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RESUMO

Devido as questbes econbGmicas e ambientais, as perspectivas de aumento do
consumo de etanol conduzem a busca por novas matérias-primas, destacando-se o
soro de queijo, que é um residuo de elevada carga organica e de dificil
biodegradabilidade, proveniente das fabricas artesanais de queijo. Como a cana-de-
acucar é uma cultura sazonal, uma alternativa recomendavel é conferir as usinas
produtoras de etanol um carater polivalente capazes de operar com variedades de
matérias-primas potencialmente disponiveis na regido, ja que uma das
preocupacdes do mundo atual € o suprimento de energia nas proximas décadas.
Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo a produgcdo do etanol neutro
utilizando o soro de queijo “coalho” procedente de queijeira da cidade de
Pombal/PB. A primeira etapa deste trabalho consistiu na caracterizacao da matéria-
prima e no estudo da fermentagéo alcodlica utilizando a Saccharomyces cerevisiae
através de um planejamento experimental fatorial 2° com trés repeticées no ponto
central para verificar as influéncias das variaveis de entrada (concentracao inicial de
sacarose e concentragdo inicial de inoculo) sobre a resposta produtividade. Na
segunda etapa foi realizada a destilacdo do fermentado e a caracterizagao do etanol
neutro. De acordo com os resultados obtidos, o experimento 4 foi 0 que apresentou
maior producdo de etanol, com graduacdo alcodlica de 9,8°GL. Os efeitos da
concentracédo de levedura, sacarose e da interacdo entre essas se apresentaram
estatisticamente significativos em nivel de 95% de confianca, sendo que a
concentragcédo de levedura foi a variavel de maior influéncia. O etanol neutro obtido
foi analisado quanto ao pH, acidez total, massa especifica, condutividade elétrica e
teor alcodlico, e atendeu a maioria das especificagdes técnicas da legislagdo
vigente, com excecao do pH. Os resultados obtidos mostraram que o uso do soro de

gueijo é visivelmente promissor para a producao de etanol neutro.

PALAVRAS-CHAVE: queijeiras, fermentacdo alcoodlica, caracteristicas fisico-

quimicas, microdestilador de alcool.



ABSTRACT

Due to economic and environmental issues, the prospects for increased consumption
of ethanol leads to search for new raw materials , especially the whey , which is a
residue of high organic load and hard biodegradability , from craft factories cheese.
As cane sugar is a seasonal crop, a recommendable alternative is to confer on plants
producing ethanol polyvalent character capable of operating with varieties of raw
materials potentially available in the region, since one of the concerns of the world
today is the supply energy in the coming decades. Given the above, this study aimed
to the production of neutral ethanol using the whey from cheesemaking founded the
city of Pombal / PB "curd". The first step of this work was the characterization of the
raw material and the study of alcoholic fermentation using Saccharomyces cerevisiae
through a 22 factorial experimental design with three replications at the center point to
verify the influences of input variables (initial sucrose concentration and
concentration initial inoculum) on the response productivity. In the second stage
fermentation and distillation of ethanol neutral characterization was performed.
According to the results, the experiment 4 showed the highest ethanol production,
with an alcohol content of 9.8 °GL. The effects of concentration of yeast, sucrose and
the interaction between these is statistically significant at the 95% level of
confidence, whereas the concentration of yeast was the most influential variable. The
neutral ethanol obtained was analyzed for pH, total acidity, density, electrical
conductivity and alcohol content , and attended most of the technical specifications of
the current legislation, except for pH. The results showed that the use of whey is
strikingly promising to produce neutral ethanol.

KEYWORDS: cheese factories, alcoholic fermentation, physico-chemical

characteristics, microdestilador alcohol.
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1 INTRODUCAO

Uma das preocupagdes do mundo atualmente é com o suprimento de energia
nas proximas décadas, uma vez que a principal fonte de energia utilizada hoje é o
petréleo, por se tratar de combustivel féssil ndo renovavel. O recente retorno aos
aumentos no preco do petrbleo, as perspectivas de esgotamento das reservas, 0s
riscos geopoliticos decorrentes da dependéncia do petréleo de paises politicamente
instaveis e os compromissos mais solidos com a questdo ambiental desde a
assinatura do Protocolo de Quioto fizeram renascer a atengdo nas fontes
alternativas de energia (BASTOS, 2007).

Devido as questbes econbmicas e ambientais, as perspectivas de aumento
no consumo de alcool etilico, conduzem a busca por novas matérias-primas,
destacando-se o0 soro de queijo, com o0 objetivo de atender a demanda por esse
insumo. A utilizagdo do soro de leite como substrato em processos fermentativos
pode atenuar os problemas ambientais causados pelos mesmos, bem como obter
produtos de maior valor agregado, como por exemplo, o etanol (ARAUJO, 2008).

O etanol vem despertando, desde a crise de petrdleo, um crescente interesse
do governo Federal do Brasil e dos pesquisadores do mundo. O Programa Nacional
do alcool (Proalcool) foi criado na década de 70 com o objetivo de estimular a
producdo do 4&lcool, a partir da cana-de-acucar, visando o atendimento das
necessidades do mercado interno e externo e da politica de combustiveis
automotivos (OLIVERIA, 2009). De acordo com Macedo e Nogueira (2004), o Brasil
detém o maior parque industrial de producédo de etanol oriundo da cana-de-agucar

do mundo, com a mais alta tecnologia.

No entanto, a cana-de-agucar é uma cultura sazonal (6 meses de safra),
aumentando o custo final do litro de &lcool produzido, onerando os custos de
producdo por uma ociosidade no investimento da ordem de seis meses. Uma
alternativa recomendavel é conferir s usinas produtoras de Alcool etilico um carater
polivalente, ou seja, torna-las capazes de operar com diferentes matérias-primas
potencialmente disponiveis na regido, aumentando desta forma a eficiéncia da

estrutura produtiva, a capacidade de inovagdo e da expansao das exportacoes do
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pais, segundo as diretrizes do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio
Exterior, no plano de Estratégia Nacional de Biotecnologia (TORRES NETO, 2010).

Segundo ALMEIDA (2010), no estado da Paraiba, mais de 70 municipios séo
produtores de queijo, um empreendimento que gera renda para quem atua nesse
ramo, sendo a grande maioria artesanal e instalada nas microrregides de Catolé do
Rocha, Cajazeiras, Sousa, Itaporanga, Pombal, Patos, Pianco, Serra de Teixeira e
Serid6 Ocidental.

A microrregiao de Pombal € considerada a maior bacia leiteira da Paraiba, e a
fabricagdo artesanal de queijo € uma das principais atividades dessa regido,
representado por cerca de 36 micro empreendimentos (queijeiras) de médio e
pequeno porte, distribuidos em sua maior parte na zona rural desse municipio.
Esses micro empreendimentos contribui significativamente na formacédo de renda
dos produtores de leite e na economia da regido. Diariamente essas queijeiras
processam mais de 200.000 L de leite de vaca para a producao de queijo de coalho,
queijo de manteiga, manteiga da terra e subprodutos como nata e creme (ALMEIDA,
2010).

Em média, para fabricagcdo de 1 Kg de queijo necessita-se de 10 L de leite,
gerando-se 9 L de soro. Considerando que a producao de queijos na microrregiao
de Pombal estd em torno de 48,5 ton/més, isso corresponde a aproximadamente
437.000 litros de soro de queijo gerado (ALMEIDA, 2010), que se despejados na
rede publica, rios ou lagos sem nenhum tratamento prévio, podem causar sérios
riscos ao meio ambiente, pois certamente 0 mesmo nao possui condicdes de

absorver uma carga poluidora extremamente rica em elementos organicos.

Desta forma, o aproveitamento do soro de queijo na producédo de etanol
neutro terd como beneficio a reducdo do potencial poluidor desse residuo e
obtencdo de um produto de maior valor agregado. As aplicacdes do etanol neutro
sdo inumeras, englobando industrias de bebidas, farmacéuticas, cosméticos,

produtos de limpeza, uso doméstico, entre outros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

v Estudar a produgdo do etanol neutro utilizando o soro de queijo coalho
procedente de queijeira da cidade de Pombal/PB.

2.2 Especificos

v' Caracterizar o soro de queijo coalho in natura e desproteinizado;

v' Acompanhar a cinética da fermentacado alcodlica da produgcdo de etanol
utilizando a metodologia de planejamento fatorial 2% com trés repeticdes no
ponto central, avaliando a influéncia das variaveis de entrada (concentragdo
de sélidos solluveis e concentracdo de levedura) sobre a variavel resposta
produtividade;

v' Realizar a destilacdo do fermentado em microdestilador convencional,
mediante aguecimento através de resisténcias elétricas para a produgdo do
etanol neutro;

v' Fazer a caracterizagao fisico-quimica (pH, acidez total, massa especifica,
condutividade elétrica e teor alcodlico) do destilado (alcool neutro) e comparar
com as especificacoes técnicas da legislacao vigente para etanol neutro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soro de Queijo

O soro de queijo constitui-se em um subproduto, de cor amarelo-esverdeado,
resultante da coagulacao do leite por &cido ou por enzimas proteoliticas durante a
producao de queijo ou de caseina. (DALLAS, 1999).

O queijo obtido por coagulacdo enzimatica utilizando-se, na maioria das
vezes, leite cru, de massa crua prensada ou ndo, salgado e nao maturado, produz
soro tipo doce como residuo (BENEVIDES, 2002).

Segundo Oliveira (2009) o soro pode ser convenientemente dividido em
grupos:

e Soro doce com acidez titulavel entre 0,10% e 0,20% de &cido latico, pH
tipicamente de 5,0 a 6,6;

e Soro meio acido com acidez titulavel entre 0,20% e 0,40% de acido latico, pH
tipicamente de 5,0 a 5,8;

e Soro acido com acidez titulavel acima de 0,40%, pH inferior a 5,0.

Varios sao os fatores que levam a industria queijeira a considerar as
possibilidades de aproveitamento do soro de queijo. O aumento da produgao de
queijos traz como consequéncia um incremento na producao de soro de queijo. O
valor nutricional do soro de queijo e a despesa necessaria para seu tratamento faz
com que as técnicas que permitem sua transformacdao em um produto com valor
comercial se tornem cada vez mais atraentes (OLIVEIRA, 2009). A evolucdo da
producao de soro no Brasil pode ser observada na Figura 1. Os dados foram
estimados em relacdo a producao de queijos registrados no Servico de Inspecao
Federal (SIF).
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Figura 1 - Evolucéo da producao de soro de queijo no Brasil em mil ton.
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Fonte: OLIVEIRA, 2009

O soro é um produto capaz de promover poluicdo ambiental quando
descartado. Sua descarga em cursos d’agua pode provocar a destruicdo da flora e
fauna devido a sua alta Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). Sua eliminagao é
um dos maiores problemas enfrentados por boa parte das industrias de laticinios, as
quais consideraram o soro por muitos anos como um subproduto de baixo custo,
despejando-o0 na rede publica, rios ou lagos, causando sérios riscos ao meio
ambiente, pois, certamente, os mesmos ndo possuem condicdes de absorver uma
carga poluidora extremamente rica em elementos organicos (VERAS, 1997).

Em paralelo, a legislacdo vem forcando os fabricantes de queijos e de
caseina a tratar o soro de forma diferente (CONAMA, 2011). Ao mesmo tempo, é
fato reconhecido que no Brasil se continua desperdicando proteinas dos soros que

ainda sao lancados no meio ambiente.

O tratamento de efluentes que recebe este descarte demandam altos custos
devido elevado teor de DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) resultante da
degradacao biolégica das proteinas e lactose do soro. Com isso, se faz necessaria a
construcéo de um sistema de tratamento isolado dos outros efluentes uma vez que
causam desequilibrio nas Estacbes de Tratamento de Esgotos (ETE’S) (VIEIRA,
1999).
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Um litro de soro possui uma DBO entre 30 a 50 g de oxigénio, este valor é
aproximadamente 100 vezes maior que 0 de um esgoto doméstico. Uma fabrica com
producao média de 10.000 L de soro/dia polui o equivalente a uma populacao de
5.000 habitantes (SIQUEIRA, 2002).

Cada litro de soro langado em um corpo receptor ocasiona uma Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) em torno de 60 g/L, sua descarga em cursos d’agua
provoca a destruicao da fauna e da flora, devido a sua alta concentracao de matéria
organica, sujeita a rapida alteragdo pelos microrganismos. O alto consumo de
oxigénio pelos microrganismos no processo de utilizacdo dos componentes do soro,
principalmente da lactose, juntamente com a fermentagao deste carboidrato a acido
lactico, faz com que o soro, ao ser langado em cursos d’agua, reduza o teor de
oxigénio dissolvido e aumente a acidez da agua, prejudicando a vida aquatica e

provocando assim o processo conhecido como eutrofizacdo (RICHARDS, 2002).

As aplicagcdes do soro sdo inumeras, englobando as industrias de lacteos,
carnes, misturas secas (para condimentar), panificacao (melhorar o valor nutricional,
sabor e cor), chocolate, cereais, aperitivos, bebidas, material combustivel, fertilizante
e alimentagao animal, entre outros. Em virtude do seu alto valor nutricional o soro de
queijo se torna um substrato atraente para sua utilizacdo em processos
fermentativos para obtengdo de varios produtos, como &cido lactico, butanol e
etanol, entre outros. Segundo Alegre (1988) o aproveitamento do soro para
producdo de etanol vem sendo estudado desde a década de 40.

O soro é usado na alimentagdo humana nos paises Europeus e nos Estados
Unidos. No Brasil o soro é ainda sub-utilizado, sendo muitas vezes destinado para
alimentagédo animal. O pior destino que se da a esse produto € o descarte no meio
ambiente (SANTOS, 2001).
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3.1.1 Composicao do Soro de Queijo

A composicdo do soro varia de maneira substancial, dependendo da
variedade de queijo produzido, dos processos tecnolégicos empregados e do tipo de
leite utilizado na produgéo de queijo. O soro mantém quase 50% dos nutrientes
originais do leite. A maior parte da agua contida no leite faz parte do soro onde
também se encontram compostos como lactose, proteinas sollveis, sais minerais e
pouca gordura (OLIVEIRA, 2009).

A composicao média padrdao do soro de queijo de coagulacdo enzimatica
compreende 5% a 6,9% de sélidos totais, 0,6% a 1,9% de proteinas, 3,9% a 5% de
lactose, 0,3% a 0,7% de cinzas, 0,1% a 1,0% de gordura, 0,1% a 0,8% de &cido
latico resultante da fermentagéo da lactose e apresenta valor de pH entre 6,1 e 6,5.
A fracdo proteica contém cerca de 50% de B-lactoglobulina (0,2% a 0,4%), 25% de
a-lactoalboumina (0,1% a 0,15%) e 25% de outras fragcbes proteicas incluindo
imunoglobulinas (0,06% a 01%), albumina sérica (0,01% a 0,04%) e outras proteinas
denominadas coletivamente proteose-peptona (0,06% a 0,18%), muitas resultantes
da protedlise da caseina (OLIVEIRA, 2009).

A Tabela 1 mostra a composi¢ado quimica do soro de queijo “Tipo coalho”.

Tabela 1 — Composigédo quimica do soro de queijo “Tipo coalho”

Componente Concentracao (%)
Agua 92,36
Lactose 4,20
Proteinas 1,78
Sais Minerais 0,60
Gordura 1,05

Fonte: Florentino (2006)

Dos sais minerais presentes no soro de queijo, os de calcio, fésforo, sédio e
potassio estdo presentes em maiores concentragdes, sendo os de calcio e fésforo

de grande interesse devido ao seu valor nutricional.
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3.2 Separacao das proteinas do soro de queijo

Existem varios métodos de separacdo das proteinas do soro e a sua
extragdo/recuperacdo é uma alternativa tanto para minimizar os problemas
ambientais causados pela inadequada disposigdo do soro, como para obter um
concentrado protéico que sirva de matéria-prima para processamento de um
alimento. Desta forma, o aproveitamento de proteinas tem significativa
aplicabilidade, sobretudo nas fazendas e queijarias brasileiras (TOLKACH E
KULOZIK, 2005).

A obtencéo do concentrado protéico pode se da basicamente pelos seguintes
meétodos: tratamento térmico, separagdo por membranas e por precipitacdo. A
ultrafiltracdo, a osmose inversa e a eletrélise tém sido cada vez mais utilizadas na
industria alimenticia de todo o mundo para a obtencdo de proteinas in natura.
Entretanto, esses processos sao caros devido a alta tecnologia de suas membranas

e as pressoes altissimas utilizadas em suas operacdes (RICHARDS, 2002).

Se tratando da separacdo da proteina por precipitacdo, ha agentes
floculantes, como polifosfato sédico, hexametafosfatosodico, diversos sais férricos e
diversos polieletrélitos sédo eficientes em termos de precipitagdo, porém improprio
para industria alimenticia. J& quando a proteina & obtida por tratamento térmico
consiste na acidificagao direta com adicao de um acido organico ao soro aquecido, é
um procedimento simples e bastante utilizado combinando calor e ajuste de pH até o
ponto isoelétrico das proteinas. O processo térmico depende das forcas ativas de
coesdo, adesdo e hidratagdo aplicadas as particulas proteicas, o que é bastante
influenciado pela quantidade de acido adicionado. Com elevacao da temperatura a
carga elétrica liquida das proteinas é reduzida ocorrendo precipitacdo em forma de
coagulo, quando o sistema atinge o seu equilibrio. Porém pela acdo do calor, séo
rompidas algumas das ligacées da molécula e que com o rearranjo das moléculas
desnaturadas provoca a insolubilidade das proteinas. Assim, o lactosoro diminui o
teor protéico na razdo direta do grau de desnaturacdo térmica (SINGH e
WAUNGANA, 2001).
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3.3 Aproveitamento do soro de queijo por fermentacao

A utilizagdo do soro em processos fermentativos tem sido cada vez mais
estudada (SILVA e CASTRO-GOMES, 1995; RUBIO E TEIXEIRA, 2000;
FLORENTINO, 2006; FLORENCIO, 2008). Destaca-se que alguns problemas sao
encontrados quando se utiliza o soro como substrato para a fermentagao alcodlica
como, por exemplo, o numero limitado de microrganismos capazes de metabolizar
diretamente a lactose para producdo de etanol, bem como o fato desses
microrganismos serem inibidos por concentra¢cées moderadas do substrato (glicose)

e do produto (etanol).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € a mais utilizada para producédo de
vinhos, cervejas, aguardente, etc, por ser alta produtora de alcool e suportar altas
concentracbes do mesmo. Entretanto por ndo possuir 0 sistema lactase pemease,
bem como a enzima [-galactosidase para hidrélise da lactose, a mesma nao é
capaz de fermentar a lactose diretamente para o etanol (CASTILLO, 1990; PORRO,
et AL., 1992; OSTERGAARD et al., 2000).

3.4 Fermentacao

A fermentagdo é um processo que consiste na modificacao intencional dos
alimentos pela atividade de certos microrganismos, tais como bactérias e fungos,
chamados nestes casos de fermentos, para a obtencdo de produtos de sabor
agradavel, saudaveis e estaveis (ORDONES, 2005).

No passado, o principal objetivo da fermentacdao era conservar alguns
alimentos sazonais ou pereciveis gragas aos produtos finais da fermentacao, que
impedem o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes.
Porém, atualmente, € muito mais importante do ponto de vista da transformacéao das
matérias-primas, que permitem diversificar os alimentos. Pela fermentagdo obtém-se
novos alimentos com textura, sabor e aroma completamente diferentes da matéria-
prima inicial, modificagdes dificeis de conseguir por outros meios (ORDONES,
2005).
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Os microrganismos envolvidos sdo bactérias, destacando, sobretudo, as
bactérias lacticas, alguns mofos e leveduras, individualmente ou combinados.
Segundo Abreu (2005) as fermentacoes classificam-se em:

o Fermentacdo aerobica (respiragcéo celular) - ocorre na presenga de oxigénio
do ar, como exemplo: vinagre e acido citrico.

o Fermentacdo Anaerdbica - ocorre na auséncia de oxigénio, como por

exemplo: iogurte; cerveja; vinho e penicilina.

A fermentagcdo é um processo de obtencédo de energia utilizado por algumas
bactérias e outros organismos. Ele ocorre com a quebra da glicose (ou outros
substratos como o amido) em piruvato, que depois € transformado em algum outro
produto, como o alcool etilico e lactato, definindo fermentacao alcodlica e lactica,

respectivamente.

3.4.1 Fermentacao alcoodlica

O homem vem se utilizando da fermentacao alcodlica desde a mais remota
antiguidade; ha mais de 4.000 anos os egipcios fabricavam o pao e produziam
bebidas alcodlicas a partir de cereais e frutas. Entretanto, apenas no final do século
XX & que se pbdde relacionar a fermentacdo com a levedura, fungo amplamente
distribuido na natureza e com capacidade de sobrevivéncia tanto em condigcbes
aerobias como anaerdbias (LIMA, 2001).

A possibilidade de oxidagédo do etanol é a base da utilizacdo da fermentacéo
alcodlica como combustivel no Brasil. Na producdo industrial do alcool neutro é
utilizada a fermentacdo de melaco de cana-de-agucar por leveduras
(Saccharomyces cerevisiae). A fermentacdo alcodlica de extratos de malte e de
macerados de uvas e de varios outros frutos tem sido utilizada ha muitos séculos
para o preparo de diferentes bebidas alcodlicas (BARBOSA & TORRES, 1998).
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Depois da formulacdo da estequiometria da fermentagdo por Gay-Lussac
(1815), Pasteur (1863) demonstrou a natureza microbiolégica da fermentacéo
alcodlica como um processo anaerobio, ou seja, a vida se manifestando na auséncia
de ar (oxigénio). A partir dai, e principalmente durante as primeiras décadas de
1900, as pesquisas culminaram com a elucidagcdo das reacdes enzimaticas
responsaveis pela transformagéo quimica do agucar em etanos e gas carbdnico no
interior da levedura (LIMA, 2001).

A fermentag&o alcodlica ocorre devido ao fato de que as células de levedo
produzem energia de que € necessaria para sobreviver, através de dois fendbmenos
de degradagcdo da matéria organica: a respiragdo, que necessita do oxigénio do ar
ou a fermentagcdo, que ocorre na auséncia de oxigénio do ar. Os microrganismos
vao degradar todo o acucar presente na amostra, transformando-o em etanol e que
segundo o principio de Gay-Lussac a concentracdo de acgucar pode ser medida
usando-se a Equacao 1 que descreve a fermentagéo alcodlica:

CsH1206 - 2C2H5OH + COQ + Energia (1)

Por fermentacédo alcodlica se entende um conjunto de reagdes bioquimicas
provocadas por microrganismos chamados de leveduras, normalmente em cultura
pura com levedo selecionado, que atacam fundamentalmente os acucares (amido,
glicose, frutose, sacarose e outros) transformando-os em alcool etilico e géas
carbdnico, além de outros produtos secundarios, como glicerol, acido succinio e

outros acidos organicos, com liberagao de energia (AQUARONE, 2001).

A importancia industrial das leveduras vem se estendendo além da
fermentacdo tradicional. Atualmente, os produtos da biotecnologia a partir de
leveduras se estenderam em muitos setores comerciais importantes, como as
industrias de alimentos, bebidas, biocombustiveis, produtos quimicos, enzimas
industriais, produtos farmacéuticos, produtos agricolas e o ambiente (GUIMARAES,
2005).
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3.4.1.1 Agentes da fermentacao alcodlica

As leveduras sao fungos pertencentes as classes dos Ascomicetos,
Basidiomicetos ou Deuteromicetos. Ao contrario dos bolores, as leveduras séo,
normalmente, unicelulares, apresentando células de forma oval, eliptica ou
arredondada. Possuem parede celular rigida, membrana citoplasmatica e organelas
encontradas, em geral, nas células superiores, tais como nudcleo, mitocondria
reticulo endoplasmatico etc (NOGUEIRA, 2005).

As leveduras mais utilizadas no processo de fermentacdo alcodlica sao as
espécies originarias do género Saccharomyces sendo uma das principais a
Saccharomyces cerevisiae, uma vez que é facil manipula-la geneticamente e o seu
cultivo em laboratério acarreta baixos custos. A levedura Saccharomyces cerevisiae
€ um microrganismo atrativo de se trabalhar por ser nao-patogénico, e devido a sua
longa histéria de aplicagdo na producao de produtos consumiveis como o etanol e 0
pao, ela foi classificada como microrganismo geralmente considerado seguro
(OSTERGAARD et al., 2000).

A Figura 2 mostra a foto ampliada da levedura Saccharomyces Cerevisiae.

Figura 2 - Saccharomyces Cerevisiae (ampliado 10.000X em microscépio eletrénico

de transmissao)

Fonte: http://www.musee-afrappier.qc.ca/index.php?pageid=3114a&image=3114a_cerevisiae, 2013

A levedura Saccharomyces cerevisiaeé € um microrganismo aerobio
facultativo, isto é, que tem a habilidade de se ajustar metabolicamente, tanto em

condi¢des de aerobiose como de anaerobiose. Os produtos finais do metabolismo
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do acgucar irdo depender das condi¢cdes ambientais em que a levedura se encontra.
Assim, em aerobiose, o agucar é transformado em biomassa, CO, e agua, e, em
anaerobiose, a maior parte é convertida em etanol e CO,, processo denominado de
fermentacdo alcodlica (SANTOS et al.,, 2010) .Os carboidratos considerados
substratos para a fermentacdo tanto podem ser endégenos (constituintes da
levedura, como glicogénio e trealose) como exdgenos (sacarose, glicose, frutose e
outros) (OSTERGAARD, 2000).

3.4.2 Fatores que afetam a fermentacao

De acordo com Lima et al., (2001), diversos fatores afetam a fermentacao (o
rendimento e a eficiéncia da conversdo de agucar em etanol), como fisicos
(temperatura, pressao osmética), quimicos (pH, oxigenagao, nutrientes minerais e
organicos, inibidores) e microbiolégicos (espécie, linhagem e concentracdo de
inoculo, contaminacao bacteriana), afetam o rendimento da fermentacéo, ou seja, a
eficiéncia da conversao de agucar em etanol. Geralmente as quedas na eficiéncia
fermentativa decorrem de uma alteracao na estequiometria do processo, levando a
maior formacao de produtos secundarios (especialmente glicerol e acidos organicos)

e biomassa. Lima et al., (2001) descreve alguns desses parametros:

Nutricao mineral e organica

As leveduras exigem uma fonte de carbono — glicose ou outro agucar — que
fornece a energia quimica e o esqueleto carbbénico de suas estruturas celulares,
constituidas predominantemente de carbono, oxigénio e hidrogénio.

Algumas vitaminas, como tiamina e acido pantoténico, também sao exigidas.
O meio deve, igualmente, fornecer nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio, magnésio,
célcio, zinco, manganés, cobre, ferro, cobalto, iodo e outros elementos em

quantidades diminutas.
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Temperatura e pH

As fermentacdes se desenvolvem numa ampla faixa de valores de pH, sendo
adequada a entre 4,0 e 5,0.

As leveduras sdao mesobfilas. As temperaturas 6timas para a producéo
industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a 35°C. A medida que a temperatura
aumenta, aumenta a velocidade da fermentacdo, mas favorece a contaminacao
bacteriana, ao mesmo tempo em que a levedura fica mais sensivel a toxidez do

etanol.
Inibidores da Fermentacao

O processo fermentativo pode ser inibido ndo s6 pelos seus proprios
produtos, como o etanol, como por diferentes substancias que podem estar
presentes nos mostos. Alguns minerais como potassio e calcio em quantidades
excessivas acarretam efeitos negativos a fermentacao.

A sulfitacao do caldo de cana para sua clarificacdo pode resultar em melacos
com elevados teores de sulfito, que podem acarretar efeitos toxicos a levedura,
comprometendo a fermentagdo, bem como aumentar a acidez do alcool obtido.

Concentracao de acucares

Aumentando-se a concentragcdo de acgucares, aumenta-se a velocidade de
fermentagcdo, a produtividade e, dentro de certos limites acarreta-se menor
crescimento do fermento e menor formacédo de glicerol por unidade de substrato

processado.
Concentracao de Inoculo

Maiores concentragdes de levedura na dorna permitem fermentacbes mais
rapidas, com maior produtividade e com maior controle sobre as bactérias
contaminantes, além de restringir o crescimento da prépria levedura. Por outro lado,
elevado teor de levedura exige energia de manutencao maior, isto €, maior consumo

de acglcar para manter as células vivas. Como consequéncia, resulta em maior
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competicdo pelos nutrientes do meio, minerais e vitaminas, diminuindo a viabilidade

do fermento.

3.5 Cinética dos Processos Bioquimicos

A cinética quimica ou cinética de reacédo é a parte da quimica que estuda a
velocidade das reacdes quimicas de um processo e os fatores que as influenciam.

O conhecimento da cinética de um processo ou da cinética de crescimento
microbiano é importante industrialmente, pois permite a andlise de perigos e pontos
criticos do processo; previsdo de eventos fora do processo; determinacao de vida-
de-prateleira; analise de risco (RODRIGUES E SANTOS, 2011).

A cinética da fermentacdo € um dos estudos mais complexos da Engenharia
Bioquimica. A complexibilidade neste estudo consiste no fato de que o agente
responsavel pela transformagcdo € uma célula viva que assimila diversas
substancias, se reproduz e produz outras substancias alterando intensivamente a
composicao do meio em que vive (DORAN,1998). Com isso, o estudo da cinética
dos processos fermentativos defronta-se com grandes obstaculos. Segundo Alves
(1998) um deles esta no que diz respeito a concentragdo dos microrganismos,
catalisadores das reagdes que se processam, estes ndo se mantém constantes com
o tempo, 0 que faz necessario medir a concentragdo de células ativas existentes em

diferentes estagios da fermentagao.

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na
andlise da evolugado dos valores de concentragdo de um ou mais componentes do
sistema de cultivo, em funcdo do tempo de fermentacdo. Entende-se como
componentes, 0s microrganismos (ou a biomassa), os produtos do metabolismo (ou
metabdlitos) e os nutrientes ou substratos que compdéem o meio de cultura
(SCHMIDELL et al., 2001). Tais valores experimentais de concentracdo (X, P e S
respectivamente), quando representados em fungdo do tempo, permitirdo o0s
tracados das curvas de ajuste, conforme Figura 3 e indicados por X=X(t), P=P(t) e
S=S(1).
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Os valores de X, P e S séo as concentracées do microrganismo, do produto e

do substrato residual no meio, respectivamente.

Figura 3 - Curvas de ajuste dos resultados de uma experiéncia idealizada de

fermentacéao.

i3

— Tempo

Fonte: SCHMIDELL et al., 2001

3.6 Destilacao

A separacao de misturas por destilagdo é uma das operacdes unitarias mais
antigas que se conhece. E uma operacdo pela qual um liquido, por efeito de
aquecimento, passa para a fase gasosa e, em seguida, volta ao estado liquido por
meio de resfriamento. Quando se trata de uma Unica substéncia, o liquido destilado
tem a mesma composicdo do liquido original. Quando se trata da concorréncia
conjunta de liquidos imisciveis, o destilado encerra o liquido que tem ponto de
ebulicdo mais baixo. No caso de liquidos perfeitamente misciveis, os vapores
destilados se compdem de uma mistura de vapores dos dois, com predominancia
daquele de menor volatilidade. Com uma série de destilacées € possivel separar os
dois liquidos em estado de pureza, desde que nao se forme mistura azeotrdpica,
qgue é o fenbmeno que ocorre numa mistura de liquidos na qual se formam vapores
com todos os componentes, em um ponto de ebulicdo inferior ao de qualquer um
dos integrantes da mistura (LIMA et al., 2001).
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Os liquidos mais importantes sdo a agua e o etanol, em porcentagens que
variam de 88 a 93% e 12 a 7%, respectivamente, nos vinhos comuns. Desse
material impuro e heterogéneo separa-se o etanol por destilacdo, em grau de pureza
e concentracdes variaveis. Nessa operagcao geram-se vapores de alcool e agua, que
depois de resfriados formam um liquido de concentragdo superior a do vinho, e

isento de substancias sélidas (LIMA, 2001).

Quando uma mistura liquida de dois componentes volateis € aquecida, o
vapor produzido ter4d uma maior concentragcdo no componente mais volatil (de menor
ponto de bolha) do que o liquido em que estava presente. De outra forma, se o
vapor € resfriado, o componente menos volatil (de maior ponto de bolha) tem a
tendéncia em condensar em uma propor¢do maior do que o componente mais volatil
(MAYER, 2010).

O equipamento de destilacado (destilador, torre de destilagdo ou coluna de
destilagdo) permite a separacdo de misturas de liquidos em componentes puros
proximos de pureza e que se realiza a vaporizacao e condensacao sucessivas a
operacdo em questdo é exequivel quando se verifica uma diferenca de volatilidade
entre os componentes do liquido (RASOVSKY, 2009).

3.6.1 Destilacao descontinua simples

Lima (2001) descreve a destilagdo descontinua ou intermitente da seguinte
forma: faz-se uma carga no aparelho, esgota-se o vinho de seu componente alcool
por aquecimento, evaporacdo, condensacao e refrigeragdo, descarregando-se o
residuo ou vinhaca, fazendo-se nova carga, e assim por diante.

A operacao de uma coluna de destilagdo em processo de batelada divide-se
em duas etapas distintas. A primeira (partida ou “start-up”) consiste na carga da
mistura no depésito, ou cuba, e no aquecimento da mesma em refluxo total até que
um estado estacionério seja atingido no qual os perfis de temperatura e composigcao
estejam estabelecidos (PEDROSA, 2008).
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Os vapores que se desprendem do fermentado contido na cuba ou caldeira
do destilador, ndo sdo os mesmos durante todo o processo, comegando a evaporar
0s mais volateis, chamados alcodis de cabeca ou aldeidos, seguidos pelo alcool
etilico, produto desejado e também chamado de coracdo, terminando com os
produtos pesados, como alcodis de mau gosto, cauda, e 6leo fusel (MICHEL, 2010).

A primeira por¢cdo do destilado serd a mais rica em componentes mais
volateis. A medida que prossegue a vaporizagdo, o produto vaporizado torna-se
mais volatil e o liquido residual torna-se menos volatil, pois o percentual de
componentes leves no liquido residual vai sendo esgotado. O destilado, que é o
vapor condensado, podera ser coletado em fracbes separadas, denominadas de
cortes (RASOVSKY, 2009).

3.7 Producéo de Alcool

No Brasil, as industrias de acucar e de alcool sempre estiveram intimamente
ligadas, desde o tempo do descobrimento, onde se transformava o melago residual
da fabricacao do acucar em cachaca e, diretamente da garapa fermentada produzia-
se aguardente (LIMA et al., 2001).

O alcool etilico é um dos mais antigos produtos de sintese organica utilizado
pelo homem. E um composto terndrio constituido de carbono, oxigénio e hidrogénio
de férmula bruta C,HsOH, derivado dos hidrocarbonetos por substituicdo de um
atomo de hidrogénio por uma hidroxila. O alcool se apresenta como liquido incolor,
limpido, de cheiro agradavel e fortemente penetrante, seu sabor € custico e ardente
(BAROUD, 2006).

O alcool etilico vem despertando, desde a crise de petrdleo que se deflagrou
em 1974, um crescente interesse do governo Federal do Brasil e dos pesquisadores
do mundo. O Programa Nacional do alcool (Prodlcool) foi criado na década de 70
com o objetivo de estimular a producdo do alcool, a partir da cana-de-acucar,
visando o atendimento das necessidades do mercado interno e externo e da politica
de combustiveis automotivos (TORRES NETO, 2010).
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Diversos sado os tipos e qualidades do alcool como, por exemplo: alcool
etilico, alcool metilico, alcool isobutilico, alcool propilico, etc. Porém genericamente
recebe o nome de alcool a espécie quimica denominada de alcool etilico ou etanol.

O Brasil vem se destacando, ha algum tempo, como o maior produtor mundial
de alcool. Para a safra 2008/09 a producao foi de 16,5 bilhdes de litros, seguida pela
producdo americana, com um total de mais de 11 bilhdes de litros, juntos os dois
paises sao responsaveis por quase 70 % da producdao mundial, que no ano de 2003
atingiu a marca de mais de 32 bilhdes de litros (CARVALHO, 2008).

Todos os produtos que se baseiam no alcool etilico, tais como Alcool Etilico
Anidro Combustivel (AEAC), Alcool Etilico Hidratado Combustivel (AEHC), alcodis
especiais para aplicagdes nas industrias de bebidas, farmacéuticas e afins, e a
propria aguardente de cana, s&o obtidos a partir do vinho, denominagao industrial do
mosto agucarado da cana de agucar ap6s o processo fermentativo. A fermentacao
do mosto gera uma solucdo hidro-alcodlica, contendo teores de etanol normalmente
situados em uma faixa compreendida entre 7,0 e 10,0°GL, além de outros
componentes em quantidade diminutas originadas como componentes secundérios

da fermentag&o ou como residuos do substrato do processo (JUNIOR, 2010).

O etanol brasileiro é produzido em destilarias de alcool anexas as usinas de
acucar e em destilarias autbnomas a partir da cana-de-agucar e € obtido por via
bioquimica. O alcool produzido em destilarias apresenta percentuais de
componentes secundarios diferentes em fungcado do seu uso. Segundo Macedo e
Nogueira (2004), o Brasil detém o maior parque industrial de producdo de etanol

oriundo de cana-de-acucar do mundo, com a mais alta tecnologia.

Para o ano de 2015, a meta é produzir 50 bilhdes de litros de alcool derivado
da producéao agricola de 1 bilhdo de toneladas de cana-de-acglcar. As capacidades
produtivas das unidades industriais de fabricacdo de etanol variam de nivel micro a
macro e na Paraiba, segundo informacdes dos gerentes industriais das destilarias
GIASA e JAPUNGU, com capacidade nominal de producao de 550.000 litros/ dia e
400.000 litros/ dia de etanol respectivamente, as destilarias no nosso Estado
apresentam porte de médio a grandes unidades industriais (QUEIROZ, 2013).
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De acordo com a Resolucdo ANP N° 7, de 9.2.2011 — DOU 10.2.2011, a
graduagéo alcodlica do etanol combustivel hidratado e do etanol anidro produzido
em destilarias varia de 92,3°INPM a 93,6°INPM e de 99,5°INPM a 99,8°INPM,
respectivamente. Segundo QUEIROZ (2013), dependendo da graduagao alcodlica o

etanol pode ser classificado em:

e Etanol absoluto — etanol produzido com alto grau de pureza (99,99%) geralmente

obtido por sintese quimica e comumente usado em ensaios laboratoriais;

e Etanol hidratado — usado comumente como combustivel automotivo com grau de
pureza variando entre 92,3 a 93,6°INPM,;

e Etanol anidro — destinado a mistura com a gasolina na produgao de até 25% com
pureza da ordem de 99,5°INPM min.;

e Etanol desnaturado — alcool hidratado acrescido de uma ou mais substancias que
confere sabor ou odor repugnante, a fim de impedir o uso em bebidas, alimentos e
produtos farmacéuticos, mas sem efeito toxicolégico e grau de pureza variado e

pode ser aplicado para a limpeza de muitos itens domésticos;

e Etanol neutro — alcool hidratado com baixo grau de impurezas volateis destinado
as industrias de bebidas, farmacéuticas e uso doméstico com grau de pureza da
ordem entre 70°GL a 96°GL;

e Etanol industrial — alcool hidratado produzido exclusivamente para a industria
quimica de tinta, corante, borracha, vernizes e outras com pureza da ordem de
96°GL;

e Etanol de cereais — alcool obtido a partir de cereais (milho, soja, arroz, outros)
geralmente usado na preparacao de perfumes, col6nias e produtos aromatizantes
com grau de pureza da ordem de 96°GL,;

e Etanol gel anti-séptico (alcool gel) — alcool com caracteristica viscosa e graduacao
alcodlica de no minimo 70°INPM e no maximo 77°INPM, produzido por industria

guimica de saneantes e/ou farmacéutica a partir de etanol neutro de destilaria.

Segundo Queir6éz (2013), o alcool neutro possui padrdes de qualidade
estabelecidos. A Tabela 2 apresenta as especificagdes técnicas do etanol neutro
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produzido a partir da cana-de-agucar nas destilarias de alcool anexas as usinas e

em destilarias autbnomas, como por exemplo, a Destilaria MIRIRI, Destilaria

Japungu e Destilaria GIASA localizadas nos municipios de Santa Rita e Pedras de

Fogo no Estado da Paraiba.

Tabela 2 - Especificagdes técnicas do etanol neutro

Caracteristica Unidade Limite Método
Teor alcodlico °GL 96,1 Densimetria
Aspecto ... Limpido Visual
cor L incolor Visual
Odor ... caracteristico Sensorial
Acidez (4cido acético) mg/L 10 max. Titulometria
Condutividade elétrica uS/m 50 max. Condutimetria
Massa especifica a 20°C Kg/m® 889 Densimetria
* Temperatura de ignicao °C 363°C L.
pH 6,5a7,5 Potenciometria
* Ponto de ebulicdo °C 784 L.
Residuo por evaporagdo  mg/100mL 5 max estufa
lon sulfato mg/100mL 2 max Cromatografia de ions
Sédio, max. mg/Kg 2 max Espectrofotometria
Cobre, max. mg/Kg 0,03 Espectrofotometria
Aldeidos, max. mg/L 5 max Cromatografia gasosa
Esteres, max. mg/L 5 max Cromatografia gasosa
Alcodis superiores, max. mg/L 5 max Cromatografia gasosa
Metanol, max. mg/L 10 max Cromatografia gasosa

Fonte: GIASA (2012)

(*) — Ensaios nao realizados na destilaria GIASA
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3.8 Planejamento experimental

O planejamento experimental, também denominado delineamento
experimental, representa um conjunto de ensaios estabelecidos com critérios
cientificos e estatisticos, com o objetivo de determinar a influéncia de diversas

variaveis nos resultados de um dado sistema ou processo.

E uma ferramenta essencial no desenvolvimento de novos processos e no
aprimoramento de processos em utilizagdo. Um planejamento adequado permite,
além de aprimoramento de processos, a reducao da variabilidade de resultados, a
reducdo de tempo de andlise e dos custos envolvidos (RODRIGUES & IEMMA,
2005).

O primeiro procedimento a ser feito no planejamento de um experimento é
determinar quais sédo os fatores de interesse para o sistema que se deseja estudar.
Os fatores, isto €, as variaveis controladas pelo experimentador, tanto podem ser
qualitativas como quantitativas. Dependendo do problema, pode haver mais de uma
resposta de interesse. Eventualmente essas respostas também podem ser
qualitativas.

No planejamento experimental € preciso definir claramente que objetivo se
pretende alcancar com o0s experimentos, porque isso determinara que tipo de
planejamento experimental deve ser utilizado. O planejamento dos experimentos,
isto é, a especificagcdo detalhada das operagdes experimentais que devem ser
realizadas, dependera do objetivo particular que se queira atingir. Cada objetivo ira
requerer um planejamento diferente, para que possa ser alcangado de forma eficaz
(BARROS NETO et al., 1996).
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em duas etapas. Na primeira etapa foi
realizada a caracterizacdo da matéria-prima e estudo cinético da fermentacao
alcodlica do soro e foi desenvolvido no Centro Vocacional Tecnolégico (CVT) da
Universidade Federal de Campina Grande/Campus Pombal. A segunda etapa
consistiu na destilagdo do fermentado para a produgéo do etanol neutro, o qual foi
realizado no Laboratério de Produtos Fermento Destilados (LPFD) do Departamento
de Engenharia Quimica do Centro de Tecnologia da Universidade Federal da

Paraiba/ Campus de Joao Pessoa.

4.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi o soro de queijo resultante da
produgdo de queijo “Tipo coalho” proveniente de 1 (uma) queijeira localizada na
zona urbana da cidade de Pombal - PB. O soro foi coletado em recipientes plasticos,
com capacidade de 2 litros, acondicionado em caixas de isopor contendo gelo e
transportado para o Centro Vocacional Tecnolégico (CVT) do Centro de Ciéncias e
Tecnologia Agroalimentar da Universidade Federal de Campina Grande/ Campus

Pombal.

4.2 Microrganismo

Foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae, fermento bioldégico umido
(fermento de panificagdo) da marca comercial Fleischmann Royal adquirido em
panificadoras da cidade de Pombal (PB).

4.3 Etapas da Producao de etanol neutro a partir do soro de queijo coalho

As etapas realizadas na producédo do etanol neutro estdo apresentadas na

Figura 4.
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Figura 4 - Etapas da produgéo do alcool
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4.3.1 Caracterizacao do soro de queijo

Com o objetivo de conhecer os componentes do soro, foi realizada a
caracterizagéo fisico-quimica na sua forma in natura e desproteinizado. Todas as
determinacdes seguiram a metodologia de BRASIL (2005) e foram realizadas em
triplicata.

4.3.1.1 Acidez

Foi determinada utilizando o método Dornic, baseado na titulacdo do soro
com uma solugcado de hidréxido de sodio N/9, empregando a fenolftaleina como
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indicador do ponto final da titulacdo. O resultado foi expresso em Dornic (°D), ao
qual 1 mL da solugdo de NaOH consumido na titulagdo equivale a 0,009g de acido
latico.

4.3.1.2 pH

Utilizou-se o método eletrométrico baseado na determinacao da concentracao
hidrogeniénica através de potenciémetro previamente calibrado com as solugdes
tampdes de pH 4,0 e pH 7,0.

4.3.1.3 Extrato Seco Total

O extrato seco total foi determinado através da secagem direta do soro em
estufa a 105°C até peso constante. Esta analise fundamenta-se na perda em peso
sofrida pela amostra quando aquecida, devido a evaporacao da agua e substancias
volateis, e pesagem do residuo nao volatilizado, fornecendo assim o extrato seco
total do soro.

4.3.1.4 Cinzas

O teor de cinzas foi quantificado por gravimetria. A primeira fase da
determinacao consistiu na carbonizacdo da matéria orgéanica, realizada em Bico de
Bunsen, e a segunda fase na incineragdo em forno mufla a temperatura de 550°C
por 5 horas até obter uma cinza de cor clara. Em seguida, a amostra incinerada foi
resfriada em dessecador e pesada. Esta anédlise fundamenta-se na perda de peso
gue ocorre quando a amostra é incinerada com destruicdo da matéria organica, sem
apreciavel decomposicao dos constituintes do residuo mineral ou perda por
volatilizagao.
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4.3.1.5 Gordura

Determinou-se o teor de gordura através do método de Gerber, que consiste
na quebra da emulsdo do leite através da centrifugagdo apds digestdo do material
protéico com acido sulfurico (P.A.) e alcool isoamilico concentrado. A leitura do
percentural de gordura é realizada de forma direta na escala do butirdbmetro de
Gerber.

4.3.1.6 Lactose

O teor de lactose foi determinado através do método volumétrico com Licor de
Fehling, baseado na determinacao do teor de lactose no soro através da redugéo do
acido cuprico a acido cuproso.

4.3.1.7 Proteina

Foi determinado através do método de Kjeldahl, que se baseia no
aquecimento da amostra com &cido sulfurico para digestdo até que o carbono e
hidrogénio sejam oxidados. O nitrogénio da proteina € reduzido e transformado em
sulfato de aménio. Adiciona-se NaOH concentrado e aquece-se para liberacdo da
amdnia dentro do volume conhecido de uma solugcdo de acido bdrico, formando
borato de aménio. O borato de aménio formado é dosado com uma solugédo acida
(HCI) padronizada.

4.3.1.8 Densidade

Determinou-se a densidade através do termolactodensimetro, cuja graduacao
toma como base a 4gua a 15°C. O valor lido, apds o ponto de afloramento indicado
na escala do aparelho, foi corrigido na tabela de Quevenne. A densidade indica a
relacdo entre seu peso por unidade de volume e fornece a quantidade de

substancias contidas no soro.
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4.3.2 Desproteinizacao e correcao do pH do soro de queijo

A desproteinizacdo utilizando o método acido-térmico e ajuste do pH
consistiu da seguinte forma: inicialmente o pH do soro foi abaixado para 4,6 (ponto
isoelétrico das proteinas) mediante a adicao de 150mL de acido citrico em 8 litros de
soro. Em seguida, este soro foi submetido a aquecimento até 90°C por 3 minutos,
ocorrendo assim a formacédo do aglomerado protéico (Figura 5). Este tempo e
temperatura a que o soro foi submetido, baseou-se em estudos realizados por
Florentino (2006). O soro manteve-se em repouso até atingir a temperatura
ambiente para a separacado da proteina pro por filiracdo. Em seguida o soro foi
novamente caracterizado seguindo as analises descritas nos itens 4.3.1.1 ao 4.3.1.8.

Figura 5 - Aglomerado protéico do soro de queijo coalho

A desproteinizagdo do soro de queijo coalho teve por finalidade a remocéao
das proteinas, principalmente a alta concentracdo de nitrogénio presente, que

compromete o desenvolvimento da levedura Saccharomyces cerevisiae.

4.3.3 Planejamento experimental

Foi realizado um planejamento fatorial 2° com trés repeticdes no ponto central
conforme a Tabela 3. Os ensaios foram realizados aleatoriamente. As variaveis
chamadas independentes foram a concentracao de sacarose e a concentracdo de
inoculo adicionados ao meio, cujos niveis (-1 e +1) corresponderam a 120 e 180 g/L

e 10 e 16 g/L. E como variavel dependente foi avaliado a produtividade expressa em
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(g/L.h). Os niveis foram definidos baseados em estudos realizados FLORENTINO
(2006) quando trabalhou com soro de queijo coalho também em processos

fermentativos.
Na Tabela 3 estdo expostos os niveis reais e codificados das variaveis
independentes de entrada. A matriz de planejamento fatorial 2° é mostrada na

Tabela 4, totalizando 7 experimentos, sendo 4 distintos e mais 3 no ponto central.

Tabela 3 - Valores codificados e reais das variaveis de entrada

Variaveis Nivel -1 Nivel O Nivel +1
CS (g/L) 120 g/L 150 g/L 180 g/L
CL (g/L) 10 g/L 13 g/L 16 g/L

Variaveis de entrada:
Variavel 1 - (CS) Concentracao de sacarose (g/L)
Variavel 2 - (CL) Concentragéo de levedura (g/L) (b.u.)

Tabela 4 - Matriz de planejamento fatorial completo 22 + 3 PC

Experimentos CS CL
1 -1 (120 g/L) -1 (10 g/L)
2 +1 (180 g/L) -1 (10 g/L)
3 -1 (120 g/L) +1 (16 g/L)
4 +1 (180 g/L) +1 (16 g/L)
5 0 (150 g/L) 0 (13 g/L)
6 0 (150 g/L) 0(13g/L)
7 0 (150 g/L) 0 (13 g/L)

O planejamento fatorial teve por objetivo a otimizacdo dos procedimentos
operacionais no processo fermentativo a partir do soro de queijo coalho e permitir
avaliar qual experimento apresentava maior producdo de &lcool. Além disso, 0
planejamento experimental visa avaliar quantitativamente a influéncia das variaveis

de entrada: concentragcdo de sacarose e concentracao de levedura sobre a variavel
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resposta produtividade. Utilizou-se como ferramenta o software STATISTICA 7.0

para a interpretagdo dos dados.

Calculo da produtividade

O calculo da produtividade, em relagao ao etanol produzido, € uma grandeza
cinética que expressa a velocidade média de producdo. Ao final do tempo de
fermentacdo de cada experimento, ou seja, apO6s a estabilizacdo da sacarose
expressos em °GL e °Brix, a produtividade foi calculada de acordo com a Equacao 2.

P (Q/L-h)= Qetanol (2)
t

Em que:

P = produtividade do etanol (g/L.h)
Cetanoi= concentracao de etanol (g/L)
t = tempo de fermentagao (h)

4.3.4 Chaptalizacao

Para o estudo da fermentagdo alcodlica utilizando a Saccharomyces
cerevisiae foi adicionado sacarose ao meio, conforme o planejamento experimental
da Tabela 3, por saber que a mesma nao sintetiza a B-galactosidase, enzima capaz
de hidrolisar a lactose presente no soro de queijo em seus monossacarideos
(glicose e galactose), o que significa que nesta estratégia o soro representa
essencialmente a fonte de sais minerais necessarios ao processo fermentativo
(FLORENCIO, 2008).

4.3.5 Adicao do inoculo

Consistiu em pesar o fermento biolégico umido (fermento de panificacdo) da
marca comercial Fleischmann Royal de acordo com a concentragdo predeterminada



40

como varidvel de entrada (Tabela 3) para cada experimento da matriz de
planejamento experimental. Inicialmente realizou-se a dissolu¢do do fermento
previamente pesado, em um litro de soro, sob agitagdo manual em becker e com
auxilio de uma espatula metdlica de aco inox. Em seguida, foi realizada a inoculacéao
deste fermento no reator juntamente com o volume total do soro a ser fermentado.
Uma vez preparado o sistema (biorreator + meio inoculado) iniciou-se a

fermentacéo.

4.3.6 Processo fermentativo

Os experimentos foram conduzidos em sistema de batelada simples
constituido de biorreatores (recipientes de polietileno adaptados com torneiras) com
volume Util de 18 litros, de acordo com o planejamento experimental (Tabela 3). O
volume de mosto a fermentar em cada reator foi de 8 litros. Os experimentos foram
conduzidos a temperatura de 30 + 2°C, por um periodo de tempo que dependeu da
estabilizacao dos sélidos soluveis, expressos em (°Brix), em cada experimento.

A Figura 6 representa os reatores de polietileno utilizado nos experimentos

Figura 6 - Reatores de polietileno
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4.3.7 Acompanhamento cinético da fermentacao alcodlica

Para estudo cinético das fermentacdes do soro de queijo coalho foram
coletadas amostras a cada 3 horas de fermentagdo para o acompanhamento dos
seguintes parametros: teor alcodlico, concentracdo de biomassa, sélidos solUveis
(°Brix), pH e acidez total.

4.3.7.1 Concentracao de etanol

O teor alcodlico foi determinado através da leitura direta em ebuliémetro e foi
expresso °GL - Graus Gay Lussac. A calibracdo do ebulidmetro foi realizada com
agua, até a temperatura de ebuligdo, visto que a temperatura de ebulicdo do etanol
ser menor que a da agua, a qual serve de referéncia para o etanol. Definidas as
temperaturas de ebulicdo da agua e do soro, determinou-se a concentracado
alcodlica do soro, utilizando a régua de conversao do ebuliémetro.

4.3.7.2 Concentracao de biomassa

A biomassa celular foi determinada seguindo o método de massa seca
descrito por Florentino (2006), que consiste em separar as células do meio, seca-las
e pesa-las. Aliquotas de 2 mL da amostra foram transferidas com o auxilio de uma
pipeta para tubos de eppendorff previamente secos e pesados.

Para esta determinacdo foi utilizado centrifuga da marca FANEM modelo
3400, ao qual os tubos foram centrifugados a uma rotacédo de 10.000 rpm por 10
minutos e a solugdo sobrenadante desprezada.

Em seguida foi adicionada agua destilada aos tubos contendo a levedura, e
esta operacao de lavagem foi repetida duas vezes.

Apds a segunda lavagem as amostras foram colocadas em estufa a 105°C
por 24 horas e pesadas.

A massa seca foi determinada conforme a Equagao 3:
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Conc. biomassa (g/L) = M- M; « 1000 (3)
%

Onde:

M;= massa final (g/L)

M; = massa inicial (g/L)

V = volume da amostra (mL)
1000 = fator de conversao

4.3.7.3 Solidos soluveis

Os sdlidos soluveis, expressos em °Brix, foram medidos diretamente no

refratbmetro portatil digital de marca Tecnal, modelo: ar-200.

4.3.7.4 Determinacao do pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, com o pHmetro
previamente calibrado com as solugdes tampdes de pH 4,0 e pH 7,0.

4.3.7.5 Acidez total

A acidez total foi determinada pelo método da AOAC (1997).

4.3.8 Centrifugacao

O fermentado foi separado por centrifugacdo em centrifuga FANEM, modelo
Excelsa Il 206 BL, onde foram utilizadas 4 cubetas de 50ml cada, totalizando 200mL
por batelada, velocidade de 5000 rpm por 2 minutos, com o objetivo de separar a

biomassa celular do meio liquido fermentado.
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4.3.9 Destilacao convencional

Para a destilacdo do fermentado do soro de queijo, utilizou-se um Micro-
Destilador de é&lcool modelo TE-012 da TECNAL (Figura 7) com aquecimento
através de resisténcias elétricas, para a produgcao do etanol neutro. A descrigcdo
deste equipamento segue conforme QUEIROZ (2013).

Figura 7 - Microdestilador de etanol convencional

Fonte: internet

(http://www.tecnallab.com.br/padrao.aspx?por_tipo_content_Ist 2073__ .aspx)

Inicialmente estimou-se o volume de fermentado a ser destilado apds anélise
do percentual alcodlico do liquido fermentado para saber a quantidade teérica total
de destilado a ser coletado. Através de regra de trés, foi estimado que a cada 50mL
destilado seria obtido 4,9mL de alcool, ja que o fermentado apresentava 9,8% de
alcool, ou seja, 9,8 mL de alcool a cada de 100 mL de fermentado.



44

A conducao operacional da destilagdo foi de forma intermitente, ao qual a
cuba da caldeira era alimentada com volume total de 50mL em tempos regulares de
5 minutos. Ao se atingir a temperatura de 99°C, os vapores hidroalcodlicos do
fermentado ascendiam através do condensador tipo bola e em seguida sofria
resfriamento e o alcool era liquefeito ao atingir a temperatura média de 26°C.

4.3.10 Analises fisico-quimicas do etanol neutro

Foram realizadas andlises fisico-quimicas do etanol obtido quanto ao pH,
condutividade elétrica, acidez total, teor alcodlico (%Vv/v) e massa especifica. Os
valores obtidos foram confrontados com as especificagdes descritas pela destilaria
GIASA (2012).

4.3.10.1 pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, através de leitura direta
em pHmetro Modelo: PH-2000 - Marca: Instrutherm, previamente calibrado com as

solugdes tampdes de pH 4,0 e pH 7,0.

4.3.10.2 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica foi realizada através de leitura direta em aparelho
condutivimetro modelo: CD-820 - Marca: Instrutherm, previamente calibrado.

4.3.10.3 Acidez total

A acidez total titulavel foi determinada pelo método da AOAC (1997).
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4.3.10.4 Teor alcoolico

O teor alcodlico foi determinado utilizando-se o0 método da alcoometria, que
consiste na determinagdo da graduacado alcoodlica das misturas de alcool etilico e
agua. A amostra foi analisada com o auxilio de uma proveta de 250 mL e de um
alcoometro Gay-Lussac, a temperatura de 20° Celsius. A amostra de etanol obtida
apoés destilacao foi vertida na proveta e foi esperado o tempo para a estabilizacdo do
produto e desaparecimento de bolhas de ar formadas. Na seqléncia,
cuidadosamente foi colocado o alcobmetro e aferida a graduacado alcodlica da
amostra através de leitura direta na escala deste equipamento.

4.3.10.5 Massa especifica

A massa especifica do etanol foi determinada seguindo o método da
picnometria (AOAC, 1997). A operacgao foi realizada a temperatura de 25°C e a partir
dos valores obtidos, calculou-se massa especifica do alcool atravées da Equacgéo 4:

Mo
Pemavorw,o =
My o

onde:

m¢ € a massa do picnémetro vazio

m. € a massa do picnémetro cheio com o liquido (etanol) cuja densidade relativa se
deseja determinar

m3 € a massa do picnémetro cheio de agua pura.

MeTAaNOL = M2 — M4 € a massa do liquido em questao (etanol) que ocupa o volume V
do picnémetro

Mu2o = M3 — My, € a massa da agua pura que ocupa o mesmo volume V
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do soro in natura

A caracterizacao do soro de queijo “coalho” foi realizada a fim de conhecer os
componentes presentes no soro, assim como também avaliar sua viabilidade

fermentativa.

A composicéo do soro varia de acordo com a qualidade do leite utilizado, com
o tipo de leite utilizado, tipo de queijo produzido, e com o processo de coagulagao
empregado, por acidificacdo ou pela adicdo de coalho.

As médias dos resultados das andlises fisico-quimicas realizadas em triplicata

no soro resultante do queijo “coalho” sao apresentadas na Tabela 5

Tabela 5 — Média dos resultados das analises fisico-quimicas do soro de queijo

coalho in natura

Componentes Média + desvio padrao
pH 6,59 £ 0,05
Umidade (%) 93,10 £ 0,05
E.S.T (%) 6,90 £ 0,06
Acidez (°D) 10,70 £ 0,57
Sais Minerais (%) 0,41 + 0,06
Densidade (g/L) 1.024,90 £ 0,03
Lactose (%) 3,73 £0,02
Gordura (%) 0,46 £ 0,05
Proteina (%) 2,52 £ 0,06

Observando-se os resultados da Tabela 5, verifica-se que o0s teores
encontrados no soro in natura estdo proximos aos resultados obtidos por
FLORENTINO (2006) que também trabalhou com soro de queijo coalho em
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processos de fermentacao alcodlica testando as leveduras Kluyveromyces lactis e

Saccharomyces cerevisiae para a producao de vinagre.

O pH do soro de queijo foi de 6,59. Segundo OLIVEIRA (2009), o soro doce
de coagulacado enzimatica possui valores de pH entre 6,10 e 6,60. Com isso, se fez
necessario a correcdo do pH para a faixa ideal da levedura Saccharomyces
cerevisiae, que € de 4 a 4,5, viabilizando o uso deste soro no processo de

fermentacao alcodlica.

Os valores da umidade (93,1%) e extrato seco total (6,9%) estdo bem
proximos aos de FURTADO (1991) que foi 93,6% e 6,34% respectivamente, quando
estudou a composicao de varios tipos de queijos e o soro gerado na producao

desses queijos.

A acidez (10,7°D) encontrada na amostra de soro analisada esta préxima a da
média dos valores observados por FLORENCIO et al. (2007a), quando caracterizou
soro de queijo de coagulacdo enzimatica de queijeiras artesanais (9 °D) da zona

rural da cidade de Montadas-PB.

Observa-se na Tabela 5 que o percentual de sais minerais encontrado
(0,41%), esta préximo ao encontrado por Florentino et al. (2007) que foi de 0,55%,
ressaltando que para o processo fermentativo, esses compostos servirdo de

nutrientes para o desenvolvimento da Saccharomyces cerevisiae.

Verifica-se que quanto a média da densidade encontrada no soro de queijo
(1.024,9 g/L), este valor ndo favorece comparagcdes precisas pelo fato de que a
média da densidade e de todos os outros componentes presentes no soro
dependem do tipo de queijo produzido, bem como de fatores ligados ao leite como:
raca e alimentacdo do animal, sazonalidade, periodo de lactacao, tipo de queijo
produzido e processo de coagulacdo empregado (por acidificacdo ou pela adicao de

coalho).



48

Segundo FURTADO (1991), o teor de gordura no soro de queijo varia de 0,2 a
0,5%. Com isso o valor encontrado (0,46%) apresenta-se dentro da média dos soros
de queijos procedentes de coagulacao enzimatica.

A concentracdo de lactose no leite bovino e no soro de queijo varia
amplamente entre as espéecies devido a raga, fator de individualidade e
principalmente a fase de lactagdo do animal (BALDASSO, 2008). Considerando a
média da lactose no leite (4.6%), levando-se em conta a quantidade retida na
coagulacdo enzimatica, a quantidade encontrada 3,73% pode ser resultante da
hidrélise dos microrganismos laticos e da retencédo da lactose na caseina do queijo
coalho produzido (FLORENTINO, 2006).

De acordo com a Tabela 5, o valor protéico (2,52%) do soro de queijo coalho
in natura esta préximo ao encontrado por Florentino (2006) que foi 1,78%, valor
médio obtido normalmente na produgcdo de queijo de coagulagdo similar produzido
com técnicas apropriadas.

5.2 Caracterizacao do soro desproteinizado

A Tabela 6 apresenta a média da caracterizacdo do soro de queijo realizado

em triplicata apds a remogé&o da proteina através do método acido térmico.

Tabela 6 - Média dos resultados das andlises fisico-quimicas do soro

desproteinizado

Componentes Média * desvio padrao

pH 4,55 + 0,01
Umidade (%) 93,70 £ 0,05
E.S.T (%) 6,30 £ 0,03
Acidez (°D) 12,30 £ 0,57

Sais Minerais (%) 0,35 £ 0,01
Lactose (%) 3,22 + 0,01
Gordura (%) (tracos) 0,06 + 0,05

Proteina (%) 0,65 + 0,06
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De acordo com a média dos resultados do soro de queijo desproteinizado,
observa-se que ainda ha alta concentragdo de lactose no soro (3,6%), reducéo de
apenas 13,67%, isso é devido a retencdo da lactose no aglomerado protéico.
Valores semelhantes foram encontrados por FLORENTINO (2006).

Apo6s remocao das proteinas, nota-se uma reducao destas na ordem 74,2%
em relacdo as existentes no soro in natura. Valores semelhantes foram obtidos por
FLORENCIO (2008) quando utilizou a mesma temperatura e o0 mesmo método na
precipitagdo, comprovando com isto a eficiéncia na absorcdo do método acido

térmico.

Verifica-se que apds a aplicacdo do método &cido térmico a gordura
apresenta-se apenas em tracos (0,06%).

O pH do soro desproteinizado, de 4,55, encontra-se dentro da faixa adequada
(4,0 - 4,5) para a levedura da Saccharomyces cerevisiae durante a fermentagéo
alcodlica.

Quanto ao teor de cinzas, observa-se que houve reducdo de apenas 14,6%,
aos quais estes sao considerados de extrema importancia para que ocorra a
formacéao de alcool durante a fermentagéo, além de favorecer a agao das leveduras,

aumentando o rendimento alcodlico da fermentacao.

5.3 Acompanhamento cinético da fermentacao alcodlica

A cinética dos processos fermentativos foi construida a partir das principais
variaveis do sistema: Concentracdo de etanol produzido (g/L), concentracdo de
sacarose (g/L) e concentracdo de biomassa (g/L). Os perfis podem ser observados
nas Figuras 8 a 12.



Figura 8 -— Cinética fermentativa do Experimento 1 (CS = 120 g/L; CL =10 g/L)
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Figura 9 — Cinética fermentativa do Experimento 2 (CS = 180 g/L; CL = 10 g/L)
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Figura 10 — Cinética fermentativa do Experimento 3 (CS = 120 g/L; CL = 16 g/L)
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Figura 11 — Cinética fermentativa do Experimento 4 (CS = 180 g/L; CL = 16 g/L)
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Figura 12 — Cinética fermentativa do ponto central - experimentos 5, 6 e 7 (CS=150

g/L; CL=13 g/L)

[y
58]
=

[y
=1
=

—4#—Exp. 5 Etancl (g/L)
Exp. 7 Etanol (g/L)

—#— Exp. 6 Sacarose (g/L)
Exp. 5 Biomassa (g/L)
Exp. 7 Biomassa (g/L)

—— Exp. 6 Etancl (g/L)

—=—Exp. 5 Sacarose (g/L)
Exp. 7 Sacarose (g/L)
Exp. 6 Biomassa (g/L)

140

120

100

Etanol [gfL); Sacarose [g/L); Biomassa[g/L)
= [=)] oo
= = =
]

]
=]
1

=
1

-

Lt

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tempo de fermentagio (h)

Analisando a concentragdo de substrato (agucar), observou-se que o
consumo médio dos experimentos realizados foi de 50,1%. O menor consumo
ocorreu no experimento 4 com 45,7% de fermentacdo. Apesar de este ter
apresentado menor consumo, este foi 0 que apresentou maior conversdo de agucar
em alcool, motivo este da escolha deste experimento para a destilagdo e obtencao
do etanol neutro. FLORENTINO (2006) trabalhando com soro de queijo artesanal
para fermentacao alcodlica obteve um consumo de 66,81% em seu experimento de
maior conversao, sendo este valor um pouco acima da média encontrada neste
trabalho (44,56%) devido, possivelmente, a quantidade de sacarose adicionada ao
meio (160 g/L).

Uma possivel explicacdo para a reducao do teor de acucares ao final do
processo € devido a hidrélise parcial da lactose pelos microrganismos oriundos da
flora termorresistente contaminantes do leite cru, presentes no soro. A levedura

Saccharomyces cerevisiae é a espécie que produz alcool a partir da glicose, e nao é
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capaz de utilizar diretamente a lactose como fonte de carbono, pois a mesma nao
possui o sistema 3 galactosidase, capaz de hidrolisar o agucar do soro diretamente

para etanol.

Observando-se as curvas de crescimento da Saccharomyces cerevisiae
(Figuras 8 a 12) nota-se que a fase de adaptagdo (Lag) das células ocorreu em
média nas seis primeiras horas de fermentacdo, periodo este relativamente curto
devido a adaptacao da levedura e a sintese das enzimas responsaveis pela quebra
da molécula de sacarose em moléculas de frutose e glicose. Passadas 21 h inicia-se
a fase estaciondria nos experimentos 2, 4, 5, 6 e 7. No experimento 1 inicia-se nas
18h de fermentacdo e o experimento 3 apds 12h de fermentacdo. Comportamentos
semelhantes podem ser observados em trabalhos realizados por FLORENTINO
(2006) e por FLORENCIO (2008) que também reaproveitaram o soro de queijo

coalho em processos fermentativos.

Com relacao a producédo de etanol, observa-se que a sintese significativa
ocorreu no experimento 4 apds 30 h de fermentacédo, ao qual obteve-se 9,8°GL ou
77 gramas de alcool por litro de fermentado devido a combinagdo de 180g/L de
sacarose com 16g/L de levedura (indculo), que promovem um aumento substancial

de etanol.

Quanto aos experimentos do ponto central (experimentos 5, 6 e 7), nota-se
gue os perfis (concentracao de etanol, concentracdo de sacarose e concentracao de
biomassa) nos trés reatores ndao apresentam diferenga significativa. Observa-se com
isso que houve boa reprodutibilidade dos dados experimentais quando realizou-se

trés fermentacdes consecutivas com as mesmas condigdes operacionais.

5.3.1 Monitoramento do pH e acidez

A Figura 13 apresenta os perfis do pH e da acidez, em funcao do tempo, nas
condicbes do experimento 4 que apresentou maior produtividade (180g/L de
sacarose e 16g/L de indculo), definidas através de Planejamento experimental
(Tabela 4).
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Figura 13 - Perfil do pH e acidez durante a fermentacao
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Com relacdo aos valores de pH, observou-se que houve uma variagéao,
embora limitada, sendo a esperada, visto que em trabalhos similares de processos
fermentativos em que houve a utilizacdo da Saccharomyces cerevisiae, também se
encontraram valores relativamente préximos ao encontrado por FLORENCIO (2008).
Valores semelhantes também foram constatados por FLORENTINO (2006) ao qual
iniciou a fermentacao do soro de queijo com adicdo da Saccharomyces cerevisiae
com um pH de 5,92 e terminou a fermentacao apds 42 horas com pH de 4,18. Neste
estudo, o pH 6timo para o crescimento da Saccharomyces cerevisiae ficou entre
4,16 e 4,92; esta dentro da faixa de pH 6timo encontrado na literatura, com pouca

variacao.

A atividade da Saccharomyces cerevisiae, responsavel pela conversao da
sacarose em etanol, resultou na reducdo do pH devido a formacdo de acidos
organicos (acidos succinico, latico, acético e outros) e consequente aumento da
acidez do meio de fermentagéo ao longo do tempo.

Como esperado, o perfil de evolucdo da acidez ao longo do processo
fermentativo se mostrou inversamente relacionado com o do pH, que atingiu o valor

de 6,4 em 30 horas. Os valores encontrados para a acidez estdo dentro do



55

esperando visto que, na literatura, também se encontram valores semelhantes aos
estudos realizados por TORRES NETO et al., (2006).

5.4 Analise estatistica do processo fermentativo utilizando a metodologia de

superficie de resposta

Analisou-se a cinética de fermentacao alcodlica em relagédo a produtividade,
conforme Tabela 7, considerando-se os tempos de fermentagdo de cada

experimento.

Tabela 7 — Valores da produtividade para cada experimento e por tempo de

fermentagao
Experimentos CS CL Produtividade
(g/L.h)
1 120 g/L 10 g/L 2.89
2 180 g/L 10 g/L 2.03
3 120 g/L 16 g/L 4.34
4 180g/L  16gL 2.86
5 150 g/L 13 g/L 3.04
6 150 g/L 13 g/L 3.04
7 150 g/L 13 g/L 3.04

Na Tabela 8 sao apresentados o modelo de regressdo, o0 respectivo
coeficiente de determinacdo (R?) e o Teste F para os dados da produtividade, com

os coeficientes estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 8 — Modelo empirico decodificado para a produtividade analisados ao nivel
de 95% de confianca

Modelo empirico R* TesteF
Produtividade = 3,16*+0,345CS*-0,36CL*-0,38CSxCL* 0,95 3,61

*Coeficientes significativos ao nivel de 95% de confianga
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Estao apresentados na Tabela 9 os valores da ANOVA para produtividade ao

nivel de 95 % de confianca.

Tabela 9 — Analise de variancia para a produtividade ao nivel de 95% de confianca

Fonte de Variacao sQ GL Qm Teste F
Regresséao 1,5721 4 0,393 3,61
Residuo 0,0792 3 0,0264
Total 1,6513
R? 0,95
Fiab 412

G.L. — grau de liberdade; S.Q. — soma dos quadrados; Q.M. — quadrado médio dos desvios

O F calculado foi 14,886 e o F tabelado 0,95.4,7 (BARROS NETO et al.,
1996) foi 4,12 observando-se que o modelo é estatisticamente significativo para 95%
de confianga pois a razdo entre F calculado e F tabelado foi 3,61; 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.

5.4.1 Diagrama de Pareto

O diagrama de Pareto ilustra os efeitos das variaveis estudadas
(concentracdo de levedura e sacarose) e suas interacdes. Este diagrama
compreende um grafico de barras horizontais que esta associado aos efeitos de
cada variavel individualmente e suas interagdes, na qual o efeito € tao significativo
quanto mais a direita da linha vermelha (valor de p) ele estiver, no nivel de
significancia de 95% de confianca, confirmando os resultados obtidos na figura 14.
Nesta mesma Figura as barras fornecem os resultados dos efeitos das variaveis e

estdo dispostas de modo decrescente.

A Figura 14 indica no grafico de Pareto, os efeitos significativos para

produtividade a nivel de 95% de confianca para a estimativa dos efeitos.
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Figura 14 - Grafico de Pareto para produtividade
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Observando a Figura 14 verifica-se que os efeitos da concentracdo de
levedura, concentracdo de sacarose e o0s efeitos da interacdo entre levedura e
sacarose apresentaram-se estatisticamente significativos. A interacdao entre a
concentragcao de sacarose e a concentracao de levedura foi a variavel de entrada de

maior influéncia.

5.4.2 Superficie de resposta

As variaveis de entrada envolvidas no processo fermentativo foram

analisadas seguindo a metodologia de superficie de resposta.

A Figura 15 apresenta a superficie de resposta gerada pelo programa
Statistica 7.0 com base na varidvel dependente produtividade. Neste grafico
observa-se os efeitos das variaveis de entrada concentracdo de sacarose (g/L) e
concentracdo de levedura(g/L) sobre a produtividade (g/L.h). Verifica-se que a
concentracado de sacarose apresenta influéncia positiva, ou seja, quando passa do

nivel -1 para o nivel +1 a produtividade aumenta. Por outro lado, a concentragédo de
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levedura apresenta influéncia negativa, ou seja, quando passa do nivel -1 para o
nivel +1 a produtividade diminui.

Figura 15 - Superficie de resposta para a produtividade em funcédo da concentragéo

de levedura e da concentracao de sacarose
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5.5 Caracterizacao fisico-quimica do etanol neutro

A Tabela 10 apresenta os resultados da caracterizagdo do etanol neutro,
obtido através de destilacdo convencional.
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Tabela 10 — Média dos resultados das analises fisico-quimicas do etanol neutro

Parametros analisados Média £ desvio padrao Referéncia
pH 6,07 £ 0,12 6,5< pH <7,5
Acidez (mg de ac. acético/L) 1,07 £ 0,26 10 mg/L max
Massa Especifica a 20° (Kg/m3) 851,30 £ 0,03 889 Kg/ m3 max
Condutividade elétrica (uS/Cma 50 uS/m max

2,21 £ 0,01
25°C)
Teor Alcodlico a 20°C (°GL) 77,00 £ 0,0 até 96,1°GL

O valor de pH do etanol neutro produzido foi 6,07, ficando abaixo da faixa
recomendada que € entre 6,5 a 7,5. Esse pH abaixo do valor minimo justifica-se pela
nao remocao de impurezas volateis presentes no fermentado, sendo necessario
realizar uma bidestilacdo para que se obtenha a neutralidade real desse etanol.
QUEIROZ (2013) estudando a obtencdo do alcool neutro a partir de residuos
(cabeca e cauda) oriundos da fabricacdo de cachaca por destilagcdo convencional,
obteve um alcool neutro com pH de 6,9.

A acidez do etanol produzido foi 1,07mg de ac. acético/L. De acordo com as
especificacdes da GIASA (2012), o valor maximo estipulado é de 10mg/L, estando o
etanol produzido dentro das especificacdes exigidas.

A massa especifica do etanol neutro produzido foi de 851,3 Kg/ms, ou seja,
valor préximo ao determinado nas especificagdes técnicas do etanol neutro (GIASA,
2012), que € de 889 Kg/ ms.

Quanto a condutividade elétrica, com valor médio de 2,21 uS/Cma a 25°C, foi

bem inferior ao maximo determinado pela GIASA (2012), que € de 50 uS/Cma.

A graduacéo alcodlica do etanol neutro obtido a partir do soro de queijo foi de
77°GL, o qual se encontra dentro das especificacées da destilaria GIASA (2012) que
determina um teor de no maximo 96,1°GL. QUEIROZ (2013) estudando a obtencéo
do alcool neutro a partir de residuos (cabeca e cauda) oriundos da fabricagcao de
cachaca por destilacdo convencional, e obteve um &alcool neutro com graduacao
alcodlica de 85°GL.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, com o aproveitamento do soro
de queijo coalho em processos fermentativos para a obtencdo de etanol neutro,

pode-se concluir que:

» O soro in natura apresentou componentes quimicos acima da média encontrada
em outros queijos que também utilizam o processo de coagulagdo enzimatica.
Isso se deve as precarias condi¢cdes de processamento do queijo coalho que
resulta em perdas na composigao quimica no queijo “coalho”, resultando em um
soro com maior retengcdo dos componentes do leite. Isso o coloca como
potencial produtor de subprodutos com maior valor agregado € em processos

fermentativos;

» Quanto a desproteinizacdo do soro, observou-se que o método acido térmico
empregado mediante a utilizagdo de acido citrico e temperatura de 90°C, na
remocao das proteinas do soro apresentou eficiéncia, pois houve uma reducéo

destas na ordem 74,2% em relagdo as existentes no soro in natura;

» Com relacdo ao processo de fermentacdo alcodlica realizado, conclui-se que a
levedura Saccharomyces cerevisiae apresentou bom desempenho na conversao
da sacarose. O experimento 4 foi o que apresentou maior conversdo quando
combinou-se 180g/L de sacarose com 16g/L de inoculo, obtendo-se assim um

fermentado com graduacao alcodlica de 9,8°GL;

» Os efeitos da concentracdo de levedura, concentragcdo de sacarose e da
interacdo entre essas se apresentaram estatisticamente significativos em nivel
de 95% de confianga, sendo que a concentracado de levedura foi a variavel de

maior influéncia;

» O etanol neutro obtido atingiu uma graduacao alcodlica de 77°GL, ou seja,
dentro das especificacoes exigidas pela legislagdo, que é de no maximo
96,1°GL;
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» A fermentacdo do soro de queijo com objetivo de produzir etanol neutro
apresenta-se como uma alternativa tecnicamente viavel e promissora, pois além
de reduzir o potencial poluidor desse residuo ainda pode gerar produtos de alto

valor agregado.
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