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Producao de etanol a partir de lactossoro industrial
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RESUMO

Entre os principais subprodutos do setor de laticinios se encontra o soro de queijo, obtido apds precipitacao
da casefna do leite. Com o avanco da tecnologia a elaboracao de queijos passou de um processo tradicional
para um processo industrial no qual sao produzidos diariamente milhares de litros de soro. A fermentacao
do soro do queijo objetivando a producao de etanol pode apresentar-se como alternativa tecnicamente
viavel pois, além de reduzir o potencial poluidor deste residuo, ainda pode gerar um produto de maior
valor agregado. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a obtencao do etanol utilizando-se o soro de
queijo “tipo coalho”, desproteinizado, como substrato para a levedura Saccharomyces cerevisiae. Foram
utilizadas a ferramenta de planejamento fatorial e a andlise de superficie de resposta para otimizagao
do processo estudando-se diferentes concentragcoes de levedura e percentagens de sacarose. O melhor
resultado foi obtido ao se adicionar 100 g L' de sacarose e 6,0 g L' de levedura ao soro obtendo-se uma
porcentagem de conversao de substrato em etanol de 76,14 %.
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Production of ethanol from industrial whey

ABSTRACT

Among the main sub-products of the dairy industry is the cheese whey, obtained after milk’s casein
precipitation. With the advancement of technology, the production of cheese passed from a traditional
process to a manufacturing process where everyday thousands of liters of whey are produced. The
fermentation of cheese whey with the purpose of producing ethanol can present itself as a technically
feasible alternative, as well as besides reducing the pollution potential of this residue it can still generate a
product with higher added value. Thus, the aim of this paper was to obtain ethanol, using the cheese whey
“sort of curd cheese”, deproteinized, as a substrate for the yeast Saccharomyces cerevisiae and the addition
of sucrose. A statistical design was used and different inoculum concentrations and percentages of sucrose
were studied. The best result was obtained by adding 100 g L' of sucrose and 6.0 g L' of inoculum into
the whey getting a % conversion of substrate to ethanol of 76.14%.
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INTRODUCAO

O queijo ¢ um dos derivados do leite mais produzidos e
consumidos no mundo. Na sua produgdo ocorre eliminagao
do lactossoro, usualmente conhecido como soro de queijo, que
também pode ser obtido pela extra¢do da caseina (Florentino
et al., 2005). O soro constitui a por¢do ou fase aquosa do leite,
resultante da dessora do codgulo e pode ser caracterizado como
um liquido amarelo-esverdeado e, dependendo do tipo de
queijo, pode possuir sabor ligeiramente acido ou doce (Abreu,
2005).

O queijo Coalho ¢ fabricado ha mais de | século fazendo-
se uso da matéria-prima leite de vaca cru ou pasteurizado,
em varios Estados da Regido Nordeste do Brasil ¢ ¢ tra-
dicionalmente consumido fresco ou maturado (Cavalcante et
al., 2007).

Para a producao de 1 kg de queijo sdo necessario 10 L de
leite resultando, com isto, em 9 L de soro, ou seja, cerca de 85
a 95% do volume de leite utilizado na fabricagdo de queijos
resultam em soro, o qual contém aproximadamente metade dos
solidos do leite, sendo eles: proteinas soliveis, nitrogénio nao
proteico, sais minerais, vitaminas e, principalmente, a lactose
(Santos & Ferreira, 2001; Richards, 2002).

Sao constantes os esfor¢os para aproveitamento de residuos
agroindustriais em todo o mundo. Em particular o soro do leite,
pela abundancia de produgdo, caracteristicas nutricionais e
elevada capacidade poluente, tem sido, ha tempo, motivo de
varios estudos (Silva & Herman-Gomez, 2000; Valduga et al.,
2006; Madrona et al., 2009; Gabardo et al., 2011). Contudo,
faz-se necessario o estudo de formas para conserva-lo e utiliza-
lo minimizando problemas tanto de ordem ambiental como
nutricional, em beneficio da fauna, flora, animais domésticos
e do proprio homem, utilizando o soro como alimento de alto
valor nutricional.

As aplicagdes do soro sdo inumeras, englobando as
industrias de lacteos, carnes, misturas secas (para condimentar),
panificagdo (melhorar o valor nutricional, sabor e cor),
chocolate, cereais, aperitivos, bebidas, material combustivel,
fertilizante e alimentagdo animal, entre outros. Em virtude do
seu alto valor nutricional o soro de queijo se torna um substrato
atraente para sua utilizagdo em processos fermentativos para
obtengdo de varios produtos, como acido lactico, butanol e
etanol, entre outros. Segundo Alegre (1988) o aproveitamento
do soro para producao de etanol vem sendo estudado desde a
década de 40, tendo inicio em 1941, com o cientista Browne.

Florentino et al. (2007) estudaram o uso do soro de queijo
de coagulagdo enzimatica como matéria-prima para produgdo de
vinagre e os processos de fermentagao alcodlica e fermentagdo
acética. A primeira etapa consistiu no estudo da fermentacgao
alcoolica testando-se os dois tipos de levedura: a Kluyveromyces
lactis ATCC 5698 e a Saccharomyces cerevisiae, observando
que a produgdo de etanol com a Saccharomyces, cultivada em
soro acrescido de sacarose, foi aproximadamente quatro vezes
maior do que a producdo obtida com a Kluyveromyces lactis,
passando a adota-la com vista a producao de etanol.

Alguns problemas sdo encontrados quando se utiliza o
soro como substrato para a fermentacao alcoolica como, por
exemplo, o nimero limitado de micro-organismos capazes de
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metabolizar diretamente a lactose com produgao de etanol,
bem como o fato desses micro-organismos serem inibidos por
concentragdes moderadas do substrato (glicose) e do produto
(etanol) (Florentino, 2006).

Segundo Leite & Leal (2007) o etanol ja ¢, hoje, um grande
sucesso no Brasil como substituto da gasolina e seu futuro ¢
promissor com o advento de tecnologias de segunda geragao.
Pressionados pelos aumentos continuos do prego do petroleo,
beneficios que a expansdo da utilizagdo dos biocombustiveis
pode trazer para o setor agricola por meio da implantagdo de
projetos especificos para fins energéticos com o objetivo de
promover o desenvolvimento regional sustentavel e reducéo
das emissoes de gas carbonico, diferentes paises procuram
participar no novo e potencial mercado de energias alternativas
ao petroleo (Demirbas, 2007; Vertes et al., 2008, Masiero &
Lopes, 2008).

Tendo em vista o exposto objetivou-se, neste trabalho, a
producao de etanol a partir do lactossoro industrial, do queijo
coalho, utilizando a metodologia de planejamento fatorial e
analises de superficie de resposta.

MATERIAL E METODOS

A matéria-prima utilizada no trabalho foi o soro resultante da
produgdo de queijo “tipo Coalho” proveniente de uma Industria
de Laticinio localizada no Cariri Paraibano.

O soro foi coletado logo ap6s sua obtencdo, em recipientes
plasticos e transportado para o NUPEA (Nucleo de Pesquisa
e Extensdo em Alimentos) do Departamento de Quimica do
Centro de Ciéncias ¢ Tecnologia da Universidade Estadual da
Paraiba, onde foi desenvolvido este trabalho de pesquisa.

Inicialmente, o soro foi desproteinizado utilizando-se
o método acido e térmico, que consiste no abaixamento
do pH do soro para 4,6, através do acido citrico e depois o
aquecido a 90 °C (Floréncio et al., 2009a). Ap6s obtengdo do
material floculado o soro foi mantido em repouso até atingir
temperatura ambiente ¢ o aglomerado proteico retirado por
meio de filtragdo; em seguida, o soro foi analisado em termos
de gordura, proteinas, lactose, sais minerais, extrato seco
total e pH; enfim, a metodologia utilizada ¢ a descrita pelo
LANARA (Brasil, 1981).

O micro-organismo utilizado foi a Saccharomyces
cerevisiae (fermento comercial) da marca Fleischman®, com
70% de umidade, obtido em supermercados da cidade de
Campina Grande, PB.

A chaptalizagdo ¢ a etapa do processo em que se adiciona a
sacarose ao mosto para aumentar a quantidade total de agticar
e assim elevar o potencial teor de alcool (Brasil, 1997). Sendo
geralmente realizada quando o meio ndo tem quantidade
suficiente de agucares, como foi o caso do lactossoro, visto
que a levedura em estudo ndo degrada a lactose. Neste estudo
o soro serviu de substrato nutritivo para a levedura por ser uma
fonte rica em carbono e nitrogénio, entre outros.

Avaliou-se quantitativamente a influéncia das variaveis de
entrada (sacarose ¢ levedura) sobre a resposta (% de conversao)
por meio de um planejamento fatorial 22, totalizando 7
experimentos, sendo 4 distintos e 3 no ponto central, realizados
em Erlenmeyer de 2.000 mL, em triplicata.
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Com o planejamento fatorial simples observou-se que
apenas a média dos resultados se apresentou estatisticamente
significativa a nivel de 95% de confianga utilizando-se o
programa computacional Statistic 5.0. Como o modelo linear
nao foi estatisticamente significativo os niveis do planejamento
foram ampliados acrescentando-se niveis axiais (-0, +a) e se
realizando um planejamento fatorial 2% + configuragéo estrela
(composto central) (Rodrigues & Iemma, 2005). Com isto foi
acrescentada a configuragdo estrela, ficando uma matriz de
planejamento fatorial 22 + 3 pontos centrais + configuragao
estrela, totalizando 11 experimentos. A Tabela 1 mostra a matriz
com todos os experimentos.

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 22 com 3
repeticoes no ponto central mais configuragao estrela
(composto central)

Experimento Sacarose Indculo
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 -1,4142 0
9 +1,4142 0
10 0 -1,4142
11 0 +1,4142

Os ensaios foram monitorados realizando-se as seguintes
analises fisico-quimicas:

Teor alcodlico: Determinado por meio da leitura direta em
ebulidmetro.

Actcares redutores totais (ART): O método para obtengao de
ART se baseia na redug@o do DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico)
a acido 3-amino-5-nitrosalicilico a0 mesmo tempo com a
oxidagdo do grupo aldeido do agucar a grupo carboxilico. Com
0 aquecimento a solucao se torna alaranjada ao ser lida por meio
do equipamento espectrofotometro a 540 nm (Miller, 1959).

Concentracao celular: Na determinagdo da concentragdo
celular adotou-se o método de massa seca, que foi determinada
pela diferenca entre o peso final e o peso inicial e expresso em
g L1 (Triboli, 1989).

pH: Determinado utilizando-se um pHmetro digital (Brasil,
2005).

Acidez total, acidez fixa e acidez volatil: As concentragdes
de acidez total e acidez fixa foram determinadas pelo método de
titulagdo volumétrica (Brasil, 2005). A acidez volatil foi obtida
pela diferenga entre a acidez total e a acidez fixa.

Soélidos soluveis totais (°Brix): A leitura foi realizada por
meio de um refratdmetro de Abbé (Brasil, 2005).

Percentual de conversdo: O percentual de conversao para
produgdo de etanol a partir do lactossoro foi calculado por
meio da Eq. 1.

P.—P
%conversio = __(B-R) %100 (1
(S;—S;)x0,511
em que:
P, - concentragdo de etanol final

R. Bras. Eng. Agric. Ambiental, v.17, n.10, p.1088-1092, 2013.
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P, - concentragdo de etanol inicial
S, - concentragdo final do substrato
Si - concentragdo inicial do substrato

0,511 - fator estequiométrico. 1 g de ART produz 0,511 g
de etanol.

REsuLTADOS E DIscussAo

A Tabela 2 apresenta os resultados da caracterizagdo do
soro de queijo ap6s a remogao da proteina por meio do método
acido térmico.

Tabela 2. Médias dos componentes do soro de queijo
desproteinizado

Componentes Média
pH 4,93 + 0,06
Gordura (%) Tracos
Lactose (%) 3,57 +£ 0,06
Extrato seco total (%) 4,62 + 0,22
Sais minerais (%) 0,60 = 0,01
Proteina (%) 0,45 + 0,19

Para os resultados da Tabela 2 evidencia-se que ainda ha
uma alta concentracao de lactose no soro (3,57%). Analisando o
pH encontrado, que foi de 4,93, ele esta proximo ao observado
por Floréncio et al. (2009b) ao trabalharem com adsorgdo e
quantificagdo das proteinas do lactosoro por adi¢@o de quitosana
e correlagdo percentual ao método de coagulagcdo acido
térmico, que foi de 4,65%, trabalhando com o mesmo método
de separagao das proteinas (acido térmico), sendo o valor
observado muito importante visto que a faixa de pH 6tima para
desenvolvimento da levedura se mantém na faixa de 4,0-4,5.

Observando os valores relatados para o teor de gordura
(Tabela 2) constata-se que sua quantificagdo reduziu quase
que totalmente o que representa um resultado satisfatorio
visto que a gordura ndo participa do processo fermentativo,
constituindo-se um dos compostos que mais preocupam as
industrias de laticinios em virtude do seu alto poder poluidor,
quando descartado sem tratamento prévio. Os valores
encontrados sdo semelhantes aos achados por Florentino et
al. (2007) que utilizaram a mesma temperatura € 0 mesmo
método na precipitagdo, ¢ por Floréncio et al. (2009b)
comprovando, com isto, a eficiéncia na absor¢do do método
acido térmico.

A proteina encontrada no leite estd em torno de 3,5 a 3,6%
(Behmer, 1991). O teor de 0,45% observado no soro de queijo
“Tipo Coalho” desproteinizado, representa aproximadamente
12,5% das proteinas totais do leite que, muitas vezes, ¢
desperdicada.

Na Tabela 2 verifica-se que os teores encontrados para sais
minerais (0,60%) e extrato seco total (4,62%), estdo proximos
aos indicados por Florentino et al. (2007) que trabalharam com
soro de queijo “tipo Coalho” de queijeira artesanal evidenciando
que, na produgdo de etanol, esses compostos servirdo de
nutrientes para o desenvolvimento do micro-organismo.

Os ensaios foram realizados em biorreatores acompanhando
o processo por 48 h, com adi¢do de sacarose e indculo em
diferentes porcentagens, como mostra a Tabela 3, seguindo
o planejamento fatorial 22 + 3 pontos centrais + configura¢do
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estrela (composto central) e se estabelecendo, como variavel
resposta, a % de conversao.

Tabela 3. Condicoes dos ensaios do planejamento
fatorial 22 + 3 pontos centrais + configuracao estrela
(composto central) com sua respectiva variavel

resposta
Experimento Sacarose Al Inéculo % de c(g:)versao
! - (100) -(9) 70,77
2 + (160) -(3) 72,57
3 - (100) +(9) 52,80
4 + (160) +(9) 47.42
5 0 (130) 0 (6) 5410
6 0 (130) 0(6) 50,65
7 0 (130) 0 (6) 47,80
8 -1,4142 (38) 0 (6) 74,06
9 +1,4142 (222) 0 (6) 55 01
10 0 (130) -1,4142 (1,8) 76,14
1L 0(130) 1,4142 (10,2) 56.09

Os valores da analise de variancia para o modelo quadratico
para 95% de confianga estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Andalise de varidncia para o modelo
quadratico

SQ GL MaQ Teste F
Regressao 1098,18 5 219,640 7,10
Residuo 154,71 ] 30,942
Falta de ajuste 0 -
Erro puro 154,71 5
Total 1252,93 10
R? (%) 87,65
F tabelado 9555 5,05
SQ - Soma quadratica; GL - Grau de liberdade; MQ - Média quadratica
O F calculado foi 7,10 ¢ o F tabelado . .. (Rodrigues

& Iemma, 2005) foi 5,05, observando que o modelo ¢
estatisticamente significativo para 95% de confiang¢a visto que
arazdo entre F calculado e F tabelado foi 1,40. Segundo Barros
Neto et al. (2005) para que o modelo tenha validade estatistica,
de acordo com o Teste F, o valor darazio F calculado em relacao
a F tabelado deve ser acima de 1,0. O modelo codificado esta
apresentado na Eq 2, com os coeficientes estatisticamente
significativos em negrito. Observa-se, na Eq. 2, que o modelo
apresenta os coeficientes com seus erros padrdao em que S € a
sacarose e I o inoculo.

% de Conversao = 50,85+3,71-3,82+1,97S-8,93 +1,97L—

2
— 1,80+2,78SL+5,73+2,34S> + 6,52 + 2,341 @)

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

Na Figura 1 verifica-se que o efeito da concentracdo de
indculo, tanto para o efeito principal como para o quadratico,
mostrou-se estatisticamente significativo. Com relacdo aos
outros efeitos (sacarose quadratica, sacarose linear e interagao
entre as variaveis sacarose e inoculo) ndo apresentaram
significancia estatistica a nivel de 95% de confianga.

A Figura 2 apresenta a superficie de resposta gerada pelo
programa Statistic 5.0 com base na varidvel dependente do
percentual de conversao.
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0

Sacarose x Inéculo

Inéculo (linear) -4.543

Inéculo (quadrético)

.

Sacarose (quadratico)

Sacarose (linear)

p=,05

Efito estinado (valor absoluto)

Figura 1. Gréfico de Pareto para o % de conversdo

Rendimento (%)

Figura 2. Superficie de resposta para o % de conversao

Observa-se, na Figura 2 que, fixando o valor da concentragao
de indculo abaixo de 6 g L' e concentragdo inicial de sacarose
em 100 g L', 0 % de conversdo é maximo para 0 processo
em estudo (76,14%). Florentino et al. (2007) obtiveram, ao
trabalhar com o mesmo indculo na concentragdo de 100 gL' e
adicionando 100 g L' de sacarose, um percentual de conversao
maximo de 14,02% sinalizando que o processo do presente
estudo se mostrou mais eficiente.

Lopes & Silva (2006) obtiveram, trabalhando com a
claboragao de fermentados a partir do figo-da-india, um
percentual de conversdo maximo de 100% para a polpa do
fruto da palma forrageira, com adi¢do de 15 g L! de levedura
(Saccharomyces cerevisiae) e 11°Brix, percentual este bem
superior ao encontrado neste estudo.

A adig@o de sacarose ¢ necessaria haja vista que a levedura
Saccharomyces cerevisiae nao utiliza a lactose presente no
meio mas agucares fermentesciveis (glicose e frutose), que sdo
produtos da hidrolise da sacarose no processo de fermentacao
alcoolico (Vertes et al., 2008; Gabardo et al., 2011). O meio

R. Bras. Eng. Agric. Ambiental, v.17, n.10, p.1088-1092, 2013.
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soro de queijo desproteinizado mostrou-se adequado para a
producao de etanol.

CONCLUSOES

1. O método 4cido térmico apresentou-se satisfatdrio para
a remogdo das proteinas do lactossoro do queijo tipo coalho.

2. O melhor percentual de conversdo (76,14%) do soro
do queijo tipo coalho foi obtido com a adi¢do de 100 g L
de sacarose e 6,0 g L' de levedura evidenciando, assim, uma
alternativa tecnicamente viavel para produgdo de etanol no Pais,
além de reduzir o potencial poluidor deste residuo.
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