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Fermentacao alcodlica de caldo de cana utilizando gr dos de kefir?

Alcoholic fermentation of sugar cane juice with kefir granules

Anita Saraiva Dor nelles? e Sudli Rodrigues®

Resumo - A principa matéria-primautilizadano Brasil parafermentagéo alcodlica é acana-de-aglcar ealevedura
Saccharomyces cerevisae € 0 microrganismo mais utilizado na maior parte das destilarias. Entretanto, outros
microrganismos sdo também capazes de produzir etanol utilizando matérias-primas agucaradas como substrato.
Neste trabal ho, é apresentado um estudo de viabilidade para producéo de etanol através da fermentagéo alcodlica
com granulosdekefir utilizando cal do-de-canacomo substrato. Os gréos dekefir sdo constituidos de umamicrofliora
variada, tendo como principais constituintes bactérias do género lactobacilos e leveduras (Saccharomyces,
Kluyermyces, Candida e Pichia). Estes granul os s&o tradicional mente utilizados para producao de | eites fermen-
tados de baixo teor alcodlico. A producéo de bebidas alcodlicas através destes granulos nunca foi estudada.
Através de um planejamento fatorial, foi possivel verificar ainfluéncia do teor de aglcar e massa de in6culo no
rendimento em etanol para fermentacdes conduzidas com os granulos de kefir e com o fermento de panificagcdo
(Saccharomyces cerevisae). Embora o fermentado obtido com o kefir tenharesultado em maiores teores de acticar
residual e menoresteores de etanol e quando comparado com afermentag&o com alevedura, o produto apresentou
aromadiferenciado e agradavel, sendo de potencial aplicacdo para producgéo de dcool potével (cachaca e aguar-
dente de cana).

Termos para indexacgéo: plangjamento fatorial, producgéo de etanol e kefir.

Abstract - Sugar caneisthemain raw material usedin Brazil in acoholic fermentation and the yeast Saccharomyces
cerevisae isthe main microorganism used in industrial distillers. However, other microorganisms are also able to
produce ethanol using substrates containing sugars. In thiswork, kefir granuleswere employed to produce ethanol
using sugar cane molasses as substrate. These granules are composed by several microorganisms that include
bacteria (lactobacilli) and yeasts (Saccharomyces, Kluyermyces, Candida and Pichia). Kefir granules are
traditionally used to produce fermented milk with low alcohol content. The production of alcoholic beverages
using kefir granules was never studied before. Using a factorial design we can observe the influence of the sugar
concentration and the initial biomass in the ethanol yield for the fermentation using kefir granules and baker’s
yeast (Saccharomyces cerevisae). In spite of the obtained product with kefir presented higher levels of residual
sugars and lower ethanol levels, the obtained fermented broth using kefir presented a pleasure and unique odor
than the one obtained using baker’s yeast. The Process with kefir showed good potential to produce potable
alcohol (sugar cane spirits).

Index terms: factorial planning, ethanol production and kefir.
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I ntroducéo

A cana-de-aglicar € uma matéria prima abundante
e de baixo custo no mercado brasileiro o que possibilitaa
producdo de etanol em larga escal a para diversos usos que
variam desde o uso combustivel até o consumo humano
através da producéo de cachaca. O Ceara ocupa um lugar
privilegiado dentre os grandes produtores de cachaca do
Brasil (4° lugar dentre os produtores nacionais).

Deacordo com Athanasiadeset al. (2002), osgréos
de kefir sdo constituidos de uma microbiota variada, ten-
do como principais constituintes bactérias do género
lactobacilos e leveduras (Saccharomyces, Kluyermyces,
Candida e Pichia). Estes granulos tém sido utilizados ha
milénios na produgéo de um fermentado abase de leite de
diversos animais (vaca, bufala, égua, cabra, etc) em di-
versos paises. A bebida fermentada a base de leite é
freglientemente associada a longevidade sendo conside-
radaterapéutica. As atribuicoes da bebida tém despertado
o interesse de outros mercados e encoragjado a pesquisana
area, recentemente.

O atual processo de producgéo de cachaga e aguar-
dente, utiliza leveduras (Sacharomyces cerevisae) como
agente fermentador e matérias primas acgucaradas tais
como: melago e caldo-de-cana. O principal processo pro-
dutivo érealizado em batelada. Neste trabalho, 0 processo
fermentativo foi conduzido utilizando-se grénulos de kefir
em caldo-de-cana como substrato com afinalidade de ava-
liar o potencia da utilizac&o do kefir na produgéo de etanol
para posterior fabricacdo de cachaca e aguardente.

Material e M étodos

Micror ganismos

O kefir utilizado neste trabalho é pertencente ao
Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC/DETAL/UFC).
Os granul os sdo mantidos em solug&o aquosa de rapadura
a temperatura ambiente sendo repicados uma vez por se-
mana em meio de cultivo novo obtido através da diluicéo
da rapadura em agua. Ja a Saccharomyces cerevisae uti-
lizada neste trabalho foi obtida na forma seca (fermento
seco de padaria) junto ao comércio local.

Analise da matéria prima

Como substrato para a fermentacéo foi utilizado
caldo-de-cana fresco adquirido no comercio local. O cal-
dofoi caracterizado quanto ao teor de sdlidostotais (°Brix)
por refratometria, pH inicia e teor de aglcares determi-

nados pelo método do DNS, conforme Miller (1959), apos
inversdo com HCI, conforme Pregnolatto & Pregnolatto
(1985). Para determinac&o dos agucares redutores foi uti-
lizado um espectrof otdmetrometro Micronal modelo B512.
O pH foi determinado por potenciometria direta utilizan-
do um pHmetro Marconi modelo PA 200, o teor de soli-
dos totais foi determinado por refratometria através de
um refratdbmetro de campo Optech (0-32 %). Todas as
andlises foram feitas em triplicata.

Fermentacéo

Os ensaios foram realizados através de um plane-
jamento fatorial 22 com um ponto central, conforme Bar-
ros Neto et al. (2002), onde foram variados a massainici-
al de in6culo e o teor inicial de solidos totais do
cal do-de-cana (concentragéo de sacarose). Os experimen-
tos se constituiram de cinco ensaios de fermentag&o, utili-
zando a levedura Saccharomyces cerevisae e mais cinco
ensaios utilizando grénulos de kefir, sendo realizado um
planejamento para alevedura e um para kefir. Ambos os
plangjamentos foram realizados em duplicata, tanto para
o kefir como paraaleveduraamassadeinéculoinicial foi
cal culadaem base seca (amassaUmidade kefir é aproxima:
damente 10 vezes maior que sua massa Seca).

A Tabela 1 apresentaos niveis dos fatores conside-
rados no planejamento, o teor de aglcar correspondente
aoteor inicial desdlidostotaiseo pH inicial do meio. Para
obtenc¢do dos valores apresentados na Tabela 1 o caldo
brutofoi diluido sendo utilizado um volumefinal de50mL.
A variagdo do pH se deveadilui¢éo do caldo, umavez que
n&do foram realizadas corre¢fes no mosto.

A fermentag8o foi conduzida estaticamente a tem-
peratura ambiente (30 °C) em Erlenmeyers de 250 mL
protegidos com tampGes de algodéo por 7 dias. Apos este
periodo foram analisados o teor de etanol, de aglcares
residuais, de sdlidos totais e o pH final do meio. Os re-
sultados obtidos foram avaliados através de graficos de
superficie de resposta com suporte do software Statistica
5.0v (Statsoft).

Tabela 1 - Condigbes iniciais da fermentacdo (kefir e S.
cerevisae).

Ensaio Biomassaem  °Brix Acucares P
b. seca(g/50mL) iniciais(g/L)

1 250 190 121,44 4,96

2 250 98 79,20 511

3 1,25 190 121,44 4,96

4 1,25 98 79,20 511

5 1,88 14,0 107,80 5,06
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Andlise do caldo fermentado

Decorrido os 7 dias de fermentacéo as células fo-
ram removida por centrifugacéo a 11806 g por 10 minu-
tos utilizando-se uma centrifuga Sigma 6-15, e o caldo
fermentado foi analisado quanto ao agUcar residual, teor
de sdlidos totais, pH e teor alcodlico sendo este Ultimo
analisado por ebuliometriaconforme Atkins (1994).0 ren-
dimento do processo foi calculado em termos da razéo
entre o etanol produzido e o aglcar consumido conforme
equacdo a seguir:

Etanol produzido (g/L)

Rendimento(%) = — -
Acgticar consumido (g /L)

x 100 @

Resultados e Discussao

Neste trabal ho, afermentacdo alcodlicafoi avalia-
da através da determinagéo de suas variaveis majoritarias:
acUcar residual (ndo consumido); teor de etanol produzido
durante afermentac&o e rendimento do processo. Na Tabe-
la 2 sfo apresentados os resultados obtidos apos 7 dias de
fermentac&o com os gréos de kefir, enquanto que a Tabela
3 apresenta os resultados obtidos apés 7 dias de fermenta-
¢80 com a Saccharomyces cerevisae.

De acordo com os resultados apresentados nas Ta-
belas 2 e 3 verifica-se, de forma geral, que o pH fina
obtido para as fermentac6es realizadas com o kefir € mais
baixo que o obtido para os ensaios realizados com a leve-
dura. Osvalores mais baixosde pH se devem aumamaior

Tabela 2 - Resultados obtidos para o caldo fermentado com kefir.

Acucar residual Etanol Rendimento

Ensaio °Brix L) pH (L) %)
1 5 417 321 41,60 3547
2 3 0,99 3,18 20,00 2557
3 6 4,40 310 44,00 37,59
4 3 2,26 29 16,00 20,80
5 4 2,30 308 24,00 2,75

Tabela 3 - Resultados obtidos para o caldo fermentado com a
Saccharomyces cerevisae.

Ensaio °Brix Aclcar residual pH Etanol Rendimento

(gL) QL) (%)
1 8 212 448 6640 5565
2 5 0229 435 1680 2127
3 7 2,069 420 6720 5629
4 4 029 384 2480 3142
5 6 0,359 418 5600 5211
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producao de acidos organicos pel o kefir, que contém além
de leveduras, bactérias | &ticas. Observa-se também que a
fermentag@o com o kefir apresentou niveis um pouco su-
periores de aglcar residual quando comparado com afer-
mentacdo com a levedura. A fermentacdo com levedura
guando apresenta rendimentos maximos na faixa de 50%
quando todo o agUicar € consumido, Aquaroneet al. (2001).
Dessa forma, pode-se dizer que os resultados apresenta-
dos na Tabela 3 paraos ensaios 1; 3 e 5 sdo concordantes
com os esperados para este processo. Entretanto os resul-
tados obtidos nas condi¢des dos ensaios 2 e 4 ficaram
abaixo do esperado. Os resultados apresentados nas
Tabelas 2 e 3 em termos de etanol produzido e rendimento
foram analisados através de gréficos de superficie de res-
posta apresentados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 - Superficie de resposta do etanol produzido em
fungdo da biomassa inicial e do (agUcar inicial e da biomassa
inicial. a) utilizando gréos de kefir; b) utilizando a levedura
Sacchamoyces cerevisae.
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Figura 2 - Superficie de resposta do rendimento etanol produ-
zido em fungéo da biomassainicial e do aglcar inicial. @) utili-
zando alevedura Saccharomyces cerevisae; b) utilizando kefir.

Os resultados apresentados na Figura 1 (&) indi-
cam que quanto maior a quantidade de agUcar inicial,
maior € a quantidade de etanol produzido. A biomassa
inicial ndo exerce umainfluéncia significativa no teor de
etanol produzido. O mesmo perfil é observado nos resul-
tados apresentados pela Figura 1(b), onde a quantidade
de etanol produzido também éfortementeinfluenciadapela
quantidade de acucar inicial. Entretanto, no caso da fer-
mentacdo com alevedura, aFigura 1(b) mostraque aele-
vacdo da biomassa pode causar umaligeira queda no teor
de etanol produzido. Comprando-se os teores alcodlicos
finais obtidos para o kefir e para a levedura observa-se
que, de forma geral, os teores alcodlicos obtidos com a
levedura sdo maiores. Na Figura 2 € apresentado o rendi-
mento em etanol obtido para as fermentaces em estudo.

Osresultados apresentados naFigura 2 indicam que
guanto maior o teor de aglicar maior o rendimento em
etanol do processo para ambos 0s microorganismos utili-
zados. Estes resultados s@o coerentes com os resultados
apresentados na Figura 1. Comparando-se os rendimen-
tos obtidos para os dois microrganismos empregados ve-
rifica-se que rendimentos significativamente superiores
sdo obtidos para a levedura. Os rendimentos maximos
obtidos para ambos os processos (kefir e levedura)
correspondem ao ensaio nimero 3 (Tabela 1), tendo sido
obtido um rendimento maximo em etanol de 37,59%
quando se utilizao kefir €56,29% quando se utilizaaleve-
dura. Vale ressaltar que o produto fermentado obtido com
o kefir resultou em um aromamais agradavel que o obtido
quando a levedura é utilizada.

AsFiguras 3 e 4 apresentam a estimativados efei-
tos principais do aglcar e dabiomassainicial naprodu-
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Figura 3 - Efeitos estimados para a producéo de etanol.
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Figura 4 - Efeitos estimados para o rendimento em etanol.
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¢do e no rendimento do etanol para as fermentagdes em
estudo.

Os efeitos apresentados na Figura 3 confirmam as
observacOes feitas para a Figura 1, onde a biomassa tem
um efeito muito pegueno quando comparado com o agUcar
inicial sendo inclusive um pouco negativo no caso dafer-
mentacdo da levedura. Os efeitos apresentados na Figura
4 confirmam as observacOes feitas para a Figura 2 onde
novamente a biomassatem um efeito pequeno em relacéo
ao agUcar inicial. Os efeitos deinteragdo ndo foram signifi-
cativos e por isso ndo foram apresentados.

Conclusao

De acordo com os resultados obtidos esta fermen-
tacdo é viavel, uma vez que houve consumo de aglicar e
producdo de etanol. A fermentag&o da levedura
Saccharomyces cerevisae, resulta em uma maior quanti-
dade de etanol produzido, quando comparada com a fer-
mentacdo dos granulos de kefir.
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