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RESUMO

O vinagre € um alimento muito popular utilizado como condimento e conservante
gue valoriza a matéria-prima que o determina. Obtido pelos processos consecutivos
de fermentacéo alcodlica e fermentacéo acética, esse tipo de produto é consumido
pelo ser humano ha milénios. O caja (Spondias mombin) é uma fruta muito
apreciada pela populacao brasileira e apresenta aspectos sensoriais e nutritivos
atraentes. A producgéo de vinagre de caja seria mais uma alternativa para sua maior
valorizagdo e aproveitamento. Neste sentido, este trabalho objetivou realizar a
comparacao de desempenho de bioprocessos relacionados a producdo de vinagre
utilizando dois tipos de biorreatores. Para a realizagdo dos processos de
fermentagdo alcoodlica e acetificacdo foram empregadas levedura comercial e
bactérias acéticas de vinagre forte de caldo-de-cana, respectivamente, sob duas
formas de conducdo: batelada e batelada alimentada na fermentacdo alcodlica e
sistemas de aeracdo na acetificacdo. O processo de fermentacdo alcodlica foi
acompanhado pela determinacao de teor de sélidos sollveis totais e concentracao
celular, o processo de acetificagdo foi acompanhado por esses parametros e ainda
pela determinagdo de pH, temperatura e acidez total. A analise cinética e
comparativa determinou que a fermentacdo alcodlica que ocorreu no modo
Descontinuo Alimentado obteve um rendimento de 3,48% enquanto que a
fermentagao que ocorreu na forma Descontinua produziu um rendimento de 10,23%.
Na acetificacdo, o reator com agitacdo via Coluna de Bolhas proporcionou um
rendimento de 3,6% enquanto que na fermentacao sem agitagao o rendimento foi de
1,5%. O baixo rendimento obtido na acetificacdo em ambos reatores evidencia que a
concentracdo minima de acido acético recomendada para produgédo de vinagre de
4% néo foi atingida.

Palavras-chave: Fermentagdo Alcodlica. Fermentagdo Acética. Bioprocesso.
Agitacdo por Coluna de Bolhas.



ABSTRACT

Vinegar is a very popular food used as a condiment and preservative liquor that
values the raw material that determines it. Obtained by consecutive processes of
alcoholic fermentation and acetic fermentation, this type of product is consumed by
humans for millennia. Caja (Spondias mombin) is a fruit very appreciated by the
Brazilian population and presents attractive sensory and nutritional aspects. The
production of caja’s vinegar would be another alternative for its greater valorization
and use. In this sense, this work aimed to compare the performance of bioprocesses
related to vinegar production by two types of bioreactors. For the performance of the
alcoholic fermentation and acetic processes, commercial yeast and acetic bacteria of
strong vinegar of cane juice were used, respectively, under two forms of conduction:
batch and fed-batch alcoholic fermentation and aeration systems in the acetic
fermentation. The alcoholic fermentation process was accompanied by the
determination of total soluble solids content and cell concentration, the acetic
fermentation was followed by these parameters and also by determination of pH,
temperature and total acidity. The kinetic and comparative analysis determined that
the alcoholic fermentation that occurred in fed-batch obtained a yield of 3.48% while
the fermentation that occurred in batch mode produced a yield of 10.23%. At the
acetification, the reactor with stirring by Bubble Column provided yield of 3.6% while
the fermentation without stirring the yield was 1.5%. The low yield acetification
obtained in both reactors shows that the minimum acetic acid recommended
concentration for vinegar production of 4% was not reached.

Keywords: Alcoholic Fermentation. Acetic Fermentation. Bioprocess. Stirring by
Bubble Column.
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1 INTRODUCAO

Ha muito tempo o0 homem faz uso na alimentacéo de produtos derivados da
fermentagao realizada por microrganismos. O vinagre € um desses produtos, de alta
popularidade e utilizado principalmente como acidulante, condimento e conservante
de alimento, esta sempre presente na mesa dos brasileiros, servindo ndo apenas
para uso alimenticio, mas também medicamentoso, de higiene, limpeza, cosmético
entre outros (PALMA; CARVALHO; GAVOGLIO, 2001).

Obtido por dois processos sucessivos e diferentes, fermentacao alcodlica sob
acao de leveduras e acetificagdo sob acdo de bactérias acéticas, o vinagre é um
produto alternativo que possibilita a valorizagdo da matéria-prima que o determina. O
Brasil possui enorme disponibilidade de frutos que tém grande perda devido a sua
perecibilidade, os mesmos serviriam para elaboragdo de vinagres de qualidade o
gue promoveria a amenizacado do desperdicio que ha no setor agricola e a geragao
de um produto valorizado.

Os vinagres que tém como matéria-prima frutas sdo considerados de melhor
qualidade e possui melhor aceitacdo devido aos aspectos sensoriais e nutritivos, em
comparacgao a outros tipos de vinagres, apresentando sabor e aroma préprios, além
de serem ricos em vitaminas, acidos organicos, proteinas e aminoacidos
provenientes do fruto e da fermentaco alcodlica (PALMA; CARVALHO; GAVOGLIO,
2001).

No Brasil, os vinagres mais comercializados sao os de: vinho tinto, vinho
branco, maga, arroz, agrin (fermentado quimico de alcool com vinho) e alcool. Frutos
como abacaxi, laranja, jabuticaba, caqui etc., assim como o mel, elaboram
excelentes vinagres quando bem produzidos, porém restringem-se a pequenas
produgdes e praticamente € desconhecida a existéncia desses vinagres no mercado
consumidor (PALMA; CARVALHO; GAVOGLIO, 2001).

O Nordeste brasileiro possui uma grande variedade de frutas de grandes
interesses econbémicos e que ainda sdo pouco exploradas nacionalmente. Uma
dessas frutas é o caja (Spondias mombin), que ¢é muito comercializada,
principalmente na forma de polpa e fruta in natura e tem estado cada vez mais no
gosto dos brasileiros, mesmo que ainda exista o seu desconhecimento para alguns,
como revelou Dias, Schwan e Lima (2003), na analise sensorial do fermentado
alcodlico dessa fruta.
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O caja é uma fruta cuja industrializacao estd voltada para a producédo de
polpa, a qual pode ser usada no preparo de bebidas levemente acidas de agradavel
sabor. Saborosa e refrescante, € muito utilizada na producao de geleias, sorvetes e
seu suco origina uma boa aguardente e um delicado licor (SILVINO, 2017). Seus
aspectos sensoriais e nutritivos atraentes colaboram para o aumento do seu
consumo e interesse das industrias alimenticias para uso como matéria-prima de
diversos produtos (DIAS; SCHWAN; LIMA, 2003).

A producao de um fermentado acético (vinagre) de caja apresenta-se como
uma boa alternativa de aproveitamento da fruta, possibilitando sua exploracéo e
valorizagdo, tornando-se mais uma possibilidade de cultivo e de renda para
pequenos produtores e ainda, um produto que tem uma excelente matéria-prima em
propriedades nutritivas e caracteristicas singulares.

A legislacao brasileira diz que o produto obtido da fermentacdo acética do
vinho deve possuir uma acidez volatil minima, expressa em acido acético, de 409
por litro (4,0%). Através da fermentagao acética ja foram desenvolvidos vinagres de
varios substratos, porém nao foi observado o uso do caja como matéria-prima para a
obtencao deste produto.

Dessa forma, no presente trabalho foi proposta uma andlise dos processos
fermentativos visando a produgdo de vinagre de caja, a partir de sua polpa
comercial, no intuito de possibilitar mais uma utilizacdo dessa matéria-prima, bem
como uma comparagao desses bioprocessos realizados em dois tipos reatores.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a cinética e comparar a produtividade dos processos fermentativos
alcodlico e acético de caja conduzidos em dois tipos de reatores sob condigdes
diferentes de aeracéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acompanhar durante a fermentacéo alcoodlica os parametros: teor de sélidos
soluveis totais e concentragao celular;

e Acompanhar durante a fermentagdo acética os parametros: pH, temperatura,
teor de soélidos sollveis totais, concentragcao celular e acidez total;

e Analisar o desempenho do processo fermentativo alcodlico quanto aos
parametros cinéticos: rendimento de substrato em produto e produtividade;

e Analisar o desempenho do processo fermentativo acético quanto aos
parametros: teor de acido acético e produtividade;

e Determinar a viabilidade de produgéo de vinagre de caja a partir de sua polpa

comercial.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 O FRUTO DA CAJAZEIRA

A cajazeira (Spondias mombin L.) pertence a familia Anacardaceae,
subfamilia Spondioideae e € uma das sete espécies que ocorrem no Brasil, dentre
as dezoito espécies nativas da América Tropical, da Asia e de Madagascar, que
compreendem o género Spondias (MITCHELL; DALY, 2015; RAMIRES, 2016). Essa
espécie frutifera de médio a grande porte esta presente em todo territério brasileiro
(SOUZA, 1999; SILVA, 2008), principalmente nos Estados das regides Norte e
Nordeste, onde seu fruto, conhecido como caja, caja verdadeiro, tapereba ou caja-
mirim, € matéria-prima de produtos de grande importancia agroindustrial e valor
comercial (SACRAMENTO e SOUZA, 2000; MOURA, 2009).

Segundo Silva (2008), em grande parte do Nordeste a cajazeira aparece
naturalmente em condigdes silvestres, em propriedades, e até mesmo em quintais,
tendo diversas utilizagdes, dentre elas, uso para o sombreamento e protecdo do
cacaueiro, tornando-se indispensavel na recuperacao da vegetacdo degradada, por
caracteristicas de velocidade de crescimento e propagacao, e sua larga influéncia
para a fauna. Porém, ainda € necessario um incremento maior dessa cultura, por
meios de divulgagcdo e fomento de plantios em determinadas éareas que séao
favoraveis a este tipo de planta, segundo Moura (2009), visto que, nacionalmente,
ha um crescente interesse por sua fruta e seus derivados a fim de aumentar sua
producéo e comercializacao suprindo a procura em periodo de entressafra.

Uma das frutas mais apreciadas, o caja (Figura 1) é conhecido pelo seu
excelente sabor (SOUZA, 1999; SILVA, 2008). A sua procura se deve por essa e
outras caracteristicas agroindustriais, como aroma agradavel, despertando o
interesse ndo so6 regionalmente, mas também no mercado de outras regides, onde
ainda é escasso (SACRAMENTO e SOUZA, 2000; MOURA, 2009). Trés fatores séo
limitantes a sua industrializacdo: a sua sazonalidade, a sua perecibilidade e o fato de
a frutifera cajazeira ndo possuir um cultivo comercialmente consideravel, pois ainda
€ uma espécie em domesticacdo que serve para atividade extrativista (MATA;
BRAGA; SILVA, 2003; SACRAMENTO e SOUZA, 2000; MOURA, 2009). Apesar
disso, a comercializacdo desse fruto para o consumo como fruta fresca e

processamento de sua polpa vem aumentando ainda mais a participacdo da regiao
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Nordeste nas atividades econ6micas de fruticultura no agronegécio brasileiro
(SACRAMENTO e SOUZA, 2000; MOURA, 2009).

Figura 1 - Frutos de Caja (Spondias mombin).

Fonte: De Marchi.
Disponivel em: http://polpas.demarchi.com.br/sabores

3.1.1 Valor nutricional e potencialidade

As frutas sdo de grande importancia e fontes de substancias indispensaveis
para a saude humana (SACRAMENTO e SOUZA, 2009). O caja possui aspectos
sensoriais atraentes e elevado teor de taninos, carotenoides e vitamina C, os quais
conferem valor nutritivo (Tabela 1) e funcional que podem apresentar atividade
antioxidante (MATTIETTO et al., 2010), o que colabora, segundo Silvino (2017), para
o aumento do consumo e interesse das industrias alimenticias que o utiliza como
matéria-prima de diversos produtos. Este mesmo autor, revela em seus estudos, que
essa fruta possui alta atividade de agua, polpa bastante 4cida e indice de maturacao
relativamente baixo, sendo um alimento fonte de vitamina C que possui alto
contetdo de provitamina A agregador de diversos beneficios para a saude quando
consumido regularmente, como a melhoria da imunidade, do funcionamento

intestinal e a prevencao de alguns tipos de patologias crénicos degenerativos.
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Tabela 1 - Composi¢éo nutricional em 100g de polpa do fruto caja (Spondias mombin L.).

Vit Vit
Vit A B1 B2 VitC Caloria Glicidio Proteina Lipidio Ca P Fe
(mg) (mg)  (Kcal) (9) (9) (9) (mg) (mg) (mg)
(mg) (mg)
64 50 40 35,9 45 11,6 0,8 0,2 56 67 0,3

Legenda: Vit — Vitamina, Ca — Célcio, P — Fésforo, Fe — Ferro.

Fonte: Feitosa e Fabricante (2007).

Uma das operagdes mais frequentemente utilizadas na industria de alimentos
para a preservacao de frutas, a extracao de suas polpas, objetiva-se em facilitar a
disponibilidade de um produto para consumo ou insumo durante qualquer periodo do
ano. O caja, dentre outras frutas pereciveis, dispbe dessa opgcdo de conservacao
evitando seu maior desperdicio (SILVA, 2008).

O caja apresenta bons aspectos para a industrializacdo, em termos de sabor
e rendimento, este que chega a ser de mais de 60% em polpa e por isso € bastante
utilizado como matéria-prima para a elaboracao de produtos (Figura 2) a exemplos
de suco, néctar, sorvetes, geleias, vinhos e licores (MATIETTO, 2010). Por causa de
sua acidez, importante parametro na apreciacao do estado de conservacdo de um
produto alimenticio, o caja dificilmente é consumido ao natural, quando destinados a
industrializacédo, passam por processo de selegcéo, lavagem, despolpamento, refino,
envasamento ou ensacamento, pasteurizagdo (opcional) e congelamento
(SACRAMENTO e SOUZA, 2009).

Figura 2 - Produtos produzidos a partir de polpa de caja.

Polpa de cajd

I
Preparado
Nectar Fermentado Refresco s6lido para Xarope Refrigerante

|§“§§CO

Suco

Suco polposo clarificado

Fonte: Moura (2009).

Nas diversas regides produtoras, a comercializagado desse fruto € feita em
feiras livres e nas margens de rodovias, entretanto, a maior parte da produgdo é
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vendida para agroindustrias regionais. Apds o processamento, a polpa é
comercializada congelada, em embalagens ou em tabuleiros (SILVA, 2008), e por
ser um produto recente no mercado nacional, em comparacao as polpas de outras
frutas, e possuidor de grande demanda, ndo atende as deficiéncias do mercado
interno, estando ainda muito restrito as regidées onde atua principalmente. Sendo
assim, ha esse amplo mercado interno e externo a ser explorado (SAMPAIO et al.,
2005; MOURA, 2009) visto que sao inumeras as possibilidades de uso desse fruto
de sabor exoético e alta qualidade em processamento agroindustrial e processos
biotecnolégicos, gerando ainda mais valorizagdo desta cultura e novos produtos de

interesse para o mercado.

3.2 PROCESSOS FERMENTATIVOS

Segundo Fernandes (2016), a fermentacao envolve um conjunto de reagdes
enzimaticamente controladas, por meio das quais uma molécula organica é
degradada em compostos mais simples, liberando energia. E um processo no qual
0S microrganismos, na presenga ou auséncia de oxigénio, atuam sobre determinado
substrato e, consequentemente, geram alguma substancia ou produto utilizavel.

As substancias ou produtos de fermentagcao vao desde alimentos modificados
e bebidas alcodlicas da industria de alimentos a outros produtos industriais, como
solventes, enzimas e antibioticos da industria quimica e farmacéutica (CUNHA,
2010; FERNANDES, 2016).

Dentre os processos fermentativos, pode-se destacar as fermentacdes
alcodlica e acética, processos que tém como base a quebra do substrato em
piruvato que posteriormente sera convertido em outro produto, como o etanol e o
acido aceético. (ZOCHE e FIGUEREDO, 2014).

Ao iniciar a produgdo de vinagre, a partir de uma biomassa ou substrato,
primeiramente, a matéria-prima deve passar pelo processo de fermentagcéo alcodlica
e, em seguida, pelo de fermentacdo acética. Essas duas fermentacées necessitam
ocorrer separadamente pois, se a fermentagdo acética for iniciada sem que a
fermentagcdo alcodlica tenha sido concluida, acontecera a inibicdo das leveduras,
propiciando residuos de aglucares nao convertidos, gerando baixa acidez (WOOD,
1998; SUMAN, 2012). Para se ter um produto final de boa qualidade, o uso de uma
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cultura pura da levedura Saccharomyces cerevisiae na fermentacao alcodlica pode
facilitar esse resultado. Ja em relacdo a fermentagdo acética, o mais indicado é
utilizar uma cultura mista de bactérias acidificantes e de mesmo género
(AQUARONE et al., 2001).

3.2.1 Fermentacao Alcodlica

A fermentacdo alcodlica € o processo em que ocorre a degradacao
anaerdbica de agucares, principalmente da glicose e da frutose, transformando-os
em alcool etilico (etanol) e gas carbénico (CO,). As leveduras sdo os principais
microrganismos que realizam a fermentacdo, com o objetivo de obter energia na
forma de trifosfato de adenosina (ATP), a qual serd utilizada para a realizagao de
suas atividades fisiolégicas, crescimento e reproducao, sendo o etanol, entdo, um
subproduto desse processo (LIMA et al., 2001; FERNANDES, 2016).

Durante esse processo os microrganismos fermentadores além de utilizarem
0S acgucares e outros substratos convertendo-os a etanol, com liberacdo de gas
carbbnico (CO.), podem ser responsaveis pela formagdo de alguns compostos
secundarios, muitos deles necessarios para a incorporacao de sabor a bebida, como
glicerol, ésteres, aldeidos e acidos (LURTON et al., 1995; DIAS, 1996; MARQUES;
PASTORE, 1999; FERNANDES, 2016). Esses compostos volateis presentes nas
bebidas alcodlicas fermentadas podem ser provenientes ainda da matéria-prima e
até mesmo sido formados durante o envelhecimento ao final da etapa de
fermentacdo (BARBOSA, 2014).

Dentre os microrganismos que realizam a fermentacdo alcodlica destacam-se
as leveduras Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Bettanomyces
e Kloeckera (DUARTE et al, 2010; FERNANDES, 2016). Algumas s&o mais
indicadas para a producdao de bebidas alcodlicas devido a sua habilidade de
converter fontes de agucares em alcool, serem resistentes e conseguirem sobreviver
a altas concentragdes de etanol, além de conferirem as bebidas sabor e aroma
agradaveis (FRAZIER; ESTHOFF, 1988; FERNANDES, 2016).
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3.2.1.1 Agente biolégico da fermentacéo alcoodlica: Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo aerobio
facultativo, caracteristica que Ihe confere a possibilidade de sobreviver tanto em
condi¢cdes de aerobiose como de anaerobiose (ANJO, 2015). Contudo, apesar de
resistirem a um ambiente anaerdbio, as leveduras sdo essencialmente aerdbias. Por
essa razao, no inicio da fermentacao deve-se fornecer oxigénio ao mosto para que
ocorra proliferacao celular significativa e no caso da fermentacédo propriamente dita,
deve-se evitar a oxigenacao para se obter o maximo em alcool e o minimo em
crescimento celular, ou seja, em um ciclo normal de fermentag&o, as leveduras usam
0 oxigénio do inicio do processo até que ele seja todo consumido e, somente
durante o periodo anaerébio produzem o etanol (SILVA; JESUS; COUTO, 2007).

Esses microrganismos propiciam fermentacbes uniformes, mais rapidas,
confidveis e de alto rendimento em etanol. Dessa forma, as leveduras sao
selecionadas para otimizar o processo e intensificar a qualidade da matéria-prima,
tendo como consequéncia um produto de melhor aceitabilidade e qualidade. Além
disso, S. cerevisiae € mais tolerante aos produtos da fermentacdo e mudancas de
pH no decorrer do processo fermentativo e € produtora superior de etanol (DUARTE
et al., 2010; FERNANDES, 2016).

3.2.2 Fermentacao Acética

Ao término da fermentagéo alcodlica inicia-se a fermentacéo acética, a qual
metabolicamente ndo é uma fermentacéao, pois é um processo aerdbio, assim sendo
chamada acetificagdo (SIEPMANN; CANAN; COLLA, 2015). Durante esse processo,
as bactérias do acido acético (BAA) estdo presentes oxidando o etanol a acido
acetico, principal composto do vinagre. As principais BAA envolvidas na conversao
de etanol a acido acético sdo Acetobacter aceti, Gluconobacter oxidans e
Gluconacetobacter sp (BARTOWSKY et al., 2003; GONZALEZ et al., 2004; VIANA,
2015).

Alguns fatores podem interferir na acetificacdo, prejudicando o trabalho das
bactérias e a qualidade do vinagre. Entre eles estdo o pH, temperatura,
concentracdo alcodlica, quantidade de oxigénio, matéria-prima e aqueles
relacionados aos microrganismos, como espécie, linhagem e concentracao celular
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no meio (OLIVEIRA, 2006). O vinagre também esta sujeito a alteragdes causadas
pela falta de assepsia durante o processo de elaboragéo (JUVINO et al., 2016).

Na etapa da acetificacdo também ocorrem a formacdo de outros
componentes que contribuem para as caracteristicas finais dos vinagres produzidos,
portanto é ideal ter o controle da producédo e eliminacdo desses componentes, a
exemplo o composto organico furfural (SIEPMANN; CANAN; COLLA, 2015).

3.3.2.1 Bactérias acéticas

As bactérias aceéticas constituem um grupo de microrganismos de amplo
interesse econdmico, por sua funcdo na producdo de &cido acético e pelas
alteracbes que provocam em alimentos e bebidas (HOFFMANN, 2006;
FERNANDES, 2016).

Embora mais de 100 espécies, subespécies e variedades do género
Acetobacter tenham sido classificadas com o passar dos anos, poucas sédo as que
possuem caracteristicas industriais, como produzir em altas concentragdes de acido
acético, ndo formar material viscoso, tolerar concentracdes razoaveis de acido
acético e lidar com temperaturas entre 25°C e 30°C, por isso, utiliza-se culturas de
Acetobacter, geralmente uma microflora mista contendo diferentes espécies ou
variedades, proveniente de um vinagre ndao pasteurizado, denominado de vinagre
méae ou vinagre forte, para a fabricagao de vinagres (SIEPMANN; CANAN; COLLA,
2015).

A utilizacdo dessas bactérias do acido acético (BAA) possui uma longa
historia nos processos fermentativos, onde representa um campo emergente em
aplicagées biotecnoldgicas, especialmente relacionadas com a biossintese de
substancias quimicas potencialmente Gteis com alto valor econémico, bem como em
ciéncias dos alimentos, por meio de processos para a fabricagcdo de vinagre e de
outras bebidas fermentadas (GULLO; GIUDICI, 2009; SOUZA, 2015).

3.2.3 Operacao de Processos Fermentativos

A fermentacao pode ser conduzida por varias formas. Os reatores biolégicos,

onde acontecem transformacgdes quimicas, cuja principal funcao é oferecer um local
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controlado que permita o crescimento eficiente das células e a consequente
obtencdo do produto de interesse (SOUSA, 2016), podem ser operados de forma
descontinua, semicontinua, descontinua alimentada ou continua, todos podendo
trabalhar com ou sem recirculagdo do fermento (SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001;
PACHECO, 2010) dentre as quais destaca-se abaixo o modo descontinuo e

descontinuo alimentado.

3.2.3.1 Fermentacao em Processo Descontinuo

O processo descontinuo, conhecido também como processo em batelada,
tem seu uso recorrente em usinas e destilarias brasileiras, por sua facilidade de
assepsia durante o processo, diminuindo os riscos de contaminacao (MARTINEZ,
2007). Contudo, nesse sistema geralmente sao utilizadas dornas (biorreatores) de
pequeno volume, 0 que leva a baixas produtividades e rentabilidades por batelada
pois o substrato é adicionado de uma sé vez no inicio do processo fermentativo
podendo desempenhar efeitos de inibicdo (CARVALHO e SATO, 2001).

O modo de operacao se da quando o meio fermentativo esterilizado presente
no fermentador é inoculado com o microrganismo e depois incubado, de maneira
gue aconteca sob condigdes étimas. Neste processo o enchimento da dorna é feito
instantaneamente e nela nada é adicionado ou removido durante 0 mesmo, ao
menos que sejam compostos de controle, como acido e base, e sem que influenciem
no volume final (MARTINEZ, 2007). A fermentagdo nesse sistema acaba quando a
maxima conversao de substrato em produto € atingida, instante no qual descarrega-
se a dorna e apos limpeza, etapa de esterilizagdo, novos inéculo e mosto sédo
adicionados para uma nova fermentagéo, e o meio ja fermentado € encaminhado

para as etapas de recuperacao e purificagdo do produto (SOUSA, 2016).

3.2.3.2 Fermentagado em Processo Descontinuo Alimentado

A fermentacdo descontinua alimentada ou batelada alimentada (Fed-Batch)
permite o controle e a adicdo de um ou mais nutrientes no fermentador durante o
cultivo de forma continua ou intermitente e os produtos ai permanecem até o final da

fermentacdo (CARVALHO e SATO, 2001). Apresenta diversas vantagens em
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relagcdo aos outros processos, dentre elas, a producdo de elevadas concentracoes
de células devido ao extenso tempo de trabalho, o0 que € de grande importancia no
caso de produtos associados ao crescimento celular, e o melhor controle das
condi¢cdes de adicdo de substratos durante a fermentacao (NEVES, 2006).

Esse modo de operacdo, no qual é comum o uso de varias dornas de
fermentagdo independentes podendo ser operado com ou sem reciclo de células
(SOUSA, 2016), tem se mostrado eficiente e versatii na grande maioria dos
processos fermentativos, pois além de apresentar um menor risco de contaminacao,
permite utilizar os fermentadores para a formacao de diversos produtos, realizar
fases continuas no mesmo recipiente e diminuir a inibicado por substrato devido ao
controle da concentragéo e vazao de entrada do meio fermentativo (CARVALHO e
SATO, 2001).

3.3 ALCOOL

O termo &lcool refere-se ao &lcool etilico de formula C,HsOH, conhecido
também por etanol, metilcarbinol ou &lcool de cana ou graos. E um liquido incolor,
transparente, volatil, de cheiro etéreo, sabor picante e miscivel na agua e em
diferentes liquidos organicos. E comercializado em duas formas, hidratada (95 a
96%) e anidra (> 99% de volume) (ARIAS et al.,1999; CARVALHO et al., 2013).

Por meio da fermentagdo, o etanol pode ser produzido por quatro tipos
basicos de matéria-prima: matéria-prima acucarada, produto no qual o carboidrato
esta presente de forma simples, como cana-de-aglcar, beterraba agucareira, frutas,
mel, etc; matérias-primas amildceas, que contém carboidratos mais complexos, tipo
o amido, como milho, sorgo, batatas e mandioca; matérias-primas celuldsicas:
residuos agricolas e madeira; e Matérias-primas fermentadas: constituidas por
matérias ja fermentadas (vinho e cerveja) e destiladas (aguardentes). Nesse caso, o0
alcool ja se encontra presente e a sua separacao € feita por destilacao simples
(SILVA; JESUS; COUTO, 2007).

Embora o élcool possa ser obtido a partir de diferentes fontes alternativas,
como mencionadas anteriormente, no Brasil, a principal matéria-prima para a
extracao do alcool é a cana-de-acucar (SILVA; JESUS; COUTO, 2007).

Segundo Carvalho et al. (2013), o alcool é utilizado como bebida, remédio e

também como combustivel milenar e sua aplicagéo é tdo antiga quanto o carro. Em
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1894 na Alemanha, pesquisadores tentavam empregar alcool combustivel em
automoveis de algumas marcas, em 1899 na cidade de Paris, aconteceu a primeira
corrida de automoveis alimentados por alcool, a partir de entdo, surgiram diversos
pesquisadores, destiladores e as industrias passaram a adotar o é&lcool como
combustivel (ROTSTEIN, 1985; CARVALHO et al., 2013).

A industria alcooleira surgiu no Brasil como consequéncia natural da producéo
acucareira, pelo fato de o alcool constituir um subproduto que pode ser obtido a
partir do mel residual da fabricacdo de agucar (PAMPLONA, 1984; CARVALHO et
al., 2013). O pais, destaca-se na producao de etanol, devido a detencdo de
tecnologias e politicas mais avangadas, em decorréncia da pioneira utilizagdo do
etanol obtido a partir da cana-de-agucar como combustivel (CARVALHO et al.,
2013).

Atualmente, a conversdao de material lignocelulésico ou biomassa em
acucares fermentados para a producdo de etanol, vem sendo discutida como fonte
alternativa promissora para aumentar a producdo necessaria para atender a
demanda mundial. O etanol da cana-de-acucar, obtido através da fermentacao
alcodlica da sacarose, assim como o obtido a partir do amido de milho é
denominado de etanol de primeira geracdo. A obtencéo de etanol celulésico a partir
dos polissacarideos da parede celular vegetal é denominada de etanol de segunda
geracao. Ja tem se falado em etanol de terceira e quarta geracao, em que a planta
utilizada seria geneticamente modificada (BUCKERIDGE et al., 2010; CARVALHO et
al., 2013).

3.4 VINAGRE

Como o vinho, 0 pao e o queijo, o vinagre também é popular desde a
antiguidade. O seu nome, deriva do francés vinaigre, que quer dizer vinho azedo. Os
povos antigos ja conheciam a arte de fabricagdo e a versatilidade do vinagre, que o
utiizava como condimento, conservante, aromatizante, refresco e medicamento
(PALMA; CARVALHO; GAVOGLIO, 2001).

A producao comercial de vinagre iniciou-se no século XVII, na Franga, como
resultado da industria do vinho e de cerveja. A partir dai, difundiu-se para outras
regides do mundo (MAZZA; MUROOKA, 2009; SOUZA, 2015). Como em outros
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campos da ciéncia, o vinagre foi elaborado e utilizado pelo homem antes que se
conhecessem as transformacdes que ocorriam para sua obtencdo (AQUARONE et
al., 1983; ARAUJO, 2012). Mesmo assim, ainda existem poucos estudos na tentativa
de conhecer e otimizar as etapas envolvidas no seu processo produtivo
(SIEPMANN; CANAN; COLLA, 2015).

Em meados do século XVII, Backer foi o primeiro a comprovar que o ar era
fundamental para se obter vinagre. Ja em 1837, Kutzing certificava a contribuicao de
agente bioldgico na formacao de acido acético e declarava suas experiéncias sobre
a “‘mae do vinagre”. Berzélio afirmava, em 1839, que era apenas um processo
quimico catalitico a transformacao de etanol a 4cido acético. Mas foi entre 1864 e
1868, a partir dos trabalhos de Pasteur sobre fermentacdo acética, que a produgao
artesanal do vinagre a era industrial foi possivel, quando ele demonstrou que era
necessario a presenga de um ser vivo para a transformagdo do etanol em acido
acético, além de explicar cientificamente o processo de fabricacdo, orientando
também os produtores sobre os procedimentos que determinavam a qualidade
constante do vinagre. (AQUARONE et al., 2001; SUMAN, 2012).

3.4.1 Caracteristicas gerais e qualidade

Vinagres sdo os produtos oriundos da fermentacdo acética, que apresentam
acidez volati minima de 4g.100ml™" (expressa em 4&cido acético) de diversos
substratos alcodlicos como: vinhos de frutas, de cereais, de mel, da mistura de
vegetais, ou ainda da mistura hidroalcodlica podendo ser acrescido de vegetais,
partes e extratos destes, entre outros, possuindo atrelado ao nome vinagre o nome
do substrato correspondente, por exemplo, vinagre de éalcool e vinagre de maca
(PALMA; CARVALHO; GAVOGLIO, 2001). Além de poder ser elaborado,
sinteticamente, a partir de gas natural e derivados do petréleo (GHOSH et al., 2013;
VIANA, 2015).

Apesar de ser um produto relativamente barato, simples e basico da cultura
brasileira, que detém um mercado estabelecido e bem aceito, no Brasil, e ainda em
outros paises de culturas semelhantes como a nossa, grande parte da populacao
nao valoriza ou importa-se com a qualidade dos vinagres, desconsiderando suas

diversas propriedades benéficas e nutritivas (ZOCHE et al., 2015). Por isso a
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producdo ainda € bastante realizada com matérias-primas mais baratas e por
processos mais produtivos, o que gera vinagres néo tao apreciaveis em comparagao
a obtencdo de vinagres finos originados de vinhos de frutos, mel, cereais, entre
outros, tao apreciados em paises com elevado grau de desenvolvimento, cujo preco
e valorizacao do produto € alto (AQUARONE et al., 2001; ZOCHE et al., 2015).

Ainda que a expressao vinagre, unicamente, seja dada ao produto resultante
da acetificacdo do vinho, a matéria-prima usada para sua produgdo vai de acordo
com a disponibilidade de cada pais. No Brasil, os vinagres sdo produzidos pelo
alcool de cana-de-acucar e pelo vinho, principalmente (RIZZON, 2006). Como o
vinagre é originado, em geral, de duas fermentacdes seguidas, a alcoodlica (que
utiliza mono ou dissacarideos presentes no mosto, convertendo-os a etanol por agao
de leveduras) e a acética (a qual é conduzida por bactérias do acido acético (BAA),
que oxidam o etanol a &cido acético) (PALMA; CARVALHO; GAVOGLIO, 2001;
VIANA, 2015), toda a matéria-prima usada para a producéo fermentativa de élcool
serve, possivelmente, também como matéria-prima do vinagre (ZAPPAROLI et al.,
2015).

Os vinagres produzidos através de fermentados de frutas sdo produtos que
conseguem, dependendo do tipo de producédo, gerar alto grau de apreciacao entre
os consumidores (ZILIOLI, 2011). Seu incentivo comecou a ser intensificado através
do encarecimento do transporte a partir da crise do petréleo em 1973 (AQUARONE
et al., 1983; ARAUJO, 2012).

Segundo Araujo (2012), existem frutos que fornecem vinagres de qualidade
comparaveis aos de uva, a pre¢os mais baixos e que, provavelmente, ainda ndo sao
utilizados na producdo de vinagres comerciais. Esses vinagres de frutas possuem
uma maior constituicdo do que os vinagres de etanol, pois tém quase todos os
elementos soluveis, como vitaminas e &cidos organicos, contidos na matéria-prima,
ou que se formaram durante os processos fermentativos, dando sabor, odor e cor
caracteristicos, tornando-os mais nutritivos (ARAUJO, 2012). Além do mais, os
vinagres obtidos através dos vinhos de frutas sdo mais suaves e menos agressivos
ao paladar por seu pH atenuado por essas substancias presentes, além de
conservar melhor as caracteristicas sensoriais da matéria-prima de origem, resultado
em melhor qualidade (SUMAN, 2012).

Para se obter um vinagre com qualidade, alguns fatores sdo importantes,
dentre eles, as caracteristicas do microrganismo e da matéria-prima a ser utilizada; a
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concentracéo do alcool; a temperatura de fermentagado; a quantidade de oxigénio; a
faixa de pH étimo entre outros; além da clarificacdo, envase e pasteurizagao
(CASTELO, 2011; SUMAN, 2012).

A composicao do vinagre € caracterizada a partir da matéria-prima que o
originou (XAVIER et al, 2009) e para o seu controle de qualidade, devem ser
observados, principalmente, os teores de acido acético, etanol residual, extrato seco
e cinzas (ARAUJO, 2012).

Segundo Xavier et al. (2009), o acido acético é o principal constituinte do
vinagre, independente de qual tenha sido o substrato que deu origem a ele; o alcool
etilico (etanol) residual é o substrato presente na produgao industrial do vinagre que
ndo se deve chegar ao esgotamento, pois na auséncia dele, as bactérias séo
capazes de degradar o &cido acético produzido; o extrato seco é formado por
substancias ndo volateis existentes no produto, tais como glicerina, substancias
nitrogenadas, entre outras, e seus teores muito baixos ou muito elevados no produto
podem indicar fraudes no processo de produgado; o teor de cinzas determina os
minerais contidos no produto, e pode também determinar fraudes no processo de
producao, caso tenha seus niveis ou muito alto ou muito baixo.

Os fermentados de frutas devam possuir graduacao entre 10 e 13°GL
estabelecidos pela legislagédo brasileira, adquiridos através da fermentacdo do mosto
de frutas frescas e sadias, podendo adicionar sacarose no maximo igual a dos
aclcares da fruta (AQUARONE et al., 1983; ARAUJO, 2012). O produto da
fermentagéo acética do vinho deve possuir acidez volatil minima, expressa em acido
acético, de 40 g/L, ou seja, 4%, graduacdo etilica inferior a 1°GL ser,
obrigatoriamente, pasteurizado. Uma acidez volatil superior a 80 g/L é um
concentrado de vinagre, usado apenas para diluicdo. Estabelece, também, valor
minimo de 7 g/L de extrato seco para vinagres de vinho tinto e rosados e 6 g/L para
vinagres de vinho branco. Para o teor de cinzas, preconiza um valor minimo de 1 g/L
(COSTA et al., 2006; ARAUJO, 2012). Na Tabela 2 estdo apresentadas algumas

caracteristicas que o fermentado acético deve conter para ser considerado vinagre.
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Tabela 2 - Parametros e valores para vinagre de vinho e fermentado acético de frutas.

Variavel Minimo Maximo

Acido volatil, em acido acético g/100mL 4,0 -
Alcool (% v/v) a 20°C - 1,0
Extrato seco reduzido (g/L)

Tintos e rosados 7,0 -
Brancos 6,0 -
Sulfato de potassio (g/L) - 1,0
Dioxido de enxofre total (mg/L) - 200
Presenga de corantes artificiais neg. -

Fonte: Ministério da Agricultura - Portaria n® 745, de 24 de outubro de 1977.
Disponivel em: <https://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/>

E ainda, a legislacao brasileira proibe o uso de acido acético de sintese para
elaboracao de vinagre, assim como o termo vinagre de vinho para fermentados
acéticos de outras frutas (RIZZON, 2006).

3.4.2 Processos de producao

Sao conhecidos trés processos basicos principais de obtengédo do vinagre por
conversao microbioldgica do etanol que dao a dimensao histérica da sua producéo
em escala industrial e semi industrial (XAVIER et al., 2009). O processo lento,
Orleans ou francés, conhecido também como fermentagcao em superficie, 0 processo
rapido ou alemao, também conhecido como Schiitzenbach ou Boerhave, e ainda o
processo submerso.

Sao esses processos que melhor confirmam a evolugdo da tecnologia a partir
do componente fundamental para a produgdo do vinagre: a atuagdo do oxigénio
como fator limitante do processo de acetificagdo, segundo Xavier et al. (2009) e que
podem fornecer vinagres de boa qualidade, desde que a matéria-prima, 0s
microrganismos e as condicdes de fermentacdo sejam adequados (LLAGUNO &
POLO, 1991; CAMARGO et al., 2013).

O processo lento surgiu em 1670, é 0 mais antigo e é utilizado até hoje para a
fabricacédo caseira de vinagre (HENRIQUES, 2014). Baseia-se no avinagramento do

vinho conservado em recipientes semicheios e que ficavam em contato com o ar.
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Nesse processo ocorre disponibilidade de oxigénio naturalmente promovendo o
crescimento das bactérias acéticas e resultando na conversdo do etanol a acido
acético. Foi aperfeicoado a fim de otimizar o processo (MORETTO et al., 1988;
AQUARONE e ZANCANARO, 1990; SPINOSA, 1996, 2002; AQUARONE et al.,
2001; RIZZON e MENEGUZZO, 2001; BARBOSA, 2014).

A “mae do vinagre”, estrutura formada pelo fato do vinho permanecer em
repouso, tecnicamente denominada de zoogleia, € imprescindivel, segundo
Camargo et al. (2013), para a obtengcao de um produto de alta qualidade. O produto
fabricado por esse processo dispensa clarificacdes, filiracdes e seus coadjuvantes,
pois se clarifica a medida que se forma.

O processo rapido foi introduzido na Alemanha em 1832 por Schlizenback,
visto a importancia da aerac¢do no processo lento e foi, até meados do século XX, o
principal método de producédo industrial de vinagre (MORETTO et al.,, 1988,
SPINOSA, 1996; ZILIOLI, 2011). Baseado na passagem da mistura de vinho/vinagre
por uma vinagreira (gerador) exposta ao ar que pode ser conseguida pela adicdo de
carvao, bagaco de cana ou milho, madeira dentre outros materiais no qual as
bactérias acéticas estarao aderidas.

A vinagreira apresenta forma de um tanque cilindrico e possui trés partes: a
superior (responsavel por distribuir a mistura em acetificacdo sobre o material de
enchimento), a intermediaria (contém o material de enchimento) e a inferior
(reservatorio do liquido). E um método muito susceptivel & infestagao por insetos e
moscas, além da alta reproducdo de bactérias produtoras de polimeros que
comprometem a circulacdo da mistura dentro do cilindro central onde as bactérias
acéticas estao aderidas (MORETTO et al., 1988; AQUARONE; ZANCANARO, 1990;
SPINOSA, 1999, 2002; AQUARONE et al., 2001; BARBOSA, 2014).

Na etapa de avinagramento, a solugcédo etanoica € colocada na parte superior
por meio de um alimentador ou por dispositivo borrifador. O liquido passa a parte
central, por meio de gotejamento, onde ocorrera a oxidacao do alcool a acido
acético. O liquido depara-se com filme de bactérias acéticas, desenvolvido no
material de suporte. Da parte central, mais uma vez por gotejamento, o liquido passa
a parte inferior, ja como vinagre, de onde é coletado (MORETTO et al., 1988,
SPINOSA, 1996; ZILIOLI, 2011).

O método submerso surgiu em 1950, e baseia-se em segurar a cultura de
bactérias acéticas submergidas no vinho a ser acetificado, com um fornecimento
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abundante de ar. Atualmente, a rapidez na produc¢ao industrial do vinagre determina
a preferéncia pelo sistema que utiliza a fermentacao acetica submersa pois, trata-se
de um sistema muito eficiente onde existe um contato muito intimo entre as
bactérias acéticas, o oxigénio e o alcool, por todo o liquido (SACHS, 2001). E
caracterizado por sua alta produtividade e tempo de producao de vinagre reduzido,
porém apresenta algumas desvantagens, tais como, o custo de investimento inicial
alto, a mao-de-obra e manutengdo especializadas, a ado¢cdo de uma produgao
constante com aeracdo continua e interrupta, além da necessidade de filtracado e
clarificacdo para o vinagre turvo (AQUARONE e ZANCANARO, 1990; SPINOSA,
1996, 2002; AQUARONE et al., 2001; BARBOSA, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido da UFCG, de janeiro de 2017 a maio de
2017. Os processos fermentativos foram realizados em dois tipos de reatores, um
biorreator de bancada da marca TECNAL modelo Biotec-C de 1,2L de capacidade,
denominado neste trabalho de Reator Agitado por Coluna de Bolhas — RACB (Figura
3a) e um reator simples feito por uma garrafa PET de 10L de capacidade que
recebeu a denominagédo de Reator Sem Agitacdo — RSA (Figura 3b).

Figura 3 - Reatores utilizados nos processos fermentativos.

Fonte: Autoria propria, 2017.

4.1 MATERIA-PRIMA

Foram utilizadas polpas comerciais de caja congeladas adquiridas em
supermercado local, visto que na época do ano em que este trabalho foi realizado, é
dificil a disponibilidade do fruto in natura. Apés a compra, as polpas ficaram

mantidas em freezer de laboratério sob a temperatura de -40°C.

4.2 MICRORGANISMOS

Para etapa de fermentacdo alcodlica dos mostos foi utilizada a levedura
Saccharomyces cerevisiae — fermento bioldégico comercial da marca Dr. Oetker



37

adquirido em comércio local. Na etapa de acetificagdo dos fermentados alcodlicos foi
utilizada uma microflora de bactérias acéticas isoladas de uva ltalia, desenvolvidas
para fermentacao em superficie, contidas no vinagre forte de caldo-de-cana, cedido
pelo Professor Dr. Carlos Alberto Bispo de Sousa do Departamento de Engenharia
Quimica (DEQ) do Centro de Tecnologia da UFPB.

4.3 MOSTO: PREPARO E CORRECOES

4.3.1 Correcao do °Brix — Chaptalizacao

A chaptalizagdo é um passo do processo no qual se adiciona agucar
(sacarose) ao mosto com o intuito de elevar a quantidade desse dissacarideo e,
consequentemente, o potencial teor de alcool (CARMO et al., 2012). Apds a
verificacdo do valor do °Brix do mosto, adicionou-se agucar cristal em quantidade
necessaria ao ajuste do parametro (480g), obtendo-se no final um mosto de caja
com 18°Brix aferido em refratbmetro ABBE de bancada modelo Q767B marca

Quimis.

4.3.2 Correcao do pH

A partir do pH do mosto de caja chaptalizado, fez-se a corregdo para
favorecer o desempenho da levedura utilizada nos processos fermentativos
utilizando-se a solucdo de hidréxido de sdédio (NaOH) a 0,1M, a qual foi sendo
adicionada cuidadosamente ao mosto até que o pH se encontrasse ajustado para o
valor 6, cuja aferi¢cao foi realizada em pHmetro digital PH 2600 da marca Instrutherm.

As polpas ainda congeladas foram batidas na concentracdo de 600g/L de
agua mineral e 20g/L de sacarose (acucar cristal) em liquidificador doméstico
obtendo-se o suco da fruta, do qual foram aferidos os valores de sélidos soluveis
totais (°Brix) e pH, 6,2 e 2,73 respectivamente, que prontamente foram ajustados
para os valores desejados para este experimento. Apds a preparacao e correcoes
do mosto, 0 mesmo seguiu para o processo de autoclavagem, a 121°C e 1 atm, por
20 minutos, em Erlenmeyers e frasco de vidro contendo a quantidade suficiente para

0s processos fermentativos alcodlicos.
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4.4 FERMENTACAO ALCOOLICA

4.1.1 Processo de fermentacao alcoodlica operado em processo Descontinuo
Alimentado (Batelada Alimentada)

O processo de fermentagdo alcodlica em modo descontinuo alimentado
aconteceu no reator agitado por coluna de bolhas no qual 400mL de mosto foi
inoculado com 20g de levedura e 800mL de mosto foram adicionados limitadamente
a dorna (100mL) a cada 24 horas durante 8 dias, preenchendo a capacidade do
equipamento. O in6culo foi realizado em camara de fluxo laminar, a fim de garantir a
seguranca e assepsia do procedimento, diretamente na dorna fermentativa do reator
RACB, colocando-se o0 mosto a ser fermentado e a levedura por uma entrada
apropriada contida nele com o auxilio de um funil.

A parte autoclavavel do reator RACB ja estava previamente esterilizada e ap6s
a inoculacdo, o mesmo foi montado e programado, dando inicio ao processo que
ocorreu sob agitacao de 200 rpm e temperaturas entre 22 e 27°C, onde, a cada 24
horas retirava-se com auxilio de uma seringa uma amostra de 10mL para
determinagao da concentracéo celular e do °Brix.

O volume de 800mL de mosto estava contido no frasco de vidro apropriado
ligado ao RACB contendo sistema de pressdo de ar, que quando acionado,
empurrava o liquido facilitando a alimentagdo da dorna (Figura 4).

Figura 4 - Sistema de alimentacao do Reator Agitado por Coluna de Bolhas.

Fonte: Autoria prépria, 2017.
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Na saida de ar desse fermentador foi conectada uma mangueira que ficava
submersa em agua destilada contida em frasco de vidro, impedindo entrada de ar no
sistema e viabilizando a observacao da liberagdo de gas carbbnico proveniente da
fermentacgao.

Ao final do processo, o fermentado foi filtrado e acondicionado e, todo material
utilizado, foi lavado e organizado para ser utilizado novamente no processo

fermentativo acético.

4.4.2 Processo de fermentacao alcoodlica operado em processo Descontinuo
(Batelada)

O processo em modo descontinuo foi realizado no reator sem agitacao,
devidamente limpo e seco, contendo uma torneira acoplada e uma mangueira na
tampa perfurada bem fechada, totalmente vedada, ligada a uma garrafa PET de 2L.
Essa mangueira também estava submersa em agua destilada contida em garrafa,
impedindo a entrada de ar no sistema ao mesmo tempo que viabilizava a liberagéo
de CO; oriundo da fermentagéo.

Neste processo foi utilizado o volume de 4,4L de mosto dos quais 1,5L foi
usado como indculo, sendo este realizado em camara de fluxo laminar diretamente
no reator RSA, utilizando-se 80g de levedura. Em seguida, adicionou-se o volume
restante do mosto ao fermentador, que ficou mantido em uma bancada sob
temperatura ambiente, por 14 dias, sendo que, a cada 24 horas, retirava-se uma
amostra de 10mL para verificacao da concentracao celular e do °Brix.

Apoés os 14 dias de processo fermentativo, o liquido fermentado foi filtrado e
acondicionado e, todo material utilizado foi lavado e organizado para ser novamente
utilizado no processo fermentativo acético.

4.4.3 Filtracao

Finalizadas as fermentacdes alcodlicas, tanto o reator RACB quanto o reator
RSA foram levados a camara de fluxo laminar onde os fermentados foram retirados
e seguidamente filtrados com sistema de filtracdo a vacuo utilizando-se papel de

filtro de celulose.
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Apoés filtrados, os fermentados dos processos descontinuo alimentado e
descontinuo foram transferidos e acondicionados, respectivamente, em frascos de
vidro e de plastico e mantidos no freezer sob 5°C até que os procedimentos para o
inicio do processo de acetificacdo fossem realizados. Uma quantidade de 50mL de
cada processo foi reservada para analise final de determinacao de teor de etanol.

4.4.4 Determinacao da concentracao celular

Para a determinac&o da concentracao celular, as amostras de 10mL retiradas
diariamente do reator RACB e do reator RSA foram filtradas a vacuo, e o papel filtro
utilizado nesse sistema de filtragcdo, previamente pesado (M) em balanca analitica,
contendo as células retidas na operacéo era encaminhado para secagem em estufa
a 50°C por 24 horas. Apos esse tempo, a massa celular seca contida no papel (My)
também foi pesada e, diminuindo do seu valor o peso do papel previamente pesado,
tinha-se a massa de células presentes no volume, que foi utilizada para determinar a
concentracao celular (X) em gramas por litro, assim como fez Neves (2003), através
da Equacao 1.

X (%) = (My— M, ) x 100 (1)

4.4.5 Determinacao do °Brix

Os soélidos soluveis totais (SST) consistem na medida do indice de refracao
das solugdes e sua conversdo a solidos soluveis totais sdo expressos em °Brix
(BARBOSA, 2014). Para a determinacado desse parametro, fez-se a afericao direta
no refratdbmetro de bancada Abbe EEQ90006B, de uma aliquota da amostra de
10mL ja filtrada. O refratbmetro € um instrumento 6tico utilizado para medir o indice
de refracao e relacionar com o valor de concentracao, ou seja, em uma solugédo de

sacarose o indice varia conforme a concentracao da mesma (HENRIQUES, 2014).

4.4.6 Determinacao do etanol

Os 50mL filtrados e reservados foram utilizados para medir o teor alcodlico

em densimetro a temperatura de 20°C, porém, 0 mesmo nao conseguiu realizar tal
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tarefa. Sendo assim, utilizou-se o refratdmetro para estimar o teor alcodlico do mosto
fermentado deste trabalho. O uso desse instrumento facilita a leitura da densidade, e
como dito anteriormente, mede o indice de refracao de solidos diluidos em liquidos,
porém a leitura ndo é dada em densidade e sim em °Brix, que precisa ser convertido
para que se tenha a densidade do mosto.

Os calculos das conversdes de valores do °Brix aferidos em refratémetro para
valores de densidade inicial (OG) e final (FG), e da determinacdo do teor alcodlico
do liquido em ABV% (alcool por volume), foram realizadas pelas Equacgdes 2, 3 e 4,
descritas a seguir. Essas equacgdes sao as mesmas utilizadas por uma ferramenta
online chamada Calculadora Brix, Densidade e ABV, disponivel em:
<http://fermentandocaos.com.br/calculadora-brix-densidade-e-abv/>, que nos
oferece esses resultados de forma mais simples, quando inserimos apenas as

leituras em °Brix feitas no refratdmetro.

|+1 @

A Equacao 2 converte o valor do Brix inicial para a densidade inicial (OG),
antes da fermentacdo do mosto. Ndo existem problemas na leitura do OG
(densidade inicial) no refratbmetro, basta fazer essa conversao. Porém, o uso do
refratbmetro apresenta desvantagem na hora de se obter a densidade final (FG), ou
seja, a densidade no mosto ja fermentado, pois o alcool gerado durante a
fermentacdo distorce a leitura da refracdo e € necessario fazer correcbes mais
complexas para obter a densidade final correta.

A Equacao 3 abaixo & a equacao que converte o valor do Brix Final em
densidade especifica final, ou seja, na densidade final corrigida:

FG = 1,001843 — 0,002318474 x 0Gbrix — 0,000007775 X (OGbrixZ) —0,000000034
X (oc;brix3) +0,00574 x FGbrix + 0,00003344 x (FGbrixZ)
+0,000000086 x (FGbrix®) (3)

Na qual:
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FG = densidade especifica final, dada a partir do Brix inicial (OGbrix) e do Brix
final (FGbrix).

Assim, por meio da Equacéo (4), determina-se o percentual de volume de
alcool por volume de mosto (ABV):

ABV = (227,8851 — 277,4 X FG + 0,9956 x FGbrix + 0,00523 X FGbrix + 0,000013

FGbri )x(FG) A
X Tix 0.79 (4)

Na qual:
ABV é a concentracao de alcool, dada a partir da densidade especifica final
(FG) e do Brix final (FGbrix).

4.5 FERMENTACAO ACETICA (ACETIFICACAO)
4.5.1 Preparo do indculo — Bactérias acéticas

Foi preparado mais meio de cultivo (mosto) como descrito no item 4.3,
entretanto, apds autoclavado, o mesmo foi filtrado a vacuo, obtendo-se um liquido
mais limpido, com pouco material em suspensdo, destinado a propagacao e
adaptacao das bactérias acéticas. Para isto, inoculou-se, em duplicata, 10mL do
vinagre forte em 100mL do meio, adicionado de 5% (5mL) de etanol, em
Erlenmeyers que ficaram incubados em agitador orbital Shaker, sob agitacao de 200
rpm e temperatura entre 24 e 27°C durante 24 horas.

Apbs esse tempo, transferiu-se o conteudo destes Erlenmeyers para outros,
um contendo 300mL de meio com 5% (15mL) de etanol, permanecendo mais 48
horas na incubadora Shaker, sendo este cultivo utilizado como inéculo do processo
de acetificagdo no reator RACB, e outro Erlenmeyer com 400mL de meio e 5%
(20mL) de etanol, ficando no Shaker sob as mesmas condi¢cdes de temperatura e
agitacao de 120 rpm, por 96 horas, este utilizado como inéculo do processo no
reator RSA.

Os Erlenmeyers estavam esterilizados e as transferéncias e inoculagédo
aconteciam em camara de fluxo laminar para evitar contaminacdo, assim como, a

filtracdo no inicio do preparo.
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4.5.2 Processo de acetificacao

Os caldos (vinhos) resultantes dos processos de fermentacao alcoodlica dos
itens 4.4.1 (cerca de 0,6L) e 4.4.2 (cerca de 2,4L) foram inoculados diretamente na
dorna do reator RACB e no reator RSA, respectivamente, com as bactérias acéticas
cuja adaptacao e propagacao foi anteriormente descrita. Apos isso, cada um desses
reatores foi programado e ajustado para que se iniciasse o processo de acetificacdo
em batelada.

No reator RACB, foi utilizado o sistema de aeracao com agitagcdo pneumatica
por coluna de bolhas que o proprio fermentador possuia, com vazao de 0,3 litro por
hora (L/h), temperatura e pH iniciais de 28,8°C e 5,07, e agitacdo de 80 rpm. No
reator RSA, a tampa nao ficou totalmente fechada, favorecendo entrada de oxigénio.
Os dois possuiam a mangueira de saida de ar submersa em agua destilada.

Durante o processo, foram analisadas as temperaturas interna indicada pelo
reator RACB e ambiente em que o reator RSA estava disposto, indicada por
termémetro manual, e coletadas amostras de 10mL do fermentado acético de cada
batelada em intervalos de 24 horas. Estas amostras eram filtradas para anélises de

pH, concentragao celular, °Brix e de teor acido acético.

4.5.3 Determinacao de pH, concentracao celular e de °Brix

As medicbes de pH eram realizadas em pHmetro digital PH 2600 da marca
Instrutherm previamente calibrado. Para se determinar a concentragdo celular e o
°Brix deste processo realizava-se os mesmos procedimentos descritos no item 4.4.5

para o processo fermentativo alcodlico.

4.5.4 Determinacao do teor de acido acético

O acido acético (CH3COOH), massa molecular 60,05616 e densidade 1,049
g/mL, é o componente principal dos vinagres independente do substrato alcodlico
precedente, e sua concentracdo € expressa em graus aceéticos (gramas de acido
acético por 100mL de vinagre) (AQUARONE et al., 2001).

Neste trabalho, o teor de acido acético foi determinado por meio de titulagao
volumétrica usando solucdo de hidroxido de sdédio — NaOH 0,1M e fenolftaleina a 1%
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como indicador. Pipetava-se 1TmL de amostra do fermentado para um Erlenmeyer de
125mL, onde era adicionado 20mL de agua destilada e 1 gota de fenolftaleina e,
assim, titulava-se com a solucdo de NaOH contida na bureta até se obter a
coloracéo rosa.

Determinava-se a acidez total durante todo o processo de acetificacao
aplicando-se a Equacéo 5, a qual pode ser usada com a mesma unidade de acidez
volatil (g de acido acético/100mL), pois o valor 0,6 que multiplica a equagao abaixo
refere-se a massa molecular do acido acético (60,05616), bastante utilizada por
algumas industrias de vinagre, segundo Pedroso (2003).

g de acido acético

Acidez total( ) = valor gasto de NaOH (mL) X 0,6 (5)

100mL de amostra

Por meio da equagado acima, tinha-se um rapido e pratico valor de teor de
acidez do liquido que estava acetificando, entretanto, para os valores de referéncia
de teor de acido acético neste trabalho, foram utilizadas etapas descritas por Lenzi
et al. (2004), nas quais se obteve a concentracdo do CHsCOOH em mol.L™" através
da Equacéo 6, posteriormente a massa de acido acético em gramas por meio da
Equacédo 9, a massa total do acido em 1L de vinagre pela Equacao 10 e o teor de
acido acético em % (massa/volume) através da Equacéao 11.

n. mols

C=—7— ©

Na qual:
C = concentragdo do analito (CHsCOOH) em [mol.L"];
n = numero de mols da solugdo padrao (NaOH);

V = volume do analito (4cido acético = vinagre) utilizado em litros.
Através da estequiometria da Equagédo 7, podemos obter o numero de mols

do acido acético (n cy,coon), que € 0 mesmo do nimero de mols da base (nyaon),

utilizando a Equacéo 8 para determinar o nimero de mols do NaOH (n).

N cH;c00H = NNaOH )
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n=_C XV (8)

Na qual:
C = molaridade da solugéo padrao (NaOH) [= 0,1 mol.L™"];
V = volume do padrao gasto para mudanca de cor [L].

Massa do acido acético (m):

m=nXxM (9)
Na qual:
n e M = nimero de mols do NaOH e a massa molecular do CH3;COOQOH,

respectivamente.
Massa total do acido acético (m;) em 1L de vinagre:

m X 1000(mlL)
|4

my = (10)

Na qual:

m e V, sdo respectivamente, a massa do acido em gramas e o volume da
amostra de vinagre utilizado em mL.

Teor de acido acético em % (massa/volume):

m m X 100
)= —— v

Ty, ( .

v
Na qual:
m = massa do acido acético;

V= volume da amostra de vinagre utilizado em mL.
4.5.5 Tratamento final do fermentado acético

Os fermentados acéticos obtidos em cada uma das bateladas foram retirados
dos biorreatores, clarificados para se obter um liquido mais limpido, engarrafados e
pasteurizados, conforme as descricbes abaixo, e guardados em ambiente limpo e

SecCo.
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4.5.5.1 Clarificagao

A operacao de clarificacdo se deu pelas etapas de centrifugacao e filtragao.
Os fermentados acéticos obtidos foram centrifugados a 1200 rpm durante 7 minutos
e depois filtrados a vacuo utilizando-se papel de filtro de poro 28um na camara de

fluxo laminar.

4.5.5.2 Engarrafamento e pasteurizacao

Apos filtrados, os liquidos acetificados foram colocados em pequenas
garrafas de vidro devidamente higienizadas.

A pasteurizagdo desses liquidos ocorreu em banho maria a 60°C por trinta
minutos.

4.6 PARAMETROS FERMENTATIVOS

Os parametros cinéticos avaliados neste trabalho para a fermentacao
alcoodlica foram: rendimento e produtividade. Os parametros analisados para a
fermentacdo acética foram produtividade e concentragdo de acido acético. Como
este ndo é considerado um parametro cinético, sua descricao de como foi obtido ja
foi feita anteriormente e encontra-se no item 4.5.5.

Para a resolucdo dos calculos dos parametros, foi necessario inicialmente
calcular a % de etanol em m/v (g/L), uma vez que o valor obtido neste trabalho se
encontrava em %ABV - alcool por volume (mL/100mL). O calculo foi efetuado

através da Equacgéo 12.

P, (%) = 0,789 x %ABV x 10  (12)

Na qual:

P: = concentracao final de etanol em g/L;
0,789 é referente a densidade do etanol (0,789 g/cm®);
%ABV = valor da concentracao de etanol em mL/100mL.

No caso das fermentagdes alcodlicas, uma vez que a densidade varia com a
concentracdo de sacarose (°Brix), € necessario calcular uma nova concentracao

inicial e final da mesma, também dada em g/L, tendo em conta a densidade
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correspondente ao °Brix (Henriques, 2014). Para isto, utilizou-se as Equacdes 13 e
14, respectivamente. Os valores de densidade referentes ao °Brix encontram-se na
Tabela 3. Neste trabalho, as densidades utilizadas para calculo de volume,
referentes aos °Brix = 13,25 e 6,25, foram o que na Tabela 3 referem-se ao °Brix 13
e 6.

Ci x 10
Si=—p— (13
Cf x 10
S = —— 9

Nas quais:

Si= concentragao inicial de substrato em g/L;

St = concentracgdo final de substrato em g/L;

Ci= concentragao inicial de substrato (°Brix inicial);

Ct = concentracgao final de substrato (°Brix final);

1 s
V= o referente ao volume especifico em L.

Tabela 3 - Valores de densidade para solu¢des agucaradas.

°Brix Densidade (20°C)

1 1,0039

2 1,0078

3 1,01173
4 1,01569
5 1,01968
6 1,02369
7 1,02773
8 1,03180
9 1,03590
10 1,04003
11 1,04418
12 1,04837
13 1,05259
14 1,05683
15 1,06111
16 1,06542
17 1,06976
18 1,07413
19 1,07853
20 1,08297
21 1,08744

Fonte: (SUCRANA, 2009; HENRIQUES, 2014).
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4.6.1 Parametros cinéticos da fermentacao alcoodlica
4.6.1.1 Rendimento de substrato em produto

O fator de rendimento das fermentagdes alcodlicas foi calculado a partir da

Equacgéo 15:

Pf —Pi

Vors = 557

(15)

Na qual:

Y /s rendimento;

Pr: valor de concentragao final de etanol [g/L];
P.: concentracéo inicial de etanol [g/L];

S;: concentracao inicial de substrato [g/L];

S¢: concentracéo final de substrato [g/L].

4.6.1.2 Produtividade volumétrica de etanol

Através da Equacdo 16 foi determinada a produtividade volumétrica da
fermentagdo alcodlica pela relagdo entre a variagdo da concentragdo do produto em
funcéo do tempo.

Q="— (16
Na qual:
Q,: produtividade volumétrica [g/L.h™];
Pr: concentracgao final de etanol [g/L];
P;: concentracao inicial de etanol [g/L];

t: tempo de fermentacao [h].
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4.6.2 Parametros cinéticos da fermentacao acética
4.6.2.1 Produtividade volumétrica em &cido acético

A produtividade volumétrica da fermentagdo acética (Qp) foi calculada pela
Equacao 17 que determina a quantidade produzida de &cido acético em relagéo ao

tempo.

_ Ve X Cyqc = Vi X Cacnicial
EXV,

(17)

P

Em que:

Qr = produtividade volumétrica em acido acético [g/L.h™'];
Vi: volume final de vinagre [L];

Vi: é o volume inicial da fermentacao acética [L];

Cac: concentracao final de acido acético [g/L];

Cac.inicial: concentracéo inicial de acido acético [g/L];

t: tempo final de fermentagéao [h].
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise dos valores obtidos de uma ou mais variaveis de um sistema de
cultivo em funcado do tempo de fermentacdo é uma das maneiras de se conseguir
inicialmente estudo cinético do processo fermentativo, 0 que para isto, é necessario
conhecer além dos valores iniciais e finais, os valores intermediarios dos
parametros, garantindo analise mais adequada sob o ponto de vista temporal, o que
permite produzir gréaficos cinéticos (HISS, 2001).

O processo de fermentacdo dos mostos de caja com a levedura S. cerevisiae
nos dois reatores foi acompanhado pelas analises de sdélidos soluveis e
concentragédo celular. Cada processo de fermentagdo alcodlica e de acetificacao

ocorrido nos dois tipos de reatores foi analisado como mostrados a seguir.

51 CINETICA DOS PROCESSOS DE FERMENTAGAO ALCOOLICA E
ACETIFICACAO DE CAJA POR DOIS TIPOS DE REATORES

5.1.1 Cinética da fermentacao alcodlica

No Grafico 1 é possivel verificar 0 comportamento cinético da concentracao
celular e o consumo do substrato no processo fermentativo que ocorreu no reator
RACB de forma descontinua alimentada.

Grafico 1 - Concentracao celular e concentracao de soélidos sollveis em funcao do tempo no
processo de fermentacao alcodlica ocorrido no Reator Agitado por Coluna de Bolhas.

__70 25
< 60 3
\E’D 20 =
;3 40 v v 15 % &
L S aad 0§ g
'S 20 C 3
© 5 €35
°Cd 0 0 §
8 123456 7 8 9101112131415161718 ©
Tempo (Dias)
==@==_Concentragao Celular no Reator RACB °Brix no REATOR RACB

Fonte: Construido com dados da pesquisa.
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Notamos na curva da concentracdo celular, a diminuicdo deste parametro
nos trés primeiros dias, mesmo ja decorridos dois dias de alimentacdo. Inferimos que
€ uma fase de laténcia, visto que, é o periodo que seguiu ao indéculo do
microrganismo no meio, fase de adaptacdo sem reproducao celular, onde as células
sintetizam as enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes do meio.
Seguiu-se de uma fase constante de propagacédo durante quatro dias, e a partir
disso uma oscilagdo no aumento de concentragdo celular, possuindo seu pico no
décimo dia.

Observamos que entre o pico de concentragcdo de numero de células até o
inicio de uma diminuicdo constante dessa concentracdo, também houve certa
oscilagdo, que segundo Brito (2015), pode ser avaliada pelo fato de fragmentos de
células que ja se encontravam em fase de morte celular servirem de fonte de
alimentagdo para multiplicacdo de outras células, logo, nota-se a diminuicdo da
concentracédo de solidos soluveis (°Brix), com o decaimento da curva nos ultimos
dias do processo, referindo-se a diminuicdo de nutrientes do meio e produto
produzido, o que reduz de fato a concentracao celular.

Verificamos, portanto, que para se obter altas concentracées de células,
fatores como os componentes do meio de cultura sdo totalmente dependentes para
esse resultado, o que também pode ser observado no Gréfico 1, ainda em relagéo a
concentragcao de soélidos soluveis (°Brix), onde o consumo variou na medida em que
o reator RACB era alimentado e na maior parte do processo.

De acordo com o Gréfico 2, verificamos o crescimento celular e 0 consumo de
substrato no processo fermentativo que ocorreu no reator RSA de forma

descontinua.
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Grafico 2 - Concentragéo celular e concentragdo de sélidos solUveis em fungdo do tempo no
processo de fermentagéo alcodlica ocorrido no Reator Sem Agitacéo.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Observamos que a fase exponencial, fase em que o etanol comega a ser
produzido, ocorre no inicio do processo, no qual o pico de producéao celular acontece
no segundo dia, de fato, pois foi acompanhado pelo intenso desprendimento de gas
carbdnico no sistema do reator RSA no primeiro dia do processo e a partir de entao
houve uma diminui¢ao tanto do desprendimento de CO, observado no reator, quanto
do numero de células, ou seja, 0os aglcares presentes no mosto foram praticamente
metabolizados durante o primeiro dia de fermentagdo, fazendo com que o
crescimento celular se limitasse devido a condi¢ces de temperatura ou estresse da
levedura com o aumento da concentragdo de metabolitos, como etanol e CO,, por
exemplo, e até mesmo pela reducao na quantidade de nutrientes do substrato.

No sexto dia ainda houve um aumento de concentragdo celular, que como
ocorreu no processo ocorrido no reator RACB, pode ser devido ao consumo de
fragmentos de células mortas por células vivas servindo como fonte para
multiplicacédo, segundo Brito (2015).

Ao visualizar os Graficos 3 e 4, podemos verificar e comparar o crescimento
celular e a variagdo da concentracao de solutos, respectivamente, em relagdo ao

tempo do processo fermentativo alcodlico nos dois diferentes reatores.
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Grafico 3 - Concentragéo celular em relagdo ao tempo no Reator Agitado por Coluna de Bolhas e no
Reator Sem Agitacao.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Grafico 4 - Concentragéo celular em relagéo ao tempo no Reator Agitado por Coluna de Bolhas e no
Reator Sem Agitacao.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Observamos que o processo que ocorreu no reator RACB demorou mais para
apresentar seu pico de maxima concentragdo de células e teve seu consumo de
substrato inconstante ao decorrer do processo, diferenciando-se do processo
ocorrido no reator RSA, onde seu pico maximo de concentragdo celular ocorreu
rapidamente e seu consumo de substrato foi constante.

Altas concentracdes de soélidos dissolvidos no mosto conduzem a
fermentagdes incompletas e, esse consumo incompleto dos agucares presentes,
pode estar relacionado a possivel inibicdo microbiana pelo acumulo de alcool no
caldo fermentado, segundo Xavier et al. (2011). Diferencas nos tempos de
fermentagdo alcodlica podem estar relacionadas a diferentes aspectos do processo
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de produgdo, segundo Pinheiro (2015), tais como caracteristicas inerentes ao suco
da fruta, formas e condicbes de conducédo do processo fermentativo. Como neste
trabalho, foi utilizado o suco da fruta com as mesmas concentragdes iniciais de
sélidos soluveis totais, subentende-se que a diferenca nos tempos do processo nos
reatores se deu devido as formas de conducao dos mesmos.

5.1.2 Cinética da acetificacao

O comportamento cinético da concentracdo celular nos processos de

acetificacdo ocorridos nos reatores utilizados esta apresentado no Gréfico 5.

Grafico 5 - Concentracao celular em relagdo ao tempo nos processos de acetificagdo ocorridos no
Reator Agitado por Coluna de Bolhas e no Reator Sem Agitagéo.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Podemos notar que no processo realizado no reator RACB houve um maior
tempo para que a concentracdo de células comecasse a diminuir em comparacao ao
reator RSA, isso se deve as condicbes em que este reator estava exposto, a
exemplo da maior disponibilidade de oxigénio, sendo controlada no mesmo, que
propiciou melhores condicées de oxidacdo, otimizando o bioprocesso. E nitida
também a fase exponencial de crescimento celular que durou dois dias no RACB.
No reator RSA, a concentragéo celular teve um pequeno pico no quinto dia, e a partir
de entdo, sofreu decaimento e permaneceu constante.

Ao visualizar o Gréfico 6, podemos observar que o pH do meio de cultivo no
reator RACB variou de 5,38 no inicio da fermentacédo acética a 3,9 no final e esse

mesmo parametro ficou praticamente constante no cultivo no reator RSA. A reducéo
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do pH ocorre devido a biossintese de acido pelas bactérias acéticas que utilizam o

alcool como substrato e o transformam em acido acético.

Grafico 6 - Variacado de pH em relacao ao tempo nos processos de acetificacdo ocorridos no Reator
Agitado por Coluna de Bolhas e no Reator Sem Agitacéo.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Entao, verificamos que a producéo final de acido acético na acetificacdo que
ocorreu no reator RACB foi superior a que ocorreu no reator RSA, como mostra o
Gréfico 7.

Grafico 7 - Concentracao de acido acético em relagédo ao tempo no Reator Agitado por Coluna de
Bolhas e no Reator Sem Agitacao.

4
3,5
3
2,5
2

1,5

1 W

0,5 o

0

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627

Tempo (Dias)

Teor de Acido Acético % (m/v)

—@=— Acido acético produzido no Reator RSA Acido acético no Reator RACB
Fonte: Construido com dados da pesquisa.
Observamos que em relacdo a temperatura, este parametro pouco variou,

como mostra o Grafico 8, apenas no inicio do processo que ocorreu no RACB, pois
0 mesmo ainda estava sendo adaptado, ficando relativamente préximo a partir do
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terceiro dia quando se é comparado nos dois reatores. Constatamos que, fazendo
uma analogia aos valores de temperatura para a concentracao de acido acético
formado, o mesmo seria praticamente inalterado, visto que, permaneceu em

constante crescimento, ou seja, a temperatura nao influenciou nesse resultado.

Grafico 8 - Variagao de temperatura em relagdo ao tempo no Reator Agitado por Coluna de Bolhas e
no Reator Sem Agitacao.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Em relagdo a concentracdo de sélidos soluveis, notamos que em cada um
dos reatores, essa variavel também permaneceu praticamente constante, como
mostrado no Grafico 9, que pode ser avaliado por estar havendo o consumo do
produto da fermentagdo alcodlica (etanol) presente no meio pelas bactérias acéticas,
no processo de acetificagdo, e ndo o consumo incompleto de acguUcares da

fermentagao alcodlica, que resultaria em uma diminuicao do parametro.
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Grafico 9 - Concentracéo de Sélidos Solluveis em relagdo ao tempo no Reator Agitado por Coluna de
Bolhas e no Reator Sem Agitacao.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.
5.2 PARAMETROS FERMENTATIVOS

5.2.1 Fermentacao Alcodlica

A partir das concentragfes de células, sdélidos soluveis, etanol e duracdo dos
processos, apresentadas na Tabela 4 para os reatores utilizados, os parametros
fermentativos da fermentacado alcodlica foram calculados por meio das equacdes
exibidas no item 4.6.1 e os resultados para ambos reatores se encontram na Tabela
4,

Tabela 4 - Caracterizagcao do mosto nos processos de fermentagao alcodlica conduzidos pelo Reator
Agitado por Coluna de Bolhas e pelo Reator Sem Agitacao.

Concentracao Celular Solidos Soluveis Tempo do

Etanol (%ABV)

Reator (g/L) (°Brix) processo (dias)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Reator RACB 45,61 40,23 18 13,25 0 3,489 18
Reator RSA 44,27 13,67 18 6,25 0 10,236 14

Fonte: Construida com dados do trabalho.
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Como se pode observar na Tabela 4, as duas fermentacdes alcodlicas foram
desenvolvidas com iguais concentragdes iniciais de solidos soluveis e fazendo uma
comparacao do bioprocesso realizado pelos dois diferentes reatores, podemos
verificar que houve uma maior diminuicdo dessa variavel no bioprocesso que
ocorreu no reator RSA de forma descontinua (6,25°Brix) em relagdo a descontinua
alimentada no reator RACB (13,25°Brix). Esse resultado é devido ao maior consumo
de substrato obtido na batelada do RSA em relagdo a batelada alimentada do
RCAB, revelando assim, uma maior quantidade de acUcares residuais, ou seja,
guantidade de acgucares que ficaram por ser consumido no processo em batelada
alimentada.

Notamos que a concentragéo final do numero de células no reator RACB n&o
diminuiu tao intensamente quanto no reator RSA, visto que, a forma de condugéo no
primeiro fermentador ocorreu de forma batelada alimentada, no qual as células se
adaptavam e se reproduziam na medida em que a alimentagdo do meio, rico em
nutrientes para as células, acontecia.

Apesar de ser um numero bastante consideravel em relacdo ao outro, de
concentracao celular final, e de sélidos soluveis também, a finalizagdo do processo
no RACB, apds nove dias do fim da alimentagéo, foi definida pela avaliacdo do
acompanhamento diario do mesmo, ja que a concentracdo celular se encontrava em
fase de declinio e o desprendimento de gas carbbnico ja ndo era observado,
mesmas causas as quais se finalizou o processo no RSA. Essas diferengas nos
tempos de fermentacao alcodlica podem estar relacionadas a diferentes aspectos do
processo de produgédo, como a prépria forma e condigdes de conducédo do processo
fermentativo segundo Xavier et al. (2011).

Analisando esses dados destacados no texto e na Tabela 4, podemos afirmar
qgue o processo fermentativo alcodlico, que ocorreu de forma descontinua no reator
RSA apresentou melhor desempenho em compara¢ao ao processo que ocorreu no
reator RACB de forma descontinua alimentada, visto que, sua producéo de etanol
em %ABV (alcool por volume) foi quase trés vezes superior (10,236%) ao
fermentador operado sob condicbes automatizadas. Para obter esse desempenho
superior também percebemos que foi necessario menor tempo de processo — 14
dias, quatro dias a menos que o biorreator levou para produzir apenas 3,489% de

etanol. Esses dados obtidos ao longo desses processos foram usados para calcular
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e determinar os parametros cinéticos: rendimento em produto (Yys) e produtividade

(Qp) mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros cinéticos obtidos da fermentagao alcodlica no Reator Agitado por Coluna de
Bolhas e no Reator Sem Agitacao.

Rendimento (Ys) Produtividade
Reator A
(9/9) (Qp) (g/L.h™)
RACB 0,509 0,06
RSA 0,621 0,24

Fonte: Construida com dados da pesquisa.

O rendimento em produto observado para a fermentagdo alcodlica de caja
pelo RACB foi de 0,509g de etanol/g de sacarose consumido, o que significa dizer
que foram produzidas 0,509g de etanol por cada grama de sacarose consumida. Ja
o rendimento para a fermentacdo ocorrida no RSA foi de 0,621g de etanol/g de
sacarose consumida.

Comparando os dois resultados, inferimos que o maior rendimento foi o do
bioprocesso que ocorreu de forma descontinua, ou seja, no RSA. A produtividade
baseia-se na quantidade de etanol produzido por hora, refletindo diretamente na
eficacia da levedura em transportar os agucares presentes no mosto ao interior de
sua célula (BARBOSA, 2014.) A produtividade do processo em batelada foi de 0,24
g/L.h", enquanto que em batelada alimentada foi de 0,06 g/L.h™", significando que
neste processo foram produzidas 0,06g/L de etanol por hora. Dessa forma, vale
reforcar que a diferenca de produtividade entre a fermentacdo dos processos nos
dois reatores se deve ao tempo em que os mesmos levaram para a formacao do
produto obtido.

Analisando resultados encontrados para o rendimento em produto e
produtividade da fermentagdo por outros autores, os resultados obtidos neste
trabalho séo, respectivamente, superiores e inferiores para esses parametros na
fermentagdo alcodlica de frutas, e relativamente préximos para os valores de
produtividade no processo de acetificacdo. Pinheiro (2015), no seu estudo de
obtencdo de um fermentado alcodlico e acético de cupuacu, obteve no processo
fermentativo alcodlico produtividade de 1,45 g/L.h™ e rendimento em produto menor
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que 0,5. Valor de produtividade bem maior que os alcangados neste trabalho (0,06 e
0,24 g/L.h'1), porém com um rendimento inferior. Com Henriques (2014), o
rendimento em produto de fermentagbes alcodlicas dos mostos de marmelo e
morango realizadas em biorreatores de laboratério, e framboesa realizada em
depédsito de plastico foi de 0,434, 0,430 e 0,445g/g, respectivamente, inferiores ao
deste trabalho (0,509 g/g e 0,621 g/g). Contudo suas produtividades foram de 0,436,
1,788 e 1,599¢g/L.h", superiores as conseguidas nas fermentacées alcodlicas de caja
por dois reatores deste estudo, possivelmente devido ao tempo de fermentacao ter
sido mais elevado neste trabalho e a diminuicdo de nutrientes do mosto, com

consequente diminuicdo do desempenho da levedura na fermentagao.

5.2.2 Acetificacao

A caracterizagdo dos liquidos acetificados pelos reatores esta mostrada na
Tabela 6, na qual dados de concentracdo de células, soélidos soluveis, pH,
temperatura, valor de NaOH gasto na titulagdo para determinacdo de acidez do
fermentado, etanol e duragcao do processo sao encontrados.

Tabela 6 - Caracterizagao dos liquidos dos processos de fermentagao acética conduzidos pelo
Reator Agitado por Coluna de Bolhas e pelo Reator Sem Agitagéao.

. . Valor de
Concentracao Soélidos Etanol Tempo
Celular (g/L) Soluveis (°Brix) (%ABYV) PH NaOH (Dias)
elular °
Reator 9 ° gasto (mL)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final |Inicial Final
RACB 3,24 2,68 13,25 15,25 3,489 - 5,38 3,9 0,6 6 28
RSA 1,56 0,33 6,25 5,25 10,236 0,962 4,16 4,18 1 2,5 24

Legenda: O etanol final do Reator RACB nao pode ser medido devido a metodologia utilizada para o
céalculo desse valor ndo fazer uma correta afericdo, mostrando resultado em um valor de etanol
negativo.

Fonte: Construida com dados da pesquisa.

O teor alcodlico dos fermentados ao fim da fermentagao alcodlica pelos dois
reatores nao é considerado adequado para a producao de vinagre pois, Segundo
Rizzon, Guerra e Salvador (1992), para obtencdo de fermentados acéticos com
maiores rendimentos é recomendado o uso de fermentados alcodlicos com 7 a 10%
de etanol. Valores abaixo de 7% ou acima de 10% resultam, respectivamente, em
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vinagres fracos e susceptiveis a deterioracdo ou, inibem o desenvolvimento das
bactérias acéticas. Por isso, com o término do processo de fermentagéo alcodlica,
os fermentados alcodlicos (vinhos) produzidos foram inoculados com as bactérias
acéticas de vinagre forte j4 adaptadas em um meio corrigido com alcool etilico
absoluto 99,8% P.A. (etanol) no momento de preparo do indculo, a fim de garantir
resultados que poderiam se adequar a legislacdo no processo de acetificagéo,
obtendo assim possivelmente um fermentado acético de caja.

A partir dos valores observados e medidos de algumas das caracteristicas
apresentadas na Tabela 6, os parametros analisados do processo de acetificacao:
concentragcédo de acido acético final e produtividade do processo foram calculados
por meio das Equacdes 11 e 17 e seus resultados estdo dispostos na Tabela 7.

Tabela 7 - Parametros cinéticos obtidos da fermentacéo acética no Reator Agitado por Coluna de

Bolhas e no Reator Sem Agitacao.

_ , . Produtividade
Concentracao de Acido Acético Final
Reator (Qp)
% (m/v) (g/100mL)

(g/L.h™)
RACB 36+ 0,048
RSA 1,5+ 0,016

Fonte: Construida com dados da pesquisa.

Os valores obtidos de concentracdo de acido acético de ambos volumes
acetificados estdo abaixo do que & necessario para ser considerado vinagre pela
legislacdo. Fazendo o comparativo dessas concentragbes, a acetificacdo que
ocorreu no reator RACB foi superior, pois formou um liquido acetificado com 3,6%
de acido acético contra o liquido acetificado pelo reator RSA contendo apenas 1,5%
de &cido acético.

Entendemos que as formas de conducdo dos processos de acetificagdo
realizados nos reatores influenciaram a diferenca dos resultados tanto de
concentracado de acido acético obtido quanto de produtividade, confirmando que o
papel do oxigénio na formacado de vinagre € de fundamental relevancia, visto que, o
reator RACB estava sendo conduzido com a influéncia da aeracéo por coluna de
bolhas, enquanto o reator RSA ndo era aerado por uma grande area/superficie, e a
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maior concentracado de substrato (etanol) estava contida no RSA e ndao no RACB.
Neste trabalho obtivemos baixos valores de produtividade (0,048 e 0,016g/L.h"' para
0s processos realizados no RACB e RSA, respectivamente), parametro que segundo
Aquarone e Zacanaro Junior (1983) é bastante variavel em relacdo ao processo de
fabricacao utilizado também.

Zoche e Figueredo (2014) estudaram a obtencédo de vinagre de jabuticaba
produzidos por fermentacdes espontdnea e controlada. A produtividade dos
fermentados alcodlicos obtida pela fermentacao espontanea no trabalho deles variou
de 0,01 a 0,03 g/L.h"" e a obtida pela fermentagéo controlada variou de 0,56 a 1,30
g/L.h"', contudo, obtiveram fermentados com aproximadamente 3% de acidez em
acido acético na fermentacao acética espontédnea e para a fermentagdo acética
controlada foi atingida a percentagem de acidez recomendada pela legislagao, logo,
eles atribuem este resultado ao teor de etanol obtido.

Henriques (2014), em seu processo de acetificagdo de framboesa verificou
um teor de &cido acético de 9,19% produzido em depdsito de plastico com
produtividade de 0,144g/L.h”", porém uma maior produtividade foi obtida na
acetificacdo da mesma fruta ocorrida em fermentador de laboratério (0,163g/L.h™") e
concentracdo de acido acético de 5,43%. O mesmo autor ainda produziu um
fermentado acético de marmelo com 5,52% de &cido acético e produtividade de
0,042 g/L.h" em fermentador de laboratério, o que se comparando com este
trabalho, possui uma produtividade semelhante, mas uma concentragdo de &cido
aceético ainda superior.

Vale ressaltar que a cultura de bactérias acéticas utilizada no processo de
acetificacdo de cada reator foi desenvolvida para fermentacao em superficie, na qual
cresce e tem acesso ao oxigénio e etanol naturalmente. Com o sistema de aeracao
com coluna de bolhas que constitui o reator RACB, a disposicdo de oxigénio
garantiu que nele fosse disposto uma maior quantidade de ar, que permitiu as
células promover um melhor resultado dos parametros avaliados em relacdo ao
reator RSA que nao constituia esse sistema.

Os liquidos acetificados que passaram pelas etapas de tratamento final,
mesmo sem apresentassem o teor minimo de acido acético (4%), necessario para
ser considerado vinagre, segundo a legislacao brasileira, obtidos pelo processo de

acetificagdo nos dois reatores podem ser observados na Figura 5.
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Figura 5 - Fermentados acéticos engarrafados.

Legenda: (a) Produto produzido pelo reator RACB; (b) produto produzido pelo reator RSA.
Fonte: Autoria propria, 2017.

Os resultados encontrados neste trabalho, que analisou os bioprocessos
relacionados a producdo do vinagre de caja, apresentando aspectos preliminares
referentes a esse produto, mostra a importancia de se investigar em um experimento
futuro a combinacdo de fermentagcdo alcodlica em descontinuo seguido de
fermentagdo acética agitada por coluna de bolhas, pois o mesmo, resultaria, em
perspectiva, na producdo deste produto, ja que os experimentos realizados sob
essas formas de condugao separadamente resultaram na melhor chance de se obter
0 vinagre dessa matéria-prima.
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6 CONCLUSAO

Mediante os resultados obtidos concluimos que:

A fermentacdo alcodlica que ocorreu no reator RACB em processo
descontinuo alimentado produziu 3,48% de etanol, rendimento de 0,509g/g e
produtividade de 0,06g/L.h"". No processo em descontinuo, que ocorreu no reator
RSA, foi produzido 10,23% de etanol, rendimento de 0,621g/g e produtividade de
0,24g/L.h™.

A fermentagdo acética ocorrida no reator RACB produziu 3,6% de &cido
acético e produtividade de 0,048g/L.h™". No reator RSA, o processo produziu 1,5%
de &cido acético e produtividade de 0,016g/L.h™.

As formas de conducédo nos biorreatores utilizados influenciaram na diferencga
dos resultados dos parametros nos dois bioprocessos. O sistema de agitacdo por
coluna de bolhas contribui para o melhor resultado no processo de acetificagao.

O trabalho apresentou aspectos preliminares referentes a caracteristicas e
producao de um fermentado acético de caja, a qual ndo foi possivel mediante os
métodos utilizados, visto que, os mesmos néo produziram fermentados com teores

de acido acético indicados pela legislagéo brasileira.
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