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RESUMO

Tucupi € um molho acido preparado e usado na culinéria dos estados
do Norte do pais. H& poucas informacGes sobre seu preparo. A pesquisa teve por objetivo
verificar a viabilidade de fermentacdo acética da manipueira, 4gua residual do processamento
de farinha.

A manipueira foi obtida em laboratério a partir da Fécula Branca,
cultivar de polpa branca, indicada tanto para fim industrial como alimenticio, cultivada em
Campo Grande-MS, onde foi realizado o experimento. A manipueira foi caracterizada para
cianeto livre, Brix, pH, acucar redutor, aglUcar redutor total e minerais. Para fins de
comparagdo e compreensdo do processo de acetificagdo da manipueira, foram estabelecidos
ensaios simultdneos com suco de laranja, considerando que as frutas séo tidas como substrato
ideal para producdo de vinagre. O suco de laranja também foi caracterizado como a
manipueira e para ajustar a concentracdo de acUcares fermentesciveis adicionou-se sacarose
comercial a manipueira com o intuito de se igualar o Brix de ambos 0s substratos.

Os ensaios constaram de fermentagdo alcodlica seguida de
acetificacdo. A fermentagdo alcodlica da manipueira e do suco de laranja foram realizadas
com inoculagdo com 10 g L™ de fermento seco da marca Fleischmann. Os fermentados
alcoolicos obtidos foram caracterizados para °GL, AR, ART, acidez, pH, dosagem de
nitrogénio, fosforo, potassio, célcio, manganés, enxofre, ferro, zinco, cobre e acidos organicos.

Para iniciar o processo de acetificacdo, a fase inicial constou do

isolamento de bactérias acéticas a partir de frutas fermentadas naturalmente em temperatura



ambiente. Em seguida, os microrganismos foram purificados, mantidos e multiplicados por
isolamento em meio de cultura seletivo adaptado do meio de Frateur e a partir destes foi
preparado o indculo.

As bactérias isoladas em meio de Frateur apresentaram caracteristicas
morfologicas e bioguimicas compativeis com o género Acetobacter, como segue: oxidase
negativa, catalase positiva, auséncia de formacdo de H,S, auséncia de formacdo de indol e
auséncia de liquefacéao gelatinosa.

Apesar dos substratos manipueira e suco de laranja terem iniciado a
fermentacédo alcodlica com o mesmo valor 8,0 de Brix, o fermentado alcoolico de manipueira
apresentou 4,8°GL e o de laranja apresentou 3,7°GL, além de um perfil de minerais bastante
diferentes. O tempo necessario para a fermentacdo alcodlica de ambos os substratos foi de 48
horas em temperatura ambiente (cerca de 25-30°C). O nitrogénio presente na manipueira
(700mg L) reduziu-se em 95% ap6s a fermentagéo alcoélica e houveram redugdes de outros
minerais (fosforo, potassio, ferro, manganés, zinco) enquanto que na fermentacéo alcodlica do
suco de laranja destacou-se a reducédo do célcio (33,33%).

O processo de acetificagdo adotado pode ser considerado como lento.
O fermentado alcodlico de laranja apresentou maior facilidade acetificacdo do que o da
manipueira, o0 que é compativel com as informacbes da literatura sobre a importancia de
fatores de crescimento encontrados naturalmente nas frutas. Entretanto a converséo de etanol
em acido acético foi baixa, com o maior valor de acidez de 1,89 de acido acético/100 mL,
enguanto que para manipueira a acetificacdo foi de 0,88g de acido acético/100 mL. O baixo
contetido de cianeto livre da cultivar utilizada e o fato da concentracéo de 0,00259 mg L™
permanecer estavel nas fases de fermentacdo alcodlica e acética mostram o composto tdxico
ndo interferiu no processo metabdlico. Na fase anaerdbia néo era esperada interferéncia, pois
o cianeto livre s6 age sobre formas aerdbias, tanto que o teor alcodlico foi maior para a
manipueira. Na fase acetogenica a baixa conversdo ocorreu também para o fermentado
alcodlico de suco de laranja, onde ndo havia cianeto livre. Resta a necessidade nutricional das

bactérias acéticas como fator para explicar os resultados obtidos.

Palavra-Chave: manipueira, agua residual, farinheiras, mandioca, fermentacdo acética,

Acetobacter, vinagre.
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ABSTRACT

The cassava waste water from Brazilian flour processing is used as
base for the tucupi manufacture. Tucupi is a sauce prepared and culinary used in the north
region of the country and are few information about it in the scientific literature. The research
had as objective the evaluation of the cassava wastewater acetification in the tucupi
processing.

The cassava wastewater was obtained in laboratory from the Fécula
Branca with white pulp cultivar, indicated for both industrial and culinary uses, cultivated in
Campo Grande-MS, where the experiment was performed. The cassava waste water was
characterized for free cyanide, Brix, pH, acidity, reducing sugar, total reducing sugar and

minerals.



In order to compare and understanding the acetification process of the
cassava waste water there were established simultaneous assays using orange juice,
considering that fruits are known as ideal subtract for vinegar production. The orange juice
was characterized as the cassava wastewater and to adjust the fermentable sugar to the same
concentration it was used commercial sugar cane in cassava wastewater.

The essays were alcoholic fermentation following by acetification. The
alcoholic fermentation of both cassava wastewater and orange juice were performed by the
inoculation dried Fleischmann yeast 10 g I*. The alcoholic fermented obtained were
characterized for °GL, reducing sugar, total reducing sugar, acidity, pH, nitrogen, phosphorus,
potassium, calcium, manganese, sulfur, iron, zinc, copper and organic acids

To beginning the acetic fermentation it was isolated the acetic bacteria
from natural fermented fruits in room conditions. The microorganisms were purified,
maintained and multiplied by isolation in a selective medium adapted from Frateur's medium,
and from those was prepared the inoculums.

The isolated bacteria in the Frateur's medium presented morphologic
and biochemical characteristics compatible with the Acetobacter genus, as following: negative
oxidase, positive catalase, absence of H,S formation, absence of indol formation and absence
of gelatinous liquefaction.

Besides both the subtracts had started the alcoholic fermentation with
the same 8,0 Brix value, the alcoholic fermented cassava wastewater presented 4,80°GL, and
the orange juice alcoholic the value of 3,74°GL. The minerals profile from the essays had
different patterns. The time for the alcoholic fermentation of both the substrates to be
completed was 48 hours at 25 to 30°C. The nitrogen present in the cassava wastewater (700mg
I'Y) was reduced in 95% after the alcoholic fermentation and happened reductions in
phosphorus, potassium, iron, manganese and zinc. In the orange juice alcoholic fermentation
only calcium showed a 33% reduction.

The acetification process adopted may be considered as a slow one.
The alcoholic fermented orange juice presented more facility for acetification than the cassava
wastewater. This result is compatible with the literature information that the growing factors

naturally founded in fruits are very important for the acetic bacteria to grow. However the



ethanol conversion to acetic acid was low and the biggest acidity founded was 1,89 acetic acid
/100 mL for orange juice and 0,889 acetic acid %/100 ml for cassava wastewater.

The influence of cassava cyanide may be considered. In the alcoholic
fermentation the cyanide influence was not expected because it acts only over the aerobic
organisms. In the acetic fermentation both orange juice and cassava wastewater acetic acid
content were low. The low cyanide content of the cassava variety used and the fact of this
content remained stable in the alcoholic and acetic fermentation show that the level of free
cyanide 0,00259 mg L™ was not been considered as an impeachment for the conversion of
sugars in ethanol and of ethanol in acetic acid. Remaining to explain the low acetic acid yields
the nutritional conditions for acetic acid bacteria to grown. Although with low acetic acid
content the research proved that it is technically possible to have an acetic fermentation of the

cassava wastewater.

Key words: cassava, wastewater, Brazilian cassava flour, acetc fermentation, Acetobacter,

vinagar.



1 INTRODUCAO

A manipueira é gerada no processo de fabricagdo de farinha, pela
prensagem da massa ralada da mandioca. Apresenta composi¢do rica em nutrientes como
carboidratos e minerais. Além dos nutrientes, a manipueira apresenta glicosideos
cianogénicos, como a linamarina.

Apesar das propostas baseadas em pesquisas realizadas por diversos
autores, com o objetivo de agregar valor a manipueira como subproduto e diminuir a poluicéo
ambiental, a manipueira ainda continua sem uso comercial.

No Norte do pais a manipueira é fermentada e condimentada para
produzir um molho &cido, o tucupi. Por razdes culturais, no preparo do tucupi, os produtores
locais selecionam apenas plantas de mandioca com elevado teor de cianeto.

Apesar de muito utilizado na culinaria, e comercializado na regido
Norte do pais, existem poucas informagdes sobre a fermentagdo do tucupi. Uma das hipoteses
é que ocorra acetificacdo durante seu processamento. O tucupi € bastante valorizado, mas para
que possa ser divulgado como forma de utilizacdo da manipueira, na forma de tecnologia de
baixo custo, é primordial que se estabelecam as bases do processo de producéo do tucupi.

A viabilidade de valorizagdo da manipueira para producdo de tucupi,

levou a pesquisa do processo de acetificacdo da manipueira. A pesquisa consistiu no



isolamento de agentes de acetificacdo, fermentagdo alcodlica e acética da manipueira em

sequiéncia.

Objetivo:
O objetivo da pesquisa foi estabelecer a viabilidade técnica de acetificacdo da manipueira,

como forma de viabilizar futuros usos mais valorizados.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mandioca

A mandioca é uma planta de origem latino americana, e sua producao
estd voltada para o consumo humano. Devido a sua adaptabilidade, é uma planta
extremamente cultivada em areas onde outras espécies amilaceas ndo se desenvolvem com a
mesma desenvoltura. A mandioca pode ser utilizada diretamente para o consumo ou destinada

para a industria na fabricacéo de farinha ou fécula.

2.2 Manipueira

A mandioca € uma planta cianogénica, ou seja, que acumula
glicosideos cianogénicos, dos quais o principal e de maior concentracdo na mandioca é a
linamarina. A linamarina € hidrolisada enzimaticamente por uma R-glicosidase, denominada
linamarinase. Esta enzima encontra-se separada da linamarina quando o tecido da mandioca
estd intacto, mas quando o mesmo é dilacerado, a reacdo enzimatica ocorre, em condi¢des

Otimas de 25°C e pH entre 5,5 e 6,0. Com isso, quando a enzima hidrolitica da prépria planta



(linamarinase) permanece ativa em seus derivados, esta catalisa a reacdo que libera moléculas
de glicose, acetona e acido cianidrico (PANTAROTO e CEREDA, 2001).

No processo de producdo da farinha, tem-se um liquido residual,
obtido na prensagem da massa ralada da mandioca, denominado manipueira. A linamarina e
seus metabolitos, por serem sollveis em &gua, sdo arrastados com a manipueira (CEREDA,
2001). A massa ralada, no processo de obtencédo de farinha de mandioca, perde de 20 a 30% de
agua. A manipueira resultante da prensagem da massa ralada arrasta cerca de 5 a 7% de fécula,
2 a 3 % de carboidratos, 1,0 a 1,5% de proteinas e menos de 1% de minerais. O processamento
de uma tonelada de raiz produz cerca de 200 a 300 litros de manipueira, que contém 12 a 18
Kg de fécula (polvilho) em suspensdo (INSTITUTO AGRONOMICO, 1989). Ja Del Bianchi
(1998) relatou, em um estudo de balanco de massa no processamento da mandioca, que 0
processamento de uma tonelada de raiz requer entre 970 a 1100 litros d 4gua para lavagem das
raizes, e gera de 200 a 400 litros de manipueira.

Na industrializacdo da mandioca sdo gerados diversos residuos, tais
como casca, farelo e manipueira, que é o residuo liquido. Os efluentes de uma fabrica de
farinha de mandioca podem ser divididos em duas categorias bésicas: as aguas de lavagem das
raizes e a 4gua proveniente da prensagem da massa de mandioca, denominada &gua da prensa
ou manipueira. As aguas de lavagem possuem DQO de 2600 mg L-1 (PAWLOWSKI, 1991)
embora em maior quantidade (1 a 3 m*.t.! de mandioca processada) possuem menor poder
poluente. A manipueira € bem mais agressiva ao ambiente, tanto pelo alto teor de cianeto total

guanto pela carga organica.



Figura 1 - Fluxograma do processo de producéo de farinha de mandioca.
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Fonte: NEVES, 2004.

A composicdo fisico-quimica da manipueira é variavel, dependendo da
forma de processamento da raiz, principalmente em relacdo a matéria organica. Todo amido
residual deve ser retirado da manipueira antes de seu despejo ou tratamento. A manipueira
caracteriza-se por conter a maioria das substancias soltveis do tubérculo além de algumas
insollveis em suspensdo. A composicdo quimica da manipueira sustenta a potencialidade
desta como nutriente, haja vista sua riqueza em potassio, magnésio, fésforo, calcio, enxofre,
ferro e micronutrientes em geral. Porém, a presenca do cianeto ainda é vista como um grande
obstaculo para a utilizacdo desse residuo como subproduto da mandioca (MAGALHAES,
1998).

Tabela 1 - Composicao fisico-quimica da manipueira segundo diversos autores

Componentes Damasceno, 1998 Cereda, 2001  Nitschke, 2003  Mardstica, 2006

Umidade (%) -*- 93,75 -*- -*-
Acidez titulavel -*- 3,27 -*- -*-
pH 5,50 6,27 5,8 5,3
mg L™

Faésforo 83,30 160,84 2445 368,8
Potéssio 895,00 1863,50 3472,60 3641,00
Magnésio 173,00 405,00 519,00 438,10
Ferro 8,00 15,35 7,80 2,72
Cobre 0,75 1,15 1,00 1,11
Zinco 4,50 4,20 2,80 3,01
Manganés 1,50 3,70 1,70 3,46
Enxofre 38,00 19,50 154,00 61,35
Calcio 184,00 227,50 292,53 236,00
Nitrogénio Total 1,60 0,49 2,08 1,72

Legenda: -*- Sem informacoes

Na maioria das industrias, a manipueira gerada tem como destino as
lagoas de estabilizacdo, aonde sofre acdo de agentes naturais, tais como fotodecomposicao,
precipitacéo e atividade microbiana local. N&o ocorre qualquer tratamento adicional no sentido
da otimizacdo do processo, para o aproveitamento deste efluente como um subproduto. Este
residuo tende a penetrar no solo, alcancando lencdis freaticos e contaminando aqiferos, além
de produzir odor desagradavel, atrair insetos e degradar a vegetacdo adjacente (CAMILI,
2007).
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Vérias alternativas de uso da manipueira j& foram estudadas, mas
permanecem como potencial.

Visando o controle de danos ambientais, a CETESB exige que as
lagoas de tratamento sejam impermeabilizadas com geomembrana ou outra técnica de efeito
semelhante ou superior (CETESB, 2005).

2.2.1 Uso da manipueira

Segundo Pantaroto (2001) microorganismos presentes em manipueira,
assim como 0s presentes nos ambientes sujeitos a continuos descartes destes efluentes
liquidos, encontram-se naturalmente adaptados ao contetdo cianogénico de seu habitat. Por
tanto, estes microrganismos degradam tal conteudo cianogénico por atividade enzimatica ou
metabolismo alternativo a cadeia respiratoria, podendo assim, serem aplicados na
destoxificacdo destes residuos. A autora selecionou linhagens héabeis em metabolizar
linamarina in vitro, usando culturas microbianas anaerobias, isoladas de amostras de
manipueira e solos adjacentes aos locais de descartes dos efluentes. Neste estudo foram
isoladas 118 culturas, e destas 33 linhagens foram avaliadas quanto a degradacdo de
linamarina “in vitro”, porém apenas 8 linhagens apresentaram-se capazes de degradar a
mesma.

As andlises fisico-quimicas da manipueira encontradas na literatura
mostram que a manipueira é apropriada para o cultivo do fungo Aspergillus niger, com alto
potencial de rendimento na conversdo de carboidratos para acido citrico. Portanto, este residuo
poderia ser utilizado como substrato para a producdo de acido citrico, porem haveria a
necessidade de enriquecimento da manipueira com sacarose, devido a auséncia de carboidratos
suficientes para a conversdo (CABELLO e LEONEL, 2001).

Pesquisa realizada por Menezes (2001) apontou a possibilidade de se
produzir proteina microbiana a partir de manipueira, ja que este residuo ndo tem valor
comercial. Esta seria uma forma de se agregar um valor ao residuo, diminuindo seu potencial
poluidor. Foi relatado que, além do alto custo do processo, a baixa quantidade de carboidrato

disponivel no residuo inviabilizaria a producao.
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Segundo Damasceno (1998) é possivel cultivar o microrganismo
Geotrichum fragrans em manipueira. Este microrganismo originario do proprio residuo é
resistente ao cianeto, produz biomassa e exala aroma de frutas em decorréncia da sintese de
compostos voléteis. A manipueira apresenta o teor médio de acticares totais de 58,18g L™, dos
quais 37,969 L™ sdo aclcares redutores. Considerando-se que o metabolismo do
microrganismo apresenta consumo de agucares redutores (frutose e glicose) seu cultivo resulta
em reducgéo de 40% da DQO da manipueira.

Além de Damasceno, Mardstica (2006) também utilizou a manipueira
como meio de cultura para a biotransformacdo de terpenos (hidrocarbonetos, principais
responsaveis pelo aroma dos Oleos essenciais) com o objetivo de produzir compostos de
aromas funcionais.

Saraiva (2007) utilizou a manipueira na irrigacdo de uma lavoura de
milho, e em seguida avaliou a fertilidade do solo. Este trabalho foi justificado pela riqueza da
manipueira em compostos como nitrogénio, fosforo e principalmente potassio. Os resultados
da pesquisa demonstraram que de modo geral a irrigacdo do solo com manipueira tratada por
sistema de lagoas, proporcionou o aumento de todos os parametros quimicos do solo em
proporc¢des adequadas (SARAIVA, 2007).

O incentivo para a utilizagdo da manipueira como matéria-prima vem
se desenvolvendo, ja que além de contribuir para a reducdo da poluicdo ambiental, permite
uma valorizacdo econémica deste produto. Ponte (2001) relatou que a eficacia da manipueira
como nematicida e fungicida é baixa. Como nematicida, a manipueira reduziu a comunidade
rizobiana (Rhizobium ssp) do solo, um agravante quando o solo tratado destinava-se ao plantio
de leguminosas. Contudo, 0 autor constatou a potencialidade da manipueira como inseticida,

ja que em Madagascar a sua utilizacdo para tal fim é conhecida e aprovada.

O tucupi € um condimento caseiro, tipico do Amazonas, Para e norte
do Maranhdo. E preparado a partir de manipueira, obtida tradicionalmente de mandioca
amarela. A manipueira é coletada e em seguida decantada para a retirada da goma. Apds, é
fermentada por 24 horas, antes de ser fervida com pimenta, sal, alho e coentro (CEREDA e

VILPOUX, 2003). Tem-se assim o tucupi, o qual pode ser considerado um tipo de vinagre.
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E, neste sentido, ressalta-se que a grande maioria dos molhos

utilizados na culindria nacional e internacional € elaborada a base de vinagre.

2.3 Vinagre

A palavra vinagre € originéria do francés e significa vinho azedo, o
que se explica uma vez que foi originalmente obtido pela acetificacdo do alcool do vinho.
Pode-se produzir vinagre com diferentes matérias primas, basicamente a partir de qualquer
substancia que contenha aglUcar e nutrientes necessarios para uma fermentacdo alcodlica
seguida de uma fermentacdo acética. As caracteristicas do vinagre dependem da matéria-prima
utilizada para fermentagdo (MARTINELI FILHO, 1982).

A fabricagdo do vinagre proporciona um meio de utilizacdo de
matéria-prima inaproveitavel dos estabelecimentos industriais de frutas, ou qualquer outra
indastria, que gere material acucarado, e especialmente de propriedades rurais, que de outra
forma, ndo poderiam competir no mercado (BORTOLINI, et al., 2001).

Em muitos paises, o vinagre é produzido a partir do suco fermentado
de frutas, como uva, macd, abacaxi, framboesa, laranja, ameixa, péssego, morango, entre
outras. Também se encontra vinagre de tubérculos amilaceos como batata, mandioca, batata-
doce, de cereais como a cevada, trigo, arroz, milho e outras matérias agucaradas ou alcodlicas
como mel, melaco, aguardente, champanhe, cerveja, etc. No caso dos mostos amilaceos, ha
necessidade prévia de conversdo do amido em agucares fermentesciveis. Na Europa, o vinagre
fino chega a custar dezenas de ddélares, sendo comum a realizacdo de testes orgalolépticos por
degustadores experientes, semelhantes aos testes com vinhos, cervejas e uisques. Ja em muitos
lugares, como o Brasil, o vinagre ndo tem valor, e é produzido por matéria-prima cada vez
mais barata, obtendo-se solugdes acidas sem qualidade (AQUARONE et al., 2001).

Em vinagre produzido através de um fermentado de suco de fruta, por
vezes € necessario acrescentar certos nutrientes, como enxofre e fésforo, indispensaveis ao
crescimento de microrganismos (BORTOLINI, et al., 2001).

Na Europa e na Asia, consagrou-se o uso do vinagre como condimento
e alimento funcional, realizando-se estudos detalhados sobre a composi¢do dos varios tipos

destes e seus efeitos benéficos a salde. Embora as propriedades funcionais do vinagre nao
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estejam totalmente esclarecidas, acredita-se que exerca efeito positivo no controle da pressao
arterial, e no pH do estbmago, para combater a gastrite. Seu efeito bactericida, a acéo
antioxidante nas células, e o ataque aos radicais livres (que poderia evitar a manifestacdo de
certos tipos de canceres) também sdo considerados (AQUARONE et al., 2001).

Segundo Tan (2005) do total da producdo de vinagre nos Estados
Unidos, 33,7% destina-se para consumo de mesa, 16,8% ¢é destinado para a producdo de
temperos e molhos, 14,8% para conservas como picles, 11,5% no preparo de mostarda, 8,5%
no preparo de derivados de tomate, 10,5% destina-se a outros produtos alimenticios e 4,2 %

destina-se a outros produtos nao alimenticios.

2.3.1 Tipos de vinagre

O vinagre Agrim, uma mistura do vinagre de alcool com vinagre de
vinho tinto ou branco é uma das varias op¢6es do mercado (AQUARONE et al., 2001).

O vinagre balsdmico ou Aceto balsdmico é elaborado a partir de
extratos vegetais de carvalho, sacarose e carboidrato caramelizado, e possui acidez de 6%.
Esta categoria, que provém da unido de vinho tinto ou vinho branco ao mosto de uva, é
diferenciada pelo longo tempo de maturacdo em barris de madeira. Tem sabor doce e
levemente azedo. A uva utilizada é da espécie Trebbiano (CASTELO, 2007; TAN, 2005).

Alguns tipos de vinagres, conhecidos nos Estados Unidos como
vinagre de champanhe, séo produzidos a partir de vinho branco e seco, obtido a partir de uvas
Chardannay ou Pinot Noir, ambas utilizadas para fazer champanhe (TAN, 2005).

Existe também o vinagre destilado, que apresenta sabor adstringente e
é feito a partir de gréos. Geralmente incolor, sua utilizacdo ¢é destinada ao preparo de picles
(TAN, 2005).

O vinagre de malte é popular na Inglaterra, e é produzido a partir de
cevada fermentada e grdos. Seu sabor é influenciado pelo armazenamento em barris de
madeira (TAN, 2005).

O vinagre de vinho de arroz, consumido pelos Chineses a mais de

5000 anos pode ser de trés tipos: vermelho, usado para conserva de alimentos, ou como
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condimento em sopas; 0 branco, mais utilizados em refeicdes doces e azedas; e o preto, mais
comum em molhos (TAN, 2005).

O material de origem do vinagre agrega paladar diferenciado a cada
tipo. Nos EUA, o preferido é o vinagre de suco de macad. Nos paises latinos, 0 mais vendido é
0 de uva, e na Inglaterra, o vinagre originario de malte é o mais procurado (MARTINELI
FILHO, 1982).

A metodologia para a producdo de vinagre diferencia-se somente no
preparo das diferentes matérias-primas. O processo de fermentacdo acética segue um padrdo
empirico. O arroz, por exemplo, passa primeiramente por uma sacarificacdo, que é a
transformacao de arroz em saké, também chamado de vinho de arroz. O préximo passo é a

fermentacéo alcodlica seguida de fermentacdo acética (CASTELO, 2007).

2.3.2  Processos de elaboracéo de vinagre

2.3.2.1 Indbculo

Chama-se inoculo, pé-de-cuba ou pé-de-fermentacdo um volume de
suspensdo de microrganismos, em concentracdo adequada, capaz de garantir, em condicOes
econdmicas, a fermentacdo de um dado volume de mosto. Para que se obtenha um inéculo
com capacidade produtiva elevada, deve-se dar condicGes para que 0 microrganismo desejado
seja propagado, que incluam desde sua manutencdo até a propagagdo propriamente dita.
Durante a fase de propagacdo do indculo deve-se tomar cuidados especiais a fim de evitar
contaminagdes. Nessa fase, em processos aerébios, um foco potencial de contaminagédo € o ar
fornecido ao sistema, o qual deve ser previamente esterilizado. A partir da cultura estoque,
propaga-se 0 microrganismo por meio de metodologia conveniente. Normalmente na fase
inicial, passa-se do meio sélido, em condicBes assépticas, para um tubo de ensaio contendo
meio liquido esterilizado, adequado para o desenvolvimento microbiano. Apds incubagédo por
um determinado tempo, que depende do tipo de microrganismo cultivado, transfere-se o

conteudo desse tubo a frascos apropriados para agitadores rotativos contendo meio
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esterilizado. Todas as transferéncias devem ser feitas em condigdes assépticas e os frascos
devidamente fechados, porém permitindo a entrada de ar, devido a natureza aerdbia dos
microrganismos. A cada passo, 0s organismos devem crescer rapidamente, sendo as
transferéncias feitas na fase logaritmica de crescimento (ARORA e CARIOCA, 1984).

O indculo para a producdo de vinagre € o iniciador do processo de
acetificacdo. Normalmente é utilizado um vinagre forte ndo pasteurizado. O vinagre forte é
adicionado ao mosto apds o fim da fermentacdo alcodlica. E a partir deste ponto que se
diferencia o processo de acetificacdo e este deve ser escolhido dependendo do objetivo que se
pretende atingir. Como por exemplo, as fabricas de vinagre utilizam o processo rapido de
fermentacdo, em acetificadores, com o objetivo de produzir maior quantidade de vinagre em
menor tempo (WOOD, 1998).

2.3.2.2 Fermentacdo alcodlica

Ao iniciar o processo de producdo de vinagre, primeiramente, a
matéria-prima deve passar pelo processo de fermentacdo alcodlica e em seguida para
fermentacéo acética.

A fermentagdo alcodlica € um processo anaerébio. A levedura
Saccharomyces cerevisae €, em geral, a principal no processo. As fermentacGes alcoodlicas e
acéticas devem ocorrer de forma separada. Caso a fermentacdo acética inicie sem que a
fermentacdo alcoolica tenha sido finalizada, ocorrera a inibi¢do das leveduras, proporcionando
residuos de agucares ndo convertidos, gerando baixa acidez. A temperatura ideal para a
fermentacéo alcodlica esté na faixa de 25°C e o pH 6timo é 4,5 (WOOQOD, 1998).

Para o processo de fermentacdo alcodlica proporcionar um produto
final de boa qualidade, o melhor é partir de uma cultura pura da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Em relacdo a fermentacdo acética, o mais indicado é utilizar uma cultura mista de
bactérias acidificantes e de mesmo género (AQUARONE et al., 2001).

No processo de fermentacdo alcodlica a conversdo de acUcar para
alcool, apresenta a proporcao de geralmente de 2:1 (AQUARONE, 2001).

Quando o homem adquiriu conhecimento sobre a produgdo do

vinagre, o método de producdo utilizado foi denominado processo lento. Com a
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industrializacdo, e 0 aumento do consumo de vinagre, tornou-se imprescindivel a elaboracao
de novos métodos para a obtengdo do mesmo. Foram criados entdo o processo rapido e

processo submerso de fermentacdo acética.

2.3.2.3 Fermentacdo acética

2.3.2.3.1 Processo Lento

Também conhecido como processo de Orleans, € 0 meio mais antigo
de se produzir vinagre. Utiliza-se um barril de madeira na horizontal, com orificios em suas
laterais que permitem a passagem de ar. Na porcdo inferior do barril, existe uma torneira
lateral utilizada para retirar material acetificado. Na por¢do superior, existe um orificio
utilizado para a introducéo de material a ser acetificado (MARTINELI FILHO, 1982; WOOD,
1998).

Inicialmente, adiciona-se cerca de 60L de vinagre forte ndo
pasteurizado, juntamente com 15L de fermentado alcodlico. A cada 7 dias, durante um més,
adiciona-se 15L de fermentado alcodlico, até se atingir 2/3 da capacidade do barril. Na
superficie do fermentado alcodlico, forma-se um filme de bactérias ou “mée do vinagre”. O
ideal é que este filme ndo seja rompido, para que a acetificacdo ocorra mais rapidamente. Na
guarta semana, retira-se 15L de vinagre e repde-se 15L de fermentado alcodlico, repetindo-se
essa operacao semanalmente (AQUARONE et al., 2001).

Para aperfeigoar este processo, algumas medidas de controle foram
desenvolvidas, tais como: controle de temperatura na faixa de 20° a 25°C; rigida periodicidade
na retirada de vinagre e adicdo de fermentado alcodlico; trabalhar com maior teor de acidez
possivel; trabalhar em ambiente escuro para evitar contaminacdo por fungos e catalises
indesejaveis (AQUARONE et al., 2001; MARTINELI FILHO, 1982; WOOD, 1998).
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Tubo para adic¢éo de vinho
Abertura protegidas com

tela para entrada de ar

Mée do vinagre

Nivel do mosto

Retirada
do vinagre

Figura 2 — Modelo de representacdo de um fermentador para o processo lento
Fonte: AQUARONE, 2001

2.3.2.3.2 Processo Rapido, de Shuzinback, boerhave ou aleméo

Teve inicio em 1832, é ideal para producdo em grande escala. Este
método utiliza um fermentador simples, que consiste em um tanque cilindrico que pode ser de
diversos tamanhos. O interior é dividido em trés partes, a superior (onde entra o liquido) a
intermediaria e a inferior (onde o vinagre é retirado). A parte intermediaria € a maior e é
preenchida com aparas de madeira, sabugos de milho ou outro material, 0 que propicia uma
grande superficie, e é nela que as bactérias acéticas se desenvolvem.O liquido é introduzido na
porcao superior, por meio de um alimentador automatico, de forma gotejante sobre o material
de suporte, no qual também se desenvolve um filme de bactérias acéticas. O ar entra pelo
fundo falso da regido mediana, torna-se quente e sobe para ser aspirado por cima. O processo
de oxidag&o libera calor em quantidade consideravel, e com isso ha necessidade de controlar a
temperatura para que ndo ultrapasse 30°C. O controle de temperatura é feito por serpentinas
resfriadoras, pelo ajustamento de fluxo de ar, da entrada de liquido a ser acetificado e também

por resfriamento da matéria-prima antes de ser introduzida no fermentador. Quando um novo
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fermentador for usado, inicialmente, deve-se colocar o vinagre na parte mediana contendo

bactérias acetificantes ativas que possam inocular o material de suporte. Com isso, formara um

novo filme de microrganismos necessarios para futura acetificacdo. Posteriormente, o liquido

acetificado com vinagre é gotejado, passando pelas aparas de madeira para o desenvolvimento

bacteriano e a seguir € recirculado (MARTINELI FILHO, 1982).

Tampa de madeira

Torneira

Orificio com tela

~—— T

b g0
1Y

U.:Iuj

S
< )

Tampa

Tubo de vidro ou bambu

T .
Separa o compartimento
-1 superior do intermediario

Fundo-falso. Separa compartimento
T intermediario do inferior

II ¢t Tampa de madeira

Figura 3 - Modelo de representacdo de um fermentador para o processo rapido.

2.3.2.3.3

Processo Submerso

Fonte: MARTINELLI FILHO, 1982.

A alta eficiéncia é um dos fatores que se destaca neste processo. S&o

utilizados fermentadores de aco ou madeira, com equipamentos que fornecem um

monitoramento continuo & fermentacdo acética. Henrich Frings-Bonn, na Alemanha, na

década de 50, foi o responsavel por desenvolver e colocar em pratica a fermentacdo acética

submersa. O acetificador possui um sistema de aeracdo tipo auto-aspirante, localizado no



21

fundo do tanque, um dispositivo quebra-espuma por centrifugacdo, localizado na parte
superior do tanque, por onde também saem os gases efluentes e um sistema automatico de
descarga do vinagre forte e admissdo de novo meio. Uma selecdo natural das bactérias acéticas
gera uma melhor produtividade e rendimento através de uma fermentacdo induzida em meio
de concentracdo total elevada. Essas concentracfes elevadas selecionam uma Unica cepa de
bactérias aceticas, as quais sdo especializadas e altamente competentes (AQUARONE et al.,
2001).

Y

Sistema automatico de
descarga do vinagre
forte e admissao de
novo meio

Controle de
aeracao e
temperatura

Figura 4 — Modelo de representagdo de um fermentador para o processo Submerso.
Fonte: MENEGUZZO E RIZZON, 2006.

2.4 Bactérias acéticas

As Dbactérias acéticas pertencem a familia Acetobacteraceae e
apresentam-se em dois géneros, Acetobacter e Gluconobacter. O grupo de bactérias com
melhor produtividade de fermentagdo acética sdo as Acetobacter (DE LEY et al., 1984 apud
HOLT et al., 1994).
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Segundo Holt et al., (1994) o Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology tem trés espécies do género Acetobacter: A. aceti, A. pasteurianus e A.
peroxidans. A espécie A. aceti possui quatro subespécies: A. aceti; A. orleanensis, A. xylinum;
A. liquefaciens. A espécie A. pasteurianus, por sua vez com cinco subespécies: A.
pasteurianus, A. lovaniensis, A. estunensis, A. ascendens e A. pavadoxus.

As bactérias do género Acetobacter apresentam dimensdes de 0,6-
0,8um, com formato de bastonetes elipsoidais, retos ou ligeiramente curvos. Formas
involuidas séo frequentes em algumas cepas e podem ser em forma de espiral, alongadas, em
forma de bastéo, curvadas ou filamentosas. Algumas celulas apresentam motilidade, outras
ndo. Quando moveis, os flagelos sdo periféricos ou laterais. Ndo ha formacao de endosporo.
Sdo Gram negativas e algumas vezes Gram variaveis. Apresentam metabolismo respiratdrio.
Suas colbnias sdo palidas. A maioria das cepas ndo possui pigmentos, porém uma pequena
parcela produz pigmentos marrons solUveis em agua, ou colbnias rosa. As Acetobacter
apresentam catalase positiva, oxidase negativa, auséncia de liquefacdo gelatinosa, auséncia de
formacdo de indol como também formacédo de H,S. Apresentam-se isoladas, em pares ou em
cadeias. S&o comumente encontradas em frutas, vegetais, mel, flores, saké, tequila, vinho de
palma, kefir, levedura de cervejaria, vinagre, cana de aglcar, nata e solo de jardim. Estdo
envolvidas na acidificacdo bacteriana de sucos de frutas e bebidas alcodlicas como cerveja e
vinho, e na producdo de vinagre. S&o capazes de fermentar varios agucares e oxidam etanol
para &cido acético. O acetato e o lactato sdo oxidados para CO; e H,O. As melhores fontes de
carbono para seu crescimento sdo etanol, glicerol e lactato. As espécies capazes de oxidar o
acido acético estdo subdivididas em dois grupos de organismos, pela capacidade ou néo de
utilizar sais de amoénio como Unica fonte de nitrogénio. A temperatura étima é de 25-30°C. O
pH para seu crescimento € de 5,4-6,3. A espécie representativa do género Acetobacter é o A.
aceti, que é capaz de utilizar sais de aménio como Unica fonte de nitrogénio, tais como as
espécies: A. mobile e A. suboxidans (DE LEY et al., 1984 apud HOLT et al., 1994).

Outro grupo de bactérias produtoras de acido acético séo as do género
Gluconobacter, as quais apresentam semelhancas com as bactérias do género Acetobacter.
Suas celulas séo elipsoidais ou em forma de bastbes, de 0,5-1,0 x 2,6-4,2 pm. Ocorrem
sozinhas ou em pares, raramente em correntes. Por vezes apresentam formas involuidas como

células alargadas e irregulares. Ndo sdo formadoras de esporos. Sdo gram negativas, raramente
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gram varidveis. Podem ser mdveis ou ndo, e quando moveis as células possuem de 3-8
flagelos polares e raramente um flagelo Gnico. Sdo obrigatoriamente aerdbias, entretanto,
artigos recentes demonstram que essas cepas sdo capazes de reduzir o tiosulfato para H,S. O
acido sulfidrico é formado em meio contendo acucar e tiosulfato. As colbnias sdo palidas. A
temperatura de crescimento ideal esta na faixa de 25-30°C e ndo crescem em temperatura de
37°C ou mais. O pH 6timo esta entre 5,5-6,0, porém a maioria das cepas crescem em pH 3,6.
Sao catalase positiva e oxidase negativa, ndo ha formagdo de nitrato, assim como ndo ha
liguefacdo gelatinosa e produgdo de indol. Umas das principais diferencas em relacdo as
bactérias do género Acetobacter é que as do género Gluconobacter oxidam etanol para acido
acético, porém ndo apresentam a capacidade de oxidar acetato ou lactato para CO, e H,O e
ainda, o &cido produzido é formado a partir de D-glicose e D-xylose. H& preferéncia por
acucar a alcool. As melhores fontes de carbono séo, em ordem decrescente, D-manitol, sorbol,
glicerol, D-frutose e D-glicose. Todas as cepas produzem &cido 2-cetogluconico a partir de D-
glicose, e a maioria das cepas também forma &cido 5-cetogluconico. As cepas sdo encontradas
nas mesmas fontes em que as bactérias Acetobacter, como flores, frutas, mel de abelha, cidra,
cerveja, vinho, vinagre, cerveja Bantu Sul Africana, seiva de palmeira e solo de jardim. O
meio padréo para isolamento é o meio etanol de Frateur (DE LEY et al., 1984 apud HOLT et
al., 1994).

No processo de fabricacdo de vinagre, parte-se do &lcool obtido de
matéria-prima fermentada, que pode ser de fruta, malte, soro de leite, glicose ou arroz. E a
partir desses substratos que as necessidades de adicdo de nutrientes para o metabolismo celular
das bactérias sdo calculadas. Contudo, os fatores de crescimento dependem da fonte de
carbono fornecida. Por esta razdo a necessidade de vitaminas estd diretamente relacionada ao
substrato oferecido para fermentacdo acética. Todos 0s seres vivos necessitam de fontes de
energia e nutrientes para poder exercer suas atividades metabolicas, neste caso, para
transformar o etanol em &cido acético (SANTOS JR, 2004).

A massa celular das bactérias acéticas é formada basicamente pelos
elementos carbono, oxigénio, hidrogénio e nitrogénio. Elementos como fdsforo, enxofre,
potassio, magnésio, calcio, sodio e ferro sdo menos abundantes, porém ndo menos
significativos para o metabolismo bacteriano. Um dos fatores mais importantes requeridos

pelas bactérias sdo as vitaminas. Para o cultivo de microrganismos em laboratério é necessario
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a adicdo de minerais e vitaminas ao meio, principalmente quando sdo utilizadas fontes de
nutricdo com composicdo desconhecida, o que pode acarretar deficiéncia desses elementos
(SANTOS JR, 2004).

As bactérias do género Acetobacter apresentam algumas exigéncias
nutricionais e necessitam de algumas vitaminas do complexo B, tais como, tiamina, acido
pantoténico e nicotinico. Algumas espécies demonstram necessidade de acido p-
aminobenzénico (DE LEY et al., 1984).

Santos Jr. (2004) avaliou os fatores nutricionais de duas linhagens de
bactérias acéticas, uma provinda de uma fabrica de vinagre, Acetobacter sp, e outra linhagem
padrdo, Acetobacter aceti CCT 2565. O autor constatou que as necessidades nutricionais
foram diferentes para as bactérias avaliadas. Avaliou 7 tipos de vitaminas e 5 tipos de
minerais, em diferentes concentraces. Ao fim de seu experimento, encontrou como resultado
que, para a linhagem padrdo de Acetobacter aceti, além das fontes de carbono e nitrogénio
como manitol e sulfato de amonio respectivamente, a maxima producdo de massa celular
ocorreu quando foi adicionada solucdo de sais (macronutrientes) de boro, ferro, PABA (&cido
p-aminobenzoico) tiamina e acido nicotinico nas condi¢des de pH 6,0 e 30°C. Para a bactéria
selvagem Acetobacter sp, além das mesmas fontes de nitrogénio e carbono utilizada para
Acetobacter aceti CCT 2565, foi necessario adicionar solugcdo de sais (macronutrientes)
molibdénio, boro, zinco, ferro, manganés e vitaminas como PABA, piridoxina (B6)
cianocobalamina (B12) nas condicdes de pH 6,0 e 30°C.

Mostos obtidos a partir de frutas, cereais, mel, ou qualquer outra
substancia que contenha fonte de acucar, vitaminas e alguns minerais, normalmente séo
suficientes como nutriente, enquanto o0 mosto obtido por diluicdo de etanol ou agucar necessita
complementacdo (AQUARONE et al., 2001).

A questdo do meio de cultura ideal para isolar bactérias acéticas é
discutida desde 1868 por Pasteur (apud RAO e STOKES, 1953). Rao e Stokes (1953) também
realizaram estudos a esse respeito e chegaram a conclusdo de que as diferentes espécies de
Acetobacter desenvolvem-se com seu melhor desempenho nos diferentes meios de culturas.
No Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology de Krieg e Holt (1984) consta-se que 0 meio

de Frateur é o indicado para isolar Acetobacter sp.
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O Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984) e a nona edi¢do
do Manual of Determinative Bacteriology (1994) relataram que o meio de cultura capaz de
proporcionar o desenvolvimento de todas as cepas do género Acetobacter é o meio de Frateur,
com 10g de extrato de levedura, 20g de etanol, 20g de CaCOs e 20g de agar em 1litro de gua
destilada, com pH ajustado entre 6,0-7,0. Ainda nos manuais, encontra-se que as melhores
fontes de carbono para o crescimento de Acetobacter sdo, etanol, glicerol e lactato.
Amino4cidos sozinhos ndo podem ser usados como fonte de nitrogénio e carbono. Porém,
alguns autores como Ndoye et. al. (2006) utilizaram meio de cultura contendo 10g/L de
extrato de levedura, 20g L™ de glicose, 20g L™ de manitol, 2,5% de etanol e 0,5% de &cido
acético, com bons resultados.

Frateur (1950, apud RAO e STOKES, 1953) informou que a A. aceti
exige meio de cultura com etanol, 4gua destilada e fosfatos. Outros estudos com diferentes
espécies de Acetobacter foram realizados para verificar se o meio de cultura poderia ser o
mesmo definido para A. aceti. Hoyer (1898, apud RAO e STOKES, 1953) e Beijerinck (1898,
apud RAO e STOKES, 1953) comprovaram que espécies de Acetobacter como A. xylinum e
A. rancens ndao podem crescer em meio etanol-acido acético, adaptado para A. aceti, mas
podem se desenvolver bem quando glicose, sacarose, manitol ou glicerol s&o adicionados.

Rao e Stokes (1953) confirmaram Hoyer (1898, apud RAO e
STOKES, 1953) Beijerinck (1898 apud RAO e STOKES, 1953) e Pasteur (1868, apud RAO e
STOKES, 1953) demonstrando que A. aceti ndo pode crescer em meio contendo etanol,
mineral, sais de amonia e nitrogénio, sem que este meio contenha acido acético, acetato ou
glicose, justificando que tais compostos estimulam o crescimento de A. aceti. Os autores
sugeriram gue a presenca de um acgucar redutor seria necessaria para iniciar o crescimento das
bactérias acéticas, que utilizariam o etanol como uma fonte adicional de carbono e energia,
oxidando-o a &cido acético.

Os autores avaliaram diferentes meios de cultura para A. suboxydans e
A. melanogenum, e demonstraram que nenhuma das espécies cresce utilizando etanol como
fonte de carbono, em meio contendo (NH4)SO,4 ou aminoécidos como fonte de nitrogénio, mas
crescem abundantemente se tais meios sdo suplementados com pequenas quantidades de
autolisado de levedura, peptona ou extrato de figado. Para A. suboxydans e A. melanogenum a

utilizacdo de acucares, como 10% de glicose, frutose, manitol ou glicerol, juntamente com
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etanol, proporcionou abundante crescimento. Os pesquisadores observaram que 0s agucares
sdo iniciadores do crescimento das bactérias de &cido acético, e com isto, as bactérias estdo
habilitadas a oxidar o etanol para acido acético.

Na Africa Sub-Sahariana, o vinagre utilizado como condimento
alimentar € obtido da diluicdo de acido acético, ou é importado da Europa, ndo sendo comum a
producdo artesanal de vinagre. Por isso Ndoye et al. (2006) desenvolveram pesquisa com 0
objetivo de isolar bactérias acéticas de manga e de dolo, uma cerveja local, para entdo, testar a
capacidade das bactérias aceticas de adaptacdo a alta temperatura, com o intuito de produzir
vinagre. O trabalho foi desenvolvido nas regides do Senegal e Burkina Faso, onde a
temperatura é sempre alta, geralmente maior que 30° C. Sabe-se que a temperatura ideal para
0 bom crescimento das bactérias acéticas encontra-se normalmente em torno de 25°C. O autor
conseguiu dentre 17 cepas, selecionar duas com propriedades termotolerantes, e obter através

do processo lento um vinagre com 6% de acidez.

2.5 Obtencéo do in6culo

Spinosa (2002) relatou que uma quantidade de 1,0 x 10° células mL™ é
o ideal para um indculo de bactérias acéticas.

A fim de produzir indculo para fermentacdo acética, Spinosa (2002)
iniciou o processo com 0,1 m L™ da cultura purificada de bactérias, que estavam armazenadas
a 196°C negativos. Também foi possivel obter inéculo com uma alcada leve da cultura
mantida em meio de cultivo contendo extrato de levedura, manitol, peptona bacterioldgica e
agua destilada e deionizada a 5°C, mantida em incubadora rotativa a 120rpm por 48 horas.
Ap0s esse periodo, o volume total foi transferido para um Erlenmeyer de 500 mL, com 50 mL
do mesmo meio e incubado nas mesmas condi¢fes anteriores. Acompanhou-se 0 crescimento
da populacéo bacteriana pela contagem total em cAmera de Newbauer, até obtencéo de inoculo
com no minimo 1,0 x 10° células mg L™, utilizando-se o corante vital azul Trypan.

Segundo Cassoni, Cereda e Vilpoux (2005) e Cassoni et al., (2006)
partindo do principio de que as bactérias acéticas sdo encontradas na acidificacdo das frutas, é

possivel selecionar estas bactérias, isola-las e multiplicad-las em condicBes favoraveis. As
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principais condicbes sdo temperatura, pH e substrato disponivel. Apos identificar as bactérias

acéticas nas frutas, é preciso selecioné-las, para entdo comecar a multiplicacao.

2.6 Cultivo das bactérias acéticas

Segundo Cassoni, Cereda e Vilpoux (2005) a partir da suspensdo de
celulas purificadas de bactérias aceticas € possivel fazer a multiplicagdo. Os autores
concluiram que é possivel que as bactérias aceticas se desenvolvam em tubos com agua estéril
contendo &cido nicotinico de autolisado de leveduras e alcool como substrato. Entretanto, sera
necessario encontrar meios naturais para continuar tal processo.

O suco de laranja é passivel de ser usado como substrato para
producdo e multiplicacdo do indculo. De acordo com os dados obtidos através do sitio
eletronico da UNIFESP (Tabela 2) o suco de laranja apresenta uma composi¢do como consta
da Tabela 2.

Essa composicdo pode ser considerada como favoravel para o
crescimento de bactérias acéticas, pois além de conter acucares e minerais, ainda apresenta
vitaminas como Tiamina, Piridoxina B6 e cianocobalamiona B12, todas citadas por Santos Jr.

(2004). Neste trabalho o autor avaliou as necessidades nutricionais das bactérias acéticas.



28

Tabela 2 -Composicao do suco de laranja in natura

Nutrientes unidade Valor por 100g
Agua g 88,30
Lipideos totais g 0,70
Carboidratos g 0,20
Minerais g 10,40
Célcio mg 11,00
Ferro mg 0,20
Magnesio mg 11,00
Fdsforo mg 17,00
Potéassio mg 200,00
Sodio mg 1,00
Zinco mg 0,050
Cobre mg 0,044
Manganés mg 0,014
Selénio ug 0,10
Vitaminas
Vitamina C, &cido ascorbico total mg 50,00
Tiamina mg 0,09
Riboflavina mg 0,03
Niacina mg 0,40
Acido pantoténico mg 0,19
Vitamina B6 mg 0,04
Folato total Mg 30,00
Vitamina B12 ug 0
Vitamina A ul 200,00
Vitamina A, RAE Ug 10,00

Fonte: UNIFESP, 2007.

As bactérias acéticas sdo isoladas de frutas, e com isso inimeros
microrganismos ndo desejaveis também estdo presentes, em geral, leveduras que estdo
presentes naturalmente e se desenvolvem na fase de fermentacéo alcodlica inicial. Devido ao
seu tamanho ser muitas vezes maior do que o das bactérias aceticas elas impedem a
visualizacéo das colénias formadas, isoladas em placas de Petri (CASSONI et al., 2006).

Dois tipos de fungicida, a nistatina e a violeta genciana sao
normalmente utilizados no tratamento da levedura Candida ssp (FERRAZZA et al., 2005).

Nistatina é conhecida como um dos farmacos mais utilizados para o
tratamento de infeccdo por fungos e leveduras, como a candidiase, principal infeccdo

oportunista do ser humano, causada pela levedura do género Candida. Sua eficacia foi relatada
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por Menezes (2004) quando avaliou a susceptibilidade do antifungico a Candida ssp isolada
do mamilo de lactantes. Menezes (2004) afirma ainda que ha relatos que a nistatina é
normalmente utilizada em usinas de cana-de-acUcar, no controle biolégico de leveduras no
processo de fermentacdo alcoodlica.

Outro estudo mostra a utilizacdo de nistatina para inibir a levedura
Saccharomyces cerevisiae, comparando sua atividade antimicrobiana com outros farmacos em
duas técnicas farmacopéicas de avaliacdo. A nistatina a 5.212 Ul mg (1489 pg mg™) mostrou-
se adequada (VITAL et al., 2004).

Segundo Cury (1986) a violeta genciana é o nome conhecido do
composto cloreto de metilrosanilina. Apesar de ser utilizado como corante, apresenta
propriedades antibacterianas (para as bactérias Gram positivas), antifingicas e
antihelminticas. Aplicada topicamente controla infecgdes da pele e mucosas associadas com
bactérias Gram-positivas e fungos. Estudos mostraram sua utilizagdo no tratamento de
candidiase, porém sua eficacia varia de acordo com a espécie de levedura e sua respectiva
toxicidade. O mesmo autor avaliou os agentes fungicidas cloreto de cetilpiridino,
hexaclorofeno, iodo (sob forma de tintura) permanganato de potassio, rubiazol, timerosal,
triclosan e violeta genciana, para seis espécies de candida. O Unico destaque foi dado ao
permanganato de potassio que mostrou fraca acdo fungistatica e auséncia de acdo fungicida.

Os outros agentes mostraram-se eficazes.
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3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida nos laboratérios do CeTeAgro -
Universidade Catolica Dom Bosco, Campo Grande/MS, com andlises complementares
realizadas nos laboratorios da FCA — Unesp - Campus de Botucatu/SP. Em uma primeira
etapa, foram isoladas e purificadas as bactérias acéticas de fermentagdo natural sobre frutas. A
manutencdo e multiplicacdo das bactérias acéticas isoladas foram feitas no Laboratério de
Tecnologia dos Produtos de Origem Animal — FCA - Unesp - Campus de Botucatu/SP e as
provas bioguimicas para sua classificacdo foram feitas no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia - IBB — Unesp - Campus de Botucatu/SP. Em uma segunda etapa, foi feita a
fermentacdo acética da manipueira. Essa etapa constou da extragdo e caracterizacdo da
manipueira e suco de laranja, producdo do indculo, ensaios de fermentacdes alcodlica e acética
da manipueira e suco de laranja. Contou com apoio de laboratérios da UNESP em algumas

fases e analises especificas.

3.1 Material

Frutas da estacdo como caqui, acerola, uva, péssego e banana serviram
como fonte de bactérias acéticas. Como substrato para as fermentacGes alcodlicas e acéticas
foi utilizado a manipueira obtida da cultivar Fécula Branca ralada e prensada e caldo de
laranja. Sacarose comercial foi utilizada para ajustar o °Brix da manipueira ao mesmo valor do

°Brix do suco de laranja utilizando a equacdo de balanco de massa.
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Reagentes e vidrarias comuns a laboratorio quimico e microbiano
foram utilizados sempre que necessario. Garrafas de vidro de 400 mL foram utilizadas para
armazenar os fermentados acéticos obtidos apds a fermentacdo acética da manipueira e da
laranja, e foram mantidos a 4°C. Recipientes especiais de vidro foram adaptados como
reatores para a fermentacdo acética dos fermentados alcodlicos de suco de laranja e

manipueira.

3.2 Procedimento

3.21.  Obtencdo das bacteérias acéticas

As frutas maduras foram deixadas em recipientes abertos, cobertos por
tela em temperatura ambiente (25 a 27°C). Em 24 horas, as frutas mostravam inicio de
fermentacéo alcodlica, passando em seguida e com facilidade, para o processo de fermentacéao
acética. Amostras do liquido formado foram retiradas e observadas em microscopio Optico,
coradas com azul de metileno (corante vital) e pela coloracdo de Gram, para comprovar a
existéncia de bactérias tipicas.

As bactérias produtoras de acido acético foram isoladas em meio de
cultura seletivo. O meio de cultura seletivo utilizado para isolar Acetobacter sp segundo
sugerido no Bergey's Manual of Systematic Bacteriology de Holt e Krieg (1984) foi o de
Frateur (Tabela 3). A identificagdo das bactérias acéticas foi feita através da observacéo de
um halo transparente em volta das col6nias, resultado da solubilizacdo do CaCOj; pelos acidos
produzidos. Extrato de levedura foi utilizado como fonte de vitamina, &cido nicotinico e alcool

etilico como fonte de carbono.

Tabela 3 - Meio basico de Frateur

Componentes Frateur (HOLT e KRIEG, 1984)
Extrato de levedura, g L™ 10
Agar, g L* 20
Carbonato de célcio, g L™ 20
Etanol, g L™ 20

Agua destilada, mL 1000
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Para inibir leveduras foram avaliados dois agentes, nistatina e violeta de
genciana. Adicionou-se solucdo aquosa de nistatina 10°Ul, nas seguintes concentracdes em
mL L™ de meio bésico de Frateur: 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5. A violeta genciana comercial, com teor
de 10mg mL™, foi adicionada nas seguintes concentracdes de mL L™*de meio basico de
Frateur: 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5. Ambas as substancias adicionadas com o intuito de inibir o
crescimento de leveduras, foram acrescidas aos meios de cultura apos a esterilizacdo dos
mesmos.

Em seguida 0,1mL do caldo de frutas contendo as bactérias acéticas
identificadas em fermentados de frutas foi adicionado e espalhado sobre trés placas com meio
de cultura de Frateur solido.

As placas foram incubadas a 25°C e apds cinco dias foram amostradas
col6nias para observacdo em microscépio Optico. Caso as colbnias apresentassem o halo
transparente, estas eram submetidas a semeadura, por estriamento, para constatacdo da pureza
das mesmas. As col6nias com a mesma morfologia foram transplantadas para novos meios de
Frateur a cada 7 dias, sempre por estriamento, como forma de manter e multiplicar a cepa
isolada. O procedimento de transferéncia das bactérias foi executado em 8 vezes (tempo
necessario para a realizacdo de todos os ensaios de fermentacdo acética). Ao fim de cada
transferéncia foi feita coloracdo de Gram, testes de oxidase, catalase, formacéao de indol e H,S,
para identificar o género das bacteérias isoladas (HOLT e KRIEG, 1984). As culturas isoladas

foram mantidas a 4°C.

3.2.2. Manipueira

A manipueira foi extraida da massa ralada da mandioca Fécula Branca
cultivada no Instituto Séo Vicente da Universidade Catolica Dom Bosco-MS, altitude 532m,
20°26°34” latitude-sul e 54°38°47” oeste. A planta de mandioca tinha cerca de 10 meses de
idade quando colhidas. A manipueira foi analisada em °Brix, pH, acidez total, cianeto livre,
acucar redutor, aclcar redutor total, umidade, nitrogénio, fosforo, potassio, célcio, magnésio,
enxofre, sodio, cobre, ferro, magnésio, zinco e cianeto livre. A metodologia de todas as

analises é descrita a partir do item 3.3.3.
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A fermentacdo alcodlica e acética da manipueira foi comparada com a
do caldo de laranja. O uso do caldo de laranja foi uma forma de verificar se as necessidades
dos microrganismos podiam ser supridas em vitaminas importantes para o metabolismo das
bactérias acéticas (SANTOS, JR. 2004) uma vez que ndo ha muitas informacgdes sobre essas

caracteristicas nutricionais da manipueira.

3.2.3 Preparo do indculo - caldo de laranja

O caldo de laranja foi extraido de laranjas frescas disponiveis no
mercado de Campo Grande, MS. As analises deste caldo foram °Brix, pH, acidez total, acUcar
redutor, agUcar redutor total, umidade, nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre,

sodio, cobre, ferro, manganés e zinco, descritas a partir do item 3.3.3.

3.2.4 Fermentacdo alcoodlica

A manipueira foi ajustada para o0 mesmo valor de °Brix do caldo de
laranja com sacarose comercial, com a finalidade de uniformizar os teores alcodlicos,

reduzindo as varidveis entre os substratos. Para tal ajuste foi efetuado o seguinte calculo:

Brix = Massa de sélido solivel x100
Massa da solucéo

Foi realizado o balan¢o de massa sobre a férmula:

BiM; + BoM,= B3;M;

Onde o B; é igual a Brix da manipueira, M; é igual a massa da
manipueira, B, € o Brix do agucar, M, é a massa do agucar e B; e M3 séo Brix e massa da
solucdo obtida.

O caldo de laranja e a manipueira (2 L de cada substrato) ambos com
8°Brix, receberam igual volume de suspenséo (10g L™) de fermento seco bioldgico, da marca
Fleischmann e foram deixados em temperatura ambiente para fermentar durante 24 horas.

Apo0s as 24 horas de fermentacdo foram consideradas encerradas as fases alcodlicas dos dois
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substratos quando o valor do °Brix tornou-se estavel por mais de 24 horas (SCHMIDELL,
2001).

Os fermentados alcodlicos foram analisados para °GL, pH, acidez
total, acUcar redutor, agUcar redutor total, nitrogénio, fosforo, potéssio, calcio, magnésio,
enxofre, sodio, cobre, ferro, manganés e zinco, conforme metodologias descritas no item 3.4 e
armazenados em geladeira (4°C) para uso nos ensaios de fermentacdo acética. Na manipueira,

além das andlises supracitadas, foi realizada a dosagem de cianeto livre.

3.25 Fermentacéo acética

A fermentacdo acetica foi feita em erlenmeyer de 500 mL fechado com
uma rolha de cortica, a qual foi transpassada por dois tubos de vidro de 4mm de didmetro. Um
dos tubos era usado para adi¢do de solugédo alcodlica, mergulhando até o fundo do vasilhame
para evitar o rompimento do veu formado pelas bactérias aceticas no processo de fermentacao
acética. O outro ia abaixo e préximo a superficie liquida do erlenmeyer, e servia para retirada
de amostras. A alimentacdo e a retirada das amostras era feita com auxilio de uma seringa
adaptada a extremidade externa dos tubos de vidro pelo uso de escalpes estéreis, que sdo
dispositivo endovenoso geralmente utilizado em hospitais para infusdo medicamentosa e/ou
retirada de sangue. Este modelo (Figura 5) foi desenvolvido para a fermentacdo acética do
ensaio A (primeiro conjunto de ensaio, item 3.3.1) e para o0s ensaios B e C (segundo conjunto
de ensaios, item 3.3.2).

Os fermentados alcodlicos de manipueira e laranja, armazenados em

geladeira foram utilizados para alimentar os ensaios de fermentacéo acética.
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TUBO DE VIDRO
TUBO DE VIDRO AMOSTRAGEM ESCALPE
ALIMENTACAO

ADAPTADOR | ~~~————» / ROLHA DE CORTICA

PARA A SERINGA

Figura 5 — Figura representativa dos frascos adaptados usados nos ensaios B e C

Figura 6 — Figura representativa do frasco usado no ensaio D.

A Figura 6 representa o frasco usado na fermentagdo do ensaio D

(segundo conjunto de ensaios, item 3.3.2). O modelo ndo apresenta tubos de vidro para a

entrada e saida de material como o modelo descrito para os ensaios de fermentacéo acética A

(primeiro conjunto de ensaios, item 3.3.1) e B e C (segundo conjunto de ensaios, item 3.3.2).
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A razdo deste modelo de reator ter sido elaborado diferentemente dos anteriores foi a de se
observar o comportamento da fermentagdo acética quando o véu formado pelas bactérias

acéticas fosse rompido, o que é considerado inadequado na literatura consultada.

3.3 Ensaios

3.3.1  Primeiro conjunto de ensaios

O erlenmeyer A foi instalado com uma repeticdo (Al e A2). Como
demonstra a Figura 7, inicialmente, 100 mL de fermentado alcodlico de laranja foram
adicionados pouco a pouco em placas de Petri contendo bactérias acéticas isoladas em meio
de cultura seletivo. Com o auxilio de uma alca de Drigalski fez-se a homogeneizagdo do
fermentado com as bactérias aceticas na placa de Petri, e em seguida transferiu-se a suspensao
para o erlenmeyer. Assim, obteve-se o indculo de suco de laranja.

O in6culo foi incubado a 25°C por 24 horas. No 3° dia, foi retirado 10
mL de amostra fermentada para a realizagdo das analises de acompanhamento, acidez e pH.
Ainda no 3° dia, adicionou-se 100 mL do fermentado alcodlico de manipueira ao erlenmeyer.
Apo6s o 3° dia, diariamente foram retiradas 100mL de amostras fermentadas e em seguida
foram adicionados 100mL de fermentado alcoolico de manipueira a ser fermentada. Esta
metodologia foi repetida até o 9° dia, quando entdo foi finalizado o primeiro conjunto de
ensaio.

Com os 100 mL retirados a cada dia, cerca de 10mL foram utilizados
para a realizagdo das analises de acidez e pH. As anélises de acidez e pH foram realizadas no

3°, 6° e 9° dias de fermentacdo acética.
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Figura 7 — Esquema representativo do primeiro conjunto de ensaio, ensaio A, realizado com

repeticéo.
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3.3.2  Segundo conjunto de ensaios

Trés novos ensaios, seguindo a metodologia do item 3.2.5, foram
montados na tentativa de melhorar o rendimento do processo de acidificacdo. Assim, foram
desenvolvidos ensaios em erlenmeyers identificados por B, C e D.

Nos trés ensaios de fermentacdo acética, inicialmente, 100 mL de
fermentado alcoolico de laranja (50 mL para o ensaio C) foram adicionados pouco a pouco,
em 3 placas de Petri contendo bactérias acéticas isoladas em meio de cultura seletivo. Com o
auxilio de uma alca de Drigalski, fez-se a homogeneizagdo do fermentado alcodlico com as
bactérias acéticas nas placas de Petri, e em seguida transferiu-se a suspensdo para 0
erlenmeyer, chamada de indculo.

Para os trés tratamentos a producdo do inéculo foi desenvolvida com a
mesma metodologia, exceto o tratamento D que recebeu 50mL de fermentado alcodlico de
laranja ao invés de 100mL como nos tratamentos B e C.

Como demonstra a Figura 8 e 9, inicialmente os ensaios B e C foram
alimentados com 100 mL de fermentado alcodlico de laranja juntamente com as bactérias
aceticas (1°dia, in6culo) e a Figura 10 mostra o ensaio D que foi alimentado com 50 mL de
fermentado alcoolico de laranja juntamente com as bactérias acéticas (1°dia, indculo).

Este procedimento repetiu-se a cada 48 horas, variando-se o tipo e
guantidade de fermentado alcodlico de acordo com 0s ensaios. Sendo assim, o ensaio B foi
alimentado com fermentado alcodlico de laranja. O ensaio C foi alimentado com fermentado
alcodlico de manipueira. O ensaio D foi alimentado com fermentado alcodlico de laranja até o
pico da curva de fermentacdo acética, e apos, foi alimentado somente com fermentado
alcoolico de manipueira.

Durante os 12 dias de fermentacdo acética dos ensaios B, C e D, a cada
48 horas, foram retiradas dos ensaios amostras de 100 mL (exceto o ensaio D do qual foram
retirados 50 mL) alternadamente aos dias de alimentacdo e o material retirado foi armazenado
em garrafas de 400 mL em temperatura de geladeira.

Diariamente, durante os 12 dias de fermentacdo acéticas dos trés

ensaio (B, C e D) foram retidas cerca de 10 mL de amostra para as analises de acidez e pH.
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Ao fim de 12 dias de fermentacdo, a analise de cromatografia liquida
foi realizada em amostras retiradas dos ensaios B, C e D. Esta analise teve o objetivo de
verificar o perfil dos acidos orgénicos produzidos. Foi também realizada anélise de cianeto
livre nas amostras. A analise de cromatografia foi feita no CERAT/ FCA — Unesp - Campus
de Botucatu/SP e a analise de cianeto livre foi realizada no CeTeAgro / UCDB - Campus de
Campo Grande/MS.
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Figura 8 — Esquema representativo do segundo conjunto de ensaio, ensaio B, realizado com

repeticéo.
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Figura 9 — Esquema representativo do segundo conjunto de ensaio, ensaio C, realizado com

repeticéo.
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Figura 10 — Esquema representativo do segundo conjunto de ensaio, ensaio D.
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Metodologia analitica

3.3.3  Determinacgéo de °Brix

A determinacdo do °Brix das amostras foi realizada através de dois
métodos, dependendo da quantidade de amostra disponivel. Quando em quantidade suficiente
foi utilizado o sacarimetro. Em amostras de pequeno volume, utilizou-se o densimetro digital.

O densimetro digital utilizado nesta pesquisa foi o da marca
METTLER, modelo DA-310-1992/12. O sacarimetro utilizado foi o da marca INCOTERM,
calibrado a 20°C.

3.34  Determinacéo do pH
Foi determinado por pH-metro digital da marca MICRONAL, modelo
B-474.

3.3.5  Determinagéo do grau alcoolico (°GL)
Determinado através da destilacdo da amostra fermentada, segundo a

metodologia do Ministério da Agricultura (Brasil, 2005).

3.3.6  Determinacdo de acucar redutor (AR) e acucar redutor total (ART)
Segundo o método de Lane-Eynon (1934) foi feita a analise de agucar
redutor e de acucar redutor total. O resultado foi expresso em gramas de glicose por 100 mL

de amostra. A metodologia do Ministério da Agricultura (Brasil, 2005).

3.3.7 Determinacao de acidez titulavel
Através da titulagdo, com solucéo padronizada de 0,66 % de NaOH, e
fenolfetaleina como corante de viragem de cor, pelo método do Ministério da Agricultura

(Brasil, 2005) e foi expressa em % de acido acético (v/m).
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3.3.8  Determinacao do teor de cianeto livre
Como apenas o cianeto livre é toxico, seu teor livre foi estabelecido
pelo método de Baltha e Cereda (2006).

3.3.9 Determinacdo do teor de nitrogénio, fosforo, potassio, calcio,

manganés, enxofre, ferro, zinco, magnésio e cobre

Foi realizada pelo Laboratério de Fertilizantes e Corretivos do
Departamento de Recursos Naturais — FCA / Unesp —Campus de Botucatu/SP. O laboratério
utiliza os Métodos Oficiais de Lanarv (Laboratério Nacional de Referéncia Vegetal) em

Andlise de Corretivos, Fertilizantes e Inoculantes.

3.3.10 Determinacgéao do teor de umidade

Realizada pelo método de secagem em estufa e determinada com a
perda de peso da amostra quando aquecida a 105°C segundo o método do Ministério da
Agricultura (Brasil, 2005).

3.3.11 Determinacéo dos acidos organicos

O perfil de &acidos organicos foi determinado através da analise de
cromatografia liquida pelo Cerat — FCA / Unesp — Campus de Botucatu/SP.

Preparo da amostra: a amostra foi centrifugada a 12000 rpm por 8
minutos e em seguida filtrada em membrana de PVDF de teflon, com porosidade de 0.22
micras. Foi utilizado para esta analise coluna de HPLC da marca Varian, modelo Pro Star,
com injetor automatico e detector de IR (indice de refracdo). Coluna da marca Bio Rad,
Aminex HPX87H, fase mével H2SP4 0,005M, fluxo de 0,6mL m™ e temperatura de 65°C.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados correspondem ao  isolamento,
caracterizacdo e manutencdo de bactérias acéticas, utilizadas como inoculo para fermentacéo
acetica da manipueira e do caldo de laranja.

Também sdo demonstrados os resultados dos ensaios de fermentagdo
alcoolica e acética, baseados no processo lento de fermentagdo acética, que foram realizados
em manipueira e caldo de laranja (este realizado somente para comparagdo com o rendimento

da fermentacdo acética da manipueira).

4.1 Obtencao das bactérias acéticas

A iniciativa de obter indculo acético de fermentacdo natural veio do
fato de que os microrganismos para produzir vinagre ndo sdo facilmente disponiveis no
mercado, seja por se tratar de processos comerciais em empresas, seja pela falta de pesquisas

sobre o tema.

As frutas que fermentaram naturalmente apresentaram, apés dois dias,
apresentavam o aroma de acido acético e o véu sobre a superficie do liquido liberado pelas
frutas, caracteristicos de colonizacgéo por bactérias acéticas.

A andlise do liquido obtido das frutas ao microscopio 6ptico mostrou

microrganismos com caracteristicas morfoldgicas proprias de bactérias acéticas em mistura
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com leveduras e outros. As bactérias isoladas foram entdo replicadas em meio de cultura
seletivo.

Para inibir o crescimento de leveduras, que se desenvolvem bem nas
mesmas condicdes das bactérias acética, foi avaliada a violeta genciana e a nistatina. Apesar
da afirmacdo da literatura (CURY, 1986) ndo foi constatada inibicdo do crescimento das
leveduras que se encontravam no material fermentado quando a violeta genciana foi
adicionada ao meio de cultura descrito por Frateur (HOLT e KRIEG, 1984) em qualquer dos
trés volumes em teste (0,5/1,0/1,5 mL por 20mL) nas condi¢Oes pesquisadas. Entretanto, o
mesmo meio de cultura, quando acrescido de 0,5 mL de solugdo aquosa de nistatina na
concentragdo de 10° Ul por placa (aproximadamente 20mL de meio) inibiu parcialmente o
crescimento das leveduras. J& nas propor¢des de 1,0 e 1,5 mL por placa de meio de cultura,
restringiu completamente o crescimento das leveduras, permitindo o desenvolvimento de
coldnias visualmente homogéneas de bactérias acéticas (Figura 13). Portanto, 0 uso de meio
1,0 mL de nistatina de 10° Ul por 20 mL de meio de Frateur foi o selecionado para o
isolamento das bactérias acéticas.

Pode-se observar na Figura 13, como indicagdo da seta vermelha, o
halo correspondente ao inicio da reacdo do &cido formado pelas bactérias acéticas com o
carbonato de calcio, nas placas B (nistatina). O acido formado pelas bactérias acéticas
dissolveu o carbonato de calcio e pode ser observado pela alteracdo de coloracdo no local onde

houve a producéo de &cido.
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0,5mL 1,0 mL 1,5 mL

Figura 11 - Aspecto das placas com meio de Frateur modificado com inibidores de leveduras:

violeta genciana (A) e nistatina (B).

As colbnias selecionadas, ao microscépio Optico apresentaram
bactérias com morfologia de bastonetes Gram negativos e col6nias palidas envoltas em halo
transparente, devido a reacdo com carbonato de calcio. Além dos testes feitos para a
certificacdo da morfologia, foram feitas analises bioquimicas, nas quais obtiveram-se 0s
seguintes resultados: oxidase negativa, catalase positiva, auséncia de formacdo de H,S,
auséncia de formacdo de indol e auséncia de liquefacdo gelatinosa. Tais caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas coincidem com a descri¢do do género Acetobacter sp citados na
literatura (DE LEY et al., 1984 apud HOLT et al., 1994).
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Figura 12 - Aspecto das bactérias com coloracdo de Gram isoladas no meio de Frateur,

utilizando nistatina como inibidor de levedura (aumento de 1000 vezes).

4.2 Caracterizagao do substrato manipueira

Seguindo-se a metodologia descrita no item 3.4, foram realizadas as

analises para a caracterizacdo da manipueira. Os resultados das analises se encontram na
Tabela 4.
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Tabela 4 — Valores médios da manipueira estudada comparados com dados de outros autores.

Analises Experimento em estudo  Mardéstica, Nitschke,
2006 2003
Brix 6,00 k- %
pH 6,56 5,30 5,80
Umidade (%) 92,89 -*- -*-
Acucar redutor g glicose / L 21,78 19,38 18,25
Acucar redutor total g glicose / L 43,38 39,50 41,45
mg L™

Cianeto livre 0,00259 -*- -*-
Nitrogénio 700,00 1720,00  2080,00
Fosforo 260,00 368,80 244,50
Potéssio 1500,00 3641,00  3472,60
Calcio 110,00 236,00 292,53
Magnésio 260,00 438,10 519,00
Enxofre 40,00 61,35 154,00
Sédio 95,00 % %
Cobre 3,00 1,11 1,00
Ferro 3,00 2,72 7,80
Manganés 5,00 3,46 1,70
Zinco 2,00 3,01 2,80

Legenda: -*- sem informacGes

Comparando-se as caracteristicas da manipueira utilizada como
substrato no experimento em estudo as amostras de manipueira caracterizadas por Mardstica
(2006) e Nitschke (2003) observa-se que a amostra caracterizada apresenta semelhancas e
discrepancias notaveis. Infelizmente os dois autores deixam de apresentar o teor de cianeto
livre nas medidas de analise em que se pudesse haver comparacao.

As discrepancias observadas sdo comuns para esse componente e ja
foram citados por outros autores. Podem ser atribuidas a diversos fatores, como diferentes
variedades de mandioca, processos ou épocas do ano. Por exemplo, nos trabalhos

desenvolvidos por Marostica (2006) e Nitschke (2003) a manipueira foi obtida do processo
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industrial de fabricagdo de farinha de mandioca e o residuo passa por uma fermentacao natural
gue o torna mais acido que a manipueira em estudo, que foi obtida em laboratério.

Segundo Cereda (2001) a manipueira oriunda de fecularia apresenta
91,53% de umidade enquanto que a de farinheira € mais pouco mais concentrada, em torno de
92,77 % de umidade. A porcentagem de umidade encontrada nesta pesquisa foi muito proxima
aos valores citados por Cereda (2001) para 0 mesmo tipo de residuo com 92,89 % de umidade
(Tabela 4). Concordam também com os valores de umidade encontrados por Cabello e Leonel
(2001) de 90,60%.

Os valores de AR e ART séo semelhantes aos valores encontrados
pelos autores, porém mais baixos, o que se justifica pelo fato de que a manipueira extraida em
laboratorio ndo teve seus acglcares consumidos no processo de fermentacdo natural que ocorre
na industria. Ainda assim a proporcdo entre ART e AR em torno de 2:1 foi semelhante a
encontrada por Mardstica (2006), Nitschke (2003) e Damasceno (1998). Pode-se atribuir a
diferenca das quantidades de ART (43,38) para AR (21,78) a aproximada quantidade de
sacarose presente na manipueira em estudo.

Além dos carboidratos, calculados como aclcares redutores, é
importante para o crescimento microbiano considerar a concentragdo dos componentes como
nitrogénio, fosforo, potassio. Determinado como nitrogénio bruto, a analise inclui também o
nitrogénio do cianeto, que ndo foi apresentado pelos dois autores (MAROSTICA (2006) e
NITSCHKE (2003). Os teores muito superiores encontrados pelos autores também podem ser
devidos a biomassa que restou da fermentacdo natural que ocorre nas industrias, responsavel
por baixar o pH e os aclcares redutores e aumentar a acidez.

O cianeto livre dosado na manipueira usada como matéria-prima foi
em média de 0,00259 mg L. Esse valor é muito inferior ao valor de cianeto livre encontrado
por Pantaroto (2001) que foi de 44,34 mg L. Contudo a comparacéo dos valores ndo é
adequada por se tratar de cultivares muito diferentes.

Através de um estudo sobre as necessidades nutricionais das bactérias
acéticas (SANTOS JR, 2004) foi constatado que para as acéticas selvagens do género
Acetobacter sp, o maximo crescimento celular aconteceu na presenca dos elementos ferro
(12,00 mg L™) manganés (12,00 mg L™) e zinco (1,10 mg L™). A Tabela 4 mostra que a

manipueira estudada apresenta quantidades satisfatorias destes elementos, suficiente para
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sustentar o crescimento celular. Entretanto zinco, ferro e manganés encontram-se abaixo do
minimo estabelecido pelo autor.

O teor de fosforo pode ser considerado da mesma grandeza dos
apresentados pelos dois autores, engquanto que 0 potassio apresentou concentracao
expressivamente menor que nos estudos de Marostica (2006) e Nitschke (2003).

Apesar variagdo encontrada nos nutrientes quando comparados a
literatura pode-se afirmar que os teores encontrados poderiam ser considerados como em
quantidade satisfatdria para a manutengdo das bactérias acéticas isoladas. Como exemplo cita-
se que no estudo de Hoyer (1898 apud SANTOS JR., 2004) foi descrito que a adicdo de
100mg de fosfato de potéassio ao meio modificado de Frateur para bactérias acéticas,
otimizava o crescimento das mesmas, quantidade essa bem menor do que a encontrada neste

estudo.

4.3 Preparo do in6culo e caracterizacao do suco de laranja

De acordo com Spinosa e Santos Jr. (2002, 2004) entre os fatores que
restringem o crescimento das bactérias acéticas cita-se nutrientes essenciais para 0 seu
metabolismo como vitaminas e minerais. Caso ndo estejam disponiveis no substrato utilizado
para a fermentacdo acética, a complementagdo do substrato se torna necessaria.

Quanto aos minerais ja foi discutido que ndo se constituiriam um
problema que exigisse complementacdo, mas as vitaminas séo mais limitantes.

As frutas sdo consideradas excelentes substratos para a producdo de
vinagre, por conterem nutrientes essenciais para as bactérias acéticas em sua composi¢éo,
como as vitaminas riboflavina e tiamina.

O suco de laranja apresenta em sua composicao vitaminas como acido
ascorbico, tiamina, riboflavina e &cido pantoténico, entre outros, como descreve a literatura e
demonstra a Tabela 2 (UNIFESP, 2007). Devido a este fato foi selecionado o suco de laranja
como substrato para obtencdo do indculo utilizado na fermentacao acética da manipueira.

Os resultados das andlises do suco de laranja encontram-se na Tabela
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Tabela 5 — Valores médios de analise do suco de laranja

Analises Valores
Brix (%) 8,00
oH 4,26
Umidade (%) 91,16
AR g glicose L™ 29,68
ART g glicose L™ 61,89
Nitrogénio (mg L™) 1400,00
Fésforo (mg L™) 420,00
Potassio (mg L™) 1500,00
Calcio (mg L™) 200,00
Magnésio (mg L) 110,00
Enxofre (mg L™) 90,00
Sédio (mg L™) 10,00
Cobre (mg L™) 3,00
Ferro (mg L™) 1,00
Manganés (mg L™) 3,00
Zinco (mg L™ 2,00

O valor do °Brix para 0 suco de laranja descrito por Benassi Jr.,
(2005) foi de 7 a 13,2%, em média para as variedades de laranja estudada pelo autor. O Brix
do suco de laranja encontrado neste estudo foi de 8%. Este valor é dado ao periodo de
maturacdo da fruta, j& que o teor de aglcares aumenta a medida que o fruto amadurece.

Segundo Benasse Jr. (2005) sucos de laranja podem ter uma baixa ou
alta acidez, e apresentar o0 mesmo pH, devido as quantidades de sais tamp&o presentes no suco.
O pH médio das variedades de laranja estudada pelo autor ficou entre 3,4 a 4,0, dependendo
do periodo de maturacdo da fruta. O pH da laranja obtido neste experimento foi de 4,26, valor

préximo ao encontrado por Benassi Jr. (2005).
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O teor de &gua presente na laranja segundo a Tabela 2 (UNIFESP,
2007) é de 88,3 g 100g, que pode ser considerada como proxima da umidade (91,16%)
encontrada no suco de laranja in natura estudado.

Assim como na manipueira utilizada neste estudo, o suco de laranja
também apresentou a propor¢do de ART para AR em torno de 2:1. Este fato deve-se a
proporcdo de sacarose em relagdo aos monossacarideos presentes no suco de laranja, que
também se encontram na propor¢do de 2:1. O mesmo autor relata que o valor de nitrogénio
encontrado em suco de laranja foi de 600 a 1800 mg L™, o de potassio de 1200 a 2800 mg L™,
de s6dio de 10 mg L™ e de célcio de 110 mg L™ (BENASSI JR., 2005).

Pode-se observar na Tabela 5 que os valores encontrados para 0 suco
de laranja no presente estudo presente em nitrogénio, potassio, sédio e célcio foram muito
préximos aos valores encontrados pelo autor. Esses componentes sdo importantes para
qualificar o suco de laranja como um bom substrato para a fermentacdo alcoolica e acética.

Os minerais citados por Santos Jr. (2004) assim como presentes na
manipueira, podem ser encontrados também no suco de laranja (Tabela 5). Alguns valores sdo
bastante préximos mas pode-se afirmar que o suco de laranja, assim como a manipueira ndo
apresentaram todos 0s minerais nas quantidades citadas, a ndo ser o zinco (2,00 mg LY). As
vitaminas ndo foram determinadas mas pode-se valer da literatura para afirmar que estariam

presentes pelo menos no suco de laranja.

4.4 Fermentacéo alcodlica da manipueira

Como o Brix inicial da manipueira foi de 6,0 adicionou-se a mesma
sacarose comercial aumentando-se o valor do Brix para 8,00, equiparando-o ao do suco de
laranja. Os dois substratos foram ent&o inoculados com a levedura alcodlica.

Com a fermentagdo alcodlica da manipueira o pH diminuiu de 6,56
para 4,81. Essa diminuigdo ¢ explicada pela producdo de H" oriundos dos &cidos organicos
formados no processo de fermentagdo alcodlica pelas leveduras (WOOD, 1998). Foi
estabelecido o fim da fermentacdo alcoodlica apds 48 horas, quando o valor do °Brix (0,5) do
fermentado estabilizou em duas leituras feitas com 24 horas de diferengca. O fim da

fermentacdo alcodlica foi confirmado pelas anélises de AR e ART que obtiveram valores
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préximos a zero. O grau alcodlico do fermentado de manipueira foi de 4,8°GL, resultado este
maior do que o esperado, ja que na conversdo de agUcar para alcool, a propor¢do esperada é
geralmente de 2:1 (AQUARONE, 2001). Uma explicacdo que teria de ser confirmada seria a
acao de enzimas autoctones sobre dextrinas e oligossacarideos remanescentes na manipueira.
A percentagem média de umidade (ou substancias volateis a 105°C) do fermentado alcoolico
de manipueira foi de 98,60%.

A andlise de cianeto livre realizada no fermentado alcodlico de
manipueira obtida da cultivar Fécula Branca, em 3 repeti¢des com triplicata, apresentou média
de 0,00202 mg L" que corresponde a 78% do teor inicial da manipurira, mostrando que muito
pouco se perdeu de cianeto livre nesta etapa, o que se explica pelo pH. O valor encontrado é
muito baixo, mas de qualquer forma ndo seria esperada a inibicdo da fermentacdo alcodlica
pelo cianeto, uma vez que 0 processo € anaerobio e a acdo toxica do CN™ ocorre sobre as
formas aerobias do metabolismo.

Pantaroto (2001) descreveu o teor de cianeto livre em manipueira de
farinheira como sendo de 44,34 mg L™. Os teores de cianeto livre do tucupi citados por
CHISTE, COHEN e OLIVEIRA (2005) foram de 12,91 a 46,87 mg L™ Os autores
encontraram valores superiores aos encontrados neste estudo. Isso poderia ser explicado por se
tratar de mandioca variedades de mandioca diferentes e selecionadas com diferentes
finalidades. Os autores estudaram o tucupi e esse molho é tradicionalmente preparado no Paré
a partir de variedades de mandioca obrigatoriamente amarelas, de baixo teor de amido, mas de
alta umidade (para obter maior rendimento) e, de variedades de cianeto elevado.

A manipueira em estudo foi extraida em laboratorio da cultivar Fécula
Branca que além de ser a cultivar atual de maior uso industrial também tem uso culinério e é
reconhecidamente de baixo teor de cianeto. A manipueira citada por Pantaroto (2001) foi
obtida em industrias de fabricagdo de farinha de mandioca, oriunda de mistura de variedades
de mandioca, com mais de 100 mg de HCN por Kg™ de raizes frescas.

O substrato alcodlico de manipueira foi armazenado a 4°C para ser

utilizado em aliquotas de 100 mL como substrato para a fermentacédo acética.
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Tabela 6 - Minerais e suas variagdes no produto final do ensaio de fermentado alcodlico de

manipueira, expressos em mg L™ e percentagem.

N P,Os K,0O Ca Mg S Na Cu Fe Mn Zn

Manipueira 700,00 206,00 1500,00 110,00 260,00 40,00 9500 300 300 500 200

Fermentado

alcc()j(')lico 30,00 300,00 1300,00 100,00 200,00 30,00 96,00 300 1,00 200 1,00
e

manipueira

e O S O TN O J O TN C N O U CIENOINC)
95,71 45,63 13,33 9,09 23,07 2500 1,05 0,00 66,00 60,00 50,00

(*): Considerando o teor de reducdo dos nutrientes da manipueira para o fermentado alcodlico de
manipueira. Quando o teor no fermentado alcodlico foi maior, considerou-se a diferenca para 100

como negativo.

Pode-se observar a diminuicdo dos valores de nitrogénio em 95,71%,
de potassio em 13,33%, de magnésio em 23,07%, de célcio em 9,09%, de ferro em 66%, de
manganés em 60,0% e de zinco em 50,0%, provavelmente utilizados no metabolismo das
leveduras durante o processo de fermentacdo alcodlica. Apenas o fosforo determinado (P20Os)

aumentou em quase 50% enquanto sddio e cobre praticamente nao variaram.

4.5 Fermentado alcoodlico de laranja

A fermentacédo alcodlica do suco de laranja ocorreu em 48 horas, com
estabilizacdo do Brix em 1,0 como conseqiiéncia do consumo de AR (0,40 mgl00mL™) e
ART (0,91 mg 100mL™). O pH baixou de 4,26 para 4,11, o que é considerado normal na
fermentacdo alcodlica. O teor alcodlico foi determinado em 3,7°GL, valor proximo ao
esperado em relacdo ao Brix inicial, como ja comentado para o fermetado alcodlico da
menipueira. A umidade (ou substancias volateis a 105°C) foi de 97,21 %.

Assim como o fermentado alcodlico de manipueira, o0 substrato
alcoolico de laranja foi armazenado a 4°C para ser utilizado em aliquotas de 100 mL como

substrato para a fermentacéo acética.
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Tabela 7 -. Minerais e suas varia¢cdes no produto final do ensaio de fermentado alcodlico de

laranja, expressos em mg L™ e percentagem

N P,Os K,0O Ca Mg S Na Cu Fe Mn Zn

SIUCOQG 1400,00 420,00 1500,00 200,00 110,00 90,00 10,00 3,00 1,00 3,00 2,00
aranja

Fermentado
alcodlico  1300,00 440,00 1600,00 60,00 80,00 60,00 27,00 200 1,00 7,00 3,00
de laranja
Variacao
emuy O Wm0 00 ® ) ® @

7,14 4,76 6,66 70,00 27,27 3333 170 33,33 0,00 133,33 50,00

(*): Considerando o teor de reducdo dos nutrientes da laranja para o fermentado alcoodlico de laranja.

Quando o teor no fermentado alcodlico foi maior, considerou-se a diferenca para 100 como negativo.

Como para a manipueira, apés a fermentagdo alcodlica do suco de
laranja, a concentracdo da maioria dos minerais diminuiu.

Apesar do maior teor inicial de nitrogénio no suco de laranja (1400,00
mg L™) quando comparado ao valor de nitrogénio da manipueira (70,00 mg L™) o consumo foi
também muito menor, apenas 100mg enquanto que na manipueira o consumo foi de 670mg.
Em percentagem houve uma reducdo de 7,14%.

Diferentemente da fermentacdo alcodlica da manipueira na qual ao fim
da fermentacdo aumentou apenas o valor de fosforo (45,63%) no suco de laranja, além do
fosforo (4,76) aumentou também o valor de potassio (6,66%), sddio (170%), manganés
(133,33%) e zinco (50%). E dificil interpretar esses aumentos.

Quando se analisa a composi¢do dos substratos de uma forma geral
verifica-se que havia duas vezes mais fosforo no suco de laranja que na manipueira, assim
como o calcio e enxofre. A ndo ser para magnésio, sodio e manganés, o suco de laranja
apresentou-se mais rico em todos os minerais. Ainda assim o grau alcodlico da manipueira foi
1,2 maior (4,8°GL) que o do suco de laranja (3,74°GL). As leveduras utilizadas para ambos os
substratos foram as mesmas, de mesmo lote, na mesma quantidade e para ambas as
fermentacGes houve carboidratos residuais, porém foram mais eficientes para a fermentacéo de

manipueira que para o suco de laranja.
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4.6 Ensaios de Acetificacio

Os fermentados alcodlicos obtidos, do suco de laranja e da manipueira,
foram utilizados como substrato para a fermentagéo acética. O primeiro conjunto de ensaio foi
denominado (A) com as repeticdes (Al) e (A2). Posteriormente, foi realizado o segundo
ensaio denominado B (B1 e B2, repeticdo), C (C1 e C2, repeticdo) e D, todos descritos no item
3.3.

A acidez medida no fermentado alcodlico de manipueira e no de suco
de laranja foi considerada como acidez inicial, sendo apds considerada como decorrente da

fermentacdo acética.

4.6.1 Primeiro conjunto de ensaio (A)

No primeiro conjunto de ensaio, ensaio A (Al e A2) a fermentacdo
acética se iniciou com a inoculacdo de 100 mL de fermentado alcodlico de laranja. Apés 3
dias em que o frasco ficou em temperatura ambiente iniciou-se a alimentagdo, com 100 mL de
fermentado alcodlico de manipueira diariamente até o final do experimento. Essa metodologia
foi realizada em repeticdo (Al e A2).

Os resultados das andlises de acompanhamento desta fase da

fermentacdo acética encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 — Evolucdo do pH e da acetificacdo expressa em g &cido acético/100 mL no
ensaio A (Al e A2, repeticao).

Dias ap6s a inoculacgdo

Andlises Inicial 3°Dia 6°Dia 9°Dia
Al pH 4,43 419 4,25 4,26

Acido acético

g/100mL 0,40 2,10 1,80 1,20
A2 pH 4,43 416 4,27 4,27

Acido acetico 0,40 3,00 220 150

g/100mL
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A Tabela 8 mostra a evolucdo da acidez expressa em gramas de acido
acético e o pH inicial da fermentacdo acética do caldo de laranja e da mistura de caldo de
laranja e manipueira (do 3° dia até o 9° dia). Observa-se que os valores de acidificacdo do
ensaio A aumentaram até o 3° dia de fermentacdo acética da laranja, correspondendo a queda
do pH. Contudo, apds a adi¢do do fermentado alcodlico de manipueira ainda no 3° dia, o
desempenho da fermentagdo ndo foi 0 mesmo. No 6°dia constatou-se que ao adicionar 100 mL
de fermentado alcodlico de manipueira aos 100 mL de fermentados acético de laranja, a acidez
diminuiu devido a diluicdo da solugdo, e o pH aumentou. Seguiu-se entdo, por mais 3 dias de
fermentacdo acética com adi¢do diaria de fermentado alcodlico de manipueira, com a
finalidade de se verificar se as bactérias acéticas necessitavam de mais tempo para a conversdo
do alcool de manipueira para acido acético. Porém, ao fim do 9° dia de fermentacdo acetica,
foi possivel constatar que a acidez continuou diminuindo devido a diluigdo dos fermentados e
0 pH aumentando.

Esses resultados poderiam mostrar que a alimentacdo diaria com 100
mL de fermentado alcodlico de manipueira ao fermentado acético de laranja era exagerada e
proporcionou um choque no sistema. Considerou-se a possibilidade de espacar a alimentacao
para obter melhor adaptacdo das bactérias acéticas ao novo substrato. Para avaliar essa
hipdtese foi realizado o segundo conjunto de ensaios, denominados B, seguidos dos nimeros
relativos a repetices (B1 e B2) C (Cle C2) e D.

4.6.2 Segundo conjunto de ensaios

Foram realizados trés ensaios de fermentacdo acética. O ensaios B (B1
e B2, repeticdo) o ensaio C (C1 e C2, repeticdo) e o ensaio D (comparacdo). Todos 0s ensaios
tiverem por base o inoculo de fermentado alcoolico de laranja e bactérias acéticas em placas
seletivas (item 3.2.3 de Material e Métodos).

O ensaio B foi alimentado apenas com fermentado alcodlico de
laranja. O ensaio C foi inicialmente alimentado com fermentado alcodlico de laranja e apds o
3° dia com fermentado alcodlico de manipueira, e o ensaio D foi alimentado apenas com
fermentado alcodlico de laranja até o pico de fermentacdo acética, e posteriormente com

fermentado alcoolico de manipueira.
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46.2.1 EnsaioB

O ensaio B foi alimentado apenas com fermentado alcodlico de laranja
e acompanhado por 12 dias consecutivos, sendo realizadas andlises de acidez e pH

diariamente. Os resultados das anélises de acompanhamento sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Evolugdo do pH e da acetificacdo do fermentado de laranja, ensaio B, com

repeticdo e média, expressa em g acido acético/100 mL.

Dias de amostragem

Analises 1° 2¢ 3° 40 5 g 7° 8 9o 10° 11° 12°

Bl Acidez 040 153 136 163 150 166 150 156 1,43 180 150 1,76
pH 443 396 4,13 394 4,16 4,13 4,13 4,02 3,79 3,78 3,78 3,74

B2 Acidez 040 153 130 1,70 143 1,76 1,70 1,73 1,30 180 150 1,73
pH 443 3,98 411 398 4,16 4,14 4,14 398 3,78 3,78 3,78 3,47

A Tabela 9 apresenta os valores de acidez e pH em amostras dos
ensaios de fermentacdo acética Os valores foram decrescentes para pH e crescentes para
acidez como esperado, contudo, considerando que o grau alcoolico do fermentado de laranja
foi de 3,74, e que o rendimento esperado € de praticamente 1:1 (AQUARONE et al., 2001) as
percentagens de acidez do ensaio B ndo alcancaram o percentual esperado. O valor maximo
encontrado foi o de 1,8 % (g. acido acético/100 mL). Os valores méximos ocorreram no 10°
dia para as duas repeticdes, com valores crescentes até o sexto dia, e quedas pouco acentuadas
entre os dias de amostragem.

Em ambas as repeti¢cdes houve oscilacdo de valores de acidez e pH, o
valor da acidez diminuiu e o pH aumentou nos dias em que o ensaio de fermentagédo aceética
foi alimentado com novo substrato (fermentado alcodlico de laranja) e a acidez aumentou,
assim como o pH diminuiu nos dias em que ndo recebeu o0 novo substrato.

De acordo com Aquarone et al. (2001) o rendimento do processo de

fermentacdo acética se d& de acordo com a equacdo estequiométrica representativa da
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transformacdo de etanol em é&cido acético, onde 1g etanol pode fornecer 1,304g de &cido
acético, tendo-se assim o rendimento de 100%. O rendimento da transformacéo de alcool para
acido acético ¢ influenciado pelas bactérias acidificantes que dominam o processo, bem como
pelos fatores que as influenciam. A evaporacdo do alcool e a presenca de bactérias oxidantes
indesejaveis sdo algumas interferéncias que podem diminuir o rendimento (AQUARONE et
al., 2001).

O teor de umidade do fermentado acético de laranja no ensaio B (ou
substancias volateis a 105°C) foi de 97,73% para Bl e 97,74% para B2, em média de

triplicata. A analise foi realizada do produto final, apds os 12 dias de fermentacao acética.

Tabela 10 - Minerais e suas variagdes no produto final do ensaio de fermentado acético de

laranja (12 dias) expressos em mg L™.

N P,Os K,O Ca Mg S Na Cu Fe Mn Zn

Fermentado
alcodlico  1300,00 440,00 1600,00 60,00 80,00 60,00 27,00 2,00 1,00 7,00 3,00
de laranja

Fermentado
acético de 80,00 400,00 1500,00 120,00 80,00 30,00 27,00 2,00 1,00 2,00 0,00
laranja B1

Fermentado
acéticode 100,00 300,00 1500,00 120,00 80,00 30,00 27,00 2,00 1,00 3,00 0,00
laranja B2

Ocorreu reducdo para quase todos os minerais e em valores proximos,
exceto para fésforo (9 e 32%, repeticdo) e para manganés (72 e 57%, repeticao). Aumento
ocorreu apenas para calcio, em valores iguais para as repeticdes (100%).

Em ambas as repeti¢ces, notou-se a diminui¢do de nitrogénio apods a
fermentacdo acética do suco de laranja, comprovando a importancia do mesmo para a
fermentacdo acética. Na fermentagéo alcodlica do suco de laranja a reducdo de nitrogénio foi
baixa (7,14%) ao contrario da fermentagdo acética que reduziu em 93,84% para a repeti¢do B1
e em 92,30% para a repeticdo B2.

Apesar de ser uma pratica comum adicionar-se fosfato de potassio ao
meio de cultura para o isolamento das bactérias acéticas, o estudo presente demonstrou que as

bactérias acéticas ndo utilizaram o fosforo e o potassio, a reducdo dos mesmos foram em
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9,09/31,81%(B1/B2) e 6,25%(B1 e B2) respectivamente ( HOLT et al., 1994). A repeticdo dos
valores de fosfato foi desigual, sendo que para a repeticdo B2, a redugdo do mineral foi
consideravelmente maior.

Santos Jr.(2004) descreveu que ferro, manganés e o zinco s&o minerais
essenciais para 0 metabolismo das bactérias acéticas. Dentre os minerais citados por Santos Jr.
(2004) o zinco e o manganés foram reduzidos no processo de fermentacdo acética do
fermentado alcodlico de laranja. J& o teor de ferro ndo se alterou com a fermentacdo acética.
Este resultado pode ser explicado pela insuficiéncia deste mineral no inicio do processo de
fermentacdo acética do fermentado alcodlico de laranja, ja que no trabalho de Santos Jr.
(2004) a quantidade apresentada deste mineral (12 mg L™) para o inicio da fermentagéo
acetica é superior a encontrada no fermentado alcodlico de laranja, substrato deste

experimento.

Tabela 11 - Resultados do perfil de acidos organicos obtidos no final da fermentacdo acética

do suco de laranja (12 dias) ensaio B (B1 e B2, repeticdo) expressos em % (peso/peso).

Amostra Etanol Acido Acido Acido Acido Acido
acético citrico ascorbico  propanogico  lactico
B1 2,36 1,56 1,62 0,22 0,00 0,25
B2 2,38 1,53 1,60 0,21 0,00 0,26

A analise de perfil dos &cidos organicos apresentada na Tabela 11
como resultado da fermentacdo acética das duas repeticdes mostra que houve etanol nédo
convertido para acido acético, nas repeticdes Bl e B2 (2,36% e 2,38%) o que explica o baixo
rendimento encontrado. O fato mostra que em escala de laboratério mesmo o suco de laranja
apresentou baixa conversao.

O suco de laranja possui em sua composi¢do &cido ascorbico e cido
citrico, e € devido a este fato que essas duas substancias se encontram presentes na analise de
perfil dos acidos organicos do fermentado acético do ensaio B em 0,21% e 1,61% em média,
respectivamente. A presenca do acido lactico em 0,25% ocorreu provavelmente pela presenca

de bactérias lacticas contaminantes.
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4.6.2.2 Ensaio C

O ensaio de fermentacdo acética C (Cl1 e C2, repeticdo) foi
inicialmente alimentado com fermentado alcodlico de laranja e ap6s o 3°. dia com fermentado
alcoolico de manipueira, sendo comparavel ao B no preparo do indculo. Portanto espera-se
que as diferencas se devam ao efeito do substrato.

O fermentado alcodlico de frutas € comumente utilizado como
substrato para a fermentacdo acética, porém o fermentado alcodlico de manipueira nunca foi
utilizado para tal propdsito. Entdo, com o objetivo de se obter um indculo, iniciador da
fermentacdo acética, utilizou-se o fermentado alcodlico de laranja até o 3° dia de fermentacéo
acetica, ap6s o que se substituiu a alimentacdo com 100 mL de fermentado alcodlico de
manipueira, obtendo-se os resultados listados na Tabela 12.

Tabela 12 — Evolucdo do pH e da acetificacdo da manipueira, ensaio C, com repeticdo e a
média, expressa em g acido acético/100 mL.

Dias de amostragem

1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° 90 100 110 12°

Cl Acidez 040 1,70 1,70 1,00 080 070 060 050 040 050 040 0,40
pH 443 394 393 419 439 442 445 455 444 445 445 456
C2 Acidez 040 143 142 086 070 060 040 040 040 040 040 0,40
pH 443 397 397 422 442 448 448 459 441 445 444 444

Como se pode observar na Tabela 12, nas repeti¢des do ensaio C (Cl e
C2) os valores de acidez aumentaram e os de pH diminuiram até o terceiro dia de fermentacéao
acetica em ambas as repeticbes do ensaio, enquanto as bactérias acéticas tinham fermentado
alcoolico de laranja como substrato. Ao 3°dia iniciou-se a substitui¢cdo gradual do fermentado
alcoolico de laranja pelo fermentado alcodlico de manipueira, adicionando-se 100 mL de
fermentado alcodlico de manipueira a cada 48 horas. Com isso, a acidez comegou a diminuir
com consequiente aumento do pH durante os dias restantes.

O valor de cianeto livre do fermentado acético de manipueira foi, em

média, de 0,00243 mg L, limite de sensibilidade do método empregado. A anélise de cianeto
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livre do fermentado alcoolico de manipueira apresenta valores semelhantes aos valores de
cianeto livre do fermentado acético de manipueira, ensaio C. Em ambas as analises de cianeto
livre, os valores estiveram muito abaixo dos descritos por Pantaroto em 2001 (44,34 mg L)
devido ao fato de que a manipueira utilizada nos processos de fermentacao alcodlica e acética
poder ser classificada como mansa (abaixo de 100 mg de HCN por Kg™ de raizes frescas).

O pH do fermentado acético de manipueira ficou entre 3,95 e 4,57, e
nesta faixa de pH ndo ocorre a liberagdo do cianeto fixo. Segundo Pantaroto e Cereda (2001) a
formac&o do &cido cianidrico na manipueira s6 ocorre em pH acima de 5,5. Por isso os valores
de cianeto livre obtidos no ensaio C foram muito préximos aos valores de cianeto livre obtidos
apos a fermentacdo alcoolica da manipueira e 0 pouco cianeto total deve ter ficado fixado
como linamarina e nessa forma ndo poderia ser toxico as bactérias aceticas.

Restam, portanto, problemas nutricionais a serem usados para justificar
0 comportamento das bactérias acéticas.

O teor de umidade (ou substancias volateis a 105°C) em média de trés
repeticdes, foi de 98,33% para C1 e de 98,32 % para C2. A analise foi realizada do produto

final, apds os 12 dias de fermentagéo acética.

Tabela 13 - Minerais e suas variagdes no produto final do ensaio de fermentado acético de

manipueira (12 dias) expressos em mg L™

N P,Os K,0O Ca Mg S Na Cu Fe Mn Zn

Fermentado
alcodlicode 30,00 300,00 1300,00 100,00 200,00 30,00 96,00 3,00 1,00 2,00 1,00
manipueira

Fermentado
aceético de
manipueira
C1

30,00 400,00 1400,00 120,00 200,00 20,00 92,00 3,00 1,00 2,00 1,00

Fermentado
aceético de
manipueira
C2

30,00 300,00 1300,00 120,00 170,00 20,00 86,00 3,00 1,00 2,00 1,00

Como demonstra a Tabela 13, os minerais presentes no fermentado

alcoolico de manipueira ndo sofreram alteragdes significativas apos o processo de fermentacéo
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acetica, em ambas as repeticdes. O maior destaque de reducdo ocorreu para 0 enxofre em
33,33%.

As maiores discrepancias entre as repeti¢cbes do ensaio de fermentacao
acetica de manipueira ocorreram no fésforo com o aumento de 33,33% em C1 e para C2 0
valor ndo foi alterado. O mesmo ocorreu para 0 potassio, aumento de 7,69% (Cl) e C2
inalterado, assim como também o magnesio, porém com reducdo de 15% (C2) e C1
permaneceu inalterado. Para o sodio, o valor da repeticdo C1 foi de reducdo em 4,16% e na
repeticdo C2 houve um aumento de 10,41%.

O ensaio de fermentacdo acética da manipueira, ensaio C,
diferentemente do ensaio de fermentacdo acética do suco de laranja, ndo demonstrou a
utilizacdo do nitrogénio pelas bactérias acéticas. O valor de nitrogénio permaneceu 0 mesmo.
O valor de nitrogénio do suco de laranja in natura foi de 1400 mg L™ e o valor do mesmo
componente em manipueira foi a metade (700 mg L™).

Apesar do substrato manipueira ter apresentado o melhor rendimento
na fermentagdo alcodlica em relagdo ao substrato suco de laranja, no processo de fermentagédo
acética foi inverso. A baixa reducdo de minerais apos a fermentacdo acética da manipueira

encontra-se diretamente relacionada com os baixos valores de acidez.

Tabela 14 — Resultados do perfil de acidos organicos obtidos no final da fermentacdo acética

da manipueira (12 dias) ensaio C (C1 e C2, repeticdo) expressos em % (peso/peso).

Amostra Etanol Acido Acido Acido Acido Acido
acético citrico ascorbico  propandico  lactico
C1 4,40 0,41 0 0 0,28 0,31
C2 4,31 0,41 0 0 0,22 0,31

A anédlise de cromatografia que demonstrou o perfil dos &cidos
organicos no ensaio C, foi realizada ao final do processo de fermentacdo acética, com isso,
vale ressaltar que o produto final foi obtido da combinagdo do fermentado acético de laranja
(indculo) e fermentado acético da manipueira, ja que neste ensaio, o iniciador da fermentagédo

acética da manipueira foi o fermentado alcodlico de laranja.
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Diferentemente do ensaio B, a analise de perfil de acidos organicos do
ensaio C, ndo apresentou &cido ascérbico e &cido citrico, devido ao fato de que ao final dos 12
dias de ensaio, o fermentado alcodlico de laranja ja havia sido totalmente substituido pelo
fermentado acético de manipueira. Esse pode ter sido um efeito negativo no desenvolvimento
das bactérias acéticas.

Assim como no ensaio B, as bactérias acéticas isoladas em meio de
Frateur ndo apresentaram bom desempenho na conversdo do etanol para &cido acético. O
ensaio de fermentacdo acética do suco de laranja apresentou o valor de etanol de 2,36 e 2,38%
(B1 e B2) enquanto o ensaio C apresentou praticamente o dobro do valor, 4,40/4,31 (C1/C2).
Com esses resultados pode-se justificar os baixos valores de &cido acético ao final da
fermentacdo acética de manipueira, de 0,41% para as repeticdes do ensaio.

Talvez pela auséncia de vitaminas na composicdo do fermentado
alcoolico de manipueira, nutriente importante para o metabolismo das bactérias acéticas.

Assim como no ensaio B, a presenca do &cido lactico em 0,31%
ocorreu provavelmente pela presenca de bactérias lacticas contaminantes.

O é&cido propandico (0,28%) formado somente na fermentacao acética
da manipueira, provavelmente ocorreu pela presenca de bactérias propanoicas presentes na

manipueira e ausentes no suco de laranja.

4.6.2.3 Ensaio D

O ensaio D foi desenvolvido para avaliar o comportamento das
bactérias acéticas em meio contendo o substrato manipueira, quando estivessem em seu pico
de producéo de &cido acético (inoculo obtido da fermentacao acética do suco de laranja) e este
foi realizado segundo a metodologia descrita no item 3.3.2. As analises de acidez e pH foram

demonstradas na Tabela 15.
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Tabela 15 - Evolucao do pH e da acetificagdo do suco de laranja e da manipueira, ensaio D,

expressa em g acido acético/100 mL.

Apenas fermentado alcodlico de laranja  Introdugdo de ferm. alcodlico de manipueira

Dia 1° 20 3° 40 5 e* T° 8 90 100 11°  12°

Acidez 040 2,73 240 3,00 260 210 1,00 1,20 0,80 0,90 0,90 0,89
pH 443 3,20 3,35 3,21 395 4,05 415 418 420 4,19 422 4,24

Analisando-se a Tabela 15, pode-se notar que a acidez no ensaio D
aumentou consideravelmente no 2° dia de fermentagdo, e se manteve na faixa de 2,5 %
expresso em acido acético até o 6°dia. Ao 7° dia de fermentacdo, a acidez diminuiu e o pH
aumentou, resultado da adi¢do dos 50 mL de fermentado alcodlico de manipueira no 6° dia do
experimento. A partir deste ponto a alimentacdo do ensaio foi realizada com fermentado
alcoolico de manipueira. A acidez seguiu diminuindo, e o pH aumentando até o fim dos 12
dias de ensaio.

Com esses resultados, pode-se notar que mesmo quando se adicionou
fermentado alcodlico de manipueira a0 meio acético de laranja contendo bactérias ativas, a
fermentacéo acética do fermentado alcoolico de manipueira teve seu desempenho prejudicado.
O problema pode ser devido a necessidade de adaptacdo das bactérias acéticas ao substrato de
manipueira fermentada, com auséncia de vitaminas, como 0 &cido nicotinico e o acido
pantoténico, ou a baixa eficiéncia de fermentagdo acética das bactérias selvagens isoladas das
frutas.

Santos Jr. (2004) verificou em seu artigo que as bactérias acéticas
necessitavam de diferentes quantidades de minerais e vitaminas, e inclusive, que a presenca de
alguns minerais afetava negativamente o desenvolvimento de certas bactérias. O autor
encontrou resultados diferentes para Acetobacter sp (selvagem) e Acetobacter aceti CCT2565
de colecédo de cultura. Por exemplo, o autor descobriu que para a linhagem Acetobacter sp, 0
zinco, 0 manganés e boro influenciavam negativamente o desenvolvimento da bactéria e a
diminuicdo desses componentes aumenta a resposta de crescimento celular. Contudo, os
mesmos componentes foram essenciais para 0 bom desenvolvimento da Acetobacter aceti

CCT2565 de colecdo de cultura. Com isso, as bactérias aceticas isoladas das frutas
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fermentadas, podem ser mais exigentes de outros componentes para desempenho, nao
utilizados em nenhum dos ensaios de fermentacao acética.

Neste caso seria importante o preparo de inoculo a partir de
manipueira e ndo de frutas como feito na presente pesquisa.

Além de avaliar o comportamento das bactérias acéticas quando
estivessem em seu pico de producao de acido aceético, o ensaio D diferiu dos ensaios B e C em
dois aspectos: primeiramente a quantidade de substrato para a alimentacdo da fermentacédo
acética, e em segundo o recipiente para a fermentacdo acética, sem os tubos para entrada e
saida das amostras, 0 que contraria a literatura consultada, j& que ndo houve preocupagdo com

o rompimento do véu formado na superficie do fermentado acético pelas bactérias acéticas.

Tabela 16 - Minerais e suas variagdes no produto final do ensaio de fermentado acético de

laranja e manipueira (12 dias) expressos em mg L™ e percentagem.

N P,Os K,O Ca Mg S Na Cu Fe Mn Zn

Fermentado
alcodlicode 1300,00 440,00 1600,00 60,00 80,00 60,00 27,00 2,00 1,00 7,00 3,00
laranja

Fermentado
alcodlicode 30,00 30,00 1300,00 100,00 200,00 30,00 96,00 3,00 1,00 200 1,00
manipueira

Fermentado
acético do 900,00 230,00 1500,00 60,00 80,00 30,00 70,00 3,00 1,00 10,00 5,00
ensaio D

Variagdo em
% () () ) (+) - (+) (+) ()
(laranja) 30,76 47,72 6,25 66,66 0,00 50,00 0,00 50,00 0,00 4285 66,00
(*)

Variagdo em
% (+) (+) (+) ) () () (+) ()
(manipueira) 2900,00 666 1538 40,00 60,00 0,00 27,08 0,00 0,00 80,00 400,00
(*)

(*): Considerando o teor de variagdo dos nutrientes do fermentado alcodlico de laranja para o
fermentado acético D e a variacdo dos nutrientes do fermentado alcodlico de manipueira para o
fermentado acético D. Quando o teor no fermentado alcodlico foi maior, considerou-se a diferenca para
100.
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A Tabela 16 descreve os valores de minerais dos substratos,
fermentado alcodlico de laranja e fermentado alcodlico de manipueira, assim como, 0S
minerais do ensaio D.

Semelhante aos resultados obtidos nos ensaios C, as andlises de
minerais do ensaio D ndo demonstraram valores significativos quanto ao consumo dos
mesmos pelas bactérias acéticas. O aumento dos minerais no ensaio D pode ter ocorrido pela
soma dos minerais encontrados nos fermentados alcodlicos de laranja e manipueira.

Nota-se que no ensaio de fermentacdo acética D, assim como no
ensaio de fermentacdo acética do suco de laranja, houve a diminui¢cdo do nitrogénio em
relacdo ao fermentado alcodlico de laranja em 30,76%. Em ambos os ensaios de fermentacdo
acetica, ensaio B (de laranja) e ensaio D (laranja e manipueira) o nitrogénio inicial esteve
presente em maior quantidade do que o mesmo presente no ensaio C (de manipueira). Talvez
seja esse um dos motivos pelo qual a fermentacdo acética da laranja tenha sido melhor que a
fermentacdo acética da manipueira.

Além do valor de nitrogénio, diminuiram também os valores de
fosforo em 47,72%, potéssio em 6,25%, calcio em 40%, magnésio (60%) enxofre (50%) sddio
(27,08% e zinco (400% e 66%) isso se for considerado o conjunto dos minerais encontrados
nos fermentados alcodlico e acético.

A anélise de umidade (ou substancias volateis a 105°C) foi em média
de triplicata e apresentou o valor de 97,22% para o ensaio D.

A andlise de cianeto livre do ensaio D foi 0,00228 mg L™ e mostrou-se
semelhante a analise de cianeto livre no ensaio anterior (ensaio C), ja que o fermentado
alcoolico de manipueira foi o0 mesmo utilizado nos dois ensaios. Os baixos teores de cianeto

livre confirmaram que o cianeto fixo também néo foi liberado no ensaioD.

Tabela 17 - Resultados do perfil de acidos organicos obtidos no final da fermentacdo acética

da laranja e da manipueira, (12 dias), ensaio D, expressos em % (m/m).

Acido Acido Acido Acido Acido
Amostra Etanol .- I L . L
acético citrico ascorbico  propanogico  lactico
Fermentado
acético do 3,52 1,56 0,01 0,01 0,48 0,15

ensaio D
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No ensaio D (em 3,52%) assim como nos ensaios B e C, o etanol
continuou presente, confirmando a baixa conversao de etanol para &cido acético.

Os baixos valores de acido citrico e acido ascorbico, ambos acidos
presentes na laranja, juntamente com os baixos valores de acidez, podem significar que
durante os 12 dias de fermentacdo acética, o fermentado acético de laranja foi substituido
praticamente por completo. O que restou foi o fermentado acético de manipueira que, por
algum motivo, inibiu a atividade de conversdo das bactérias acéticas de etanol para &cido
acetico.

O 4cido acético produzido no ensaio D de 1,56% foi provavelmente
originado da conversdo do fermentado alcodlico de laranja e a presenca do &cido lactico
(0,15%) ocorreu provavelmente pela presenca de bactérias contaminantes. O &cido lactico
esteve presente em todos 0s ensaios de fermentacdo acética do segundo conjunto de ensaios.

O éacido propandico foi de 0,48% e também esteve presente na analise
de perfil dos acidos orgénicos do ensaio C (fermentacdo acética da manipueira) e com isso
pode-se observar que a formacdo desse acido ocorreu por bactérias propandicas presentes na

manipueira.



70

5. CONCLUSAO

O meio de Frateur acrescido de 1,0 mL de nistatina, por placa de
Petri, na concentracdo de 10° UI, foi eficiente para o crescimento das bactérias acéticas e a

inibicdo do crescimento de leveduras a 25°C.

A alimentagdo diaria do fermentado acético de manipueira com
fermentado alcodlico de manipueira ndo foi adequada para a elaboracdo de vinagre de
manipueira. O uso de fermentado alcoolico de suco de laranja como iniciador do in6culo
melhorou o processo mas ndo foi suficiente para manter a producdo de vinagre, que
estabilizou em teores muito baixos. Porém o0 mesmo aconteceu com a acetificagdo do caldo de
laranja levando a hipdtese de que as bactérias acéticas selecionadas ndo tiveram bom
desempenho. Quando o volume de alimentacdo foi reduzido de 100 para 50mL a fermentagédo
acetica foi mais eficaz. J& o rompimento do véu de bactérias acéticas formado na superficie do
ensaio ndo se apresentou como fator limitante para a producéo de &cido acético. A producéo
de &cido acético mesmo que baixa comprovou a capacidade de converséo de alcool para &cido
acetico das bactérias isoladas neste estudo, permitindo alcancar o objetivo proposto para a

pesquisa.
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