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Resumo

A cana-de-agtcar ¢ a principal matéria-prima utilizada no Brasil para fermentagdo alcoolica. Neste trabalho,
objetivou-se avaliar o efeito do kefir quanto a sua viabilidade para producdo de etanol por meio da fermentagdo
alcodlica. Os graos de kefir se constituem de uma associagdo simbidtica de leveduras, bactérias acido-laticas
e bactérias 4cido-acéticas tradicionalmente utilizadas para a producdo de leites fermentados de baixo teor
alcodlico, o que gera uma bebida associada a longevidade e considerada terapéutica. A partir de fermentagdo
conduzida em biorreator piloto verificou-se o consumo de agucar e producdo de etanol com os grdos de
kefir. O estudo realizado apresentou resultados satisfatorios para fermentagdo do kefir na produgdo de etanol.
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Abstract

The cane sugar is the main feedstock used in Brazil for ethanol fermentation. This study aimed to evaluate the effect of kefir
and its feasibilityfor production of ethanol by fermentation. Kefir grains are constituted of a symbiotic association of yeasts,
lactic-acid bacteriaand acetic acid bacteria. Traditionally itis used to produce fermented milk with low alcohol content, where
the drink is associated with longevity is considered therapeutic. Using brown sugar as a substrate and the bioreactor through
the trials it was found consumption of sugar and ethanol production with kefir grains, compared to the variables needed for
the fermentation was conducted as well. The study showed satisfactory results for kefir fermentation for ethanol production.
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Introducao

A cana-de-agticar ¢ um dos principais produtos agricolas
do Brasil. E uma matéria-prima abundante e de baixo custo. O
caldo de cana-de-agucar se destina tanto para a produgdo de
agtcar quanto de alcool, produzindo também a cachaga, bebida
alcodlica tipica brasileira. Segundo o Programa Brasileiro
de Desenvolvimento da Aguardente de Cana (PBDAC), a
aguardente de cana é aterceira bebida destilada mais consumida
no mundo ¢ a primeira no Brasil (Embrapa, 2012).

O principal processo produtivo de aguardente ¢
realizado em batelada e utiliza matérias-primas acgucaradas
como melaco e caldo de cana, e como agente fermentador
a levedura (Saccharomyces cerevisae). Entretanto, outros
microrganismos sao também capazes de produzir etanol com
a utilizacdo de matérias-primas agucaradas como substrato
(Domelles; Rodrigues, 2006).

Segundo Witthuhn et al. (2004) e Marchiori (2007),
o kefir € originario das montanhas do Caucaso. Em eslavo,

Kephir significa “bem-estar”. E um leite fermentado, de
facil preparo e economicamente acessivel, originado da agdo
da microbiota natural presente nos graos ou grumos de kefir
(Witthuhn et al., 2004 e Marchiori, 2007).

Diversos autores descrevem o kefir como uma
associacdo simbidtica de leveduras, bactérias acido-laticas
e bactérias acido-acéticas envoltas por uma matriz de
polissacarideos referidos como kefiran. Apresentam tamanhos
entre 0,5-3,5cm de diametro, volume de 0,5-20,0 mL/grao,
forma irregular, amarelados ou esbranquicados (Riviere e
Kooiman, 1967; Pintado et al., 1996; Hertzler e Clancy, 2003),
apud Moreira (2011), conforme apresentado na Figura 1.

A composi¢ao microbiana dos graos de kefir varia
conforme a regido de origem, o tempo de utilizagao, o substrato
utilizado para proliferacdo dos grdos e as técnicas usadas
em sua manipulagdo (Wszolek et al., 2001; Witthuhn et al.,
2004), apud Moreira (2011). A Figura 2 mostra a microscopia
eletronica de grdos de kefir e a superficie interior e externa
do grao de kefir.
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Figura 1. Graos de kefir.
Fonte: Moreira et al., 2008

Figura 2. Microscopia eletronica de grios de kefir.
(A, C) Superficie interior do grao de kefir. (B, C) Superficie externa
do grao de kefir.
Fonte: Zhou et al., 2009

De acordo com Martins (2006), o kefir tem varios
conceitos ¢ a FAO/WHO (2001) propds uma defini¢ao
de kefir baseada na composi¢do microbiologica do grao
de kefir (a cultura-mae usada para produzir kefir) como o
produto final. Esta defini¢ao ¢ apresentada na Tabela 1.

O Codex Alimentarius éum codigo denormas bésicas
sobre alimentos. As principais finalidades deste codigo sao:
proteger a saude dos consumidores, assegurarem praticas
justas no comércio de alimentos e promover a coordenagao
de todo trabalho sobre normas alimentares realizado
por organizagdes internacionais governamentais € nao
governamentais. O Brasil também ¢ membro do Codex
Alimentarius, tendo criado em 1980, o Comité do Codex
Alimentarius do Brasil (CCAB), mediante as Resolugdes
01/8 e 07/88 do Conselho Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Industrial (Conmetro). O
CCAB tem como principais finalidades a participagdo, em
representacdo do pais, nos comités internacionais do Codex
Alimentarius e a defesa dos interesses nacionais, bem como
a utilizacdo das Normas Codex como referéncia para a
elaboragdo e atualizacdo da legislacdo e regulamentacao
nacional de alimentos (Martins, 2006).

Tabela 1. Codex Alimentarius do kefir..

Definigao

Cultura-mae preparada a partir de graos de kefir,
Lactobacillus Kefir e espécies do género Leuconostoc,
Lactococcus e Acetobacter crescendoem umarelagao
simbidtica muito forte. Grdos de kefir constituem
ambas as leveduras fermentadoras de lactose
(kluyveromyces marxianus) e ndo fermentadoras de
lactose (Saccharomyces unisporus, Sacharomyces
cerevisae e Sacharomyces exiguus)

Composicao

Proteina do leite (% w/w) - min. 2,8

Gordura do leite (Y%om/m) - < 10

Acidez titulavel, expressada com % de acido latico -
min 0,6 - (Y%om/m)

Etanol (%vol.w) - ndo detectado

Resumo de microorganismos contituintes da cultura
mae - min. 107 - (cfu/g em total)

Leveduras (cfu/g) - min. 104

Fonte. Codex Standard for Fermented Milks Codex Stan 243-2003.

Segundo os dados de Souza et al (1984) apud
(Carvalho, 2009), o kefir possui consisténcia cremosa e
espessa, leve gosto acido, aroma moderado de levedura
fresca, efervescéncia carbonatada natural e pode conter
entre 0,08 e 2% de alcool. Os principais produtos
da fermentacdo sdo o acido lactico, acido acético,
acetaldeido, diacetil, etanol ¢ CO,, de acordo com a
Tabela 2.

Tabela 2. Composicao fisico-quimica do kefir.

Componentes Valores aproximados
Agua 87%
Acidez em graus Dornic (°D) 80 (final do processo)

Proteinas totais 3.4—-42%
Sacarose 4,4 (minimo)
Gordura 0,5-3,0%

Matérias albuminoides 3,1%
pH 42—-45
Acidez volatil 3,9 mL de NaOH N/10 x 100 mL
Caseina 2,8%
Albumina 0,2%
Lactose 2,6 —3,75%
Acido latico 0,7%

Alcool (etanol) 0,23 -1,0% viv?

Gas carbonico 20 — 25% (v/v)

Minerais 0,74 - 0,8%
Diacetil 0,49 mg/L
Acetaldeido 1,30 mg/L

Fonte. Souza et al (1984) apud (Carvalho, 2009)
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O aroma, sabor e¢ a composicdo do kefir
dependem do tipo de leite, processo de producao,
origem dos graos ou da cultura starter (Irigoyen et al.;
2005; Otles e Cagindi, 2003; Farnworth e Mainville,
2005), apud Montanuci et al. (2010).

A bebida fermentada a base de leite ¢
frequentemente associada a longevidade, e ¢
considerada terapéutica. As atribui¢des da bebida
tém despertado recentemente o interesse de outros
mercados e encorajado a pesquisa na area (Dornelles
e Rodrigues, 2006).

De acordo com Wrdblewska et al. (2009) o
kefir possui substancias bioterap€uticas capazes
de estimular células do sistema imunolégico e seu
consumo melhora a digestdo. Segundo Montanuci
et al. (2010), devido a varios efeitos positivos no
sistema imune, sistema gastrointestinal e metabolismo
do colesterol, o kefir tem se tornado popular.
Ainda segundo este autor, algumas propriedades
antitumorais, antibacterianas e antiflingicas foram
demonstradas em pesquisas in vitro e em animais,
e sao citadas por Ertekin e Guzel-seydim (2010);
Farnworth e Mainville (2008) Hertzler e Clancy
(2003).

Na Russia, onde ¢ produzido e comercializado
em larga escala, ¢ o leite fermentado mais popular
depois do iogurte. Nos Estados Unidos, o produto
¢ comercializado ha mais de 20 anos e pode ou ndo
conter alcool. No Brasil, o kefir € pouco conhecido.
Todavia, ¢ obtido em nivel caseiro, principalmente
por pessoas procedentes de paises em que seu uso ¢
tradicional (Garcia et al.,1984) apud Carneiro (2010).

Dornelles e Rodrigues (2006) realizaram
fermentacdo alcodlica de caldo de cana comparando
graos de kefir e fermento de panificagdo (Saccharomyces
cerevisae). Os ensaios foram realizados em erlenmeyers
protegidos com tampdes de algodao por sete dias. Os
autores avaliaram que a fermentacdo conduzida com
graos de kefir ¢ vidvel e tem um aroma diferenciado
e agradavel, aplicavel na producdo de alcool. Quando
comparado com a levedura Saccharomyces cerevisae
seu rendimento em etanol produzido ¢ menor.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
producdo de etanol a partir da fermentacdo de graos de
kefir, com utilizacao de agiicar mascavo como substrato.
A fermentagao foi realizada em um biorreator-piloto.

Metodologia

A fermentacao e as analises foram realizadas no
Centro de Tecnologia SENAI-RJ Alimentos e Bebidas,
onde os granulos de kefir foram mantidos em solugdo de
acucar mascavo, diluido em dgua a 24°C. Diariamente, o
meio de cultivo era renovado até a fermentagdo. A Figura
3 apresenta o kefir cultivado em agucar mascavo.

Figura 3. Kefir cultivado em agucar mascavo.
Fonte: Arquivo pessoal

Analise do caldo bruto (solucdo de acucar
mascavo)

A solugdo de agucar mascavo utilizada para a
fermentagdo foi caracterizada quanto ao: teor de s6lidos
soluveis (°Brix); pH e teor de aglcares determinados
pelo método do DNS (Miller, 1959).

Para determinagdo dos agticares foi utilizado um
espectrofotdometro Micronal modelo B582. O pH foi
determinado por potenciometria direta, com utilizagao
de pHmetro modelo Q400MT. O teor de so6lidos soluveis
foi determinado por refratometria, com utilizagdo de um
refratdbmetro ABBE digital modelo Q76780. Todas as
analises foram feitas em triplicata.

Processo de Fermentacao

Foram realizadas trés fermentacoes variando a
massa de kefir. Os graos de kefir foram utilizados em
base umida, cuja massa ¢ 10 vezes maior que a base
seca. A fermentacdo foi realizada de forma estatica
no biorreator, a uma temperatura de 25-30°C. Para a
etapa de fermentacao foi utilizado o biorreator Tec-Bio
modelo 7,5L. A Figura 4 ilustra o biorreator utilizado.

Figura 4. Fermentagdo do kefir em biorreator.
Fonte: Arquivo pessoal
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O primeiro e o terceiro ensaio de fermentagdo
foram realizados sem agita¢do, porém, uma agitagao
adequada na fermentacdo traz inimeras vantagens
ao sistema, como maior eficiéncia fermentativa,
melhor homogeneizagdo do sistema, com producio
de uniformidade do meio dispersando e mantendo em
suspensdo as particulas solidas, facilitando as reagdes
quimicas e bioquimicas. Desse modo, o segundo ensaio
de fermentagdo foi realizado sob agitacao de 100 rpm.

Analise do caldo fermentado

O caldo fermentado foi analisado quanto ao teor
de agucar residual, pH e teor alcodlico. O teor alcoolico
foi analisado no equipamento Beer Analyser, fabricado
pela empresa Anton Paar.

Quanto ao rendimento do experimento foi
relacionado a razao entre o etanol consumido e o aguicar
consumido, calculado por meio da seguinte equacao,,
segundo (Dornelles e Rodrigues, 2006).

Etanol produzido (9/L)
Agucar consumido (9/L)

Rendimento (%) =

X100

Resultados e Discussao

A Tabela 3 apresenta as condi¢des iniciais
utilizadas na fermentacéao.

Tabela 3. Condigdes iniciais da fermentacao.

Biomassa em

Fermentagao base umida °Brix pH
(g/mL)
1 300 9,8 4,91
2 677 8,0 4,96
3 160 9,7 4,42

Fonte. Arquivo pessoal

Decorridos os sete dias de fermentagao, as células
foram removidas com uma peneira de ago inox. O caldo
fermentado foiavaliadomediante determina¢dodeagucar
residual e teor de etanol. Na Tabela 4 sdo apresentados
os valores obtidos na fermentagao alcodlica.

Tabela 4. Resultados obtidos na fermentagdao com o kefir.

Acucar Rendimento
Fermentacao °Brix residual pH (%) Etanol (g/L)
(g/L)
1 4,1 1,04+0,001 2,82 19,67 20,460,005
2 2,6 1,40£0,02 3,92 14,32 20,06+0,04
3 4,6 1,30+0,01 3,68 11,94 15,53+0,04

Fonte. Arquivo pessoal

Os valores de °Brix e pH foram determinados
no inicio e ao final do processo de fermentagdo, ¢ sdo
apresentados nas Figura 5 e 6, respectivamente.
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Figura 5. °Brix obtido apos fermentagao.
Fonte: Arquivo pessoal

Pode-se observar que o °Brix da primeira e
terceira fermentacdo sdo maiores, quando comparado
com a segunda. Essa diferenca pode ser decorrida do
processo de agitacdo ocorrido na segunda fermentacao,
o que facilita o consumo do agtcar pelo kefir.
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Figura 6. Comportamento do pH durante a fermentagdo do kefir.
Fonte: Arquivo pessoal
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Com relagdo aos valores de pH, a primeira
fermentagdo apresentou valores de pH menor que a
segunda e terceira. Segundo Dornelles e Rodrigues (2006)
os baixos valores de pH estdo relacionados a produgdo de
acidos organicos durante a fermentagao.

Segundo Aquarone et al. (2001), fermentagdes
conduzidas em meios acidos resultam em maiores
rendimentos em etanol, pelo fato de restringir o crescimento
do fermento, com a conseqiiente redugdo da producdo de
glicerol, a0 mesmo tempo em que reduz a contaminagio
bacteriana em leveduras industriais.

Os rendimentos na produgdo de etanol do presente
trabalho foram de 20,46+0,005 para primeira fermentagao
e 20,06+0,04 para segunda, valores estes na faixa do
rendimento esperado, diferenciando somente a terceira
fermentagdo em que se obteve 15,53+0,04 de etanol,
quando comparado com as demais fermentagoes. Este fato
pode estar ligado a quantidade de biomassa utilizada, e que
foi menor, comparada as trés fermentacdes.

Domnelles e Rodrigues (2006) apresentaram
rendimento maximo em etanol de 37,59% e valor minimo
de 20,80% apo6s fermentagdo com kefir, quando comparado
ao caldo fermentado com a levedura Saccharomyces
cerevisae.

O processo de agitagdo ndo exerceu influéncia
significativa na segundafermentacdo quando comparado
com a primeira ¢ a terceira fermentagdo. Ambas foram
conduzidas sem agitacdo. O rendimento de etanol
produzido para ambos os processos de fermentagio obteve
rendimentos proximos.

Deacordocom Dornelles e Rodrigues (2006), quanto
maior a quantidade de aglcar inicial, maior é a quantidade
de etanol produzido. Porém, este comportamento nao foi
observado no presente estudo, visto que a quantidade de
substrato inicial ndo exerceu influéncia significativa no teor
de etanol produzido, quando comparamos as fermentacoes
realizadas. O substrato (acicar mascavo) utilizado no
experimento contém menos impurezas em relagdo aos
outros, e proporciona mais nutrientes ao meio, o que ¢ de
muita importancia para a fermentacao.

Garrote el al. (1998), apud Carneiro (2010),
sugeriram que a concentragdo de 10g/L de graos de kefir
¢ adequada para produzir um produto viscoso (leite) e ndo
muito acido. Ja a concentragdo de 100g/L foi recomendada
para uma bebida acida, com baixa viscosidade e mais
efervescente. Para Sarkar (2008), a propor¢ao de 5%
provou ser adequada para producdo de etanol e acidos
volateis. Carneiro (2010) cita que as quantidades de etanol
produzidas durante a fermentacéo do kefir dependem das
condigdes utilizadas no processo.

Conclusao

Os resultados apresentados acima permitem
concluir que a fermentacao do kefir apresenta-se como

uma possibilidade para as indistrias.

O estudo realizado apresentou resultados
satisfatorios para a fermentagdo do kefir, com vistas
a produgdo de etanol, os quais podem ser tomados
como base para trabalhos futuros que busquem realizar
ajuste para um melhor rendimento do processo ou para
verificar o comportamento de outras variaveis para
melhor atuacdo do kefir.
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