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PROCESSO BIOTECNOLOGICO PARA APROVEITAMENTO DE SORO OBTIDO NA
PRODUGAO DO QUEIJO DE COALHO

RESUMO

O soro de queijo é um subproduto de importante relevancia na industria
queijeira. Tendo em vista o elevado volume produzido e sua composi¢do nutricional, o
aproveitamento deste produto é de suma importancia. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um processo biotecnolégico para obtengdao de compostos de alto valor
agregado através da fermentacdo do soro de queijo coalho. Foram realizadas
fermentagdes com o soro utilizando a levedura kluyveromices lactis nas concentragdes
iniciais de 9,0 g/L e 19,0g/L e com o soro in natura (ndo esterilizado). Em relagdo as
caracteristicas fisico-quimicas observou-se que houve acentuado consumo de
proteinas e lactose e aumento no teor de acidez total em todas as fermentacgdes
realizadas, sendo obtido valores maiores durante a fermentagdo do soro com a
levedura na concentragdo inicial de 9,0 g/L. Determinou-se a curva de crescimento
microbiano para todas as fermentac¢ées, onde coletou-se uma amostra de fermentado
de cada fase (14, 30 e 62 horas de fermentacdo) para serem analisadas por
cromatografia gasosa acoplada com diversos detectores para identificacdo de
compostos volateis. Os resultados demonstraram que de 200 a 252 constituintes
volateis foram capturados pelo método de extracao headspace dindmico, entre 141 a
235 pelo método liquido-liquido e entre 149 a 301 pelo método de destilacdo e
extracdo simultanea. Nos volateis extraidos dos produtos fermentados identificou-se a
presenca de compostos tais como 2-hexadecenal, acido octadecandico,
hexadecanamida, 3-hexenol e outros, os quais apresentam custo extremamente
elevado no mercado mundial variando de 70,06 a 194,50 USS$/100 mL. Contudo,
verificou-se através deste trabalho que a fermentacdo do soro de queijo coalho
usando a kluyveromices lactis consiste em um processo biotecnolégico promissor para

a obtencdo de compostos volateis de grande valor comercial.

Palavras chaves: soro de leite, fermentacdo, kluyveromices lactis, cromatografia

gasosa, compostos volateis.



BIOTECHNOLOGICAL PROCESS FOR UTILIZATION OF WHEY OBTAINED DURING
CHEESE CURD PRODUCTION

ABSTRACT

The whey generated during cheese curd manufacture is a byproduct of great
importance for cheese industry. Since a large volume of whey is produced and it is rich
in several nutrients, the utilization of this product gains importance. The objective of
this work was to develop a biotechnological process for obtaining compounds of
higher aggregated values by promoting fermentation of whey from cheese curd
manufacture. Several fermentations utilizing whey as a substrate were undertaken by
using the yeast kluyveromices lactis in the initial concentrations of 9.0 g/L and 19.0g/L,
and with the non-sterilized whey in its natural form as obtained in the process of
manufacture of cheese curd. In relation to physico-chemical characteristics, increase in
protein and lactose consumption was observed in all the fermentations undertaken
and these values were relatively more when yeast concentration used for
fermentation was of 9.0 g/L. The microbial growth curves were constructed for all the
fermentations and fermented samples withdrawn characterizing each phase (14, 30
and 62 hours of fermentation) were analyzed in a gas chromatographic system coupled
with several detectors for the presence of volatile compounds. The results
demonstrated that between 200 to 252 volatile constituents were captured by
dynamic headspace method, between 141 to 235 by liquid-liquid extraction and
between 149 to 301 by simultaneous distillation and extraction method. In the
volatiles extracted from different fermented products, the presence of compounds
such as 2-hexadecenal, octadecanoico acid, hexadecanamide, 3-hexenol was revealed
and these are relatively costly compounds as their market price varies from 70.06 to
194.50 USS/100 mL. It could be concluded from the results obtained in this study that
the whey fermentation by usage of kluyveromices lactis is a promising biotechnological

process for obtaining volatile compounds of higher commercial values.

Keywords: Whey, fermentation, kluyveromices lactis, volatile compounds, gas

chromatography, mass spectrometry,.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUGCAO

7

Um dos presentes desafios da biotecnologia é ondelsémento de novos
processos para a utilizacdo de residuos agroimmigsi®s residuos agroindustriais sédo
gerados no processamento de alimentos, fibraspcomadeira, producéo de acucar e
alcool etc., sendo sua producéo, geralmente, shammalicionada pela maturidade da
cultura ou oferta da matéria-prima. Como estesluesi apresentam, em geral, grande
concentracdo de material organico, o seu lancamembo Aguas subterraneas,
superficiais e no solo pode proporcionar granderédeomno na concentracdo de
oxigénio dissolvido nesse meio, cuja magnitude depeda concentracdo de carga
organica e da quantidade lancada, além da vazawrdo d'agua receptor (MATOS,
2005).

Ha poucas décadas, o processo de transformacastelein produtos lacteos
ndo levava em consideracdo os impactos ambientsixiais associados, permitindo
constantemente o surgimento de problemas que,vesdanais, tornam-se criticos para
o bem estar da sociedade, como a miséria e a polrelesemprego, a devastacédo de
solos produtivos, a poluicdo das aguas e do ae eatros (SANCHES, 1997).

Durante o desenvolvimento de tecnologias para dnarial dos processos de
industrializacdo do leite, observou-se a poss#ulel do aproveitamento industrial do
soro de queijo, o qual tem despertado grande aiate@entros de pesquisas, industrias
e governo. Sendo assim, fica evidente que a buessaldcdes para a utilizacdo do soro
proveniente da fabricacdo de queijos é uma tamfatante, o que desafia os setores da
industria, governo, pesquisa e extensdo a contribai resolucdo ou reducdo do
problema, que pode ser ndo apenas nutricional tamioeém econdmico.

Paises como Estados Unidos, Australia, Canada, Meléandia e nacbes da
Unido Européia processam este subproduto lactemae uslizacdo em produtos

derivados agrega valor a linha de producéo da iriddatinicista (SILVA & BOLINI,
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2006), representando uma vantagem econOmica sigtivgh para as industrias de
laticinios, em razdo das propriedades nutriciomaifincionais do soro e de seus
componentes (HOMEM, 2003).

No Brasil, os dados sobre a disponibilidade do steoleite sdo altamente
imprecisos, mas boa parte do queijo é produzidgeguenas empresas que, evitando o
custo do tratamento deste efluente e sem fiscalizatetiva das autoridades, opta pela
utilizacao parcial deste subproduto como alimemtagéimal, descartando o excedente
diretamente nos rios (MATQOS, 2005).

O soro de queijo é um subproduto de importancievegite na industria
queijeira, tendo em vista o elevado volume produzidua composicéo nutricional. De
acordo com Julian@t al. (1987), a ndo utilizacdo racional do soro restdtata
fabricacdo de queijo na industria de laticiniosstibui pratica anti-econémica e até
mesmo anti-social, devido a caréncia mundial deealios e pela poluicdo que este
produto causa ao meio ambiente.

As aplicacdes do soro sdo inumeras: 50% em alip@otanimal, 12% em
pastelaria industrial e laticinios, 10% em gelatis;oitos e aditivos para panificacdo e
8% em margarinas. Ainda assim, em funcdo dos ebtsvéebres de lactose e sais,
apenas cerca de 50% do soro produzido mundialnéentiizado na formulacdo de
produtos e o restante é tratado como despejo (FRA2A01).

Entre os varios constituintes do soro a lactose ¢emcentracdes de 5-6%
peso/volume) é o principal responsavel pela altmatela bioquimica, apesar disto
apresenta potencial como substrato para uma vdeed@ microrganismos tais como
Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces marxiariislyveromyces lacti® outros.
Véarios pesquisadores tém utilizado esse potencash @ obtencdo de extratos de
leveduras (“Single cell protein”) como suplemeniimantar para animais e humanos e
obtencdo da enzim@-galactosidase (lactase) de grande interesse paral@strias de
alimentos, para a obtencao de etanol (SISO, 183ROLI et al, 2001; REVILLION
et al.,2003; GHALY & KAMAL, 2004; e LONGUIet al.,2004 )e para a obtencao de
compostos organicos de alto valor agregado taiodcoool isoamilico, alcool 2-fenil
etilico, &cido isobutirico, 2-3-butanodiol, 3-higr@-butanona (acetoina), 2-feniletil
acetato, isobutanol e 2-feniletil isobutirato (FABR.995 e JIANG,1995).



Diante do apresentado, a proposta deste trabaillavdtiar o potencial do soro
de queijo para a obtencdo de compostos de alto sglegado através de processos

fermentativos.

1.2 OBJETIVO GERAL

* Desenvolver um processo biotecnolégico para obtedgdcompostos de alto

valor agregado pela utilizacdo do soro de queiljpasubstrato.

1.2.1 Objetivos Especificos

* Aproveitar o soro de queijo coalho produzido n@ssagroindustrial do Instituto
Federal de Ciéncias e Tecnologias de Sergipe/Car@as Cristovao para
desenvolvimento de processo biotecnologico;

* Realizar experimentos fermentativos com o swmronatura € com 0 SOro
esterilizado variando-se a concentracéo inicialestedura visando a obtencéo
de compostos de alto valor agregado;

» Identificar os compostos volateis formados nos gssos fermentativos atraves
de técnica de cromatografia gasosa acoplada camsd detectores;

* Avaliar a aplicacdo dos compostos de interessedabtinos processos

fermentativos;



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O SORO DE QUEIJO

O soro é um subproduto da industria de queijosbéamdenominado por soro
de leite. E um liquido opaco amarelo-esverdeadinlolaipos a precipitacido da caseina
do leite durante a fabricacdo de queijos. Seu sabigeiramente 4cido ou doce e sua
composicao depende do tipo e do processo de fghdcdo queijo. Este produto
representa 85-95% do volume de leite e contém cer&b% dos nutrientes do mesmo,
representados por proteinas hidrossoluveis, patmognte albuminas e globulinas, sais,
gordura e lactose (MOR& al, 1976 , SISO, 1996, ZUNICAt al, 2002).

Um ponto relevante é o fato de que, no Brasiljados sobre a disponibilidade
do soro de queijo sdo imprecisos. Entretanto, sabe&om certeza, que em torno de
35% da producao de leite no pais é destinada &dgbo de queijos (CARVALH@t
al., 2005). Tal imprecisdo deve-se a producao porqreggiempresas que, evitando o
custo do tratamento e sem fiscalizacao efetivaadasridades, opta pela utilizacéo
parcial deste subproduto na alimentacdo animaldcsem excedente descartado
(ORCHARD, 1972; VOORBERGEN & ZWANENBERG, 2002).

No Estado de Sergipe estima-se uma producao dedsoaproximadamente 5
toneladas semanais, entretanto n&o existe nentponde tratamento para o0 soro
oriundo das diversas linhas de producdo de lavsiniodavia, € imprescindivel a
apresentacdo de estudos de viabilidade econémiami®@ental, versando sobre o
aproveitamento dos constituintes do soro, na petispede agregar valores a produtos
diversos, devido ao elevado valor econémico dasefras, bem como reduzir o
impacto ambiental provocado pela elevada carganmgapresente neste residuo
(MENEZES, 2007).

De acordo com os dados da Associacdo Brasileiralrdhsstrias de Queijo
(ABIQ), a producao brasileira de soro de queijo #®do crescente ao longo dos anos
como demonstrado na Figura 1. Em 2007, o Brasdymiol aproximadamente 600 mil

toneladas de queijo. Levando-se em consideracao gam representa cerca de 90% de
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volume de leite gasto para produzir 1 kg de queipole-se deduzir que sdo gerados em
média, aproximadamente 4,8 milhdes de toneladasrmepor ano.

1997
[ m 1998

m 1999

= 2000

volume (em

milhoes de
litros)

m 2001

m 2002
w2003
m 2004

2005
m 2006

2007

Anos

Figura 1: Producéao de soro no Brasil, periodo & 22007, considerando o mercado

formal (Fonte: Associac&o Brasileira de Produtores de Q@&BIQ, 2007).

Ha décadas que o soro doce tem sido conhecido nommroduto de alto valor
nutritivo, o qual contém 1,0% de proteina de akdowv nutricional, 0,5% de lactose,
0,7% de sais minerais, 0,3% de gordura e variasstigle vitaminas como mostra a
Tabela 1. Com o descarte de soro como residuanast que por ano perde-se
aproximadamente 48 mil toneladas de proteinas, iRbneladas de lactose, 33,6 mil
toneladas de sais minerais, 14,4 mil tonelada®diuga e 5,76 toneladas de riboflavina
(FAO, 2007).



Tabela 1: Teores de vitaminas no soro

Vitaminas Quantidade (mg/Kg)
Tiamina 0,31
Acido folico 0,07
Niacina 1,18
Riboflavina 0,16
Colina 108,00
Acido pantoténico 3,94
Biotina 1,50
Cobalamina 0,15
Piridoxina 20,00

Fonte: ABREU (2000).
Hoje o desenvolvimento de mercados utilizando @ s queijo e fracdes de

soro como ingredientes nos géneros alimenticioa pansumo humano e animal,
transformou o entdo subproduto em um produto \@lp@sa a industria de laticinios e
queijos.

A composicado e o tipo de soro produzido na indhigtiteira variam em funcéo
dos processos tecnoldgicos empregados, do lelieadt e do tipo de queijo fabricado
(FURTADO & POMBO, 1988 e MARWAHA & KENNEDY, 1988De acordo com o
método de producéo, o soro pode ser classificadsoemndoce ou soro &cido. No Brasil
a producdo de soro é constituida quase que exatusivte de soro doce, o qual é
produzido durante a fabricacdo do queijo coalhcssarela, prato, minas frescal, meia
cura e outros através da coagulacdo enzimaticprdésinas do leite. O pH do soro
doce pode variar entre 5,2 e 6,7. O soro acidatilmpela precipitacdo da caseina do
leite, através de acido latico e acido cloridrohaante a producédo de ricota e requeijao

(ABREU, 2000). A composicdo dos soros acido e @sté apresentada na Tabela 2.



Tabela 2: Composicéo do soro doce e soro acido

Componentes Soro doce (%6%poro acido (%)
Agua 93 -94 94 — 95
Sélidos Totais 6-7 5-6
Lactose 45-5 3,8-4,2
Proteina (N x 6,38) 08-1 06-1
Nitrogénio ndo protéico (N Total) 22 27

Acido Léctico 0,1-0,2 0,7-0,8
Cinzas 0,5-0,7 0,7-0,8

Fonte: HARPER (1998).

O soro pode ser utilizado na obtencdo de produtosocsoro em po, bebida
lactea, ricota, concentrado protéico, formulaca@ldeentos infantis, iogurte, doce de
leite e outros; na alimentacdo animal na formaid&mucondensada ou seca; e em
despejo no esgoto apoOs tratamento adequado (CARWIINA2001). O permeado
composto de lactose € geralmente descartado. Qadteé formado principalmente por
85% de proteinas e 15% de lactose. As proteinasrarepresentam 20% das proteinas
do leite, sendo as mais abundanfgsactoglobulina (50%)0-lactoalbumina (12%),
imunoglobulinas (10%), albumina do soro (5%) e peas (0,23%) (SISO, 1996).

O elevado conteudo de lactose de soro garante awdicdo de ser utilizado
como fonte de carbono por certos microrganismos t@mo: Saccharomyces
thermophillus, Lactobacillus bulgariusKluyveromyces lacti® outros (SILVA &
CASTRO-GOMEZ, 1995).

2.2 MICROBIOLOGIA DO SORO DE QUEIJO

Um estudo da histéria do uso de microrganismos @amaumo mostra que estes
sdo fontes de enzimas na industria alimenticiagyiaves de substancias nutritivas; e
sdo utilizados diretamente, na biomassa microbiam@mno matéria alimenticia
(BRANDAO, 1987). Em relacdo aos produtos lacteos inaportancia dos

microrganismos se deve ao fato destes serem oseagesponsaveis pelos sabores,



aromas, defeitos fisicos e caracteristicas dessjdgee aparecessem durante a
elaboracao destes produtos (TRAVASSOS, 1999).

O soro € um excelente substrato para o crescimmitimbiano em virtude da
sua composi¢ao nutricional. O sdronatura contém geralmente microrganismos dos
génerosStaphylococcus ssp, Streptococcus ssp, Pseudorsspag\cinetobacter ssp,
Flavobacterium ssp, Enterobacter ssp, Klebsiella #serobacter ssp, Escherichia ssp,
Serratia ssp, Alcaligenes ssp, Lactobacillus sspost@dium ssp, Bacillus ssp,
Penicillium sspTRAVASSOS, 1999)Por outro lado pode servir como meio nutriente
para o crescimento de microrganismos tais cdmaotobacillus bulgaris, Lactobacilus
casei, Lactobacillus helveticus, Streptococcusntogrhilus, Lactobacillus acidophilus
e Kluyveromices lactis(SCIENKIEWICH & RIEDEL, 1990; SEVERO, 1995 e
ABREU, 2000).

Apesar da leveduraSaccharomyces cerevisiaeser 0 microrganismo
tradicionalmente utilizado em fermentacdo alco¢licdo é capaz de metabolizar a
lactose presente no soro, devido a auséncia dasasfzgalactosidase, a qual hidrolisa
este acucar em glicose e galactose, e permeaspeguite a entrada da lactose no
interior das células (SISO, 1996).

Muitas espécies de leveduras do gén€uyveromycedais comoK. lactis, K.
marxianus, K. fragilisém demonstrado capacidade de fermentacdo dadaptesente
no soro do queijo, sendo este o microrganismo mtdizado para a obtencéo de etanol
a partir deste residuo (SISO, 1996; BELEM & LEE,999 ARAUJO, 2001;
SANTIAGO et al, 2004; SILVEIRAet al, 2005 e KARGI & OZMIHEI, 2006).

2.2.1 LeveduraKluyveromyces lactis

Inicialmente, a levedur&luyveromyces lacti$oi denominadaSaccharomyces
lactis, mas em 1965 foi agrupada no gén€hayveromycessendo entdo renomeada
lactis. Em 1984, a classificacdo da espécie tornoKisgveromyces marxianus var.
lactis, membro da familia Saccharomycetaceae e subfaBdiecharomycetoideae.
Verifica-se, no entanto, que o nonkduyveromyces lacti® geralmente utilizado
(BONEKAMP & OOSTEROM, 1994). Trata-se de uma levadascomiceta muito

proxima evolutivamente ddaccharomyces cerevisiae



A Kluyveromyces lacti® um microrganismo unicelular, nucleado, que néo
possui motilidade, pode se reproduzir sexualmeotajgacdo) ou assexualmente
(fissdo), apresenta uma forma ovéide e, tem agl@agdustrial por sua capacidade de
utilizar a lactose como fonte de carbono e eneaifan de crescer em uma ampla faixa
de temperatura (30 a 45 (BELEM et al, 1998). O géner&luyveromycesassim
como aSaccharomyce® classificado como termotolerante, que de acowo ©
critério de Watson (1987) tem uma temperatura maxde crescimento de %3
contudo estudos de Hughes (1984) relataram queduea é capaz de produzir etanol a
40°C e crescer até a 4® ou mesmo a 52 dependendo da espécie (BANAT al.,
1992), categorizando-a assim como um microrgantemmoofilico.

A leveduraKluyveromyces lactimpresenta grande potencial industrial e tem
sido utilizada na producéo da enzifrgalactosidase para a hidrolise da lactose no leite
e seus derivados (LOUVEEt al, 1996). Além dessa aplicaca8¢, lactis possui a
capacidade de crescer em soro de queijo, um sttbdabaixo custo que € gerado em
grandes volumes pela industria de queijo (NUNESL, 1993). Tal fato estimula a sua
utilizacdo para fins biotecnologicos. Outra vantag#a utilizacdo da&luyveromyces
lactis é apresentar um efeito Kluyver negativo para a$atisto é, a levedura é capaz
de crescer em lactose mesmo na auséncia de résp(@it.VEIRA, 2005).

O géneroKluyveromyces lactidem sido amplamente usado em propostas
industriais devido as suas caracteristicas fisiok®e a sintese de bioprodutos como,
por exemplo: enzimas hidroliticas, biomassa paradlddtia alimenticia,
ribonucleotideos, oligossacarideos, oligopeptidessa alta eficiéncia na producéo de
proteinas heterdlogas (SOUZA, 2001). Em adicaogo&inimeras vantagens quanto a
operacdo dos processos industriais, entre as gades se destacar: (1) alta velocidade
de crescimento, fato que tem grande importancia paindistria alimenticia; (2)
aceitabilidade como microrganismo seguro (GR2&qerally Recognized as Spfé3)
alta atividade da enzinfagalactosidase (BELEMt al, 1998); (4) faixa de temperatura
Otima de crescimento em torno de 40 °C, fato qoemdlii os custos com resfriamento e
riscos de contaminacdo (FURLA al, 1995). A levedura pode crescer em substratos
como inulina, xilana e pectina que sdo degradadws gmzimas extracelulares.
Entretanto, quando a lactose é usada como substratm utilizacdo pela célula &
intracelular (ESPINOZAet al, 1992).



A diversidade de processos industriais, relatadobteratura, que empregam a
utiizacdo da levedure. lactis demonstram a versatilidade de utilizacdo deste
microrganismo. Entre eles estd a producdo de BdisI\HONEY et al, 1974 e
BALES & CASTILLO, 1979), algumas vezes simultaneatee com inulinase
(HEWITT & GROOTWASSINK, 1984) e com pectinases (HSBZA et al, 1992).

Em todos estes processos o0 soro de queijo ou ag@ofiglicidica foram usados como
meio de cultura, uma vez que as leveduras do gétieyweromyces lactisdo capazes
de metabolizar lactose, o agucar presente no saseie diminuir sua carga poluente.

Por ser reconhecida como microrganismo GRA&®ngrally Recognized As
Safg, pela FDA Food and Drug Administrationo que aumenta o interesse de seu uso
em aplicacbes na alimentacdo humana e anim#|ugveromyces lactitem sido
estudada como um modelo alternativo de célulasriéticas em estudos fisiol6gicos e
genéticos, da mesma forma que vem se estabelecentnhospedeira de um sistema
de expressdao para a producdo de proteinas he@sOl¢§CHAFFRATH &
BREUNING, 2000). Enquanto &accharomyces cerevisiagresenta metabolismo
oxirredutivo predominante sobre o metabolismo dkda a Kluyveromyces lactis

possui metabolismo oxidativo mais eficiente.

2.3. APROVEITAMENTO DO SORO DE QUEIJO

Nos ultimos anos a indastria laticinista tem makiram crescente interesse no
aproveitamento do soro residual da fabricacdo a@jagp,) principalmente por ser um
residuo de alto valor nutricional e altamente paieeDos componentes presentes no
soro, a lactose e as proteinas sollveis sdo osimaistantes, os quais conferem ao
residuo uma elevada demanda bioquimica de oxigéhisoro quando lancado em
cursos d’agua provoca enorme efeito poluidor (apradamente 100 vezes maior que 0
do esgoto doméstico) pelo consumo de oxigénio gdezra vida aquatica (MIRANDA
et al, 2005). Devido a alta quantidade de substancig&n@as, representadas
principalmente pela lactose (aproximadamente 70¢sdbdos totais) e pelas proteinas
(aproximadamente 20% dos solidos totais) o sor@@npma Demanda Bioquimica de
Oxigénio — DBO entre 30.000 a 60.000 mg dgLCGe uma Demanda Quimica de
Oxigénio — DQO em torno de 50.000 mg de¢/LO dependendo do processamento
especifico utilizado na elaboragdo do queijo e dontexido de lactose.
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Comparativamente, cada 5.000 litros de soro dgajesi uma estacdo de tratamento de
esgotos equivalem ao tratamento de despejos d® p@€8soas (PONSANO, 1995;
REVILLION, 2000; REVILLION, 2002 e ANDRADE & MARTING, 2002).

A utilizacéo do soro na industria alimenticia veemdo estudada por diversos
autores, desde o uso como matéria-prima na eldmrde bebidas lacteas, até a
utilizacdo de modernas tecnologias para obtencgwatkitos especificos e/ou novos a
serem utilizados principalmente pelas indastriasnaiticias (COTTON, 1985;
CHIAPPINI et al, 1995; FERREIRA, 1997 e FONSECA, 2008). Cadamar esse
residuo tem sido usado na elaboracdo de novostpeydigja como simples substituto
da 4gua ou como ingrediente de funcionalidade gezddou nutricional (MENEZE$t
al., 2007). O aumento da producédo de soro, a impleap@atdas leis de protecdo ao
meio ambiente, e o reconhecimento de que o usmmpliguido para a alimentacéo
animal sé é viavel, sao fatores que tem incentiadullstria a comercializacdo deste
produto.

Uma vez otimizada a industrializacdo do soro dejguas vantagens serdo as
seguintes:

* Protegao ao meio ambiente;

» Desenvolvimento de produtos de maior valor fgyido e nutritivo, inclusive
produtos de aplicacéo farmacéutica;

« Aumento das vendas, através do aumento da prodecéa insercdo de novos
produtos;

» Otimizacdo do aproveitamento dos sélidos lactemgregando-se um melhor
aproveitamento a matéria-prima e ao valor dos compies basicos disponiveis;

* Melhora no rendimento;

* Reducdo das importacdes de produtos lacteos.

Contudo, para o aproveitamento racional do sor@-séa necesséaria a
determinacao do seu perfil de qualidade microbiokb@ fisico-quimica, que indicara
quais processamentos serdo mais adequados e qodigos poderdo ser obtidos a
partir dessa matéria-prima (FERREIRA, 1997 e FONSEXD08). Uma solucao seria a
implantagédo de cooperativas, mas para tal necessiti@ maiores esclarecimentos e de
estimulo para o maior aproveitamento desse subfmoddo Brasil, a principal
vantagem em utilizar o soro na sua forma liquidzo€é ser um ingrediente de baixo

custo, contendo 95% de agua. Em paises como osaBlddorizacdo ocorre devido aos
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5% de nutrientes que podem ser explorados com agi@gado muito maior, como
ingrediente saudavel para atletas, saciador ddteypetpossuidor de propriedades
farmacéuticas, entre outros beneficios (CARVALHQO0Z).

Em suma, infere-se que o0 soro, antes de ser coad@epenas como um
componente dos efluentes das industrias latic)istmde e deve ser aproveitado
(MATOS, 2005). Sabe-se que os produtos obtidos afo sormalmente alcancam
elevado preco no mercado e tem funcdes, principabmele elevar o valor nutritivo,
além de conferir caracteristicas reologicas des&jamos produtos em que servem
eficientemente como ingredientes (FRAZAO, 2001).fésnas de aproveitamento do
soro de queijo podem ser divididas de acordo caiipade processamento utilizado

como nao fermentativas e fermentativas.

2.3.1 Aproveitamento do Soro por Processos N&o-Feemtativos

No que concerne ao aproveitamento do soro e sengarentes para fins mais
nobres, pode-se citar uma série de utiliza¢cdedm e seus produtos, tais como: soro
em pdé e concentrado, os quais tém diversas emplidgdbs como concentrado
protéico e isolados de proteinas, lactose e ribiofia( ABREU, 2000).

Na Idade Média, o soro era utilizado em drogas dafuticas como componente
de unglientos para queimaduras, como balsamo paraypeomo por¢ao neutralizante
para cabelos, mas raramente era usado na alimertagé@na (KOSIKOWSKI, 1979).

A utilizacdo do soro de queijo teve grande evidg&reon meados do século XIX,
na Europa Ocidental, com a criacdo de mais de 4868 de soro”. Por volta de 1940,
na Europa Central, foi usado no tratamento de pggpeuremia, gota, anemia, artrite,
doencas hepaticas e até tuberculose, quando semeedava a ingestdo de cerca de
1.500g/dia de soro (HOLSINGER al, 1974).

Segundo Homem (2003), o produto acabado resul@dmtprocessamento do
soro de queijo pode ser usado em varios setorestimls. A industria farmacéutica
utiliza proteinas fracionadas de alto valor biatogidietético e fisiologico extraido a
partir do soro processado. A industria cosmética\egita os componentes fosforo-
lipideos do soro, os quais sdo altamente hidratante alta absorcéo pela pele, com
excelente propriedade saponificante. A industriangga faz uso do soro na producao
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de plasticos biodegradaveis, os quais sdo fabrcamlopartir de substancia de
componente lacteos extraidos também do soro dpdtEMEM, 2003).

A aplicacdo de produtos do soro de queijo destmadalimentacdo divide-se
conforme o destino, se animal ou humana. No setoalunentacdo animal, soro e
derivados sdo usados na substituicdo do leite ernop®® suplemento mineral em
racdes e melaco, com uso de fosfato de célcioactatb de amoénio para racdo e na
producado de leveduras, com biomassa, através ldmgdio da lactose ou do permeado
de soro. Na alimentagdo humana o aproveitamen&odo comegou em 2002, com o
lancamento de bebidas lacteas (SENA, 2007). Osupeddo soro sdo destinados a
fabricacdo de queijos finos, cremes e soro em pfm mercado e aplicacdo sao
favoraveis para produtos cristalizados e com, naimm@ 1,25% gordura. O pH do soro
em p6 também é muito importante, devendo estersenédia 6,1 - 6,3, para uma boa
comercializacdo (HOMEM, 2003). O soro pode aindausdizado como aditivo ou
complemento alimentar em leite reconstituido, giétéantis, gelados, bebidas, carnes
processadas e, devido as suas propriedades déicgelo, pode ser utilizado, com
vantagem, na substituicdo da clara de ovo (BATISA0N8).

Os métodos como a ultrafiltracdo tém sido utilizagara separar as proteinas,
0S componentes mais "nobres” do soro, dos outrostiigntes (lactose e minerais).
Durante o processo de ultrafiltracdo, originam-s@s dprodutos (Figura 2): o
concentrado ou retentado, representado pelo nlafeieaé retido pela membrana, e o
permeado, denominacdo dada ao material que pass&ésatda membrana
(DOMINGUES et al, 2000). Atualmente, a maior parte do soro a nimahdial é
processado por ultrafiltracdo, obtendo-se cercab de 1¢ kg/ano de concentrado
protéico (PINTADCet al, 2007).
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Soro de queijo

Ultrafiltragdao

Pem)'r ado Conc enfa do

Fermentador Secagem
MMosto Fmiﬂents.do l
Destilador
Concentrado proteico em po
w 1
Efluente Destilado (Eranol)

Figura 2: Esquema da valorizacao integral do sergukijo (Fonte: DOMINGUE &t
al., 2000).

O permeado de soro obtido apos ultrafiltracdo mmteutilizado para diversos
fins, como alimentacdo de animais, producdo dendactgalactose, glucose, alcool,
acido latico ou como constituinte em diversos ptosiufarmacéuticos e mesmo
cosmeéticos. Para tanto, a pasteurizacdo, a coacénte a fermentacdo sao processos
primarios empregados na preparacdo do soro visaedomelhor aproveitamento
(ABREU, 2000).

Os concentrados protéicos do soro apresentam edsdic funcional
desejaveis para a industria de alimentos — boaitidade, viscosidade, capacidade
estabilizante, emulsificante, espumante, geleifeaboa absorcédo de 4gua (MATHUR
& SHAHANI, 1979). Assim, estas proteinas tém en@ uma série de aplicacdes na
indUstria de alimentos, incluindo sopas desidratadaolho para saladas, alimentos
infantis, dietéticos e geriatricos, sorvetes, qsiprodutos de panificacdo, confeitarias,
iogurtes, carnes, bebidas lacteas e como suplemalimeentar (HIDALGO &
CAMPER, 1977). Andrade e Martins (2002) estudaranmfmuéncia da adicdo de
féculas de batata-doce sobre a viscosidade do pdomde soro de queijo e observaram

o bom potencial destas para o uso como espessariiebddas lacteas.
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O soro concentrado ou seco pode ser usado comwoadih varios géneros
alimenticios destinados ao consumo humano. A adig&wro em pé em niveis de 0,7 a
1,5% proporcionou ao iogurte melhor viscosidadenanéempo de coagulacao, melhor
firmeza e ndo apresentou sinerese. O produto oeste soro € mais nutritivo
possuindo maior teor protéico e vitaminico (CRISNINI & ROIG, 1987). A adicao
de concentrado proteico de soro ultrafiltrado ereiside 5 e 10% na producéo de
requeijdo cremoso resulta em um aumento de renttmem torno de 10 e 20%,
respectivamente, ndo ocorrendo do ponto de vistaos@l diferenca na aceitagdo do
produto (CONDACKet al., 1994).

Segundo Singleton (1972), o sorvete € o produtiedague mais usa o0 soro. A
utilizacdo do soro de gqueijo como substituto dtelem p6 na formulacédo de sorvetes €
uma forma de agregar valor a esse residuo e reguliiminuicdo do seu conteudo de
gordura com aceitacdo sensorial de 88,4% (PADILgiAl, 2006). Tal aceitacao foi
confirmada por Silva e Bolini (2006) ao avaliareonvete formulado com produto de
soro lacteo acido. Bezered al (2005) substituiram parcialmente agua da fabrcaga
paes por soro de queijo obtido por coagulacdo eia) tendo o produto uma
melhoria no desenvolvimento da massa e miolo, textuais macia e uma acentuada
melhoria na coloragcdo da casca. Vargasal (1983) conduziram um experimento
substituindo a agua de coccdo do arroz por somudgo integral fresco, reduzindo o
grau de desnutricdo de um grupo de criancas.

O soro tem também sido usado na fabricagédo de dddambons com o objetivo
de fornecer aroma e cor caramelo, que se da pjdgealas proteinas com a lactose e
dextrose na presenca de altas temperaturas. Péoacom Neurath (1996), a proteina
B-lactoglobulina, presente em abundéncia no sorale pmtervir ativamente na
prevencao da transmisséo do virus HIV (BATISTA,&00

Além destas aplicacdes, o0 soro tem sido utilizadia @ obtencdo de varios

compostos através de processos fermentativos cerdgedatado a seguir.

2.3.2 Aproveitamento do Soro por Processos Fermetitzaos

Os produtos fermentados sdo conhecidos, ha milékixistem registros de
producdo de vinho na Siria em 3500 a.c., e de jeeevpao na quinta dinastia Egipcia,

em 2400 a.c., mas a primeira referéncia data ailed@000 a.c. com a producao de
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cerveja na Suméria (BROC#t al, 1994). Somente no século XIX, foi reconhecida a
natureza biolégica dos agentes responsaveis peteegsos fermentativos, os quais
foram identificados como leveduras (WALKER, 1998).

Varias pesquisas tém sido realizadas a fim deie@rifo uso do soro e do
permeado de soro como substrato de microrganismaes fprmentacdo da lactose e
obtencdo de diversos produtospmo levedura de pdo, galactose, etanol e
principalmente &cido latico pobtactobacillus helveticusBosnea et al., (2008)
utilizaram uma mistura de cultura de€luyveromyces marxianus, Lactobacillus
delbrueckii ssp bulgaricus e Lactobacillus helvasipara producdo de &cido lactico
apartir do soro de queijo. A bioutilizacdo do sde queijo para producdo de acido
lactico foi estudada por Panesar (2007).

Uma destas maiores areas de pesquisa é a ferned@addctose por leveduras
(Abreu, 2000), sendo a industria de alimentos tigaum mercado potencial (Kennedy,
1985), bem como a alimentag&o animal cujo cresdonée leveduras pode ser usado
como suplemento protéico de alta qualidade. Emagyeoducéo de lactose a partir do
soro tem aumentado constantemente, desde a déeatly ds quantidades de lactose
purificadas produzidas mundialmente utilizaram ageb% do soro disponivel (SISO,
1996).

Usos alternativos da lactose tém sido propostosaoas na fermentacéo direta
deste aclcar ou fermentacdo dos acUcares obtidmsadaidrolise, glicose e galactose.
Os processos baseados em fermentagdo através ulas calicrobianas tém sido
considerados a alternativa mais proveitosa parearssformacéo do soro do queijo
(SISO, 1996).

A utilizacdo do soro de queijo para a obtencdo dmlyios por processos
fermentativos depende, em geral, da disponibiliddem microrganismo seguro capaz
de converter a lactose na substancia desejadavealiidade do custo da fonte de
carboidratos a ser fermentado (TORRES, 1988). © kmteo pode ser fermentado
diretamente ou apds fracionamento. Sdro natura permeado resultante da
ultrafiltracdo e melago resultante da cristalizagédactose sdo os possiveis substratos
para fermentagoes.

Vananuvat & Kinsella (1975), Gilliand & Stewart @9, Beausejouet al,
(1981), Shay & Wegner (1986) e Silva & Castro-Gorfle395) fermentaram o soro de

gueijo utilizando a levedur&Kluyveromyces fragilise obtiveram produtos com

16



concentracdo de proteinas em valores iguais a 53%, 57,4%, 43,8% e 39,6%,
respectivamente (HERNAN-GOMEEZt al, 2000). Abreuet al., (1976), Mahmoud
(1980) e Silva & Henan-Gomez (2000) melhoraram alidade proteica do soro de
queijo atraveés da fermentacao utilizadoyveromyces fragilis.

A fermentac&o do soro de queijo pode ser empregad@aa producao da enzima
B-galactosidase, cuja versatilidade, como microgyaai de interesse industrial, tem
sido amplamente ilustrada pela diversidade de psoseindustriais reportados na
literatura. Bales & Castilho (1979); Grubb & Maws@993); Mahonet al., (1997);
Rech (1998); Martinst al.,(1998); Belém & Lee (1999); Ayudt al.,(2000); Furlan
et al., (2001); Abadet al, (2001); Ribeiroet al., (2004); Marquezt al., (2004) e
Barbosa & Araujo (2007), utilizaram soro de quegiara a producdo da enzinfa
galactosidase através da levedkiranarxianus

A producdo de &lcool através da fermentacdo do derajueijo tem sido
estimulada pela crescente necessidade mundial elgi@nalém de representar uma
forma simples de tratamento e disposicdo de graqdastidades de soro de queijo
produzido pela industria (KOSIKOWSKI, 1979). Contud aproveitamento do soro do
queijo através da fermentacdo de lactose para engdat de etanol tem recebido
especial atencdo nas Ultimas décadas e varios sgaxeem larga escala tém sido
desenvolvidos. Varias destilarias tém produzido eramlmente etanol a partir do soro
lacteo (SISO, 1996). Ozmiha@t al., (2006) estudaram os efeitos operacionais nos
parametros de producdo de alcool utilizando o stoqueijo. Ponsanno (1992) e
Araujo et al., (2005) produziram 14 g/L , Ferreira (2003), pradu20 g/L, Zafaret al
(2006) obtiveram 2,1g/L e Ozmihat al., (2007) obtiveram um teor de 3% e&nol a
partir do soro de queijo utilizando a leveddramarxianus

Apesar da levedur&accharomyces cerevisiagio metabolizar a lactose, tém
surgido nos ultimos anos, varias abordagens pdean@entacdo da lactose pesta
levedura. Dominguest al, (1999) obtiveram etanol a partir do permeadsate de
queijo (contendo 50 g/L de lactose) utilizand&.acerevisiaeAndradeet al., (2005)
reportaram uma fermentagcdo de 90g de soro deogemin a levedur®. cerevisiae
obtiveram uma producao alcodlica de 3,66 g/L. Swetaal. (2007) produziram 335 mL
de aguardente a partir de 20L de soro de queiguiado conS. cerevisiae

A fermentacdo do soro de queijo, utilizari@scherichia coliB. ATCC 11303,
recombinante KO11, tem permitido produzir etanol @ndi¢cdes de laboratdrio com
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resultados promissores, possibilitando um melhopwagitamento deste subproduto,
apesar da conversao total depender de suplemestagfmriadas (LEITE, 1996). Com
o emprego de cepas @e coli utilizando o soro de queijo, Guimaraesal, (2000)
produziram etanol com rendimento de 96% .

O soro lacteo pode ainda ser aproveitado a patsud desproteinizacdo para a
producdo de bactérias lacticas e por fermentacadinc@ deste soro utilizando
Penicillium cyclopiumproduzem-se cogumelos (SILVA & CASTRO-GOMEZ, 1095

Varios processos tecnolégicos sédo desenvolvidas gp@onversao fermentativa
do soro em diferentes bebidas como vinho, fermestamntendo concentrados de
frutas, champanha, cerveja (SEVERO 1995). A fab@oade bebidas e refrescos a
partir do soro integral tem sido desenvolvida eveidios paises, como Estados Unidos,
Japéao e Alemanha, adicionando-se ao soro aronagdsututas, graos de kefir, iogurte,
leite desnatado e estabilizante (HOLSINGE&Ral, 1974; GODINA, 1974 e MANN,
1976). Shiraiet al (1992) produziram uma bebida fermentada usands duluras
diferentes a partir de soja, farinha de aveia e derqueijo em po, tendo como aditivo
acucar, calcio e flavorizantes (ABREU, 2000).

No Brasil, a producdo de bebidas lacteas € umapdasipais opcbes de
aproveitamento do soro do leite, e as mais conmaaias sdo as bebidas fermentadas,
com caracteristicas sensoriais semelhantes ao tegger bebidas lacteas ndao-
fermentadas. Contudo, o aproveitamento desse diligpratinge apenas 15% do total
de soro produzido (NEVES, 2001 e NAKAMAE, 2004).ckeda et al (2007)
prepararam bebidas lacteas empregando fermentapfioua e descontinua, utilizando
como substrato, diferentes concentracfes de sorqudgo inoculado com culturas
comerciais liofilizadas deStreptococcus thermophilus Lactobacillus bulgaricus
Shene et al., (2008) extraiu exopolissacarideos de soro de aueijlizando
Streptococcus thermophilug.eixeiraet al., (2006) extrairam dextrose e frutose de soro
de queijo utilizandd.euconostoc mesenteroid@apavasiliolet al., (2008) produziram
bebida lactea com concentracdo de 2,5g/L utilizaddéragilis. Soaveet al., (2007)
estudaram a influéncia do soro de queijo na vidalétbebidas lacteas, observando que
0 soro proporcionou aumento da acidez titulavatigmbo menor tempo de fermentacéo
e maior vida de prateleira. Bonassial (2001) avaliaram as caracteristicas fisicas e
quimicas de bebidas lacteas fermentadas Sothermophilus e L. bulgaricue

preparadas com soro lacteo. Tortetlial.,(2002) desenvolveram uma bebida lactea por

18



processo fermentativo, utilizan&o thermophilus e L. bulgaricusyja vida util definida
com base nas analises fisico-quimicas, microbicé@ye sensoriais foi de 10 dias.

Torreset al., (1989) desenvolveram uma bebida, tecnolégica eoegimamente
viavel, usando soro de queijo mussarela pastewurizeom adicdo de acUcar,
estabilizante e aromatizante (sabores maca, morahgeaxi, limédo e péra), obtendo
um valor nutricional acima do esperado.

Segundo Ostlieet al., (2004) a tendéncia mundial observada nos ultimogevi
anos, é a utilizagdo de culturas lacticas na dieeemticia e produtos farmacéuticos.
Em virtude disso, varios beneficios a saude téno sislsociados ao consumo de
produtos fermentados a base de leite (LACERDA, 20@AVE & SHAH, 1997). E
necessario o isolamento e selecdo de bactériasakotspecificadas as condicdes
ecolégicas do Brasil, bem como o desenvolvimenttedaologia de producdo dessas
culturas. Varios autores tém sugerido o empregsaio de queijo como constituinte
basico de meios de cultura para a producdo, ena lasgala de bactérias lacticas.
(PAOLUCCI, 1991).

O permeado resultante do processo de ultrafiltralgheoro pode ser utilizado
em processos fermentativos para a producdo de sdcidginicos: lactico, acético,
propidnico e citrico (YANG, 1995). Na industria a@émentos o acido propidnico e seus
sais sdo usados como conservadores em alimentosalborteor de umidade sendo
incorporados para impedir o crescimento de boleregédes e bolos, na superficie de
gueijos e carnes (COLOMBAM, ROGER & BOYAVAL, 1993)leveset al., (1999)
produziram &cido propiénico através de processosnefetativos, utilizando
Propionibacterium freudenreichgultivada em permeado de soro de queijo. Plesisas
al., (2008) produziram &cido lactico utilizando uma erdt mista dekluyveromyce®
Lactobacillus.

Recentemente, varios residuos agroindustriais t@musados como substratos
para a producdo de enzimas. Nascimento & MartiGfgpRe Carvalheet al., (2007)
utilizaram soro lacteo para a producao de protepseBacillus sp. Outros produtos
como goma Xxantana, extrato hidrossolluvel de sajasido produzido a partir de meios
de cultura a base de soro de leite, utilizando @arganismaXanthomonas campestris
(SCHINATTO et al.2001; BENEDETet al, 1999).

Apds o processo fermentativo, o soro de queijo gugarincipio apresenta a

caracteristica de ser um produto energético (deldeor de lactose), passaria a ter um
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elevado teor de proteina, decorrente da utilizatgigua lactose por microrganismos.
Belemet al., (1999) utilizaramK. marxianuse obtiveram uma biomassa de baixo de
teor de acucaresTal fato que o caracteriza como de ordem proteidoOrica e
possivelmente, com menor potencial poluidor peldu¢éo da DBO (SILVA &
CASTRO-GOMEZ, 1995). Ghalyet al., (2004) desenvolveram uma fermentagcao
aerobica conk. fragilis reduzindo assim o potencial de poluicdo das prasetontidas
no soro de leite.
Pastoreet al.,(2006) selecionaramkduyveromycegntre outros microrganismos

pectinoliticos para a producdo de aromas frutgiaréir de residuos provenientes de
agroindustrias. Teixeirat al., (2008) caracterizaram compostos volateis prodszido

fermentacao alcodlica do soro de queijo.

2.4 OBTENCAO DE PRODUTOS DE ALTO VALOR AGREGADO

A utilizacdo de microrganismos em alimentos, corpropoésito de produzir
aromas, ja existe ha centenas de anos. Primeirapsnt uso objetivava o aumento de
vida de prateleira, ocasionado pelos processosefaativos (a conversdo do leite em
iogurte, por exemplo). Entretanto, em alimentos ebidas fermentadas, a acéo
microbiana ndo apenas aumenta a vida de pratate@mfambém auxilia a producdo de
aromas caracteristicos (GATFIELD, 1995).

Os compostos quimicos responsaveis pelos aromastedsticos séo: alcoois,
acidos, ésteres, cetonas, lactonas, aldeidos (GATKI 1995), e outras moléculas
complexas que resultam do metabolismo secundarigateas (HAMILTON-EMPet
al.,1996) ou que podem ser obtidas de fontes anintestos fungos, leveduras e
bactérias também possuem potencial para o metatmoBecundario e podem produzir
aromas e fragrancias (ARMSTRONG & BROWN, 1994; WHI.83995; KOGAN &
FREEMAN, 1994 e MANLEY, 1995).

As bactérias, fungos e leveduras podem servir cdmogatalisadores na
producdo de produtos naturais. Tais microrganisnaigaves de seus sistemas
enzimaticos, alteram metabolicamente as estrutieasma ampla faixa de compostos
organicos. As enzimas microbianas sdo capazestiearereaces de biossintese ou de
degradacdo; podem também fazer biotransformac@egapem conferir beneficios aos
microrganismos (SARIASLANI & ROSAZZA, 1984).
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A Organizagéo Internacional da Industria de Arosgsara em quatro classes as
substancias aromatizantes: a primeira classe éatiiais naturais obtidos de plantas
ou de animais; a segunda refere-se aos concentide&logromas naturais ou de
substancias puras obtidas por métodos fisicogcaita sao substancias aromatizantes
“idénticas as naturais”, porém obtidas por sintgaémica ou através de reacdes
quimicas desde a matéria-prima; e a Ultima sad&utias aromatizantes artificiais que
sdo compostos quimicos sintéticos, as quais namfatentificadas como componente
natural de um alimento (HEATH & REINECCIUS, 1986lERRAIZ, 1990).

O uso de microrganismos pode oferecer um métodoalivo para a producao
de aromas e fragrancias naturais (SCHAREY¥ al, 1986), pois apresentam
possibilidades para producéo rapida e controladacdmpostos, além de apresentarem
um sistema simples de estudo das vias biossirgeticee estdo envolvidas na formacéo
de compostos volateis (KEMPLER, 1983). Utilizam éngt-prima de baixo custo e de
facil aquisicdo para producdo de substancias qaenposer aplicadas em diversas
industrias, principalmente na industria alimenticia

Os compostos volateis podem ser formados a padirdiderentes vias
metabdlicas de lipidios. Estas vias incluerfi-axidacéo, clivagem de hidroxiacidos
(lactonas) e oxidacdo por enzimas lipoxigenasegu&mto os produtos primarios sédo
aldeidos e cetonas, varias oxidacoes, reducdeseefieacbes tambéem fornecem
quantidades substanciais de &cidos, alcoois, lastoa ésteres (HEATH &
REINECCIUS, 1986 e TRESSL & ALBRECHT, 1986).

Em geral, compostos volateis sdo metabolitos seécios] isto €, séo
substancias produzidas pelo microrganismo, masndesao essenciais para 0 seu
metabolismo (ABRAHAMet al, 1993; JIANG, 1995). Os ésteres formados por fango
e leveduras sdo exemplos de metabdlitos secundé@ipsoducdo de ésteres seria o
mecanismo responsavel pela remocdo de &cidos esalia célula e do meio, pois, se
houvesse um acumulo destes compostos, poderi@xésr para a célula (SCHARRH
al., 1986 e LATRASSE & DAMERON, 1988).

Entre os compostos mais importantes na industricardenas de alimentos
destacam-se os ésteres, que conferem diversossadmrfores e frutas como também
conferem aroma a alimentos fermentados. Variasdleas do géner&luyveromices

produzem acetato de etila a partir de glicose oatdeol. Akluyveromicesp. produz
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baixas concentragdes de acetato de etila, entretantquantidades significativas de
éster (ARMSTRONG, 1986).

Os ésteres sdo compostos importantes de aromasitde € os mesmos estéo
presentes em baixas concentragcdes, em torno deO@ ppm. Alguns microrganismos
sdo capazes de converter 3—metilbutil a 3-metiidatj que resulta em um aroma de
macad. Ja a formacdo de “off-flavors” em leites @astados e queijos, € devido a
producdo de butirato de etila e hexanoato de ptitacertas bactérias acido-lacticas
(JANSSENS et al 1992). As levedurasconvertem alcoois em seus acetatos
correspondentes, com um alto rendimento (mais d&c9fara 3—metil-butilacetato)
(GATFIELD, 1988 e WELSH, 1995).

A producdo de acidos via microrganismos é impogt@@ira o aroma de muitos
alimentos fermentados. Um &cido produzido por mganismos que merece destaque é
o acido lactico. O &cido lactico é oticamente aBvpode existir na forma L, D ou em
uma mistura racémica (oticamente inativa), depethalezpenas do microrganismo
envolvido na sua sintese (HEATH & REINECCIUS, 1986ALBERTAZZI et al,
1994).

Outros acidos também podem ser formados durangenzehtacdo. A maioria
dos microrganismos possui lipases que atacam glkcerideos, formando glicerol,
monoglicerideos, diglicerideos e acidos graxosediviOs acidos podem também ser
derivados da desaminacdo de aminoacidos. Os psodatoacidos de cadeia alifatica e
acidos aromaticos (HEATH & REINECCIUS, 1986).

Os élcoois tém a menor contribuicdo no aroma, eomene estejam presentes
em concentracfes relativamente altas (ppm) ou spjamipalmente os insaturados,
como € o caso do 1l-octen-3-ol. Os alcoois podegirsdia via metabdlica primaria de
um microrganismo ou pela reducdo de um compostbonda em seu alcool
correspondente (HEATH & REINECCIUS, 1986).

As cetonas sdo compostos importantes no aromalde-theese nos quais as
cetonas do tipo 2-alcanonas sdo responsaveis pafoaae sabor tipicos do queijo
Roquefort. Os concentrados resultantes podem adobsispor exemplo, em produtos de
queijos, nos quais o aroma foi perdido durante acgssamento térmico. Outras
aplicacdes sao em biscoitos, sopas e caldos.

A producdo destes volateis varia em funcdo de dat@uimicos, fisicos e

biolégicos. As condi¢des de cultivo, tais como cosigdo do meio (fonte de carbono,
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nitrogénio e outros elementos), pH, tempo de fetagdio, temperatura de incubacéo,
agitacao e aeracao, foram identificados como fatdeterminantes do tipo e quantidade
dos compostos de aromas produzidos, além da linhage microrganismo
(SARIASLANI & ROSAZZA, 1984; ARMSTRONG & BROWN, 199 GATFIELD,
1988; SCHARPFet al, 1992; JANSSENSet al, 1992 e WELSH, 1995). Estas
variaveis podem estar envolvidas nos mecanismadofigcos que influenciam nos
tipos e quantidades dos produtos formados pelosorgemnismos (SARIASLANI &
ROSAZZA, 1984).

Atualmente, os compostos volateis aromaticos atilis industrialmente séo
obtidos por via quimica ou extracdo de fontes m&uromo plantas ou algas. Porém,
devido a preocupacdo com o uso de aditivos quimimss alimentos, houve um
crescente interesse nos compostos obtidos naturamer processos biotecnolégicos e
algumas patentes tém sido registradas nos ultimos. &omercialmente, sdo usados
como corantes alimenticios e em suplementos notaés, com um mercado global
estimado em US$ 935 milhdes para 2007 (FRASER & BREY, 2006) e sao
considerados precursores de fragrancias de algfionas (SANCHEZ-CONTRERAS
et al, 2000), coloracdo especifica e fotoprotecdo (MARA® & SCHMIDT-
DANNERT, 2003).

O método de extracdo de compostos de aroma pradupar fermentacdo vem
sendo amplamente utilizado na analise de compdstsdlicos (BUCHHOLZ &
PAWLISZYN, 1994), componentes responsaveis pelmarde frutas e suco, e volateis
de folhas e/ou flores de plantas (KATAOKAal, 2000; ZINI, 2002).

2.4.1 Microrganismos Produtores de Aromas

Os primeiros relatos de microrganismos produtoesirdmas datam de 1970,
quando Taharat al. (1975) avaliaram a producdo de aromas $porobolomyces
odorus. Os compostos identificados foram: metanol, etarsaputilico, n-butilico,
isoamilico, namilico, benzilico, feniletilico, foatdeido, acetaldeido, benzaldeido,
fenil-acetaldeido, acetona, metil-etil-cetona, fiam de etila, acetato de etila, di-n-butil
ftalato, g- decalactona, acido 4-hidroxi-cis-6-dmai®dico e lactona (LANZAet al,
1976).
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Fabreet al. (1995) cultivaranKluyveromyces marxianwesn um meio definido e
verificaram a formacdo de um forte aroma de bangua provavelmente seja devido a
producdo de acetato de isoamila. Os resultadosarave que a biossintese de ésteres
ocorrem apos 70 horas de fermentagdo. Em outtasasideK. lactis os compostos
predominantes foram: alcool isoamilico, alcool gifetilico e acido isobutirico, com
180 mg/L, 400 mg/L e 290 mg/L, respectivamente.

Drawert & Barton (1978) relataram o processo dediittese de monoterpenos
(citronelol, linalol e geraniol) a partir de gliegspela levedur&luyveromyces lactis.
Jiang (1995), nos estudos dos volateis produzidoKp lactis em meio liquido sob
agitacdo, identificou os compostos predominanté&soo& isoamilico, alcool 2-fenil
etilico, 2-3-butanodiol, 3-hidroxi-2-butanona (axas), 2-feniletil acetato, isobutanol e
2-feniletil isobutirato. Verificou também que oslaeis aumentam com o aumento da
biomassa, indicando que o metabolismo secundérite pjer comecado no estégio
inicial do crescimento.

Neto & Pastore (2001) selecionaram microrganismaxlyiores de gama-
decalactona, utilizando o 6leo de mamona (comppsto80 % de acido ricinoléico),
hidrolisado pela lipase délcaligenessp, como precursor na producdo de gama-
decalactona em meio de cultivo submerso. Duas derm identificadas como
Geotrichumsp eGeotrichum fragrandoram selecionadas como produtoras de gama-
decalactona, apresentando producao maxima de 3T0en&p0 mg/L, respectivamente,
em meio de cultura composto de 6leo hidrolisadmédmona, na concentragéo de 5 %,
1 % de glicose e 1 % de autolisado de levedura9@roras de cultivo a 200 rpm e
temperatura de 30 °C em pH de 6,0.

Wendhauseret al. (2001) selecionaram microrganismos do géneamdida
(Candida oleophila e Candida guilliermondppara a produgcao de gama-decalactona. O
meio de biotransformacao era composto de &cidoati@ico (5 g/L) e extrato de carne
(20 g/L). Apenas a levedur&andida guilliermondiimostrou consumo de &cido
ricinoléico com a formacédo de um fermentado cormarde frutas.

Medeiros (2008) estudou a producdo de compostodtei®l aromaticos por
Kluyveromyces marxianuem fermentacdo no estado solido, utilizando bagieo
mandioca e farelo de palma forrageira como sulostrigoram identificados nove

compostos entre os quais etanol, acetaldeido,tace¢éacetila e acetato isoamila. A
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maior concentracao foi de 8@@nol/L, em experimentos com bagaco de mandioca sem

aeracao.

2.5. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS VOLAT EIS

2.5.1 — Métodos de Extracdo de Compostos Volateis

O isolamento dos compostos volateis consiste nua@aecritica devido a sua
sensibilidade. Sabe-se que qualquer modificacasad@ina amostra inicial, ndo podera
representar o perfil auténtico de seus componesgesroma. E necessario utilizar
técnicas de preparacdo da amostra, antes da swalugdo em um instrumento
analitico. Devem-se incluir etapas de isolamentengquecimento dos analitos em
estudos, objetivando a eliminacdo dos interferemtesajuste da concentracdo para um
limite minimo detectavel.

Existem varias técnicas de isolamento, nas quaiprocedimentos tém suas
limitacbes, como tempo e temperatura, favorecenddegradacédo e a perda dos
compostos de interesse, além da introducdo deatrsefsendo considerados como
pontos criticos da analise. Para minimizar essesopccriticos, duas abordagens na
pesquisa ddlavor podem ser empregadas. A primeira seria a abordageranalise
total, utilizando o sistema de destilacdo e extrap@ultaneas (DES), de acordo com o
método desenvolvido por LIKENS & NICKERSON (1964).sistema proposto visa
minimizar a degradacdo dos compostos volateis weesse e evitar a introducdo de
artefatos através de precaucbes simples, tais eomducdo do tempo de andlise e a
utilizacao de pouca quantidade de solvente orgahioentanto, devido ao emprego de
calor, perda ou modificacBes significativas na cosigio de volateis podem ocorrer,
assim como 0s contaminantes presentes no solvediempafetar a composicao do
isolado.

A segunda abordagem seria a analisehpadspaceonde uma amostra (liquida
ou gasosa) é substituida pela analise da faseagasogquilibrio com a fase liquida ou
sélida da amostra. Quando a concentracdo da amastranteresse é muito baixa,
inferior ao limite de deteccdo do detector, o are@mento da amostra torna-se
necessario (GOBATO & LANCAS, 2001). Assim senddheadspaceé uma técnica
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excelente e sensivel, utilizada principalmente pamnalisar compostos altamente
volateis presente nos analitos.

Dois tipos de analise dbeadspacesdao empregadosheadspaceestatico e
headspacedindmico. Noheadspaceestatico, a amostra é mantida num recipiente
fechado até que a matriz atinja um equilibrio tefim@mico com os compostos volateis
entre a fase liquida e a fase gasosa, a uma desgtanitemperatura, geralmente
ambiente. Uma aliquota da fase gasosa € recolhitjatada no cromatdgrafo gasoso.
Devidas as pressfes parciais significativamenteomsndo que a pressao parcial do
vapor de agua, os analitos de interesse estdo egertvacdes geralmente baixas,
obtendo-se cromatogramas pobres, limitados a umsogacompostos volateis. Como a
injecdo de um volume maior é um procedimento caot@ pratica cromatografica, os
compostos volateis dheadspacedevem ser concentrados. Este método requer um
controle rigido da temperatura de equilibrio, teregoressdo (GOBATO & LANCAS,
2001).

No headspacealinamico, a amostra € obtida pela captura de vsldteefluente
gasoso, realizado em um sistema a vacuo ou petagem de um gas inerte. Uma
armadilha, recheada com materiais adsorventestac@econcentra 0s compostos
volateis. Nesses sistemas, as condi¢cdes Otimasldas dos compostos volateis sédo
dependentes do tempo de captura e da dimensaonddibra. Além disso, o fluxo do
gas inerte ou a pressao reduzida do sistema deserusladosamente estabelecidos,
para nao ocorrebreakthrough ou seja, a passagem dos compostos volateis pelo
polimero. Posteriormente, os volateis capturadas eddidos da armadilha por um
solvente organico adequado, ou entdo sdo desssrv@micamente na coluna do
cromatografo gasoso (THOMANIZI & FRANCO, 2000). &stécnica apresenta a
vantagem sobre a amostragemliagmdspacesstatico em virtude da obtencdo de uma
amostra mais enriquecida, sendo proporcional amwelda fase gasosa amostrada.

A técnica dePurge e Trapé uma técnica cromatografica de headspace dinamico
relativamente recente para o alcance comercial,ommb sua primeira descricdo
acontecesse em 19ADLARD & DEVENPORT, 1983). Esta técnica é aplicada
principalmente para determinacdo de compostos m@g@me baixa concentracdo. O
principio deste método é simples. Compostos orgénimlateis numa matriz sao
removidos pela purga da amostra através de um rgEr$e,i onde 0s compostos

organicos sao “presos”’ na “armadilha” tnap. Os compostos organicos sdo entao
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desorvidos termicamente no gas “carregador”’ pam@matdgrafo, onde sédo separados
e detectados pela forma usual.

Enguanto na analise total praticamente ndo houarcas apos a introducédo do
aparelho de Likens & Nickerson (1964), na analisehdadspaceverificou-se um
grande desenvolvimento com relacdo aos polimerossps, utilizados na captura de
volateis nas armadilhas.

O trap (armadilha) é o local onde os compostos volateis s&idos e
concentrados e 0 mesmo pode ser constituido porsubsiancia adsorvente (polimero
poroso) ou um condensador (com ou sem solventejaidria dos sistemas prefere usar
o trap de polimero poroso para concentracdo de compostidseis. Os principais
polimeros utilizados sdo Porapaq Q (copolimeratitierdbenzeno divinilbenzeno) e o
Tenax (polimero baseado no 6xido de 2,6-difenilldmo). Williams et al, (1978),
concluiram que o Tenax apresenta melhores resgltddayue o Porapaq Q, para os
compostos organicos na forma geral. Outras vantagenTenax é a facilidade do
emprego de temperaturas altas (890de acondicionamento e manter os compostos
volateis dcheadspacesem que ocorram alteracoes.

A andlise doheadspacendo depende apenas da concentracdo e da pressdo de
vapor dos compostos volateis presentes, mas de toslocomponentes da matriz,
principalmente lipidios, carboidratos e proteinas, quais exercem influéncia na
estabilidade e liberacdo dos compostos responsgekeisaroma (YANG & PEPPARD,
1994).

Weurman (1969) relatou que as duas abordagenantimhéritos especificos,
bem como as suas falhas e limitacbes. Nenhuma, dsdéedamente, ou mesmo quando
consideradas juntas, poderiam resolver todos didegmas da pesquisa do sabor, pois
hé& trés aspectos basicos do aroma em aliment@sim®@iro aspecto seria a composi¢ao
qualitativa e quantitativa dos componentes volateiproprio alimento, o que requer a
analise total, formando a base da compreensdo dmaarO segundo, seria a
composicao do vapor sobre e em equilibrio com melio, como é percebido pelo
olfato, favorecendo a andlise pbeadspace E, por ultimo, o terceiro aspecto
compreende o estado fisico e a distribuicdo dospoosmtes volateis no alimento,
sendo considerado como aroma final, pois relacédonamposicédo dos volateis sobre o

produto e a composicédo total dos seus volateislifekenca, nesse caso, seria causada
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pelos varios graus nos quais os volateis estariasolgdidos na fase lipidica ou aquosa
do alimento.

De acordo com Larrayoet al (2001), a técnica de headspace dinamico extrai
compostos mais volateis que a técnica de extragéestacdo simultdnea. Por outro
lado, a DES é mais eficiente para extracdo de derdiidos, lactonas e aldeidos
pesados, cetonas, alcodis e ésteres. Estes daidonéte extracdo sdo complementares,
sendo desejavel combinar as duas técnicas a firdetkctar o maior nimero de
compostos volateis.

Silva & Neves (1997), afirmam que o uso das déasitas é uma maneira
complementar e vantajosa. Purge e Traptem a desvantagem de nao permitir a
repeticdo da injecdo da amostra, enquanto a amostieentrada é pendente da
capacidade de absorcao ttap. A DES permite o uso do extrato obtido para um
namero maior de andlises, o qual facilita calilo@is para@metros, volume de injecéo e
nivel de concentracdo do extrato, a fim de obtea@tura de um maior nimero de
compostos volateis, enquadrando dentro da faixadeteccdo e sensibilidade do
detector. Gobato & Lancas (2001) ressaltamPRurge e Tragossui a vantagem de um
maior volume de amostra, ondérap age como um concentrador das amostras.

Ha a necessidade de se investigar os constitumiédteis por técnicas
diferenciadas, pois fatores como a temperatural@cidade de liberacdo dos volateis
pela matriz e seus coeficientes de particdo entaseaaquosa majoritaria (amostra) e a
fase gasosa (ambiente) provocam profundas modiesagio perfil qualitativo e
quantitativo destes extratos (LOPESal, 1999).

2.5.2- Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada comtBetores

As substancias volateis ou semivolateis (termovestpsdo preferencialmente
analisadas por cromatografia gasosa, devido adgnoder de separacdo desta técnica,
sendo capaz de separar compostos organicos conerigopiana similar, isomeria
Optica e homologos com grande pureza (VILEGAS, 1987cromatografia gasosa €
um procedimento fisico utilizado para se separaa amostra em seus componentes

individuais. A base para esta separacdo € a digt#ib da amostra entre duas fases:
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uma estacionaria e uma fase gasosa mével. A andbstaporizada e carreada pela fase
movel (ou gas de arraste, uma vez que se tratardgas inerte cuja finalidade é
transportar as moléculas separadas) através danacalnde se encontra a fase
estacionaria (MC NAIR, 1997). Um sistema muitoizditio para analise de amostras é
0 uso de um espectrometro de massas, que funcama detector, acoplado a um
cromatografo a gas.

Durante a qgueima de um composto organico, sao ftosdiversos ions e como
consequéncia, a chama resultante torna-se condigoegetricidade. O funcionamento
do DIC, provavelmente o detector mais usado emhl@6egia-se neste fendmeno. O gés
de arraste saindo da coluna cromatografica € rabucom H e queimado com ar ou
0O,. A chama resultante fica contida entre dois ettsp polarizados por uma voltagem
constante. Como a chama de fdrma pouco ions, ela € um mau condutor elétrico e
guase nenhuma corrente passa entre os eletrod@tuihom composto organico, ele é
queimado e sdo formados ions na chama, que passadazir corrente elétrica. A
corrente elétrica resultante, da ordem de PA, éliivapla e constitui o sinal
cromatografico (COLIN®t al,1997).

Neste sistema conhecido como cromatografia gasogdaala com o detector de
espectrobmetro de massa (CG/EM), o gas de arrastegente do cromatografo é
transferido através de uma valvula dentro de um,tobde ele passa por uma fenda
molecular. Uma parte do fluxo de gas € entéo teaiasf para dentro da camara de
ionizag&o do espectrémetro de massas. Cada substfuida da coluna cromatografica
€ bombardeada com uma fonte ionizante, consegfiiagmentar o composto em uma
grande diversidade de ions, que sédo separadossgadgs de acordo com suas razdes
de m/z (COLINSet al., 1997).

No sistema CG/EM € necessario 0 uso de uma rapateedura pelo
espectrometro de massas. O instrumento deve datermiespectro de massa de cada
componente na mistura, separado pela coluna crgndditta, antes mesmo do proximo
componente entrar na camara de ionizacdo, de raage@ uma substancia ndo seja
contaminada pela proxima fracdo antes que seutesgenha sido obtido e os dados
gravados. Com um sistema CG/EM é possivel tamipédisar uma mistura e conduzir
uma busca em uma biblioteca de dados existentestems, podendo desta maneira
procurar cada componente da mistura por tentagvesmparacdes (INNOCENTINI,
2000 e PEDROSG@t al, 2008).
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2.5.3 Identificagdo dos Compostos Volateis

A combinacao do aperfeicoamento nas separa¢desodgmonentes de misturas
complexas e substituicdo da dificil interface entomatografo e o espectrdmetro de
massa, através da simples introducéo no final diama&s de silica fundida diretamente
na fonte de ions, proporcionou a identificacdo clm®postos volateis, principalmente
dos compostos presentes em quantidades diminygas fypb, etc).

Os espectrometros de massa fornecem estabilidasdmsbilidade adequadas
para a analise de compostos volateis. As molécwasstado sdo bombardeadas, sob
vacuo (1& atm), por um fluxo de elétrons produzidos pomiiéamtos de Tungsténio ou
Rénio. O impacto de elétrons (70 eV ou 1600kcalfmaduz ions, que séo fragmentos
da molécula, os quais sdo analisados em um armalidadnassas. Os trés analisadores
de massas mais frequentemente citados compreendétmo ale massa quadrupolar,
time of light(TOF) eion trap (STEVEN, 1957; IBANEZet al, 1998; SARAIVA, 2003
e SANTOS, 2008).

Os parametros cromatograficos utilizados paraeatificacdo dos compostos
sdo baseados nos tempos e indices de retencaangmmto com as informacdes do
espectro de massa (BERGER, 1995).

Um indice de retencdo sistematico, proposto povaks permite expressar
tempo de retencdo dos compostos de interesse attewdma escala uniforme, a partir
de padrbes de alcanos em uma determinada faséoraté Os indices de retencao
tém sido utilizados na identificacdo dos composttsyvés da comparacdo da ordem de

eluicdo experimental com a ordem de eluicdo pressatiteratura (ETTRE, 1973).
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

A matéria prima utilizada no presente trabalhoofgoro resultante da producéo
de queijo “Tipo coalho” fabricado e gentilmente idedpelo setor de Agroindustria do
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnoldgidergipe/Campus Séo Cristovao.

A amostra foi coletada diretamente do tanque ddyméo, logo apos o corte da
massa. O soro coletado foi colocado em recipigpitesticos, previamente sanitizados,
refrigerado e transportado para o Laboratério dendkegia dos Alimentos do
Departamento de Engenharia dos Alimentos da Undexte Federal de Sergipe.

A levedura Kluyveromyces lactisfoi adquirida da Divisdo de Recursos
Microbiano da UNICAMP (Campinas-SP) e conservadane#io agar batata dextrose
(PDA), mantendo-se sob refrigeracdo até sua uéiaa

Todos os reagentes utilizados foram de grau amalit

3.2 PROCESSAMENTO DO SORO

3.2.1 Tratamento do Soro

O soro doce de queijo (10L) foi inicialmente filem papel de filtro, e em
seguida, esterilizado em autoclave a’@# latm por um periodo de 15 minutos. O

soro estéril foi congelado até o momento da utifipa

3.2.2 Processos Fermentativos

As fermentacdes em sistema de batelada foram adakzem Erlenmeyers

fechados de 1000 mL, misturando-se soro (pH inoéab,5) e a levedura, mantendo
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sob agitacdomoderada a temperatura de’@5As quantidades de soro e células
utilizadas nos experimentos foram as seguintes:
v' Fermentacao 1: 500 mL de soro estéril e levedunac@ntracao de 9,0 g/L);
v" Fermentacgédo 2: 500 mL de soro estéril e levedunac@ntracédo de 19,0 g/L) e
v Fermentacdo 3: 500 mL de som natura (contendo microbiota natural:
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Stamogous.coliformes e outros,

segundo Travassos, 1999).

A cada 8 horas de fermentacdo, uma aliquota de [3Genfermentado foi
retirada e centrifugada a 1200 rpm por 15 minus. células separadas foram
utilizadas para determinacdo de biomassa seca @rmeradante foi submetido as
andlises fisico-quimicas e cromatograficas. As éatacoes foram conduzidas até obter
a diminuicdo do crescimento celular (regido de idexlina curva de crescimento

microbiano).

3.2.3 Determinacao do Crescimento Microbiano

O acompanhamento do crescimento celular da levéduyaeromycesactis ao
longo da fermentacao foi realizado pela determinagébiomassa seca.

As células separadas por centrifugacdo foram sscarh estufa a 185 até
obtencdo de peso constante. Os valores em termb®m@ssa seca foram utilizados
para a obtencéo da curva de crescimento microEQUINO & RAMALHO, 2008).

3.2.4 Rendimento e Produtividade em Células

O rendimento em células Y foi calculado através da equacao a seguir :
Yxs= Xm=Xo Eq. 1
S-S
Onde: X, = Concentracdo maxima de células;
X% = Concentracdo inicial de células;

S = Concentracéo final de substrato;
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% = Concentracao inicial de substrato.

A produtividade em células J)Ffoi calculada utilizando-se a seguinte equacao:

Pi= Xm—=Xo Eq. 2

L

Onde: X%, = Concentracdo maxima de células;

X% = Concentracao inicial de células;

T = Tempo total da fermentacéo.

3.3 METODOS ANALITICOS PARA CARACTERIZACAO FiSICO-Q UIMICA
E QUIMICA DE PRODUTOS FERMENTADOS

As analises fisico-quimicas efetuadas no soraturae nos fermentados foram
realizadas no Laboratério de Bromatologia do lastdifTecnologico e de Pesquisas do
Estado de Sergipe enquanto que as analises cradi@tag dos fermentados foram
realizadas no Laboratorio de Analises Cromatoguafie de Flavor (LAF) da
Universidade Federal de Sergipe.

3.3.1 - Determinacao de Proteinas

O soro de queijo e os fermentados foram analisgdasto ao teor de proteinas
através do método de Kjeldahl, o qual consistealmznte na oxidacdo da amostra
pelo acido sulftrico, a quente, na presenca ddisadares que rompem a estrutura
protéica para a liberacdo do nitrogénio sob a fodmasais de amdnio. Ao residuo
obtido foi adicionado hidréxido de sodio, liberaratodnia a qual é destilada e captada
por uma solucdo de acido borico. O metaborato denamformado foi titulado com
acido cloridrico, representando a fracdo nitrogarguk se deseja determinar. O fator
de conversao nitrogénio/proteinan utilizado fobd&8 de acordo com a metodologia do
IAL — Instituto Adolfo Lutz (2005).
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3.3.2 - Determinacgao de Gordura

O soro de queijo e os fermentados foram analisgdasto ao teor de gordura
através do método Gerber, o0 qual se baseia naagépae quantificacdo da gordura por
meio do tratamento da amostra com acido sulfuriatceol amilico. O &cido dissolve
as proteinas que se encontram ligadas a gordurénuindo a viscosidade do meio,
aumentando a densidade da fase aquosa e fundigdacdara, devido a liberacdo de
calor proveniente da reacao, o que favorece aagf@aida gordura pelo extrator (IAL,
2005).

3.3.3- Determinacao de Sdlidos Totais e Residuo Miral Fixo

Os fermentados e o0 soro de queijo foram analisgdasto ao teor de sdlidos
totais e cinzas pelo método gravimétrico que ctmsia dessecac¢do da amostra seguida
de incineracdo a 580. Dessa forma, a fracdo organica volatilizar-sel# a forma de
diéxido de carbono e agua, permanecendo as cinzaseesiduo mineral fixo no
recipiente (IAL, 2005).

3.3.4 - Determinacao de Umidade

Os fermentados e o soro de queijo foram analisqdasto ao teor da umidade

através de secagem em estufa #AGHE peso constante (IAL, 2005).

3.3.5 -Determinacao de Acidez Titulavel
O soro de queijo e dermentados foram analisados quanto ao teor deacid

titulavel através da titulacdo de determinado veuta soro de queijo por uma solucao
de hidroxido de sodio, utilizando como indicadderolftaleina (1AL, 2005).
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3.3.6 — Determinacédo da Densidade Relativa

A densidade do soro de queijo e dos fermentadosralisada baseada no
principio de Arquimedes. A imersdo do termolactaii®etro de massa constante no
liquido provocou o deslocamento de uma quantidadeedque sera, em massa, igual ao
densimetro utilizado, e, em volume, sera propoati@gndensidade da amostra. Esse
deslocamento fez o liquido alcancar um valor naalascgraduada em graus
densitométricos. A densidade foi expressa C15egundo a tabela de correcdo de
Mueller (1AL, 2005).

3.3.7 — Determinacao de pH

O pH das amostras dos fermentados e do soro d@ daeideterminado em
pHmetro digital (Marca Hanna Instruments HI 22BL(]l 2005).

3.3.8 -Determinacao de Lactose

O soro de queijo e os fermentados foram analisqdasto o teor de lactose pelo
método Munson & Walker, que se baseia na reducdahs cupricos a ions cuprosos
pela lactose em meio alcalino, a quente. A alcaigio do meio é conseguida por uma
solucdo de hidroxido de sdédio, adicionada de agentaplexante que impede o
consumo de Ciii para a formacao de hidréxido cpriegundo as normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2005).

3.3.9 — Métodos de Extracdo dos Compostos Volat@ieesentes nos Fermentados

3.3.9.1 Método de Destilacao e Extracdo Simultan€¢@ES)

O aparelho de Likens e Nickerson (1964) utilizadseseetrabalho foi montado

conforme demonstrado na Figura 3. O baldo contéotl da amostra e igual

volume de &gua destilada, conectado ao braco A,afpiecido por uma manta
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aquecedora. O baldo contendo 20 mL do solventeaft®dx em banho de agua, foi
conectado ao brago B, cuja temperatura®@BQdependia do ponto de ebulicdo do
solvente utilizado.

Ao ser aquecido, o soro de leite fermentado lilvetateis que percolam através
do braco A, em dire¢cdo ao condensador. Por outio, la solvente a temperatura de
ebulicdo evapora e percola através do braco B,&amém direcdo ao condensador.
Uma vez condensado, os volateis da amostra e ergelgdo coletados na parte inferior
em forma de U do extrator.

A extracdo iniciou quando a amostra contida ngdra atingiu a temperatura
de 55C, permanecendo o processo de extracdo por 600sirfEin seguida, resfriou-se
o baldo com o solvente, conectado ao braco B, ponitiutos, em agua gelada (3.

Os extratos foram transferidos para um frasco oolatsulfato de sédio anidro (1,09), e
foram concentrados até 0,5 mL, sob arraste de ij@génio. Os recipientes de vidro
ambar foram lacrados coparafilm, rotulados e estocados dmezeraté as analises

cromatograficas em CG-DIC.

C Agua resfriada
-—
\

B ey A
rase Brago B

amostra
+ agua

Solvente

N 1
banl]o-maria

manta agquecedora

Figura 3: Esquema de destilag&o por Likens & Nis@er
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3.3.9.2 Método deHeadspacedinamico

A técnica doheadspacedindmico oupurge and trapenvolve a purga dos
volateis da camada deadspaceom um gas inerte conforme demonstrado na Figura 4.
A analise potheadspacalinamico foi realizada com a amostra mantida enpiete
fechado até atingir equilibrio termodindmico dosnpostos volateis entre as fases
liguidas e gasosas a uma determinada temperatura.

O aparato experimental (Figura 4) consistiu de wadd fechado mantido a
20°C contendo 40 mL de amostra (Tubo A) e uial coletor contendo 10 mL do
solvente hexano (Tubo B), mantido na temperaturb08€, que receberd os compostos
volatilizados da amostra carregados por fluxo degénio. Os volateis contidos nos
fermentados de soro foram extraidos do tubo A,vétrade purga utilizando gas
nitrogénio, em direcdo ao tubo B. Apdés 30 minutesfldxo constante do gas, os
volateis da amostra e o solvente foram transfenq@dwa um frasco contendo sulfato de
sédio anidro (1,0g) e foram concentrados até 0,53unh arraste de gas nitrogénio. Os
recipientes de vidro ambar foram lacrados qumemafilm, rotulados e estocados em

freezeraté as andlises cromatograficas em CG-DIC.

N2 —=

Capilar

Tubo A

Cold Trap

O 1 Tubo B

Aguecimento

Figura 4: Esquema de extracao por headspace dioamic
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3.3.9.3 Método de Extracao Liquido-Liquido

O método de Extracao Liquido-Liquido consistiu emtanar 10g de cloreto de
sédio e 20mL de solvente (hexano/éter) na propoicicem um funil de separacao
contendo 100mL da amostra (Figura 5). Apds 5 mideoantado foi recolhido e a
operacao repetida por mais duas vezes. O sobrdradiaicada operacao foi recolhido
em um frasco contendo sulfato de sédio anidro @),@ foi concentrado até 0,5 mL,
sob arraste de gas nitrogénio. Os recipientes de \dmbar foram lacrados com
parafilm, rotulados e estocados draezeraté as andalises cromatograficas em CG-DIC.

axlracedo

injeccdn

sistema
| cromalografico
Figura 5: Esquema de extracédo liquido-liquido

3.3.10. Analises Cromatograficas

Inicialmente, as condi¢cdes analiticas das analisesnatograficas foram
padronizadas para obter a melhor separacao de gnoos também o maior numero de
picos. Desta forma, as andlises no sistema de G@aata com Espectrémetro de massa
foram realizadas mantendo as condi¢cdes padronizidssparacado, obtidas pela anélise
no sistema de CG/DIC.

Apos a escolha da melhor condi¢cdo analitica, tmtes do soro de leite e do
soro de leite fermentado foram submetidos a sefardgs constituintes volateis por

cromatografia gasosa a partir de injecdodedo extrato obtido.
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Os extratos de compostos foram analisados em tbgnado gasoso marca
VARIAN, modelo CP 3380 acoplado a um detector deizexdo de chama (DIC)
injetor tipo split/splittess Os compostos foram separados em coluna caMS,
apolar, 30m comprimento x 0,25mm diametro interr®26pm espessura do filme. O
gas de arraste utilizado foi o hélio (pureza 998Pbom pressédo constante de 11,5 psi
na coluna e vazao de 1,0 mL min- 1. A vazdo dagitogajustada para fluxo de 1,7
mL.min-1. As injecdes foram realizadas manualmenten o uso de injetor
split/splitless com taxa nominal de split de 1:20. Para os estutboquantificacao e
confirmagéo dos volateis nas amostras de soroittedesoro de leite fermentado, a
temperatura inicial da coluna foi de 30°C. ApoOs ¥ rda injecdo da amostra a
temperatura da coluna foi aumentada para 120°Caarap@o de 2°C/min. Programou-
se um novo aumento na temperatura da coluna utilezgae uma razdo de 8°C/min, até
a temperatura final de 195°C, mantendo-se a calesta temperatura por 10 min. Um
novo aumento na temperatura foi programado utilieese uma razdo de 20°C/min, até
a temperatura final de 250°C com tempo total deridmrde 124,13 min. As

temperaturas do injetor e detector utilizadas fo22e 260°C, respectivamente.

3.3.10.1 Identificagdo e Quantificacdo de constitoiies volateis

A identificacdo dos compostos volateis foi realz@m uma combinacdo em ambos
os sistemas acoplados: (1) GC-FID (marca Hewletkdtd, modelo HP 5890 serie Il) e
GC-MS (marca Varian, modelo GC 3800 e MS SaturrOR)Qunto com o sistema de
Dados de Computacao. O sistema é equipado com inh@tdra do "NIST” National
Institute of Standards & Technolagl.U.A.) contendo aproximadamente um total de
150.000 espectros de referéncia. Uma comparacaéspkrtro de um pico constando na
amostra pela equiparacdo automatica pelo computamoros espectros de referéncia
existente fornece designacdo estrutural do compd@stperimentos adicionais com
padrdes volateis auténticos inclusive alcanos {CGyg) sob condi¢cdes analiticas
idénticas foram realizados para certificar os ieslide retencdo de compostos volateis e
verificar a identidade positiva de componenteste@éde interesse. O indice Linear de

Retencdo (ILR) foi obtido do tempo de retencdo padrdes de alcanos £Cys)
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auténticos, versus o nimero de atomos de carbasoedpectivos padrdes de alcanos,

multiplicado por 100, segundo a equacao 1:

t, —t
ILR =100 X2 +Z £q.3

tu 1,
Onde:
t'x = Tempo de retengcao para 0 composto X;
tz & tz+1= Tempo de retencéo para hidrocarbonetos normais
z & z+1 = NUmero de carbonos

A identificacdo dos compostos volateis foi coasadia positiva ou tentativa de
acordo com os critérios apresentados no Quadroride ressaltamos os cédigos de
cada tipo de identificacdo. A identificacdo dos postos volateis foi considerada
positiva, codigo A, quando o ILR do composto fohtle da faixa de: 2 unidades do
padrdo do composto, como também o espectro de masgaosto em questdo e do
padrao foram semelhantes. O cédigo B foi utilizgdando os ILR foram obtidos pelos
dois sistemas (GC-FID e GC-MS), além da comparagdespectro do composto pelo
database do NIST/SATURN. Entretanto, os codigo® BR representam a verificacdo
apenas de um dos dados obtidos nos sistemas (G€-B0-MS). A identificacao foi
considerada tentativa quando ndo foram consideradogspectros de massas do
composto com a substancia padrao, sendo repreesialas letras C, D e E.

A quantificacdo dos compostos volateis foi relaada a percentagem de area
do pico de cada composto em relacdo a area totaldds os picos normalizados no

cromatograma
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO SORO IN NATURA

Os resultados das analises fisico-quimicas efesuaml@ordn naturaresultante

da fabricacéo do queijo “Tipo Coalho” estdo apresdas na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas do derqueijoin natura

Soro doce
Caracteristicas in natura in natura
(Dados da literatura)

Proteina (g/100g) 0,69+0,098 0,8 — 1%
Lactose (g/100g) 5,75+0,398 4,5 -5,0*
Cinzas (g/100qg) 0,630,012 0,5- 0,7*
Lipidio Total (g/100g) 0,20+0,073 0,1-0,5
Extrato seco (g/100g) 6,731,396 5,0-7,0
pH 5,52+1,043 5,2-6,7*
Acidez Total (g/100mL) 0,08+0,031 0,1- 0,2*
Umidade (g/100g) 94,27+1,185 93 — 94*

Densidade (g/mL)

1,02+0,879 -

"HARPER (1998), BEHMER (1991), ORDONEZ (2005).

Analisando os resultados da andlise do doramatura verificou-se que as
caracteristicas fisico-quimicas apresentaram \&lpréximos aos obtidos por outros
pesquisadores para soro doce. As pequenas difsrebsarvadas foram em virtude do

tipo e qualidade da alimentacao oferecida ao gado dbomo em fungcdo dos processos
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tecnologicos empregados, do leite utilizado e po tie queijo fabricado (FURTADO e
POMBO, 1979; MARWAHA e KENNEDY, 1988).

4.2 COMPARACAO ENTRE OS PROCESSOS FERMENTATIVOS

4.2.1 — Caracteristicas fisico-quimicas dos fernsafus

Os sobrenadantes resultantes da centrifugacaordesras de fermentado foram
analisados e nas figuras 1, 2, e 3 estdo desad#tgeerfis de consumo de proteinas,
lactose e teor de acidez obtidos nas fermentache? @ 3. Na Tabela 4 estdo
apresentados os teores de proteinas, lactose ez amia 4cido lactico do fermentado

final das fermentacdes 1, 2 e 3 obtido em 70h onoin natura(néo fermentado).
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Figura 6: Cinética de consumo de proteinas - Faagéo 16), Fermentacao
2(m) , Fermentacéo X))

Em todas as fermentacfes observou-se um decrésmmitnuo no teor de
proteinas. O consumo total de proteinas nas feap@es 1, 2 e 3 foi de 86%, 97% e
94% em relacdo a quantidade presente no soro nméwerfeado, respectivamente.
Vananuvat e Kinsella (1975), Gilliand e Stewart§Qp Beausejouet al (1981), Shay
e Wegner (1986) e Silva e Castro-Gomez (1995) tamdd#tiveram decréscimo no teor

de proteinas durante a fermentacdo de soro dequeij
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Figura 7: Cinética de consumo de lactose - Ferméaotae), Fermentacao &
, Fermentacéao )
De forma similar observou-se decréscimo continudedo de lactose com o
tempo em todas as fermentacfes. O consumo dedawssermentacdes 1, 2 e 3 foi de

60,7%, 80,5% e 94% em relacdo a quantidade destaaiwial, respectivamente.

o
\l

o000 o090
N WA U o

Acidez Total (%)

o
[ —

o

0 20 40 60 80
Tempo (horas)

Figura 8: Teor de acidez total- Fermentacag,lfermentacéo & ,
Fermentacao XK)

Em relagédo a acidez total dos fermentados obtewsisento consideravel ao
longo das fermentacgfes, obtendo-se valor maximo,4#, 0,46% e 0,64% para as
fermentacdes 1, 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimicas de dogesoros fermentados obtidos em 70

horas de fermentacéo e do sormatura

Caracteristicas Soro Soro Soro Soro
in natura Fermentado1l Fermentado?2 Fermentado 3
Proteina (%) 0,690 0,100 0,095 0,050
Lactose (%) 5,75 2,26 1,12 0,35
Acidez Total (%) 0,08 0,40 0,46 0,64

Comparando-se os fermentados 1, 2 e 3 coletadésmmo total de 70 h (final
das fermenta¢cdes) com 0 soro in natura, observayusehouve maior consumo de
lactose (restou 0,35%) e proteinas (restou 0,080ftqior producao de acidos (0,64%)
na fermentacdo 3. Este resultado pode ser atribaidoresenca de uma maior
diversidade de microrganismos, sobretudo bactkiias homofermentativas, as quais

utilizaram os nutrientes para producao de acidodat

4.2.2 — Crescimento microbiano

A cinética de crescimento microbiano obtida nasné&tacdes 1, 2 e 3 esta
representada no grafico da Figura 4.
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Figura 9: Cinética do crescimento microbiano - Fertacio 1«), Fermentacio aj,
Fermentacao XK)
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Nas fermentacbes 1, 2 e 3 a concentracdo inicial célelas era de
aproximadamente 9,0 g/L, 19,0 g/L e 5,0 g/L, reBpamente. O maximo crescimento
de microrganismos nas fermentacbes 1 e 2 ocorreull&erhoras de fermentacéo,
obtendo-se aproximadamente 23 g de biomassa sec@l g de biomassa secall,
respectivamente. Na fermentacdo 2 o aumento déasdlde 19 para 27 g biomassa
secal/L) em relacao ao valor inicial foi menor de gubtido na fermentacéo 1 (9,0 para
23 g biomassa secallL). Além disto, na fermentacBou®e maior consumo de lactose
(80,5%) do que na fermentacdo 1 (60,7%). Atravétedaesultados pode-se constatar
que o substrato consumido foi mais direcionado paphtencdo de compostos do que
para o crescimento microbiano. Na fermentacdo 3awimo crescimento microbiano
foi de 20 g de biomassa seca/L em 22 h de ferm@mtagenor do que os obtidos nas
fermentacdes 1 e 2.

Nas fermentacbes 1, 2 e 3 a fase estacionéariadotida até 30h, 38h e 46h de
fermentacdo, respectivamente. Apds a fase estai@oma quantidade de células
diminuiu atingindo 7,7, 5,7 e 3,3 g de biomassa/epara as fermentacdes 1, 2 e 3,
respectivamente, em 70 horas de fementacdo. Emacaggm com dados da literatura,
Ghaly et al. (1997) e Ribeireet al(2004), obtiveram concentragdo celular maxima de
27,5¢/L e 26,5¢/L, respectivamente, na fermentag@dosoro de ueijo utilizando a

Kluyveromices marxianus.

Na Tabela 5 estdo apresentados os parametrossda@eato microbiano para

as fermentacdes 1, 2 e 3.

Tabela 5: Parametros do crescimento microbianogmdaversas fermentacgoes.

Fermentacdo Concentragdo de células Lactose  Rendimento Produtividade

produzidas consumida em células Maxima em
(Xm —Xo) (g/L) (Yx/s, %) células
(g/L.h)
1 14 34,9 40 0,20
2 8,0 46,3 17 0,11
3 15 54,0 28 0,21
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Analisando a Tabela 4 verificou-se que na fermémat, obteve-se maior
rendimento em células (40%) do que nas fermentagdefl7%) e 3 (28%).
Provavelmente na fermentacdo 2, onde a concentragidg@l de células foi
praticamente o dobro da utilizada na fermentacé® lactose consumida foi utilizada
para a obtencdo de compostos de interesse. Erdoelgaroducao de células por tempo
total de fermentacéo (70 horas) obteve-se simddedentre as fermentacdes 1 e 3, cujas
produtividades foram de 0,2 g/L.h. Na fermentacabt2ve-se menor produtividade em
células (0,11 g/L.h) comparado as demais.

A fermentacdo foi conduzida até a fase de dechlioianicrorganismo (tempo
total de 70 horas), com o intuito de avaliar a pgéeb de compostos volateis em todas
as fases do processo. ApOos a obtencdo das curvasredeimento microbiano
selecionou-se fermentados de cada fase: exponeesiationaria e de declinio de todas
as fermentacbes para a realizacdo das andlisesxttcd® e identificacdo dos
compostos volateis produzidos. Portanto das fergées 1, 2 e 3 foram utilizados para
analise de compostos volatéis os fermentadosazbidh 14h (na fase exponencial),

30h (na fase estacionaria) e 62h (fase de declieié@rmentacéao.

4.3 COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS

A Tabela 5 apresenta o numero de constituintesteisl&detectados nos
extratos/captura de volateis por diversos sisteta@scomo: Extracdo Liquido-Liquido
(LL), Destilacéo e Extracdo Simultanea (DES)eadspacéinamico (HD) a partir do
uso de soran naturga e de fermentados coletados durante as diferdates do
crescimento microbiano nas fermentacfes 1, 2 éN8s fermentados 1 e 2 0 maior
namero de picos de compostos volateis foi obtidofases exponencial e de declinio do
crescimento microbiano quanto utilizado os 3 méode extracdo HD, LL e DES.
Através destes resultados concluiu-se que maioeraihe constituintes foi obtido na
fase de crescimento exponencial, diminuindo na fas&cionaria e aumentando
novamente na fase de declinio. No fermentadoe3asshportamento sé foi observado
quando utilizado o método de extracdo HD. A forrmad@ maior nimero de compostos
foi obtida no fermentado 1 durante a fase expomér{@4h de fermentacdo), onde

obteve-se total de 362 picos quando utilizado oodwtde extracddcheadspace
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dindmica No fermentado 2 o maior niumero de compostos (289pbtido na fase
exponencial (em 14 h de fermentacédo) quando widizamétodo de extracdo LL e no
fermentado 3 o maior niumero de picos (353) foidubtha fase estacionaria (30h de
fermentacao) de crescimento microbiano.

Neste trabalho procurou-se aprofundar a identificag quantificacdo de
compostos formados nos fermentados obtidos pelodassoro de queijo de coalho
como substrato. Nos produtos obtidos em 62h decistiagdo foi possivel separar entre
200 a 252 constituintes volateis na captura deteislgpelo HD, entre 141 a 235
constituintes nos extratos LL enquanto no extratalo pelo DES houve uma presenca

de constituintes volateis variando de 149 a 301postos.

Tabela 6: Dados quantitativos de niumero de pictidasnos diversos extratos volateis
(HD, LL e DES) analisados de saronatura e os produtos fermentados.

Tempo de Fermentacéao (horas)
Processos  ["Headspace dinamichd Extracdo Destilagdo e Extracdo
fermentativos Liquido-liquido Simultanea
0| 14] 30| 62| 0| 14 30 62 Q4 14 30 62
Soroin natura | 171| - - - | 176| - - - | 175] - - -
Fermentado 1 -| 36R41| 202 - |292|102|143| - | 295]| 203|233
Fermentado 2 -| 27655 | 214 - | 299|227 |240| - | 238| 64 | 242
Fermentado 3 -| 10165| 265| - | 296|353|219| - | 288| 237|149

Estes resultados demonstram que ha uma formac@ondeiimero grande de
compostos organicos volateis na fermentacdo realizoor 62h do soro obtido na
producédo do queijo de coalho.

A proxima etapa deste trabalho foi aprofundar ohescimento dos principais
compostos organicos volateis presentes em divdesowentados. Os resultados deste
trabalho estdo apresentados na Tabela 7 a quadeapseos compostos organicos
identificados como também a &rea representativalivessos picos de cromatogramas
obtidos pela analise de extratos volateis no setdem cromatografia gasosa de alta
resolucdo e espectrometria de massa. Verificanddadss de picos encontrados em

diferentes extratos obtidos a partir de uso deratites matérias (sorm natura e
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produtos fermentados 1, 2 e 3), observou-se amgas#os compostos tolueno, acido
octadecandico, docosonol, tricosano, dodecanalepes m-xileno, fenol, etil benzeno,
nonanal, octanol, octanal, hexadecanamida, 2-hegadgé 3-hexenol, &cido
heptadendico, tetradecanoato de butii em maia& ektratos obtidos pelo uso de
fermentados (fermentacdo 1, 2 e 3 ). Entre estespastos, 0S compostos 2-
hexadecenal, acido octadecandico, hexadecananwdasahol, tricosano, 3-hexenol,
acido heptadecandico e tetradecanoato de butilsdalor extremamente alto, sendo o
valor variando de 70,06 a 194,50 US$/100 mL, caonémapresentados os dados na
Tabela 9.
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Tabela 7: compostos volateis identificados em soraturae produtos fermentados

Tempo de Fermentacdo (Horas)
Composto R Fermentado 1 Fermentado 2 Fermentado 3
HD DES LL HD DES LL HD DES LL
14h | 30h 62h | 14h |30h | 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h | 14h |30h [ 62h 14h | 30h 62h 14h 30h | 62h 14h | 30h 62h
Tolueno 778 | 1,02 0,83| 0,36 0,21| 1,20 0,53| 0,90 0,78/ 091| 7,19| 0,19| 1,14| 0,07 0,81 0,35| 0,80 0,90| 0,88| 0,43]| 0,83
3-hexanona 780 | 1,52 0,77| 0,66| 0,65/ 0,95| 0,89 0,99 1,40 0,37| 054 0,61| 1,05| 0,22] 0,90 0,20 1,00 1,10f 0,79| 0,21| 1,17
Butanoato de etila 785 | 0,48 0,02| 0,03 0,06| 0,10 0,04 0,08| 0,02 0,06 0,08 0,03 0,05| 0,02
2-metil 2-pentanol 788 0,38 0,01| 0,06| 0,05 0,01 0,01
2,3-hexanediona 794 0,43 0,06| 0,32] 0,42 0,05 0,06 0,02 0,02] 0,39 0,01 0,18
Hexanal 797 | 0,04 0,07 0,04 0,06 0,06 0,05 0,08 0,04
Octano 799 | 0,03 0,05| 0,07 0,03 0,02| 0,04 0,01 0,02
3-metil 2-pentanol 801 | 0,01 0,01 0,02 0,01 0,11| 0,07
2-hexanol 804 0,07
Etil ciclohexano 813 0,02 0,03 0,01| 0,10
Acetato de butila 815 0,03
Tetracloro etano 817 0,01| 0,34| 0,07 0,01 0,00 0,04
2,4-dimetil 3-pentanol 820 0,02| 1,57| 0,14 0,02| 0,02 0,02 0,01 0,06 0,01 0,08 0,01 0,15 0,07
Acetato de isobutila 823 0,04| 480| 0,32] 0,02| 012| 0,02| 0,12] 0,05 0,01| 0,15 0,08| 0,12 0,05| 0,27 0,05 0,01| 0,12 0,03] 0,02 0,10| 0,01
Butanoato de isopropila 826 0,13 0,14| 0,29 0,04 0,07 0,20 0,04 0,05| 0,06 0,10 0,24 0,16/ 0,09| 0,20| 0,04
1-metil 4-etil hexano 828 0,87 0,14 0,17
2-metil 1-pentanol 830 | 0,01 0,10 0,03 0,11| 0,13
4-metil 1-pentanol 835 0,03 0,11 0,01 0,02| 0,05 0,01 0,01 0,28
3-hexenol 842 0,05 0,16 0,11 0,05 0,03] 0,05 0,04 0,01] 3,62 0,05/ 0,01| 0,14
2,3-dimetil-2-pentano 844 0,31 4,19| 0,07| 0,06 0,04 0,07 0,10] 0,06 8,59| 0,06 0,23| 0,05
Etil benzeno 848 | 0,01 8,54 2,95 11,25| 6,80 3,88 12,12 2,20| 6,63 10,97 0,60 0,58| 8,79| 0,05
Hexanol 857 | 0,54 14,07 0,47 10,14 6,36 5,64| 0,12 0,17 0,09| 6,58
(E)-2-hexenal 858 | 0,28 6,62| 1,50| 0,52| 12,70| 0,22 10,06 13,15 4,25 9,81 6,61 0,10/ 17,70 7,77| 0,07
Isobutirato de isopropila 865 0,25| 0,08 1,06 0,08 0,89 1,21 1,67 14,90| 0,34 1,10
p-xileno 866 | 0,05 0,26 1,02 0,20 0,20 7,23 9,30
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Tempo de Fermentagdo (Horas)

Fermentado 1

Fermentado 2

Fermentado 3

Composto IR
HD DES LL HD DES LL HD DES LL
14h | 30h 62h | 14h | 30h | 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h | 14h |30h [ 62h 14h | 30h 62h 14h 30h | 62h 14h | 30h 62h
3-heptanona 870 | 0,08 0,29| 0,06 0,01 0,02 0,45 0,19 0,21 0,29 0,13 0,08
mxileno 878 6,80 0,43 0,07 3,02 1,48 579 1,34| 3,43| 0,09 543 4,29| 0,06 0,07
2-heptanona 881 0,06 4,78
2-metil hexanol 886 0,06 0,23| 0,14 0,03 0,16 0,32 0,43 0,16 0,02| 1,38 3,26] 0,87 0,02| 0,10 6,43
Heptanal 889 | 0,60 0,89| 050| 0,99| 0,04| 044 0,48| 0,45 0,23| 0,77 0,04| 0,65| 0,73| 0,66 0,29| 0,10/ 0,63| 0,70| 0,54| 0,98| 0,06
Acido pentanéico 896 | 0,08 0,09 0,22 0,22| 0,02 0,28 0,11| 0,06| 0,09 0,35 0,05| 0,19| 0,21
2-metil 1-pentanol 906 | 0,03 0,02| 0,61| 0,09| 0,08 0,04 0,05 0,04 0,09] 0,10 0,12| 0,07 0,05 054| 0,02| 0,04| 0,19| 0,04/ 0,05| 0,60
Hexanoato de metila 911 | 0,08 0,10| 0,28| 0,07| 0,10| 0,06 0,11| 0,06 0,20| 0,06 0,25| 0,13| 0,09] 0,01 0,25 0,09 0,14| 0,09| 0,16| 0,02
Disulfeto de etila 914 0,32 0,37| 0,57] 0,35 0,04] 0,08 0,06 0,20 0,12 0,24 0,15| 0,13] 0,25 0,18| 0,41 0,16] 0,33 0,07| 0,06] 0,38| 0,24
2-metil hexanol 919 | 0,24 0,32| 0,25| 0,34 0,05| 0,21 0,19| 0,15 0,43| 0,20 0,08| 0,66| 0,06| 0,22| 043 0,53| 0,25| 0,20 0,22| 0,04| 0,45
Cumeno (isopropil benzeno) 921 0,46 0,48| 0,25 0,26 0,25 0,38| 041 0,33 0,44| 0,33] 0,19
2,2,5,5-tetrametil hexano 930 0,09 0,08| 1,56 0,09 0,72| 0,02 0,06
a-pineno 933 0,02 0,02| 0,03 0,06 0,05 0,08 0,01 0,10 0,05 0,04 0,23] 0,02 0,04 0,01
4,5-dimetiltiazole 935 0,05 0,05 0,02] 0,02 0,01 0,02 0,04 0,05| 0,04| 0,16 0,01| 0,34 0,02
Isobutanoato de butila 939 | 0,07 0,15| 1,41| 05| 0,15| 0,09 0,12 0,11 0,19| 0,52 0,22| 0,15 0,11| 0,56 0,50 0,37| 0,17| 0,10| 0,09| 0,22
Butanoato de isobutila 945 | 0,56 0,80| 0,17 0,04| 041 0,64 0,06 0,60 0,61| 0,10| 0,59| 0,92 1,08 0,51| 0,14| 0,97
2,3,3-trimetil octano 948 | 0,43 0,58| 0,05| 0,55| 0,70| 0,30 044 0,42 091| 0,74 0,86 042| 0,12| 0,42| 0,78 091| 053] 042| 0,81| 037
Heptanol 951 0,23 0,28| 0,20| 0,24 0,13] 0,14 0,11 0,08 0,17 0,15 0,60| 0,20 0,10 0,26] 0,17 0,14| 0,08 0,66
metil tolueno 957 | 0,27 0,29| 0,72| 0,18 0,59| 0,23 0,19 0,14 0,30| 0,25 0,73| 0,35| 0,15| 0,18 0,28| 0,11| 0,26| 0,14| 0,18| 0,79
1,1-dimetoxihexano 958 0,25| 0,25| 0,13 0,30 0,29 0,07
1-methyl 4-etilbenzeno 959 | 0,07 0,10| 0,54 0,28 0,24| 0,29 0,30| 0,06 0,32 0,58 1,96| 0,57 0,27| 0,21 0,32
p-etil tolueno 962 | 0,47 0,58| 0,15| 0,59| 0,09 0,37 0,68 0,56 0,13 0,08 0,29 0,66| 0,05 0,33
2-heptanol 972 0,31 0,38| 0,05| 0,22 0,34] 0,18 0,30 0,22| 0,42| 0,43 0,35 0,44| 0,29| 0,06 0,21| 0,10 1,49| 0,14] 0,17 0,37| 0,19 0,06| 0,33
1,2,4-trimetil benzeno 977 | 1,55 1,70 1,72| 0,14| 1,08 1,36 1,45 0,18| 1,43| 0,25| 0,11 0,35 156/ 1,12| 0,15| 0,10| 0,24| 0,64
1-octen-3-ol 979 0,39| 0,08 1,54 0,10 0,29 1,88 211 0,10 1,27 0,38 0,30 1,70| 1,10 2,07
Fenol 982 | 0,11 0,12| 0,15 0,42 0,45 2,78 0,13 0,13
1,2,3-trimetil benzeno 985 | 1,14 1,49 0,05 0,04] 0,95 0,07 0,09] 1,05 1,92 0,19 0,05 0,09
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Tempo de Fermentagdo (Horas)

Fermentado 1

Fermentado 2

Fermentado 3

Composto IR
HD DES LL HD DES LL HD DES LL
14h | 30h 62h | 14h | 30h | 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h | 14h |30h [ 62h 14h | 30h 62h 14h 30h | 62h 14h | 30h 62h
Octanal 988 | 0,10 0,10| 041| 1,38] 1,34| 0,74 1,17| 0,06 1,72 1,42 0,07| 0,09 1,09 150 1,02| 1,47| 095 0,08
Benzaldeido 990 0,37 0,07 0,09 0,11 1,48 0,04 0,09 0,17 0,08| 0,03| 1,78
1,2-diclorobenzeno 997 | 0,17 0,17| 0,40| 0,15 0,10 0,11| 0,21 0,31| 0,15| 0,12 0,19 0,13 0,11 055/ 0,20/ 0,11 0,05| 0,04/ 0,10| 0,18
Hexanoato de etila 999 0,15] 0,18 0,15 0,24 0,24| 0,21 0,15 0,12 0,28 0,18| 0,13 0,03| 0,24
Butanoato de butila 1003 | 0,99 131 0,21| 1,19| 1,18| 0,74 1,02 1,03 145 1,27 0,05| 1,07| 0,10| 0,01 1,93 0,25| 1,24 0,85| 1,30| 0,82 0,24 1,40
Acetato de hexila 1008 | 0,62 0,75| 0,11| 0,64| 0,68| 0,47 059 051 031 0,82 0,74| 0,18| 1,42| 0,58 054| 1,03| 015| 1,79| 0,72 0,47| 0,74] 047| 0,05 0,21
2,4-dimetl heptan-3-ol 1013 | 0,25| 0,42| 0,22| 0,28 0,36| 0,14| 0,25 0,12 0,12 0,29| 0,17 0,13| 0,15 0,11| 0,59 0,97| 0,25 0,23| 0,10 0,33
a-terpineno 1015 | 0,41 0,53| 0,42 0,47| 0,27 042| 0,34 0,54| 0,55 0,50| 0,40 0,38 0,23 0,52| 0,28| 0,07| 0,58
(E,E) 2,4-heptadienal 1018 0,13 0,15| 0,08
2-acetiltiazole 1020 | 0,11 0,11| 1,00 0,10| 0,14 0,10 0,17 0,16| 0,26 0,15| 0,22 0,10 0,11 0,12| 0,08 0,25
Heptanoato de metila 1022 | 0,35 0,36 0,33 0,11]| 0,21 0,10 0,15 0,17| 0,26| 0,01| 0,08| 047 0,35| 0,24| 0,11| 0,07 0,13
2,6,7-trimetil decano 1029 | 0,11 0,10| 0,09 0,09| 0,07 0,10 0,04 0,17 0,13 0,10/ 0,13| 0,02| 0,06 0,64| 0,08 0,06| 0,09| 0,06 005| 053
2-etil-1-hexanol 1031 0,06] 0,09 0,10] 0,09 0,11 0,10 0,18 0,14 0,11] 0,13] 0,07 0,07| 0,61 0,28| 0,15| 0,07 0,10/ 0,07 0,12| 0,20
Limoneno 1040 | 0,29 0,35 0,31] 0,31 0,44 0,30 0,40 0,38 0,40| 0,45| 0,13 0,37| 0,86 0,93] 0,57| 0,36 0,51 0,32f 0,17| 0,41
o -benzil &lcool 1081 | 0,07 0,09 0,11 0,07 0,10 0,16/ 0,08 0,11| 0,07 0,06 0,17| 0,12 0,02| 0,06 0,20
Octanol 1083 | 1,38 1,44| 0,03 0,11| 0,06 1,18 1,05 159 0,15 1,19 027 1,11| 1,99 0,17 0,09| 1,00/ 048] 1,82
Acido heptanéico 1088 | 0,01 0,01| 0,06 0,01| 0,01 0,01 0,03 0,05 0,01 0,07| 0,05 0,01 0,56 0,01| 0,08
Nonanal 1099 | 0,25 0,28| 0,03] 0,25 0,25| 0,62| 4,06 0,49 0,36 0,30 0,28 0,32] 0,36| 0,63 0,49| 0,40 0,39] 0,26| 0,15 0,23| 0,19 0,19] 0,34
2-metil 1-octanol 1114 | 0,28 0,22 0,02| 0,24 0,19( 0,19 0,15 0,17 0,24 0,22 0,32 0,23 0,15 0,03 0,21 0,22 0,14| 0,12| 0,11
Octanoato de metila 1125 | 0,21 0,21| 0,04| 0,36] 0,19| 0,16 0,22| 0,25 0,24| 0,23 0,28| 0,26| 0,09| 0,15| 0,35 0,30| 0,21| 0,23| 0,22| 0,15| 0,21]| 0,29
1-metil 4(metiletil) benzeno 1129 | 0,75 0,59| 0,07| 0,63 053] 0,51 0,53| 0,48 0,61| 0,59 0,64 049| 0,03| 042| 0,80 0,36| 0,55| 040| 0,59| 0,40/ 0,05| 0,72
Isobutanoato de hexila 1133 | 0,14 0,12| 0,03| 0,19| 0,10| 0,09 0,08 0,08 0,13| 0,12 0,15 0,11 0,08 0,65/ 0,11| 0,08 0,12| 0,07 0,03| 0,19
2-metil tiofeno 1135 | 0,07 0,03| 0,02 0,03] 0,06 0,04 0,04 0,04 0,06| 0,05 0,02 0,21] 0,03 0,03| 0,07 0,08
1,3-dimetoxibenzeno 1138 | 0,45 0,38| 0,19| 06| 0,33| 0,33 0,30 0,32 0,39] 0,35 0,35| 0,35| 0,24] 0,27| 051 0,12| 0,33| 035| 040| 0,25| 0,30| 0,39
Canfora 1141 | 0,09 0,08 0,01 0,06| 0,05 0,06| 0,05 0,07| 0,07 0,09 0,05 0,05 0,43| 0,06 0,07| 0,04 0,04] 0,09
2-etil tiofeno 1181 | 0,72 0,20| 0,01| 0,35 0,18| 0,51 0,14 0,35 0,20 0,21 0,23| 0,37 0,30| 0,55 0,02| 0,19| 0,25 0,19| 0,31| 0,19| 0,24
Nonoato de etila 1183 0,02 0,18 0,01 0,04
51




Tempo de Fermentagdo (Horas)

Fermentado 1

Fermentado 2

Fermentado 3

Composto IR
HD DES LL HD DES LL HD DES LL
14h | 30h 62h | 14h | 30h | 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h | 14h |30h [ 62h 14h | 30h 62h 14h 30h | 62h 14h | 30h 62h
o -copaeno 1184 | 0,04 0,09 0,02{ 0,12 0,01 0,01 0,04| 0,24| 0,73 0,15 0,29 0,01 0,16/ 0,09| 0,03
B-farneseno 1186 | 0,08 0,01 0,13 0,03 0,14 0,12 0,03 0,17 0,47
Dodecanol 1189 | 0,06 0,04 0,23 0,18 0,02| 0,18| 0,82 0,28 0,04 0,22 0,53| 0,01
Tridecanol 1192 | 0,42 0,10| 0,02 0,3 0,10 0,45 0,11 0,10 0,12 0,11| 0,47 0,04| 0,09 0,21 0,10/ 0,41| 0,45| 0,13
Dibenzil éter 1194 | 0,11 0,01f 0,01 0,01f 0,74 0,07 0,18 0,01 0,02 0,02 0,49| 0,30 0,05 0,16/ 0,01| 0,01 0,01 0,04| 0,18
6-dodecalactona 1196 | 0,04 0,24 0,70 0,05 0,12] 0,62
Pentadecanol 1198 | 0,10 0,03 0,04 0,04 0,17 0,02 0,04 0,21 0,51 0,01
Hexadecanol/decanal 1199 | 0,08 0,02 0,62 0,53 0,02 0,03| 0,92| 0,60 0,07 0,08 0,61 1,26| 0,05
Decanal 1202 | 0,07 0,02 0,01 0,27 0,02 0,36 0,02 0,02] 0,42 0,03 0,23| 0,76] 0,05
9-hexadecanoato de metila 1204 0,06 0,18| 0,24
3-octadeceno 1206 | 0,03 0,03 0,35 0,24 0,01 0,21 0,76
Nonadecano 1208 | 0,15 0,03| 0,02| 0,13 0,03 0,81 0,04 0,11 0,08 0,03 0,32 046| 0,15
d-pentadecalactona 1213 | 0,08 0,85 0,13 0,44 0,09 0,05 0,11| 0,36 0,10
Octadecanol 1214 | 0,06 0,04 0,02] 0,54| 0,84 0,04 0,10 0,01] 0,21 0,50 0,05 0,08 0,79 0,07
d-heptadecalactona 1216 | 0,17 0,01 0,37 0,14 0,02| 0,18 0,10 0,07 0,17
Docosano 1218 | 0,22 0,01 0,15 0,07 0,03 0,04 0,05 0,01 0,01
Tricosano 1221 0,01 0,03 0,56 0,18 0,01 0,04| 0,28| 0,27 0,14 0,07 0,08 0,44| 0,16
Octadecanoato de etila 1222 0,29 0,04 0,20 0,06
Heptadecanoato de butila 1224 0,16 0,34 0,22 0,08 0,07
1-docosonol 1225 | 0,08 0,01 0,44 0,01 0,07 0,02 0,01 0,09| 0,07
Nonoato de metila 1265 | 0,05 0,01 0,05 0,01 0,03 0,09 0,05
Nonoato de etila 1286 | 0,64 0,10( 0,01 0,3 0,07 0,03 0,09 0,08 0,07 0,11| 0,48 0,13| 0,07 0,20 0,07
o-copaeno 1339 | 0,10 0,19 0,16 0,19| 0,51 0,02 0,68
Tetradecano 1397 | 0,11 0,01 0,02 0,07| 0,06 0,15 0,02 0,08/ 0,17| 0,17 0,05 0,03 0,02 0,03 0,01| 0,24
B-ionona 1451 | 0,12 0,02 0,13 0,02{ 0,12 0,87 0,13| 0,03 0,02 0,08| 0,13 0,61 0,23 0,06/ 0,02f 0,08 0,02 0,04| 0,21| 0,04
B-farneseno 1463 | 0,09 0,02{ 0,01 0,01 0,01f 0,05 0,02 0,01 0,01| 0,03] 0,23 0,07| 0,01 0,06 0,01 0,08] 0,02
Dodecanol 1489 | 0,11] 0,99| 0,03 0,02| 0,15 0,02 0,15] 1,48 0,77 0,09/ 0,58| 0,03 0,03 0,02| 0,11 0,22 0,68 0,07| 0,02] 0,10 0,55] 0,31 0,96
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Tempo de Fermentagdo (Horas)

Fermentado 1

Fermentado 2

Fermentado 3

Composto IR
HD DES LL HD DES LL HD DES LL
14h | 30h 62h | 14h | 30h | 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h | 14h |30h [ 62h 14h | 30h 62h 14h 30h | 62h 14h | 30h 62h

Pentadecano 1498 | 0,06 0,02| 0,04| 0,01| 0,07 0,02 0,01 0,04| 0,13 0,05 0,02 0,14
Acido dodecandico 1524 | 0,06 0,07| 0,01| 0,07 0,03 0,01| 0,02 0,01 0,05| 0,08 0,04| 0,01| 0,04 0,01| 0,22
y-cadineno 1546 | 0,08 0,01 0,13| 0,01 0,35 0,02| 0,02 0,01| 0,03| 1,04] 0,01]| 0,13 0,06/ 0,01| 0,06 0,04| 1,34| 0,02
d-cadineno 1552 | 0,06 0,12 0,01] 0,09 0,03 0,01 0,02 0,02| 0,06| 0,02 0,08| 0,02 0,06 0,01| 0,19 0,02
d-undelactona 1571 | 0,06 0,08 0,05 0,06 0,01 0,07| 0,02 0,05 0,12
Tridecanol 1581 | 0,17| 0,34| 0,07 044| 0,08 012| 003| 007 01| 0,09 0,08 0,09| 0,06| 0,08 0,03 0,05| 0,76| 0,23| 0,19| 0,06/ 0,26| 0,07| 006| 0,23| 0,09
Benzophenone 1590 | 0,02 0,05 0,23 0,26 0,01 0,27| 0,88 0,07 0,02 0,04| 1,01
Octanoato de dietila 1594 | 0,04 0,14| 0,02| 0,05 0,08| 0,04 0,02 0,02| 0,01 0,02| 0,06| 0,03| 0,47 0,05 0,04 0,02| 0,23| 0,01
Tridecanol 1601 | 0,07 0,03 0,11 0,03] 0,04 0,60 0,02 0,04| 0,02 0,12
Heptanoato de benzila 1621 | 0,02 0,03 0,16 0,01 0,02 0,20| 0,07| 0,01 0,03 0,04| 0,18
Dibenzil éter 1635 | 0,01 0,02 0,09 0,08 0,09| 0,24 0,38
2-(fenilmetil) heptanal 1640 | 0,04 0,02| 0,01 0,04 0,02 0,03 0,03 0,01| 0,25 0,07 0,01| 0,06 0,03
Cubenol 1646 | 0,03 0,01| 0,05 0,1 0,01] 0,06 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03| 0,02 0,01| 0,18 0,07] 0,01| 0,04 0,01| 0,10 0,02
Acido isopentanéico 1653 | 0,04 0,03] 0,09 0,01] 0,03 0,05 0,01 0,01 0,06| 0,07 0,08] 0,01| 0,03 0,25
y-dodelactona 1664 | 0,05| 0,28 0,19 0,16 0,12 0,01 0,06| 0,30 0,07 0,01 0,01| 0,43
10-undecenoato de butila 1667 | 0,01 0,06 0,09 0,01 0,05| 0,15| 0,03 0,04 0,26
a-cadinol 1673 | 0,03 0,01 0,02 0,08 0,03| 0,12| 0,01 0,37
d-dodecalactona 1684 | 0,15| 1,19| 0,12| 0,06] 0,61 0,11 0,15 0,07 0,08 0,14| 0,11] 0,10 0,13| 0,15| 0,10] 0,14 0,09 1,49| 0,85 0,23] 0,11| 0,35 0,13| 0,07 0,27 0,15
Heptadecano 1690 | 0,02 0,06| 0,06 0,01 0,01 0,05 0,01
Tridecanoato de etila 1697 | 0,01 0,06/ 0,08 0,01 0111 0,08 0,01 0,01| 0,07| 0,06| 0,02 0,01| 0,03 0,00| 0,21
Pentadecanal 1703 | 0,03 0,01 0,17 0,07| 0,06 0,12 0,01 0,08| 0,14| 0,04| 0,12 0,10| 0,01 0,02| 0,38| 0,02
2-pentadecanona 1710 | 0,02 0,14| 0,22 0,01| 0,03| 0,04 0,05 0,01| 1,48| 0,01| 0,04 0,06/ 0,01 0,07 0,01 0,04 0,01 001 0,23| 0,01
Farnesol 1715| 0,02| 1,04 0,01 0,09] 0,05 0,08 0,05 0,01 0,05| 0,10 0,01| 0,15 0,25 0,10 0,01 0,01| 0,26 0,01
Tetradecanoato de metila 1722 | 0,04 0,05/ 0,14| 0,01| 0,04 0,05 0,31 0,01| 0,04| 0,08| 0,01| 0,09 0,09] 0,02 0,02 0,01
Cinnamato de isoamila 1735 | 0,01 0,05| 0,08 0,02 0,03| 0,06 0,05 0,01 0,16
Benzoato de benzila 1740 | 0,02| 0,24| 0,01 0,04| 0,14 0,06 0,02 0,01 0,01| 0,02| 0,05/ 0,01 0111 0,15 0,09 0,02 0,13
Acido tetradecanéico 1745 | 0,06 0,02| 0,23 0,22 0,01 0,05 0,01
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Tempo de Fermentagdo (Horas)

Fermentado 1

Fermentado 2

Fermentado 3

Composto IR
HD DES LL HD DES LL HD DES LL
14h | 30h 62h | 14h | 30h | 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h | 14h |30h [ 62h 14h | 30h 62h 14h 30h | 62h 14h | 30h 62h
1,2-dodecanediol 1749 0,03 0,05 0,01 0,05| 0,11| 0,18 0,05 0,01| 0,22| 0,02
2-pentadecenal 1758 0,82 0,04| 0,17 0,02 0,01 0,01| 0,01 0,07 0,06
9-pentadecanoato de etila 1761 0,04 0,03| 0,27 0,01 0,03 0,01 0,15 0,01
Pentadecanol 1770 | 0,03| 1,55 0,05 0,04| 0,05 0,03 0,03| 0,08 0,38 0,05 0,22
Dodecanoato de butila 1776 0,05/ 0,23| 0,04| 003| 003| 0,03 0,05 0,04/ 0,05 0,08| 0,04 005| 006| 003| 064| 1,23 011| 004| 0,19 0,05 0,03| 0,15| 0,06
Tetradecanoato de isopropila 1799 | 0,01| 0,66 0,02 0,02 0,06| 0,01
Tetradecanoato de etila 1815 0,31 0,01 0,07 0,07
2-hexadecanona 1817 0,06| 0,07 0,01| 0,04 0,09
Hexadecanal 1823 0,03
Acido pentadecanéico 1829 0,31 0,24| 0,04
Acido 9-pentadecengico 1834 0,06
Hexadecanol 1843 | 0,06 0,02 0,22| 0,02 1,57 0,08/ 055/ 0,02 0,02 0,29| 001| 0,05| 096| 0,04] 0,19 0,09] 0,02 0,03 0,02| 0,04| 0,02
6,10,14-trimetil 2-pentadecanona | 1852 0,07
Tridecanoato de butila 1862 0,11 0,09
5-octadeceno 1868 0,03 0,03
2-hexadecenal 1876 | 0,01| 1,82| 0,04 0,16| 0,04 0,03 0,03 0,04| 0,12| 0,03 0,53| 156 0,08/ 004| 0,13| 0,04/ 0,02| 0,08| 0,05
3-octadeceno 1887 | 0,01 0,02 0,11 0,12 0,05 0,06
9-hexadecanoato de metila 1894 0,07 0,02
Nonadecano 1897 | 0,03 0,03 1,11 0,07 0,98 0,47 0,05 0,04
Heptadecanal 1906 0,02| 0,56 0,82| 3,84 0,06 0,02 0,06 3,23 0,08 0,02| 0,06
Farnesol acetona 1918 0,03 0,03
2-heptadecanona 1923 0,02 0,02
Hexadecanoato de metila 1925 0,02
Acido 9-hexadecentico 1933 0,03
Benzoato de geranil 1948 0,3 4,42 4,24 2,63 0,03 0,02
9-hexadecanoato de etila 1953 0,29 0,03
Hexadecanoato de etila 1970 0,05
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Tempo de Fermentagdo (Horas)

Fermentado 1

Fermentado 2

Fermentado 3

Composto IR
HD LL HD LL HD DES LL
14h | 30h 62h 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h 14h 62h | 14h |30h [ 62h 14h | 30h 62h 30h | 62h 14h | 30h 62h
Tetradecanoato de butila 1975 3,36/ 0,07 0,03| 0,04
d-pentadecalactona 1982 | 0,01| 1,63| 0,03 0,03 0,02| 0,03 0,03| 0,02 0,03| 045| 1,29| 0,10 0,11
Heptadecanol 1992 0,01
9-octadecenal 2001
Heptadecanoato de metila 2026 0,01
Octadecanal 2034 0,12 0,11| 0,14 0,48
y-hexadecalactona 2052 3,96| 6,96 4,45 0,99
Acido heptadecanéico 2056 1,72
d-hexadecalactona 2067 2,00 0,05 0,06
Pentadecanoato de butila 2079 1,29 0,03| 0,97 0,04| 0,10
Octadecanol 2084 | 0,05 0,03 0,07| 1,40 0,09| 0,45 0,03 0,07| 0,97| 0,03 0,97| 0,04 0,14 0,02
9,12-octadecadienoato de metila | 2094 1,16 1,03
9-octadecenoato de metila 2097 0,69 0,42
Heneicosano 2102 0,17 0,15
Octadecanoato de metila 2124 | 0,01 0,02 0,02 1,58 0,15
9,12,15-octadecatrienoato de etilg 2136 0,23 0,18 0,83
Acido 9-octadecendico 2147 0,20 0,17 0,61
9-octadecenoato de etila 2161 0,20 1,00
Acido octadecantico 2169 0,62 0,05 0,04 1,81
Hexadecanamida 2173 0,10 0,03 1,82] 0,01
Hexadecanoato de butila 2180 | 0,01 0,01 0,06 0,11 0,11| 0,13 0,92 0,03 0,04
&-heptadecalactona 2186 | 0,04 0,03 0,27 0,02| 154| 0,02 0,01| 0,11| 0,02| 0,39 0,93 0,11 0,03
Octadecanoato de etila 2187 1,11 0,03 0,06 0,03 2,18 0,27 0,03
Octadecanoato de etila 2191 | 0,17| 0,71 0,02 0,06 0,21| 0,59| 0,02 0,04 0,01| 0,21| 0,03] 0,02| 0,14| 1,69 0,03| 0,02] 0,02| 0,05
Docosano 2205 0,06 0,06 0,01
Octadecanol acetato 2219 1,02 2,55
Acido 9-nonadecendico 2238 0,20 0,12 0,02| 0,04 0,06 2,05 0,01 0,05
1 55




Tempo de Fermentagdo (Horas)

Fermentado 1

Fermentado 2

Fermentado 3

Composto IR
HD DES LL HD DES LL HD DES LL
14h | 30h 62h | 14h | 30h | 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h 14h 30h 62h | 14h |30h [ 62h 14h | 30h 62h 14h 30h | 62h 14h | 30h 62h
Ciclotetracosano 2277 0,61
Heptadecanoato de butila 2283 | 0,04| 164| 002 004| 0,22]| 0,03| 004 022 0,02| 259 002 0,11 06| 003]| 002| 009| 002| 035 2,30/ 0,03| 010| 044| 0,03] 0,24| 0,29 0,03
1-docosonol 2298 | 0,02 0,07 0,12 0,15| 0,10| 1,89 0,01
Tricosano 2301 1,20
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Na Tabela 7 estdo listados apenas os compostofgme possiveis de serem

identificados. Assim sendo esta tabela ndo apr@sespicos de cromatogramas que

apesar de serem detectados, ndo foram identificatftise 0s principais compostos

identificados nos diversos fermentados observafgesenca de fenol, tolueno, xileno,

hexanol, tricosano, docosonol, octanol, octanalzbato de geranil. Desta tabela pode-

se concluir que os compostos organicos volateisniganres de serem obtido pela

fermentacao do soro sao 2-hexadecenal e acidoewetadico.

Tabela 8: Comparacédo das areas de picos dos fewesnobtidos pelo uso do soro
como substrato, tendo o preco estimado como referén

Compostos Precgos Area de Picos
(US$/100mL) Fermentado 1 Fermentado 2 Fermentado 3
14hs| 30hs| 62hs| 14hs| 30hs62hs| 14hs 30hs | 62hs
2-hexadecenal 1945 0,01 1,82 O, o004 0,12 0,0%3|01,56| 0,08
Acido 165,0 0,62 0,04 1,81
octadecandico
Hexadecanamida  100,0 0,30 0,09 1,82
Docosonol 97,8 0,02 0,07 0,12 0,15 0j10 189 qQ,01
Tricosano 81,5 0,56 0,1 0,28 0,7 0,14 Q0,08 0,4416
3-hexenol 76,7 0,16 0,11 0,d 3,62 0,14 0,05
Acido 75,3 0,06 0,01 0,05 0,0 0,01 0,08 0,56
heptadendico
Tetradecanoato 70,1 3,36/ 0,07 0,16 0,08 0,04
de butila
Dodecanol 47,6 0,15 1,48 0,7 0,11 058 0(68 0,581 0 0,96
p-xileno 42,5 0,05 0,26 1,02 0,2 7,23 9,80
Fenol 42,5 0,15 0,12 0,4 0,13 2,78
2,3 dimetil 3- 42,4 0,38/ 0,08 0,01 0,01 0,01
pentanol
2,3 dimetil 2- 42,4 0,31 0,06 4,19 0,07 0,1 8,p9 0,23 0j05
pentano
Etil benzeno 40,2 0,01 11,292,12 10,97( 8,79| 0,05| 0,58
Benzoato de 39,3 4,42 4,24 2,63 0,02 0,03
geranil
Isobutanoato de 34,7 1,41 05| 0,13 0,52 0,2 0,66 0,37 0]22
butila
m-xileno 33,5 0,43 6,80 5,79 0,09 5,43 4,29 0/06070,
Nonanal 32,1 0,62 406 049 0,36 0,63 0549 0,409 0,10,39
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Compostos Precos Area de Picos
(US$/100mL)| Fermentado 1 Fermentado 2 Fermentado 3
14hs| 30hs| 62hs| 14hs| 30hs62hs| 14hg 30hs| 62hs
Nonadecano 32,1 0,15 0,13 0,03 0,81 0,11 0,32 [0,4615
Octanol 31,7 1,38 1,44 1,19 0,27 1,59 199 0,48821,
Octanal 28,5 0,74 1,38 1,34 142 1,72 1,50 1,0247 1,
Dodecalactona 28,2 0,15 1,19 0,12 0/14 0,15 0,19 10,85/ 0,23
3-hexanona 26,6 152 065 099 140 Q22 Q90 {1MA1| 1,17
Tolueno 23,8 1,2( 083 1,14 7,19 0,81 0,88 0,43900,
2-hexenal 23,0 1,50 0,52 12,v23,15 981 7,77 0,20 17,70
2-metilhexanol 23,0 0,14 0,28 043 0,32 1,38 0,16,43
2 metil tiofeno 22,3 0,07 0,083 0,05 0,06 0/03 70,00,21
Hexadecanol 21,7 0,62 0,92 0,60 0,07 Q0,61 1,2608 Q,
Benzofenona 21,7 0,23 0,05 0,27 0/88 0,04 1,0107 Q,
Hexadacalactona 19,6 3,96/ 6,96 4,45 0,99
2,4 dimetil 3- 18,4 1,57/ 0,14 0,02 0,08 0,01 0,27 0j12 0,05
pentanol

A Tabela 8 mostra que os 3 primeiros compostos d®rmvalor comercial

apresentam areas de valores préoximos, tendo oddhaegnal um maior pico 30hs apés

inicio da fermentacdo 1. Os compostos tricosana@idoaheptadendico possuem a

mesma area de pico, contudo o primeiro possui nvaior comercial e foi obtido 14hs

apos o inicio da fermentacdo 1. Com éareas de pgixdsimas, o 3-hexenol e o

Tetradecanoato de butila foram obtidos 14hs apdsicoo da fermentacdo 1 e 3,

respectivamente. Compostos de areas de proximag) o 2,3 dimetil 3-pentanol, o

hexadacalactona e o benzoato de geranil foram asbfdomissoriamente durante a

fermentacdo 1, enquanto o etil benzemexileno, octanol, octanal e 2-hexenal foram

identificados nos 3 processos fermentativos conmasarge picos destacadas nas

fermentacdes 1 e 2.

Na Tabela 9 estdo apresentados os diversos corapmsgi@nicos volateis com

seus precos dos picos e areas (ha média), quenaga em todas as 3 fermentacdes

realizadas. Os dados apresentados nessa tabata devancluir que a obtencéo de 2-

hexadecenal, acido octadecanoico, hexadecananodasahol, tricosano, 3-hexenol,

acido heptadecandico e tetradecanoato de butilaapesr uma atividade técnico-

econdmica viavel para aproveitamento de soro obigdproducdo de queijo de coalho.
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Salientamos que o objetivo deste trabalho ndodm plesenvolver um processo
viavel de producao de algum composto orgéanico vgélo uso de soro, mas verificar
o potencial de aproveitamento de soro como um aibgpara producdo de compostos
volateis viadveis que agregam valor alto para aptawvento de soro pelo processo
biotecnoldgico.

Finalmente, ressalvamos que ha um grande escopbtdacido de produtos
agregados que sdo extremamente caros e estes pessamoduzidos primeiramente
pelo isolamento de extrato de fermentados 1, 2 er8orme discutido acima e
possivelmente pelo aperfeicoamento da sinteserdpasios ou isolados pelas técnicas
que promovem as reaclOes quimicas de separacaorgmsios de diferentes classes
organicas . Uma possivel via de obtencdo de compdistlados seria um novo estudo
que, busque primeiroscale-updo processo biotecnologico de fermentacdo de soro
obtido na producédo de queijo de coalho, seguida@leta de produto formado apods 62
hs de fermentacéo e utilizacdo deste como fonteipal para promover reagcdes que
facilitam a separacdo organicos por classes sendoitorado o rendimento de
composto alvo (preferencialmente aqueles de altor vamercial) de isolamento, o
qual certamente viabilizard o processo biotecnotbgie aproveitamento de soro
produzido no processo de queijo coalho.
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Tabela 9: Precos estimados de compostos volatiisiomeados com a presenca em

fermentados obtidos pelo uso de soro como substrato

Area do pico

Preco no
Composto (US$/100mL) cromatograma
2-hexadecenal 194,5 1,6
Acido octadecandico 165,0 1,8
Hexadecanamida 100,0 1,8
Docosonol 97,8 1,9
Tricosano 81,5 1,2
3-hexenol 76,7 3,6
Acido heptadendico 75,3 1,7
Tetradecanoato de
butila 70,1 3,4
Dodecanol 47,6 1,5
p-xileno 42,5 9,3
Fenol 42,5 2,8
2,3 dimetil 3-pentanol 42,4 8,6
2,3 dimetil 3-pentano 42,4 4,2
Etil benzeno 40,2 12,1
Benzoato de geranil 39,3 4.4
Isobutanoato de butila 34,7 1,4
m-xileno 33,5 6,3
Nonanal 32,1 41
Nonadecano 32,1 1,1
Octanol 31,7 2,0
Octanal 28,5 1,7
Dodecalactona 28,2 1,2
3-hexanona 26,6 1,5
Tolueno 23,8 7,2
2-hexenal 23,0 10,1
2-metilhexanol 23,0 6,4
2 metil tiofeno 22,3 1,1
Hexadecanol 21,7 1,3
Benzofenona 21,7 1,0
Hexadecalactona 19,6 2,0
2,4 dimetil 3 pentanol 18,4 1,5
Hexanol 10,9 14,1
2-heptanol 10,4 1,5
Heptadecanal 7,8 3,8
2,2,5,5 tetrametil
hexano 7,2 1,5
Butanoato de butila 7,2 1,9
Acetato de isobutila 6,2 4.8
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

A fermentacdo realizada com o sdronatura (ndo esterilizado) apresentou
maior consumo de proteinas, lactose e maior teaciiez total quando comparado as
fermentacdes realizadas com o soro estéril e adleaeKluyveromyces lactis
(fermentacdes 1 e 2), tendo em vista que o procéssoealizado com a flora
microbiana natural do soro, a qual € caracterizafecipalmente pela presenca de
bactérias lacticas homofermentativas.

Compostos de alto valor agregado foram obtidogtéir pa extracdo dos volateis
dos 3 produtos fermentados utilizando as técrieasispace dinamicdaiquido-liquido
e Destilacdo e Extracdo Simultanea. O numero desmle compostos volateis obtidos
pela técnica headspace dinamico (362) foi maiorferanentacdo realizada com
kluyveromices lactisa concentracéo de 9,0 g/L (Fermentado 1) do gudermentacéo
realizada com o dobro da concentracdo deste mammgo (Fermentado 2).

Tendo em vista o objetivo deste trabalho, fica @vid que se pode aproveitar o
soro de queijo do tipo coalho, reduzindo assim petencial poluidor do meio
ambiente, extraindo do soro fermentado apés 30shdedermentacdo dois compostos
do maior valor sendo 2-hexadecenal e o0 acido ectawico usando a técnica do

headspace dinamico
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