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Il Resumo

O presente estudo visou a producéo e caracterizagdo de uma nova bebida
alcodlica através da fermentacdo descontinua do soro de queijo e posterior
destilagdo do produto fermentado. Os ensaios fermentativos foram conduzidos
a 35 °C e 150 rpm por 92 h, em um bioreator de 7 L (volume total) empregando
a levedura Kluyveromyces fragilis. O destilado foi separado em trés fracdes
de acordo com a concentracdo de etanol: a cabeca (>80% v/v), o coracao
(80-40% v/v) e a cauda (<40% v/v). A fracdo do coragao foi diluida para um
teor alcoolico de 40% v/v e 0s principais compostos volateis (ésteres e alcodis
superiores) foram determinados por Cromatografia Gasosa com detector de
ionizacao de chama (CG-DIC) e Cromatografia Gasosa com Espectrometria de
Massa (CG-EM). A fragdo do coracao foi também submetida a analise sensorial
por um painel de julgadores treinados visando estabelecer descritores visuais,
olfativos e gustativos. Com este trabalho concluiu-se que é possivel obter uma
bebida destilada com odor e gosto agradaveis a partir da fermentacéo do soro
de queijo.

Palavras-chave: Soro de queijo; Etanol; Kluyveromyces fragilis; Destilagcdo;
Fermentacdo; Andlise sensorial.

Il Summary

The present study aimed the production and characterization of a new
alcoholic beverage through discontinuous fermentation of cheese whey and
subsequent distillation of the fermented product. The fermentative assays were
performed at 35 °C and 150 rpm during 92 h in a 7-L bioreactor (total volume)
using the yeast Kluyveromyces fragilis. The distillate was separated into three
fractions according to the ethanol concentration: the head (>80% v/v), the heart
(80-40% v/v) and the tail (<40% v/v). The heart fraction was diluted to an alcoholic
content of 40% v/v and the main volatile compounds (esters and higher alcohols)
were determined by gas chromatography with a flame ionization detector (GC-FID)
and gas chromatography with mass spectrometry (GC-MS). The heart fraction
was also submitted to sensory analysis by a panel of trained assessors aiming to
establish visual, olfactory and gustatory descriptors. It was concluded that it is
possible to obtain a distilled beverage with pleasant odor and taste from cheese
whey fermentation.

Key words: Cheese whey, Ethanol; Kluyveromyces fragilis; Distillation;
Fermentation; Sensory analysis.
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Il 1 Introducao

O soro de queijo ou soro de leite é o liquido resul-
tante da coagulac&o do leite durante a elaboragéo do
queijo. O potencial poluidor deste subproduto (DBO =
30000 - 50000 ppm) é aproximadamente 100 vezes maior
que o do esgoto doméstico. Porém, pelo alto custo de
implantag&o, a instalagdo de uma planta de tratamento
biolégico de soro, muitas vezes torna-se inviavel para a
maioria das industrias de laticinios. Consequentemente,
grande parte do soro de queijo produzido em diversas
partes do mundo ainda é incorporada as aguas residuais
dos laticinios, sendo a principal fonte poluidora do meio
ambiente gerada por esse setor (MARWAHA e KENNEDY,
1988).

Para atender as legislagdes ambientais, as indus-
trias tém buscado alternativas para seu aproveitamento
ao invés do descarte. As proteinas contidas no soro, por
exemplo, podem ser separadas por ultrafiltracéo e utili-
zadas como suplemento alimentar ou como matéria-prima
para a fabricagdo de produtos nutricionais. Entretanto,
a recuperacdo das proteinas pouco contribui para a
diminuicdo da carga poluente do soro, formada princi-
palmente pela lactose presente no permeado (MAWSON,
1994).

Sabendo-se que a lactose é responsavel pela alta
demanda biolégica de oxigénio, diversos processos
fermentativos tém sido propostos como alternativa para
reduzir o problema de desperdicio e disposi¢do do soro
de queijo. Tanto o soro quanto o permeado de soro
(subproduto da producé&o de proteinas do soro) ou a
lactose podem ser utilizados diretamente como substrato
para o crescimento microbiano visando a obtencéo de
produtos de maior valor agregado, tais como: proteinas
unicelulares, alcodis (etanol, butanol), &cidos organicos
(lactico, acético, propidnico e citrico), vitaminas e biopo-
limeros (goma xantana) (YANG e SILVA, 1995).

Nos ultimos anos, vérias pesquisas tém sido
realizadas utilizando o soro de queijo para a producgéo
de bebidas de baixo teor alcodlico (KOURKOUTAS
et al., 2002; PARRONDO et al., 2000a; b). No entanto,
a elaboracéo de bebidas destiladas a partir do soro de
queijo tem sido pouco explorada. Desta forma, visando
avaliar novas possibilidades de aproveitamento deste
subproduto industrial, o presente trabalho propée a
elaboracéo e caracterizacdo de uma bebida destilada
a partir do fermentado alcodlico resultante da biocon-
versao da lactose do soro em etanol, utilizando a levedura
Kluyveromyces fragilis. Essa espécie de microrganismo
foi escolhida devido a sua capacidade de crescer em
meios que contém lactose (uma vez que s&o poucas
as espécies que metabolizam este carboidrato) com
elevados rendimentos e sem a producao de toxinas.
Além disso, a utilizacdo desta levedura em produtos
alimenticios é autorizada pela Administracdo de Drogas
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e Alimentos (FDA) dos Estados Unidos (PARRONDO
et al., 2000a).

I 2 Material e métodos

2.1 Microrganismo e preparo do inéculo

A levedura Kluyveromyces fragilis utilizada neste
trabalho foi escolhida da colec&o de culturas do Depar-
tamento de Engenharia Bioldgica, Universidade do Minho
(Portugal) e mantida em placas de agar YPD a 4 °C.

O cultivo do inéculo foi preparado em frascos
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de uma solucéo
de soro de queijo em po (50 g.L' de lactose) mantida
em incubadora de movimento rotatério (200 rpm) a 30 °C
durante 24 h.

2.2 Preparo das solugdes de soro de queijo em pé

O soro de queijo em po foi fornecido pela empresa
Lactogal (Porto/Portugal). As solu¢bes de soro de
queijo em pd com diferentes concentracdes iniciais de
lactose foram acidificadas com acido citrico (1 M) até
pH 5 e desproteinizadas mediante tratamento térmico
(115 °C, 15 min). O precipitado formado foi separado
por centrifugacao a 8500 rom e 10 °C durante 15mine o
sobrenadante foi utilizado como meio de fermentacéo.

2.3 Condigdes da fermentacao e destilacao

Os ensaios fermentativos foram conduzidos em
um bioreator de 7 L (volume total) contendo 5 L de
meio composto por uma solugcdo de soro de queijo em
pd com concentragdo inicial de lactose de 200 g.L-". A
fermentac&o do soro de queijo com concentragdo inicial
de inoculo de 1 g.L" foi mantida a 35 °C e 150 rpm
durante 92 h. Os experimentos foram realizados em
duplicata. O fermentado alcodlico obtido nesses ensaios
foi centrifugado a 8500 rpm e 10 °C durante 15 min para
remocg&o das leveduras e o sobrenadante foi utilizado
para destilacao. Durante o processo de destilacédo foram
recolhidas amostras de 20 mL cada, as quais foram anali-
sadas para determinacdo da concentracao alcodlica e
posteriormente separadas em 3 fragdes de acordo com
a concentracéo de etanol presente: cabeca (>80% v/v),
coracéo (80-40% v/v) e cauda (<40% v/v).

2.4 Métodos analiticos

Amostras de meio foram centrifugadas a 4000 rpm
durante 10 min e 0 sobrenadante foi utilizado para quanti-
ficar as concentracoes de lactose e etanol no decorrer do
processo fermentativo. O sélido remanescente foi lavado
com agua destilada e centrifugado, sendo posteriormente
diluido com &gua destilada para analise da biomassa.
A concentracao de biomassa foi determinada espectro-
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fotometricamente a 600 nm. Durante a fermentacéo, as
concentracdes de lactose e etanol foram quantificadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
um cromatégrafo equipado com detector de indice de
refracéo (Jasco 830-RI) e coluna Chrompack (300 x
6,5 mm) a 60 °C, utilizando &cido sulfdrico 5 mM como
eluente em um fluxo de 0,5 mL.min™", e um volume de
amostra de 20 pL. Os principais compostos volateis da
bebida destilada foram determinados por cromatografia
gasosa (CG) com detector de ionizagdo de chama e
cromatografia gasosa com espectrometria de massa
(CG-EM) de acordo com metodologia previamente esta-
belecida (DRAGONE et al., 2009).

I 3 Resultados e discussao

A fermentacao da solugao de soro de queijo em pd
com uma alta concentragéo inicial de lactose (200 g.L™")
permitiu obter um fermentado alcodlico com um teor de
etanol de 9,6% v/v, apds 92 h (Figura 1). Alguns autores
tém relatado que a utilizagao de soro de queijo em po
em vez do soro de queijo bruto (sem tratamento) propor-
ciona uma fonte concentrada de lactose e de outros
nutrientes que permitem um proceso mais econdémico
para a producao de etanol (OZMIHCI e KARGI, 2007b; c).
Segundo esses autores, 0s custos da destilacdo podem
ser reduzidos mediante a fermentacdo de solucdes
concentradas de soro de queijo em po (até 200 g.L" de
lactose) que possibilitam teoricamente alcancar elevadas
concentracdes de etanol (10-12% v/v). De acordo com
Ozmihci e Kargi (2007a), o custo de produgéo do soro
de queijo em po a partir do soro de queijo pela secagem
por pulverizagdo ou em tambor varia entre U$S 0,20 e
0,40/kg de soro, 0 que permite compensar os custos da
destilacéo para a producgéo de etanol puro.
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Figura 1. Variacdo das concentragdes de lactose, etanol
e biomassa durante a fermentacdo da solucdo de soro de
queijo em po pela levedura Kluyveromyces fragilis a 35 °C e
150 rpm.
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Apo6s a destilacdo do fermentado alcodlico, a
fracdo do coracao foi diluida para um teor de etanol
de 40% v/v, e posteriormente foram analisados seus
principais compostos volateis por cromatografia gasosa
(CG) com detector de ionizagdo de chama (Figura 2)
e cromatografia gasosa com espectrometria de massa
(CG-EM).

Os resultados mostraram que os alcodis superiores
foram o grupo mais abundante de compostos volateis
presentes nessa fracdo, com os alcodis isoamilico,
isopentilico, isobutilico e 1-propanol, encontados em
maiores quantidades (Tabela 1).

Segundo Cortés Diéguez et al. (2001), os alcodis
superiores correspondem ao grupo de maior concen-
tracdo nas bebidas destiladas. A legislagcado europeia
estabelece uma concentracdo minima para esses
compostos aromaticos em destilados de 140 g.hL™" de
alcool absoluto (AA). A bebida destilada obtida neste
estudo apresentou uma concentracdo de alcodis supe-
riores (254 g.hL" AA) acima dessas exigéncias minimas,
cumprindo portanto com a legislagao europeia.

Dentre os ésteres, o acetato de etila foi o que
apresentou a maior concentragdo (15,6 mg.L™"). Esse
composto exerce um efeito significativo nas caracteris-
ticas organolépticas dos vinhos e das bebidas destiladas.
Sua presenca em baixas concentragdes resulta em um
agradavel aroma frutal, proporcionando por outro lado
caracteristicas de deterioracdo quando encontrado em
niveis superiores a 150 mg.L-' (APOSTOLOPOULOU et al.,
2005). De acordo com Mingorance-Cazorla et al. (2003),
concentracdes elevadas de acetato de etila indicam uma
provavel contaminacdo por bactérias acéticas. Portanto,
a concentracéo de acetato de etila no destilado de soro

501
40+ 6

30+

mVolts

20+
1041 I 9
0 L | - A N

-104,

=5
(—

Min

Figura 2. Cromatograma (CG/DIC) dos compostos vola-
teis encontrados na fragdo do coracédo (40% v/v etanol) da
bebida destilada: 1) acetaldeido; 2) acetato de etila; 3) etanaol,
4) 1-propanol; 5) 2-metil-1-propanol; 6) 2-metil-1-butanol,
7) 3-metil-1-butanol; 8) 4-nonanol; 9) 2-feniletanol.
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Tabela 1. Concentrac&do dos principais compostos volateis
presentes na bebida destilada.

Composto Concentracao
(Mg.L™)
Alcodis  3-metil-1-butanol (isoamilico) 332300
2-metil-1-propanol (isobutilico) 264600
1-propanol 316800
2-metil-1-butanol (isopentilico) 82200
2-feniletanol 19700
1-butanol 137
1-hexanol 8
Esteres Acetato de etila 15600
Octanoato de etila 267
(Caprilato de etila)
Butanoato de etila 145
(Butirato de etila)
Hexanoato de etila 102
(Caproato de etila)
Aldeidos Acetaldeido 9500

Furfural 394

Acidos  Acido hexadecanoico 2409
(Acido palmitico)
Acido tetradecanoico 2003
(Acido meristico)
Acido dodecanoico 1404
(Acido laurico)
Acido decanoico (Acido caprico) 923
Acido octanoico (Acido caprilico) 799
Acido hexanoico 598
(Acido caproico)

Terpenos Linalol 13

de queijo obtido neste trabalho apresentou um nivel
apropriado para conferir um aroma agradavel.

Além dos alcodis superiores e ésteres, outros
componentes, incluindo aldeidos, 4cidos e terpenos,
foram também identificados na bebida destilada. Dentre
os aldeidos, o acetaldeido foi o composto encontrado
em maior proporcado (9,5 mg.L™"). De acordo com
Silva e Malcata (1999) o acetaldeido e seu dietilacetal
(1,2-dietoxietano) sdo normalmente responsaveis por
mais do 90% do conteldo total de aldeidos em bebidas
destiladas. Esse composto € um subproduto da fermen-
tacdo alcodlica e apresenta descritores sensorials que
variam desde 0 aroma de nozes e xerez até o de macés
maduras (FUGELSANG, 1997). O furfural apresentou uma
baixa concentracdo (394 ug.L™), bem menor do que o
nivel considerado como limiar de seu odor (88000 pg.L™)
(ESCUDERO et al., 2004). Esse composto é formado
durante a destilacdo devido a degradacao de acucares
fermentaveis (pentoses) pelo aquecimento em condicdes
acidas e/ou reacdes de Maillard (MANGAS et al., 1996).
Desta forma, altas concentracées de furfural podem
ser atribuidas a presenca de elevadas quantidades de
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Tabela 2. Descritores visuais, olfativos e gustativos da bebida
destilada obtida a partir da fermentagéo de solugao de soro
de queijo em po.

Descritores
Fase olfativa

Fase visual

Fase gustativa

Cristalino Tostados Suave
Limpo Pedra de carboneto Muito agradavel na
boca
Brilhante Defumado Retronasal igual que
em nariz
Algo velado Lembra a genebra Sensacéo doce
Necessita Frutos secos Ligeiramente picante
filtracédo Creme de Uisque-leite Largo na boca
Requeimado Untuoso
Leite queimado
Agradavel
Lacteos

pentoses residuais devido a condicdes de fermentacéo
inadequadas. Seu odor esta associado com o de amén-
doas amargas e canela (APOSTOLOPOULOQU et al.,
2005). A Tabela 1 mostra que o acido hexadecanoico
apresentou a concentracdo mais elevada dentre os
acidos graxos de cadeia longa, seguido pelos acidos
tetradecanoico, dodecanoico, decanoico, octanoico e
hexanoico. Segundo Silva e Malcata (1999), esse tipo de
acidos exerce um pequeno efeito no flavor das bebidas
destiladas.

Apoés caracterizada, a fracdo do coracdo da bebida
destilada foi submetida a uma andlise sensorial por um
painel de julgadores treinados (Misién Biolégica de
Galicia (CSIC), Pontevedra/Espanha) visando estabelecer
descritores visuais, olfativos e gustativos. Os resultados
dessa analise estédo apresentados na Tabela 2. Conforme
observado, nas fases olfativa e gustativa, a bebida
destilada obtida a partir da fermentagédo da solucéo de
soro de queijo em pé foi julgada como agradavel e muito
agradavel, respectivamente.

Il 4 Conclusbdes

O presente trabalho permitiu concluir que é
possivel obter uma bebida destilada com odor e gosto
agradaveis a partir da fermentacao de uma solucéo de
soro de queijo em p6 com elevada concentracéo inicial
de lactose (200 g.L"). A andlise dos principais compostos
volateis confirmou que a bebida cumpre com as exigén-
cias estabelecidas pela legislag&o europeia para a
producéo de destilados.
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