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RESUMO

O estado de Santa Catarina € o maior produtor de mac¢d do pais. Para aproveitar esse
potencial foi proposto neste trabalho a utilizagdo de um biorreator do tipo airlift de
circulagdo externa para a producdo de vinagre de macad. Trata-se de uma aplicacéo
inovadora que apresentou vantagens quando comparada ao processo classico de
producdo de vinagre, especialmente de ordem econOmica, devido ao aumento de
produtividade. Para a producdo de vinagre foram realizadas quatro culturas em
biorreator airlift e paralelamente quatro culturas controle em biorreator classico. Foram
controladas a temperatura e a aeracdo durante as culturas realizadas. Houve adi¢des de
alcool comercial para o término da acetificacdo, pois o teor de alcool do fermentado de
maca estava baixo para esse processo. O biorreator airlift apresentou superioridade na
producdo de 4&cido acético quando comparado com o biorreator cléssico. A
produtividade média maxima de acido acético obtida durante a quarta cultura foi de 4,2
g.L".d* para o biorreator airlift e 1,6 g.L™.d™ para o biorreator classico. Vinagres de
maca comerciais foram analisados para a obtencdo de valores de referéncia (pH, acidez
total, massa especifica, cinzas, teor de alcool, acidez volatil, extrato seco). Detectou-se
que alguns vinagres comerciais ndo atendem a legislacdo com relacdo aos teores de
cinzas e extrato seco. As caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos vinagres de
maca produzidos no biorreator airlift e também no biorreator classico operados em
batelada, atenderam as exigéncias da legislacdo e foram comparados com os vinagres de
maca comerciais. Verificou-se que os teores de cinzas e extrato seco foram superiores
aos verificados nos produtos comerciais. Parametros cinéticos e estequiométricos foram
obtidos para os biorreatores estudados. A velocidade especifica média de crescimento
celular foi de 0,14 d* para o biorreator airlift e 0,10 d™* para o biorreator classico. O
fator de conversdo médio de alcool em acido acético para o biorreator airlift foi de 0,56
9.9 e para o biorreator classico foi de 0,25 g.g™. O fator de conversdo médio de alcool
em células para o biorreator airlift foi de 0,009 g.g™ e para o biorreator classico foi de
0,006 g.g™. Através dos resultados obtidos durante as culturas realizadas conclui-se que
um biorreator airlift € mais vantajoso a produzir vinagre do que um biorreator classico,
pois sua superioridade fica clara em todos os parametros analisados.
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ABSTRACT

The state of Santa Catarina is the largest apple producer in Brazil and due to this
potential this work purposes the utilization of an airlift bioreactor with external
circulation for the production of apple vinegar. It is an innovative application that
presented advantages when compared to the classical process of vinegar production,
mainly economically due to the productivity increase. For the vinegar production, four
cultures in an airlift bioreactor and another four in a classical bioreactor were carried
out. Temperature and aeration were controlled during the culture experiments.
Commercial alcohol was added to stop acetification, because the alcohol content of the
apple fermentate was low for this process. The airlift bioreactor presented a higher
production of acetic acid when compared to the classical one. The maximum average
production of acetic acid obtained during the fourth culture was 4.2 g.L™.d™ for the
airlift bioreactor and 1.6 g.L™.d” for the classical bioreactor. Commercial apple
vinegars were analyzed for obtaining the reference values (pH, total acidity, specific
mass, ashes, alcohol content, volatile acidity, dry extract). It was detected that some
commercial vinegars do not meet the legislation regarding to the ashes and dry extract
content. The physical-chemical and sensorial characteristics of the apple vinegars
produced in the airlift bioreactor and also in the classical bioreactor operated in batch,
met the legislation standards and were compared to the commercial apple vinegars. It
was verified that the ashes and dry extract content were superior to those found in the
commercial products. Kinetics and stoichiometric parameters were obtained for the
studied bioreactors. The cellular growth rate was 0.14 d™* for the airlift bioreactor and
0.10 d™* for the classical bioreactor. The average conversion factor of alcohol into acetic
acid for the airlift bioreactor was 0.56 g.g™* and 0.25 g.g™ for the classical reactor. The
average conversion factor of alcohol into cells was 0.009 g.g™ for the airlift bioreactor
and 0.006 g.g” for the classical bioreactor. Through the obtained data during the
cultures carried out, it can be concluded that an airlift bioreactor is more advantageous
to produce vinegar than a classical one because its superiority is clear in all analyzed
parameters.



Capitulo 1

INTRODUCAO

O Estado de Santa Catarina lidera a producdo nacional de macé, chegando a
produzir no ano de 2002 aproximadamente 474,5 mil toneladas do fruto. O municipio de
Fraiburgo lidera, com muita vantagem, a producdo de maca em Santa Catarina e no Brasil
e mantém também o destaque de principal produtor brasileiro da fruta no pais (CEPA,
2003). A maior parte da producdo é destinada ao mercado interno, embora recentemente o
estado venha exportando. Entretanto, uma consideravel parcela dos frutos, principalmente
agueles ndo aprovados para consumo in natura, sdo processados industrialmente para
obtencdo de sucos, aromas, concentrados e vinagres (FISCHER, 2001).

O vinagre é utilizado no mundo inteiro como condimento e conservante de
alimentos. Além disso, é considerado um complemento indispensavel a alimentacéo
humana, pela agdo nutritiva e biorregulatoria (AQUARONE et al., 2001). E produzido por
dois processos bioquimicos distintos, ambos resultantes da acdo de microrganismos: a
fermentacdo alcodlica, pela acdo de leveduras sobre matérias-primas acucaradas e
amilaceas e a fermentagdo acetica, pela acdo de bactérias aerdbias do género Acetobacter
(AQUARONE et al., 2001).

A fabricacdo de vinagre proporciona um meio de utilizacdo de matéria-prima
inaproveitavel dos estabelecimentos industriais de frutas e especialmente de propriedades
rurais, que de outra forma, ndo poderiam competir no mercado (EVANGELISTA, 1989).
Os vinagres de frutas sdo considerados superiores em qualidades sensoriais e nutritivas,

quando comparados a outros tipos de vinagres, apresentando caracteristicas como sabor e
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aroma proprios. Sob o aspecto nutricional, tém vitaminas, acidos orgéanicos, proteinas e
aminoacidos provenientes do fruto e da fermentagéo alcodlica (AQUARONE et al., 2001).

O vinagre de maca se destaca entre 0s outros tipos de vinagres por possuir
grandes teores de potassio, fosforo, magnésio, enxofre, calcio, flior e silicio. A presenca
destes componentes e do acido méalico fazem do vinagre de magd um alimento com grande
potencial medicinal (RICHWARE, 2003).

O vinagre de macd possui ainda uma atividade bacteriana e fungicida que
desempenha um papel importante na manutencdo da flora intestinal. Além disso, ele
contém dezenas de vitaminas, minerais, aminoacidos, enzimas e outros nutrientes
importantes para a saide como a pectina, que por ser uma fibra soltvel facilita a digestéo
das gorduras e proteinas (RICHWARE, 2003).

Dentre os processos industriais utilizados na producdo de vinagre, 0 mais
difundido é o que utiliza cultura submersa atraves de forte aeracdo, com acetificadores do
tipo Frings. O método Orleans, mais lento, € utilizado apenas nos estabelecimentos de
pequeno porte, quando o objetivo é obter um produto de melhor qualidade (AQUARONE
etal., 2001).

Por ser um produto de baixo valor agregado é interessante encontrar novas
tecnologias que acelerem a producdo de vinagre, minimizando os custos de producdo com
a utilizacdo de equipamentos que ocupem menos espaco e de facil limpeza. Pensando nisso
foi proposto neste trabalho a utilizagdo de um biorreator tipo airlift de circulacdo externa
para a producdo de vinagre de maca.

O biorretar airlift € uma torre com elevada relacdo altura/didmetro e com
ligacdo entre o liquido do topo e da base. O géas € injetado pela base do equipamento
através de um distribuidor formando uma dispersédo gas-fluido. As bolhas de gas sobem
através do liquido contido na torre contatando-o e deslocando-o, provocando, assim,
turbuléncia e uma auto-circulacdo dirigida. O gés é retirado no topo do equipamento. A
turbuléncia gerada e a grande distancia que as bolhas de gas devem atravessar em contato
com o liquido promovem altos niveis de transferéncia de oxigénio, que podem
proporcionar processos de producdo de microrganismos em grande escala, sem limitacao
de oxigénio local. O biorreator airlift pode ter circulacdo interna ou externa, e é de
construcdo facil e barata, especialmente pela auséncia de partes moveis.

O Laboratorio de Engenharia Biogquimica (Engebio) do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA) da UFSC dispde de um biorreator
airlift com circulacdo externa (PEDRINI, 1997), onde foi realizada a producéo de vinagre
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de macd. O desempenho do equipamento foi comparado com o do biorreator cldssico na
producdo de vinagre nas mesmas condi¢cGes de operagdo. Os resultados obtidos nas
culturas realizadas foram comparados, através de analises fisico-quimicas, com vinagres
comerciais de maca.

O objetivo principal desse trabalho é o estudo da viabilidade de producédo de
vinagre de magé@ em biorreator airlift como uma nova tecnologia a ser aplicada. S&o
avaliadas a produtividade média de &cido acético em cada biorreator, a velocidade
especifica de crescimento, o fator de conversdo de substrato em células e substrato em
produto. Os resultados sdo comparados com um biorreator classico que simula o processo
de producdo de vinagre comumente utilizado em industrias.

Objetiva-se ainda a realizagdo de analises fisico-quimicas em vinagres
comerciais de macd e vinagres produzidos em laboratério, para a avaliagdo de suas

caracteristicas quanto a legislacéo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

Desde os tempos mais remotos o vinagre ja era conhecido. Originalmente
obtido pela fermentacdo esponténea do vinho, outras bebidas fermentadas e de mostos de
frutas deixados ao ar (SACHS, 1990; AQUARONE et al., 2001). A palavra vinagre deriva
de vinaigre do francés, substantivo que designa vinho azedo (SACHS, 1990; AQUARONE
et al, 2001; MORETTO et al., 1988). Os povos antigos usavam 0 vinagre ndo s6 como
condimento, mas também no preparo de bebidas, refrigerantes, na conservacdo de
alimentos e até como medicamento e cosmético (MORETTO et al., 1988).

A fermentacdo alcodlica seguida da acética se produz espontaneamente sobre
qualquer substrato agucarado exposto ao po e aos insetos que transportam leveduras e
bactérias. A acetificagdo também se realiza espontaneamente em vinhos e sidras de baixos
teores de alcool expostos ao contato com o ar (SACHS, 1990).

Na antiga China, o jarro com vinagre era tido como simbolo da vida. J& ha
5.000 anos, os egipcios, babildnios, indianos, gregos e persas conheciam a arte da
fabricacdo do vinagre e sua versatilidade. O vinagre era mais do que um tempero picante
para 0s alimentos, era 0 Unico meio de conservar a carne, 0 peixe e 0os legumes. Somente
assim os alimentos pereciveis podiam ser transportados por longas distancias (HEINIG,
2000).

N&o somente os legionarios romanos, mas também os soldados, agricultores e

viajantes, até a Idade Média, bebiam agua com vinagre para matar a sede e para 0 bem de
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sua saude (HEINIG, 2000). Existem relatos na Biblia, de que uma esponja embebida em
vinagre foi dada a Jesus, quando crucificado, para lhe aliviar a sede, pois o vinagre inibe as
papilas gustativas temporariamente aliviando assim a sensacdo de sede por algum tempo
(CASTELO, 2002).

Diversos estudiosos se interessaram pelo estudo do vinagre ainda que, somente
no século XVIII, alguns resultados mais préximos da realidade tenham sido publicados.

Backer, na segunda metade do século XVII, foi o primeiro a constatar que o ar
era imprescindivel para a obtencao do vinagre (AQUARONE et al., 2001).

Ja em 1837, Kutzing, um botanico alemao, verificava a responsabilidade do
microrganismo na formacg&o de &cido acetico e relatava suas experiéncias sobre a “mée do
vinagre” (AQUARONE et al., 2001).

Berzélio, quimico prestigiado do século XVIII, afirmava em 1839 que a
transformacéo de etanol a &cido acético ndo passava de processo exclusivamente quimico
de ordem catalitica (AQUARONE et al., 2001).

Pasteur, entre 1864 e 1868 demonstrou, com detalhes em sua obra sobre o
vinagre, a necessidade da presenca de um ser vivo, segundo ele, Mycoderma aceti para a
ocorréncia da acetificacdo (AQUARONE et al., 2001).

2.2 Definicao e tipos de vinagre

Uma definicdo bem geral de vinagre é que o mesmo consiste no alimento do
grupo dos condimentos obtido por fermentacéo alcodlica de matérias-primas agucaradas ou
amilaceas, seguida de fermentagéo acética (AQUARONE et al., 2001).

Denominam-se vinagres a todos os produtos resultantes da fermentagdo acética
de diversos substratos alcodlicos, adicionando ao nome do vinagre o do substrato
correspondente. Os vinagres devem conter quantidades determinadas de &acido acético
(ANEXO 1) e ingredientes opcionais tais como ervas, especiarias, sal e outros, conforme
especificacdo do Codex Alimentarius, em quantidades suficientes para conferir um sabor e
aroma peculiares.

A legislacdo brasileira define que vinagre ou vinagre de vinho € o produto
obtido da fermentacdo acética do vinho (BRASIL, 1990, 1988) e deve conter uma acidez
volatil minima de 40 g por litro expressa em acido acetico (4%). Sua graduacao alcodlica

ndo pode exceder a 1°GL e deve ser obrigatoriamente pasteurizado. Um vinagre com mais
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de 80 g por litro de acidez volatil é o concentrado de vinagre usado exclusivamente para
diluicdo (BRASIL, 1990).

A legislacéo especifica ainda as seguintes caracteristicas organolépticas para o0s
vinagres (BRASIL, 1974) (ANEXO II):

Aspecto: liquido, limpido e sem depdsito.

Cor: de acordo com a matéria-prima que Ihe deu origem.

Cheiro: caracteristico.

Sabor: acido.

No Brasil, ndo é permitida a fabricacdo e venda de vinagre artificial, isto é,

vinagre produzido a partir da diluicdo do acido acético obtido a partir da sintese do etileno
ou da destilacao seca da madeira (BRASIL, 1990).

A classificacdo dos vinagres brasileiros é feita de acordo com a Tabela 2.1:

Tabela 2.1 - Classificacéo dos vinagres brasileiros (BELMONT, 2002).

Tipo de vinagre Caracteristicas

Vinagre de vinho tinto -obtido através da fermentacéo acética do vinho tinto

Vinagre de vinho branco -obtido através da fermentacdo acética do vinho branco

Vinagre de macd  -obtido através da fermentacédo acética do vinho de maca

Vinagre de &lcool  -obtido através da fermentacédo acética do alcool

A producéo de um bom vinagre depende de uma série de fatores como
(CASTELO, 2002):

a linhagem e a selecdo do microrganismo;

a matéria-prima;

a concentracdo do alcool;

a temperatura de fermentagéo (na faixa de 20° a 30°C);
a quantidade de Oy;

pH étimo na faixa de 5 e 6;

a maturacao e a conservacao;

a clarificacéo, o envase, a pasteurizacao;

materiais de construcao de tubulacdes, recipientes e depdsitos.
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2.3 Processos de fabricacao

Os principais processos industriais utilizados para a fabricagéo de vinagres sao

baseados nos métodos de Orleans, Alem&o ou submerso.
2.3.1 Processo de Orleans

Conhecido também como lento, superficial ou estacionario, € 0 processo mais
antigo (surgiu em 1670) utilizado até hoje para a fabricagdo caseira de vinagre. Produz
vinagre de excelente qualidade empregando somente fermentado como matéria-prima
(BELMONT, 2002).

A Figura 2.1 esquematiza os recipientes utilizados para a obtencéo de vinagre

de vinho por esse processo.

Tubo para adigdo de vinho
B

Aberturas protegidas
com tela para entrada

“Mae"do vinagre
9 de ar

Nivel do mosto

ATUTLLTLRRIRRRTLR R

SARALLLLLLLLLUNRAS AN

. /
Retirada
do vinagre

Figura 2.1 - Recipiente usado no processo de Orleans para a producao de vinagre
(AQUARONE et al., 2001).

O vinagre é elaborado em barris de mais ou menos 200 litros, furando-o na
parte superior, fazendo-se alguns orificios para a entrada de ar. O procedimento consiste
em colocar no barril cerca de um terco de sua capacidade com vinagre, vai-se adicionando
quantidades de vinho ou o fermentado de fruta entre 10 a 15 litros por semana, durante um
més. Ao fim de cinco semanas se extraem aproximadamente 20 litros de vinagre,
substituindo-se por outro tanto de vinho novo, repetindo-se desta forma o processo ao
longo do tempo (CASTELO, 2002).
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O vinagre retirado ndo deve conter mais que 1°GL e, caso o teor de alcool
esteja mais alto, deve-se aguardar mais alguns dias de fermentagdo (AQUARONE et al.,
2001).

A temperatura ambiente para este processo ndo deve exceder 25°C, evitando-se
assim perdas de alcool por evaporagdo. Todas as entradas e janelas do prédio, assim como
as aberturas do barril, devem ser protegidas com telas finas para evitar a presenca de
moscas e outros insetos que sdo atraidos pelos odores dos vinagres (AQUARONE et al.,
2001).

O produto formado pelo processo lento é um vinagre de boa qualidade,
praticamente limpo, que dispensa filtracdo ou clarificacdo. No entanto, este tipo de
processamento é de baixa produtividade, ocupa muito espaco e atualmente é usado
exclusivamente para a producdo doméstica. No caso, o fator limitante para a quantidade
produzida é o fornecimento de oxigénio, ja que este equipamento nao conta com nenhum

tipo de aerador.

2.3.2 Processo Aleméao

Os processos rapidos séo bastante utilizados atualmente. Foram idealizados por
Boerhave no comeco do século XVIII, ao descobrir que a transformagdo do vinho de
macds em vinagre era bastante rdpida quando deixava passar 0 vinho, através de um
recipiente cheio de bagacos de macd (AQUARONE et al.,, 2001). Atualmente sao
utilizados recipientes geradores, empacotados com material de enchimento dos mais
diversos (por exemplo, a madeira). As bactérias acéticas colonizam a superficie do material
e oxidam etanol a &cido acético.

A matéria-prima é recirculada desde a parte inferior da tina até a parte superior.
Este material passa pela madeira, sabugo ou carvdo, onde as bactérias acéticas ficam
fixadas, transformando o conteudo alcodlico em acido acético. A recirculagcdo ocorre
quantas vezes forem necessarias até a total transformacdo (CASTELO, 2002).

Uma vez ocorrido o processo total, se descarrega a metade da tina de depdsito,
voltando a introduzir a mesma carga de vinho base.

Um problema deste tipo de equipamento é que o material de enchimento acaba
tendo que ser totalmente substituido a cada ano, pois as bactérias formam um material

gelatinoso que obstrui a passagem da mistura (CASTELO, 2002).
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Por este processo se obtém um vinagre bom, porém com baixo rendimento. A

Figura 2.2 mostra o gerador utilizado para a produgéo de vinagre.

Saida de gases

|
>

T rrrﬁ' Recirculagho

- || do_vinho
Entradas MIP}t;r

deor._\“ -;—L w“’ S‘\-\f(\’_”

&'Jéﬁ wﬁ) 48
. T ET R

--Bomba

. -
Retirada do
vinagre

Trocador de calor

Figura 2.2 - Gerador para a producéo de vinagre com recheio (AQUARONE et al., 2001).

Os geradores tém tamanho e formas diferentes. O tamanho varia entre 15 a 30
cm de diametro por 20 a 60 cm de altura. Geralmente sdo de forma cilindrica e tém, no
fundo, um suporte perfurado que sustenta o material de enchimento. Pelos orificios de
suporte, passa 0 ar a ser utilizado na oxidagdo. O material de enchimento deve formar
grande superficie, para permitir o contato intimo entre liquido e ar, facilitando as trocas,
sendo utilizadas fibras de coco, carvao-coque, sabugo de milho ou outras. Sobre o material
de enchimento descansa uma placa crivada, para permitir uma perfeita distribuicdo do
vinho que cai de um torniquete hidraulico ou de um bico aspersor, colocado na parte
superior (AQUARONE et al., 2001).

A acidez aumenta progressivamente conforme o liquido vai sendo passado,
sucessivamente, duas ou trés vezes pelo mesmo gerador ou através de geradores em série.
Sendo o processo exotérmico, o liquido deve ser resfriado antes de entrar novamente para
0 gerador (AQUARONE et al., 2001).

2.3.3 Processos Submersos

Surgiram em 1950. O método se baseia em manter a cultura de bactérias

acéticas submergidas no vinho a acetificar, com um suprimento abundante de ar. Apos a
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acetificagdo da matéria-prima, é feita a descarga de uma parte de vinagre, sendo reposta
com uma parte de vinho, sem parar o processo. O processo de transformacgédo leva em
média 20 horas (CASTELO, 2002).

O substrato alcoolico, por esse processo, pode ser fermentado trinta vezes mais
rapidamente que por qualquer outro processo. Neste processo, 0 ar deve ser controlado
cuidadosamente, pois um decréscimo da pressdo parcial de oxigénio altera o metabolismo
bacteriano (AQUARONE et al., 2001).

O processo de acetificacdo € exotérmico e assim, deve permitir, atraves de
serpentina, a dissipagdo térmica, possibilitando, dessa forma, o controle da temperatura
dentro de uma faixa conveniente. O 6timo de temperatura de fermentacdo depende da
concentracédo do substrato, sendo a mesma por volta de 28°C. Um disco giratério no espaco
livre do tanque evita a formacéo de excessiva espuma (CASTELO, 2002).

O processo de fermentacdo submersa apresenta uma série de vantagens:

Alta eficiéncia: diariamente podem-se produzir cerca de 6% ou mais, de
vinagre;

Rendimentos: calculados em relacdo ao tedrico, alcancam de 90 a 95%;

Praticidade: dispensa tratamentos de clarificacdo e de filtracdo, via de regra,
onerosos e demorados.

O equipamento mais utilizado para a producao de vinagre em cultura submersa
é conhecido pelo nome de acetificador de Frings, fabricado e patenteado pela Heinrich
Frings-Bonn, Alemanha (AQUARONE et al., 2001).

A produtividade média desses acetificadores é igual a */, de seu volume (Gtil em
litros de vinagre a 10% ao dia (AQUARONE et al., 2001).

A Figura 2.3 mostra o acetificador Frings em aco inoxidavel utilizado na

producdo de vinagre.
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Figura 2.3 - Acetificador Frings em acgo inoxidavel (TAKEMOTO, 2000).

2.3.4 Processamento final do vinagre

Antes de se colocar o produto para a comercializagdo este deve receber alguns
tratamentos para melhorar e dar estabilidade ao produto final. Isto inclui o armazenamento
apos a fermentacgdo, os processos de clarificacdo, filtracdo, envelhecimento, estabilizacdo e
envase.

Apos o término da fermentagdo, o0 vinagre ndo deve permanecer na vinagreira,
pois se isto ocorrer as bactérias ndo tendo mais alcool para metabolizar, comegam a oxidar
0 acido acético, enfraquecendo o vinagre (SACHS, 1990). Sendo assim o vinagre ja
devidamente fermentado deve ser acondicionado em recipientes apropriados e serem
mantidos sem o contato com o ar, pois sem oxigénio as bactérias sdo inibidas (SACHS,
1990).
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A operacéo de clarificagdo pode ser feita por diversos processos: espontanea ou
autoclarificacdo; fisico-quimica, quimica ou desmetalizacdo; mecanica, através de
substancias organicas e inorganicas usadas como clarificantes (albumina, argilas,
bentonita, caseina entre outras) (SACHS, 1990, AQUARONE et al., 2001).

A filtracdo pode ser definida como a separacdo de impurezas e de
microrganismos do liquido com a ajuda de um material filtrante. E a operagio que permite
obter um vinagre limpido e brilhante (AQUARONE et al., 2001).

Os tipos de filtracdo mais utilizados sdo, filtracdo a cartucho; filtracdo com
extrato filtrante; membrana filtrante; filtro rotativo a vacuo e filtracdo por meio de fibras
vegetais (AQUARONE et al., 2001).

De acordo com a matéria-prima utilizada, vinho ou suco de frutas, o vinagre
deve ser envelhecido por um tempo superior, as vezes, um ano. Durante esse tempo,
ocorrem reacgdes de esterificacdo, responsaveis pelo desenvolvimento de aromas agradaveis
(AQUARONE et al., 2001).

Com o envelhecimento o vinagre adquire um sabor e aroma mais suave
perdendo a aspereza caracteristica do produto novo (SACHS, 1990).

A etapa de estabilizagdo do vinagre permite manter suas caracteristicas fisico-
quimicas e organolépticas durante o periodo de comercializacdo. Pode ser feita por
métodos fisicos ou quimicos.

Os métodos fisicos mais usados na industria vinagreira sdo a pasteurizagéo e a
ultrafiltracdo. A pasteurizagdo consiste em tratar o vinagre a temperaturas varidveis de 50 a
80°C de modo a destruir totalmente os microrganismos e desativar as enzimas que sdo
predominantemente a causa mais importante das altera¢6es (oxidacdo do &cido acético) do
vinagre. O tratamento do vinagre mediante calor pode ser uma alternativa eficaz e segura
para uma melhor conservacao do produto (AQUARONE et al., 2001).

A pasteurizacao do vinagre pode ocorrer de duas maneiras:

- rapida ou alta: 75-80°C por 30-40 segundos;

- baixa ou lenta: 50-65°C por alguns minutos (20 a 30).

Os metodos quimicos consistem na adigdo de substancias que auxiliam na
estabilizacdo do vinagre. A legislacdo brasileira prevé como forma de estabilizacdo do
vinagre o uso de dioxido de enxofre (ANEXO 1), num teor maximo de 0,02 g por 100 mL
de vinagre de vinho.

O vinagre deve ser embalado em material resistente que ndo sofra corrosao e

que ndo transmita cor ou odores desagradaveis ao produto, geralmente sdo utilizadas
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garrafas de vidro, PVC ou polietileno, fechadas com tampas plasticas. Apds o envase, é
feita uma pasteurizacio a 60- 66 C, durante 30 min. Pode-se também fazer a pasteurizacdo
continua e embalar subseqiientemente (AQUARONE et al., 2001).

A retirada do ar é essencial para garantir a preservacdo do produto. Uma
clarificacdo adequada, boa filtracdo, pasteurizagdo e adicdo de conservantes sdo 0S
parametros que definem a quantidade de ar a ser retirada no momento do envase
(AQUARONE et al., 2001).

2.4 Bactérias acéticas

A fermentacdo acética € realizada por um conjunto de bactérias do género
Acetobacter ou Gluconobacter, pertencentes a familia Pseudomonaceae (AQUARONE et
al., 2001).

Na fermentacdo acética o etanol é oxidado a acido acético. Essa etapa é feita
por bactérias acéticas em meio aerobio (SACHS, 1990). Além do &cido acético sao
produzidas pequenas quantidades de outros produtos como aldeidos, cetonas, ésteres e
outros &cidos organicos, sendo o acetaldeido o composto secundario predominante
(SACHS, 1990).

Para a fermentagdo acética ndo é comum o uso de culturas puras. Emprega-se
uma microflora mista de Acetobacter contendo diferentes espécies ou variedades dessa
bactéria, que é considerada a mais eficiente (AQUARONE et al., 2001, SACHS, 1990).

Assim, apds o término da fermentagéo alcoolica, inocula-se o vinho com essa
mistura de bactérias Uteis e ativas adicionando “vinagre forte”, que € o vinagre ndo diluido
e ndo pasteurizado de uma fermentacdo anterior, contendo altas concentragdes de bactérias
aceticas (AQUARONE et al., 2001).

Embora mais de 100 espécies, subespécies e variedades do género Acetobacter
tenham sido classificadas através dos anos, poucas sao aquelas com qualidades industriais,
isto €, produzir concentracdes elevadas de &cido acético; ndo formar material viscoso; de
preferéncia, ndo ter capacidade para completar a oxidagdo até anidrido carbénico e agua;
ter tolerancia a concentracOes razoaveis de &cido acético; trabalhar em temperaturas entre
25°C e 30°C (SACHS, 1990).

As bactérias do género Acetobacter sdo bastonetes elipsoidais, retos ou
ligeiramente curvos. Quando jovens sdo gram-negativas e as células velhas sdo gram-

variaveis. Apresentam a capacidade para oxidar a molécula do etanol e do acido acético a
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CO; e H,0. Formam pelicula ou crosta na superficie da cultura, vulgarmente chamada de
“mée do vinagre”, de onde partem 0s repiques. Essas peliculas variam de acordo com a
especie, podendo ser delgadas, espessas, continuas ou em ilhas (AQUARONE et al.,
2001).

S&o comumente encontradas em frutas e vegetais e estdo envolvidas na
acidificacdo bacteriana de sucos de frutas e bebidas alcodlicas, cerveja, vinho, producédo de
vinagre e fermentacdo de sementes de cacau (SACHS, 1990).

De acordo com os autores mais modernos, sdo de interesse industrial:
Acetobacter aceti, A. xylinoides, A. orleanense, A. acetigenum, A. schuetzenbachii, A.
curvum e A. rances (AQUARONE et al., 2001).

Descrigdes cléassicas desses microrganismos informam que A. aceti suporta
11% de alcool e produz 6,5% de acido acético; sua temperatura Otima de crescimento é
34°C entre extremos de 5°C e 42°C; A. orleanense tem um otimo entre 20°C e 25°C, e 0s
extremos sdo 15°C e 30°C (AQUARONE et al., 2001).

2.5 Composicéo do vinagre

A composicdo caracteristica de um vinagre depende basicamente da matéria-
prima que o originou. Os vinagres obtidos de frutos ou de malte possuem composi¢do mais
complexa que o vinagre de alcool por conter praticamente todas as substancias soluveis
existentes na materia-prima ou que se formaram nos processos fermentativos alcoolico e
acetico (AQUARONE et al., 2001).

2.5.1 Acido acético

O acido acético (H3C — COOH), peso molecular 60,05616 e densidade 1,049
g/mL, € o componente principal dos vinagres quaisquer que sejam o substrato alcodlico
precedente e sua concentracdo é expressa em graus acéticos (gramas de acido acético por
100 mL de vinagre) (AQUARONE et al., 2001).
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2.5.2 Alcool etilico (etanol) residual

Na fabricacdo industrial do vinagre objetiva-se alcancar o maior rendimento
possivel na transformacdo de etanol em acido acético. Porém ndo se deve chegar ao
esgotamento desse substrato pois as bactérias acéticas, na auséncia de alcool etilico, séo
capazes de promoverem a degradacdo do acido acético produzido, o que torna o processo
antiecondmico (AQUARONE et al., 2001).

No Brasil, a legislacéo estabelece um teor maximo de 1°GL de alcool residual
para os vinagres (BRASIL, 1990).

2.5.3 Extrato seco

A determinagdo do extrato seco de vinagres é uma tentativa de evitar fraudes
bastante utilizadas no passado, ja que teores muito baixos ou muito altos de extrato seco
podem indicar adulteracdes do produto (TAKEMOTO, 2000).

No Brasil, a legislacéo estabelece um valor minimo de 7 g.L™* para vinagres de
vinho tinto e rosados e 6 g.L™* para vinagres de vinho branco (BRASIL, 1990).

2.5.4 Cinzas

A determinacéo do teor de cinzas objetiva determinar os sais minerais contidos
no produto. As consideracfes para o teor de cinzas sdo analogas para o teor de extrato seco
dos vinagres. Um vinagre diluido e reconstituido parcialmente com acido acético apresenta
baixos valores para o teor de cinzas assim como valores muito altos podem indicar a
adicdo de substancias ndo volateis (TAKEMOTO, 2000).

A legislacdo brasileira estabelece um valor minimo de 1 g.L™* (BRASIL, 1990).

2.6 Biorreatores Airlift

Biorreatores, frequentemente chamados de fermentadores, sao recipientes entre
0S quais microrganismos, plantas, células animais, e enzimas podem realizar seu trabalho.
O sucesso deste processo depende em manter o préprio ambiente para crescimento e
reacdo (CHISTI, 1989).
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Muitos processos bioldgicos requerem oxigénio; devido a sua baixa
solubilidade um abastecimento continuo é requerido a taxas suficientes para manter a
reacao porem, quando existe uma limitagdo no processo como, por exemplo, a necessidade
de uma maior transferéncia de massa gas-liquido, outros tipos de biorreatores, tais como 0s
tipos airlift, sdo considerados (CHISTI, 1989).

Os biorreatores airlift sdo reatores pneumaticos. Eles sdo diferentes de outro
reator pneumatico comumente usado, o coluna de bolhas. Os biorreatores airlift
compreendem quatro zonas distintas, cada uma delas com modelo distinto de fluxo, as
quais dividem o reator entre duas zonas de escoamento (uma direcionada para cima e outra
para baixo). As zonas ou canais possibilitam a circula¢do de liquido em grande escala ao
redor do corpo do reator (SIEGEL & ROBINSON, 1992).

A primeira zona de expansdo de gas é denominada riser, onde 0 gas é injetado
pela base do equipamento através de um distribuidor, formando uma disperséo gés-liquido.
As bolhas de gas sobem atraves do liquido contatando-o e deslocando-o. Essa se¢do tem
maior gas-holdup (fracdo volumétrica de gas na zona de dispersdo) e € onde ocorre a maior
transferéncia de massa. O liquido deixa o topo do riser e entra na zona de desprendimento
do gas e, com uma menor quantidade de gas, escoa em sentido contrario através do
downcomer até o fundo do reator, retornando ao riser. Assim, a fase liquida circula
continuamente no reator (SIEGEL & ROBINSON, 1992).

Os airlifts sdo geralmente divididos em dois tipos de reatores, baseados em sua
estrutura fisica: os de circulagdo interna e os de circulacdo externa. Os de circulagdo
interna sdo tanques com divisdes dentro da coluna de bolhas, de maneira a criar zonas de
escoamento. Nos airlifts com circulacdo externa, o riser e 0 downcomer sdo conectados
por secdes horizontais perto do topo e da base para criar a recirculacdo do liquido
(CHISTI, 1989; SIEGEL & ROBINSON, 1992).

A Figura 2.4 mostra um esquema de biorreatores airlift com circulagéo interna

e externa.
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Figura 2.4 — Esquema de biorreatores airlift com circulacdo interna (a) e externa (b) —
adaptado de CHISTI, 1989 (ROSSI, 2001).

Uma diferenca fundamental entre os dois tipos de airlifts € o modelo do
separador de géas- liquido. No airlift de circulacdo interna, o separador de gas-liquido é
usualmente simples com uma extensdo sobre o riser e o downcomer, permitindo um
pequeno desprendimento de géas. No airlift de circulacdo externa o separador de gas-
liquido tem uma regido de fluxo horizontal, que permite maior desprendimento de géas e
uma maior velocidade de circulacdo (SIEGEL & ROBINSON, 1992).

2.6.1 Vantagens dos biorreatores airlift

Os biorreatores airlift sdo considerados uma importante classe de biorreatores
de coluna de bolhas modificados (VIAL et al., 2002). Eles tém recebido atencéo devido a
sua simplicidade de projeto e construcéo, versatilidade, facil operacdo, menor possibilidade
de contaminacéo, baixo consumo de energia e altas taxas de transferéncia de massa e calor
(YUGUO et al., 2000, VIAL et al., 2002).

A simples construcdo dos biorreatores airlift possibilita uma manutencéo facil
e barata. Como ndo existem partes mecanicas moveis necessarias para a agitacdo, ha
reducdo do perigo de contaminagéo, pois facilita a limpeza e a esterilizacdo. A injecédo do
gas serve para agitar e aerar, eliminado o gasto de energia para agitacao, e promovendo um
aumento na capacidade de transferéncia de massa e calor (SIEGEL & ROBINSON, 1992).

Em processos bioldgicos, a vantagem do biorreator airlift sobre os reatores de
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coluna de bolhas e 0os STRs (reatores de tanque agitado) esta relacionada com o fato de a
forca de cisalhamento imposta pelo campo turbulento nas células ou pellets suspensos no
meio ser muito menor em biorreatores airlift. Um aspecto bastante importante € que o
campo de cisalhamento é mais homogéneo nos biorreatores airlift, sendo relativamente
constante através do biorreator (SIEGEL & ROBINSON, 1992).

Os Dbiorreatores airlift sdo usados preferencialmente em aplicacGes
bioquimicas: microrganismos e células poder ser afetados pelas forcas de cisalhamento de
alguns processos causando um stress a esses organismos. Os reatores airlifts correspondem
a um nivel de cisalhamento mais tolerante a estes organismos e, portanto se torna o
processo mais indicado (VIAL et al., 2002). BONNARME et al., (1993) relatam a
superioridade dos biorreatores airlift e coluna de bolhas em relacdo ao de tanque agitado,
na producdo de metabdlitos por microrganismos sensiveis ao cisalhamento provocado
pelos agitadores mecanicos.

Apesar das vantagens apresentadas, a aplicacdo dos biorreatores airlift em
escala de producdo em industrias bioquimicas ainda é limitada. Os airlifts sdo menos
flexiveis as mudancas de processo que 0s STR, uma vez que 0S parametros geométricos
sdo selecionados para um determinado processo durante o projeto; a velocidade do fluxo
de gés é, em principio, o Unico pardmetro de ajuste durante a operacdo. Portanto, os airlifts
sd0 menos adaptaveis a outros processos com necessidades muito diferentes de mistura e
agitacdo, distribuicdo de gas e caracteristicas de transferéncia de massa, do que os STR que
apresentam a vantagem de ter controles independentes de aeracdo e agitacdo (CHISTI,
1989).

2.6.2 Aplicac0es dos biorreatores airlift

Muitas aplicagdes em escala de bancada e em escala piloto tém sido estudadas
para uma variedade de microrganismos e culturas celulares. A maioria enfoca a cinética de
crescimento em vez do fenbmeno de transporte durante as fermentagdes.
Consequentemente, pouca informacao sobre a hidrodindmica basica e sobre o transporte de
massa encontra-se disponivel para um projeto de reator ideal e scale-up (SIEGEL &
ROBINSON, 1992).

Alguns autores estudaram o airlift como um biorreator potencial para o tratamento
de varios residuos. HUPPE et al., (1990) utilizaram uma planta piloto de dois estagios para

tratar biologicamente efluentes de refinaria de carvéo. TYAGI et al., (1990) utilizaram um



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA 19

airlift com circulagdo externa para estudar a digestdo aerdbica mesofilica e termofilica de
lodos municipais primarios e secundarios.

FROHLICH et al., (1991), WU & WU (1991) e POLLARD et al., (1996),
estudaram Saccharomyces cerevisiae em biorreatoes airlift testando diversas configuracdes
fisicas, onde conseguiram melhorar o desempenho dos proprios biorreatores airlift.
BONNARME, et al., (1993) utilizaram com sucesso um biorreator airtjft para producédo
das enzimas lignina e manganés peroxidades e proteina extracelular do fungo
Phanerochaete chrysosporium.

YUGUO et al., (1999) demonstraram a vantagem do biorreator airlift de circulacéo
externa na produgdo de &cido citrico a partir da mistura de batata doce desidratada com
sedimentos de Aspergillus niger. YUGUO et al., (2000) utilizaram com sucesso um
biorreator airlift com circulagdo externa para a producgéo de a - amilase a partir de Bacillus
subtilis se comparado com um biorreator de tanque mecanicamente agitado.

KLEIN et al., (2002) comprovaram que o sistema de biotransformacao de glucose
em acido glucénico por Aspergillus niger pode ser bem sucedido se utilizada a
determinacgéo da taxa de transferéncia de oxigénio em biorreatores airlift.

CHENG et al., (2002) conseguiram bons resultados no cultivo de Acetobacter
xylinum para a producéao bacteriana de celulose em um reator airlift modificado.

Entretanto, a literatura carece de dados relacionados a aplicacdo de biorreatores
airlift para producéo de vinagre. A utilizacdo de biorreatores tipo airlift para a producdo de

vinagre €, assim, uma nova tecnologia a ser explorada.
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Capitulo 3

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Bioquimica do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (ENGEBIO/EQA).

3.1 Producéo de vinagre

3.1.1 Matérias-primas

3.1.1.1 Fermentado de Maca

A magd utilizada para a produgdo de vinagre ndo é de nenhuma variedade
especifica. Na verdade, o que determina se a maca serad processada sdo suas caracteristicas
fisicas, sendo que as frutas com algum dano de qualidade ou fora das especificacdes séo
destinadas a fabricagdo de subprodutos, tais como o suco, a sidra e 0 vinagre.

A matéria-prima utilizada para producdo de vinagre de maca é o fermentado de
maca (sidra). Este fermentado é geralmente pobre em matéria nitrogenada.

O fermentado utilizado para a acetificacdo deve ter um teor alcodlico entre 7 e
9°GL. Teores muito elevados (acima de 10°GL) inibem o desenvolvimento das bactérias e
teores muito baixos (abaixo de 5°GL) produzem vinagres muito fracos e favorecem as
contaminagdes (RIZZON et al., 1992).
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Neste trabalho o fermentado de macé utilizado continha 5°GL, devido a isso
houve a adicdo de alcool comercial a 94°GL durante as culturas realizadas para se atingir
os niveis de acetificacdo exigidos pela legislacao.

A matéria-prima utilizada foi fornecida pela Industria de Vinagre e Plasticos

Heinig, com sede em Brusque, Santa Catarina.

3.1.1.2 Microrganismos

Para a acetificacdo ndo é comum o uso de culturas puras. Emprega-se
geralmente uma microflora mista de Acetobacter contendo diferentes espécies ou
variedades dessa bactéria, que € considerada mais eficiente.

Os microrganismos utilizados para a acetificacdo do fermentado de macé foram
obtidos a partir de vinagre forte (vinagre ndo pasteurizado e ndo diluido que contém as
bactérias acéticas) proveniente de processos da industria de vinagres Heinig.

Os microrganismos foram mantidos a temperatura ambiente, em local escuro,

para ndo comprometer sua qualidade.

3.1.2 Cultura Acética

Para a cultura acética da matéria-prima previamente citada foram utilizados
dois tipos de “biorreatores”, o biorreator airlift e o biorreator classico na produgédo de
vinagre, ambos operados em batelada. O biorreator airlift dispunha de sistema préprio de
aeracdo feito por ar comprimido e o biorreator classico utilizou uma bomba de aquério para
a aeracdao. Um banho termostatico foi utilizado em ambos biorreatores para o controle de
temperatura em torno de 28°C. O volume de ar usado foi de 1,8 litros por hora por litro de

calda para os dois biorreatores utilizados.

3.1.2.1 Descricao do biorreator airlift utilizado para a acetificacdo

Um biorreator airlift com circulagcdo externa, volume atil de 6,5 L, construido
em vidro borossilicato (resistente a temperaturas superiores a 800°C) foi utilizado na
producdo do vinagre. Utilizou-se como dispersor de ar comprimido uma pedra porosa. Um
rotimetro de 0 a 1,2 NL.min” foi utilizado para medir a vazdo de ar e um banho

termostatizado foi utilizado para controlar a temperatura através de um trocador de calor
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no dowcomer. O biorreator dispunha de orificios para a saida de ar, controle de
temperatura e retirada das amostras.
A Figura 3.1 mostra a fotografia do biorreator airlift utilizado para a producéo

de vinagre e o esquema do biorreator utilizado.

»
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Compressor
de Ar
Rotametro

(@) (b)
Figura 3.1 - Fotografia do biorreator airlift utilizado para a producao de vinagre (a), e

esquema do biorreator utilizado (b).

3.1.2.2 Descricdo do biorreator classico utilizado para a acetificacao

Um biorreator classico na producdo de vinagre, com volume total de 6 L e
volume atil de 4 L, tendo uma cuba de vidro e os demais dispositivos em aco inoxidavel e
plastico, foi utilizado juntamente com o biorreator airlift na producdo de vinagre. O
sistema de aeracdo foi realizado por uma bomba de aquario e o mesmo banho
termostatizado utilizado no airlift foi usado no classico para o controle de temperatura
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através do trocador de calor. A tampa do fermentador dispunha de orificios tampados com
algodéo para permitir a saida de ar, medidas de temperatura e retirada das amostras.
A Figura 3.2 mostra a fotografia do biorreator classico utilizado para a

producéo de vinagre e 0 esquema do biorreator utilizado.
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Dispersor
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Figura 3.2 - Fotografia do biorreator classico utilizado para a producgéo de vinagre (a), e

esquema do biorreator utilizado (b).

3.1.3 Meio de Cultivo

O meio de cultivo ou calda é a solugdo para a posterior acetificacdo e é
necessario que as bactérias acéticas tenham um tempo de adaptacdo ao meio. Nesta fase, o
meio a ser acetificado deve conter condigdes ideais para 0 crescimento desses
microrganismos, ou seja, nutrientes essenciais, certo grau de acidez e substrato para seu
desenvolvimento. Para este trabalho utilizou-se uma mistura de sais pré-preparada e usada
comercialmente, o0 Acetozyn, que contém 0s nutrientes necessarios para o crescimento das
bactérias acéticas, na proporcao de 1g por litro de calda a ser acetificada.

A fim de manter a estabilidade microbiologica do fermentado de maca
recebido e também garantir uma boa acidificacdo posterior, adicionou-se a matéria-prima
vinagre forte previamente elaborado, ndo pasteurizado, contendo as bactérias acéticas.

As caldas foram preparadas em um garrafdo com capacidade de 10 L. Analises
de alcool e acidez foram realizadas e posteriormente transferiu-se cerca de 3,5 L de calda
para 0 biorreator classico e o restante (cerca de 6,4 L) para o biorreator airlift. Os
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biorreatores foram previamente limpos, e deixados para acetificar com a aerac¢do forcada e
constante.

Quantidades de alcool comercial a 94°GL foram adicionadas durante o
processo de producdo de vinagre. Essas adi¢es eram feitas quando o teor de alcool estava

proximo de zero e a acidez estava abaixo do exigido pela legislacao.

3.2 Métodos Analiticos

3.2.1 Amostragem

Amostras de 110 mL foram retiradas diariamente dos biorreatores durante todo
0 processo, para avaliacdo do teor de &lcool e de acidez total. Ao término da acetificacdo o
vinagre assim obtido, foi filtrado em papel filtro, pasteurizado a 65°C por 5 minutos e
diluido com &gua destilada até acidez volatil minima de 4 g de &cido acético/100 mL de
amostra (BRASIL, 1974). Posteriormente foram realizadas as analises citadas a seguir.

Para a avaliacdo dos vinagres comerciais, as amostras foram compradas em
supermercados. Ao todo foram analisadas 6 amostras de vinagres comerciais de maca,
tendo sido adquiridas embalagens fechadas, em exposi¢cdo nas gondolas dos recintos

comerciais.

3.2.2 Analises fisico-quimicas

O Anexo IV mostra algumas definicdes sobre as anéalises fisico-quimicas
realizadas (MERCATURA, 2003).

Para as determinagdes fisico-quimicas da densidade, extrato seco, acidez
volatil, cinzas e teor alcodlico utilizou-se os métodos oficiais de analises para vinagres

conforme a Portaria N° 076, de 27 de novembro de 1986, a seguir.

Massa Especifica a 20° C

Material

. Densimetro (1,000 - 1,100 g/mL)

. Proveta
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Procedimento

O densimetro foi lavado com agua destilada e depois com alcool; secou-se com
papel de filtro e colocou-se no dessecador para eliminagdo da umidade. Encheu-se a
proveta com a amostra de modo que o densimetro ficasse abaixo do nivel e fez-se a leitura
direta no densimetro na temperatura de 20°C. O resultado obtido é a massa especifica em
g/L.

A andlise da massa especifica do fermentado de macé foi realizada por um

picndmetro, pois a escala do densimetro utilizado era superior ao resultado lido.

Extrato seco a 100°C

Material

. capsula cilindrica de fundo chato de 70 mm de diametro e 20 mm de altura
. estufa

. banho-maria

. dessecador com silica gel ou cloreto de célcio anidro

. balanga analitica

. pinga

. pipeta volumétrica de 25 mL

Procedimento

Foram pipetadas 25 mL da amostra na capsula, previamente seca na estufa a
110°C, resfriada no dessecador e tarada. Evaporou-se lentamente em banho-maria a 100°C
durante 3 horas consecutivas. Colocou-se na estufa a 100°C por 30 minutos. Resfriou-se no

dessecador e pesou-se.

Calculo

O extrato seco € expresso em g/L pela Equacéo (3.1):

Extrato seco (g/L) = (1000/25) x (a - b) (3.1)
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Onde:
a = peso da capsula com extrato [g]
b = peso da cépsula [g]
Acidez volatil
Material
. aparelho de destilacdo de Cazenave-Ferré
. pipetas volumétricas de 10 e 20 mL
. erlenmeyer de 250 mL
. baldo volumétrico de 500 mL
Reagentes

. solucéo de hidrdxido de sédio 0,1 N

. solucdo alcoolica de fenolftaleina a 1%

Preparo da amostra

Foram pipetadas 20 mL da amostra em um baldo volumétrico de 500 mL e

completou-se o volume com agua destilada.

Procedimento

Pipetou-se 10 mL da amostra diluida no borbulhador e 250 mL de &gua
destilada no gerador de vapor do aparelho de destilacdo. Levou-se a 4gua a ebulicdo com a
torneira de vapor aberta, para eliminar o ar do aparelho e, eventualmente o gas carbonico
da &gua destilada. Em seguida a torneira foi fechada para que o vapor de agua borbulhasse
na amostra, arrastando os &cidos volateis. Recolheu-se 100 mL do destilado e titulou-se a
acidez volétil do destilado com solugdo de hidréxido de sédio 0,1 N em presenca de
fenolftaleina.
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Calculo

Acidez volatil é expressa em g de acido acetico/100 mL de amostra pela

Equacdo (3.2):

Acidez volatil (g de &cido acético/100 mL de amostra) = nxll\lox—li;qxf (3.2
X
Onde:
n = volume de solucgéo de hidréxido de sédio gastos na titulacdo [mL]
N = normalidade da solucéo de hidroxido de sddio
Eq = equivalente grama de &cido acético [60]
f = fator de diluicdo [dilui¢do 20:500, f = 25]
V = volume de amostra no preparo [mL]
Cinzas
Material

. cadinho de porcelana (ou platina) de 50 ml

. pipeta volumétrica de 25 mL

. bastonete de vidro

. banho-maria

. dessecador com silica gel ou cloreto de célcio anidro
. balanga analitica

. mufla

. bico de Bunsen
Procedimento:
O cadinho foi aquecido na mufla ao redor de 600°C durante 10 minutos,

resfriado no dessecador e pesado. Foram pipetadas 25 mL da amostra no cadinho e

evaporadas completamente no banho-maria fervente (cuidando para ndo deixar espirrar a
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amostra). Queimou-se o cadinho em bico de Bunsen e em seguida colocou-se o cadinho na
mufla a 550°C + 25°C, até que 0 residuo se tornasse claro. O tempo exigido para essa
operacdo pode ser reduzido da seguinte maneira: remove-se o cadinho da mufla, esfria-se,
quebra-se o residuo ainda escuro com um bastonete de vidro, tomando-se o cuidado de
lavar o bastonete com algumas gotas de agua destilada, leva-se o cadinho em banho-maria
até secura e coloca-se novamente na mufla até o residuo ficar completamente claro. Esfria-

se 0 cadinho no dessecador e pesa-se rapidamente.

Calculo

As cinzas sdo expressas em gramas por litro de amostra conforme ¢é

apresentado na Equacéo (3.3):

Cinzas (g/L) =(1000/25) x (a - b) (3.3)

Onde:

a = peso do cadinho com as cinzas [g]

b = peso do cadinho [g]

Teor alcodlico

Material

. aparelho de destilagéo

. baldo volumétrico de 100 mL e 200 mL
. proveta de 100 ml

. papel tornassol

. pérolas de vidro

. termOmetro

. alcobmetro Gay Lussac de 0 a 100°GL
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Reagentes

. solucdo de hidroxido de sédio 5 N

. papel tornassol

Procedimento

Mediu-se 100 mL da amostra em baldo volumétrico e 100 mL de agua
destilada. Transferiu-se para baldo de destilacdo, colocando-se pérolas de vidro.
Neutralizou-se com solucdo de hidroxido de sodio 5 N, usando papel tornassol como
indicador. O condensador foi conectado e mergulhado até o fundo de um baldo
volumétrico de 200 mL. Resfriou-se o baldo, mergulhando-o em &gua e gelo, durante a
destilagédo. Transferiu-se o destilado para uma proveta, e fez-se a leitura com o alcodmetro,
a 20°C. O valor obtido é a porcentagem do alcool em volume ou grau Gay Lussac.

A medida do teor de alcool foi imprecisa, pois a escala do alcodmetro utilizado
era muito alta (0 a 100°GL).

Para as analises de acidez total utilizou-se a metodologia de analises de bebidas
e vinagres do Laboratorio Nacional de Referéncia Vegetal - LANARV e a metodologia
aplicada por algumas industrias.

Para os vinagres prontos foi realizada a analise de acidez total pelo método do
laboratorio LANARV, descrita a seguir:

Acidez total

Material

. erlenmeyer de 250 mL
. pipeta volumétrica de 10 mL
. bureta de 100 mL
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Reagentes

. solucdo de hidréxido de sédio 0,1 N

. solucdo alcoolica de fenolftaleina a 1%
Procedimento
Foram pipetadas 10 mL de amostra num erlenmeyer de 250 mL contendo 100
mL de agua destilada e adicionou-se 1 a 2 gotas de solucdo de fenolftaleina. Titulou-se
com solucéo de hidroxido de sddio 0,1 N até a coloracgéo rosa do indicador fenolftaleina.
Calculo

Acidez total expressa em moles/L é obtida pela Equacéo (3.4):

nxM

Acidez total (moles/L) = (3.4)

Onde:
n = volume de solucédo de hidroxido de sddio gastos na titulagéo [L]
M = molaridade da solucéao de hidroxido de sodio [moles/L]

V = volume de amostra [L]

A andlise de acidez total a seguir foi realizada durante o processo de
acetificacdo nas quatro culturas realizadas utilizando a mesma metodologia aplicada por
algumas industrias de vinagre.

Acidez Total

Material

. pipetas de 1 e 10 mL

. tubos de ensaio
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Reagentes

. solucdo de hidréxido de sédio 0,1 N

. solucdo alcoolica de fenolftaleina a 1%
Procedimento
Transferiu-se 1 mL de amostra para um tubo de ensaio, colocou-se 1 gota de
fenolftaleina e titulou-se com solucdo de NaOH 0,1 N utilizando pipeta de 10 mL até
coloracdo rosa do indicador fenolftaleina.

Calculo

A acidez total é obtida conforme mostrado na Equacéo (3.5):

Acideztotal (g de dcidoacético/100mL de amostra)= N° de mL da solugiode NaOHx 0,6 (3.5)

Esta técnica pode ser usada com a mesma unidade de acidez volatil (g de acido
acético/100 mL) porque o valor 0,6 que multiplica a equacdo acima vem do peso molecular
do &cido aceético que é 60,05616.

Para as analises de pH e teor de SO; livre usou-se as metodologias aplicadas no
Laboratdrio de Vinhos da Cantina Experimental da EPAGRI - Videira, a seguir:

pH

Material

. béquer de 50 mL

. aparelho medidor de pH
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Procedimento

Utilizou-se uma amostra suficiente para cobrir o eletrodo do aparelho
previamente calibrado e realizou-se a leitura direta no equipamento.

Teor de SO, livre (método Ripper simples)

Material

. frasco erlenmeyer
. bureta de 50 mL

Reagentes

. solucdo indicadora de amido a 2%
. solucéo de &cido sulfurico 1:3

. solucéo de iodo N/50
Procedimento
Foram pipetadas 20 mL da amostra em um frasco erlenmeyer. Adicionou-se 2
mL da solucdo de amido 2% e 3 mL da solugéo de &cido sulfurico. Titulou-se com solucédo

de iodo N/50 até mudanca de coloragéo para cor azul intenso.

Caélculo

O teor de SO, livre ¢é obtido pela Equacéo (3.6):

SO, livre (meg/L) = volume da solucéo de iodo gastos na titulagdox32  (3.6)
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3.3 Determinacao de parametros cinéticos

3.3.1 Determinagdo da concentragdo da biomassa

A determinacdo da concentracdo celular realizada durante a quarta cultura foi
obtida por gravimetria a partir de um volume conhecido de amostra (110 mL). A amostra
foi filtrada em papel filtro pré-pesado seguido de secagem em estufa a 90°C até peso

constante.
3.3.2 Velocidade especifica de crescimento

A velocidade especifica maxima de crescimento € calculada a partir do
coeficiente angular da curva do logaritmo neperiano da biomassa com o tempo de acordo

com a Equagéo (3.7):

In(X) =In(X,) + wt (3.7
Onde:

X = concentracdo de biomassa [g.L™]
Xo = concentracdo inicial de biomassa [g.L™]
1 = velocidade especifica maxima de crescimento celular [d*]

t = tempo [dia]
3.3.3 Conversdo de substrato em biomassa

A conversdo de substrato em biomassa é definida de acordo com a Equacao
(3.8):

dM,
s dMq

(3.8)
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Onde:

Y,s = fator de converséo de substrato em células [g.g™]
Mx = massa de células [g]
Ms = massa de alcool [g]

Representando-se os dados em um grafico Mx =f(Ms), o coeficiente angular da
tangente a curva em qualquer instante é -Yys.

Obteve-se também o fator de conversdo de substrato em células médio,
conforme apresentado na Equacéo (3.9):

M
Y = XT
>%medlo M -

(3.9)

Onde:
Y s médio = Fator de conversdo médio de substrato em células [g.9™*]
Mxr = massa total de células gerada no biorreator [g]
Mst = massa total de alcool [g]

3.3.4 Conversdo de substrato em produto

A conversdo de substrato em produto € definida de acordo com a Equacgdo
(3.10):

_ dm,
Y, = . (3.10)

Onde:

Y s = fator de converséo de substrato em produto [9.97%]
Mp = massa de &cido acético [g]
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Representando-se os dados em um grafico Mp =f(Ms), o coeficiente angular da

tangente a curva em qualquer instante € - ps.

Obteve-se também o fator de conversdo médio de substrato em produto,

conforme apresentado na Equacéo (3.11):

Onde:

M
Y, =T (3.11)
%medlo MST

Y pis medio = fator de conversédo médio de substrato em produto [9.971]
Mpt = massa total de acido gerada no biorreator [g]

3.3.5 Produtividade em &cido acético

Onde:

A produtividade em &cido acético é definida de acordo com a Equacéo (3.12):

_V,xC, -V, xC

P
R txV,

4c.inicial (3 12)

V. = volume de calda no biorreator no tempo t [L]

V| = volume inicial de calda no biorreator [L]

Cic. = concentraco de 4cido acético na cultura [g.L™]

Cic. inicial = concentraco de &cido acético no inicio da cultura [g.L™"]
t = tempo de cultura [dia]

Pr = produtividade em écido acético [g.L™".d™]

A produtividade em cada instante, utilizada para avaliar a produtividade

méaxima é calculada conforme a Equacéo (3.13):

— l d(Céc.' V)

p =
R max V dt

(3.13)
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Onde:
Pr max, = produtividade maxima em écido acético [g.L™.d™]
V = volume de calda no biorreator (considerado constante nesse processo) [L]
Csc. = concentracdo de acido acético [g.L™]

3.3.6 Concentracédo equivalente de alcool adicionado

A concentracdo equivalente de &lcool adicionado € definida pela Equacao

(3.14):
Ceq :M (3.14)
VT
Onde:
Ceq = concentracdo equivalente de alcool adicionado [9.L7"]
Muaicool = Massa total de alcool [g]
V1 = volume total de calda no biorreator no momento da adicéo [L]
A massa total de alcool é obtida de acordo com a Equacéo (3.15):
M alcool = petanol X Vélcool (315)
Onde:

Viicool = Volume total de alcool [L]

Petanol = Massa especifica do etanol [g.L™]

O volume total de alcool é obtido através da Equacéo (3.16):

\V/

alcool

=0,94xV

adicionado

(3.16)
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Onde:

V adicionado = VOlume de alcool adicionado na cultura [L]

3.3.7 Concentracdo de alcool inicial

A concentracdo de alcool no inicio de cada cultura é definida de acordo com a
Equacdo (3.17):

°GL
Ca’ll.inicial :mx Petanol (317)

Onde:

°GL = grau Gay Lussac lido no alcometro

Ca. inicial = concentracéo de &lcool inicial [g.L™]
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estudos preliminares

4.1.1 Correlacgéo entre acidez total e acidez volatil

A determinacgdo da acidez volatil e da acidez total é realizada através da
titulacdo direta da amostra conforme descrito na secdo 3.2.2 do capitulo de Material e
Métodos.

Algumas industrias vém utilizando a determinagdo de acidez total como
uma aproximacdo da acidez volatil. Essa aproximacdo simplifica os procedimentos
praticos pela rapidez e facilidade em avaliar o desempenho das culturas quanto a
producdo de &cido acético.

Assim, foram realizados novos experimentos medindo-se a acidez volatil e a
acidez total no vinagre pronto no sentido de correlacionar essas duas técnicas.

As Tabelas 4.1 e 4.2 mostram, respectivamente, os resultados de acidez
volatil e acidez total para os vinagres prontos obtidos das quatro culturas realizadas nos

biorreatores airlift e classico.
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Tabela 4.1 — Acidez volatil e acidez total obtida nos vinagres prontos produzidos

no biorreator airlift.

Airlift 1% Cultura 2% Cultura 3% Cultura 42 Cultura
Acidez Volatil 4,26 4,12 4,05 4,00
(g &c. acético/100 mL)
Acidez Total 4,20 4,14 4,08 4,02
(g &c. acético/100 mL)
Erro (%) 14 0,48 0,74 0,50

Tabela 4.2 — Acidez volatil e acidez total obtida nos vinagres prontos produzidos

no biorreator classico.

Classico 1% Cultura 2% Cultura 3% Cultura 4% Cultura
Acidez Volatil 4,05 4,26 4,00 4,05
(g &c. acético/100 mL)
Acidez Total 4,08 4,14 4,08 4,02
(g &c. acético/100 mL)
Erro (%) 0,74 2,8 2,0 0,74

As analises dos resultados experimentais mostram que o erro assumido entre
as analises de acidez volatil e acidez total € menor que 2% no biorreator airlift e menor
que 3% no biorreator classico.

Portanto, nas culturas realizadas pode-se utilizar a técnica de acidez total
para simplificar o processo de determinacédo de acido acético no vinagre pronto.

4.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas do fermentado de maca

O fermentado de maca utilizado para a producédo de vinagre foi previamente
analisado utilizando as mesmas técnicas aplicadas aos vinagres comerciais conforme
mostrado no capitulo de Material e Métodos. A Tabela 4.3 mostra as caracteristicas
fisico-quimicas deste fermentado.
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Tabela 4.3 — Caracteristicas fisico-quimicas do fermentado de maga utilizado para a
acetificagao.

Andlises fisico-quimicas

Massa especifica a 20°C (g.L™) 942,54
Extrato seco a 100°C (g.L™) 15,32
Acidez total (moles.L™) 0,210
Cinzas (g.L™) 2,20
Teor alcodlico (°GL) 50
pH 3,76
Acidez Volatil 0,15
(g &c.acético/100 mL)

Teor de SO, livre (meq.L™) 12,80

Conforme mencionado no capitulo de Material e Métodos, o fermentado
deve ter uma concentracdo de alcool entre 7 e 9°GL para se atingir os niveis de
acetificacdo exigidos pela legislacdo. O fermentado de maca utilizado neste trabalho
continha um teor de alcool de 5°GL. Devido a isso houve a necessidade da adicdo de
alcool comercial durante as quatro culturas realizadas para a obtencdo do teor de acidez

compativel com a legislacéo.

4.2 Producao de vinagre de maca

Foram realizadas quatro culturas utilizando o biorreator airlift e,
paralelamente, quatro culturas controle no biorreator classico. A temperatura das
culturas foi mantida a 28°C através de um banho termostatico.

O processo tanto no biorreator airlift como no biorreator classico foi
interrompido quando a concentracdo de acido atingiu em torno de 4,5 g &c.acético/100
mL. Para tanto houve a necessidade de adicdo de alcool a 94°GL, uma vez que o
fermentado de maca utilizado possuia um teor alcodlico baixo para esse processo.

A produtividade em 4acido acético, a concentracdo inicial de alcool, a
concentracdo equivalente de &lcool adicionado em cada cultura e o inicio da adicdo de

alcool estdo apresentados nas Tabelas 4.4 e 4.5 para cada biorreator.
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Tabela 4.4 — Produtividade em &acido acético, concentracdo inicial de alcool,
concentracdo equivalente de alcool adicionado e inicio da adi¢do de &lcool para o
biorreator airlift.

Airlift Pk em acido acético C, de alcool Ceq de alcool Adicao de alcool a
(g.LdY (g.LY adicionado (g.L™) partir do dia:
12 Cultura 2,37 31,56 14,11 8
2% Cultura 3,36 31,56 5,93 7
32 Cultura 1,60 31,56 15,15 7
4% Cultura 2,04 31,56 20,82 8

Tabela 4.5 — Produtividade em &acido acético, concentracdo inicial de alcool,
concentragédo equivalente de alcool adicionado e inicio da adicéo de alcool para o

biorreator classico.

Classico Pr em &cido acético C, de alcool Ceq de alcool Adicao de alcool a
(g.Lh.dh (g.L™h adicionado (g.L™) partir do dia:

1% Cultura 1,46 31,56 32,55 8

2% Cultura 1,66 31,56 10,87 7

3% Cultura 1,14 31,56 25,48 8

42 Cultura 1,06 31,56 33,97 8

A produtividade em &cido acético no biorreator airlift foi superior a
produtividade em acido acético do biorreator classico. O sistema de aeracdo utilizado no
biorreator airlift propiciou melhores condi¢des de oxidacao e acelerou o processo.

A concentracdo equivalente de alcool adicionado no biorreator classico foi
maior do que a concentracdo equivalente do biorreator airlift, demonstrando que o
processo em biorreator airlift apresentou novamente superioridade na conversdo de
alcool em acido acético.

O tempo gasto para obter os produtos prontos foi de 8 a 12 dias para 0
biorreator airlift e de 12 a 14 dias para o biorreator classico. Com isso pode-se dizer que
0 biorreator airlift teve um desempenho melhor na produgdo de vinagre do que o
biorreator classico.

Os vinagres obtidos sdo considerados de boa qualidade, pois atendem a
legislacdo brasileira nos termos de producdo de acido acético e alcool. Os teores de



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES 42

acido acético nos produtos finais antes da diluicdo ficaram em torno de 4,5 ¢
ac.acético/100 mL e os teores finais de alcool proximos a zero.

Apbs a acetificacdo, o vinagre foi filtrado em papel filtro, diluido para uma
concentracdo final de no minimo 4 g 4&c.acético/100 mL e pasteurizado a uma
temperatura de 65°C por 5 minutos antes de ser envasado.

O aspecto final do produto atendeu as caracteristicas sensoriais previstas
pela legislacdo: aspecto limpido, sem depdsito, cheiro caracteristico e sabor &cido.

Durante a etapa de elaboracdo dos vinagres, houve um acompanhamento
periddico através de analises de alcool e acidez total. Ao término de cada fermentacdo e
apos a diluicdo outras analises fisico-quimicas foram realizadas para garantir a
qualidade do produto.

A anélise do teor de SO, néo foi realizada nos vinagres produzidos, pois ndo
foi adicionado ao produto este conservante.

As Tabelas 4.6 e 4.7 mostram as analises fisico-quimicas dos vinagres de
magc& prontos obtidas no biorreator airlift e no biorreator classico.

Tabela 4.6 — Analises fisico-quimicas dos vinagres de macé prontos produzidos no
biorreator airlift.

Airlift 1% Cultura 2% Cultura 3% Cultura 4% Cultura
Massa especifica a 1013 1011 1011 1011
20°C (g.L )

Extrato seco a 100°C 14,10 14,40 15,24 14,98
QL™

Acidez total (moles.L™) 0,642 0,667 0,624 0,666
Cinzas (g.L™) 2,21 2,30 2,28 2,08
Teor alcodlico (°GL) 0 0 0 0

pH 3,21 3,28 3,26 3,18
Acidez Volatil 4,26 4,12 4,05 4,00

(g &c. acético/100 mL)
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Tabela 4.7 — Andlises fisico-quimicas dos vinagres de mac¢a prontos produzidos no

biorreator cléssico.

Classico 1% Cultura 2% Cultura 3% Cultura 4% Cultura
Massa especifica (g.L™) 1014 1012 1013 1013

a 20°C

Extrato seco a 100°C 17,66 17,36 17,74 18,12
@@L

Acidez total (moles.L™) 0,659 0,630 0,675 0,702
Cinzas (g.L™) 2,69 2,84 2,72 2,74
Teor alcodlico (°GL) 0 0 0 0

pH 3,27 3,34 3,31 3,26
Acidez Volatil 4,05 4,26 4,00 4,05

(g &c. acético/100 mL)

Os vinagres produzidos no biorreator airlift e no biorreator classico
encontram-se dentro da legislacéo brasileira (BRASIL, 1990): acidez volatil minima de
4 g 4cido acético/100mL, extrato seco minimo de 7 g.L™ (vinagres tintos e rosados),
teor de &lcool residual maximo de 1°GL e teor de cinzas minimo de 1 g.L™.

Os resultados apresentados para os produtos prontos sdo correspondentes as
amostras diluidas, com teores de acidez proximos ao minimo estabelecido pela
legislacdo, para que possam ser comparados com produtos existentes no mercado.

A seguir serdo apresentadas as analises fisico-quimicas realizadas nos

vinagres comerciais de maca.
4.3 Analises fisico-quimicas dos vinagres comerciais de maca

Para se ter referéncia quanto aos resultados obtidos nos vinagres produzidos,
foram realizadas as mesmas analises fisico-quimicas anteriormente citadas em vinagres

comerciais de maca. Estas analises fisico-quimicas estdo mostradas na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 — Analises fisico-quimicas das amostras de vinagres comerciais de maca.

Amostra Massa Extrato seco Acidez Acidez Cinzas Teor pH Teor de
especifica a 100°C volatil total (g.L™) alcodlico SO, livre
P (g.LY (gdeac.  (moles.L™) (°GL) (meq.L?)
a 20°C acético/100
(L) b
A 1009 8,56 4,20 0,731 1,080 0 2,83 26,67
B 1005 6,20 4,50 0,790 1,320 0 3,06 16,00
C 1007 7,70 4,35 0,759 0,860 0 3,10 46,93
D 1005 5,00 4,65 0,788 0,540 0 3,14 16,00
E 1008 5,62 4,20 0,727 0,440 1 3,10 16,00
F 1009 11,22 4,35 0,734 0,600 1 3,36 12,80
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Os resultados das analises fisico-quimicas mostraram que somente duas
amostras (A e B) estdo dentro da legislacdo brasileira no que se refere a anélise de
cinzas (minimo de 1 g.L™! - BRASIL, 1990). Por outro lado a amostra B juntamente
com as amostras D e E ndo obedecem a legislacdo brasileira na analise de extrato seco
(minimo de 7 g.L™ vinagres tintos e rosados - BRASIL, 1990). Estes resultados indicam
possiveis excessos de diluicdo ou adulteragBes dos produtos feita por solugdes de acido
acetico.

A seguir serd apresentada uma comparacdo dos vinagres produzidos no

biorreator airlift e no classico com os vinagres comerciais.

4.4 Comparacao entre 0s vinagres comerciais e o0s vinagres produzidos

Uma comparacdo feita entre as amostras de vinagres comerciais e 0S

vinagres produzidos em ambos biorreatores € apresentada na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 — Comparacao entre as amostras de vinagres comerciais e 0s vinagres

produzidos em ambos biorreatores.

Amostra Massa Extrato seco Acidez Acidez total Cinzas (g.L™) Teor pH

especifica a a 100°C volatil (moles.L™) alcodlico

20°C (g.L ™ (g.L ™M (g de &c. (°GL)
acético/100
mL)

A 1009 8,56 4,20 0,731 1,080 0 2,83
B 1005 6,20 4,50 0,790 1,320 0 3,06
C 1007 7,70 4,35 0,759 0,860 0 3,10
D 1005 5,00 4,65 0,788 0,540 0 3,14
E 1008 5,62 4,20 0,727 0,440 1 3,10
F 1009 11,22 4,35 0,734 0,600 1 3,36
*Airlift 1012 14,68 4,11 0,638 2,220 0 3,23
*Classico 1013 17,72 4,09 0,658 2,750 0 3,30

* Média obtida das 4 culturas realizadas.

Os vinagres produzidos em laboratério apresentaram valores superiores de
extrato seco e cinzas devido ao fato do produto final ndo ter passado por um processo de
filtracdo mais rigoroso e por um sistema de clarificacdo, 0 que ocasionou maior
quantidade de solidos solUveis aumentando assim seu peso seco. Isto também pode ser
observado pela anélise da massa especifica.

A baixa acidez total dos vinagres produzidos em laboratorio se justifica pela
falta de condi¢bes na matéria-prima que favorecessem o aumento da acidez acética.

Como j& foi mencionado anteriormente, durante o experimento houve a necessidade da
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adicdo de alcool comercial para se atingir a quantidade minima de &cido exigida pela
legislacdo (4 g acido acético/100 mL).

Vale ressaltar que o teor de acidez total ndo esta atribuido somente a
presenca de acido aceético, ja que outros acidos organicos estdo presentes nos vinagres
tais como o tartérico, o citrico e o mélico.

A analise de pH foi realizada no intuito de mostrar que os valores
encontrados para os vinagres produzidos em laboratorio estdo bastante proximos dos
vinagres produzidos industrialmente.

A seguir serd apresentado o comportamento cinético de producdo de &cido
acetico obtido para ambos biorreatores durante a quarta cultura.

4.5 Avaliagéo do comportamento cinetico da producéo de acido acético

A Figura 4.1 apresenta 0 comportamento cinético do &cido acético no decorrer
da quarta cultura realizada para ambos os biorreatores (as tabelas contendo os dados

utilizados no gréfico encontram-se no Anexo ll1).
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Figura 4.1 — Comportamento cinético da acidez para ambos biorreatores durante a

quarta cultura.
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Analisando a Figura 4.1 no periodo anterior & adicdo de &lcool (linha
pontilhada), nota-se uma fase de adaptacdo (lag) das bactérias ao meio de cultura com
duracdo de um dia. No biorreator airlift fica nitida uma fase exponencial de producdo de
acido e um posterior esgotamento devido ao término do alcool. J& no biorreator classico
a producdo de &cido € mais constante, porém sem a mesma velocidade do biorreator
airlift.

A produtividade maxima em &cido nesse periodo esta entre os dias 3 e 4
para os dois casos, sendo que para o airlift a produtividade méxima foi de 10,2 g.L™.d™
e para 0 classico a produtividade maxima foi de 3,0 g.L.d™. E visivel a maior
produtividade em acido no biorreator airlift.

A partir do oitavo dia houve a adicdo de alcool comercial a 94°GL em
ambos biorreatores até o término da cultura. Nota-se que a partir dai hd novamente uma
producdo de &cido acentuada no biorreator airlift e no biorreator cléssico.

A concentracdo de &lcool adicionada na quarta cultura foi de 20,8 g.L™* para
o biorreator airlift e de 33,9 g.L™ para o biorreator classico. Vale salientar que o volume
dos biorreatores era diferente.

A produtividade média maxima em &cido acético obtida na quarta cultura antes
da adigdo de &lcool para os dois biorreatores utilizados é apresentada na Figura 4.2 (as

tabelas contendo os dados utilizados no grafico encontram-se no Anexo IlI).
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Figura 4.2 — Produtividade média maxima em acido acetico durante a quarta cultura

para os dois biorreatores utilizados.

Analisando a Figura 4.2 nota-se que a produtividade média maxima no
biorreator airlift é de 4,2 g.L".d" e no cléassico é de 1,6 g.L".d*, demonstrando
novamente a superioridade do biorreator airlift.

A queda na produtividade média deve-se ao término do substrato (&lcool).

A determinacdo dos parametros cinéticos obtidos durante a quarta cultura

serdo apresentados a seguir.

4.6 Determinacdo de parametros cinéticos

Durante a quarta cultura foram retiradas amostras diarias de 110 mL para as
andlises de teor de &lcool e acidez total. Antes das analises serem realizadas as amostras
foram filtradas em papel filtro pré-pesado e posteriormente colocados em estufa a 90°C
até peso constante.

As amostras foram caracterizadas através da medida de biomassa obtida do
peso seco das células. De posse desses resultados pbde-se avaliar a curva de
crescimento celular, a velocidade especifica de crescimento média e os fatores de

conversao de alcool em acido acético e alcool em células.
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4.6.1 Curva de crescimento celular

A Figura 4.3 apresenta o crescimento celular tanto no biorreator airlift
quanto no biorreator classico para os primeiros oito dias de cultura (as tabelas contendo

os dados utilizados no gréafico encontram-se no Anexo Il1).
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Figura 4.3 — Curva de crescimento celular durante a quarta cultura para ambos

biorreatores.

Analisando a Figura 4.3, pode-se observar que embora haja um aumento
continuo no namero de células, a fase exponencial ndo é bem definida.

Contudo, pbde-se calcular uma velocidade especifica de crescimento média,
considerada esta constante ao longo do intervalo. E esperado um comportamento no
exponencial no final, pois a concentragdo de alcool esta diminuindo.

A seguir serd apresentada a velocidade especifica de crescimento média para

os dois biorreatores utilizados.
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4.6.2 Velocidade especifica de crescimento média

A Figura 4.4 mostra a velocidade especifica de crescimento média (Umédia)
para 0s oito primeiros dias de cultura em ambos biorreatores utilizados (as tabelas

contendo os dados utilizados no grafico encontram-se no Anexo 1l1).
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Figura 4.4 — Velocidade especifica de crescimento média durante a quarta cultura para

ambos biorreatores.

O biorreator airlift obteve uma velocidade especifica de crescimento média
de 0,14 d™ e o biorreator classico de 0,10 d*. Os dois biorreatores possuem valores
proximos de velocidade de crescimento de células demonstrando uma pequena

vantagem para o biorreator airlift.
Serdo apresentados a seguir os fatores de conversdo de alcool em &acido

acetico e alcool em celulas para os oito primeiros dias de cultura.
4.6.3 Fator de conversao Y s

As Figuras 4.5 e 4.6 mostram o fator de conversdo de alcool em acido

acetico antes da adicéo de alcool comercial obtidos durante a quarta cultura para ambos
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biorreatores (as tabelas contendo os dados utilizados no grafico encontram-se no Anexo
1)}
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Figura 4.5 — Fator de conversdo de alcool em acido acético durante a quarta cultura
(Airlift).
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Figura 4.6 — Fator de conversdo de alcool em acido acético durante a quarta cultura

(Cléssico).

O fator de conversdo de alcool em &cido acético obtido durante a quarta
cultura foi de 0,63 g.g™* para o biorreator airlift e de 0,26 g.g™ para o biorreator cléssico.

Os dados obtidos ndo foram muito bons, pois a determinacdo da
concentracdo de alcool ndo foi muito precisa.

Foi realizado o célculo do fator de conversdo medio para o0s dois
biorreatores utilizados. Para o biorreator airlift obteve-se um fator de conversdao medio
de 0,56 g.g™ e para o biorreator classico 0,25 g.g™.

Pode-se notar que os valores ndo diferenciam muito dos obtidos
graficamente e que a conversao de alcool em acido no biorreator airlift é praticamente o
dobro do biorreator classico. Essa é uma vantagem que geraria uma economia de

matéria-prima reduzindo os custos de operacao.
4.6.4 Fator de conversdo Yy
As Figuras 4.7 e 4.8 mostram os fatores de converséo de alcool em células

obtidos durante a quarta cultura antes da adig@o de alcool para ambos os biorreatores (as

tabelas contendo os dados utilizados no grafico encontram-se no Anexo Ill).
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Figura 4.7 — Fator de converséo de alcool em células durante a quarta cultura (Airlift).
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Figura 4.8 — Fator de conversdo de alcool em células durante a quarta cultura (Classico).

O fator de conversdo de alcool em células obtido durante a quarta cultura foi
de 0,008 g.g™* para o biorreator airlift e de 0,006 g.g™* para o biorreator classico. Apesar

do biorreator airlift apresentar também uma maior conversédo de alcool em células, nota-
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se que nos dois casos essa conversdo € muito baixa. Assim, a vantagem do biorreator
airlift em relacdo ao biorreator classico é a maior produtividade de acido acético e a
conversdo de alcool em &cido e ndo a conversao de alcool em células.

Novamente os resultados obtidos ndo foram muito bons devido a anélise do
teor de alcool ter sido realizada sem muita precisao.

Foi calculado o fator de conversdo médio para os dois biorreatores
utilizados. Para o biorreator airlift obteve-se um fator de conversdo médio de 0,009 g.g™
e para o biorreator classico 0,006 g.g™. Os valores obtidos ndo diferenciam muito dos
valores obtidos graficamente.

A seguir serdo apresentados 0s principais resultados cinéticos e
estequiométricos obtidos durante a quarta cultura para os dois biorreatores utilizados.

4.7 Principais resultados cinéticos e estequiométricos

A Tabela 4.10 apresenta o0s principais resultados cinéticos e

estequiométricos obtidos durante a quarta cultura para os dois biorreatores utilizados.

Tabela 4.10 — Principais resultados cinéticos e estequiométricos obtidos durante a

quarta cultura para os dois biorreatores utilizados.

Biorreator PR max. PR média max. Mmédio Y pis medio Y wis médio
(g.L™dY) (g.L™dY) (d?) (9.9 (9.9

Airlift 10,2 4,2 0,14 0,56 0,009

Classico 3,0 1,6 0,10 0,25 0,006

Através da Tabela 4.10, conclui-se que o biorreator airlift utilizado é mais
vantajoso na producdo de vinagre do que o biorreator classico utilizado, pois sua

superioridade pode ser vista em todos 0s parametros analisados.
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Capitulo 5

CONCLUSOES E SUGESTOES

O objetivo do trabalho referente a producdo de vinagre de macd em
biorreator tipo airlift de circulacdo externa foi satisfatoriamente atingido. Os vinagres
produzidos nos dois biorreatores utilizados em escala laboratorial apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais similares aos produzidos industrialmente, o
que 0s tornou aptos a serem comparados com 0s vinagres comerciais.

Foram realizadas quatro culturas para a producdo do vinagre e os resultados
obtidos foram comparados com vinagres comerciais através de analises fisico-quimicas.
Os resultados encontrados mostraram que 0s vinagres produzidos apresentaram um teor
maior de extrato seco e cinzas por ndo terem sofrido um processo de filtracdo mais
rigoroso e ndo terem sido clarificados. Em contrapartida algumas amostras de vinagres
comerciais apresentaram valores de extrato seco e cinzas abaixo do exigido pela
legislacéo brasileira.

Os vinagres produzidos nos dois biorreatores utilizados podem ser
considerados de boa qualidade, pois atendem a legislacdo brasileira nos termos de
producdo de acido acético e alcool. Os teores de &cido acético nos produtos finais antes
da diluicdo ficaram em torno de 4,5 g.&c.acético/100mL e os teores finais de &lcool
préximos a zero.

O fermentado de maca utilizado possuia um teor alcodlico baixo para o
processo, ocasionando a adicdo de alcool comercial durante a acetificacdo para a

obtencéo de valores de acidez compativeis com a legislacéo.
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A eficiéncia do biorreator airlift em relagdo ao biorreator classico péde ser
comprovada através da produtividade em acido acético onde o biorreator airlift se
mostrou superior. A produtividade média maxima em acido acético no biorreator airlift
foi de 4,2 g.L™.d* e no biorreator classico de 1,6 g.L ™ .d™.

A cinética de crescimento do biorreator airlift em relacdo ao biorreator
classico apresentou uma velocidade especifica de crescimento média de 0,14 d™* para o
biorreator airlift e 0,10 d™ para o biorreator classico. Apesar dos dois biorreatores
apresentarem valores proximos de crescimento de células, o biorreator airlift apresentou
uma pequena vantagem.

O fator de conversdo médio de alcool em acido para o biorreator airlift (0,56
g.9”%) foi praticamente o dobro do biorreator classico (0,25 g.g™%). Essa é uma vantagem
que geraria uma economia de matéria-prima reduzindo os custos de operacao.

O fator de conversdo médio de alcool em células foi de 0,009 g.g* para o
biorreator airlift e de 0,006 g.g" para o biorreator classico. Nos dois biorreatores
utilizados a conversdo de alcool em células é muito baixa, apresentando uma pequena
vantagem para o biorreator airlift. Com isso, conclui-se, que a vantagem do biorreator
airlift em relacdo ao biorreator classico € a maior produtividade de acido acético e a
conversdo de alcool em &cido e ndo a conversao de &lcool em células.

Através das culturas analisadas, conclui-se que o uso do biorreator airlift na
producdo de vinagres € visivelmente promissor.

Como sugestdes para trabalhos futuros, propde-se:

Producdo de vinagres em biorreatores airlift a partir de residuos provenientes de

processamentos industriais como, por exemplo, a producdo de vinagre de maca

utilizando-se o bagaco de maca.

» Testes de imobilizacdo de bactérias para avaliar a possibilidade de se colocar um
recheio com bactérias acéticas no biorreator airlift.

» Fazer a correcdo do fermentado de maca, se este estiver com teor alcodlico

baixo, antes de comecar a cultura.

= Utilizar um processo continuo de producdo de vinagre no biorreator airlift.
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COMPOSICAO DO VINAGRE - ALGUNS ITENS PROPOSTOS
PELO CODEX ALIMENTARIUS

» Acidez total

Vinagre de vinho, ndo menos de 6 g de acido acético /100 ml (6° acéticos).

Outros vinagres, ndo menos de 5 g de acido acético /100 ml (5° acéticos).

> Alcool residual

O éalcool de fermentacdo que resta sem sofrer acetificacdo nos vinagres ndo deve
ultrapassar de 0,5%, ainda que para o vinagre de vinho se admita 1% (1° alcodlico).

» Extrato seco

O valor do extrato seco no vinagre de vinho ndo deve ser menor de 1,3 g/L por grau
acetico. Em outros tipos de vinagre ndo deve ser menor de 2 g/L por grau acético.

» Conservadores

O conservador universalmente permitido em vinagres é o S0,, ainda que o Codex
Alimentarius também tenha proposto o antioxidante &cido ascorbico. A concentragao
méaxima de SO, admitida é de 70 mg/Kg e de &acido ascorbico de 400 mg/Kg.

> Aditivos

Corante caramelo segundo as praticas comumente admitidas.
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» Contaminantes metalicos

Conteudo de arsénio, maximo 1 mg/Kg.
Conteudo de chumbo, méximo 1 mg/Kg.
Total dos conteudos de cobre e zinco, maximo 10 mg/Kg.

> Higiene

O vinagre deve estar livre de microrganismos que possam se desenvolver nas condi¢oes
normais de armazenamento do produto, em quantidades que representem riscos para a
saude do consumidor.

O vinagre para consumo ndo pode conter enguias ou qualquer substancia, em suspensdo
ou formando depoésitos. Também ndo se admite turbidez devido ao desenvolvimento de

bactérias acéticas (mae do vinagre).
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PARTE DO DECRETO N.° 99.066 DE 08 DE MARCO DE 1990

Regulamenta a Lei n.° 7.678, de 08 de novembro de 1988, que dispde sobre a producéo,

circulacdo e comercializagdo do vinho e derivados do vinho e da uva.

Capitulo IV
DOS PADROES DE IDENTIDADE E QUALIDADE

Secédo VIII

Do vinagre

Art. 97. O vinho destinado a elaboracdo de vinagre devera ser acetificado na
origem, com vinagre duplo, de modo que apresente, apds a acetificacdo, uma acidez
acetica minima de seis milésimos, expressa em gramas de &cido acético, em cem

mililitros de vinho.

Art. 98. O vinagre de duplo devera ter uma acidez volatil minima de oito
gramas em cem mililitros do produto, expressa em &cido acético, e apresentar

estabilidade bioldgica.

Art. 99. Somente sera considerado matéria-prima, para elaboracdo de

vinagre, o vinho- base que atender ao disposto no art. 97.
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Art. 100. A fiscalizacdo deverd executar a analise prévia e a expedi¢cdo da
Guia de Livre Transito para o vinagre destinado a acetificacdo do vinho.

Art. 101. Os fornecedores de vinho destinado a elaboracdo de vinagre
providenciardo a aquisicdo do vinagre duplo para acetifica-lo até o limite minimo

previsto no art. 97 e o estocara em tanque proprio, em predio isolado, distante da adega.

Art. 102. A operacdo de acetificacdo do vinho-base devera ser feita no
préprio recipiente que fard seu transporte até o destino e no local previsto no artigo
precedente, com utilizacdo de equipamento especifico (bombas, mangueiras, filtros,
etc.) para tal fim.

Art. 103. A acidez volatil minima do vinagre serd de quatro gramas em cem
mililitros do produto, expressa em acido acético, e o alcool residual ndo devera exceder
a 1° GL, sendo os outros componentes proporcionais a matéria-prima usada em sua

elaboracéo e previstos pelo Ministério da Agricultura.

Paragrafo unico. O vinagre que contiver acidez volétil superior ao dobro do
previsto neste artigo, sera denominado vinagre duplo, podendo ser desdobrado para fins

de comercializagéo.

Art. 104. Ao vinagre ndo podera ser adicionado caramelo ou outro tipo de

corante.

Art. 105. Sera proibido o uso de melaco, subproduto do aglcar, mesmo

como nutriente, na elaboracgéo do vinagre.

Art. 106. O vinagre podera ser submetido a filtracdo, colagem, clarificagéo,

aeracdo e envelhecimento.

Art. 107. A conservacdo do vinagre podera ser feita mediante pasteurizagdo
ou pelo uso de diéxido de enxofre, na quantidade maxima prevista pelo Ministério da
Agricultura.

Art. 108. O uso de outro tipo de conservante, aditivo ou nutriente sé podera

ocorrer mediante prévia autorizagdo do 6rgdo competente.

Art. 109. O grau de acidez devera constar no rétulo ou, no caso de

transporte a granel, no respectivo documento fiscal.
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Art. 110. O vinagre sera classificado em vinagre de vinho tinto ou vinagre

de vinho branco, de acordo com a matéria-prima que lhe deu origem.

Art. 111. O produto resultante da fermentacdo acética de outros liquidos

alcoolicos sera denominado de fermentado acético.

Paragrafo unico. O fermentado acético de outros liquidos alcodlicos podera
usar a palavra "vinagre™ no rotulo, porém acrescida do nome da matéria-prima de sua
origem, em caracteres de dimensdo e cor iguais ao da palavra "vinagre™ de maior

dimensao.

Art. 112. O &cido acético do vinagre somente podera provir da fermentagdo
acetica do vinho.

Art. 113. E vedada a producéo de vinagre artificial para uso alimentar.

Art. 114. A avaliacdo fisico-quimica e organoléptica ou sensorial dos vinhos
e derivados, para fins de concurso ou competicdo publica, com divulgacdo ou sem ela,
deverd contar com a prévia e expressa autorizacdo dos produtores eventualmente
interessados em participar, sendo obrigatéria a supervisdo pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA, por intermédio do Centro Nacional de Pesquisa

de Uva e Vinho - CNPUV, que fixard as normas e métodos a serem empregados.
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COMPLEMENTACAO DOS PADROES DE IDENTIDADE E QUALIDADE
PARA FERMENTADOS ACETICOS (VINAGRES)

Documento oficializado pela Portaria n.° 371, publicada no D.O.U. de 19/09/74 e
modificado (itens 2.2 e 5.1) pela Portaria n.° 745 publicada no D.O.U. de 17/11/77.

1. OBJETO

1.1 Os presentes padrdes tém por objeto estabelecer as normas de identidade e
qualidade a que deverdo obedecer os fermentados acéticos (vinagres).

2. DESCRICAO

2.1 Definicéo

Fermentado acético (vinagres) é o produto obtido da fermentacdo acética de
liquidos alcodlicos.

2.2 Classes de fermentados aceéticos (vinagre)

De acordo com a matéria-prima que lhe deu origem os fermentados acéticos séo
classificados em:

- Vinagre de vinho ou simplesmente “vinagre”
- Vinagre de frutas
- Vinagre de alcool
2.3 Designacgéo
2.3.1 Os vinagres serdo designados conforme as respectivas classes.

2.3.1.1 Vinagre de vinho ou simplesmente “vinagre” é o produto obtido da
fermentacdo aceética do vinho.

2.3.1.2 Vinagre de fruta é o produto obtido da fermentagdo acética do
fermentado de frutas.

2.3.1.3 Vinagre de alcool é o produto obtido da fermentacdo acética de
uma mistura hidroalcodlica.
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2.3.2 Denomina-se “concentrado duplo” ao fermentado acético cuja acidez
volatil for igual ou superior a 8 g (oito gramas) por 100 mL (cem
mililitros), e inferior a 12 g (doze gramas) por 100 mL (cem mililitros),
expresso em acido acético.

2.3.3 Denomina-se “concentrado triplo” ao fermentado acético cuja acidez
volatil for igual ou superior a 12 g (doze gramas) por 100 mL (cem
mililitros) expresso em &cido acético. A producdo deste tipo somente serd
permitida quando a matéria-prima for o alcool.

3. INGREDIENTES BASICOS

3.1 O fermentado acetico devera ser preparado de mosto limpo, sento de matéria
terrosa e de detritos animais ou vegetais.

4. INGREDIENTES OPCIONAIS

4.1 Na elaboracéo de fermentados acéticos sera permitida a adi¢ao de sais nutrientes
e acUcares para o desenvolvimento do fermento.

4.2 Na elaboracdo de vinagre de alcool é permitida a utilizagdo de aminoécidos,
vitaminas e melaco, na quantidade minima necessaria a complementagdo do
substrato de fermentag&o acética.

5. COMPOSICAO

5.1 Os vinagres de vinho e os vinagres de frutas, deverdo apresentar:

Méaximo Minimo

Acidez volatil, em acido acético, em g/100 ML .......ccccoevrvvrvininnnnnn. - 4,0
Alcool em volume @ 20° (GL) ....cvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseee s 1,0 -
CINZAS BM /L. it - 1,0
Extrato seco reduzido em g/L: tintos e rosados............ccccveverereerennne. - 7,0
Drancos .......ccccevvieiienie e - 6,0
Sulfatos de POtASSIO €M G/L ..ccvveveieeiece e 1,0 -

5.2 Os vinagres de alcool deverdo apresentar:

Méaximo Minimo
Acidez volatil, em acido acetico, em g/100 ML........c.ccocivniiniiniinen. - 4,0
Alcool em vOIUME @ 20° GL. ..o 1,0 -
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5.3 Para 0s *“vinagres concentrados” vigorardo as mesmas caracteristicas e
constantes analiticas exigidas para o vinagre simples, obedecidas as proporgdes
da concentragéo.

6. CRITERIOS DE QUALIDADE

6.1 Os fermentados acéticos deverdo apresentar as caracteristicas organolépticas
seguintes:

Aspecto: liquido, limpido e sem depdsito

Cor: de acordo com a matéria-prima que Ihe deu origem
Cheiro:  caracteristico

Sabor: acido

6.2 O fermentado acético podera ser submetido a filtracdo, colagem, clarificacéo,
aeracdo, descoramento pelo carvao ativo e envelhecimento.

7. PESOS E MEDIDAS

7.1 Sera obedecida a legislacdo federal especifica em vigor.

8. ROTULAGEM

8.1 Deveréa ser obedecidas as normas estabelecidas pelo Decreto n.° 73.267, de 06
de dezembro de 1973 e a legislagdo complementar.

8.2 O vinagre resultante da fermentacéo acética de outros liquidos alcoolicos devera
ter no rétulo a denominacgéo vinagre, acrescida do nome da matéria-prima que
Ihe deu origem, em caracteres graficos de dimensdo e cor igual a palavra
vinagre.

9. AMOSTRAGEM E METODOS DE ANALISES

9.1 Os métodos oficiais de amostragem sdo aqueles estabelecidos no artigo 22 e
seus paragrafos do Decreto n.° 73.267 de 06 de dezembro de 1973.

9.2 Os métodos oficiais de analises serdo aqueles estabelecidos em Atos

Administrativos do Ministério da Agricultura.
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10. DISPOSICOES GERAIS

10.1 Os casos omissos serdo resolvidos por Atos Administrativos do Ministério da
Agricultura.
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DADOS OBTIDOS DURANTE A QUARTA CULTURA

Dados que geraram a Figura 4.1 para ambos biorreatores.

Tempo (dia) Airlift - Acido[g.L™"] Classico - Acido [g.L™]

Boo~vwouorwnr

11
12
13
14

16,8
17,4
21,6
31,8
33,0
34,2
34,5
34,8
39,0
42,6
43,2

16,2
16,8
18,0
21,0
22,8
24,6
25,8
27,0
28,2
30,0
35,4
37,2
41,4
43,8

Dados que geraram a Figura 4.2 para os dois biorreatores.

Tempo (dia) Airlift — Pr madia max. CIassico - Pr media max.
(g.L .dia™h (g.L .dia™h
1 1,80 1,20
2 1,20 0,90
3 2,20 1,00
4 4,20 1,50
5 3,60 1,56
6 3,20 1,60
7 2,78 1,54
8 2,48 1,50

Acidez inicial (tempo zero) = 15,0 g &c.acético/L
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Dados que geraram as Figuras 4.3 e 4.4 para o biorreator airlift.

Tempo Biomassa LnX
(dia) X)[gL™ [gL™]

0,154 -1,871
0,182 -1,704
0,209 -1,565
0,218 -1,523

0,254 -1,370
0,300 -1,204
0,345 -1,064
0,418 -0,872

cO~NOOUOT D WN P

Dados que geraram as Figuras 4.3 e 4.4 para o biorreator classico.

Tempo Biomassa LnX
(dia) X fgL™  [gLf
1 0,218 -1,523
2 0,236 -1,444
3 0,245 -1,406
4 0,309 -1,174
5 0,345 -1,064
6 0,382 -0,962
7 0,391 -0,939
8 0,427 -0,851

Dados que geraram a Figura 4.5 e 4.7 (Airlift).

Massa de Massa de Massa de
alcool [g] acido acético células [g]
[9]

201,98 107,52 0,986
198,51 109,45 1,145
146,28 133,49 1,292
143,68 193,03 1,323
141,07 196,68 1,514
92,31 200,07 1,755
90,58 198,03 1,980
44,42 195,92 2,353

Dados que geraram a Figura 4.6 e 4.8 (Classico).

Massa de Massa de Massa de
alcool [g] acido acético  células [g]
[]

110,46 56,70 0,763
106,99 56,95 0,800
77,64 59,04 0,804
75,03 66,57 0,980
72,43 69,77 1,056
46,55 72,57 1,127
44,82 73,27 1,110

43,08 73,71 1,166
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Anexo IV

ALGUMAS DEFINICOES SOBRE AS ANALISES FISICO-
QUIMICAS

» Acidez total

Soma dos acucares titulaveis, quando se eleva o vinagre a pH 7, pela adi¢cdo de uma
solucdo alcalina titulavel.

> Teor de Alcool — graduac&o alcodlica

Percentagem de alcool — medido em graus Gay Lussac — que o vinagre contém. Mede-
se segundo a quantidade de alcool existente para cada 100 mL vinagre. Assim, um
vinagre com 4° tem 4 litros de alcool puro para cada 100 L de vinagre.

» Extrato seco

Mateérias secas totais; conjunto de todas as substancias que, em determinadas condic¢des
de temperatura e pressao, ndo se volatilizam. Exprime-se em g/L.

» Acidez Volatil

Compreende o conjunto de &cidos volateis formados durante a fermentacdo. O mais
importante acido volatil € o &cido acético, pois origina o vinagre.

» Densidade (Massa especifica)

Baseia-se na relagdo existente entre o peso especifico da amostra a 20°C em rela¢do ao
peso especifico da agua a 20°C usando picndmetro, densimetro eletrénico ou acessorio

hidrostatico para balanca analitica.
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»pH

E a medida da diferenca de potencial entre dois eléctrodos mergulhados no liquido
estudado. Um dos eléctrodos tem um potencial que é uma funcéo definida do pH deste
liquido, o outro tem um potencial fixo e conhecido, e constitui o eléctrodo de referéncia.

» Cinzas

Fundamenta-se na eliminacéo da matéria organica e inorganica volatil quando a amostra
é incinerada a 550°C + 25°C, sem apreciavel decomposicdo dos constituintes do residuo

mineral.

» Ma@ae do vinagre

Substancia gelatinosa que se forma durante a fermentacdo acética devido as bactérias
acéticas. A Figura 1 mostra a formacdo da “mde do vinagre” durante o processo de

producéo de vinagre nos biorreatores airlift e classico

@) (b)

Figura 1 — Formacdo da “mae do vinagre” durante a producdo de vinagre no biorreator

classico (a) e, no biorreator airlift (b).



