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RESUMO

A literatura cientifica & bastante limitada no que diz respeito ao processo rapido de
fabricacdo de vinagre (gerador de vinagre). Espera-se que os dados obtidos contribuam
nao apenas para o desenvolvimento da tecnologia como também na ampliacéo do uso
de vinagre no Brasil através do barateamento e diversificagdo dos tipos (como vinagre
de diferentes tipos de frutas tropicais) para melhor atender os requisitos do consumidor.
Este trabalho teve como objetivo: 1-desenvolver um gerador piloto, 2- analisar o
desempenho deste gerador com algumas matérias primas: a-) solugdo alcdolica
enriquecida com minerais (meio artificial para comparagdo) b-) vinhos obtidos pela
fermentacgao alcoolica de caju e laranja. Utilizou-se para a construgéo cilindros de vidro
que sdo sustentados por discos de nylon (os geradores sdo trés, independentes entre
si). Também foram utilizadas bombas pulsadoras com capacidade média de 1 a 6
litros/hora. Foram utilizadas para analise mosto contendo concentragdes alcoolicas de
10% (viv); 12% (v/iv) e 14% (v/v) e volume adicionado de 1, 2 e 3 litros. Os geradores
foram testados com solugdes alcdolicas diluidas acrescidas de nutrientes. Com adigao
de 2 litros de mosto contendo 10% (v/v) de etanol a cada troca, obtivemos produtividade
aparente 0,29 g/L/hora, e rendimento de 0,92 g/g .Com adigdo de 2 litros de mosto
contendo 12% (v/v) de etanol a cada troca, tivemos a produtividade aparente de
0,16g/L/h e rendimento de 0,77 g/g, com 2 litros de mosto contendo 14% (v/v) de etanol,
os resultados foram respectivamente produtividade aparente 0,05 g/L/h e rendimento de
0,58 g/g. Fixando o teor alcoolico de mosto a 10% (v/v)e variando a quantidade do
volume de 3 litros € 1 litro, obtivemos respectivamente os seguintes dados:
produtividade 0,14 g/L/h e rendimento 0,88 g/g; produtividade 0,01g/L/h e rendimento
0,88 g/g. para 1 litro. Isso mostra que o desempenho do gerador foi melhor quando se
opera com mosto de 10% (v/v) de &lcool, do que, com 12% (v/v) ou 14% (v/v) e a
substituicdo de 2 litros no reservatorio (2/5 do volume). Nos teste com vinhos de frutas
(caju e laranja) sem adi¢@o de nutrientes, a produtividade aparente e rendimente do
gerador operando com vinho de caju foram: 0,12 g/L/h e 0,72 g/g respectivamente, e
com vinho de laranja 0,11 g/L/h e rendimento: 0,51 g/g. Este gerador & mais apropriado
para condicées encontradas em muitas cidades brasileiras principalmente as situadas
fora de grandes centros industriais incentivando a criagdo de microempresas nc setor,
por requerer menos atengcdo quanto ac seu controle e manutengdo, permitindo

interrupgdes por alguns dias sem danos as bactérias acetificadoras e ao processo.
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Actual data about rapid process for vinegar production (vinegar generator) is
limited. It is expected the obtained results to contribute both to technological
development and ampliation of vinegar use in Brazil, by the production of cheap
and diverse types (tropical, fruits vinegar, e.g.) in order to satisfy consumers. This
paper had the following objectives: 1. to develop a vinegar generator 2. to analyse
this generator performance with some raw materials: a) alcoholic solution added
with minerals artificial medium for comparation b) wine obtained by alcoholic
fermentation of orange and cashew nut. For the generator construction it was
utilized glass cylinder sustained by nylon discs (there are three independent
generators). It was utilised puslsating pumps with capacity on average from 1 to 6
I/h. It was utilized for analises must with alcoholic concentration of 10% (v/iv) 12%
(viviand 14% (v/v) and added volume of 1,2 and 3 |. The generators were tested
with alcoholic solutions added with nutrients. For 2 | of must with 10% of ethanol at
each exchange, it was obtained apparent productivity of 0,29 g/l/h and apparent
income of 0,92 g/g. With add of 2 | of must with 12% of ethanol at each exchange,
the apparent productivity was 0,16 g/lI/h and income of 0,77 g/g. With 2 L of must
with 14% of ethanol, the results were, respectively, apparent productivity 0,05 g/L/h
and income of 0,58 g/g. Fixing alcoholic tenor of must at 10% and varying the
guantity of volume of 3 L and 1 L, it was obtained, respectively: productivity 0,14
g/L/h and income 0,88 g/g; procuctivity 0,01 g/L/h and income 0,88 g/g for 1L.
These results show that generator performance was better with must of 10% of
alcohol, than 12% or 14% and substitution of 2 L in reservatory (2/5 of volume). In
tests with fruits wine (cashew nut and orange) without nutrients addition, the
apparent productivity and generator income with cashew nut wine were,
respectively, 0,12 g/L/h and 0,72 g/g, and , with orange wine, 0,11 g/L/h and
income 0,51 g/g. This generator is appropriated for many brazilian cities, mainly
that out fo big industrial centers, what is an incentive for the creation of small firms,
because it asks for less attention to control and maintenance and permitt

interruptions for some days without damage to the process.



CAPITULO 1- INTRODUGAO

O vinagre é um produto utilizado em grande parte do mundo. Curiosamente,
nem mesmo 0s mais abrangentes compéndios identificaram com precisao a sua
origem. Varios autores, entretanto, sdo unanimes em citar que obras classicas da
Antigliidade ja faziam mengbes ao produto, como s@o os casos do Antigo e do
Novo testamento (AQUARONE & ZANCANARO 1990).

O vinagre é definido como sendo um produto obtido pela oxidagdo de
solugbes alcodlicas diluidas. Pode ter varias finalidades tais como, uso medicinal
onde na Antiglidade serviu como anti-séptico, também utilizado como agente
desinfetante, e aplicado como solvente e cosméticos, além do uso alimenticio.

Sao conhecidos trés processos para a produgao de vinagre: o método
Orleans, o submerso e o método rapido.

O método Orleans é um método pouco adaptado a aplicagbes comerciais
devido a baixa rentabilidade e lentiddo; é, entretanto, indicado para produgéo
caseira de vinagre fino (SPINOSA, 1996).

O método submerso, embora rapido, eficiente, e com rendimento e
produtividade alta, tem seus inconvenientes por causa do seu elevado custo de
instalagdo, além da necessidade de fonte de energia constante e mao de obra
qualificada para sua manutengao (SPINOSA 1996).



CAPITULO 1 - INTRODUCAO 2

O metodo rapido por gerador, mesmo com alguma deficiéncia no que diz
respeito ao rendimento e produtividade, tem a grande vantagem de apresentar
custo de instalagao reduzido e nao requerer mao de obra especializada podendo
operar com grandes ou pequenas quantidades. E adequado para ser utilizado em
regibes com poucos recursos técnicos, e infra-estrutura industrial incompleta.
Acreditamos que o método seja mais apropriado para as condi¢bes encontradas
em muitas cidades brasileiras, principalmente aquelas situadas fora dos grandes

centros industriais.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Historico

Alguns pesquisadores afirmam que o vinagre tenha surgido ha pelo menos
10.000 anos, época em que houve o aparecimento do vinho. Tem-se registrado
que durante a migracao de judeus da Palestina para Babilénia, houve uma perda
de grande quantidade de vinho e cerveja por causa da acetificagdao. Ha também
registros sobre a importancia do vinagre na civilizagao antiga, sendo a Babil6nia
uma das mais antigas, datada de 5.000 anos A.C. (CONNER E ALLGEIER, 1976).

Os povos da Babildnia, nessa época, ja usavam vinagre como condimento
e como agente conservador de alimento. O vinagre era produzido do suco e vinho
de tamareira, de uva e de cerveja. Outro tipo de vinagre era obtido do “mel de
tamara’, extraido da fruta parcialmente desidratada ao sol. A sua fermentacao
resultava no vinho com teor mais elevado de alcool e, por conseguinte, um vinagre
com teor mais elevado de acido que o do suco da tamareira Um terceiro tipo de
vinagre era preparado adicionando agua ao residuo de preparacéo do vinho de
tamara, resultando um caldo diluido da fruta, que se transformava rapidamente em
vinagre. O vinagre era também produzido a partir da cerveja preparada de cevada,
ou mistura de cevada e Tamara. A cerveja, a partir da cevada, era reservada para
festividades, e usada para o consumo diario. (CONNER E ALLGEIER, 1976).

As carnes, peixes, frutas e hortalicas eram conservadas em vinagre,
geralmente com adigdo de condimentos e pimenta. As hortalicas e frutas eram.
Portanto, o vinagre era muito importante na Babildonia permitindo a conservagao de



Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA 4

alimentos frescos para serem consumidos na época de pouca fartura. (CONNER
E ALLGEIER, 1976).

A cidra que corresponde a cidra fermentada era o vinho ou a bebida
“Shekkar” dos fenicios e era conhecido pelos arianos do norte da Europa antes
dos registros historicos. A acetificacdo da cidra de mag¢a para obtencdo de
vinagre € uma técnica muito antiga. No periodo biblico, o vinagre era preparado
do vinho de uva ou cidra. (CONNER E ALLGEIER, 1976).

No tempo medieval, ha muitos livros de culinaria onde o vinagre é citado
como um dos ingredientes, como nos de Paltina em 1475 e Digbie em 1669. O
vinagre preparado em Modena, na Italia, era famoso desde a era da Renascenca
e era preparado pelo método de Orleans. Como usuarios desse vinagre incluem-
se os compositores Rossini € Winston Churchill (CONNER E ALLGEIER 1976).

2.2 Vinagre

Varias frutas originam o vinagre tais como a laranja, limao, maga, péra,
figo, ameixa, caqui, abacaxi, péssego, banana, amora, melancia, mexerica,
jabuticaba, caju, morango e uva. Podem também sofrer fermentacao acética para
a producgao de vinagre algumas matérias - primas ricas em amido, como batata,
batata-doce e mandioca, que produzem os chamados vinagres de tubérculos
amilaceos. Ha também vinagres obtidos de materiais acucarados, como mel,
melaco, xarope de agucar, glicose, de efluentes da fabricagéo de leveduras e de
aguardentes em geral. Tem-se ainda o vinagre obtido a partir de cereais como
cevada (existe vinagre de cerveja), centeio, trigo, milho e arroz (MORETTO, 1988,
ADAMS, 1985).

A matéria prima utilizada para fabricagéo do vinagre € variavel em fungao
da disponibilidade de cada pais. Assim, na ltalia, Espanha, Franca e Grécia,
paises de grande tradigdo vinicola, o vinagre é feito, sobretudo de vinho. No
Brasil, os vinagres sdo elaborados principalmente a partir do alcool de cana-de-

acucar e do vinho. Na China e no Japao, o vinagre & produzido a partir do arroz,
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enquanto nos Estados Unidos e Inglaterra, a partir da sidra e malte. Na Alemanha
€ mais utilizado o vinagre de alcool. Além dessas matérias — primas, foram
também experimentados os sucos fermentados de abacaxi, de manga, de banana
e de caqui (ZANCANARO, 1988; SPINOSA, 1996; ADAMS, 1985).

O alcool de cana, utilizado por razdes econémicas pela grande maioria dos
fabricantes brasileiros, &€ considerado uma das piores composi¢des conhecidas.
Muitos vinagres rotulados como provenientes do vinho, na verdade, originam-se
de alcool ou de agucar. Durante a produgdo, e apenas neste momento, eles
recebem pequenas porcentagens de melado de cana fermentado ou de vinagre
de vinho, adquirindo entao caracteristicas que aproximam do vinagre produzido
com vinho de uvas (SPINOSA, 1996).

2.2.1 Producao de vinagre

Vinagre € uma solugdo diluida de acido acético, elaborada em duas
etapas; a fermentagao alcodlica, quando o agucar € convertido em etanol e a
acetificacao, transformando o alcool em acido acético (Figura 01).

Mosto com concentracdo de 10% p/v ou mais de agucar e pH acido
favorece a produgdo de etanol. A fermentagdo alcodlica € um processo
anaerobico, conduzido por leveduras presentes na matéria-prima ou adicionadas
na forma de culturas puras. A seguir, no processo denominada acetificacdo, em
condigdes aerodbias, ocorre a oxidagdo do alcool, obtendo-se acido acético pela
acéo das bactérias acéticas (ADAMS,1985).

Qualquer substrato que contenha carboidratos fermentesciveis (ou amido)
e certos nutrientes (vitaminas do complexo B, minerais) € passivel de fornecer
vinagre mediante fermentacdo alcodlica e acética. O substrato deve apresentar
niveis suficientes de elementos fermentesciveis para que o vinagre produzido
tenha um teor de acido acético de acordo com padrdes exigidos por lei.
(ADAMS,1985; SPINOSA, 1996).
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Matéria-prima

(FRUTA) cereal, raiz
(amido)
( CeH1005)NH0 ——» X CeH1206 + ¥y C12H22044
enzima
amido (acido) glicose
maltose
v Mm  162n + 18 180 342

DISSACARIDEOS E MONOSSACARIDEOS FERMENTESCIVEIS
Fermentacéo alcodlica

levedura
CeH120g —» 2C,HsOH + 2CO,
Anaerobiose
glicose ou frutose  alcool etilico diéxido de carbono
v 180 46 44
ALCOOL ETILICO ACETIFICAGAO
Bactéria acética
l C;HsOH + O> — 3 CH3 COzH +H,O
alcool etilico  ar 4cido acético
ACIDO ACETICO MM* 46 60

*Massa molecular Conversdo estequiométrica: 1g de glicose 0,51g de alcool etilico 0,67g de
acido acético
Figura 01: Esquema de produgéao do vinagre (ADAMS, 1985).

O vinagre na legislacdo Brasileira € definido de acordo com a matéria
prima utilizada para a sua fabricagcdo. O vinagre de alcool é definido como um
produto proveniente da fermentacao acética de uma mistura constituida de alcool
etilico, convenientemente diluido e adicionado de elementos nutritivos para os
fermentos acéticos. A designacao deste produto é “vinagre de alcool”. O vinagre
de alcool deve ser preparado de alcool etilico retificado, limpo, isento de matéria
terrosa e de detritos animais e vegetais. O vinagre de alcool ndo devera conter
substancias estranhas a sua composi¢cao normal, exceto as previstas na norma da
legislagao. E tolerada adigdo de sais nutritivos e aglcares para nutricdo dos
microrganismos acidificantes. No vinagre de alcool nao é permitido o uso de
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conservadores e como corantes é tolerada a adi¢cdo de caramelo. Nao é permitido
conter acidos organicos estranhos e nem acidos minerais livres. As
caracteristicas microbiolégicas também sao dadas nesta legislacdo e deverao ser
efetuadas determinagdes de microrganismos e / ou de substancias toxicas de
origem microbiana, sempre que se tornar necessaria a obtengao de dados sobre
o estado higiénico sanitario dessa classe de alimento, ou quando ocorrerem toxi-
infeccao alimentares. Existe outra definicdo nesta mesma legislagao que define
da seguinte forma o vinagre: “Os vinagres poderao ser oriundos da fermentacao
acética de outros liquidos alcoodlicos e o produto sera designado como vinagre ou
vinagre de vinho. Quando proveniente da fermentagédo acética de outros liquidos
alcodlicos, o produto sera designado” vinagre “seguindo do nome do vegetal de
‘. As caracteristicas
microbiolégicas desta é similar a anterior (SAO PAULO, 1978)".

O vinagre é consumido em quase toda parte do mundo. O consumo per

origem. Ex:” vinagre de laranja, vinagre de cidra

capita nos paises industrializados € superior a 2 litros de vinagre com 5% de
acidez por ano (ADAMS, 1985). Na Europa esse valor pode chegar a 4 litros/ano.
Acredita-se que no Brasil o consumo seja menos de 1 litro (SPINOSA, 1996). Este
produto & usado principalmente no tempero de saladas, molhos e curtimentos de
legumes e hortalicas. Outra aplicacédo utilizavel é como agente desinfetante de
uso doméstico, o que & possivel e interessante desde que o seu custo seja
comparavel com outros compostos usados para o mesmo fim. Nesse aspecto o
vinagre tem vantagem de ser um produto nédo prejudicial a saude do consumidor
nas concentracées normais de uso (SPINOSA 1996).

Atualmente a produgdo do vinagre no Brasil esta concentrada em poucas
empresas que utilizam unidades fabris de médio a grande porte. Devido ao seu
baixo valor comercial, o custo de embalagem, transporte e distribuicdo constituem
um componente importante no preco final. Unidades menores distribuidas mais
amplamente nas diversas partes do territério poderao contribuir para atenuar esse
custo (SPINOSA, 1996).
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2.3 Acetificagao

A fermentacao acética apresenta carater oxidativo, onde solugdes diluidas
de etanol sdo oxidadas a acido e agua utilizando-se o oxigénio do ar (MAEDA,
1997).

Esta reacdo ocorre em duas etapas. No primeiro passo, o etanol é
transformado em acetaldeido ao nivel da membrana citoplasmatica através da
enzima alcool-desidrogenase, ligada ao NAD (nicotinamida adenina
dinucleotideo) ou ao NADP que agem como aceptores intermediarios de
hidrogénio, formados durante o processo de respiracdo, o que torna
indispensavel a viabilidade celular para que ocorra o processo fermentativo. O
acetaldeido formado €&, entao, hidratado e sofre uma nova oxidacgao, pela acao da
enzima acetaldeido-desidrogenase ligada ao NADP, que leva a formag¢ao do

acido acético. Este mecanismo pode ser visualizado no esquema apresentado na

_Figura 02 (CRUEGER & CRUEGER, 1984).

2*3 ATP + H,O

—

NAD(P) NAD(P)Hz NAD! NADPH,
N —
H.O
CHsCHOHj, CH;COH —» CH3CH(OH)2 —®  CH,COOH
Etanol acetaldeido Hidrato de Acido

Acetaldeido Acético

Figura 02: Mecanismo de formacgao de acido aceético.

Assim, durante a fermentacdo acética, uma outra fonte de carbono e
energia, além do etanol, € também oxidada. Esta fonte &, normalmente, a glicose,
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e os produtos desta oxidacdo sdao ATP, didxido de carbono e agua (EBNER &
FOLLMANN 1983).

EBNER & FOLLMANN, 1983, observaram, também, que a oxidagao do
etanol a acido acético nao € inteiramente dependente da multiplicagao celular e
que, mesmo depois de cessado o crescimento microbiano, apds se alcancgar
elevadas concentragées de acido acético no meio fermentativo, as células sao
capazes de promover esta oxidagao por um certo periodo de tempo, ao final do
qual ocorre a morte acelerada dos microrganismos € o término do processo
oxidativo.

Estequiometricamente tem-se que 1 litro de etanol; produz 1,036 Kg de
acido acético e 0, 313 Kg de agua. Durante o processo fermentativo, ocorre um
aumento de volume de 1 a 3% da concentracdo de etanol utilizado. Isto significa
que aproximadamente 1% v/v de etanol produz 1% p/v de acido acético. Esta
relacdo é tomada como base para céalculos de rendimento e para a previséo da
acidez do produto. Considerando-se a perda por evaporagao e por sobreoxidagao
como nula, tem-se que a soma da concentragao do etanol (% v/v) e do acido
acético (%p/v) é igual & concentragdo global ou GK, do aleméo “Gesammte
Konzentrations” A GK é constante durante todo o processo de acetificacéo
(ADAMS, 1985).

2.4 Microorganismos:

A formacao de acido acético a partir do etanol é efetivada por bactérias do
acido acético (Acetobacter); detectada pela primeira vez por Pausteur.
HENNEBERG citado por ASAI, (1968) classificou, do seguinte modo, varias

espécies de Acefobacter quanto a produgéo de acido acético:
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Tabela 01: Classificagdo das bactérias e produgdo de acido acético
segundo ASAI, 1968.

Bactérias produtoras de acido acético % de acido produzida

A.oxydans 2,0%

A. acetigenus 2,7%
A. xylinum 4,5%
A.pasteurianus 6,2%
A. aceti 6,6%

A. kuentzingianus 6,6%
A. ascendens 9,0%
A. schutzenbavhii 10,9%

Bioguimicamente, as linhagens de Acefobacter realizam processos
catabdlicos por aerobiose e anaerobiose e também a sintese de polissacarideos.
E de interesse industrial o catabolismo oxidante aerébico de alcoois e agucares,
usado na fabricacdo de acido acético ou de vinagre. Apesar da facilidade de
obtengdo por via microbiana, uma grande quantidade, de acido acético € obtida
por via quimica. No entanto a via fermentativa € a unica forma usada na
fabricagao do vinagre (BARUFFALDI, 1975).

Dois tipos de bactérias sdo responsaveis pela producédo do acido acetico,
as bactérias superoxidativas, como exemplo, o Acetobacter e suboxidativas e o
Gluconobacter. A primeira se destingue pela oxidagéo do etanol em acido acético
e subsequente transformar este em CO2 e H20. A Gluconobacter apenas realiza
a oxidacao do etanol a acido acético (RODRIGUEZ MASSAGUER, 1997).
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A fermentacdo industrial de maior importancia conduzida pelas bactérias
acéticas superoxidativas, de maior importancia, € a produgéao de vinagre. O tipo
de flora atuante & obtido pela seleg¢do natural, sem estar sob o controle do
homem. A falta de interesse em um maior controle microbiolégico da fermentacao
e devido ao alto teor de acido e alcool do substrato, o que evita o crescimento de
outros microrganismos que nao os do género Acetobacter (CANHOS, 1975).

As culturas puras de bactéria do acido acético nao sdo usadas na pratica
para a producado de vinagre, pois tém mostrado serem menos eficientes do que
culturas mistas. Os processos industriais também seguem esse procedimento. As
préprias condi¢cbes do meio, tais como pH baixo, presenga de etanol, aeragédo e
temperatura, selecionam naturalmente as espécies mais adaptadas
(ZANCANARO, 1988; SPINOSA, 1996).

As principais caracteristicas das Acefobacter sao: formato de bastonetes
na juventude; gram-negativas; mobilidade; aerdbias; e ocorréncia isoladas, aos
pares ou em cadeias. (AQUARONE & ZANCANARO, 1990). Nas culturas velhas a
reacao de gram torna-se variavel. Sao encontradas em frutas e vegetais e estao
envolvidas na acetificacdo bacteriana de sucos de frutas, bebidas alcodlicas,
cerveja, vinho, produgdo de vinagre e fermentagdo de sementes de cacau. A
espécie representativa do género é a Acefobacter acefi (RODRIGUEZ
MASSAGUER, 1997).

Na nona edicdo do “Bergey’s Manual” BREED et al. (1994) classificam o
género Acetobacter separadamente. O género era formado por trés especies:
A.aceti subdividido em quatro subespécies: aceli orleanensis, xylinum e
liquefaciens; A.pasteurianus subdividido em cinco subespécies: pasteurianus,
lovaniensis, estunensis, ascendens e paradoxus; e a espécie A.peroxydans.

As Acetobacter fermentam acgucares, formando o acido como fonte de
carbono, produzindo gas carbénico e agua. Aqueles que oxidam acido acético
estao subdivididos em dois grupos: microrganismos com capacidade de utilizar
sais de amoénio como fonte Unica de nitrogénio e um outro grupo, sem essa

capacidade. A. Acetobacter aceti € capaz de utilizar os sais de aménio. Ja a
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Acetobacter xylinum, Acefobacter rancens, Acetobacter pasteurianus e
Acefobacter kuentzingianus nao tem tal caracteristica. Acetobacter xylinum forma,
sobre a superficie do meio, uma capa de celulose em forma de zoogleia. Sao
conhecidas mais de dez espécies diferentes sendo, uma delas, flagelada
(BARUFFALDI, 1975).

A fermentacao acética pode ser definida como um processo aerébico de
oxidacado bioldgica (favoravel termodinamicamente), durante o qual um substrato
com uma concentracdo de etanol de 50 a 100 g/L € parcialmente oxidado pela
acao da bactéria do acido acetico, para produzir acido acético e agua. Essa
oxidagdo acontece de acordo com a equagdo basica (SUAREZ - LEP 1990)

mostrada abaixo:

C2HsOH + 02— CH3sCOOH + H20
(AG® = -494.5 kJ mol -1)

O resultado € uma solugdo com um alto teor de acido acético e uma
pequena quantidade de etanol residual ndo convertido, junto com um bom numero
de produtos secundarios. A maioria das variaveis que influenciam no metabolismo
da bactéria do acido acético é concentragdo de etanol e acido acético (DE LEY
AND GILLIS 1984 citado por ORY et al., 1998), concentracao de oxigénio
dissolvido e concentracao de SO, densidade da populagéo (PARK et al., 1989) e
temperatura de cultivo (ORY et al., 1998).

Em termos de pH, a bactéria acética pode mostrar crescimento étimo em
pH entre 5 e 6,5, embora mostre grande capacidade de sobreviver em pH entre 3
e 4 (ROMERO et al., 1994).

Alguns dos fatores mais frequentemente estudados neste metabolismo séao
os efeitos das concentragdes do substrato do produto. Embora a habilidade para
metabolizar etanol a acido acético seja uma caracteristica distintiva da bactéria do
acido acético, ambos tem influéncias complexas em seu crescimento (ORY et al.,
1998).
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2.5 Efeito da temperatura no metabolismo das bactérias responsaveis

pela producgao de acido acético:

Alguns autores (LAFON-LAFOURCADE et al. 1981 citado por ORY et al.,
1998) colocam a temperatura 6tima entre 30 e 35 °C, embora uma grande
capacidade de adaptagdo a condigbes mais severas tenha sido relatada. Nao
existem referéncias especificas a nenhuma temperatura minima para viabilidade,
mas é considerado que um crescimento abaixo de 10°C dificiimente seja possivel.
Similarmente, ndo existem dados confiaveis sobre a temperatura maxima, mas
supde-se que seja por volta de 35°C (ORY et al., 1998).

ASAIl, (1968), mostra em seus estudos que a temperatura 6tima para a
producao do acido acético esta na faixa de 20 a 30°C, e o tempo de fermentacéao
& extremamente aumentado se a temperatura estiver abaixo de 10° C ou acima de
46°C.

Em 1998 foi feito um estudo por ORY ef al., (1998) sobre o efeito da
temperatura na taxa especifica de crescimento do microrganismo (M). Foi
desenvolvido um modelo matematico deste processo com o propésito de
desenvolver uma relagdo matematica entre M de A. aceti e a concentragao de
substrato (etanol), produto (acido acético) e oxigénio dissolvido. Muitas tentativas
tém sido realizadas no sentido de se procurar interpretar resultados experimentais
com auxilio de modelos matematicos, visando colaborar na elucidacéo de
mecanismos envolvidos no processo que possibilitem o adequado controle do

sistema e sua otimizagao.

2.6 Métodos de producdo de vinagre:

2.6.1 Processo Lento, Orleans ou Francés:

E o processo mais antigo, observado a partir do avinagramento do vinho

colocado em barricas semicheias.
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Ao longo da histéria, foram introduzidos algumas modificacées com o
objetivo de acetificar mais rapidamente e em maior quantidade. Neste método foi
observado que com o deitamento das barricas, € a menor quantidade de vinho ou
sidra nos recipientes, melhorava o rendimento gragas a relagao area volume.
Orificios foram feitos nos recipientes, protegido de insetos, aumentando a
circulagao de ar. Tabuas foram utilizadas na superficie do mosto e,
posteriormente, um quadriculado com ripas de madeira apropriada, com a
finalidade de sustentar as bactérias oxidativas, juntamente com o polimero «-
celulose que elas préprias produzem a partir de residuos de agucar contido no
vinho. Este polimero tecnicamente denominado de zoogleia € chamado de "mae
do vinagre", deve estar posicionado na superficie do meio em acetificacao, pois,
em caso de afundamento, atrasa o processo por dificultar o contato do oxigénio
com o microorganismo e também a retirada do produto. Uma torneira ou sifao foi
colocado abaixo da zoogleia, tornando possivel retirar o vinagre e adicionar o
mosto, sem perturbar a pelicula bacteriana. Retirada de vinagre e adigao de vinho
devem ser realizadas em quantidades e periodos de tempo perfeitamente
adequados a fim de que o processo se torne semicontinuo. (AQUARONE &
ZANCANARO, 1990, ZANCANARO, 1988, MORETTO, 1988).

O envelhecimento permite as lentas reagdes quimicas, transformando
residuos de acetaldeido, etanol, acido acético e outros em ésteres e hemiacetais,
de sabores e odores mais agradaveis. A acidez é mascarada em func¢éo do efeito
tampao das proteinas, aminoacidos, e sais minerais (AQUARONE &
ZANCANARO, 1990).

2.6.2 Processo rapido ou alemao:

Também chamado de Schuetzenbach ou Boerhave, este método surgiu na
Alemanha, no inicio do século XIX (MORETTO, 1988, SPINOSA, 1996). O método
consiste em uma série de barris empilhados, cada um dos dois com fundo duplo

perfurado e cheio de cavaco de madeira, onde sé@o colocadas as bactérias
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acéticas. As bases dos tonéis sao perfuradas por debaixo dos dois fundos,
permitindo que o ar entre e se difunda através dos cavacos. Pela parte superior
do barril alimenta-se lentamente com a solugdo de alcool. Este produto vai
percolando através do cavaco e ao chegar na parte inferior do barril, escoa pelos
orificios e cai no barril seguinte. Em cada passo ha o aumento do teor de acido de
1a2% .

O processo rapido é bastante utilizado atualmente. Foi idealizado por
Boerhave, ao descobrir que a transformagao do vinho de magad em vinagre era
bastante rapida, quando deixava passar o vinho, através de um recipiente cheio
de bagagos de maga. Algumas modificagoes foram introduzidas posteriormente,
atualmente usam-se recipientes geradores, empacotados com material de
enchimento dos mais diversos (BORZANI et al., 1975).

O sistema de produgédo por meio de geradores € talvez o mais comum, em
se falando do processo rapido. O gerador, sob a forma de um tanque cilindrico,
apresenta trés partes: a secao superior; a secdo maior (mediana), que é
preenchida com aparas de madeira, sabugos de milho ou outro material propicio a
formacao de grande area de exposicao; e se¢ao inferior (MORETTO, 1988).

O liquido a ser acetificado & colocado na parte superior, por meio de um
alimentador ou por dispositivo borrifador. A seguir, este passa a secgéo mediana,
por meio de gotejamento, onde ocorrera a oxidagao do alcool a acido acetico,
promovido por bactérias acéticas, desenvolvido no material de suporte. Dessa
sec¢ao, mais uma vez por gotejamento, o liquido passa a parte inferior, ja como
vinagre, onde é coletado (MORETTO, 1988).

Por meio de orificios que se encontram no fundo falso da se¢ao mediana o
ar entra no gerador. Uma vez que o processo de oxidacdo libera calor em
quantidade consideravel, ha necessidade de controle de temperatura, para que
ela nao supere o limite de 30°C. Isso é conseguido por meio de serpentinas

resfriadoras, pelo ajustamento do fluxo de ar e da entrada do liquido acetificado, e

1Citagao referente a documento eletronico. Disponivel na Internet: http:/ourworld.compuserve.com
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por resfriamento da matéria-prima antes da sua introducdo no gerador. Qutra
possibilidade € a refrigeracao do liquido parcialmente acetificado, que retorna do
fundo para o topo do gerador, para acetificagao complementar (SPINOSA 1996).

Antes de entrar em atividade, um novo gerador deve receber vinagre, com
bactérias acetificantes, em sua parte mediana. Estas serdo responsaveis pela
intfroducao dos microrganismos desejaveis no material de suporte. As bactérias
acetificantes podem ainda circular através do gerador. Alguns produtores
acetificam todo o liquido alcodlico com vinagre antes de introduzi-lo no gerador.
Podem ainda deixar certa quantidade do vinagre ja localizado na parte inferior do
gerador, acetificando o novo lote de matéria-prima por meio de sistema de
recirculagdo (MORETTO, 1988).

Utilizando em escala industrial, o processo alemado é desenvolvido em
dornas de até 100.000 litros. Desse volume, circula-se pelo gerador 10% de
liquido a ser acetificado. Tal processo leva em geral 10 dias para que se possa
retirar 10% do volume colocado inicialmente para avinagramento. Em outras
palavras, em 10 dias €& possivel retirar em vinagre 1% do volume total do
recipiente utilizado para o processo (ZANCANARO, 1988).

O processo alemao tem incovenientes. Pode ocorrer a infestagées por
insetos e moscas, como a Drosophyla melanogaster, ou por nematéides como a
Anguilulla aceti. Isso acaba forcando a desativagao total do recipiente, obrigando
o produtor a esterilizar todo o meio de enchimento por vapor ou assepsia com
etanol. E também frequente o entupimento total dos locais de passagem do mosto
e do ar, em virtude do crescimento incontrolavel de bactérias acéticas
indesejaveis (Acetobacter xilynum), produzindo excessiva quantidade de zoogléia
sobre a superficie do material. Por esse motivo, normalmente ha necessidade de
substituicao anual de todo o material de suporte. O processo depende ainda de
bombas acido-resistentes, de cuidados para se evitar ressecamento da madeira,
entre outros (ZANCANARO, 1988).
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2.6.3 Processo submerso:

As pesquisas sobre a produgao de vinagre por meio de cultura submersa
iniciaram-se por volta de 1950. O aumento da produgdo de acido em relagéo ao
tempo da-se em fungao exponencial. O substrato alcodlico, por esse processo,
pode ser fermentado trinta vezes mais rapidamente que pelo processo alemao.
Nesse processo, o ar deve ser controlado cuidadosamente, pois um decréscimo
da pressao parcial de oxigénio, ao redor de 4,5, altera o metabolismo bacteriano
(SPINOSA 1996).

Por este processo, bactérias acéticas encontram-se submersas no liquido a
fermentar, multiplicando-se e retirando energia da reagao de oxidagao do alcool
etilico a acido acético. Para catalisar esta reacdo que lhes fornece energia, as
bactérias acéticas necessitam da administra¢ao continua e adequada de oxigénio
em todos os pontos do tanque. Interrupgdo de minutos no fornecimento de
oxigénio, sobretudo nas fases finais de fermentacdo, afetam quase que
definitivamente o rendimento (FRINGS, 1996).

Sugere-se na literatura que a concentracdo de oxigénio dissolvido tem
efeito significante na taxa de produgao de acido acético (PARK et al., 1989, ORY
et al., 1998). A concentragao de oxigénio dissolvido &€ um parametro metabdlico
que tem sido estudado por diversos autores (ORY ef al., 1998). Por outro lado,
muitos pesquisadores tém indicado que células séo inativadas por deficiéncia de
oxigénio e por altas concentragées de acido acético acumulado na cultura de
crescimento. Danos as células de bactérias por deficiéncia de oxigénio parece ser
a principal causa da deficiéncia na produgao de acido acético na fermentacéo do
vinagre submerso. (PARK et al., 1989, ORY et al., 1998). Quando a concentragao
de Oz é muito baixa, o processo cai e certas reagbes secundarias, como as
formacées de etil acetato pela esterificagdo do etanol e acido acético sao
favorecidas (ORY et al.,, 1998). Embora a fermentagao acética seja um processo

aerébico, o oxigénio & também visto como tendo um efeito inibitdério para
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concentragbes aproximadamente acima de cinco ppm de oxigénio dissolvido,
consideravelmente menor que o valor de saturagao (ROMERO ef al., 1994).

Entretanto, é necessario alcangar uma boa transferéncia de oxigénio no
fermentador, usualmente através de aeragao intensiva e mistura das fases liquida
e gasosa (ORY et al., 1998).

Mudanca morfolégica em células bacterianas por deficiéncia de oxigénio
em varias fases de crescimento tem sido observada por microscopia eletrénica. A
taxa de crescimento do oxigénio com etanol e a atividade da alcooldesidrogenase
das células diminuem entre 20 e 50% , respectivamente, depois de danos pela
deficiéncia de oxigénio (PARK et al., 1989).

Recentemente, culturas de alta densidade celulares tém atraido a atengao
dos pesquisadores, por causa da possibilidade de elevar a produtividade e
reduzir custos do reator na fermentacéo do acido acético. Para conduzir culturas
de alta densidade celular com sucesso, € necessario suprir uma grande
quantidade de oxigénio dissolvido para oxidar o etanol. Entretanto, o etanol como
substrato, € tao volatili que uma alta taxa de aeragdo é indesejavel. -
recomendado que o ar rico em oxigénio seja suprido com uma taxa de fluxo tao
baixa quanto o possivel. Os efeitos da concentragdo de oxigénio dissolvido em
varios parametros da cultura, por exemplo, viabilidade celular, taxa de
crescimento celular e taxa de producéo de acido acético nao tem sido claramente
mostrados quando o ar rico em oxigénio é usado. (PARK et al., 1989).

PARK et al. (1989) realizaram um estudo cujo objetivo era exatamente
examinar os efeitos de concentragcdes de oxigénio dissolvido, incluindo valores
hiperbélicos na produgdo de é&cido acético, e para obter o nivel étimo de
concentragao de oxigénio dissolvido para oxidagéo do etanol, viabilidade celular e
taxa de crescimento especifica. Os efeitos da concentragdo do produto e taxa de
diluicao na produgdo de acido acético pela bactéria do acido acético foram
pesquisados em adigdo ao efeito do oxigénio dissolvido. Os efeitos inibitorios do
acido acético na viabilidade celular sao discutidos quantitativamente usando

alguns modelos.
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O equipamento mais utilizado para a produgdo de vinagre em cultura
submersa & conhecido como acetificador de Frings, patenteado por Heinrich
Frings, a partir de pesquisas desenvolvidas por Otto Hromatka e Heinrich Ebner,
em 1949, quando estes trabalhavam na referida empresa (SPINOSA, 1996).

A matéria-prima diluida e corrigida em seus nutrientes é colocada no
fermentador e inoculada com vinagre forte ou com uma suspenséao de bactérias
aceticas. O equipamento & automatizado, contendo um alcodgrafo responsavel
pelo registro continuo do teor alcodlico do meio e também pelo descarregamento
automatico do vinagre pronto. O produto final contém ainda cerca de 0,2% de
alcool. O consumo total deste ultimo prejudica as bactérias acéticas e pode
provocar deterioragdo no vinagre acabado. Imediatamente apés a retirada do
vinagre, ha o recarregamento com matéria-prima, utilizando-se como inoculo
parte do volume do vinagre feito anteriormente e deixado no tanque. A partir dai ,
a cada 24 horas, um volume de vinagre correspondente a 1/4 do volume total do
tanque é retirado, obtendo-se aumento de acidez da ordem de 4% ao dia
(AQUARONE & ZANCANARO, 1990).

O acetador destaca-se pela produtividade, superior aos demais processos
adequando-se assim aos moldes industriais modernos. Este método tem também
os seus inconvenientes tais como o alto custo de investimento inicial;
necessidade de técnicos especializados para manutengao; e obrigatoriedade de
constancia de produgdo, pois pequenas interrupgdes na aeragao levam ao
recomego do processo, 0 que pode levar meses. Ha também a necessidade de
infra-estrutura completa. O vinagre produzido em 24 a 30 horas por tal processo
mostra-se turvo, requerendo tratamento por filiragcdo para se obter limpidez
adequada (ZANCANARO, 1988).

A expressao "fermentacdao acética submersa" demonstra a analogia dos
procedimentos usuais da produgdo de antibidticos e cultivo de leveduras. Neste
caso, as bactérias executam o trabalho fermentativo em um liquido, que € a
solugdo alcodlica. Esta se realiza sem matéria de contato, como cavacos de

madeiras e carvao, que sdo utilizadas nos processos como os geradores. As
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bactérias sempre estdo submersas no liquido a fermentar, onde se multiplicam e

oxidam a mistura alcodlica em vinagre (FRINGS, 1996).

2.7 Variaveis estudadas para elaboragdao de um modelo cinético para

producéo de acido acético:

Na literatura, é descrito um grande nimero de modelos cinéticos para
crescimento microbiano aplicavel a muitos processos de fermentacdo. Estes
analisam o efeito de varios parametros na taxa de crescimento especifico da
bactéria do acido acético (PARK et al., 1991a, ORY et al., 1998) Alguns dos
modelos sdo de caracteristicas altamente gerais (exponencial, logistico etc.),
enquanto outros sao de aplicagdo mais particular. Em um numero consideravel de
processos industriais, modelos de crescimento geral podem ser aplicados com
precisdo suficiente, mas por causa do comportamento particular da fermentagao
acética, esse processo requer um modelo muito especial (ROMERO et al., 1994).

As caracteristicas gerais dos processos da fermentagao acética industrial
séo as seguintes: existe uma diversidade de sistema que pode ser descontinuo
(método de Frings, Luxembourg, Orleans) ou continuo (método Schutzenbach,
torre ventilada ou coluna de bolhas). Cada sistema oferece muitos valores
diferentes para os coeficientes de transferéncia de massa de oxigénio.
Geralmente, meios naturais complexos que formam a base fermentativa, contendo
etanol como principal fonte de carbono e energia. (Entre 50 e 120 gL™) e inoculo
bacteriano (Usualmente do género Acetobacter) sao selecionados de acordo com
suas propriedades de fermentagdo (ROMERO et al., 1994).

O meio deve ser oxigenado continuamente, interrupgdes de mais de 30
segundos podem ser suficientes para inativar a maioria da populagéo bacteriana.
(SPINOSA 1996).

O pH também é importante para montar modelos devendo ficar entre 5 e
6,5, embora estudos mostrem que em pH entre 3 e 4 as bactérias também

continuam produzido acido acético. No caso da espécie Acetobacter aceti, a
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temperatura maxima de trabalho é entre 30 e 35°C. Entretanto as temperaturas
sao usualmente inferiores na industria para evitar custos de aquecimento e limitar
a perda de componentes volateis pela evaporagao durante a aeragdo. (ROMERO
etal., 1994).

A maioria dos acidos organicos e inorganicos pode ter um efeito inibitorio
no processo. Sabe-se geralmente que, neste tipo de fermentagao, a concentragao
de oxigénio dissolvido & um fator decisivo na taxa total do processo. Entretanto,
lidando com modelo cinético de fermentagdo acética, a presenca de parametros
relacionados a oxigénio sao usualmente evitadas. Modelos que incluem essa
variavel nao tém sido propostos, na forma quantitativa, usando equagdes
cinéticas (ROMERO et al., 1994).

2.8 Comparacao entre os processos de fermentacao para fabricacao

do vinagre

Um grande numero de processos de fermentacao de vinagre tem sido
descrito (ADAMS 1985). Entretanto é desejavel que apenas trés sejam geraimente
usados. O método de cultura de superficie, o primeiro a ser desenvolvido, ainda é
empregado para produzir o vinagre de melhor qualidade (CONNER E ALLGEIER
1976). Embora na literatura, encontre citagbes comerciais de produgdes de
vinagre por método Orleans com capacidade de até cinco toneladas/dia (ADAMS,
1985), esse processo € usado normalmente para producédo caseira, devido a sua
lentiddo (SPINOSA, 1996). Isso se deve primariamente a limitagbes no
fornecimento de oxigénio. Fermentagdo de superficie continua, que provoca
acetificacdo rapida tem sido adotada comercialmente no Japéao (YASUI et al.,
1973 citado por LOTONG et al., 1989). O processo gerador, que emprega um
reator de filme microbiano em cama fixa, produz vinagre com acidez tao alta
quanto 120g/L.A produtividade deste método, baseada no material de
enchimento, & usualmente 2 a 5 kg de acido por m® de enchimento, a cada 24
horas (ADAMS, 1985).
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O meétodo submerso, embora seja o mais rapido e eficiente, tanto na
produtividade como no rendimento, tem um grande inconveniente de requerer um
controle eficiente no processo, principalmente na aeragao e temperatura. Isso faz
com que a aplicagdo do processo torne-se muito dificil, principalmente em
unidades menores e nas regioes onde a dificuldade de obter boa fonte de energia
(eletricidade) e mao-de-obra qualificada € mais marcante (SPINOSA, 1996).

Métodos para fermentacdo submersa promovendo taxas rapidas de
acetificacdo tém sido desenvolvidos. Entre varios modelos, o acetador de Frings
tem elevado sua popularidade (ALLGEIER & HILDERBRANDT, 1960; ADAMS,
1985).

Existem ainda outros processos para fabricagdo do vinagre, tais como o
processo por gerador de mergulho, processo Mackin, processo Bourgenois,
processo Fardon ou o de gerador por sifonagem. Entretanto, os trés processos
basicos comentados anteriormente ddo a dimensao historica da produgao do
vinagre. Sao também eles os processos que melhor confirmam a evolugdo da
tecnologia a partir do componente fundamental para a producao do vinagre: a
atuacdo do oxigénio como fator limitante do processo de acetificagéo
(AQUARONE & ZANCANARO, 1990, SPINOSA, 1996).

Recentemente, tem se dado atencéo diversificada a aplicacao do reator de
disco de rotacao, inicialmente desenhado para o tratamento de efluentes de
esgoto; em escala experimental, o sistema tem sido aplicavel para a produgao de
acido citrico por fungos de micélio fixado e para fermentagéo do etanol usando
filmes fixados (ANTONIE 1975 citado por LOTONG et al., 1989).

2.9 Inibigao do crescimento de Acetocacter aceti

Na producao de vinagre o etanol é fornecido como o principal substrato, e
o acido acético é produzido como o principal produto metabdlico. Sabe-se que
tanto o etanol como o acido acético inibem o crescimento de Acefobacter spp. A

inibicdo do crescimento devido ao etanol mostra-se nado afetada pela
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concentragcédo de etanol, se a concentracdo no fermentador for mantida entre 5 e
30 g/l , o que nao e dificil de se conseguir na pratica por um processo
descontinuo alimentado convencionalmente. (ITO et al 1991)

Diferentes autores tém relatado as dificuldades experimentadas, quando
cresce uma cultura de Acetobacter aceti em meios contendo mais de 15% de
etanol (JOYEUX et al. 1984) e o efeito estimulante e a alta inibicao provaveis de
aparecer se existir baixa (menos que 10 g L ™) ou alta (mais que 30 g L ™)
concentragdes de acido acético no meio, respectivamente (ORY et al., 1998).

O problema é a inibicdo do crescimento devido a acumulo de acido aceético,
que torna-se significante quando a concentragao de acido acético € maior que
40g/l. Deve-se notar que a concentragao de acido acético admissivel &€ mais que
80 g/L na pratica (ITO et al., 1991).

O produto (acido acético) também produz um efeito inibitério em
concentragdes acima de 20 gL ~' , embora tenha uma agdo estimulante em
concentragbes mais baixas. Assim, quando se usa um meio com uma certa
concentracdo de acido inicial, as taxas do processo obtidas s&do maiores do que
aquelas quando o acido é ausente (ROMERO et al., 1994).

Na produgéao de vinagre, um sistema eficiente de produgao € desejavel com
menos inibicdo de crescimento pelo acido acético. Um processo descontinuo
alimentado repetidamente, em que a parte da cultura do caldo € usada como
inoculo para a préxima fermentacdo, € as vezes empregada para alcancar alta
produtividade. Entretanto, como tem sido!apontado por PARK et al. (1991b), o
numero de células viaveis tende a diminuir abruptamente quando a concentracao
de acido acético ultrapassa 60g/L. Isso significa que melhora na produtividade em
fermentagdo descontinua alimentada repetida, nao sera esperada se a cultura de
caldo for colhida quando a concentragéo de acido acético ficar entre 80 e 90 g/L
.Esse problema de inibicdo do crescimento pelo acido acético foi resolvido
usando reciclagem de células em um filtro de membranas (PARK et al., 1991b).

Entretanto, embora essa operacgao seja de interesse para muitos, nao € a melhor
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solucao do ponto de vista pratico porque células mortas acumulam e o fluxo de
filtraga@o diminui gradualmente durante uma operacéo longa (ITO et al.,1991).

2.10 Fermentagao com reciclo de células

Bioreatores multiestagios como os reatores de tanques em séries e
fermentadores de torre com estagios seccionalizados, tem sido usado como fator
de aumento no crescimento de células microbianas e aumento da produtividade
de metabdlitos em processos de fermentacdo continua. Recentemente,
fermentagbes continuas de dois estagios tém sido estudadas, para células
recombinantes assim como para nao recombinantes. Neste sistema de cultura, o
primeiro estagio & usado principalmente como crescimento celular e o segundo
como formacdo do produto, permitindo alta produtividade a ser mantida em
comparagao com aquelas do caso de cultura continua de estagio simples. O uso
de reciclagem celular no segundo estagio resulta em células e concentragoes de
produtos intracelulares mais altos do que aquelas sem reciclagem celular, bem
como em produtividade mais alta. Como uma configuragdo de reator, aquele
bioreator de células reciclaveis de dois estagios no qual o segundo reator é
conectado ao primeiro estagio na saida do primeiro filtro, foi empregado para
producao de iniciantes concentrados com dois diferentes microorganismos. O
desempenho em estado fixo de um fermentador de dois estagios de reciclagem
com separadores celulares depois de cada estagio é estudado numericamente
para produgao continua de acido acético (NISHIWAKI et al., 1997).

O crescimento aerdébico dos microrganismos no bioreator € muito
importante. Convencionalmente, o suprimento de oxigénio em um bioreator tem
sido desenvolvido para dispersar bolhas de ar na cultura do caldo com agitacao
mecanica. Entretanto, este procedimento necessita de grande quantidade, de
energia(PARK et al., 1990). Em um reator de fluxo superficial (TODA et al., 1989)
células bacterianas cresceram em uma superficie liquida diretamente com uso de
oxigénio atmosférico. Embora nao tenha sido feita agitagao mecanica, a taxa de
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transferéncia de oxigénio € comparavel ao sistema de agitacdo — aeracio,
quando a altura do liquido € menor que 10 mm (PARK et al., 1990). A técnica de
cultura de superficie liquida de microrganismos tem sido usada para producéo
industrial de vinagre desde a idade média e ainda tem sido usada em fabricas
modernas em uma operag¢ao descontinua. As desvantagens deste sistema de
cultura sao a necessidade de uma pilha larga vertical em estrutura multiestagio
(PARK e TODA, 1992).

PARK e TODA, 1992 investigaram a aplicabilidade de um reator de biofilme
multiestagio (MSBFR), no qual 10 de unidade de reatores horizontais foram
instalados verticalmente, para produgao continua de acido acético a altas
concentracdes por Acetobacter aceti.

Foi investigado o aumento da taxa de produg¢ao de acido acético em uma
cultura de alta densidade celular de Acetobacter aceti usando um reator de fluxo
completamente misturado. As células no reator foram introduzidas a altas
concentracdes de acido acético maior que 40g por litro por tempo de operagao
(PARK ef al., 1989). Foi dificil manter alta taxa de produgéo em cultura continua a
altas concentragées de acido acético, mesmo com a densidade celular mantida
pela filtragao de membrana. Se a cultura de alta densidade celular for conduzida
em processo descontinuo, o alcance da inibicdo do produto deve ser reduzido
consideravelmente. Nesse trabalho, tentou-se aumentar a taxa de produgao de
acido acético a altas concentragdes, em uma cultura descontinua repetindo a

cultura descontinua com células reciclaveis. (PARK et al., 1991a).

2.11 Rendimento e produtividade

O rendimento e a produtividade variam de acordo de acordo com o método

utilizado para a fabricagao de vinagre.

2.11.1 Acetador de Frings
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No Acetador de Frings, o consumo de energia € de 400 waltts por litro de
alcool. Se for utilizado o processo continuo a concentracdo vai até 10g/100 ml de
acido aceético e quando se usa método semicontinuo o acido acético produzido é
superior a 10g/100ml.

e A concentragao inicial 7-10g acido acético /100 ml e a concentragao final
0,05- 0,3% etanol.

e O mosto utilizado para este fim tem 0 a 2 gramas de acido acético em 100
ml e possui 12 a 15 % de alcool.

e O acetador comercial consome 75 a 1800 litros de etanol por dia, fluxo de
ar é de 0,8 a 0,9 m 3 de suporte. A produtividade deste méetodo & de 25 gramas
de acido acético/ m3/.dia e o seu rendimento atinge 95 a 98 % . O teor alcodlico
encontrado na fase final é de 0,1 a 0,3 % de alcool.

Processos microbianos em larga escala sao conduzidos sob condi¢ées
transitorias ou batelada (batelada descontinua ou batelada alimentada). O
controle correto de biorreatores € um problema geral que pode ser resolvido pela
aplicacao de modelos matematicos confiaveis.

E um fato que a modelagem até do mais simples processo microbiano
revela problemas imediatos. Enquanto que a taxa de reagdo quimica sob
condicées de estado transitério e fixo usualmente possa ser tratada como fungao
da concentragao local e temperatura.

As razdes para este comportamento sdo esquemas complexos de reagao
transitéria com os préprios microorganismos. O fendmeno observado é
geralmente referido como inércia biolégica” (HEKMAT e VORTMEYER, 1992).

2.11.2 Gerador de Vinagre

Segundo HEKMAT e VORTMEYER (1992) a produtividade deste gerador
de vinagre é de 2,0 a 5,0 litros de acido acético/ m>/dia. O volume é de 20,40 e

60m®: reservatério de 14 m>.
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O rendimento fica compreendido entre 85 e 95% e o tempo para a
acetificacao de 4 a 5 dias.
No final da operagao é obtido 0,3% de alcool.

2.11.3 Método Orleans

Este & considerado o método com menor rendimento dos 3 citados, o
rendimento € menor que 94% e a produtividade= % volume /mosto (HEKMAT e
VORTMEYER, 1992).

2.12 Compostos secundarios presentes no vinagre através dos

compostos menores

Além do acido acético, outros compostos sao formados na oxidagdo como
diversos ésteres, outros acidos (dependendo das frutas) acetoaldeidos, acetato
de etila, e outros esteres além do material resultante da degradacao de células
bacterianas (aminoacidos, peptideos, nucleotidios). Essas substancias sdo, em
parte, responsaveis pelo aroma e sabor do produto (VANGHN, 1954, SPINOSA,
1996).

A matéria prima utilizada para elaboragao do vinagre é variavel de acordo
com sua disponibilidade em cada pais. No Brasil, os vinagres sédo elaborados
principalmente a partir de alcool de cana-de-agucar e do vinho. O estudo da
constituicdo quimica do vinagre & de fundamental importdncia, pois esta
relacionada com a qualidade, a tecnologia e a matéria-prima utilizada na sua
elaboracgédo (RIZZON e MIELE, 1998).



CAPITULO 3 —- MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Matéria-prima

Na presente pesquisa utilizou-se como matéria prima para obtengdo do
vinagre, solugao alcdolica enriquecida com nutrientes, vinho de caju, proveniente
do Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria Tropical- CNPAT/EMBRAPA-
Fortaleza-CE e vinho de laranja proveniente do Centro Experimental de Ciéncias
da Fundagao Educacional do Municipio de Assis-FEMA-SP.

3.1.2 Nutrientes

Na solugéo alcéolica, foram agregados os seguintes nutrientes para conduzir

a acetificagao seguindo a recomendagao de EBNER 1982 (Tabela 02).
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Tabela 02: Composicdo de nutrientes adicionados & solugdes alcoolicas
testadas (EBNER, 1982).

Componente mg/L
Glicose 1000
KCI 600
MgSO4 600
CaCl2 600
Extrato de levedura 2000

Tragos de minerais: Fe, Mn, Co, Cu, Mo, Va.

3.1.3 Microrganismos

Para a conducao da oxidacao acética utilizamos bactérias acéticas presentes
no proprio ambiente. Tais bactérias sao selecionadas espontaneamente, em
fungéo das condicdes de alta acidez do meio em que sdo mantidas.

3.1.4 Equipamentos
3.1.4.1 Construcao do gerador piloto

Foi construido um gerador de vinagre com corpo de vidro constituido de
cilindro (diametro de 140mm X comprimento 2000mm) tendo o volume interno util
de cerca de 26 litros

Este cilindro foi sustentado por um disco de nylon contendo diversos
orificios (& % ) para percolacao do liquido e aeracao, sendo um deles um pouco
maior para a retirada de aliquotas do produto final, e para a adicdo de mosto. Na
parte inferior desse cilindro € adaptado um recipiente de vidro para recolher o

percolado (capacidade aproximada de 6 litros). IINTCAMDP

} avil

BIBLIOTECA CENIRA

NI T T A KR T
! P 111 |
Liv A L g  § I A



Ill- MATERIAL E METODOS 30

Do recipiente inferior, o liquido percolado foi transferido para parte superior
do cilindro do gerador através de uma bomba pulsadora Sodi Scientifica, Firenze-
Italia, modelo PD/SM (capacidade variavel de 1 a 6 litros/hora) e entao distribuido
através de um borrifador para espalhamento uniforme sobre a coluna de vidro

preenchida com toletes de bambu (Figura 03).

Figura 03: Fermentador piloto.

3.1.4.2 Demais equipamentos

Balanca analitica

Densimetro digital

Alcoémetro de Gay Lussac

Micro- destilador

Termdmetro

Cromatoégrafo gasoso HP VDC 58390 A
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Coluna Carbowax 20M com as seguintes caracteristicas: Fase HP-20M,
composicao : polietileno glicol, polaridade: polar, aplicacao: acidos livres, alcool,
ester, Oleo essencial, glicol e solventes., didmetro : 0,2 mm, tamanho : 20 metros,
particulas internas 0,2 um .

Seringa Hamilton 10 u L

Bureta automatica

Camara fria

3.1.4.3 Reagentes

Biftalato de potassio
Hidroxido de sédio

Fenolftaleina

3.1.4.4 Solventes

Etanol PA

3.1.4.4 Gas de arraste

Hidrogénio

3.1.5 Material suporte

Cada coluna foi recheada por matéria de suporte onde as bactérias
produtoras de acido acético estavam aderidas. Neste caso toletes de bambu foram
utilizados como suporte, apés serem cortados em pedacos de aproximadamente
20 mm de comprimento e autoclavados para a retirada de pigmentos e compostos
gue poderiam interferir no aroma final do produto. Optamos por toletes de bambu

cortado pois permite a sua reutilizacao apos a limpeza.
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3.2 Métodos
3.2.1.0peragao do gerador de vinagre

Trabalhou-se com processo semi- continuo, sendo as solugées de etanol
adicionadas no inicio da operagao no recipiente inferior do aparelho. A bomba
pulsadora foi acionada para o processo de recirculagao fazendo com que o etanol
fosse acetificado pelas bactéria “residentes” no cilindro de gerador (coluna).

No momento que as bactérias transformavam a maior parte do etanol em
acido acético, retirava-se cerca de 1/3 do volume total, repondo em seguida, com

0 novo “mosto” (solugao de etanol e nutrientes, vinho de caju ou laranja).
3.2.2 Acompanhamento do processo de fermentacao acética

Determinou-se o teor alcoéolico no inicio e final de cada ciclo fermentativo,
enquanto a acidez era acompanhada de acordo com a porcentagem de etanol que
ainda estava presente no liquido a ser oxidado.

3.2.3 Calculo da quantidade em % de alcool

O calculo da porcentagem de alcool do mosto (solugéo etanol + nutriente)
foi determinado através do alcoometro de Gay-Lussac. A amostra foi previamente
destilada e, em seguida, procedida a leitura do grau alcoodlico a 15° C, segundo
recomendado por MORETTO (1988). Com o auxilio de tabelas apropriadas, o grau
alcodlico foi convertido em grau alcodlico a 20°C ( ZAGO et al., 1996).

A porcentagem de alcool no vinho de frutas também foi determinado
através do densimetro digital na Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ).

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANT?
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3.2.4Determinagéo do alcool residual presente no vinagre de laranja
e caju

O alcool residual foi quantificado por cromatografia gasosa. Primeiramente
foram feitas as diluicdes de etanol e injetadas em volume de 1 n L, de modo que
diferentes picos foram observados no cromatograma, permitindo construir a curva
de calibragdo construida.

Utilizou-se a seguinte programagdo de temperatura: 50° C (5 minutos) -
200°C, 3°C / min.

3.2.5 Determinacao da acidez total

Em erlenmeyer de 100 ml, foram colocados 1 ml do meio a ser analisado e
3 gotas de solugao de fenolftaleina a 1%. Titulou-se com solugao de hidréxido de
sodio a 0,1 N até a viragem para vermelho. Apés a titulacao foi feito o seguinte
calculo: g de acido aceético/100 mL= mL de NaOH x N x 60 x 100
mL de amostra x 1000

3.2.6 Calculo do rendimento do acido acético

O rendimento em acido acético foi calculado em fungdo do alcool inicial e
da acidez produzida, como se segue:

[S]= Vs x Concentracao

[P]= Vp x Concentragcao

Y= P/S= [PY/[S]

Sendo que:

[S] = Quantidade de alcool adicionado

[P] = Quantidade de acido acético formado

Y= Rendimento
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3.2.7 Calculo da produtividade do acido acético

O calculo da produtividade de acido acético foi calculada como:
VrxAc=W

P= W/ Vixd

Sendo que:

Vr = Volume retirado

Ac = acidez obtida

P = produtividade

d = tempo/24

Vi = Valor interno atil



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- Construcao do gerador de vinagre

Optou-se pela construgdo de trés geradores idénticos para permitir a
comparacdo simultdnea de diferentes dados, como; tipo de matéria prima
utilizada, variacdes que possam ocorrer entre os diferentes geradores, alteragoes
nos niveis de acidez, variagdes climaticas, dentre outros.

Observa-se na Figura 04 como o vinagre é retirado apods atingir a acidez

desejada.

Figura. 04: Fase de coleta do vinagré obtido.



IV — RESULTADOS E DISCUSSAO 36

Do recipiente de vidro que o percolado foi transferido para a parte superior
do cilindro do gerador, através de uma bomba pulsadora (Figura 05) e e entao
distribuido através de um borrifador para espalhamento uniforme sobre a coluna

de vidro preenchida por bambu.

Figura 05: Visdo lateral dos geradores de vinagre, destacando

principalmente as bombas pulsadoras.

A produgao de vinagre nestes geradores utiliza o processo semi — continuo
ou seja, a solugéo a ser acetificada (solugéo de etanol enriquecida com nutrientes
ou vinho de fruta), foi adicionada no inicio da operagéo, no recipiente inferior do
aparelho. A bomba pulsadora foi acionada para a recirculagéo da solugéo fazendo

com que o mosto seja acetificado pelas bacterias “residentes” na coluna (Figura
06).
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Figura. 06: Parte superior das colunas dos geradores.

A coluna foi recheada por material de suporte onde as bactérias acéticas
estavam aderidas. Neste caso toletes de bambu foram utilizados como suporte,
ap6s serem cortados em pedacos de aproximadamente 20 mm de comprimento.
Estes toletes permitem um bom contato das bactérias acéticas com o liquido na
presenca de oxigénio do ar. O suporte permite também que as bactérias se
mantenham vivas na presenca de acido ou solugdo de etanol nas condigoes
normais de operagao.

A Figura 07 mostra o material de suporte utilizado.

Figura 07: Colunas com material de preenchimento
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A construcgdo deste gerador apresentou um custo relativamente baixo se
comparado com o método submerso, além de ser de facil manuseio. Esperamos
que este seja mais adequado para ser utilizado em regides com poucos recursos
técnico e infra-estrutura industrial incompleta, condicbes estas encontradas em
muitas cidades brasileira, principalmente aquelas situadas fora dos grandes
centros industriais.

4.2 - Operacgao do gerador de vinagre

Para iniciar a operagcdo do gerador foi feita a “colonizagdo” da coluna com
bactérias acéticas utilizando uma solu¢do de vinagre de boa qualidade com 7-8 %
de acido acético. Essa solucao (5 litros) foi inserida no depésito inferior e a bomba
pulsadora acionada para permitir a embebicdo dos toletes de bambu da coluna.

Apé6s 2 dias o volume de vinagre circulante ficou reduzido devido a absorg¢ao
do mesmo pelo bambu, restando cerca de 3 litros.no deposito. A estes foram
adicionados dois litros de solugdo alcodlica 10 % acrescida de nutrientes,
totalizande um volume de 5 litros. O aumento da acidez total foi acompanhado por
titulagdo com NaOH 0,1 N. Observou-se que apés a transformagao da maior parte
de etanol em acido acético pelas bactérias da coluna, a acidez diminuia
gradativamente. Indicando a atividade de bactérias superoxidativas. Quando isso
ocorria retirava-se novamente parte do liquido, repetindo o processo anterior.

Foram acompanhados ciclos fermentativos com diferentes solucdes
alcodlicas, para observar qua!l delas permitia obter melhor rendimento e
produtividade (teor alcéolico 10%, 12% e 14%) Logo apos estes testes utilizamos
vinho de caju e laranja para observar se ¢ gerador também tinha capacidade de
operar com tais liquidos.
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A quantidade seguida por EBNER (1982) foi duplicada. Observou-se a
melhora sensivel no desempenho do gerador. Quando se usou vinho de frutas ndo

foram utilizados nutrientes.
4.3 Formagao de acido no gerador

A estabilizacdo do gerador foi obtida adicionando a cada ciclo 2 litros
contendo 10% de solugado alcdolica enriquecida com nutrientes. A formagdo do

acido nos ciclos fermentativos foi acompanhado por titulag&o, verificando-se que
no inicio da operacgéo do gerador a acidez caia rapidamente devido a absor¢ao do
liquido pelos toletes de bambu. ApOs alguns dias observou-se que © gerador

estava estabilizado e, portando, pronto para fornecer dados para calculo do
rendimento e produtividade, nesse instante foram adicionados 2 litros de mosto

contendo 10% (v/v) de etanol e iniciou-se a coleta de dados.

Determinou-se o teor alcodlico no inicio de cada ciclo fermentativo utilizando

0 alcoometro de Gay Lussac para verificacgo do teor alcoolico.

4.4 Aumento da acidez no gerador durante ¢ ciclo fermentativo

4.4.1 Operagaoc com mosto contendo 10% de alcool.

Iniciou-se esta etapa adicionando-se 2 litros de mosto contendo 10% de
r deixava-se 3 litros de vinagre,

etano! a cada troca.Como no deposito inferio
troca foi de 2/5 nesse primeiro

completando—se © volume 2 5 litros. A relagédo da
estudo.

Essa técnica foi aplicada nos t
aumento da acidez em cada um dos casos esta apr

rés geradores, € © comportamento do
esentado nas Figuras 08, 09 e

10.
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Figura 08: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 1,

adicionando no inicio da operacao 2 litros de mosto, com 10% de etanol.
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Figura 09: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 2,

adicionando no inicio da operacéo 2 litros de mosto, com 10% de etanol.
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Figura 10: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 3,

adicionando no inicio da operagéo 2 litros de mosto, com 10% de etanol.

Foi observado que, nos primeiros ciclos (ciclo para este caso e feito
sobre sistema de corte, parte do vinagre é retirado e colocado um novo mosto), o
aumento da acidez produzida foi menor durante a fermentacao, principalmente no
gerador dois, o que pode ser explicado pela falta de bactérias adaptadas nos
geradores no inicio da operagdo. No sexto e sétimo ciclos (Figuras 08, 09,e 10)
todos os trés geradores apresentavam curvas de acetificagdo similares iniciando

com 4,5 % e terminando com 7,5% apés 18 horas de incubagéo.

4.4.2 Operacdo com mosto contendo 12% de aicool

Neste ensaio, como no caso anterior, um volume de 2 litros contendo 12%
(viv) de alcool foi adicionado na parte inferior do gerador e a acidez foi
acompanhada e o tempo de acetificagdo obtido, como podemos observar nas
Figuras 11,12 e 13. Como era de se esperar, o tempo de acetificagdo do mosto

que continha 12% de etanol foi mais intensa que o de 10%.
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Figura 11: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 1,

adicionando no inicio da operacao 2 litros de mosto, com 12% de etanol.
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Figura 12: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 2,

adicionando no inicio da operagéo 2 litros de mosto, com 12% de etanol.
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Figura 13: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 3,

adicionando no inicio da operagao 2 litros de mosto, com 12% de etanol.

Novamente, como mostra a Figura 11, 12 e 13 em todos os geradores
houve um periodo de adaptagao nos primeiros ciclos (trocas iniciais de mosto),
onde a acidez atingida foi menor que os ciclos subsequentes. Apds o quinto e
sexto ciclo, o teor maximo de acidez mostrou-se estabilizado.

Os valores de acidez inicial e final foram respectivamente de 5,5% e 8,3% e

o tempo para completar a acetificagcdo foram de 36 horas

4.4.3 Gerador com mosto contendo 14% de alcool

Os resultados destes ensaios estdo apresentados nas Figuras 14, 15,16
Apos a fase de adaptacdo nos primeiros quatro ciclos, a curva de acetificagao o
processo se estabilizou tendo como acidez inicial 6% e final de 9,3% em 60 horas

de fermentacéao.
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Figura 14 Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 1,

adicionando no inicio da operagéo 2 litros de mosto, com 14% de etanol
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Figura 15: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 2,

adicionando no inicio da operacgao 2 litros de mosto, com 14% de etanol.
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Figura 16: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 3,

adicionando no inicio da operagéo 2 litros de mosto, com 14% de etanol.

4.5 Variacao do volume do mosto adicionado

Neste estudo foi utilizado o mosto fixando a concentragéo de etanol a 10 %
(v/v), variando a quantidade de mosto adicionada em cada ciclo, em 3 litros e 1
litro. Os resultados com troca de 3 litros estdo apresentados nas Figuras 17, 18,
19. Isso corresponde a substituicdo de 3/5 de volume do liquido do depdsito.
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Figura 17: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 1,

adicionando no inicio da operacao 3 litros de mosto, com 10% de etanol
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Figura 18; Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 2,

adicionando no inicio da operacéo 3 litros de mosto, com 10% de etanol.
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Figura 19: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 3

adicionando no inicio da operacao 3 litros de mosto, com 10% de etanol.

Apos 5 ciclos o processo se estabilizou em valores iniciais de acidez em
3,5% e finais de 7,8%. O ciclo se completava em 60 horas.

Os resultados com troca de 1 litro estdo representados nas Figuras 20; 21 e
22. Isso corresponde a substituicdo 1\5 de volume do liquido do deposito. Como
era de se esperar, o tempo para estabilizagao foi menor que o tempo utilizado no
ensaio anterior, sendo necessarias 30 horas para que ocorresse a estabilizagao,

pois a quantidade de etanol a ser oxidado era bem menor.
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Figura 20: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 1,

adicionando no inicio da operacao 1 litro de mosto, com 10% de etanol.
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Figura 21: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 2,

adicionando no inicio da operacéo 1 litro de mosto, com 10% de etanol inicial.
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Figura 22: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador 3,

adicionando no inicio da operacao 1 litro de mosto, com 10% de etanol inicial.

Os testes nos mostram que entre os volumes de mosto adicionado de 1 e 3
litros os valores de rendimento foram equivalentes (0,88g/g). Entretanto, a
produtividade foi visivelmente melhor quando o volume adicionado foi de 3 litros
(0,26g/g.h e 3,54g/g.h).

4.6 Operacdo do gerador com vinho de frutas

Neste estudo, 2 litros de vinho de frutas foram adicionados na parte inferior
do gerador como era feito com as solugbes alcéolicas. Apds a substituicao da
solugdo alcéolica que estava nos geradores por vinho de fruta (caju e laranja),
observou-se que houve uma certa dificuldade inicial das bactérias se adaptarem
ao novo mosto. Logo depois de algumas semanas observamos que ocorreu um
aumento satisfatério na acidez nestes geradores a cada ciclo. Neste estudo foi
utilizado apenas um gerador para cada vinho de fruta, usando um deles (controle)

com solucgao alcoolica enriquecida.
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Na fermentacao destes vinhos, nao foi feito nenhum enriquecimento, pois
se supde que os nutrientes necessarios para que ocorra producdo de acido
acético ja estejam presentes em quantidade adequada.

Os teores alcéolico dos vinhos foram vinho de caju 8% (v/v) de etanol e
vinho de laranja 12% (v/v).

Os resultados da acidez encontrada nestes vinhos estdo presentes nas
Figuras 23 e 24. Como se pode observar, foram necessarios alguns ciclos para

estabilizagdo no novo meio.
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Figura 23: Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador

adicionado no inicio da operagao 2 litros de vinho de caju
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Figura 24. Porcentagem de acidez presente no vinagre do gerador

adicionado no inicio da operacao 2 litros de vinho de laranja.

4.7 Rendimento e produtividade do gerador

Com os resultados dos geradores estabilizados, foram calculados a
produtividade e rendimento da fermentacdo. Esses valores poderiam ser
calculados baseando-se nas concentracdes de alcool e acidez inicial e final de
cada ciclo. Entretanto, essa técnica poderia induzir a um erro consideravel, devido
a permanéncia de volume apreciavel do liquido (mosto ou vinagre) retido na
coluna do gerador, durante o processo fermentativo, que € dificil de ser
determinado. A estimativa nos mostra que cerca de 2 a 3 litros do liquido é retido
nos toletes de bambu.

Assim, optamos por determinar parametros de rendimento baseando-se na
quantidade de alcool (expressa em etanol), adicionado no mosto e na quantidade
de acido (expresso em &acido acético) retirado como vinagre no final do ciclo. A
produtividade aparente foi calculada, considerando o tempo necessario para
atingir essa conversao e o volume aparente do gerador calculado em 26 litros. Os
resultados destas analises estdo apresentados nas Tabelas 03, 04 e 05.
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Tabela 03: Fermentagao acética dos trés geradores que receberam 2 litros de
mosto com 10% de etanol.

Gerador Tempo Acidez Volume Rendimento Rendimento Produtividade  Produtividade

deciclo Final Obtido (mL) (g/9) (mol/mol) Aparente Aparente (g/L/h)
(h) (g/gerador/h)
____________ : i o I P i 668 —— A
2 18 75 2000 0,93 0,71 7,49 0,29
3 18 7.7 1700 0,96 0,74 7,27 0,28
Media - 7,63 1837 0,92 0,71 7,50 0,29
Desvio - 0,11 151,77 0,046 0,043 0,23 0,01

Padréo

Teor de alcool no vinho = 10% GL (8,04% INPI)
Volume adicionado = 2 litros/ciclo
Volume do gerador = 26 litros (d/I.h.)

Tabela 04: Fermentacao acética dos trés geradores que receberam 2 litros de
mosto com 12% de etanol

Gerador Tempo Acidez Volume Rendimento Rendimento Produtividade  Produtividade
deciclo Final Obtido (g/q9) (mol/mol) Aparente Aparente
(h) (mL) (g/gerador/h) (g/L/h)
e o S i ¥ e
2 36 84 1900 0,82 0,63 4,52 0,17
3 36 8,0 1800 0,75 0,57 3,99 0,15
Media - 8,3 1837 0,77 0,59 4,26 0,16
Desvio - 0,26 55,07 0,04 0,04 0,26 0,01
Padrao

Teor de alcool no vinho = 12% GL (9,67% INPI)
Volume adicionado = 2 litros/ciclo
Volume do gerador = 26 litros (d/l.h.)
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Tabela 05: Fermentagao acética dos trés geradores que receberam 2 litros de
mosto com 14% de etanol.
Gerador Tempo Acidez Volume Rendimento Rendimento Produtividade Produtividade
deciclo Final Obtido (9/9) (mol/mol) Aparente Aparente (g/L/h)
(h) (mL) (g/gerador/h)
________ e T e T R e T
2 108 9,40 1590 0,66 0,51 1,38 0,05
3 72 9,28 1300 0,53 0,97 1,67 0,06
Media 92 9,35 1397 0,58 0,63 1,44 0,05
Desvio 18,33 0,06 167,43 0,072 0,30 0,20 0,01
Padrao

Teor de alcool no vinho = 14% GL (11,31% INPI)
Volume adicionado = 2 litros/ciclo
Volume do gerador = 26 litros (d/l.h.)

Os dados dos rendimentos foram, 0,85, 0,77 e 0,58 (g/g) para teor alcéolico
no mosto de 10%,12% e 14% de alcool no mosto, respectivamente, mostrando
que a fermentacdo foi mais eficiente em concentragdes mais baixas. A
produtividade foi de 7,5 4,2 e 1,4 gramas de acido produzidas por gerador hora,
para mosto com 10%, 12% e 14% de alcool respectivamente, mostrando redugéao
marcante com o aumento de concentragdo alcoolica no mosto. A melhor
produtividade conseguida de 0,29 g/l.h quando se usa mosto 10% (v/v) de alcool é
ligeiramente superior aquele obtido por gerador de Frings (0,2 g/ I.Lh) (EBNER
1982).

O rendimento de 0,88 (g/g) obtido no ensaio com reposi¢ao de 3 litros foi
ligeiramente superior aquele com reposicao de 2 litros (Tabela 06), mas a
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produtividade de 3,5g/gerador/hora foi menos da metade do valor obtido no
primeiro caso.

Tabela 06: Fermentacdo acética dos trés geradores que receberam 3 litros de
mosto com 10% de etanol

Gerador Tempode Acidez Volume Rendimento  Rendimento Produtividade Produtividade
ciclo Final Obtido (9/g) (mol/mol) Aparente Aparente
(hs) (mL) (a/gerador/h) (g/l/h)
1 60 7,85 2940 0,96 0,73 3,85 0,15
2 60 8.0 2810 0,93 0,71 3,74 0,14
3 60 7,56 2400 0,75 0,57 3,02 0,12
Media - 7,80 2716,7 0,88 0,67 3,54 0,14
Desvio - 0,22 281,84 0,11 0,08 0,45 0,02
Padrao

Teor de alcool no vinho = 10% GL (8,04% INPI)

Volume adicionado = 3 litros/ciclo

Volume do gerador = 26 litros (d/l.h.)

A analise dos dados obtidos pela reposig¢éo de 1 litro do mosto quanto a

rentabilidade e produtividade nos mostra os seguintes valores médios: 88,5% e

0,26g/gerador/l. Isso nos leva a concluir que essa técnica € menos satisfatéria

(Tabela 07) que a substituicdo de 2 litros/ciclo quanto a produtividade.

Comparando os trés volume de substituicao (1,2 e3 litros por ciclo) observa-

se que o rendimento & pouco afetado por variacéo nesse item de fermentacao,

mantendo-se entre 85 e 88% (p/p), comparavel aos dados obtidos por outros
pesquisadores (EBNER, 1982).
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A produtividade € bastante afetada, sendo que o melhor resultado é
conseguido com (2/5) de reposicéo do liquido no deposito a cada ciclo. A técnica
recomendada por Ebner (1982) de substituicdo total do deposito por novo vinho
nao parece ser mais adequada para a condigdo do gerador.

Tabela 07: Fermentag&o acética dos trés geradores que receberam 1 litro de
mosto com 10% de etanol inicial

Gerador Tempo Acidez Volume Rendimento Rendimento  Produtividade Produtividade

de ciclo Final Obtido (a/g) (mol/mol) Aparente Aparente (g/L/h)
(h) (mL) (g/gerador/h)
S a— = e s R T T ST
2 24 7,66 960 0,91 0,73 0,30 0,01
3 24 6,60 860 0,86 0,66 0,24 0,01
Media - 7,32 913 0,88 0,69 0,26 0,01
Desvio - 0,51 41,09 0,02 0,03 0,03 0,001

Padrido

Teor de alcool no vinho = 10% GL (8,04% INPI)
Volume adicionado = 1 litros/ciclo
Volume do gerador = 26 litros (d/l.h.)
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Tabela 08: Fermentacg&o acética de um geradores que recebeu 2 litros de vinho
de caju com 8% de etanol inicial

Ciclos Tempo Acidez Volume Rendimento Rendimento  Produtividade Produtividade

de ciclo  Final Obtido (9/9) (mol/mol) Aparente Aparente (g/L/h)
(h) (mL) (g/gerador/h)

4 36 6,45 1450 0,73 0,56 2,59 0,10
5 27 6,40 1600 0,79 0,61 3,79 0,15

6 24 6,30 1350 0,66 0,51 3,54 0,14

7 24 6,20 1450 0,70 0,54 2,49 0.10
Média 27,75 6,34 1456 0,72 0,55 3,10 0,12
Desvio 5,68 0,11 103,08 0,05 0,04 0,66 0,03

Padrao

Teor de alcool no vinho de caju = 8% GL (6,42% INPI)
Volume adicionado = 2 litros/ciclo
Volume do gerador = 26 litros (d/l.h.)

Tabela 09: Fermentacao acética de um geradores que recebeu 2 litros de vinho
de laranja com 12% de etanol inicial

Ciclos  Tempo Acidez Volume Rendimento Rendimento Produtividade  Produtividade
de ciclo  Final Obtido (9/9) (mol/mol) Aparente Aparente (g/L/h)
(h) (mL) (g/gerador/h)
4 36 6,77 1600 0,56 0,43 3,02 0,12
5 36 7,20 1350 0,50 0,38 2,69 0,10
6 32 7,10 1300 0,48 0,37 2,89 0,11
7 30 7,33 1300 0,49 0,38 3,18 0,12
Média 33,5 7.1 1389 0,51 0,39 2,94 0,11
Desvio 3 0,24 143,61 0,04 0,03 0,21 0,01
Padrao

Teor de alcool no vinho de laranja = 12% GL (9,67% INPI)
Volume adicionado = 2 litros/ciclo
Volume do gerador = 26 litros (d/l.h.)
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Como apenas um gerador foi operado para cada amostra de vinho, a média
e desvio padréo foi calculado em relagdo aos quatro Ultimos ciclos, pode ser
observado que o gerador operado com vinho de caju obteve melhor resultado que
o operado com vinho de laranja.

O rendimento (g/g) obtido nestes ensaios com os vinhos de caju e laranja
foram de 0,72 e 0,51g/g respectivamente.

O momento da transicdo entre troca de mosto também foi analisado. A
acidez inicial e final dos ciclos foi observada, calculou-se a media da acidez nos
trés geradores.

4.8 Acidez inicial e final de cada ciclo com solugdes alcoodlicas.
O ciclo zero inicial e zero final estdo relacionados a acidez encontrada no

ciclo que antecede a coleta de dados de cada uma das tabelas.

% de acidez
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ciclo 5 in.
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ciclo 8 fin.

Ciclo inicial e final

Figura 25: Acidez inicial e final dos trés geradores contendo 10% de etanol

e trocando 2 litros de mosto.
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Os ciclos: mosto contendo concentragao alcoolica de 10% (2 litros), mosto
12% (2 litros), mosto 14% (2 litros), mosto 10% (3 litros) sdo antecessores

respectivamente como podemos observar nas Figura (25, 26, 27, 28)
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Ciclo inicial e final

Figura 26: Acidez inicial e final dos trés geradores contendo 12% de etanol e
trocando 2 litros de mosto
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Ciclo inicial e final

Figura 27: Acidez inicial e final dos trés geradores contendo 14% de etanol e
trocando 2 litros de mosto
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Ciclo inicial e final

Figura 28: Acidez inicial e final dos trés geradores contendo 10% de etanol e
trocando 3 litros de mosto
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Como o gerador teve que ficar alguns dias sem troca de mosto resolveu-se
novamente colocar um mosto contendo concentracdo alcdolica de 14%
adicionando 2 litros, pois com esta quantidade o tempo de ciclo era maior, desta
forma o mosto com 14% (2 litros) também antecede o com 10% 1 litro este dados

sdo mostrados na Figura 29.
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Ciclo inicial e final

Figura 29: Acidez inicial e final dos trés geradores contendo 10% de etanol e
trocando 1 litro de mosto.

4.9 Concentracao de alcool residual presente no vinagre de frutas

Foi analisada a presenca de alcool residual no vinagre produzido pelos vinhos
de frutas, as analises foram feitas com cromatografia gasosa. Foi confeccionada
uma curva de calibracédo e a partir desta feita uma regressao linear, obtendo a

seguinte equacao da reta:
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y= 2E- 05x-0,0436

Onde x= area do cromatografo

A concentracdo de etanol residual variou de um ciclo para outro como
podemos observar nas tabelas 10 e 11.

Tabela 10: Concentragdo alcool residual presente nos ciclos de caju.

1 2880 0,014
2 8513 0,127

3 0 0

4 0 0

5 0 0

6 9936 0,155

Podemos observar que nos ciclos 3, 4 e 5 do vinho de caju nao ouve

concentracao de alcool residual e nos ciclos 1,5 e 6 também néo.

Tabela 11: Concentragao residual presente nos ciclos de laranja.

Ciclo (laranja) Area do cromatograma Etanol residual mL/L

1 0 0
2 6013 0,077
3 3086 0,018
4 1770 0

5 0 0
6

0 0



CAPITULO 5 - CONCLUSOES

O gerador de vinagre quando operado com mosto contendo 10% de etanol
adicionando 2 litros de mosto teve rendimento e produtividade satisfatério (0,92
g/g e 0,29 g/L/h), comparavel aos valores citados na literatura.

Quando opera-se com vinho de caju ou vinho de laranja o gerador pode ser
operado sem necessidade de adicionar nutrientes que € essencial para vinagre de
alcool

O bambu mostrou-se ser adequado como material suporte pois pode ser
operado cerca de doze meses continuamente sem necessidade de substituigao e
mostrou-se perfeitamente reutilizavél apés a retirada de gomas e limpeza dos
toletes.

A fase de adaptacdo do gerador que compreende as mudancas de
concentracées de alcool no mosto ou para vinhos de diferentes origens (vinho de
caju e vinho de laranja) compreende um periodo de cerca de 2 semanas.
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APENDICE

Tabela 12: Dados utilizados para confeccac da curva de calibragao.

Area do cromotograma  Concentragéo de etanol -

mi/L

143102 25
90396 1,666
57006 0,8333
9590 0,17
7363 0,0806
4966 0,0297
2256 0,0269

Fig. 30: Grafico da regresséo linear e equagao da reta.
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