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Resumo: Dentre as matérias-primas mais utilizadas para a producdo de etanol, estdo os
materiais celuldsicos, amilaceos, cana de acgucar, agUcar de beterraba e melago. Fontes
alternativas vém sendo pesquisadas, principalmente as provenientes de residuos das
agroindustrias, sendo um deles o soro de leite. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi
estudar a influéncia das variaveis: temperatura, agitacdo, concentracao de enzima e glicose,
durante a producdo de bioetanol a partir de soro de leite. A fermentacdo alcodlica do soro
de leite foi realizada seguindo um planejamento experimental fracionario (PEF). A lactose
naturalmente presente no soro de leite foi previamente hidrolisada pela enzima lactase. A
levedura Saccharomyces cerevisiae foi empregada para realizar a fermentagdo alcoolica.
Os resultados obtidos mostraram que para todas as condi¢cBes operacionais dos
experimentos realizados, houve producdo de etanol. Dentre as variaveis analisadas,
somente a concentracdo de glicose adicionada ao meio teve uma influéncia significativa
(estatisticamente a=0,1), na concentracéo final de etanol.

Palavras-chave: soro de leite, bioetanol, fermentacéo, residuo agroindustrial.

Abstract: Among the most commonly used materials for ethanol production, are cellulosic
materials, starch, sugar cane, sugar beet and molasses. Alternative sources have been
investigated, especially wastes originated from agro industries, including whey. In this
context, the aim of this work was to evaluate the influence of the variables temperature,
agitation and enzyme and glucose concentrations during the production of bioethanol from
whey. The alcoholic fermentation of whey was carried out following a fractional factorial
design (FFD). Lactose naturally present in milk powder was previously hydrolyzed by the
enzyme lactase. The yeast Saccharomyces cerevisiae was used in alcoholic fermentation.
The results showed that that ethanol was significantly produced in all different operating
conditions. Among the variables analyzed, only the glucose concentration added to the
medium had a significant influence (statistically o = 0.1), considering the final
concentration of ethanol.

Keywords: whey, bioethanol, fermentation, agroindustrial residue.
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1. INTRODUCAO

@) interesse mundial pelo
desenvolvimento de  biocombustiveis
aumentou em virtude de uma preocupacgéo
maior com o desenvolvimento de fontes
energéticas renovaveis e mais limpas. O
bioetanol pode ser obtido a partir de
qualquer  biomassa que  contenha
quantidade significativa de amido ou
acucares. O Brasil esta pesquisando fontes
alternativas para a producédo de bioetanol,
principalmente as  provenientes de
residuos agroindustriais (BNDES; CGEE,
2008).

Varios paises estdo utilizando o soro de
leite, proveniente da producdo de queijos,
como matéria prima para a producdo de
etanol. Nos Estados Unidos, Irlanda e
particularmente na Nova Zelandia, cerca
de 50% da producéo de soro é destinada
para esse fim. O soro de leite contém
aproximadamente 5% de lactose, um
carboidrato passivel de fermentacéo.
Atualmente a levedura Kluyveromyces
marxianus é a mais utilizada na
fermentacdo direta. Uma alternativa para a
fermentacdo indireta consiste na hidrolise
da lactose pela enzima lactase, liberando
0s monossacarideos glicose e galactose,
em anaerobiose, estes monossacarideos
sdo facilmente  metabolizados pela
levedura S. cerevisiae e convertidos em
etanol e produtos secundarios (Andrade,
2005; Pinheiro, 2004; Hashizume, 2001).

Considerando que 2 kg de lactose
rendam 1 kg de etanol (Masud, et al
1999), e que a producdo de soro de leite
sob algum tipo de inspecdo, no Brasil em
2010, foi de 6,6 bilhdes de litros (Brasil,
2010), a quantidade de soro liquido
potencialmente disponivel poderia
competir com as fontes de matérias primas
convencionais para producdo de etanol
agricola.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a
influéncia das variaveis temperatura,
agitacdo, concentracdo de enzima e
glicose durante a producdo de bioetanol
de soro de leite in natura.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DO SORO
DE LEITE

O soro de leite in natura desnatado foi
cedido pela industria Sooro Concentrado
IndUstria de Produtos Lacteos Ltda,
situada na cidade de Marechal Candido
Rondon (PR).

Quatro litros (4,0 L) de soro foram
reservados para a realizacdo de andlises
fisico-quimicas, o volume excedente foi
armazenado no laboratério de Controle de
Poluicdo, do Curso de Engenharia
Quimica da UNIOESTE, Campus de
Toledo (PR) sob congelamento a - 23 °C,
até ser utilizado na fermentacdo alcodlica.

Dados sobre o teor maximo residual de
gordura no soro apos o desnate foram
fornecidos  pela  indlstria  Sooro
Concentrado  Indastria de  Produtos
Lacteos Ltda, sendo o valor informado de
0,1 %.

A caracterizacdo do soro de leite in
natura desnatado foi realizada por meio
das analises em triplicata de acidez Dornic
(°D) e teor de proteina segundo
metodologia proposta por Brasil (2006);
acucares redutores (AR), solidos totais
(ST) e cinzas segundo metodologia
proposta pelo Instituto Adolfo Lutz
(2005); medida de pH através do
equipamento  pHmétro marca MS
Tecnopon, modelo MPA210. As analises
de DBO, DQO foram realizadas no
laboratério de Limnologia Aplicada, do
Grupo de Pesquisa em Recursos
Pesqueiros e Limnologia (GERPEL) da
Unioeste, campus de Toledo/PR.

2.2 ENZIMA

A enzima empregada para a hidrolise
prévia da lactose presente naturalmente no
soro de leite foi LactoMax Flex, cedida
pela industria Prozyn.
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2.3 MICRO-ORGANISMO

O micro-organismo utilizado para a
realizacdo da fermentacdo alcodlica do
soro de leite foi a levedura comercial S.
cerevisiae, adquirida na forma de
fermento liofilizado da marca Fleishmann.

2.4 PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL

Um planejamento experimental
fracionario (PEF) de resolugdo IV, com
quatro fatores, dois niveis e triplicata no
ponto central (Tabela 1), totalizando 11
ensaios (Tabela 2), foi empregado para
determinar a influéncia das variaveis no
processo de producéo de etanol.

As variaveis analisadas foram:
concentragfes de enzima e glicose
adicionadas ao soro de leite, bem como a
temperatura e a agitacdio do meio
fermentescivel para um tempo de
fermentacdo alcoolica de 59 horas.

A analise estatistica foi realizada por
meio do programa computacional
STATISTICA (versao 8.0) da StatSoft.

Tabela 1 Variaveis e niveis analisados no
planejamento experimental fracionario

Nivel
Variaveis
-1 0 1
Lactase (%0) 0,05 0,075 0,1

Glicose (g.L) 45 55 65
Temperatura (°C) 28 32 36
Agitacgéo (rpm) 0 50 100

2.4.1 Fermentacgéo controle

A partir dos resultados do PEF, foram
realizada trés fermentacOes-controle nas
condicdes otimas de operacdo: a primeira
(A) contendo o soro de leite in natura,
levedura S. cerevisiae e enzima lactase,
porem sem adicdo de glicose; a segunda
(B) foi realizada em solucdo aquosa de
glicose (65,0 g.L?), pela levedura S.
cerevisiae, sem presenca de soro de leite
in natura e sem adicdo de enzima lactase.
A terceira (C) consistiu na utilizacdo do
soro de leite in natura, acrescido de
glicose (65 g.L™) e enzima lactase, que foi
fermentado pela levedura S. cerevisiae.

Tabela 2 Experimentos e seus respectivos niveis e fatores

Variaveis
Experimentos — Temperatura  Agitacdo Concentracédo Concentracéo de
de enzima glicose
1 - - - -
2 + - - +
3 - + - +
4 + + - -
5 - - + +
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + +
9 0
10 0 0 0 0
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11 0 0

2.5 FERMENTACAO ALCOOLICA
2.5.1 Preparo do In6culo

O in6culo foi preparado separadamente
para cada um dos ensaios, com 5,6 % do
volume final de soro de leite a ser
fermentado. A metodologia seguida foi
proposta por Corazza, et al (2001), e
adaptado para a fermentacdo do soro de
leite in natura, em volume igual a 1,0 L,
como demonstrado esquematicamente na
Figura 1.

Os onze indculos foram mantidos por
12 horas sob as mesmas condigdes de
temperatura e agitacdo estabelecidas no
PEF para posteriormente serem
adicionados ao soro de leite a ser
fermentado alcoolicamente.

2.5.2 Fermentadores

Frascos de vidro esterilizados, com
volume util de 3,0 L foram adaptados para
a realizacdo da fermentacdo alcodlica. Os
mesmos foram hermeticamente fechados,
sendo que as coletas de amostras foram
realizadas por succdo com seringa, via
mangueira. Esta se encontrava
permanentemente imersa em solucdo de
agua clorada, ndo havendo a necessidade
de abertura dos frascos, impedindo desta
forma a contaminacdo microbiologica do
meio.

2.5.3 Processo Fermentativo

Os fermentadores, contendo 94,4% do
volume total de soro de leite a ser
fermentado, passaram por um processo de
hidrolise enzimatica para propiciar a
quebra da lactose em glicose + galactose
acucares estes assimiléveis pelo micro-
organismos utilizado neste estudo. Os

mesmos foram mantidos a temperatura e
agitacdo determinadas pelo PEF.

Apds 6 horas de contato enzima-soro
de leite, cada fermentador foi acrescido de
glicose PA., conforme PEF. Em seguida
adicionou-se o indculo correspondente. O
mosto  permaneceu em fermentagéo
alcodlica por um periodo de 59 horas.

Preparo individual

do moculo
Enzima
5,6% do volume Lactase
final de soro de
leite
l 6 h Hidrolise
e —
- Glicose +
Soro de leite S. cerevisiae

hidrolisado

contendo glicose
e levedura

12 h Multiplicacéo
Celular

In6culo pronto
para ser utilizado

Figura 1 Fluxograma representativo das
etapas de preparo do indculo.

254 Monitoramento da
Fermentacéo Alcodlica

Durante a fermentacdo alcodlica foram
realizadas analises, em triplicata, para a
verificacgdo do pH, acidez °©D e AR
conforme metodologias propostas no item
2.1, objetivando delinear o perfil de
consumo de AR, alteracdo de pH e acidez
°D do meio fermentescivel.
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As andalises foram realizadas nos
tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 23, 29, 35, 47 e
59 horas de fermentacéo.

Apés o término da fermentagdo
alcoodlica, os fermentados foram filtrados
em papel qualitativo e armazenados em
garrafas de vidro de cor &mbar,
hermeticamente fechados, até a realizagdo
da caracterizacdo fisico-quimica dos
mesmaos.

2.6 CARACTERIZACAO DO
FERMENTADO ALCOOLICO
A caracterizacdo do fermentado

alcodlico produzido foi realizada por meio

das andlises, em triplicata, de pH; acidez
°D e teor de proteina; AR, ST, cinzas,
DBO e DQO, conforme metodologias
apresentadas no item 2.1. O etanol foi
quantificado utilizando um cromatdgrafo
gasoso, marca Construmag, modelo U-13.
A coluna de separacdo empregada foi a
Carbowax. O gas de arraste utilizado foi o
hidrogénio a uma vazéo de 60 mL.min™.
As condigdes térmicas foram: temperatura
da coluna 150 °C; do vaporizador & 131
°C; e do detector a 204 °C.

A Figura 2 apresenta 0 esquema
completo do processo fermentativo
alcodlico do soro de leite.

Soro de leite

in natura

hihih@ii

- | >
;
Preparo
individual do 5.6% do Enzima
in6culo volume lactase
inicial de
soro de leite
Enzima 94 4% do 6 h Hidrolise
inicial de Soro de leite | Glicose + S.
soro de leite hidrolisado Cerevisiae
contendo
6 h Hidrdélise ) glicose e
In6culo levedura
Glicose oo o loite 12 h Multlpllca(;ao((9 3
o hidrolisado Celular —
- ; Anadlises:
Analises: Retirada de contendo
amostras 9."‘5059| e pH
pH nocuto Acidez °D
Acidez °D 59 h Fermentacéo Aclcar Redutor
Acticar Alcodlica Proteina
d Sélidos totais
Q Redutor Fermentado Ci
< J Alcoolico Qe > INzas
Soro de Leite Caracterizacdo do Etanol
Envase em fermentado ggg
garrafas ambar alcodlico & )
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Figura 2 Fluxograma completo correspondente ao processo fermentativo alcodlico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DO SORO
DE LEITE

O soro de leite in natura cedido pela
industria Sooro Concentrado Industria de
Produtos L&cteos Ltda por ser proveniente
da mistura de soros doces de diversos
laticinios da regido, 0s quais produzem
queijos de varios tipos apresentou
caracteristicas diferenciadas.

As anélises de caracterizacao inicial do
soro de leite in natura desnatado foram
realizadas em triplicata. A média
aritmética dos resultados é apresentada na
segunda coluna da Tabela 3. As colunas
subsequentes sdo resultados de outros
autores.

Comparando as caracteristicas do soro
de leite utilizado na pesquisa com 0S
demais  resultados encontrados na
literatura, percebe-se a existéncia de
valores semelhantes.

Tabela 3 Caracterizacdo do soro de leite in natura desnatado e comparag¢do com dados de
outros pesquisadores

Caracterizacdo do

Fornari (2006)

Anglise  oor e Leite Carrasqueira Sorode  Soro de Coal
Natura (2008) Queijo Queijo  (2009)
Mussarela Prato
pH 6,30 - 6,25 6,44 -
Acidez °D 9,44 - 20 15 -
AR% 4,76 - 4,27 3,67 4,74
Proteina % 0,83 0,68 0,83 0,86 0,66
Gordura % <0,1* 0,44 0,74 0,77 0,16
ST % 6,06 7,99 - - 6,1
Cinzas % 0,55 0,5 - - 0,53

DBO (mg.L")  56.734 -

DQO (mg.L")  77.586 -

*Percentual maximo de gordura residual no soro de leite desnatado pela empresa Sooro.

A. R.: AcUcar Redutor.
S. T.: Sdlidos Totais.

Os dois constituintes com perceptivel
diferenca, quando comparado com oS
resultados dos demais autores, foram o
percentual de gordura e acidez °D. O
percentual de gordura ficou abaixo devido
a que o soro de leite utilizado na pesquisa
ja tinha passado por um processo de
desnate na indUstria que o cedeu.

A acidez °D ficou um pouco abaixo dos
encontrados em outras pesquisas (9,44 °D)
como, por exemplo, a de Fornari (2006),

que obteve 11 °D e a de Teixeira e
Fonseca (2008) que obtiveram acidez
igual a 12,49 °D, para soro de leite tipo
minas padrdo. Esta diferenca pode ser
consequéncia da miscelanea de soros que
compdem a amostra analisada, do menor
percentual de gordura neste soro, que
pode apresentar acidez graxa elevada ou
ainda da presenca de substancias com
caracteristica basica no soro analisado
(cloreto de célcio, hidroxido de sodio).
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Quanto aos valores médios de DBO e
DQO do soro de leite utilizado nessa
pesquisa, 56.734 mg.L™ e 77.586 mg.L™
respectivamente, constata-se que esses se
encontram no intervalo de valores citados
na literatura que é de 30.000 a 60.000
mg.L" de DBO e DQO em torno de
50.000 mg.L™ (Baldasso, 2008; Andrade,
2005; Alves, 2005).

3.2 FERMENTAGCAO ALCOOLICA

Durante o0 processo fermentativo
alcodlico, foram acompanhadas
caracteristicas do mosto fermentescivel,
como a variacdo de pH, acidez °D e
concentracdo de AR. A fermentagédo
alcodlica foi realizada por um tempo total
de 59 h, sendo monitorada ao longo desse
periodo. O comportamento do consumo de

AR pela levedura S. cerevisiae em todas
as condicOes testadas € apresentado na
Figura 3.

O tempo zero indicado na Figura 3
apresenta a quantidade total de acUcares
redutores apds a adi¢do de glicose PA aos
ensaios, adicdo esta realizada de acordo
com o proposto no PEF, cabe lembrar que
0 soro de leite in natura apresenta 4,76%
de AR. A diferenca obtida de
concentracédo inicial de AR no ponto zero
deve-se as diferentes concentracGes
determinadas no PEF (Tabela 2).

Na Figura 3 é possivel visualizar que
no decorrer das 59 h de fermentagéo
ocorre uma reducdo continua dos AR,
evidenciando que 0s mesmos devem ter
sido consumidos pela S. cerevisiae,
transformando-os em produto principal
(etanol) e produtos secundarios.
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Figura 3 Concentracdo de agucar redutor durante a fermentacédo alcodlica para as todas as

condicdes propostas no PEF.

O mesmo comportamento foi obtido com a levedura K. marxianus para

por Kargi e Ozmihci (2005) em seus
estudos de fermentacdo alcodlica de soro
de leite reconstituido empregando a
levedura Kluyveromyces marxianus e por
Christensen et al (2010) realizando
fermentacdo de soro de leite in natura

produzir etanol.

Observa-se, na Figura 3, uma variacao
no tempo de consumo dos AR dos onze
meios fermentesciveis. A maior diferenca
¢ percebida entre os ensaios Il e VIII,
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onde 0 ensaio I demorou
aproximadamente 35 h para reduzir a
2,0% a concentracdo de AR presentes no
meio, enquanto o ensaio VIII alcangou
esta mesma concentragdo em apenas 15 h
de fermentagdo. Como ambos 0s ensaios
foram elaborados com a adi¢do da mesma
concentragdo inicial de glicose, uma
possivel explicagdo para a existéncia
dessa diferenca pode ser a utilizagcdo de
indculos diferentes para cada ensaio.
Assim, cada fermentador pode ter
recebido um numero distinto de células
ativas de leveduras fermentativas, sendo
que 0 ensaio que recebeu uma quantidade
maior dessas células apresentou uma
reducdo mais rapida dos AR presentes no
meio, isto devido ao maior consumo dos
mesmos pelas leveduras presentes em
maior quantidade.

O consumo e transformacdo dos AR,
pela levedura, ocasionou a alteracdo do
pH e acidez °D do meio fermentativo. O
comportamento  obtido  durante a
fermentacdo alcoolica para o valor de pH
e acidez °D, dos onze ensaios, encontra-se
apresentado nas Figuras 4 e 5,
respectivamente. O pH do soro de leite in
natura desnatado apresentava valor igual
a 6,30. Apos a adicdo e homogeneizagédo
do inéculo no meio a ser fermentado, o
pH de todos o0s ensaios apresentaram
reducdo, encontrando-se no intervalo de
456 e 6,00. Esses valores séo
correspondentes ao tempo zero da Figura
4.

A reducdo do pH do meio a ser
fermentado, apds a adicdo do indculo,
deve-se aos produtos secundarios (acido
latico, citrico e succinico), produzidos no
indculo durante o crescimento celular e
multiplicacdo das leveduras, conforme
menciona Hashizume (2001) em seus
estudos.

Na Figura 4 observa-se que durante o
processo fermentativo alcoodlico, todos 0s
ensaios apresentaram  comportamentos
semelhantes para os valores de pH,
verificando-se a reducdo continua do
mesmo até o tempo aproximado de 15 h
de fermentacdo e posterior estabilizagdo
do mesmo para os ensaios Il e VII. Os
demais ensaios apresentaram redugédo do

pH até o final das 59 h de fermentacéo,
porém com menor intensidade devido ao
término da fase exponencial que tem
duracéo de aproximadamente 24 h.

Os ensaios I, 111, VV e VII apresentaram
os valores de pH mais elevados ao final da
fermentacdo alcodlica. A causa pode ter
sido a menor concentracdo de glicose
adicionada ao soro de leite, e dessa
maneira os produtos secundarios formados
durante a fermentacdo alcodlica e
responsaveis pela reducdo do pH foram
produzidos em menor quantidade,
resultando em um pH menos &cido. A
diferenca de pH dos meios também esté
relacionada as condi¢cBes de temperatura
que os mesmos foram submetidos. E
possivel constatar, observando o PEF
(Tabela 2) e a Figura 4, que os inéculos e
ensaios submetidos a temperatura de 36
°C (nivel +1) apresentaram maior reducao
de pH. Oliveira (1988) citado por Souza
(2009) afirma que para a levedura S.
cerevisiae temperaturas elevadas afetam o
metabolismo da mesma, levando a uma
diminuicdo da tolerdncia ao etanol e
formacéo de produtos secundarios.

Apos 59 h de fermentacdo, o pH dos
onze ensaios encontravam-se entre 3,28
4,63. Conforme Figura 4, observa-se que
0 pH do Ensaio VI apresentou-se mais
acido do que os demais ensaios, tanto no
inicio da fermentacdo alcoolica, quanto ao
final dela. O Ensaio VI foi submetido a
maior temperatura (36 °C), ndo sofreu
agitacdo, foi acrescido da maior
quantidade de lactase (0,1%) e da menor
concentragdo de glicose (45,0 g.L™). O pH
mais elevado dentre os ensaios, tanto no
inicio, quanto no final do processo
fermentativo alcoolico, foi verificado no
Ensaio VII. Este ocorrido numa menor
temperatura (28 °C), méaxima agitacao
(100 rpm), maxima concentracdo de
lactase (0,1%) e minima concentracdo de
glicose (45,0 g.L™).

Apo6s a fermentacdo do soro de leite
para a producdo de aguardente, Suzart
(2007) wverificou que o fermentado
alcoolico produzido em seus experimentos
apresentava-se com pH igual a 4,02. Este
valor encontra-se dentro do intervalo de
valores de pH verificados nos onze
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fermentados alcodlicos de soro de leite
6.50

desta pesquisa.
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Figura 4 Comportamento do pH do meio fermentativo alcoolico.

160,00

140,00

120,00

100,00

80,00

60,00

Acidez Dornic

40,00

20,00 ¢

OOO T T T T T T

—+— Acidez°D 1

—a— Acidez °D 2

--A=--Acidez °D 3
Acidez °D 4

—#— Acidez°D 3

—e— Acidez°D 6

\ —+— Acidez°D 7

—— Acidez°D 8

| —+— Acidez°D PC1

—+— Acidez °D PC2

Acidez °D PC3

Tempo (h)

Figura 5 Comportamento da acidez °D do meio fermentativo alcodlico.

Verifica-se na Figura 5 que apods a
adicdo do indculo aos ensaios, a acidez °D
apresentou valores entre 10,06 °D e 26,68
°D, 0 que comprova que para O maior
valor de pH medido (6,000 had a
correspondéncia da menor acidez °D

encontrada (Ensaio VII); e para 0 menor
pH medido (4,56) verifica-se a maior
acidez °D encontrada (Ensaio VI). Essa
linha de raciocinio também é valida para
os valores de acidez °D encontrados ao
final da fermentagdo alcodlica, onde o
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Ensaio VI permaneceu apresentando a
maior acidez (147,84 °D) e
consequentemente 0 menor pH, enquanto
0 Ensaio VIl mostrou-se 0 menos acido
dentre os onze ensaios (33,24 °D),
correspondendo também ao maior pH
encontrado na Figura 4.

Pela Figura 5 € possivel observar que
os ensaios Il e VII, desenvolveram um
comportamento de acidez °D distintos dos
demais fermentados alcodlicos ao longo
do processo fermentativo. Tanto o Ensaio
[1l, quanto o Ensaio VII apresentaram
elevagédo da acidez °D nas primeiras 15 h
de fermentacéo, seguida de reducdo dessa
acidez com posterior estabilizagdo. A
analise conjunta da matriz do PEF (Tabela
2), percebe-se que ambos os ensaios (111 e
IV) foram submetidos &s mesmas
condicbes de temperatura (28 °C) e
agitacdo (100 rpm). Essas evidéncias
auxiliam no entendimento do
comportamento da acidez °D dos dois
ensaios. Sabe-se que durante a
fermentacdo alcodlica ha producdo de gas
carb6nico (CO,) e que a maior quantidade
do gas ¢ liberada durante a fermentacéo
tumultuosa, que acontece nas primeiras
horas da fermentacdo alcodlica (Barbosa
et al, 2010; Diniz, 2009; Malta, 2006;
Silveira, 2006).

O CO,, quando dissolvido em &gua
produz acido carbbnico (H,COs3) aquoso,
que devido a sua instabilidade, logo se
decompde em gas carbbnico e éagua
(Engarrafador Moderno, 2010; Vieira,
1996). Esta propriedade pode ter sido
responsavel pela reducdo da acidez °D
apos as primeiras 15 h de fermentacédo
alcoolica, visto que, a principio houve um
elevado consumo de AR (Figura 3) e
consequente producdo de etanol e CO..
Devido a presenca de agitacdo do meio
fermentescivel (100 rpm), o CO;
produzido  foi  homogeneizado e
parcialmente solubilizado, formando acido
carbbnico e provocando uma acidez °D
“aparente”, eliminada posteriormente
devido a dissociacdo do H,CO3zem CO, e
H,0.

A reducdo da acidez se deu a partir de
15 h de fermentagdo, possivelmente
devido ao decréscimo da atividade

fermentativa, o que resultou em uma
menor produgdo de CO; e consequente
reducédo na formagéo de H,COs. Percebeu-
se também que os ensaios Il e VII
apresentaram 0s menores valores de
acidez °D finais. Tendo em vista que apds
a dissociagdo do H,COs e volatilizagdo do
CO; a quantidade de substancias com
caracteristicas acidas presentes no meio
foi minima e a formacdo de produtos
secundarios foi baixa devido ao emprego
da menor temperatura (28 °C).

Os ensaios | e V também foram
submetidos a temperatura de 28 °C, porém
ndo sofreram agitagdo, o que pode ter
provocado um estresse celular a S.
cerevisiae, resultando em mudanca de rota
metabdlica, como cita Souza (2009),
aumentando a concentracdo de produtos
secundarios no meio, que ocasionaram
uma acidez °D final superior aos ensaios
11 e VII. Na Figura 5 ainda é possivel
observar que os ensaios (I, Ill, V e VII)
submetidos a menor temperatura durante a
fermentacdo apresentaram acidez °D
menor que os demais ensaios, realizados
em temperaturas de 32 e 36 °C.

Comparando 0S gréaficos de
comportamento do pH e da acidez °D,
evidencia-se que, conforme reduziu o pH
do mosto, houve aumento da acidez do
mesmo. Esta caracteristica era esperada,
tendo em vista que, para que ocorra a
reducdo do pH compostos acidos devem
ser produzidos ou adicionados ao meio.

3.3 CARACTERIZA(}AO DO
FERMENTADO ALCOOLICO

Apés o término das 59 h de
fermentacdo alcodlica, 0S onze
fermentados alcodlicos foram
caracterizados fisico-quimicamente. Antes
da realizacdo das analises, todos o0s
ensaios passaram por processo de filtracdo
em papel qualitativo. Os valores de pH,
acidez °D, concentracdo de AR, teor de
gordura, proteina, ST, cinzas e
concentracdo final de etanol estdo
apresentados na Tabela 4.
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Se compararmos o0s valores finais
obtidos de pH e acidez °D dos
fermentados alcoodlicos (Figura 4 e 5
tempo de 59 h) com os apresentados na
Tabela 4, resultados obtidos apds
armazenamento hermético em garrafa
ambar, proporcionando deste modo
fermentacdo complementar na garrafa, é
possivel constatar que houve reducdo nos
valores de pH e consequente aumento na
acidez °D dos mesmaos.

Com 59 h de fermentacéo, a acidez °D,
quantificada nos onze ensaios,
apresentava valores entre 33,24 e 147,84
°D. Ap6s o envase e fermentacdo
complementar na garrafa, esses valores
ficaram entre 80,92 e 149,09 °D conforme
Tabela 4.

Tanto a reducdo do pH, quanto a
elevagdo da acidez °D do fermentado
alcoolico apo6s sofrer o0s processos de
envase e fermentacdo complementar,
podem ser explicados devido a producgéo
de produtos secundarios como acidos
organicos pela levedura S. cerevisiae que
permaneceu fermentando o soro de leite

complementar foi realizada para eliminar
possiveis AR que permaneceram em
suspensdo apos o término da fermentacéao
alcodlica.

A concentracdo de gordura nédo foi
analisada, considerando-se que o valor da
mesma era inferior a 0,1%, como
informado na etapa de caracterizagdo
Tabela 3.

O teor de proteina obtido no produto
fermentado alcodlico ndo apresentou
grande variagdo quando comparado ao
teor de proteina inicialmente presente no
soro de leite (0,83%). Os ensaios 1V e VII
permaneceram com 0 mesmo percentual
proteico. Os demais ensaios apresentaram
concentracfes de proteinas inferiores a
existente na matéria prima utilizada. Essa
reducdo pode ter sido resultado do
consumo do nitrogénio proteico como
fonte de nutriente para a levedura
conforme citado por Pinheiro (2004) em
seus estudos, ou também devido a
retencdo de particulas solidas no papel
filtro qualitativo durante a filtracdo do
fermentado alcoolico.

apos o envase. A  fermentacdo
Tabela 4 Caracterizacao dos fermentados alcodlicos
Ensaio pH Ac(:)idez AR Proteina ST Cinzas DBO_1 DQO_1 Etanol
D % % % % (mg.L") (mg.L") %
I 349 9535 <0,6 0,68 1,78 0,45 14988 19.634 4,90
1 3,04 12935 <0,6 0,79 2,09 045 14988 19.634 4,74
I 388 8092 <06 080 1,77 0,46 15365 20.077 6,41
IV 374 8211 <0,6 083 1,92 0,46 15.365 20.077 5,34
vV 337 778 <06 081 198 044 15.365 20.077 5,60
VI 2,82 149,09 <0,6 0,79 216 045 14850 19.386 4,01
VIl 385 7698 <0,6 0,83 183 047 14850 19.386 4,08
VIII 349 9929 <0,6 0,72 187 0,46 15112 19.950 5,26
PCI 287 12335 <0,6 0,70 2,05 0,47 14850 19.386 4,25
PCIl 3,13 108,04 <0,6 065 187 045 15112 19.950 5,27
PCIIl 3,03 117,66 <0,6 065 1,97 045 14988 19.634 5,22

Os s6lidos totais presentes no produto
fermentado apresentaram reducdo de até
29,21% (Ensaio Ill), comparado a

composicao inicial do soro de leite. Essa
reducdo € devido ao consumo da lactose,
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bem como da separagdo de alguns sélidos
durante a filtracao.

O residuo de incineracdo (cinzas), que
corresponde ao teor de minerais presentes
nos fermentados também se apresentou
inferior ao encontrado inicialmente no
soro de leite. O menor percentual de
cinzas obtido no fermentado alcodlico foi
de 0,44% (Ensaio V), ou seja, 20% a
menos que o valor existente no soro de
leite  desnatado utilizado  (0,55%).
Segundo Baldasso (2008); Pinheiro (2004)
e Domingues (2001) alguns minerais,
como o sodio, o zinco e o ferro podem ser
utilizados pela levedura S. cerevisiae
como fonte de micronutriente, ou também
podem ter sido retidos durante a filtragéo
dos fermentados.

As concentracdes de etanol produzidos
pela levedura S. cerevisiae também sdo
apresentados na Tabela 4. Observa-se que
a menor concentracdo de etanol produzida
foi de 4,01%, encontrada no Ensaio VI.
Este ensaio, ndo sofreu agitacdo, foi
submetido a maior temperatura (36 °C),
recebeu a maior concentragdo da enzima
lactase, porém recebeu adicdo da menor
concentracdo de glicose (45,0 g.L™). O
baixo percentual de etanol encontrado no
Ensaio VI deve-se principalmente a
limitacdo de glicose no meio.

O Ensaio Il apresentou 0 maior
percentual de etanol produzido durante o
processo fermentativo alcodlico (6,41%).
As condicdes estabelecidas pelo PEF, e
aplicadas a este ensaio foram: menor
temperatura (28 °C), maxima agitacdo
(100 rpm), menor adicdo de lactase
(0,05%) e maxima adicdo de glicose (65,0
g.L™"). Possivelmente, o emprego de
temperatura reduzida, combinada com a
adicdo de maior concentracdo de glicose
fez com que o percentual de etanol
produzido no Ensaio Il fosse um dos
maiores obtidos nesta pesquisa.

Utilizando como exemplo o Ensaio llI,
que produziu 6,41% de etanol, sendo que
a concentracdo inicial de AR era de
aproximadamente 12,8%, calcula-se que
para a obtencdo de um grama de etanol
foram necesséarios 2,0 g de AR.

Massud, Vallet e Martin (1999)
obtiveram uma concentragdo de 2,5% de
etanol apos fermentacao com
Kluyveromyces fragilis, do soro de leite
contendo 50,0 g.L™ de lactose, o que
caracteriza o consumo de 2,0 g de lactose
para produzir 1,0 g de etanol, assim como
0 encontrado na presente pesquisa.

A Demanda Quimica e Bioquimica de
Oxigénio (DQO e DBO), encontrada nos
fermentados alcodlicos produzidos
apresentou reducdo de até 73,8% para a
DBO e de até 75% para a DQO (Tabela
4), quando comparadas com o soro de
leite desnatado in natura utilizado na
producéo desses fermentados.

Tanto a reducdo da DBO, quanto a da
DQO apontam para um decréscimo na
quantidade de carga organica inicialmente
encontrada no soro de leite. Esse
decréscimo também pode ser identificado
pela reducdo na quantidade de sélidos
totais inicialmente presentes no soro,
6,06% para no maximo 2,16% nos
fermentados alcoolicos produzidos. Essa
reducdo é consequéncia principalmente do
consumo e transformacdo da lactose a
etanol, pela levedura S. cerevisiae.

Desta maneira, a fermentagéo alcoolica
do soro de leite além de ser utilizada para
a elaboracdo de bioetanol pode ser uma
alternativa para a reducdo da carga
organica  presente  neste  residuo
agroindustrial. A reducdo da DBO e DQO
minimiza o impacto ambiental que o
mesmo pode ocasionar se ndo for tratado
adequadamente nas estacdes de tratamento
de efluentes industriais.

3.4 PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL

A producdo de etanol foi avaliada
estatisticamente, como sendo a Unica
resposta de interesse na producdo de
fermentado alcodlico de soro de leite. Os
efeitos principais das variaveis analisadas
séo apresentados na Tabela 5.

Das variaveis avaliadas (temperatura,
agitacdo, concentragdo de enzima e
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concentracdo de glicose), somente a
concentracdo de glicose (fonte de
carbono) apresentou diferenca

significativa, para o intervalo de confianca
de 90%, sobre a producdo de etanol.

Dragone et al (2009) estudou a
influéncia da temperatura, concentracao

de lactose e concentragdo de indculo na
producdo de etanol a partir de soro de
leite, utilizando a Kluyveromyces fragilis,
e obteve como resposta significativa para
a concentracdo final de etanol, unicamente
a concentracéo inicial de lactose, utilizada
como fonte de carbono.

Tabela 5 Tabela de efeitos para a resposta % de etanol

Variagao Efeito ErroPadrédo p-valor Coeficiente Erro Padrao

Intercepto 5,01 0,171 0,000 5,007 0,171
Temperatura -0,41 0,400 0,345 -0,205 0,200

Agitagdo 0,46 0,400 0,294 0,230 0,200
Conc. Enzima -0,61 0,400 0,178 -0,305 0,200
Conc. Glicose* 0,92* 0,400* 0,061* 0,460* 0,200*

*Diferenca significativa (0=0,10)

A influéncia da concentracdo de
glicose e das demais variaveis estudadas,
pode ser melhor observada na Figura 6.

Por meio do Gréafico de Pareto e
também pela Tabela de efeitos (Tabela 5)
€ possivel constatar que a influéncia

Conc. Glicose |

Conc. Enzima |

Agitacdo | 1,149

Temperatura } -1,024

exercida pela concentracdo de glicose é
significativa e positiva, ou seja, quanto
maior a concentragdo de glicose
adicionada ao soro de leite, maior sera o
percentual de etanol produzido.

'
A

p=.1

Estimativa do Efeito Padrao

Figura 6 Grafico de Pareto para a concentracéo de etanol.
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A agitagio ou ndo dos meios
fermentesciveis, durante a fermentacédo
alcodlica, ndo  exerceu influéncia
significativa para a obtencdo de etanol,
porém seu efeito é positivo, podendo
ocasionar aumento da concentracdo de
etanol se for utilizada agitacdo durante o
processo fermentativo.

A concentracdo de enzima lactase,
adicionada ao soro de leite, bem como a
variacdo de temperatura ndo apresentaram
influéncia significativa, porém seu efeito
sobre a concentragdo de etanol no
fermentado alcodlico é negativo, ou seja,
qguanto maior a concentracdo de enzima
lactase adicionada ao soro de leite e maior
a temperatura utilizada durante o processo
fermentativo, menor devera ser a
producdo e consequente concentragdo de
etanol.

IR e

Dessa forma, recomenda-se a utilizagdo
de uma menor concentragdo de enzima e
também uma menor temperatura. Além de
ndo prejudicar a producdo de etanol, a
reducdo na adicdo de enzima lactase
reflete na diminuicdo dos custos de
producdo, tendo em vista que esta
apresenta elevado valor comercial.

A Figura 7 apresenta a superficie de
resposta para a concentracéo de etanol, em
funcdo da temperatura e da concentracao
de glicose adicionada. E possivel observar
claramente, que o0 aumento da
concentracdo de glicose associada a
reducdo da temperatura utilizada no
processo acarretara maior producdo e
consequente concentracdo de etanol no
fermentado alcodlico elaborado.

e ®

ENE = g Iy Iy Sy R

= o oo

Figura 7 Superficie de resposta: concentracdo de etanol em funcéo da temperatura

e da concentracdo de glicose adicionada.

Sabendo que somente a concentragdo
de glicose  apresentou influéncia
significativa e positiva sobre a producéo

de etanol, e que as demais variaveis ndo
foram significativas no processo, para 0s
intervalos estudados, subentendeu-se que
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as fermentacOes alcodlicas ja estavam
sendo executadas dentro das condigdes
Gtimas para a producéo de etanol.

Para confirmar a producdo de etanol
proveniente da lactose do soro de leite,
trés  fermentacbes controle  foram
realizadas durante 59 horas, a 28 °C e sem

agitacio do meio  fermentescivel,
conforme item 2.4.1: A (soro de leite in
natura), B (soro de leite in natura
acrescido de 65 g.L" de glicose) e C
(soluco aquosa de glicose a 65 g.L™). Os
resultados obtidos com estes experimentos
séo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 Caracterizacdo dos fermentados alcodlicos-controle

Ensaio Acidez pH AR% Proteinas ST % Cinzas Etanol
°D % % %
A 7882 397 <06 0,69 1,68 0,48 2,09
(Soro)
B 88,40 306 <0,6 0,73 1,75 0,49 5,20
(Soro + Glicose)
C 82,08 361 <0,6 0,07 0,18 0,01 2,55

(Agua + Glicose)

Conforme a Tabela 6, os valores de pH
e acidez °D, obtidos nos ensaios A, B e C,
apresentam-se compativeis com os valores
observados na Tabela 4. O teor de
proteina, sélidos totais (ST) e cinzas, para
0s ensaios A e B, também se equiparam
aos apresentados na Tabela 4. O ensaio C
apresentou  baixos  teores  desses
constituintes, pois o0 mesmo foi elaborado
a partir de uma solucdo aquosa de glicose,
ndo possuindo em sua constituicdo,
nitrogénio organico e material mineral.
Possivelmente o0s teores de proteina
(0,07%), ST (0,18%) e cinzas (0,01%),
encontrados no fermentado alcodlico C
sdo devidos a adicdo da levedura
liofilizada.

O teor final de acUcares redutores (AR)
em todos o0s ensaios realizados
apresentou-se inferior a 0,6%, sugerindo
gue 0s mesmos tenham sido utilizados
pela levedura S. cerevisiae para a
manutencdo e multiplicacdo celular e
também para a conversao em etanol.

Como esperado, 0s trés ensaios
controle produziram etanol, porém em
concentragdes distintas, conforme Tabela
6. A fermentacdo alcoodlica controle “A”,
apresentou 2,09% de etanol, ao final de 59

horas de fermentacdo. Este resultado
demostra que a a¢do da enzima lactase foi
efetiva na hidrolise da lactose em glicose
e galactose, e conversdo destas a etanol
pela levedura S. cerevisiae. O ensaio B,
contendo soro de leite in natura acrescido
de glicose, apresentou um teor alcoodlico
final de 5,20%, valore este, superior ao
obtido no ensaio A, onde ndo houve
adicdo de glicose. O ensaio C apresentou
uma concentracdo final de etanol igual a
2,55%.

O rendimento em etanol, dos ensaios
A, B e C foi igual, respectivamente, a
43,91%, 46,18% e 39,23%. O ensaio C
apresentou rendimento (39,23%) abaixo
dos percentuais considerados adequados
(43 a 49%) por Bringhenti, et al (2007). A
baixa conversdo da glicose em etanol,
neste ensaio, pode ser explicada devido a
limitacdo de substratos importantes, como
0 nitrogénio organico, para o crescimento
adequado da levedura, conforme Farina et
al (2008). Na fermentacdo-controle B, a
producdo (5,20%) e rendimento de etanol
(46,18%) foram superiores as obtidas nos
ensaios A e C. Estes resultados devem-se
ao maior teor inicial de carboidrato no
mosto (lactose presente naturalmente no
soro de leite e da glicose adicionada), e
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também da existéncia de substratos
adequados para 0 crescimento e
desenvolvimento da levedura  S.
cerevisiae, como fonte de carbono e
nitrogénio organico, encontrados no soro
de leite.

Para a producdo de bioetanol de soro
de leite, 0 mesmo pode ser empregado no
estado in natura ou ainda ser previamente
concentrado. A utilizagdo do soro in
natura  forneceria um  fermentado
alcodlico com menor teor alcodlico,
enquanto que O emprego de Ssoro
parcialmente concentrado elevaria o teor
inicial de AR (lactose) e
consequentemente o teor final de etanol
no fermentado alcodlico.

A fermentacdo alcodlica do soro de
leite in natura ainda deve ser considerada
do ponto de vista ambiental, tendo em
vista que o0 processo fermentativo
proporciona um decréscimo da carga
poluidora deste residuo agroindustrial.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho, verificou-se que a
producéo de etanol a partir do soro de leite
ndo foi potencializada nas condicdes de
agitacdo de 50 e 100 rpm, intervalo de
temperatura (28 a 36°C) e variacdo na
concentracdo de enzima lactase (0,05 a
0,1%) adicionada ao soro de leite,
conforme resultado estatistico obtido.

A Unica variavel que apresentou
influéncia significativa e positiva, para um
intervalo de confianca de 90%, foi a
concentracdo de glicose adicionada ao
meio.

O fermentado alcodlico que apresentou
a maior concentracdo de etanol foi o
ensaio de nudmero I, submetido a
temperatura de 28°C, com agitacdo de 100
rpm, acrescido de 0,05% de enzima
lactase e de 65,0 g.L™" de glicose P.A.
Aconcentracdo de etanol desse ensaio foi
de 6,41%.

Apoés a fermentacdo alcoodlica do soro
de leite in natura desnatado, os valores de

DBO e DQO foram reduzidos em até
73,8% para a DBO e 75% para a DQO,
demonstrando que além da obtencdo de
bioetanol desse residuo pode-se também
reduzir a carga poluidora do mesmo.
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