redugdo na DQO ¢ possivel se obter um insumo importante que € o etanol. A obtengdo do etanol
através da fermentacdo tem como substrato o soro de queijo desidratado. Utiliza-se neste trabalho a levedura
Saccharomyces cerevisiae em diferentes condigdes de cultivo, levando-se em conta a quantidade de indculo, de
sacarose, o pH e temperatura de fermentagao.
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ESTUDIO DE SUERO CINETICA DE FERMENTACION DE QUESO PARA
LA PRODUCCION DE AGUARDIENTE

RESUMEN - Entre los subproductos de la industria lactea, el suero es el componente més importante, se genera en
volumen, es la capacidad del mismo contaminante, que se lanzo en cuerpos receptores pueden causar graves problemas
ambientales. Aproximadamente entre 75% y el 85% del volumen de la leche utilizada para la fabricacion de queso
resultados en el suero. El suero contiene la mitad de los sélidos de leche, representados por la lactosa, proteinas solubles
y sales. La gran cantidad de suero de leche producida en las centrales lecheras crea una preocupaciéon por el medio
ambiente, ya que cada litro de suero lanzado en un receptor hace una Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) en torno
a 60.000 mg / L. La conversion de suero de queso en el etanol podria ser una alternativa util para la eliminacion de los
mismos, asi como para lograr una reduccion de DQO es posible obtener un insumo importante que es el etanol. La
adquisicion de etanol por fermentacion como sustrato tiene el suero de queso deshidratado. Se utiliza en este estudio la
levadura Saccharomyces cerevisiae bajo diferentes condiciones de cultivo, teniendo en cuenta la cantidad de inoculo, la
sacarosa, el pH y la temperatura de fermentacion.

Palabras clave: fermentacion, suero de queso, etanol, lactosa.

STUDY OF SERUM FERMENTATION KINETICS CURD CHEESE FOR
PRODUCTION OF BRANDY

ABSTRACT - Among sub products of the industry of dairy, the cheese serum is the most important constituent, for
being the generated volume, being for the pollutant capacity, that launched in receiving bodies it can cause serious
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environment problems. Approximately, between 75% and 85% of the volume of milk destined to the manufacture of
cheeses it results in serum. The cheese serum contains half of the dry extract of the milk, represented for soluble lactose,
proteins and salts. The great amount of serum produced in the industry generates a concern with regard to the
environment, therefore each liter of serum launched in a receiving body causes to a Demand Biochemist of Oxygenic
(DBO) about 60.000 mg/L. The conversion of the serum of cheese in ethanol can be one more alternative for the
disposal, therefore beyond getting a reduction in the DQO it’s possible to get one important insume that it is ethanol.
The attainment of ethanol through the fermentation has as substratum the serum of dehydrated cheese. In this work is
used the Saccharomyces cerevisiae in different conditions of culture, concerning mainly in account the amount of

inoculum, sacarose, pH and temperature of fermentation.

key-words: fermentation, cheese serum, ethanol and lactose.

INTRODUCAO

A producdo de queijo de coalho no Brasil ¢
restrito a regido Nordeste, em destaque aos estados da
Paraiba, Ceara, Rio Grande do Norte e Pernambuco, onde
o produto ¢ tradicional e, portanto bastante consumido
(LEITE JUNIOR et al., 2000). Sua produgio rural tem
participacdo consideravel na economia, colocando-se
como extremamente expressiva na formagdo de renda dos
produtores de leite.

Um subproduto resultante da fabricacdo do
queijo € o soro de queijo, tecnicamente chamado de
“lactossoro”, contém, aproximadamente, uma boa parte
dos sdlidos presentes no leite também ¢ uma mistura de
proteinas, lactose, sais minerais € contém uma pequena
quantidade de gordura do leite. Contém aminodcidos
facilmente digeriveis, ricos também em vitaminas, tais
como: tiamina, riboflavina, vitamina Bgs € B, e acido
pantoténico. (BEHMER, 1991; DALLAS, 1999; USDEC,
2002). Além das propriedades nutricionais, o soro
apresenta proteinas com importantes propriedades
funcionais como: emulsificante, espumante e gelificante,
tornando-o ingrediente de alto valor tecnoldégico no
empregam em produtos lacteos e alimenticios diversos
(ROSENBERG, 1995).

O soro de queijo ¢ um subproduto de importancia
relevante, tendo em vista o volume produzido e sua
composicao nutricional. Em média a fabricagdo de 1 kg de
queijo necessita de 10 L de leite e fornece 9 L de soro,
considerando que a produgdo de queijos no Brasil estad em
torno de 450 mil toneladas por ano tem-se o equivalente a
4.050 mil toneladas de soro de queijo sendo produzidos no
pais. (COSTA, 1995; SANTOS & FERREIRA, 2001;
RICHARDS, 2002).

Segundo COSTA (1995), SANTOS &
FERREIRA (2001) e RICHARDS (2002) Citado por
FLORENTINO (2006), O soro contem em sua
composicdo media, 6,9% de solidos totais, 0,6% de sais
minerais, 0,3% de gordura, 0,9% de proteinas, 5,0% de
lactose e 0,1% de acido lactico resultante da fermentacao
da lactose. Dessa forma, esse volume equivale a
aproximadamente 24.300 toneladas de sais minerais,
36.450 toneladas de proteinas, 12.150 toneladas de
gordura e 202.500 toneladas de lactose, demonstrando que
o problema relacionado a poluigdo e bem mais serio do

que se imagina. O que significa que o descarte do soro
sem um tratamento eficiente ndo e s6 um crime previsto
por lei, mas e também rejeitar um alimento que possui alta
qualidade nutricional.

O soro de queijo pode ser visto sob dois aspectos:
como agente de poluicdo, se considerado produto
descartavel, pois a descarga de soro em cursos d'dgua
pode provocar a destruicdo da flora e fauna devido a sua
alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO), que é de
30.000 a 40.000 mg de oxigénio por litro de soro, este
valor ¢ aproximadamente 100 vezes maior que o de um
esgoto doméstico. Ou pode ser considerado produto nobre
pelo seu teor de proteinas soltuveis, ricas em aminoacidos
essenciais, pela presenca de vitaminas do grupo B e pelo
elevado teor de lactose e sais (NEVES, 1993).

Atualmente, a legislacdo ambiental vem se
tornando cada vez mais rigida. As industrias de laticinios
procuram alternativas para aproveitamento do soro de
queijo. Dentre as varias técnicas de aproveitamento do
soro do queijo destaca-se como substrato para
fermentagdo, sendo também matéria-prima bastante
interessante na fabricacdo de varios produtos, entre eles a
aguardente.

O termo “aguardente” ¢ uma denominacdo
comum a todas as bebidas em cujo processo de obtengdo
esteja incluido uma etapa de fermentagdo alcodlica e outra
de destilagdo do fermentado. Sdo bebidas fortes de facil
conservacdo, de uso geral e universal, com teores
alcodlicos variando de 38 a 54°GL. Comercialmente ¢
comum a graduagdo de 41°GL. Os gostos e aromas sdo
diversos, assim como as matérias primas de que sdo
obtidas, mas o efeito de seu uso é o mesmo (CARDOSO,
2001). Na fabricagdo de aguardente, a Paraiba ocupa um
lugar privilegiado, com continuo crescimento. E tanto
mercado produtor como consumidor. O presente trabalho
tem por finalidade pesquisar o soro de queijo na produgao
de aguardente, adaptavel nas pequenas queijeiras
paraibanas, adaptando-se a tecnologia de produgdo de
etanol obtido do soro de queijo para produgdo artesanal de
aguardente, minimizando ou eliminando o impacto
ambiental causado e gerando diversificagdo produtiva da
matéria prima, total aproveitamento do soro de queijo de
coagulagdo enzimatica e aumento da fonte de renda para
0s pequenos produtores rurais.
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FUMDAMENTACAO TEORICA

A utilizagdo do leite na alimentagdo humana ¢
muito antiga sendo desconhecida a data em que o homem
passou a beber o leite de algum animal selvagem. Mas
acredita-se que o primeiro animal foi & ovelha, depois a
cabra e posteriormente a vaca fora ordenhada para
alimentar o homem (BEHMER, 1991).

O leite, alimento comum a quase todas as
sociedades, ¢ fonte de calcio, micronutriente importante
em todas as fases da vida, principalmente durante a
infincia para mineralizagdo ¢ manutencdo do crescimento
osseo (BEZERRA & TOLEDO, 1997; PHILIPPI; CRUZ;
COLUCCI, 2003).

De acordo com BEHMER (1991) em
circunstancias naturais, ¢ uma emulsdo de cor branca,
TABELA 1. Composicao do leite de vaca em percentagens.

ligeiramente amarelada, de odor suave e gosto adocicado
ou um produto secretado pelas glandulas mamarias das
fémeas dos mamiferos. Sua importancia e de ser uma
excelente fonte de minerais, entre os quais o calcio, o
fosforo, o magnésio e o zinco. Contém ainda proteinas de
elevada qualidade ou valor biolégico (ricas em
aminoacidos essenciais), por isso, podem ser mais
facilmente absorvidas e vitaminas (principalmente A e do
complexo B).

A composicdo do leite varia com a raga,
alimentag@o, idade, periodo de lacta¢do, época do ano e
sistema de ordenha da vaca (BEHMER, 1991).

A composicdo média do leite de vaca esta
especificada na Tabela 1.

Componentes Teores (%)
Agua 87,50
Matéria Gorda 3,60
Caseina 3,00
Lactose 4,60
Albumina 0,60
Sais minerais 0,70

Fonte: BEHMER, 1991.

Em épocas pré-histéricas, antes que o homem
pudesse ler ou escrever, um legendario mercador viajante
da Arabia, atravessando uma agreste secdo montanhosa da
Asia, ja cansado, depois de uma 4spera subida sob sol
causticante, fez uma pausa para restaurar suas forgas e se
alimentar. Tinha trazido como alimento tdmaras secas e,
dentro de um cantil feito de estdbmago seco de carneiro,
certa quantidade de leite de cabra. Mas, quando ele levou
aos labios o cantil para sorver o leite, somente um liquido
fino e aquoso escorreu do seu interior. Curioso Kanana, o
lendario viajante cortou o cantil e viu, para sua surpresa,
que o leite tinha se transformado numa coalhada branca,
ndo muito desagradavel ao paladar de um homem faminto.
O coalho existente no estomago parcialmente seco do
carneiro havia coagulado o leite e o resultado dessa
operagdo foi o QUEILJO. Isso se passou ha milhares de
anos. E, ainda hoje se faz o queijo exatamente de modo
semelhante: coagulando o leite com coalho oriundo do
estomago de bezerros. O queijo ¢ um dos mais antigos
alimentos preparados que a histéria da humanidade
registra. A arte da fabricagdo de queijos tem seu inicio
perdido num passado remotissimo, milhares de anos antes
do nascimento de Cristo. Os egipcios estdo entre os

primeiros povos que cuidaram do gado e tiveram, no leite
e no queijo, fonte importante de sua alimentacdo
(VALSECH]I, 2001).

De acordo com VALSECHI (2001), o queijo teve
um desenvolvimento ldgico e inevitavel, pois era o Uinico
meio pelo qual os elementos nutritivos do leite podiam ser
preservados. Os antigos gregos reverenciaram o queijo
como um alimento dos deuses. A fabricacdo de queijo na
Grécia ja era bem conhecida no tempo de Homero,
embora o pais, devido ao seu terreno montanhoso, nao
fosse abundante em terras de pastagens. Hipdcrates em
seus escritos refere-se ao queijo feito do leite de égua e,
também, de leite de cabra, o que podia indicar que esses
dois animais eram mais apropriados para viverem em
terrenos montanhosos. Durante o reinado dos Césares, a
fabricagdo de queijos e o desenvolvimento de laticinios
estenderam-se rapidamente por toda a Europa e tornou-se
uma importante inddstria agricola onde quer que se
estendessem as pastagens abundantes. Roma, brilhante
centro de civilizacdo antiga, era um rico mercado para
queijo. Nas prodigas e fartas mesas de banquetes dos
dignitarios romanos, o queijo estava invariavelmente
presente e era considerado, uma rara e saborosa iguaria.
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Embora alguns queijos fossem fabricados na
Italia, a principal fonte de abastecimento era a Suica onde
a vegetacdo luxuriante das encostas dos Alpes forneceria
abundante pastagem e, além do mais, havia a mais pura
dgua de montanha. Assim nasceu um produto
mundialmente famoso e uma industria que, séculos mais
tarde, rapidamente criou raizes e floresceu no novo
mundo. (VALSECHI, 2001)

Segundo a Portaria N° 146 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), entende-
se por “queijo o produto fresco ou maturado que se obtém
por separagdo parcial do leite reconstituido (integral,
parcial ou totalmente desnatado), coagulados pela agdo
fisica do Coalho, de enzimas especificas, de bactérias
especificas de acidos orgénicos, isolados ou combinados
todos de qualidade apta para uso alimentar, como ou sem
agregacdo de substincias alimentares e, ou especiarias e,
ou condimentos, aditivos especificos indicados,
substancias aromatizantes ¢ matérias corantes” (BRASIL,
1996).

Queijo ¢ o produto obtido pela coagulagdo do
leite, seguida de uma desidratacdo da coalhada, podendo
ser de massa fresca ou de massa maturada. O valor
nutritivo do queijo o coloca entre os alimentos mais
completos e recomendaveis para a dieta de um individuo,
pois 19 apresentam alta concentracdo de proteinas,
gordura, sais minerais e vitaminas. Comparando-o com a
carne, seu valor nutritivo ¢ semelhante, sendo que o do
queijo ¢ mais concentrado. Ele também favorece o
fortalecimento dos dentes e ossos devido ao alto teor de
calcio e fosforo ANDRADE (2008).

Classificacao

Segundo ANDRADE (2008), Existe diversas
maneiras de se classificar um queijo, entre elas
apresentaremos trés critérios de classificacdo:

Classificacdo quanto a maneira de obtencio da massa:

Massa obtida por coalho: sdo aqueles queijos onde a
precipitagdo da massa ¢ obtida pela coagulacio enzimatica
do leite. Entre eles temos o queijo prato, minas, parmesao,
mussarela, etc.;

Massa obtida por fermentaciio acida: a precipitagdo do
leite € obtida pela fermentagdo acida do leite, reduzindo o
pH do mesmo até o ponto isoelétrico do leite quando
entdo ocorre a precipitacdo, como o queijo Cottage-
cheese;

Massa extraida do soro: a precipitagdo da massa ¢é obtida
pela aplicacdo do calor, ajudado pela adicdo de uma
solucdo acida, como o queijo Ricota;

Massa obtida por fusdo: esta massa ¢ obtida pela agdo do
calor com os sais fundentes, como os queijos fundidos ou
pasteurizados.

Classificacio quanto ao tratamento da massa:

Massa crua: sdo os queijos cuja massa ndo sofre nenhum
aquecimento, além daquele do leite para que se processe a
coagulacao;

Massa semicozida: sdo os queijos cuja massa sofre um
aquecimento em torno de 41-42°C;

Massa cozida: sdo aqueles queijos cuja massa sofre um
aquecimento superior a 45°C, podendo chegar a 51°C.

Classificacio dos queijos quanto ao teor de gordura:

Queijo gordo: teor de gordura superior a 40%;
Queijo meio gordo: teor de gordura entre 25 ¢ 40%;
Queijo magro: teor de gordura entre 15 e 25%j;
Queijo desnatado: teor de gordura inferior a 15%.

Queijo “tipo coalho”

O queijo “Tipo Coalho” é um produto tipico do
Sertdo nordestino e tem lugar de destaque entre as iguarias
da culinaria da regido. Produzido de forma artesanal por
produtores rurais e pequenas empresas. Seu processo de
fabricagdo ¢ baseado na coagulacdo do leite, prensagem e
na salga da massa. Para se obter um produto de qualidade
ndo ha necessidade de grandes investimentos em
equipamentos, o que torna o queijo “Tipo Coalho” uma
boa opcdo econdmica para pequenos produtores. Embora
simples, o processo vem sendo a cada dia aperfeicoado
nos cuidados com a qualidade do produto, para satisfagdo
do consumidor. Os estados do Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba e Pernambuco sdo considerados os maiores
produtores do queijo de coalho. (ANDRADE, 2008).

A obten¢do higiénica do leite é o primeiro ponto
critico no processo de fabricagdo de queijos e de outros
derivados, uma vez que os microrganismos podem ser
introduzidos no produto (SCHOLZ, 1997; LANGE &
BRITO, 2003). Desta forma, a qualidade do produto final
¢ influenciada pelas condigdes higiénico-sanitarias em que
o leite foi obtido, pelo processamento na industria, pelas
condicdes de sanitizacdo do ambiente, qualidade da agua e
pelo armazenamento e transporte da matéria-prima entre
outros.

Desconhece-se ao certo a data de inicio da
fabricagdo de queijos, sendo que a mais antiga referéncia a
producdo deste precioso alimento parece ter sido a que
Samuel fez na Biblia, cerca de 3.000 anos a.C. No entanto,
ha vestigios do fabrico de queijos desde o homem pré-
historico, através de desenhos e instrumentos encontrados.
Desde entdo, o soro como produto secundario, mostrou ser
um problema de despejo (REBELO, 1983).

Na Idade Média, o soro era utilizado em drogas
farmac€uticas como componente de ungiientos para
queimaduras, como balsamo para pele ou como porgdo
neutralizante para cabelos, mas raramente era usado na
alimenta¢do humana (KOSIKOWSKI, 1979). O uso do
soro teve grande evidéncia em meados do século XIX, na
Europa Ocidental, com a criagdo de mais de 400 “casas de
soro”. Por volta de 1940, na Europa Central, foi usado no
tratamento de dispepsia, uremia, gota, anemia, artrite,
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doengas hepaticas e até tuberculose, quando se
recomendava a ingestdo de cerca de 1.500g/dia de soro
(HOLSINGER et al.,1974).

Em decorréncia dos problemas enfrentados pelas
industrias para efetuarem o tratamento do soro como
residuo industrial, adequando-o as exigéncias dos 6rgaos
de inspe¢do e saude publica, comecou na década de 60 os
testes de aproveitamento para o soro de queijo
(KOSIKOWSKI, 1967; NELSON & BROWN, 1969).

O soro do leite, tecnicamente intitulado “lacto
soro”, ¢ um subproduto resultante da fabricac¢ao de queijo
ou da extragdo da caseina. Segundo ABREU (2005),
constitui a por¢do ou fase aquosa do leite, resultante da
dessora do coagulo e pode ser caracterizado como um
liquido amarelo-esverdeado, dependendo do tipo de
queijo, pode possuir sabor ligeiramente 4cido ou doce.
Cerca de 85% a 95% do volume de leite utilizado na
fabricacdo de queijos resultam em soro (10 litros de leite
produzem, aproximadamente, 1 kg de queijo e 9 litros de
soro), o qual contém aproximadamente metade dos so6lidos
do leite. Incluindo nessa propor¢do o melhor do leite
como proteinas soliveis, nitrogénio ndo protéico, sais
minerais, vitaminas e, principalmente, a lactose.

Sdo constantes os esforgos para aproveitamento
de residuos agroindustriais em todo mundo. Em particular,
o soro do leite, pela abundancia de produgdo,
caracteristicas nutricionais e elevada capacidade poluente,
tem sido, ha tempo, motivo de véarios estudos (SILVA,
2000). Contudo se faz necessario o estudo de formas para
conserva-lo e utilizad-lo minimizando problemas, tanto de
ordem ambiental como nutricional, em beneficio da fauna,
flora, animais domésticos e do proprio homem, utilizando
0 soro como alimento de alto valor nutricional.

Segundo NEVES (1993), o soro de queijo recebe
grande importancia quando visto sob dois aspectos: como
agente de poluicdo, se considerado produto descartavel,
pois a descarga de soro em cursos d’agua pode provocar a
destrui¢do da flora ¢ fauna devido a sua alta demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), que ¢ de 30.000 a 40.000
mg de O2 por litro de soro. Ou pode ser considerado
produto nobre pelo seu teor de proteinas soluveis, ricas em
aminoacidos essenciais, pela presenca de vitaminas do
grupo B e pelo elevado teor de lactose e sais.

Através de varios processos, o soro pode ser seco
e utilizado como alimento ou aditivo alimentar, ou pode
ser convertido em produtos quimicos, combustiveis e
outros produtos através da fermentagdo. Um dos maiores
obstaculos da utilizagdo do soro ¢ a grande quantidade de
lactose presente, a qual contribui para sua baixa

solubilidade, baixo poder adogcante e sua pobre
digestibilidade quando utilizado como alimento. A lactose
também ¢é pouco fermentavel quando comparada a outros
acucares (YANG & OKOS citado por CARMINATTI,
2001).

O soro de queijo vem sendo utilizado
principalmente como alimento animal na sua forma bruta
ou processado em pd para a producdo de biscoitos e
alimentos lacteos (PONSANO et al, 1995).

Outro setor que vem utilizando o soro de queijo
como matéria-prima ou ingrediente ¢ o setor lacteo,
principalmente na produgdo de bebidas lacteas. Também
tem sido por diferentes motivos, estudada por
pesquisadores, sua conversdo em bebidas, fermentada ou
ndo, ¢ uma das mais atrativas opgdes, seja pela
simplicidade do processo, ou pela utilizagdo de
equipamentos do proprio beneficiamento do leite ou em
funcdo das propriedades funcionais da proteina do soro
(ALMEIDA et al., 2001).

O soro de queijo ndo s6 permite ao fabricante
reduzir o custo total dos ingredientes como também
apresentam a importante vantagem de possuir
propriedades funcionais excepcionais, além de ser uma
fonte concentrada de nutrientes lacteos, sobretudo
proteinas de elevado valor nutricionais e calcio.

Segundo (BURRIGTON, 2000; ALMEIDA et al,
2001 ), bebidas lacteas a base de soro sdo de grande valor
dietético, de facil digestdo. Leves e agradaveis para ser
consumida. Togurte e bebidas lacteas com excelente sabor
sdo produzidos com o uso de soro desmineralizado ou
soro concentrado. A concentracdo de acido lactico,
acetaldeido e diacetil (compostos associados ao flavor
caracteristico de iogurte e bebida lactea) e igual ou mais
alta em amostras de iogurte ou bebida lactea no qual se
utilizou soro concentrado para substituir parcialmente os
solidos de leite desnatado (HUGUNIM, 1999).

O soro do queijo apresenta em sua composi¢ao,
pouca quantidade de gordura, compostas por &cidos
graxos de baixo ponto de fusdo (em torno de 29°);
proteinas hidrossoluveis dentre elas a a-Lactoalbumina e a
B-Lactoglobulina, respectivamente com massas molares
(MM) em torno de 14.000 e 18.000 Daltons; lactose;
minerais e vitaminas hidrossoluveis (SGARBIERI, 1996).

A Tabela 2 apresenta a composi¢do centesimal
media do soro do queijo, matéria prima utilizada no
presente estudo.
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TABELA 2. Composi¢do centesimal do soro de queijo.

Componentes Teores (%)
Agua 93,39 + 0,44
Extrato seco total (EST) 6,61 + 0,44
Gordura 0,43+0,19
Proteina 0,78 £0,25
Lactose 490+0,11
Sais minerais 1,59+ 0,02

Fonte: SERPA, 2005.

Aproximadamente cerca de 50% do soro
mundialmente produzido ja se encontra industrializado,
sob a forma de bebidas fermentadas, sucos, aditivos para
panificagdo, e utilizagdo na producdo animal, como
complementos para leitdes. Uma parcela e desidratada e
comercializada como fonte energética e nutritiva sob a
forma de pd, pois 0 mesmo retém aproximadamente 75%
dos nutrientes do leite, além de ser responsavel por uma
parcela que varia entre 80 ¢ 90% de sua composigdo total
(ALMEIDA, et al., 2001).

As proteinas do soro possuem um dos mais altos
indices de valor bioldgico em comparagdo a outras fontes
de proteinas, tais como: ovos, leite, carne bovina e soja. O
Indice de Eficiéncia de Proteinas (IEP) do soro é de 3,2. O
IEP baseia-se numa escala que varia de 0 a 3,5 e que
permite avaliar a qualidade das proteinas, ou seja, quanto
mais elevado o valor IEP melhor a qualidade de proteina.
Dessa forma, o IEP das proteinas do soro permite
considera-los como excelente do ponto de vista nutricional
(SHAHID et al, 1999). Os aminoacidos esséncias
respondem por aproximadamente 60% do teor protéico
total do soro, contendo niveis extraordinariamente
elevados de leucina e lisina, além de constituir uma boa
fonte de aminoacidos contendo enxofre, tais como:
cisteina e metionina (BURRINGTON, 2000).

Quase todos os aminoacidos presente no soro tipo
doce superam as doses didrias minimas de nutrientes
recomendados pela organizagdo mundial de satde (OMS)
e pela Food Agricultural Organition (FAO) tanto para
criangas como para adultos (MING, 2000).

O uso de proteinas do soro como ingredientes em
alimentos funcionais estd aumentando, conforme tém
aumentado a capacidade tecnoldgica da industria para
produzir concentrados de proteinas de soro, isolada de
proteinas séricas totais. Até agora estes produtos t€m sido
comercializados como ingredientes com funcdes
tecnologicas ou caracteristicas nutritivas gerais (USDEC,
2002). Conhece-se desde muito tempo, as qualidades
nutritivas das proteinas do soro, sendo consideradas
atualmente como um dos componentes alimenticios mais
adequados as dietas de culturistas de atletas que desejam
aumentar sua massa muscular. Estdo sendo realizados
estudos sobre os efeitos fisiologicos especificos das
proteinas do soro, em seu conjunto ou de proteinas
individuais, para sua utilizacdo como produtos funcionais
na nutri¢do humana (USDEC, 2000).

Seus beneficios para a saude fazem das proteinas
do soro um dos mais importantes produtos no crescente
mercado de ingredientes alimentares. Uma das razdes para
sua crescente participagdo neste mercado ¢ sua
excepcional capacidade de servir como veiculo para
calcio, sendo que a interagdo proteina-mineral potencializa
a biodisponibilidade ndo somente do calcio, mas também
do fosforo. Além disso, a combinagdo calcio-protéina
aumenta a solubilidade do calcio, facilitando a
manuten¢do deste mineral em solugdo. Outros fatores
importantes para a utilizacdo das proteinas do soro sdo
suas propriedades funcionais, tais como: emulsificagdo,
alta solubilidade, gelificacdo, formagdo de espumas,
capacidade de reter 4gua e viscosidade. Proteinas do soro
na sua forma original sdo estruturas globulares de cadeia.
Sendo muito especificas quanto a sua solubilidade numa
faixa de pH de 3,5 5,5 e também estaveis em
processamento em alta temperatura. A desnaturagdo e
pequena perda de solubilidade ocorrem quando as
proteinas sdo submetidas & temperatura superiores a 60°C
e uma solugdo com valores de pH de 4,6 - 6,0 (MING,
2000).

Assim, a extragdo/recuperagdo das proteinas do
soro ¢ alternativa tanto para minimizar os problemas
causados pela inadequada disposi¢do do soro, como para
obter um aglomerado protéico que represente um alimento
de baixo custo. O aproveitamento deste aglomerado
protéico tem significativa aplicabilidade, sobretudo nas
fazendas e queijeiras do Nordeste brasileiro como
alimentagdo alternativa, bem como na sua utiliza¢do na
substitui¢do parcial ou total das proteinas da carne e dos
derivados da soja, como ingredientes para substituir
alimentos de alto wvalor caldérico como maionese,
margarina ¢ molhos em geral e ainda em sobremesas,
paes, bolos, biscoitos, sorvetes, além da ricota e seus
derivados (FLORENTINO, 2006).

Existem varios métodos de separacdo das
proteinas do soro. Atualmente a obten¢do dessas proteinas
realiza-se basicamente por tratamento térmico; separagao
por membranas e por precipitagao.

A ultra filtragdo, a osmose inversa ¢ a eletrolise
tém sido cada vez mais utilizadas na industria alimenticia
de todo o mundo para a obtengdo de proteinas in natura.
Entretanto, esses processos sdo caros devido a alta
tecnologia de suas membranas e as pressdes altissimas
utilizadas em suas operacdes (RICHARDS, 2002).
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Agentes floculantes, como polifosfato sodico,
hexametafosfatosodico, diversos sais férricos e diversos
polieletrdlitos sdo eficientes em termos de precipitagdo,
porém improprio para industria alimenticia. O tratamento
térmico ¢ um procedimento simples e bastante utilizado.
Consiste basicamente na combinagdo do calor e ajuste de
pH até o ponto isoelétrico das proteinas através de um
4cido organico (SINGH, 2004).

A identificagdo de alternativas para um adequado
aproveitamento do soro de leite ¢ de fundamental
importancia em fungdo de sua qualidade nutricional, do
seu volume ¢ seu poder poluente. Dentre as alternativas
podem ser citadas o uso do soro in natura para
alimentagdo animal, fabricacdo de ricota, fabricacdo de
bebida lactea, concentragdo, producdo de soro em pod,
separacdo das proteinas e lactose com posterior secagem,
as quais constituem formas de valorizagdo deste derivado
lactico, ao mesmo tempo contribuindo para a melhoria do
meio ambiente e proporcionando ganhos as industrias
(GIROTO & PAWLOWSKY, 2001).

A coagulagdo do soro pode ser realizada por

acidifica¢do direta com adi¢do de um acido organico ao
soro aquecido. O fendmeno que ocorre na coagulagéo
acida ¢ diferente daquele que ocorre na coagulacdo
enzimatica. Sabe-se que as proteinas t€ém multiplas cargas,
as quais estao situadas ao longo da cadeia protéica. Assim,
quando hé excesso de um tUnico tipo de carga, a proteina
apresenta uma estrutura aberta devido, em parte a repulsdo
existente entre os sitios de uma mesma carga (LEMAN &
KINSELLA, 1989). Por outro lado, quando o pH da
solugdo envolvida se aproxima do ponto isoelétrico das
proteinas (4,6), as cargas elétricas das particulas coloidais
unem-se formando o codgulo ou gel. Isto se deve 4 agdo
conjunta do calor e acido, aumentando a taxa de colisdo
entre as particulas e desidratando parcialmente as
proteinas. Desse modo, a diminuigdo do pH ¢ suficiente
para acelerar a precipitacdo, com formagdo de flocos ou
graos (RAPACCI, 1997).
A coagulacdo completa das proteinas do soro aquecido
depende das forgas ativas de coesdo, adesdo e hidratagao
aplicadas as particulas protéicas, o que ¢ Dbastante
influenciado pela quantidade de acido adicionado. Por
outro lado, com a elevacéo da temperatura a carga elétrica
liquida das proteinas ¢ reduzida e o sistema atinge o
equilibrio final quando as proteinas se precipitam. Além
disso, quando a temperatura ¢ alta, ocorre um aumento na
taxa de colis@o das particulas, o que facilita a precipitacdo
do coagulo (SINGH, 2004). Pela acdo do calor, sdo
rompidas as ligagdes que asseguram as estruturas
secundarias e terciarias das moléculas, sendo que o
rearranjo das moléculas desnaturadas provoca a
insolubilidade das proteinas. Desse modo, o lactosoro
diminui o teor protéico na razdo direta do grau de
desnaturacdo térmica. Entretanto, a desnaturagdo pode nio
comprometer o valor nutritivo da proteina lactea, e hoje se
acredita que a proteina desnaturada seja melhor digerida,
visto a maior exposi¢do das cadeias peptidicas a agdo das
enzimas proteoliticas (SILVA & ALMEIDA, 2004).

A fermentagdo € o processo inicial da formagao
de alcool etilico (etanol ou OH) a partir de glicose,
sacarose e frutose (G, Fr e Sc). E um conjunto de reagdes
especificamente bioquimicas realizadas a partir de trés
fatores fundamentais: presenca de agtcares (Gl, Fr e Sc),
microorganismos que sejam capazes de transformar esse
acucar em OH e gas carbonico e auséncia de oxigénio. Os
microorganismos responsaveis por essas reacdes sdao as
leveduras. As leveduras sdo uma espécie de “bolor” e sdo
encontradas na natureza ou “criadas” em laboratorios.
Entre as leveduras, a utilizada para esse processo ¢ a
Saccharomyces cerevisiae. A fermentacdo alcoodlica
ocorre devido ao fato de que as células de levedo
produzem a energia que lhes ¢ necessaria para sobreviver,
através de dois fenomenos de degradacdo da matéria
organica: a respiracdo que necessita do oxigénio do ar ou
a fermentagdo que ocorre na auséncia de oxigénio do ar. A
fermentagdo alcoolica corresponde a uma ma utilizagao de
energia. Assim, a levedura necessita transformar muito
acicar e alcool, para assegurar suas necessidades
energéticas. Nessas condigdes a multiplicagdo da levedura
¢ pequena; ao contrario, o rendimento da transformacao
do agucar em alcool ¢ grande, em relacdo ao peso da
levedura. A composicdo exata do agucar foi determinada
por Gay-Lussac. Por isso as concentragdes alcoodlicas sdo
descritas em °GL (GRONBAEK et al., 2000).

O processo fermentativo consiste basicamente no
desdobramento do aglcar (sacarose) em alcool.
Entretanto, a depender de como essa transformacdo ¢é
realizada, pode-se obter maior ou menor quantidade de
aguardente e produto de melhor ou pior qualidade.
Geralmente o processo fermentativo tem a duracdo média
de 24 horas, com reciclagem do indculo, ou seja, apds
decorrer essas 24 horas, as leveduras irdo se depositar no
fundo da dorna de fermentagdo e sera adicionado um novo
caldo diluido, cuja temperatura devera estar em torno de
30°C. O que sera utilizado para a destilagio é o
sobrenadante desse caldo, cujo Brix deve ser igual a zero.
O acompanhamento da fermentagdo ¢é feito por meio de
medigdes de teor de °Brix, da temperatura, do tempo de
fermentagdo, do cheiro caracteristico, da acidez e do pH.
Pode-se ainda realizar analises microscépicas do fermento
para determinar o rendimento e a produtividade da
fermentagdo e também verificar a produgdo de compostos
secundarios (YOKOYA, 1995).

Entre os microorganismos mais eficientes na

fermentagdo, estdo as leveduras Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces marcianus ¢ a bactéria
Zymomonas  mobilis,  destacando-se o  género

Saccharomyces pela alta produgdo e tolerdncia a altas
concentragdes de etanol (SCHWAN, 2001).

Segundo FLORENTINO citado por;
FLORENCIO (2008), a fermentagdo alcodlica ocorre
devido ao fato de que as células de levedo produzem a
energia que lhes ¢ necessaria para sobreviver, através de
dois fenomenos de degradacdo da matéria organica: a
respiragdo que necessita do oxigénio do ar ou a
fermentagdo que ocorre na auséncia de oxigénio do ar. A
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composicao do agucar foi determinada por Gay-Lussac e é
ainda de sua autoria a Equacdo (2.1) que descreve a
fermentagdo alcoolica:

C,H,,0, —» 2C,H,OH +2CO, + Energia
Equagdo (2.1)

Ou seja, 180g de glicose, resulta em 92g de
alcool etilico e 88g de CO,. A proporg¢ao de etanol contida
no vinho ¢ medida em grau alcodlico, segundo o principio
de Gay-Lussac.

O género Kluyveromyces tem recebido grande
destaque na fermentagdo continua para a producdo de
biomassa ¢ também a conversdo de lactose em etanol. J4 a
Saccharomices cerevisiae ndo degrada a lactose, havendo
entdo a necessidade de adig@o de sacarose.

Os glicidios ou actcares do leite sdo
essencialmente constituidos pela lactose, cujo teor médio
¢ de 4,5 a 5,0g/1 e aos quais se deve o seu sabor
adocicado. Encontram-se ainda presentes outros agucares,
mas em quantidades vestigiais. A lactose tem a mesma
férmula molecular da sacarose da qual difere, contudo, na
configuragdo molecular, no poder edulcorante, na
solubilidade e na reatividade quimica. A lactose ndo esta
inteiramente em dissolu¢do no leite, pois mesmo sem
nenhum tratamento térmico prévio cerca de 11% do
acucar encontra-se naturalmente ligado as proteinas. A
lactose comercial ¢ uma lactose monohidratada e os seus
isomeros distinguem-se por algumas de suas propriedades
fisicas. No que respeita a solubilidade, a lactose ¢ um
agucar pouco soluvel, cerca de dez vezes menos que a
sacarose. A lactose alimentar (pureza > 98%) ¢ utilizado
em bebidas, especialmente as achocolatadas e de frutos,
porque exalta o seu sabor aumentando a aceitagdo dos
produtos. Sdo utilizados em confeitaria em fungdo de
absorver facilmente os aromas e os corantes na fabrica¢do
de biscoitos, bolachas, paes, alimentos dietéticos e
charcutaria. Quanto ao valor nutritivo da lactose, este
difere dos outros agucares por alguns aspectos do seu
comportamento fisiolégico. Algumas das diferencas
atribuem-se a propria molécula, mas outras sdo devidas a
galactose que se liberta durante a hidrolise. As
propriedades pelas quais a lactose mais se destaca sdo as
seguintes: no lactente exerce uma agdo positiva sobre a
flora lactica intestinal; constitui uma fonte de energia;
contribui para a acidificacdo do tubo digestivo e para a
implantagdo de uma flora lactica que se opde a fixagdo da
flora de putrefagdo; ¢ um auxiliar precioso para uma
melhor assimilagdo de certos elementos tais como das
proteinas e do proprio colesterol (VALSECHI, 2001).

Por cada litro de soro ¢ desperdi¢ados cerca de 50
g de lactose e 10 g de proteina com elevado valor
nutricional e funcional, criando condi¢des para poder
pensar-se num processo de valorizagdo do soro com
simultanea reducdo da carga poluente. Hoje em dia, o
concentrado de proteinas de soro ¢ a maior produgdo
obtida a partir do soro de queijo, apenas ultrapassada pelas

do soro em p6 e do soro em pod desmineralizado
(HORTON, 1996). O valor comercial deste produto esta
diretamente relacionado com o seu teor protéico, podendo
servir de aditivo na industria de panifica¢ao (concentrados
de 35 % de proteina) ou de ingrediente na confec¢do de
alimentos infantis (concentrados com 92 % de proteina),
este ultimo com um preco dez vezes superior ao primeiro.
O concentrado protéico ¢ obtido tipicamente por
ultrafiltragdo, originando uma fracdo rica em lactose, o
permeado do soro de queijo. A obtencdo do concentrado
protéico, por si sO, ndo se apresenta economicamente
viavel uma vez que apenas 1/6 do volume de soro serve
para a producdo de proteina, restando ainda um
consideravel volume de permeado de soro de queijo a
manusear (BARRY, J. A.; 1982). O permeado do soro
pode ser utilizado para diversos fins, como alimentacdo de
animais, producdo de lactose, galactose, glucose, alcool,
acido lactico ou como constituinte em diversos produtos
farmacéuticos € mesmo cosméticos. O fator determinante
sera, novamente, o aspecto econdmico. Alguns processos
que utilizam o permeado do soro como substrato para
fermentagdo alcoodlica ja se encontram implementados,
nomeadamente na New Zealand Cooperative Dairy Co. na
Nova Zelandia, na Barbery Milk Produtos Lda., na Irlanda
e em Wisconsin, nos E.U.A. O 4alcool obtido neste
processo € essencialmente de dois tipos: alcool industrial e
potavel. O primeiro encontra aplicabilidade como
combustivel e o segundo como retificador de bebidas
alcodlicas.

Outro aspecto em que o0s processos de
fermentagdo da lactose sdo passiveis de melhoramento nao
se prende com o processo em Si, mas com O
microrganismo utilizado na fermentagdo alcoolica da
lactose. O microrganismo mais utilizado ¢ a levedura do
género Kluyveromyces, que fermenta naturalmente este
aglcar apresentando, no entanto, problemas de inibi¢do
por etanol. As leveduras do género Saccharomyces sdo
largamente utilizadas na producdo de alimentos e bebidas
alcoodlicas, representando os microrganismos de eleicdo
para fermentagdo alcoolica.

Apesar de a levedura Saccharomyces cerevisiae
fermentar uma grande variedade de acucares, ndo é capaz
de metabolizar a lactose, devido a auséncia da enzima f3-
galactosidase (que hidrolisa este agucar em glucose e
galactose) e da permeasse da lactose, que permite a
entrada da lactose para o interior das células. Tém surgido
nos ultimos anos, varias abordagens para a fermentagao da
lactose por S. cerevisiae. Uma das primeiras a surgir,
utiliza a técnica de fusdo de protoplastos, construindo
hibridos de estirpes de Saccharomyces cerevisiae e
Kluyveromyces  lactis  utilizadores  de  lactose
(FARAHNAK et al, 1986). No entanto, neste caso
especifico, a clonagem e transformacdo em S. cerevisiae €
uma abordagem preferivel e mais precisa.

Planejamento Experimental
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O planejamento consciente dos experimentos que
devem ser realizados para determinar, e mesmo
quantificar, a influéncia das variaveis sobre as respostas
desejadas, ¢ indispensavel para que resultados confiaveis
sejam obtidos e para que andlises estatisticas consistentes
possam ser realizadas. Nesse contexto, considera-se que
desenvolver produtos e processos através de
procedimentos de tentativa e erro, conforme registros do
inicio do século passado foram, de fato, importantes
naquele momento. No entanto, a forte competitividade, a
difusdo da tecnologia, bem como a competéncia e a
responsabilidade dos pesquisadores atuais inviabiliza tais
procedimentos (RODRIGUES & IEMMA, 2005).

A falta de planejamento muitas vezes ¢ a causa
do insucesso de uma investigacdo, no entanto raros sao os
pesquisadores que pensam em estatistica antes de realizar
seus experimentos. Em geral eles costumam achar que
uma andlise dos seus dados, ndo importa como tenham
sido obtidos, eventualmente levard sua pesquisa a bom
termo (BARROS NETO et al., 1996).

Na utilizagdo do planejamento experimental ha
uma redugdo de experimentos ou repetigdes € uma
melhoria na qualidade das informagdes obtidas através dos
resultados. Isto significa uma sensivel diminuigdo do
trabalho e, conseqiientemente, do tempo e do custo final
(RODRIGUES & IEMMA, 2005).

A esséncia de um bom planejamento consiste em
projetar um experimento de forma que ele seja capaz de
fornecer exatamente o tipo de informagdo que se procura
(BARROS NETO et al., 1996).

MATERIAL E METODOS

A matéria-prima utilizada durante esta pesquisa
foi o soro resultante da producao de queijo “Tipo coalho”
fabricado em industria de laticinio localizada na zona rural
da cidade de Caturit¢/PB (Cooperativa Agropecuaria do
Cariri Ltda.). Apos ser coletado e refrigerado, o soro foi
armazenado em recipientes plasticos e transportado para o
Laboratorio de Microbiologia do Departamento de
Quimica do Centro de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Estadual da Paraiba, onde foi caracterizado,
antes e apOs a extracdo das proteinas. Através das
seguintes determinagdes:

A andlise do soro foi realizada em duas etapas:
soro in natura, visando conhecer o0s componentes
presentes no mesmo, e depois da operacao de extragdo das
proteinas totais, através das seguintes determinagdes: A
acidez foi determinada utilizando o método Dornic, que se
baseia na titulacdo do soro com a solugdo Dornic (N/9),
empregando a fenolftaleina como indicador do ponto final
da titulagdo. O resultado ¢ expresso em Dornic (°D) que
corresponde a 1 mL de solugdo de NaOH 0,1N consumido
na titulagdo, equivalendo a 0,0090g de 4cido b. O teor de
gordura foi determinado empregando-se o método
volumétrico de Gerber, que consiste na separagdo da
gordura através da centrifugacdo apos a digestdo do

material protéico com o acido sulftrico. O método baseia-
se na leitura direta da porcentagem (%) de gordura na
escala do  Dbutirdmetro de  Gerber (BRASIL,
2006).Determinou-se o pH utilizando um pHmetro digital
(BRASIL, 2006).0 teor de proteinas foi determinado
utilizando o método de BRADFORD (1976).As cinzas
foram quantificadas por gravimetria apds incineragdo em
forno de mufla a 550°C. O método fundamenta-se na
perda de peso que ocorre quando o produto ¢ incinerado a
525°C, com a destruicdo da matéria organica, sem
apreciavel decomposi¢do dos constituintes do residuo
mineral ou por perda de volatilizagdo (BRASIL, 2006).
Também determinou-se a lactose através do método
volumétrico com Licor de Fehling. Determina o teor de
lactose no soro através da reducdo do acido cubrico a
acido cuproso (BRASIL, 2006). O Extrato seco total
(E.S.T.) foi determinado pelo método padrio de estufa,
105°C por 24 horas (BRASIL, 2006). Para a extragdo das
proteinas presentes no lacto soro foi utilizando o método
Acido Térmico, seguindo metodologia utilizada em
trabalho anterior por FLORENCIO et al. (2008), visto que
o mesmo testou 5 diferentes temperaturas para a remogao
das proteinas e observou que a melhor temperatura seria a
de 90°C. Inicialmente o soro foi aquecido a 90°C, e seu
pH reduzido para 4,6, utilizando acido citrico. Apos
obtencao do floculado, o soro foi mantido em repouso até
atingir temperatura ambiente e o aglomerado protéico
retirado por filtracdo, seguindo a mesma metodologia
empregada por FLORENTINO (2006).

Ensaios da Fermentacio Alcooélica

O microrganismo utilizado foi a Saccharomyces
cerevisiae (fermento comercial) da marca Fleischman,
com 70% de umidade, obtido em supermercados da cidade
de Campina Grande — PB. A chaptalizagdo ¢ a etapa do
processo em que se adiciona a sacarose, a0 mosto para se
obter um produto com a graduacdo alcodlica dentro das
especificagdes da Legislacdo Brasileira (BRASIL 1997).
A chaptalizacdo geralmente ¢é realizada quando o meio
nao tem quantidade suficiente de actcares. Para o estudo
da fermentagdo alcoodlica utilizando a Saccharomyces
cerevisiae, ¢ adicionando sacarose ao meio, por saber-se
que a Saccharomyces cerevisiae nao sintetiza a [3-
galactosidase, enzima capaz de hidrolisar a lactose, o que
significa que nesta estratégia o soro representa
essencialmente a fonte de sais minerais necessarios ao
processo. O cultivo e conduzido a temperatura de 30°C,
durante 48 horas. Sabendo-se que e feito uma alimentagdo
de 50% do cultivo apo6s 24hdo inicio da fermentagdo, em
intervalos regulares serdo retiradas amostras para
acompanhamento da producdo do etanol, concentragdo
dos agucares, concentragdo celular e pH.

Planejamento experimental

Com o objetivo de avaliar quantitativamente a
influencia das variaveis de entrada (sacarose ¢ in6culo)
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sobre a resposta (° GL) foi realizado um planejamento
fatorial. Na Tabela 3 estdo expostos os niveis reais ¢
codificados das variaveis independentes de entrada para o
planejamento fatorial 2%, observado pela Tabela 4 que

totaliza 7, sendo 4 distintos e 3 no ponto central. Os niveis
das variaveis independentes de entrada foram propostos de
observacgdes na literatura.

TABELA 3. Valores reais e codificados das variaveis de entrada.

Niveis Sacarose (%) Indculo (%)
-1 5 0,5
0 7,5 0,75
+1 10 1

TABELA 4. Matriz do planejamento fatorial completo 22.

Experimentos Sacarose (%) Inoculo (%)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Concluido o planejamento experimental foi
utilizado o experimento que obtive melhor porcentagem
de teor alcodlico, para o estudo cinético. O reator com
capacidade de 6 litros foi inicialmente alimentado com 4.5
litros de soro desproteinizado e adicionado as
composicdes definidas (niveis das varidveis de entrada)
para o experimento que obteve melhor teor alcodlico, apos
as 24h foi feita a alimentacdo com 500 ml do cultivo.
Foram estudados os efeitos das variaveis controladas
(entrada) sobre a cinética fermentativa. Amostras, em
tempos regulares (4 em 4 horas) eram coletadas para
acompanhar o aumento do teor alcodlico, reducdo dos
agucares redutores, aumento da concentracdo de células, e
pH (estudo cinético da fermentacdo alcodlica). O Teor
alcoolico foi determinado através da leitura direta em
ebulidmetro que mede a porcentagem alcodlica (°GL -
Graus Gay Lussac). O método para obtengdo de ART
baseia-se na redugdo do DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico)
a acido 3-amino-5-nitrosalicilico a0 mesmo tempo com a
oxidagdo do grupo aldeido do agucar a grupo carboxilico.
Com o aquecimento a solugdo torna-se alaranjada, onde ¢
lida através do equipamento espectrofotometro a 540nm.
ART = Abs X F ¥ V... X5 Eq (3.1)

Onde:
ART = Teor de agucares redutores totais
Abs = Absorbancia

F = fator da solugdo (1,5773)

Vituicaos= volume da dilui¢do da amostra

5 = Soma das resultantes das solucdes de 1mL HCI 2N,
3mL de NaOH IN e 1mL da amostra.

Na determinag@o da concentragdo celular adotou-
se 0 método de massa seca (TRIBOLI, 1989). A massa
seca foi determinada pela diferenga entre o peso final ¢ o
peso inicial e expresso em g/L. As determinagdes foram
feitas em duplicatas. O pH das amostras era medido para
verificar sua variagdo ao longo do processo fermentativo
medido diretamente no potenciometro. A leitura foi
realizada através do equipamento chamado refratometro
(BRASIL 2005).

A constitui¢do de matérias-primas depende do
material de origem, da manipulag@o, do tratamento entre
outros fatores. Para o soro de queijo, em especial, vai
depender do clima, da manipulacdo ¢ do processo de
fabricagdo do queijo. Com a finalidade de conhecer os
componentes presentes neste soro, visando utiliza-lo como
substrato para a fermentacdo alcodlica, foi realizada sua
composicdo. As médias dos resultados das anélises fisico-
quimicas efetuadas no soro resultante do queijo “Tipo
Coalho”, proveniente de uma industria de laticinio
localizada na zona rural da cidade de Caturité, sdo
apresentadas na Tabela 5.

Revista Verde (Mossoré — RN — Brasil) v.5, n.3, p. 237 — 254 julho/setembro de 2010
http://revista.gvaa.com.br



REVISTA VERDE DE AGROECOLOGIA E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL GRUPO
VERDE DE AGRICULTURA ALTERNATIVA (GVAA)

TABELA 5. Média dos resultados das analises fisico-quimicas do soro de queijo “Tipo Coalho” de uma industria de

laticinio localizado no Cariri paraibano.

Componentes Média dos resultados
pH 6,34 +£ 0,54
Acidez (°D) 11,00 £ 1,16
Gordura (%) 0,33+ 0,06
Lactose (%) 4,25+ 0,05
Extrato seco total (%) 6,43 + 0,08

Sais minerais (%) 0,60+ 0,01
Proteina (%) 1,25+ 0,06
Extrato seco desengordurado (%) 6,10£0,11
Umidade (%) 93,57 £ 0,08

Observando os resultados da Tabela 5, verifica-se
que os valores de: pH (6,34), sais minerais (0,60%) e
lactose (4,25%), estdo proximos aos encontrados por
FLORENTINO (2006) que trabalhou com soro de queijo
“Tipo Coalho” de queijeira artesanal; ja analisando os
valores de extrato seco total (6,43%), gordura (0,33%) e
proteina (1,25%), evidéncia que o método de producao do
queijo “Tipo Coalho” com obten¢do do subproduto soro
de queijo ¢ mais eficiente em queijeiras industriais visto
que hd uma padronizagdo em seu processo, diminuindo
com isto a perda de rendimento. A acidez (11°D)
encontrada no soro in natura esta proxima a média dos
valores observados por FLORENCIO et al. (2007),
quando caracterizaram o soro de queijo de coagulagdo
enzimatica, de produgdo artesanal (9 °D) da zona rural da
cidade de Montadas — PB. Segundo MORRA (1990) o
soro doce tem valores de pH entre 6,10 — 6,60, logo
verifica-se que o valor de 6,34 estd dentro dessa faixa,
indicando a possibilidade do uso deste soro como
ingrediente para varias formula¢des, inclusive a
fermentagdo. Valores semelhantes foram encontrados por
FLORENTINO (2006) ¢ por FLORENCIO et al. (2007).
A proteina encontrada no leite estd em torno de 3,5 a 3,6%
(BEHMER, 1991). O teor de 1,25%, observado no soro de
queijo “Tipo Coalho”, representa aproximadamente 35%
das proteinas totais do leite, que por muitas vezes ¢

inaproveitada. Considerando a média da lactose
encontrada no leite (4,6%) ha uma diferenca de 0,35% do
valor da mesma encontrada no soro (4,25%), segundo
FLORENCIO et al. (2007) pode ser resultante da retengio
da lactose na caseina do queijo e da hidrolise dos
microrganismos lacticos. Também encontrado por
DOMINGUES et al. (1999) em Lisboa — Portugal, uma
concentragdo de lactose elevada (4,8%). Ainda de acordo
com a Tabela 5, o teor de gordura (0,33%) se encontra
dentro da média dos queijos de coagulacdo enzimatica,
produzidos em escala industrial adotando técnicas
apropriadas (0,2 a 0,5% de gordura) (FURTADO, 1991).
O valor do extrato seco total (6,43%) esta bem proximo ao
encontrado por FURTADO (1991) que foi 6,34%, valor
médio obtido normalmente na producdo de queijo de
coagulacdo similar produzidos com técnicas apropriadas.
Para separacdo das proteinas do soro de queijo utilizou-se
o método acido térmico que se baseia na adi¢do de acido
organico para baixar o pH até o ponto isoelétrico das
proteinas e adi¢do de calor (90°C), foi escolhida como
melhor temperatura por FLORENTINO (2006). A
proteina foi separada por filtragdo.

A Tabela 6 apresenta a composi¢do do soro de
queijo apds a remocdo da proteina através do método
acido térmico.

TABELA 6. Médias dos componentes do soro de queijo desproteinizado.

Componentes Média dos resultados
pH 5,10+ 0,10
Gordura (%) Tracgos
Lactose (%) 3,60+ 0,27
Extrato seco total (%) 443 +0,02

Sais minerais (%) 0,50+ 0,27
Proteina (%) 0,33+0,16

Com a média dos resultados do soro de queijo
desproteinizado, observa-se que ainda ha uma alta

concentragdo de lactose no soro (3,6%). Verificando a
remocao das proteinas, houve uma redugdo de 73,60% da
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existente no soro in natura. O pH (5,10) ainda se encontra
dentro da faixa esperada, pois pode ser reduzido para
utilizagdo do soro na fermentagdo alcodlica (4,0 —4,5).

Na andlise da Tabela 6, observa-se que apds a
precipitacdo das proteinas pelo método acido térmico,
houve uma remog¢do quase que da sua totalidade da
gordura, tendo um resultado satisfatorio, visto que a
gordura ndo seria necessaria no processo fermentativo,
além de que ¢ um dos compostos que mais polui nas
industrias de laticinio, quando o soro ¢ descartado sem
tratamento  prévio.  Valores semelhantes foram

encontrados por FLORENTINO (2006) quando utilizou a
mesma temperatura ¢ o mesmo método na precipitagdo,
comprovando com isto a eficiéncia, na absor¢ao do
método 4cido térmico.

Para a lactose (3,6%) houve decréscimo (15,29%) do
valor encontrado no soro in natura, possivelmente
ocorrido pela retengdo da lactose no aglomerado protéico.
Valores semelhantes foram  encontrados  por
FLORENTINO (2006). Comparando-se com os resultados
obtidos por FLORENCIO et al. (2008), verifica-se uma

redugdo significativa visto que o mesmo trabalhando com desproteinizagdo do soro de queijo “Tipo Coalho” artesanal

obteve uma remogao de 22%.

TABELA 7. Condigdes dos ensaios do Planejamento experimental.

Experimentos Sacarose (S) Indculo (I) % etanol (°GL)
1 -(50¢g/L) -(5¢gL) 4,52
2 + (100 g/L) -(5gl) 7,33
3 - (50 g/L) + (10 g/L) 4,52
4 + (100 g/L) + (10 g/L) 7,33
5 0 (75 g/L) 0(7,5¢gL) 5,9
6 0 (75 g/L) 0(7,5¢g/L) 5,9
7 0 (75 g/L) 0(7,5¢gL) 6,2

Para produgdo de etanol foi utilizada a levedura
Saccharomyces cerevisiae (comercial), fermento da marca
Fleichmann. Os ensaios foram realizados em biorretor
acompanhando o processo por 48 horas, com adigdo de
sacarose e inoculo em diferentes porcentagens como
mostra os dados da Tabela 7, sendo a sacarose dividida em
duas etapas, 50% no inicio da fermentagdo e 50% apods 24
horas da fermentagio, seguindo o planejamento fatorial 2°
+ 3 pontos centrais e estabelecendo como varidvel
resposta a % de etanol.

Os resultados foram analisados utilizando o
programa Statistica 5,0, verificando que se apresentou
estatisticamente significativo para 95% de confianga,
como mostra a Equagdo 4.1.

% Conversao = 5,957143 + 1,405S + 01+ 0 SI Eq.
4.1

A Figura 1 apresenta o grafico de Pareto com
nivel de 95% de confianga para a estimativa dos efeitos.

%//%/%%%%%%%%%%%%%//////%4447
%%////%%%%%%%%%%%//////%44447
- /////////%44447
i ///% -
9;%%%%%/%%%%%%’ 7
.

Sacarose 7
7
7

Efeito estimado (Valor absoluto)

FIGURA 1. Grafico de Pareto para o etanol

Analisando a Figura 1, verifica-se que os efeitos
da concentracdo de sacarose, para o efeito principal, se
mostram estatisticamente significativo.

Segundo Barros Neto et al. (1996), para que o
modelo tenha validade estatistica, de acordo com o Teste
F, o valor da razdo F calculado em relagdo a F tabelado
deve ser acima de 1,0. O Fiycuago € O Fiapelado foi de
338,738 ¢ 9,28. A razdo entre os dois ¢ de 36,50, logo ¢
estatisticamente significativo e também ¢ preditivo.
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Concentragédo de Etanol (° GL)

Os valores de concentragdo de etanol estdo
representados na Figura 2.

A A - -
0 1 2 3 4 5 6 7
Experimentos

FIGURA 2. Histograma dos valores de concentragdo de
etanol para os 7 experimentos realizados.

De acordo com a Figura 2, observamos que os
experimentos 4 (7,33°GL), utilizando 100 g/L de sacarose
e 10g/L de inodculo, obteve a mesma concentracdo de
etanol que o experimento 2 (7,33 °GL), utilizando 100g/L
de sacarose e 5g/L de indculo, percebendo que ambos
obtiveram maior porcentagem de etanol (°GL). O
experimento escolhido para realizagdo da cinética foi o
experimento 4, visto que o mesmo utilizou maior
quantidade de in6culo evitando sua inibi¢@o pela sacarose.
Em trabalho utilizando o soro de queijo nas seguintes
condi¢des: 160g/L de sacarose e 90 g/L de inodulo
ARAUJO(2008) com adigdo da Saccharomyces cerevisiae
foi obtido uma produgdo de etanol de 6,6 °GL, valor
inferior ao citado em estudo.

Segundo SILVA et al. (2003), a producdo de
etanol citada em estudo esta bem proximo ao empregado
na fabricacdo de aguardente de cana de agucar, para
producdo de aguardente de cana de aclcar, o teor
alcoodlico resultante do processo de fermentagdo deve
situar-se entre 7 a 10°GL , pois valores acima de 10°GL
podem ocasionar uma diminuicdo da eficiéncia da
levedura nas fermentagdes subseqiientes, enquanto que um
teor abaixo de 7°GL, prejudica o rendimento da
fermentagao.

A cinética foi realizada no Laboratoério de
Microbiologia da Universidade Estadual da Paraiba. Foi
utilizado 1 reator de 6 litros alimentado individualmente
com 4,5 litros de soro de queijo desproteinizado, nas
condigdes do experimento de maior produgdo de etanol
(100g/L de sacarose ¢ 10g/L de indculo). Foi realizada 1
bateladas do experimento, com as mesmas condi¢des
operacionais, buscando observar a reprodutibilidade dos
dados experimentais.

~ 1000 -

A Figura 3 apresenta os perfis de decaimento do
ART ao longo do tempo da fermentagao alcoolica.
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FIGURA 3. Comportamento do ART durante a
fermentagdo alcodlica

Verifica-se que nas primeiras 20 horas houve um
decaimento acentuado do substrato, com a realimentacdo
no tempo de 24h observou-se que apos o ponto seguinte
houve um decaimento quase que constate, se estendendo
até o final da fermentacdo. Percebendo-se com isso que
houve um consumo de sacarose em média de 68,42%,
durante as 20 horas de fermentac¢do, com a realimentacao
no tempo de 24 horas no ponto seguinte ate o final da
fermentagdo o consumo de sacarose foi de 54,55%.
Verifica-se que ha uma boa reprodutibilidade dos dados.
De acordo com FLORENTINO (2006) trabalhando com
soro de queijo artesanal para fermentago alcodlica obteve
um consumo de 66,81% da sacarose adicionada no
processo fermentativo, sendo esse valor um pouco abaixo
do encontrado neste trabalho devido as condigdes
aplicadas em estudos.

A Figura 4 apresenta o perfil de crescimento do
microrganismo ao longo do processo fermentativo.

FIGURA 4. Comportamento de crescimento celular
durante a fermentagao alcoodlica

Crescimento Celular {g/L)
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Etanol (g/L)

Na Figura 4 verifica-se que houve um
crescimento uniforme da levedura nas primeiras 8horas da
fermentagdo, onde também ja estava estavel a graduagdo
alcodlica (4,52°GL) logo em seguida no tempo de 12
horas inicia-se uma pequena variagdo no crescimento
celular ate o final da fermentagdo obtendo um crescimento
de 8,4 g/L no final da fermentacdo. Onde também ja
estava estavel a graduagdo alcodlica (7,33°GL). TORRES
NETO et al. (2006), adicionando 20 g/L de levedura no
inicio da fermentacdo do suco do pedunculo do caju,
observou um crescimento constante da levedura nas
primeiras 15 horas (38 g/ em massa seca).
FLORENTINO (2006) acompanhando o crescimento
celular durante 48 horas de fermentagao do soro de queijo,
adicionando 3,95 g/L de in6culo, observou uma producio
celular de 7,9 g/L, valor semelhante ao encontrada neste
estudo.

A Figura 5 apresenta o perfil de producao de
etanol ao longo do tempo de fermentagao.

/_._._._.

—

FIGURA 5. Comportamento da producdo de etanol
durante a fermentagdo alcoolica.

Observa-se pela Figura 5 que nas primeiras horas
da fermentagdo ocorreu uma produgdo de etanol
significativa, com um aumento gradativo, e se estendendo
até as 8 horas onde comegou a estabilizagdo e ndo foi
observada uma mudanga relativa durante a continuagao do
processo fermentativo. Foi realizada uma nova
alimentagdo no tempo de 24 horas, verificando-se que a
producdo de etanol reiniciou e manteve-se constante a
partir das 32 horas. No final da fermentagdo obteve-se
7,33°GL, valor semelhante ao citado por FLORENTINO
(2006), 7°GL (v/v) de etanol.

A Figura 6 apresenta o comportamento dos
solidos soluveis durante a fermentagdo alcoolica.

Salidos Soluveis (Brix)

Tempo

FIGURA 6. Comportamento dos s6lidos soliveis durante
a fermentacgdo alcoolica

Na fermentacdo alcoolica os solidos soluveis
(°Brix) obtiveram valores de decaimento rapido (10,3 — 6
°Brix em média), nas primeiras 8h, iniciando-se uma
variacdo ate o final da fermentacdo, onde foi obtido um
Brix de (7,1°Brix) de acordo com a Figura 6.
FLORENCIO et al. (2008) trabalhado com sorgo sacarino,
obteve um teor de solidos solaveis de 12,1 e 11,6 °Brix
(colmos limpos e colmos com folhas respectivamente)
para o inicio da fermentagdo e ao término foi de 5 °Brix
(para ambos), valores semelhantes citados acima.

A Figura 7 apresenta o comportamento do pH
durante a fermentagdo alcoolica.

pH

Tempo

FIGURA 7. Comportamento do pH durante a
fermentagao alcoodlica

Iniciando-se a fermentacdo do soro do queijo
com pH 4,6 com adi¢do da Saccharomyces cerevisiae e
terminando apds 48 horas com pH de 4,3, como mostra a
Figura 7, Houve uma variagdo pequena para os valores
encontrados de pH sendo a esperada visto que trabalhos de
processos fermentativos que utilizaram a Saccharomyces
cerevisiae, também encontraram valores relativamente
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proximos (FLORENTINO, 2006). Valores semelhantes
foram também observados por BORTOLINI et al. (2001),
CORAZZA et al. (2001), ANDRADE et al. (2003),
TORRES NETO et al. (2006) ¢ FLORENCIO et al.
(2008) com 3,9; 3,33; 3,88; 3,5 e 4,5 respectivamente ao
término da fermentagdo. JA FLORENTINO (2006) iniciou
a fermentacdo do soro de queijo com adigdo da
Saccharomyces cerevisiae com um pH de 5,92 e terminou
a fermentacdo apds 48 horas com pH de 4,18, valores
superiores ao encontrado neste estudo.

CONCLUSAO

A levedura (Sacharomyces cerevisiae) se
mostrou bastante eficiente para a produgdo de etanol. A
adicdo de sacarose na matéria-prima pode aumentar a
produtividade de etanol utilizando a Sacharomyces
cerevisiae, obtendo uma fermentagdo com uma producdo
de etanol satisfatoria.
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