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RESUMOD

Este trabalho teve como cbjetive principal utilizar o mandacaru de forma
integral (cladddio e fruto) na elaborag@o de bioprodutos (enrigquecido nutricional,
bebida fermentada e vinagre) visando a valorizagio desta culiura. O processo de
enriguecimento protéico do cladddio foi realizado por fermentacédo semi-sélida e a
elaboracdo da bebida fermentada e vinagre do frutc do mandacaru por
fermentagéo submersa. O mandaceru foi ulilizado como  substrato no
enriquecimento protéico por dois microrganismos  diferentes.  Iniclalments,
estudou-se 0 enriquecimento protéico do mandacaru com o Aspergifius niger por
fermentagéo semi-sélida, e avaliou-se a influéncia da espessura da camada (1, 3
e 5 om) e da temperatura (30, 34 e 3B°C) onde foram realizados sets
experimentos, sendo trés no ponto central, de acordo com o planejamento fatorial
2%, Avaliou-se o teor de proteina bruta e o aumento protéico, cujos resultados
foram submetidos g analise de variancia. O maior aumento protéico ocorreu apos
72 horas de fermentacdo a uma temperatura de 30°C, com uma espessura da
camada de 1 cm. Posleriormente, estudou-se o enriquecimento protéico do
mandacary com a levedura Saccharomyces cerevisiae em tambor rotativo com
uma concentracdo de indculo de 5% e temperatura ambiente de 25°C, avaliando
o teor U proteing & agucares ao Wwngo de 28 horas de fermentacio. O teor
protéico maximo de 23% foi observade apds 10 horas de fermentacio. O
enriquecido protéico obtido neste estudo apresentou teores de proteina bruta em
torno de 23%, que estdo de acordo com as normas de alimentacéo animal (NRC,
1989), e pode ser usado como suplemento protéico para animais na época de
pscassez de alimentos na regido semi-arida. No estudo das isotermas de
adsorcgo do mandacaru, o modelo de Henderson modificado apresentou melhor
ajuste aos dados experimentais nas temperaturas de 25, 35 e 40°C, com excecgio
da temperatura de 30°C que teve melhor ajuste com o modelo de GAB. A
segunda parte do trabalho consistiu em fazer a caracterizacdo fisica e fisico-
quimica dos frutos do mandacaru, e estudar a cinética da fermentacgéo alcodlica e
acética na elaboracéo da bebida fermentada e vinagre do fruto do mandacaru
utilizando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae € bactérias acéticas,
respectivamente. © aproveitamento do fruto na produgéo de fermentado e vinagre

é viavel pelo elevado teor de sdlidos sollveis totais (11°Brix) e aglicares redutores
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totais (9,82%) presentes nos frutos. A fermentagio alcodiica foi conduzida, em
pforeatar, em sistema de batelada, a temperatura de 30°C * 2°C. Avaliou-se a
concentracéo celutar (X), concentrag&o de substrato (ART), concentragdo de
produto {etanol}, sdlidos sollveis totais, pH e acidez total, ao longo de 47 horas
de fermentacdo. Os parametros cinéticos obtidos foram: Yys=0,075; Yps=0,469:
Ueax=0,082 h'; %Conversdo e produtividade de 91.82% e 3,040/ h,
respectivamente. A fermentacico acetica ifoi conduzida em biorreator, em
batelada, a temperatura ambiente de 27°C z 2°C. Foram monitoradas as
concentragbes de acidez iotal, volatil e fixa e concentragéo de etanol a cada 24
horas. Os maiores percentuais de rendimentos (67.4%) e produtividades
{0,29g/L..h) na producéio de vinagre foram abtidos para as concentraches iniciais
de etano! e acidez volatil de 8°GL e 2% acido acélico, respectivamente. A bebida
fermentada de mandacaru apresentou uma concentracdo de etano! (10,4°GL)
dentro das especificagdes exigidas pela legislacio brasileira. O vinagre de
mandacary oblido esta deniro dos padries exigidos pela legislacio brasileira,
com acidez volalll acima de 4%. A producdo de bebida fermentada e vinagre &

uma alternativa promissora no aproveitamento dos frutos do mandacaru.

Palavras-chave: Cactécea, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger,

enriguecimento protéico, bebida fermentada, vinagre.



ABSTRACT

This research had as its main objective the use of whole Cereus jamacaru
{plant and fruif) in the manufaciuring of bicproducts (nutritional enrichment, wine
and vinegar) aiming to value this crop. The protein enrichment process of the plant
was performed by semi-solid fermentation and the elaboration of wine and vinegar
of the Cereus jamacaru fruit was made by submersed fermentation. Cereus
jamacaruy was used as a substrate in protein enrichment by two different
microorganisms. initially, protein enrichment of Cereus jamacaru with Aspergilius
niger by semi-solid fermentation was studied, and the influence of the thickness of
the layer (1.3 and 5 cm.) and the temperature (30, 34 and 38°C) were evaluated,
where seven experimenis were performed, three of them being on the central
point, according to the 27 factorial piahning. The crude protein content and the
protein increase were assessed, and the results submitled o variance analysis.
The greatest protein increase occurred after 72 hours of fermentation at a
temperature of 30°C and with a layer of 1 cm thick. Later, Cereus jamacaru protein
enrichment with Saccharomyces cerevisia yeast in rolational drums, with a
concentration of inoculums at 5% and room temperature of 25°C, was studied,
avaluating the protein and sugar content throughout 26 hours of fermentation. A
maximum protein content of 23% was observed after 10 hours of fermentation.
The protein enrichment obtained in this study presented contents of crude protein
around 23%, which agrees with the NCR animal food norms (1989), and can be
used as a protein supplement for animals during food scarcity in the semi-arid
region. In the study of Cereus jamacaru adsorption isotherms, the Herderson
model presented the best adjustments to the experimental data at temperatures of
25, 35 and 40°C, with the exception of the temperature at 30°C, which had a better
adjustment to the GAB model. The second pari of the study consisted in making a
physical and physical-chemical characterization of the Cereus jamacary fruil, and
studying the kinetics of alcohclic and acetic fermentation in the manufaciuring of
Cereus jamacaru wine and vinegar using Saccharomyces cerevisiae yeast and
acetic bacteria, respeciively. The utilization of the fruit in the production of wine
and vinegar i{s viable because of the high content of total soluble salids (11°8Brix)
and total reducing sugars (2.82%) present in the fruit. Alcoholic fermentation was

conducted in a bioreactor, in a loading system, at a temperature of 30°C + 2°C.



The cellular concentration, the substrate concentration, product concentration,
total soluble solids, pH and total acidity were assessed throughout 48 hours of
fermentation. The kinelic parameters obtained were: Yws=0.075; Ype=0.469;
max=0.082 ™ % Conversion and productivity of 91.82% e 3.04g/L.h, respectively.
Acetic fermentation was conducted in a bioreactor, in loads, at a room temperaturs
of 27°C x 2°C. Concentrations of total, volatile, and fixed acidity, and that of
ethanol were monitored every 24 hours. The greatest yield (87.4%) and
productivity {0.29¢/L.h) percentiles in the production of vinegar were obtained for
the initial concentrations of ethanol and volatile acidity of 8°GL and 2% acstic acid,
respectively. Cereus jamacaru wine presented an sthanol concentration (10.4°GL)
within the specifications required by Brazilian legislation. The obtained Cereus
jamacary vinegar is within standards required by Brazillan legislation, with a
volatile acidity over 4%. The production of wine and vinegar is & promising

alternative in the utilization of Cereus jamacaru fruit.

Key words: Cactus, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, protein
enrichment, wine, vinegar.
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Capituio 1

1. Introducéo

A regidoc Semi-Arida do Nordeste tern uma baixa pluviosidade, sendo
caracterizada pelo cultivo de cactaceas, des’taéanﬂ&sé, entre oulras, o
mandacaru (Cereus jamacare P. DC.), plania bastante resistents, que consegue
crescer em solos pobres e sobrevive sob pluviosidade minima. QO mandacaru é
uma planta nativa desta regifo, que pode atingir de 3 a 4 m ou mais de alturg,
com cladddios (caules) eretos, estreitando-se para o apice, armado de espinhos
pequenos SO nas quinas para ¢ mandacaru sem espinhos, e para a espécie com
espinhos, 08 Mesmos apresentam numeroses espinhos grandes (Barbosa, 1998).
O fruto do mandacaru € uma baga oblonga, comestivel, de casca vermelhs, polpa
branca e peguenas sementes pretas. Os cladddios do mandacaru s&o utilizados
como forragem animal na época de escassez de alimento e os frutos s8o
desperdicados no periodo de safra, pois n&o ha relatos de seu aproveitamento,
sendo utilizado quando muito na fabricacio de doces e geléias.

O aproveitamento integral dessa cactacea em processos biotecnoldgicos,
utilizando desde o cladédio alé o fruto, pode trazer para a regido Nordeste
beneficios para a agroindisiria e para o homem do campo, & conseatientemente
agregar valores a essa planta.

Nesta regifo, os animais est8o sueitos a sérios problemas guanto a
disponibifidade de alimentos, que sfo agravades pelos longos perfodos de seca,
onde as pastagens nativas, sua principal fonte de alimento, apresentam baixas
produtividades e baixos valores nutritivos, interferindo negativamente na produgéo
de carne e leite. Em decorréncia, os produtores da regido utiizam-se de
concentrados comerciais para & suplementago protéica da dieta dos animais,
aumentando os custos de produgdo (Aratjo et al, 2005). Perazzo Nate (1999)
relata que as proteinas desempenham papel importante no desenvolvimento
animal e ainda afirma que a sua caréncia resuita em crescimento lento, perda do
apetite, quada na producio de came e leite e diminuicdo da fertilidade do anima.
Recentemente, tem surgido ¢ interesse por parte dos pesquisadores em estudos
com o propdsitc de aproveitar e incrementar o teor protéicc de diversas matérias-

primas (vegstais e residuos agroindustriais) visando agregar valores as mesmas
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(Canoitas, 1991; Holanda et al., 1898; Suhet, 1999 Moraes, 1999: Oliveira et al.,
2001; Campos, 2003, Correia et al., 2007). Neste contexto, o presents trabalho de
tese estudou uma forma de aumentar o teor protéico do mandacary, utilizando
como substrato o cladddio desse vegetal, através do enriguecimento nuiricional

desta cactacea por fermentacio semi-sdlida.

Com relagdo as perdas dos fruios do mandacary descritas anteriormente,
esta tese também estudou uma das possiveis formas de aproveitamento desses
frutos, que foi a elaboracéo de bebida fermentada por fermentagio alcodlica e
vinagre por fermentacéc acetica, podendo desta forma possibilitar o cultive
intensivo do mandacaru e fornecer uma nova alternativa da utilizaco do fruto na
agroindustria. O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de frutos, incluindo
os frutos tropicais. No entanto, as perdas de algumas culturas sdo intensas e
geram conseguentemente prejuizos econdmicos, sendo necessario buscar
alternativas e o emprego de novas tecnologias que venham minimizar essas
perdas e conseqiueniemente gerar lucros.

Com base no que foi relatado anteriormente, percebe-se gue essa
cactacea apresenta grande potencial de aproveitamenic em  processos
biotecnoldgicos na elaboracéo de bioprodutos (enriquecido nutricional, bebida
fermentada e vinagre) utilizando uma matéria-prima que € abundanie na regido
Nordeste do Brasil, que compreende a regiao da caatinga. Desia forma, este
trabalho teve como mela principal apresentar estudos de processos fermentativos
gue permitam aproveitar integralmente (cladodio e frulo) o mandacaru na
elaboracdo de bioproduios (enriguecido protéico, fermeniado e vinagre),

buscando otimizar 0s seus processos e cbter produtos de maior valor agregado.

1.1, Justificativa

A regifo Nordeste do Brasil tem a maior parte de seu territorio ocupado por
uma vegetacio adaptada as condigdes de poucas chuvas e altas temperaturas,
denominada caatinga. Geograficamente, a caatinga ocupa cerca de 11% do
territdric nacional, apresentando predominantements uma vegetacdo xerdfila,
como € o caso das cactaceas.

O mandacaru, dentre outras cactaceas presentes na regido, apresenta

resisténeia & seca e tem grande capacidade de reter dgua. Os cladodios desta
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planta s&o utilizados como forragens na alimentagéo animal por produtores da
regigo (Aragdo et al, 2000). O fruio desta cactacea & subaproveitado e ndo ha
refatos na literatura de um aproveitamento racional deste fruto, gerando
desperdicios desses frutos. Pesquisas realizadas por QOliveira et al. (2004) e
Almeida et al. (2005) constataram que os frutos do mandacary apresentam teores
relativamente elevados de aglcares redutores totais (em torno de 10%), e tem
grande potencial de aproveitamento em processos biotecnoldgicos, quer seja na
producéo de bebida fermentada, aguardente efou vinagre.

Mo contexto sOcic-econdmico é muito importante lembrar que regides
menos favorecidas, como & o caso da regido Semi-Arida do Nordeste, que
enfrenta Jongos periocdos de estiagem necessitam de tecnologias gue possam
minimizar as dificuldades econdmicas enfrentadas por grandes contingentes da
regigo, gerando a possibilidade de promover em suas comunidades o
desenvolvimento sustentavel.

Neste sentido, surgiu o interesse pelo enriguecimento nutricional desta
forragem, utitizando o fungo filamentoso Aspergiffus niger CCT 0916 e a levedura
Saccharomyces cerevisiae na elaboracdo de fontes protéicas ndo convencionais,
uma vez gque o baixo valor nutriivo das forragens causa aoc animal, perda de
peso, baixa producio de came e leite, infertilidade ou até a morte do animal. E
também a utilizagdo do fruto do mandacaru na elaboragac de bebida fermentada
e vinagre que sdc produtes de valor cemercial e maior vida 0fil.

O Labaratcrio de Engenharia Bioguimica (LEB) da UAEQ/CCT/UFCG vem
nos ultimos anos, desenvolvendo pesquisas que visam um melhor aproveitamento
de culturas regionais, tais como a palma forrageira, mandacaru e ¢ caju. E£ssas
pesquisas deram origem ao trabalho de doutorado, que estudou, em escala de
bancada, 0 enriquecimenio protéico da palma & do mandacaru sem £3pinhos
utilizando a Saccharomyces cerevisiae (Aratjo, 2004), duas disseriacbes de
mestrado, nas quais realizaram 0 estudo cingtice da producéo de bebida
fermentada a partir do fruto da palma (Lopes, 2005) e o estudo cinético da
producdo de bebida fermentada e vinagre de caju (Siva, 2004). Mais
racentemente, estdo sendo desenvolvidas pesquisas por aluncs de mestrado com
a palma forrageira (vegetal e fruto) na elaboracio de etanol (biocombustivel e
aguardente). Todos esses estudos buscam a valorizaggo de culturas nativas da

regido com o proposito de obier produios de alio valor agregado, bem como
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melhorar a condicdo econdmica e social da populagdo da regifio Nordeste,

filosofia esia proposta pelo grupo de pesquisa do LEB.

1.2, Objetivo Geral

Estudar o enviguecimento nutricional dos cladddios do mandacaru (Cereus
famacaru P. DG} utilizando o funge filamentoso Aspergifus niger = a levedura
Saccharomyces cerevisiae por fermentacdc semi-sblida em bandeia e tambor
rotativo, respectivamente, bem como, estudar as cinélicas de fermentacdo
alcodlica da bebida fermentada e da fermentacfio acética na elaboracéo do

vinagre do fruio do mandacaru visando & valorizacso integral desta cultura.

1.2. Chjetivos Especificos

Enriguecimento nutricionai do mandacary

v Caracterizar a matéria seca do mandacaru in natura antes do
enriquacimenio nulricional pelo fungo Aspergiffus niger CCT 02186 por meio
de fermentacao semi-sdlida;

v' Levantamenio das isotermas de adsorgdo de umidade do mandacaru
{seco) antes do processo de enriquecimento nulricional, nas temperaturas
de 25, 30, 35 e 40°C,

v Estudo da histerese nas isotermas de sorgdo do mandacaru nas
ternperaturas de 30, 35 e 40°C;

v/ Estudar a cinélica do crescimento do Aspergillus niger CCT 0818 na
fermentagao semi-sdlida em bandsjas observando o aumento protéico;

v' Verificar os efeitos das variaveis de entrada {temperatura e espessura da
camada) sobre as respostas {proleina bruta, aglcares redutores iotais,
aumento do teor de proteina) no processo farmentativo em bandegjas com o
fungo Aspergillus niger CCT 0916,

v Estudar a cinética do processo de enriguecimenta protéico do mandacaru

com a levedura Saccharomyces cerevisiae em tambor rotativo.
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Eiaboracao de bebida fermentada do fruto do mandacaru

v

e

Caracterizar fisica e fisico-quimicamente os frutos uliizados na elaboragio
da bebida fermentada;

Produzir & bebida fermentada do fruto do mandacaru wiilizando a levedura
Sacharomyces cerevisiag;

Estudar a cinética do processo fermentativo, verificando os efejtos das
varidveis de entrada (concentracdo inicial de acucares redutores e
concentracdo inicial de levedura) sobre as respostas (eficiéncia do
processo - rendimento e produtividade);

Avaliar os parémetros cinaticos do processo de fermentacdo alcodlica, na
producdc da bebida fermentada: Umax, YX/S, Ypfs, rendimenic e
produtividade;

Analisar no fermentado produzido: concentragbdes de estanaol, substancias
volateis (acetaldeidos, ésteres, acetona), metanol e alcoois superiores (n-

propanol, isobutano!, n-butanol, isoamilico).

Eiaboragfo de vinagre de bebida fermentada do fruto do mandacaru

d

Produzir o vinagre do fermentado do frute do mandacaru ufilizando

bactérias acsticas;

v Estudar a cinética da producido do vinagre, verificando o efeito das

varidveis de entrada {concentragao inicial de etanol no fermentado e acidez

inicial} sohre % acido acético e rendimento da produgdo;

v Analisar no vinagre produzido: acidez volatll, acidez total, acidez fixa,

cinzas, exirato seco total € pH.
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Capitulo 2

Este capitulo tem o intuito de apresentar uma revisdo sobre os trés
processos fermentativos utilizados na produgéo do enriquecido protéico, bebida
fermentada e vinagre. Traz informagées relevantes sobre os microrganismos e
substratos utilizados, e os parametros avaliados no controle do processo de

fermentag&o semi-sélida e na fermentacdo submersa (alcodlica e acética).

2.1. Mandacaru (Cereus jamacaru P. DC.)

O mandacaru sem espinhos (Cereus jamacaru P. DC.) é uma espécie
tipica da vegetagéo da caatinga, crescendo em varios tipos de solos (picarrentos
e pedregosos), e junto a outras espécies de cactaceas formam a paisagem tipica
do sertdo. E encontrado nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e norte de Minas Gerais. A planta
€ utilizada na ornamentacdo de avenidas, ruas, parques, jardins e ainda servem

para compor cercas vivas.

Figura 2.1 - Mandacaru sem espinhos

O mandacaru, apresentado na Figura 2.1, resiste a longos periodos de
seca, mas sempre cresce e frutifica. Seus ramos séo irregulares dispostos em
angulo agudo, com o eixo principal levemente curvado, dando a planta um
aspecto de um candelabro, e exatamente por essa forma que pertence ao género
Cereus, palavra de origem latina que significa cirio, vela. Rocha & Agra (2002)
relatam que a floragdo do mandacaru ocorre de janeiro a agosto, com frutificagédo

de fevereiro a setembro.
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Dentre os nomes vulgares mais comuns estdo: mandacaru, mandacaru-de-
boi, manacaru, nhamandacaru, cardeiro, cardeiro-rajado, arumbeva e tuna. Do
tupi “iamandaka-ru” — feixe de espinhos ou espinheiro (Scheinvar, 1985).

Esta planta perde pouca égua para a atmosfera devido a forma do seu
cladadio (grosso e elipsdide) e por ser desprovido de folhas, o que reduz a
superficie de evaporacgédo do vegetal. Devido a presenca de uma espessa cuticula
interna que reveste os cladddios, ela pode absorver e armazenar grande
guantidade de 4gua. As raizes também tém relevante importancia no
aproveitamento da agua do ambiente, ja que absorvem com facilidade todo o
recurso hidrico a sua volta. Por isso, na estiagem, quando todas as plantas secam
e perdem as folhas, o mandacaru mantém-se verde, contrastando com a
paisagem (Andrade-Lima, 19686).

A raiz e o cladddio desta cactacea também s&o utilizados nas afecgbes do
aparetho respiratéric (como exemplos: bronquites e tosses), problemas cardiacos
e pressédo alta. Estudos com o propdsito de avaliar o potencial medicinal do
mandacaru foram realizados por Davet (2005).

A classificagdo botanica do mandacaru sem espinhos segundo Concretes

(1968) é:

Diviséo: Magnoliopyita
Classe: Magnoliopcida
Sub-classe: Caryophyllidae
Ordem: Caryophyllades
Familia: Cactacea

Género: Cereus

Espécie: Cereus jamacaru

Os claddédios do mandacaru, verde-azulados, depois de queimados servem
de alimento para o gado, caracterizando-se como uma forragem alternativa
(Braga, 1960; Aragéo et al. 2000). O Instituto de Quimica Agricola do Ministério
da Agricultura (Braga, 1960) apresentou a composicéo quimica dos articulos,

conforme Tabela 2.1.

Mércia Melo de Almeida 9



Capitulo 2 — Revisao Bibliogréafica

Tabela 2.1 - Composic¢éo quimica dos articulos novos do mandacaru

Parémetros Resultados
Umidade (b.u.) (%) 84,16
Matéria seca (%) 15,84
Proteina bruta (%) 10,72
Extrato etéreo (%) 1,04
Extratos n&o nitrogenados (%) 45,52
Fibra bruta (%) 16,22
Minerais (%) 10,66
Fosforo (%) 0,22
Calcio (%) 5,61

Fonte: Braga (1960)

Aratjo (1994) estudando a composigdo quimica e a digestibilidade in vitro
de alimentos utilizados pelos animais no cariri da Paraiba, determinou o teor de
proteina bruta e digestibilidade in vitro da matéria seca do mandacaru que foi

7,22% e 70,20% na forma in natura, respectivamente.

Barbosa (1998) pesquisando a composi¢cdo quimica de alimentos do
estado da Paraiba no setor pecudrio determinou os teores nutritivos na matéria
seca do mandacaru (Tabela 2.2) e a digestibilidade in vifro da matéria seca e a

digestibilidade da matéria organica (Tabela 2.3).

Tabela 2.2 — Composicdo quimica do mandacaru
Nutrientes Minerais

MS MO PB FB EE ENN CINZAS Ca P N
(gkg) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (R) (%) (%)
1000 7609 72,1 153,5 12,9 5224 2391 3804 092 11,54
1281 973 93 197 16 €73 S0.7 475 0,12 1,49
Fonte: Barbosa (1998)

Valores em negrito: expressos na matéria seca

Valores normais: expressos na matéria natural
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Tabela 2.3 - Digestibilidade in vitro da matéria seca é a digestibilidade

da matéria organica do mandacaru

Digestibiiidade in vitro da Digestibilidade da matéria
matéria seca (%) orgéanica (%)
13,54 73,91

Fonte: Barbosa (1998)

Germano et al. (1991) pesquisando a composigcao quimica e mineral de
seis cactaceas, no semi-arido paraibano, constataram que ¢ mandacaru com

10,18% e o facheiro com 9,23% apresentaram os maiores teores de proteinas.

Arauvjo (2003) determinou a composi¢gdo quimica bromatolégica e a
digestibilidade in vifro do mandacaru sem espinhos na forma in natura, conforme
Tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Composigéo quimica bromatolégica do mandacaru

MO MS PB FB EE MM ENN EB(callg) DIVMS
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

90,2 190 75 14,0 1,2 10,0 68,2 3176,5 78,7
Fonte: Aratjo (2003)

2.1.1. Fruto do mandacaru

O fruto desta cactacea, Figura 2.2, apresenta diferentes formas e
tamanhos, conforme Figura 2.3. De acordo com Rocha & Agra (2002), o tamanho
do fruto do mandacaru varia de 10-13 x 5-9 cm, ovdide, sucosa; epicarpo glabro,
roseo a vermelho; polpa funicular, mucilaginosa, branca; sementes variando de
1,5 — 2,5 mm de comprimento. -O -aproveitamento do fruto do mandacaru em
processos biotecnolégicos € uma forma alternativa de obter produtos de maior

valor agregado e conseqlentemente gerar lucro.
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Figura 2.2 — Fruto do mandacaru

Figura 2.3 — Diferentes formas do fruto do mandacaru

A cultura do mandacaru tem pouca importancia econdémica na regiao, e
néo é explorada comercialmente, uma vez que esta cultura se apresenta de forma
extensiva, ocorrendo consequentemente grandes desperdicios destes frutos. De
acordo com Araujo & Silva (1995), os indices de perdas pos-colheita s&o
preocupantes e refletem negativamente na economia de algumas regides do
Brasil, e ainda acrescentam que cerca de 50% da produgéo de frutos tropicais
ndo sdo aproveitados. Poucos s&o os estudos com este fruto, e n&o se encontram
na literatura dados sobre a producéo brasileira deste fruto. Em contrapartida, a
elaboragdo de uma bebida fermentada e vinagre utilizando-se o fruto, € uma
forma alternativa de aproveitamento e incentivo ao cultivo dessa cultura, de forma
intensiva, propiciando um meio lucrativo para o produtor dessa cultura, uma vez

que esses produtos tém valor comercial e maior vida atil. Oliveira et al. (2004)
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caracterizaramn a casca e polpa do fruto do mandacary, como é mostrado na

Tabheala 2.5.

Tabela 2.5 ~ Caracterizagfo do fruto doe mandacary

Caracieristicas Médias
Massa tots! 137,0316 + 53,6603 ¢
Digmetro transversal 58,06 +£7,58 cm
Diametro longitudinal 82,73 16,96 cm
pH (poipa) 4,52+0,01
pH (casca) 4,33+0,01
Acido ascorbico (polpa) 1,48+0,2% mg/100g
Umidade (polpa) 83,77%
Umidade (casca) 87,54%
Solidos solaveis totais (polpa) 12, 17°Brix
Solidos soltveis totais {casca) 6,23°Brix
Cinzas (polpa) 0,2651%
0,4853%

Cinzas (casca)

Acidez tolal tituiavel (polpa;
Acidez total titulavel (casca)
Aclcares redutores (polpa)
Aglcares redutores (casca)

0,2110% acido citrico
0,4523% acido citrico
9,54% glicose
2,79% glicose

Fonte: Oliveira et al. (2004)

Almeida et al. (2005) estudaram as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas
dos frutos do mandacaru provenientes de duas cidades da Paraibs, Queimadas e
Lagoa Seca, e observaram diferencas significativas no tamanho e peso dos frutos
avaliados. Constataram ainda, que os frutos de Queimadas apresentaram maior

tamanhc e peso, e que o teor de ART nos frutos variou de 9,92 a 10,40%.
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2.2, Enrigquecimento protéico
2.2.1. Fermentagdo semi-stlida (FE8)

O termo fermentagdo semi-sclide, ou em estado sdlido, ou fermentacéo em
meio semi-s0licdo aplica-se aos processos gue ha crescimento de microrganismos
sobre ou dentro de particulas em matriz sélida, onde a guantidade de liguido
(dgua ou outro Jiquido) apresenta um nivel de atividade de agua que possa
garantir o crescimento e metabolismo dos microrganismos, mas n&o exceda a
maxima capacidade de ligagédc da agua com a matriz sdlida (Pinto et al., 20086). O
teor de Agua presente no meio esta na forma complexada ou absorvida na matriz
solida (Cannell & Young, 1980).

De acordo com Pinto el al. (20086) a FSS também apresenta as seguintes
caracteristicas:

» a fase sflida atua como fonte de carbono, nilrogénio e demais
componentes, além de servir como suporie para o crescimento das células
microbianas;

s O ar, necessaric ac desenvolvimenio micrebiano, deve alravessar os
aspagos vazios do meio a pressdes relativaments baixas. O substrato ndo
deve apresentar aglomeracio de paricutas individuais,

e 0 crescimento microbiano ocorre em condigdes mais proximas aos dos
habitats naturais;

o 0 meio apresenia aita heterogencidade e o0s subsiratos ndo estio
completamente acessiveis ao microrganismo.

As principais vantagens apresentadas pela fermentacdo semi-sélida é o
pequeno espago ocupado pelc equipamento, uma ver que € pequena a
guantidade de agua reguerida no processo, e a inexisténcia de problemas
relatives a contaminacio bacteriana, devido a baixa umidade de meio de cultivo.
No entanto, Hennies (1998), Gutierrez et al. (1992) e Del Bianchi et al. (2001)
relatam as desvantagens do processo de fermentagao semi-solida como: o dificil
controle do processo, relativos & transferéncia de massa € 0S8 pPOUCOS
conhecimentos técnicos, fisioldgicos e bioquimicos, necessidade de grande
quantidade de esporos; o5 pré-tratamenios requeridos pelos substratos; intenso
trabatho quantc a ampliagéo de escala do processo; e os problemas retacionados

3 utilizacdo de substratos sélidos que s80: necessidade de produzir indculo em
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grandes guaniidades, os niveis de umidade do meio semi-sdlido que devem ser

determinados para cada espécie microbiana a ser utilizada.

2.2.2. Biorreatores utilizados

Correja {2004} cita vérios tipos de biorreatores uiilizades em escala de
laboratorio, tais como: Erfenmeyers, béqueres, frascos de Fermbach, garrafas de
cultura, bandejas ndo perfuradas, tanques, placas de Petrd, além de sacos feilos
de filme microporoso. No entanto, alguns estudos utifizam bandejas perfuradas,
escolhidas por proporcionarem boa aeraco durante o processc fermentativo.
Mordocco & Noprahina (2004) mostraram oulres tipos de  biorreatores
empregados em FSS, tais como: biorreator em bandeja, em leiio fixo, leito
fluidizado ar-sdlido, tambor rotativo, tambor agitado horizontalmente e biorreator

agitado verticalmenta.

2.2.3. Fatores qus influenciam o processoe de fermentacéo semi-sélida
2.2.3.1. Umidade e atividade de agua

Na fermentacéo semi-sdlida, a dgua esta envolvida no desenvolvimento de
biomassa e reagdes metabdlicas, nas atividades enzimaticas e no transporie de
gas, nutrientes e metabdlitos exira-celulares.

De acorde com Del Bianchi et al. (2001), os principais fatores que
determinam o grau de umidade do supstratc no inicic e ao longo da fermentacéo
s&o: a natureza do substrato, as necessidades dos microrganismos utilizados € o
tipo do produto final desejado. Para Murthy et al. (18993}, o teor de umidade inicial
& um dos fatores que mais afetam o crescimento microbiano e a formacéo de
produto, pelo fato de determinar a quantidade de agua inicial dispenivel para o
microrganismo e por fazer com que o subsiralo se dilate, faciiiando assim, a
penetracdo do micélic para a utilizacéo do substrato.

A atividade de &gua (a,), guantidade de agua néo ligada e que estd a
disposicéo dos microrganismos, é definida de acordo com a expressio (1), como
a relacéo existente entre a pressdo de vapor da agua contida na solugao ou no

alimento (P) e a press&o de vapor da agua pura (Pg), 2 uma dada temperatura

(Ordofiez, 2005).
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p
(1)

w o
P '

A atividade de agua influencia o desenvolvimento microbiano & os

&

processos bioguimicos, tendo por isso, cada microrganismo um nivel de atividade
de agua minimo para gue possa efetuar suas alividades metabdlicas. De acordo
com Ramana et al. (1993) os fungos filamentosos necessitam de um meio com
uma alividade de agua minima de aproximadamente 0,7 . as leveduras o valor
situa-se em 0,8 e para as bactérias 0,9. Santin {1998) comenta gue a atividade
de agua indica a disponibilidade de agua para o crescimento de microrganismos
(deteriorantes ou nao) e para a ocorréncia de reacfes deteriorantes tais como: o
escurecimertte, a oxidagao e a hidrolise.

A atividade de &gua € uma das variaveis que mais afetam o processo
fermentativo (enfiguacimento nutricional) e tambem o armazenamento do material
enriquecido. O estudo da atividade de agua pode ser feito alravés de isotermas
de sorcdo (dessorgéo e adsorgdo), que de acordo com Araljo (2004), permitem a
determinagéo do valor da monocamada de agua ligada no subsiraio Esiudos
realizados por pesquisadores afirmam que ndo se deve retirar agua em
quantidade inferior a monocamada, por este ser o limite abaixo do qual se inicia
uma série de reacgdes quimicas indesejaveis no substrato (Santin, 1898; Gouveia,
1999, Isse et al,, 1993).

As isotermas de sorgdo sao definidas por Fennema (1998) como a
representacdo grafica que relaciona o contetdo de agua {expresso em massa de
Agua por unidade de massa de matéria seca) com sua atividade de agua a
temperatura constants. As isotermas podem ser de adsorgdo, onde o material
passa pelo processo de umedecimento, ou de dessorgdo, processo pelo qual
pcorre a secagem do material.

Com o objetivo de prever o comportamento das isotermas, foram propostos
por varios autores diversos modelos de ajuste de isctermas de sorgéo, que sio
Gteis no conhecimento das caracteristicas do produto. Para o ajuste dos dados
experimentais das isotermas de sorcdo, € necessario utilizar modelos
matematicos e fazer a correspondéncia entre o teor de umidade do produto

analisado (#q) e a atividade de agua (aw).
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Existemn varios modelos matematicos para o ajuste dos dados, dentre eles
os mais utilizados sfo: GAB, BET e Henderson modificado, apresentados na
Tabeia 2.6.

Tabela 2.6 —~ Modelos para ajuste de isotermas de sorgéo

Mome dos modelos Equacdes

GAB (Gugghenheim, Anderson _ X CKa
e de Boer) Kog = : ;
| B (1-Ka ) (1—Ka, -CKa,)
Henderson modificado log(1- a )\;g
| e‘fx(ma‘(tw)J
BET X _ Ca, [1-(n+Da,+na,™|
; m 1“‘8‘” 1—(1—C)aw _Casﬂ]m‘1 j

Onde:
Xqq — urnidade de equiiibrio,

X, ~umidade na monocamada molecular,
a, — atividade de agua;

C, n, a, b, ¢ t—parametros dos modelos.

2.2.3.2. pH

O pH é um fator importante em qualquer processo bicidgico, havendo
valores minimo, 6timo & maximo de pH para o desenvolvimenic de cada
microrganismo {Perazzo Neto, 1999). De acordo com Franco et al. (1996), ¢ pH
em torno da naufralidade (entre 6,5 & 7,5) é o mais favoravel para a maioria dos
microrganismos. Ainda comenta que os bolores e leveduras apresentam maijor
toleraéncia ao pH, sendo que os bolores podem se multiplicar em valores de pH
mais baixos que as leveduras, sendo estas mais tolerantes que as bacterias a
valores baixos de pH, onde os valores de pH 6timo para a multiplicag&o de

Saccharomyces cerevisiae é entre 4 e 5, e para 0 Aspergillus niger &€ entre 3 e 6.

Holanda et al. (1998) estudando o enriquecimento protéico do pedunculo
do caju por meio de leveduras, constataram que se deve observar o pH das

massas de caju, uma vez que em pH<3,5 pode ocorrer uma redugdo na eficiéncia
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de conversdo protéica da levedura, embora o elevado indice de acidez evite a

contaminagéo de microrganismoes no meio, tais como baciériss.

2.2.3.3. Temperatura

A temperatura tem grande influéncia no crescimento microbiano, havendo
uma temperatura minima, abaixo da qual o microrganismo néo se dessnvolve;
uma temperatura otima na qual o crescimento microbiano € maximo e uma
temperatura maxima, acima da gqual ndc hé cresciments microbianc sendo
necessario observar a temperatura para ndo comprometer © processo
fermentativo. Franco et al. (1996) relata que os microrganismos mesdéfilos tém
uma temperatura otima de multiplicagdo variando entre 25°C e 40°C, e
corresponde a grande maioria dos microrganismos. Em fungos filamentosos, a
temperatura influencia diretamente a germinacac dos esporos, crescimento,
formacéo de produtas e esporutacéo (Pinto et al., 2006).

Del Bianchi et al. (2001) estudando a taxa de produgéo de proteinas de
Aspergifius niger em relacdo & temperatura empregada no processo, observaram
os maiores resultados na producdo de proteina & temperatura de 35°C, e que

apresentou perda sensivel na eficiéncia do processo giando submetidas a 45°C.

2.2.3.4. InGculo

Mudgett citado por Perazzo Neto (1999) comenta que € necessario otimizar
a cencentragdo de indoule nas fermeantacdes em substrato sdlido, uma vez que
uma baixa concentracdo de indculo pode favorecer o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis e formar pouca biomassa. Por outre lado, um
indculo com elevada concentragdc de espores pode exaurir 0 meio para a
formacdo de biomassa, reduzindo a gquantidade de produio desejado. O autor
ainda relata que, caso se deseje a producio de biomassa & recomendado o
emprego de indculo elevado para evitar contaminantes, no entanto, deve-se ter
cuidado para ndo elevar muito o custo de producédo com a preparacao de indculo,

Del Bianchi et al. (2001) estudandc a producdo de &acido citrica por

fermentacdo semi-sdlida com o Aspergillus niger, inoculou uma suspenséo na
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concentragdo de 2 x 10° esporos/g substrato, e verificaram aue apds 4 a 8 dias
houve uma conversao de 80%.

Perazzo Neto (19989} estudando o enriguecimenio protdice da algaroba
{(Prosopis juliflora) e da palma forrageira (Opuntia ficus-indica) utiizou uma
suspensaéo de esporos de Aspargiffus niger IA-UFPE 2003 em agua destilada,
proporcicnando uma concentragdo de +10° esporos/ml. Para cada quilo de
substrato  triturado  foi  inoculado  300mL  da suspensao de  esporos,

caorrespondendo g +107 esporos/kg de substrato.

2.2.3.5. Ezspessura da camada

Del Bianchi et al. (2001) comenta que existem diferentes formas de se
obter uma movimentagéo interna do ar no substrato, proporcionando uma melhor
fransferéncia de oxigénio, utilizando-se material porosc mediamente granulado ou
fioroso e pelo usc de uma pequena camada de substrato. Afirmam ainda, gue a
quantidade de ar esiéril a ser introduzido no processo fermentativo depende da
natureza dos microrganismos bem como da espassura da camada de substrato,
dentre outros parametros.

Perazzo Neto (1998) estudou o enriquecimento protéico, por fermentagéo
semi-sélida, das raquetes da palma e vagens de algarcba utilizando o fungo
filamentoso Aspergillus niger, e utilizou 1 kg de cada substrato por bandeja ds
modo a obter camadas de 0.7 0,75 e 1,0 on. Observou gue para os dois
substratos utilizados, a camada de 0,75 cm proporcionou um maior teor de
proteina verdadeira, em torno de 12%.

Suhet (1997) estudandc © enriquecimento protéico do residuo da
industrializacdo do abacaxi por meio de fermentacdo semi-solida, com o fungo
Rhizopus oligosporus, utilizou camada de 1,5 cm por bandeja.

Araljo (2004) utilizou camadas de 2, 4 & 6 vmde substrato, no estudo do
enriguecimento protéico das cactdceas mandacaiu sem espinnos € palma
forrageira, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, e observou que a

espessura da camada ndo teve influéncia no processo fermentativo.
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2.2.3.6. Fontes de nitrogénio e carbono

Para Perazzo Neto (1999) a capacidade de utilizagdo das fonies de
carbono e nitrogénio, esta ligada ao conjunto enzimatico, que € especifico de
cada espécie microbiana. Assim, existem microrganismos capazes de utilizar
compostos complexes, como amido e proteinas, e outros gque s6 utilizam
substancias simples comgo aglcar e uréia como fonies de carbono e nitrogénio,
respactivamente.

Pelczar et al. (1981} afirmam que o carbono € um dos elementos guimicos
mais importantes no crescimenio microbiano, pois compdem determinados
nutrientes orgénicos (carboidratos, lipideos e proteinas) que fornscem energia
para o crescimento da célula e servem como unidade basica do material celular.
Os fungos utilizam outras fontes de carbono como Aalcool, hidrocarbonetos e
amido. Também utilizam nitrogénio na forma de amdnia, embora quase todos

utilizem nitrato.

2.2.3.7. Pré-tratamento

De acordo com Del Bianchi et al. (2001), o substraio necessita de um pre-
tratamento para se adeguar &as condigbes requeridas para o crescimenio e
metabolismo dos microrganismos, e facilitar a atuacdo dos microrganismos sobre
o meio, tais como;

1} Esmagamento, quebra, moagem e peneiramento visando obter uma
granulometria mais adequada ao processo;

2) Suplementacio de nutrientes e correcdo de pH, para suprir a deficiéncia de
algum nutriente ou adequar as condicSes de crescimento microbiano,

3) Hidrélise acida ou alcalina de material celuldsico, buscando favorecer &
atuacio enzimatica;

4) Embebicéo, para regular o teor de umidade inicial do processo;

5) Vaporizagdo ou aguecimento, visando a gelatinizagdo ou inchamento do
substrato;

8) Adigdo de agente sequestrante, com o objetivo de remover fons metalicos,

que podem reduzir o rendimento do processo,
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7) Processo de esterilizacdo, buscando reduzir ou eliminar possiveis

contaminacdes.

Z.2.4. Microrganismos

Os microrganismos podem ser utilizados nos processoes fermentativos em
meio sélido, em seu estado natural, como na forma de culturas puras individuais,
ou mais raramente, na forma de culturas mistas (Gulierrez et al,, 1992; Pandey,
1982). Para que haja um bom desempenho do processo fermentativo, a escolha
da linhagem do microrganismo deve levar em consideracéo o meio de cullura e as
condigbes ambientais da fermentacdo (lemperatura e umidade do sistema), uma
vez gue a FS5 tem obtido com sucesso vérios tipos de transformacao, ssia ela
realizada por fungos ou bacterias.

Raghavarao et al. (2003) comenia que varios microrganismos tém 2
capacidade de crescer em substrato sdlido. Bactérias e leveduras crescem em
substrato sdlido com um teor de umidade entre 40-70%, como na compostagem
ou na ensilagem aerdbica ou anaerdbica, mas ¢ crescimento e propagacao das
céiulas ricas em proteinas sempre necessitam de dgua livre.

MNo processo de ennguscimenic nuinicional, podem ser citados, dentre
muitos outros, o uso de outras culiuras como Rhizopus (Suhet, 1997, Moraes,
1999: Albuguerque et al., 2003), Candida (Canoilas, 1891), Aspergillus (Moraes,
1999; Oliveira et al. 2001) e Saccharomyces (Holanda et al., 1988; Aradjo et al,,
2005; Campos, 2003, Correia et al., 2007}

2.2.4.1. Fungos {Aspergifius niger)

Perazzo Neto (1999) comenta que © Aspergillus niger encontra-se
faciimente na natureza, sendo as suas espécies capazes de crescer em diversos
substratos. Algumas espécies se envolvemn na deterioracao dos alimentos, outras
sdo empregadas em fermentacdes industriais, na produc&o de acido citrico e
glucénico.

De acorda com Castitho (1997}, os fungos filamentosos, em especial do
género Aspergillus (Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Aspergilius wentii)
possuem corpos de frutificagdo com conididforos contendo vesiculas terminais
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arredondadas, recobertos de esporos nas extremidades das hifas e no caso do

Aspergilius niger, a cor dos esporos € negra.

2.2.5. Trabalhos de enriguecimento protéico uillizando cacticeas e residucs

agroindustriais {Estado da arie)

Correia et al. (2007} utilizaram residuos de abacaxi como substrato no
estudo do enriqguecimenio protéico por fermentacdo semi-sdlida, utifizando a
levedura Saccharomyces cerevisiae e suplementacBo de nifrogénio. Apds 48
horas de Termentag&o verificaram que o teor de proteina aumentou de 6 4% para
16,1% {base seca).

Aratjo et al. (2005} estudaram o enriquecimento protéico da palma
forrageira, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, € observaram que 0s
maiores crescimenios do microrganisme na sintese de proteina foram obtidos
com o tempo de 48 horas, proporcionando um aumento de quatro vezes no teor
protéico do fermentadoe em relacéo a palma in natura.

Campos (2003) estudou o processc de-enriguecimento protéico do bagaco
do pedunculo de caju com a Saccharomyces cerevisiae, através de fermentagéo
semi-sdlida, e observou que com uma concentracdc de 12% de levedura e
temperatura de fermentagéo de 33°C, o aumento protéico foi de 3,6 vezes. O
melhor tempo de fermentacdc que proporcionou maior teor de proteina no
fermentado foi entre 24 e 32 horas.

Albuquerque et al. (2003) utilizaram o fungo Rhizopus oligosporus para
promover o enviquecimento protéico do bagagoe de macs, residuo da industria de
suco, empregando a fermentacdo semi-solida, que foi realizada em reatores ds
leito empacotado, durante 72 horas, a 30°C. Os autores conseguiram um aumento
de ¢inco vezes no teor de proteina solavel do bagaco.

Suhet {1997) realizou o estudo do enriquecimento pratéico do residuc da
industrializacdo do abacaxi por fermentagéo semi-sdlida a 30°C. As fermentacdes
foram realizadas em bandeja perfurada, com o fungo Rhizopus oligosporus e em
sacos plasticos, com o fungo Rhizopus oligosporus e também com o Aspergilius
piger. Foi observado que o méximo teor protéico brutc enconirado para as

fermentacbes em bandeja foi apds 65 horas de fermentacg@o, utilizando como
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inoculo o Rhizopus ofigosporus e em sacos com Rhizopus oligosporus e
Aspergifius niger, em 96 e 75 horas de fermentagBo, respectivaments. Prolongado
o tempo do processo, foi observada uma reducio do teor protéico no curso das
fermentacdes.

Moraes (1999) estudou o enriquecimento pretéico do farele de arroz
desengordurado, subprodutc da industria de extracdo de dlec de arroz, por
fermentagdo semi-sblida na temperatura de 30°C. As fermentacBes foram
realizadas em biorreatores de coluna com leito fixo, asrados pela parte inferior e
encamisados, por onde ocerria a circulagio de agua. O autor comparou g taxa de
crescimento de cinco diferentes microrganismos, Aspergiffus niger NRRL 3122,
Aspergillus niger, Aspergilius oryzae CCT 3940, Aspergillus awamorn CCT 3941 e
Rhizopus sp, obtendo um aumenta de 20,12% no teor de proteina total utilizando
o Rhizopus sp.

Holanda et al. (1998) avaliaram a proporcéa de indoulo de Saccharomyces
cerevisiage e o tempo de fermentacho necessario para se enriquecer a pasta de
pedunculos de caiu por fermentacdo submersa a temperatura de 35°C. Os
autores referidos conseguiram um aumenio de 20% do teor protéico do material
fermentado, utilizendo 5,0% de indculo de levedura, com um tempo de
fermentacio inferior a 24 horas.

Canoitas (1991) verificou a influéncia da temperatura, pH e indculo de
Candida sorboxylosa, no desenvolvimento microbiano por fermentagdo semi-
sélida do residug proveniente da industrializa¢ao da farinha de mandioca, com o
intuito de fazer o enriquecimento protéico do mesmo. O efeito dos niveis de pH e
indculo de levedura foram significativos e tiveram influéncia na producgdo de

proteina durante o processc de fermentacéo a temperatura de 32°C.

2.3. Fermentado de fruto

O vinho €& uma bebida proveniente exclusivamente da fermentagéo
alcodlica de uva madura e fresca ou suco de uva fresca (Aguarone et al., 1983).
Portanto, a legislagdo brasileira vigente (Brasil, 1997) determina que bebidas
elaboradas com outros frutos devem obrigatoriamente ser rotulado com a

denominacao fermentado acompanhada do nome de fruto da qual se originou, por
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exemplo, fermentado de caju, fermeniado de laranja, fermentado de aceroia,
fermentado de abacaxi, eic.

A legislacéo brasileira (Brasil, 1997) estabelece gue o fermentado de fruta
& uma bebida com graduacio alcodlica de quatro a guatorze por cento em
volume, & vinte graus Celsius, oblida da fermentacac alcodlica do mosto de fruta
8§, fresca e madura. O setanoi é ¢ principal componante do fermentadao de fruta.

A analise dos componentes volateis (acetaldeido, acetona, éster-acetato de
metila e etila), metanol, etanol, dlccois superiores (1-propanc, isobutanc!, amilico
e isocamilico), acidez total, agticares residuais e pH séc de vital importancia para
verificar se as caracteristicas do produto estfio dentro das especificacdes
estabelecidas pela legislacio brasileira (Garruti, 2001).

Os vinhos ou fermentados de frutas s&o divididos em trés classes no que
se refere & quantidade de aglcares residuais. A primeira classe apresenta 0s
vinhos do tipo seco, com até 5 gft de acglicares totais, a segunda entre 5,1 ¢ 20
g/L 580 do tipo meio sece e a terceira e Uitima € a classe dos vinhos suaves ou
doces com mais de 20,1 ¢/l (Rizzon et al., 1994).

~ De acordo com Aquarone et al. (1983), as principals substancias presentes
no vinho s&o: acUcares, alcoois, acidos orgénicos, sais de acidos minerais e
organicos, compostos fendlicos, compostos nitrogenados, gomas & muciiagens,
compostos volateis e aromaticos.

A acidez total expressa em acido acélico, € a acidez tituldvel que determina
g quantidade das fungdes gcidas livres presentes no suco ou no vinho, € é a
soma da acidez volatl e acidez fixa. A legislagéo brasileira (Brasil, 1997) exige
que, para os fermentados de frutas, os teores de acidez total estejam
compreendidos na faixa de 3,3 a 7,8g/L (65 a 130 meg/L). O acido acético € o
principal acido orgénico excretado no meic em fermentagdo, sendo expresso em
acidez voiatil (Rizzon ef al., 1994}

Geralmente, o fermentado de fruta apresenta pH variando entre 3,0 e 4,0.
A andlise de pH facilita na avaliacdo da resisténcia do produto & contaminagao
bacteriana. O pH igual a 3,4 € o ideal para que o produto aumente a resisténcia

as contaminacdes {Hashizume, 2001).
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2.3.1. Micrebiologia do vinho ou do fermentado

2.3.1.1 . Leveduras

Os agentes da fermentac@o alcodlica s&o as leveduras (Aguarone et al,,
1983). Lima ef al. (2001) afirmam que existe um grande nGmero de espécies de
leveduras que se diferenciam por seu aspecto, sua forma de reproducéo e
tambem pela maneira de transformar 0 agucar.

As leveduras encontradas na vinificacdo podem apresentar uma das quatro
formas distintas: eliptica ou oval, alongada, em forma de salsicha; esférica; e
apiculada, alongada em suas extremidades, como limao (Aquarone et al., 1983).

De acordo com Lima et al. (2001), a maior parte das leveduras do vinho
apresenta duas formas de reproducéo: vegetativa por brotamento e por formagdo
de esporos, ©s quais formam novas leveduras apds germinagaon. A multiplicacéo
por brotamento de uma tnica célula de levedura pode dar origem a milhdes de
novas celulas em 24 horas. Os autores comentam que a populagdo de leveduras
no mosto em plena concentracéo é na ordem de 8 x 10° a 12 x 10° por mL.

As vantagens do emprego de leveduras, quando bem realizado, podem ser
resumidas como segue (Lima et al., 2001):

1) inicio da fermentac¢do mais rapida;

2y Uma fermentacio mais regular @ sua conclusdo sempre mais rapida,

3) Boa conservacio de vinhos, sendo bem secos, isto &, isento de aglicares
fermentaciveis. |
Segundo Korhola et al. (1989), as leveduras utilizadas na produgdo de

bebidas alcodlicas devem apresentar as seguintes caracteristicas: alta tolerancia
ao alcool, bom rendimento, fermentar rapidamente o meio e minimizar o risco de
contaminacgtes, produzir a melhor conceniragdo e balango de compostos

secundarios desejaveis.

2.3.2. Fermentagdo alcodlica

A fermentag&o & um dos processos mais antigos e usados pelos egipcios
na fabricagdo de bebidas alcodlicas a partir de frutas e cersais existentes ha mais
de 4.000 anos (Aguarone et al., 1983). A fermeniacéo alcodlica segundo Sachs

(2001) & feita por leveduras, normalmente em cultura pura com levedo
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selecionado, isto &, cepas com boa capacidade de produzir dlcool, ou ainda, sdo
usadas leveduras de panificacdo devido a facilidade de se obter este fermento
como indculo. As leveduras utilizadas s8o: Saccharomyces cerevisiae,
saccharomyces cerevisiae eliipsoideus e eventualmente Saccharomyces uvarum.
As leveduras atacam basicameante os actcares {amido, glicose, frutose, sacarose
e oulras) transformando-os em dlcool etilico e gas carbbnice, além de outros
produios secundérios, como 4cidos organicos.

No processo da fermentaco alcodlica de aglcares, os principais produtos
formados s80 alcoo! etilico e gas carbbnico, de acordo com a reagdo a seguir

{Aquarone et al., 1883):
CH,0, — s 2CHOH + 2C0, + 33Calorias (AH)

Entretanto, a molécula da glicose passa em processe anaerdbio por doze
etapas intermedidrias antes de ser transformada em etanol e gas carbdnico. Ao
lado de etanol & gas carbdnico, formam acetaldeido, gliceral, 2-3-butilenoglicol,
gcido {&ctico e acido citrico como produtos constantes da fermentac@o alcodlica e
gue contribuem para o sabor e © aroma do vinho. Os ésieres, como acetato de
etila, s&o também formados pela estenficacio de acidos organico fixos, como
acido tartarico e malico também catalisados pelas enzimas das leveduras.

Durante a fermentacdo alcodlica, aiguns fatores que influenciam no
Drocesso Sa0:

» A concentracdo de carboidrato no meio;

o O pH do meio;

s A concentragao de levedura,

e A temperaiura de fermentacao.

A temperatura € um dos fatores de maior importancia durante a
fermentacaao alcodlica. Temperatura variands entre 25 ¢ 33°C permite obter alto
rendimento em &lcool, por permitir uma fermentag@o mais completa e também por
minimizar a perda por evaporagao.

O contrcle de pH & importante durante o processo de fermentacdo
alcodlica, onde o valor de pH inicial pode variar de 3,8 a 4,0, sendo esia faixa de

pH suficiente para permitir uma répida fermentac@o slcodlica e inibir baciérias

indesejaveis (Aguarone et al., 1883).
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2.3.3. Compostos produzides na fermentagio alcedlica

Durante a fermentago alcodlica, o stanol nfo € o Unico composto
formado. E produzido o didxido de carbono e um grande numera de componernites
secundarios, que conferem aroma e sabor as bebidas. Denitre os produtos
secundarios formados, ¢ mais abundante s3c os alcoois superiores, gue sdo
produzidos juntamente com o etanol. Qutros componentes presentes em
pequenas gquantidades, também desempenham importante papel no sabor e

aroma das bepidas, tals como &cidos orgénicos e compostos carbonilicos,

2.3.3.1. Etanol

O etanol é o principal produtc da fermentac@o alcodlica. De acordo com
Vogt (1884), ele atua na inibigdo do crescimenio de oulros microrganismos
presentes no mosto (fungos, leveduras selvagens e bactérias). O COz que
também ¢ produzido na fermentac@o atua como “gas protetor”, ja gue 0 mesmo
desloca 0 ar e recguz a possibilidade de scbrevivéncia dos microrganismos

aarobios.

2.3.3.2. Alcoois superiores

OUs alcoois superiores s&o formados no decorrer do processo fermentativo
a partir de aminoacidos constituintes do meio em fermentacdo. Os principais
alcoois superiores s3o 2-metil-1-propano! (iscbutanal), 2-metil-1-butanol (alcool
amilico ativo) e 3-metil-1-butanol (alcool isoamilico). Menores quantidades de
alcoois alifalicos tém sido encontradas em vinhos, como 1-propanol, 1-butanol, 1-
pentanol (&lcool amilico), t-hexanol, 1-octanol e outros (Garruti, 2001). A
composicio do meio {concentracdo de aglcar, pH, concentragéo e tipo de fonte
de nitrogénic), temperatura, grau de aeragdo e a linhagem da levedura também
influenciam a produgéo dos alcoois superiores.

Amarine et al. (1872) comenta gue 0s alcoois superiores podem ser
importantes por apresentarem seus odores prépﬁos e pela sua acdo solvents
sobre outras substancias odoriferas, interferindo na volatilidade das mesmas e

conseglentemente nas suas caracteristicas sensoriais.
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2.3.3.3. Acetaldeide

O principal aldeido associado & fermentacio alcodiica € o acetaldeido. Em
fermentagdes normais, este composto aparece no mosto durante as primeiras
horas, mas tends a diminuir no estagio fina! da fermentagio (Maia, 1994). Entre
os compostos carbonila, o acetaldeido constitui mais de 90% do total de aldeidos
contidos em vinhos e bebidas alcodlicas destiladas {Nikénem, 1986). Parte do
acetaldeido excretado no vinho durante a fermentac2o, fica ligado ao S0,
enguanic ¢ restante permanece livre e, conseguentemente, disponivel para o
metabolismo da levedura (Millan & Ortega, 1988).

O acetaldeido também € produzido no corpo humano pela metabolismo do
etanol, € embara seja importante para o aroma € sabor de bebidas alcodlicas, em
doses elevadas, € 1&xico para o organismo humano. Quando hd o aumento da
concentragéo sanguinea do acetaldeido, ocorre vermethid@o na face, dor de
cabega, dificuldade respirataria, vémito, transpiragéo, inquietaco, aceieragéo do

ritmo cardiaco e baixa na press&o sanguinea (Nascimento et al., 1897).

2.2.3.4. Esteres

Os ésteres constituem a maior classe de.compostos de-aroma. nas bebidas
alcodlicas. Os ésteres séo originados da reacéo de esterificagéo entre um acido e
um alcool. £ssa reacdo pode ser catalisada por enzimas estearases, ou pode ser
efetuada quimicamenie sem interferéncia de enzimas (Yokoya, 1995). A
guantidade de éster produzida depende da quantidade relativa de alcool e acetil
produzidos pela levedura. O acetato de efila € normalmente o éster enconirado
em maior quantidade (Berry, 1985).

Os fatores que mais afetam a concentracdo de ésteres no mosto sdo a
composicada do meio (fonte de carbono e sua conceniracio, suprimento de
nitrogénic, pH do meio, variabilidade de micronutrienites e niveis de acidos graxos
insaturados/esterdis) e os procedimentos e fermentacgéo tais como a temperatura
de fermentagio, concentracio de dioxido de carbono (CO.), oxigenacio do meio
e a selecdo da linhagem da levedura {Scles et al., 1982). Além da levedura, a
matéria-prima (variedade da fruta) utiizada também interfere na formagao de

ésteres (Sucmalainen et al., 1974),
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2.3.3.5, Matanol

C metanol € um alcool particularmente indesgjavel em b-ebidaé alcodiicas,
e n&o tem importéncia no aroma das mesmas. A ingestdc canstante de metanol
pelo ser humano, mesmo em doses muito pequenas, pode levar 3 cegueira e aié
a merte (Maia, 1994),

Segundo observagdes de Postel citado por Mutton (1992), a2 maior
concentragdc de metanol nas aguardentes de frutas deve-se a composicéo do
mosto fermeniado que originou a bebida, ja que o alcool metilico origina-se pela
degradagdc enzimatica da pectina e esta Ultima é um constituinte dos tecidos

vegetals, principalments de frutas.

2.3.4. Trabalhos sobre fermentado de fruta (Estado da arte)

Torres Neto et al. (2006) estudaram o aproveitamento do pedinculo do
caju para a produgdc de fermentado de caju. Realizaram o processo de
fermentacdo aicodlica em batelada agitado, utilizando a levedura comerciai
Saccharomyces cerevisiae. O fermentado de caju produzido apresentou um teor
alcodlico de 11,5°GL que atende as normas estabelecidas pela legislacéo
brasileira de bebidas.

Lopes ef al. (2005) estudaram o aproveitamento do figo da india {(fruto da
palma) na producdo de fermentado de fruta. Observaram nos fermentados
produzidos, uma concentragdo média de etanol acima de 6°GL, acidez total
abaixo de 130 meqg L™, pH de 3,5 e um sabor delicado e agradavel. Os valores
médios de rendimento (% Conversdo) e produtividade obtidos nos experimentos
foram de 73,29% e 2,6 g/h.L, respectivamente.

Asquieri et al. (2004) estudaram a fabricacéo de fermentado branco e tinto
de jabuticaba utilizando a polpa e a casca, respectivaments. Concluiram que o
fermentado de jabuticaba apresentou muita semethanca com © vinho de uva. Os
teores alcoolicos das bebidas foram de 10 a 12°GL, para o fermentado {(vinho)
branco e seco, respectivamente. O pH para o vinho tinto e branco variou entre 4,0
- 3,3, respectivamente. A concentracgo final de sacarose foi de 40 ¢ 41g/1. para os
vinhos tinto & branco, respectivamente.

Asquieri et al. {2004) fizeram o estudo das caracteristicas fisico-quimicas e

sensoriais dos fermentados de jabuticaba tinto seco e doce, fabricados com o
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fruto integral. A acidez total para o fermentado seco de jabuticaba foi 122,3 mea/L.
e 79,3 meg/t para o fermeniade doce e 129 meg/l e 106,3 megiL para
fermentados jovens e velhos, respectivamente, observando uma reducéo de
acidez com o tempo de armazenamento. Com relacdo zo pH, este se situou entre
3,16 e 3,3 para o fermentado seco & para o fermentade doce enire 3,31 e 3,32 de
4 meses a um ano de armazenamento, respectivamente. A concentracdo final de
sacarose foi 63,44g/l. para o fermentadc tinto e 3%8g/L para o mesmo
fermentado apods 1 ano de engarrafado. Para fermentados doces teve 87 4g/L e
96,26g/L em 4 meses e um ano de engarrafado, respeactivaments.

Andrade et al. (2003) estudaram a produgdo da bebida fermentada a partir
do fruto da pupunha. O processo fermentativo foi conduzido a tempsratura de
27+1°C durante 10 dias. A bebida apresentou uma graduacao alcodlica de 12°GL,
atraente coloragdo alaranjada clara, limpidez, sabor € eroma agradaveis e boa
aceitabilidade. O rendimento da producédo foi em torno de 60%.

Bortolini et al. (2001) estudaram a fermentac&o alcodlica do suco de kiwi
avaliandc seis formas de preparacade do mosto, variandc a quaniidade de
nutrientes e de sacarose. O processc fermentativo foi conduzide com temperatura
a 28°C, e com indculo de 10°UFCImL de Saccharomyces cerevisise. O
rendimento da fermentacao alcodlica variou entre 75,6-92 4% e produtividade
entre 0,72 a20g/L.h,

Dias (2001) estudou a producéo de bebida fermentada a partir dos mostos
de caja e cacau. A fermentacao foi conduzida & temperatura de 22°C durante dez
dias, com acompanhamento digrio do °Brix e da atividade fermentativa pela
!i&aeragéc de C0.. Os mostos foram moculados com a levedura selecionada
Saccharomyces cerevisiae a uma concentracde de 107 células/mL. As
graduagtes alcodlicas das bebidas fermentadas de cacau e cagja foram 11,5 e
12°GL, respectivamente. MNio foram detectadas concentragbes de metano! nas
bebidas, o que indica que provavelmenie, a levedura Scp (que fol uma estirpe de
jevedura Saccharomyces cerevisiae utilizada) ndo possui a enzima
pectinameﬂiesterase, responsave! pela liberacdo de grupos metil das cadeias de
pactina.

Corazza et al. (2001) estudaram o aproveilamento de laranias nao
comercializadas devido a defeilos nas cascas e tamanhos, na produgéo de

fermentado de laranja. Fizeram o monitoramento do pH, °Brix, densidade, acidez
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total e graduacgéce alcodlica do mosto. O fermentado gﬁmduzido apresentou uma

graduacao aicoé!ica, de 10,6°GL, que atende as exigéncias da legisiacao vigents.

2.4, Fermentado acélico {vinagrs)

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

Segundo Lima et al. (2001), o vinagre provém, em geral, de duas
fermentagGes sucessivas, a alcodlica e g acelica, toda maiéria-prima usada para
a produgéo fermentativa de Alcool serve, em principio, também como matéria-
prima do vinagre.

Define-se também o vinagre como sendo um produtc obtido por uma
fermentac@o alcoblica seguida de uma fermentac@o aceética, na gqual ocorre 3
oxidacac quimica do élcool em acido acético, produzida por bactérias do género
acefobacter ou gluconobacter,

O vinagre (vinho azedo) é um produto oblido airavés da fermentacdo
acética, onde bactérias do género Acetobacter convertem alcool em acido acético
(Rizzon & Meneaguzzo, 2002).

Fermentado acético € o produto obtido da fermentacdo acética do
fermentado alcodlico de mosto de frutas, cereais ou de outros vegetais, de mej,
ou da mistura de vegetais, ou ainda da mistura hidroalcodlica, devendo
apresentar acidez volatil minima de 4,0 (quatro} gramas por 100 ml, expressa em
acido aceético, podendo ser adicionado de vegetais, paries de vegetais ou exiratos
vegetais aromaticos ou de sucos, aromas haturals ou condimentos, determinadas
pelo Ministério da Agricuitura e Abastecimento (Brasil, 1999).

As melhores matérias-primas para produzir vinagre sao 0 vinno € © suco de
frutas. Para a produgdo de vinagres de vinhos e fermeniados -de fruias, é
recomendavel a geetificacdo com vinhos secos, pois cs agucares residuais podem
favorecer contaminacfes posteriores especiaimente por leveduras (Rizzon &
Meneguzzo, 2002).

Em funcdo da matéria-prima, Aguarone et al. (1983) classifica os varios

tipos de vinagres:
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e Vinagres de sucos de frutas: uva, maga, abacaxi, framboesa, péssego,
morango, caju, eic.

o Vinagres de tubéroulos amilécecs: batata, mandioca, batata doce, etc.

e Vinagres de cereais: cavada, centeio, trigo, arroz, milho, ete.

s Qutras matérias-primas acucaradas ou alcodlicas: mel, melago,

aguardente em geral, alcool dijuido, etc.

2.4.1. Microbiologia do vinagra
2.4.1.1. Bactérias acéticas

As bactérias acéticas pertencentes 2 familia Acefobacteriaceae do género
Acefobacter, Gram negativas ou variaveis tém formas elipsoidals ou de
bastonetes, ocorrendo isoladas, em pares ou em cadeias. Quanio a nutrico, as
meihoras fontes de carbono para o crescimento s&o manitol, etanol, n-butanc!,
gliceral e lactato. Acido é formado a partir de n-propanol, n-butano! e D-glicose.
N&o hidrolisam amido nem lactose e s8o quimiorganotrdficas (De Ley et al,
1084).

Na fermentacdo acética, Aquarone et al. (1983) relatam gue se emprega
uma microflora mista de Acefobacter contendo diferentes espécies ou variedade
dessa bacteria, que € considerada mais eficiente. Os autores ainda acrescentam
gue poucas espécies do género Acelohacter apresentam qualidades industriais,
coma:
produzir concentracdes elevadas de acido acetico;

nao formar material viscoso;

iar toleréncia a concentracdes razoaveis de acido acético;
trabalhar em temperaiuras entre 25°C e 30°C.
As bactérias acéticas (Acefobacter), quando jovens tém a forma de

)
)
3} ter toleréncia a concentragbes razoaveis de stanol;
)
)

bastonetes as vezes moveis, ocorrem isoladas, aos pares cu em cadeias e sao
obrigatoriamente aerdbias. Formam pelicula ou crosta na superficie da culiura,
vulgarmente chamada de “mée de vinagre’, que € o vinagre néo diluido & nao
pasteurizado de uma fermentacdo anterior, contenda elevadas concentragbes de

bactérias acéticas {Aquarcne et al., 1983}
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2.4.2, Fermentacdo acélica

A fermentagdo acética corresponde & transformacéo do alcool em cido
acético por determinadas bactérias, conferindo-the o gosto caracteristico do
vinagre (Rizzon & Meneguzzo, 2002). Em linhas gerais, a expresséo “fermentacio
acetica” consiste na oxidacdo do alcool stilico contide no fermentado de fruta em
acido aceético, realizada por um conjunto de bactérias do génerc Acefobacter ou
Gluconobacter.

Em relacac ao processo de fermentacio, algumas consideracfes devem
ser observadas,

o As bactérias acéticas utlizadas no processo sao aerovias;

» Os microrganismos devem tornar viavel! o custo de produgdo;
s Apresentar fermentagio rapida;

s Oferecer bons rendimentos produtivos.

Na fermentacdo acética, o acido acético produzido por bactérias do génerc
Acetobacter acefi é o principal composto do vinagre. E obtido a partir da
fermentacdo alcodlica do mosto agucarado e subseqlente fermentacdo acética,

conforme reagio abaixo:

HC-CH,OH + O, 2929, {.CoCO0H + H,O

As espécies do género Acefcbacier s&o bastante produtivas e para que elas
tertham um bom desempenho necessitam de condigdes especiais de:
o Concentracéo do alcool;
= Temperatura de fermentacio (entre 20° C ¢ 30° C);
¢ Quantidade de oxigénio (Os);
o Clarificagc&o g pasteurizaggo.

De um modo geral, um processo fermentativo pode ser constituido de duas
etapas principais: (a) preparagdo do indculo e (b) a fermentagdo propriamente
dita. Denomina-se indculo, ou pé de cuba, ou pé de fermentacdo, um volume de
suspensdo de microrganismo de conceniracéo adequada capaz de garantir, em
condicdes econdmicas, a fermentagdo de um dado volume de mosto (Aguarone et
al.,1883). A primeira etapa tem, basicamente, por finalidade preparar o

microrganismo em condigbes apropriadas, de modo a garantir o desenvolvimento

adequado da segunda etapa.

Mércia Melo de Almeida

Lo
g



Capitulo 2 - Revisdo Bibliografica

2.4.3. Preparo do meio a geetificar

Sachs (2001) comenta gue no preparo do meio é necessario levar em
consideragdo alguns fatores para se obter uma boa fermentagdo, tais como:
concentracdo alcodlica, acidez inicial, controle de oxigenacdo, conircle do ieor

residual de alcool e controie de temperatura.

2.4.3.1. Concentracdo alcodlica

QO fermentado de fruta deve conter entre 5 a 12°GL. Concentragfes muito
baixas resultam em vinagres fracos e concentracdes elevadas sdo tdxicas as

bactérias acéticas, dificullando a fermentacao (Sachs, 2001),

2.4.3.2. Acidez inicial

A acidez inicial deve estar entre 1 e 3% de acido acético, que pode ser
canseguida pela adicdo de vinagre forte n&c pasteurizado. Baixa acidez favarece
a contaminag&o além de retardar o inicio da fermentagéo e a acidez elevada é

toxica ac fermento acético (Sachs, 2001).

2.4.3.3. Conirole da oxigenacgéo

Por se tratar de um microrganisma aerdbio estrito, o suprimento de
oxigénio deve ser adequado, para que ccorra a fermentagdo. Uma aeracdo

excessiva pods causar perda de alcool por evaporacédo e acido acético por

oxidagso.

2.4.2.4. Controle do teor residual de aicoo!

Apts o términe da fermentacdo, © vinagre n&o deve permanecer na
vinagreira, pois as bactérias acéticas ndo tendo mais alcool para metabolizar,

comecam a oxidar o acido acético e causam o enfraguecimento do vinagre

(Sachs, 2001).
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2.4.3.5. Controle da temperatura

De modo geral, a temperatura ideal para o crescimento das bactérias
aceticas situa-se entre 25 e 32°C. Baixas temperaturas reduzem a velocidade de
fermentacéo e allas temperaturas provocam perda da viabilidade da culturg
(Sachs, 2001).

2.4.4. Trabalhos scbre vinagre {Estado da arta)

Sitva et al. (2007) estudaram a producéo de vinagre de fermentado de caju.
Para o estudo cinélico e otimizagdo da fermentacéo acética utilizaram um
planejamento fatorial 2% tendo como varidveis de entrada as concentracfes
iniciais de etanol e de acido acético. Verificaram que as faixas de valores das
variaveis que otimizam o processo s2o de 4,8 a 6,0% e de 1,0 a 1,3% para as
concentracdes de etanol e acidez acética, respectivamente. Observaram que os
rendimentos variaram de 38,5 a 86,2% e a produtividade de 0,31¢/L.h a2 0,63g/L.h.

Marangon et al. (2003), com a finalidade de obter um produto de
caracteristicas diferentes em termos sensoriais, produziram vinagre de caqui. O
experimento foi realizado em trés bateladas. O caqui foi fermentado em forma de
polpa e em pedagos. Concluiram que, o rendimento da fermentacgao alcodiica da
polpa de caqui foi de 97% e produtividade de 0,665 g/iL.h e quando fermeniado
em pedacos, alcangou um rendimento de 74% e produtividade de 0,582 g/L.h, e 0
vinagre de caqui atingiu o nivel de 4,38% de acido acetico.

Pedroso (2003) estudou a utilizacdo dao biorreator Airlift para a producéo de
vinagre de maca. Foram realizados quairo experimentos para biorreator Airlift e
guatro para o biorreator classico batelada, com temperatura e reag&o controlada.
A produtividade maxima obtida no quarto experimento foi 4,2 gfL.h (Aidiff) € 1,6
gfl.h (ciassico). Foram analisados os paréametros cinéticos para a fermentagéo
realizada no biorreator Airliff; onde a velocidade especifica média de crescimento
celular foi de 0,14d™ (Airiff) e 0,10d” (classico). Os fatores de converséo médios
Yws, foram de 0,56 g/g (Aidift) e 0,25 gl/g (classico). Os falores de converséo
médios Yys, foram de 0,009 glg (Aidifty e 0,008 g/g (classico). A partir dos
resultados obtidos foi comprovado que a utilizagéo do Biorreator Airlift é mais

vantajosa.
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Alcantara & Swarnakar (2008) estudaram a metodologia de superficie de
resposia e avaliaram a eficiéncia da fermentacio acética na oblencéo de vinagre
a partir do etanol, na temperatura ambpiente, em escala de bancada em reatores
continuos. As concentragbes de entrada (fatores independenies) foram:
concentracbes iniciais de acido acético e elanoc), obtendo como respostas:
rendimentao e produtividade. O rendimento da fermentacdc acélica foi
aproximadaments de 70% e obteve seu valor da acidez maxima com 309 horas
de fermentaco, alcancando o valor de 8,81¢/100mL.

Bortalini et al. (2001) estudaram a fermentacdo acetica do suce de kiwi na
produgio de vinagre e, avaliaram a fermeniacao acéiica que f0i processada em
gerador vertical {GV) a temperatura ambiente e em fermentador submerso (PS) a
25°C, com agitacdo e oxigenacao controlada. Os resultados mosiraram gue o
vinagre obtido pele PS, em 12 horas, tiveram rendimentos variando de 93,24 e
98,34 % e produtividade entre 0,83 e 1,73 g/l h.

Ferreira (2001) estudou em escala de bancada as melhores condigbes da
fermentacdo acética em batelada. Iniciou-se o trabalho realizando um estudo
cinético da fermentac@o acética com a intengéo de determinar a influéncia das
varidveis de entrada:. concentraggo de etanol, concentragdo de fosforo e
concentracido de nitrogénio sobre o processo. Foi utilizada a metodoiogia de
planejamento fatorial completo 2°. Através dos modelos matematicos empiricos
obtidos com ¢ estudo e a partir das analises de superficies de resposta, verificou-
se que a variavel de maior infludncia sobre o rendimento e produtividade do
processo fol a concentracéo inicial de etanol. Com a concentragfo de etanc! no
vinho de 4,0%, maximizou-se o rendimento e a produtividade do processo. O
nitrogénio apresentou uma discreta influéncia a uma concentracéo de 1,7 g.mbL”,

enquanta o fésforo ndo exerceu nenhuma influéncia significativa.
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Capituio 3

3. MATERIAL E NETODOS

Este capitulo apresenta as metodologias empregadas nos ensaios do
enniquecimento nutricional do mandacaru, por fermentacdo semi-sblida, bem
como os procedimentos ulilizados na elaborag&c da bebida fermentada por
fermentagéo alcodlica e vinagre por fermentac@o acética, utilizando o fruto do
mandacary. Expde tambem a caracterizacfo dos subsiratos ulilizados, estudo

cinético dos processos € as andlises realizadas durante oS processos

fermentativos.

Para uma melhor compreenséo da metodologia ulilizada, este capitulo fol
subdividido em trés topicos 3.1, 32 e 3.3 com o intuito de apresentar
separadamente as etapas realizadas nos {rés processos fermentativos

(fermentacéo semi-sblida, fermentacdo alcodlica e fermentagac acética).

As etapas dos ensaios realizados no processo de enriguecimento
nutricional dos cladddios do mandacaru s&o mostradas na Figura 3.1. As Figuras

3.2 e 3.3 apresentam as etapas dos experimentos realizados na elaboracéo da

bebida fermentada e vinagre do fruto do mandacaru, respectivamente.

CLADGDIOS DO
MANDACARU

v

COLETA E PREPARACAQ DO SUBSTRATO

v

INOCULACAQC DO MICRORGANISMO

+

FERMENTACAO SEMI-SOLIDA

¥

CLADODIOS ENRIQUECIDOS !
NUTRICIONALMENTE

Figura 3.1 - Etapas do enriguecimento nuiricional do mandacaru
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FRUTO ’

Porp4
¥
CLARIFICACAO
¥

SULFITACAO
¥
CHAPTALIZACAO
v
LEVEDURA {(INOCULO)
¥
FERMENTACAG ALCOOLICA
v
TRASFEGAS
v
FriTRACAC
%
BEBIDA FERMENTADA
v
ENGARRAFAMENTO
¥
PASTEURIZACAC
A
ARMAZENAMENTO

Figura 3.2 - Etapas da produgao de fermentado do fruto do mandacaru
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FERMENTADO
DE MANDACARU

ki

INOCULACAO DAS BACTERIAS
AGETICAS E BAGAGCO DE CANA

i

2% ACIDEZ ACETICA
&°GL DE ALCOOL

1% ACIDEZ ACETICA
8°GL DE ALCOOL

7
|

|
¥

FERMENTAGAO ACETICA

¥

MONITORAMENTO DA ACIDEZ VOLATIL E
TEOR ALCOOLICO

v

FILTRACAD

v

VINAGRE DE MANDAGARU

¥

ENGARRAFAMENTO

¥

PASTEURIZACAO

¥

ARMAZENAMENTO

Figura 3.3 - Etapas da metodologia de produgdo do vinagre do

fermentada do fruto do mandacaru
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3.1. Enriguecimento nutricional da cactécea
3.1.1. Materiais

Os cladddios do mandacaru sem espinhios (Cereus jamacaru P. DC)
utilizados neste trabalho foram provenientes de uma planiacdo intensiva
localizada na cidade de Lagoa Eeca-PB, a 7 Km de Campina Grande-PB.

3.1.2. Microrganismos

O microrganisme empregado no enriguecimente nufriciona! do mandacaru
sem espinhos, em bandejas, foi o fungo filamentosc Aspergifius niger mulante
CCT 0918, pertencente & colegdo da Embrapa Agroindiisiria Tropical, com sede
em Fortaleza-CE. Os conidios da linhagem foram preservados em tubos de
ensaic com tampas rosqueadas, contendo solo estéril, e foram estocados em
freezer a temperatura de -18°C. No estudo do enriquecimento, em tambor rotativo,

foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae, fermento biologice comercial,

3.1.3. Metodologias

3.1.3.1. Caracterizagdo gquimica dos cladodios do mandacaru

Inicialmente, ©s cladddios do mandacaru foram lavados, triturados e
colocados em bandejas de aluminio. Posleriormente, as bandejas foram
colocadas em estufa com circulac@o de ar a temperatura de 55 a 80°C, por um
periodo de trés dias. Apds a secagem, o material foi moido e acondicionado em
recipiente de plastico hermético. As anélises de proteina bruta (%), nitrogénio (%),
fosforo (%), potassio (%) e extrato etéreo, rio material frr natura, foram realizadas
no laboratério de quimic&i e solos da EMBRAPA/Algodas-PB. No laboratério de
Engenharia Bioguimica da UFCG foram realizadas as andlises de aglicares

redutores totais (ART), umidade, cinzas e materia seca.

3.1.3.1.1. Proteina bruta ¢ nitrogénio

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método semi-micro Kjeldahl

com adaptag@o para nitrogénio {N), por espectrofotomelria UV-ViS, ssgundo o
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método descrito em Le Poidevin & Robinson (1964). O teor de proteina foi obtido

em fungdo do M, multiplicando o mesmo por 6,25, ou sejg, (%) = N (%) x 5,25,

3.1.3.1.2. Potassio
0O percentual de potéssio (K) foi determinado pelo mélodo de digestio
sulfurica seguido do meétodo de fotometria de chama, conforme metodologia

descrita por Tedesco et al. (1995).

3.1.2.1.3. Fésforo
O percentual de fésforo (P) foi determinado pelo método de digestdo
suffurica seguido do método de espectrofotometria, conforme metodologia

descrité por Tedesco et al. (1995).

3.1.3.1.4. Extrato etéreo
O exirato etéreo foi determinado seguindo a metodologia de Sitva (1988),

3.1.3.1.5. Agdcares redutores totais

O método para a obtenc@o de ART baseia-se na reducgdo do DNS {&cido
3,5-dinitro salicilico) a acido 3-amino-5-nifiro saiicilico, concomitantemente com a
oxidacio do grupo aldeide do aclGcar a grupo carboxilico. Apds aguecimento, a
solucdo torna-se alaranjada, sendo lida, em especirofoidmetro, a 540nm. Utilizou-
se a metodologia descrita por Miller (1952) com algumas maodifica¢des.

Na determinacéo de ART (frutose, glicose e sacarose)} foi necessario fazer
inicialmente a inversac da sacarose da amostra diluida, e posteriormente seguir o

método de DNS (Apéndice A).

3.1.3.1.6. Umidade
O teor de umidade foi determinado segumndo a metodologia de Brasil

(2005).
3.1.2.1.7. Cinzas

As cinzas foram determinadas seguindo o método da ACAC (1997). O teor

H o ey et T g o ) e Bl e % — AN T e
de cinzas serve para dsterminar a matéria orgéanica, onde MG = 100 —~ Cinzas.
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3.1.3.1.8. Migtéria seca

Para a determinag&o da massa seca, a amostra foi colocada em estufa a

105°C, até atingir peso constante, de acorda com & metodologia de Brasil (2005).
3.1.3.1.8. Fibra bruta

O teor de fibra bruta foi determinado por analise gravimétrica segundo a
metodolegia de Brasil (2005).

3.1.3.2. Isotermas de adsorgio de umidade

Realizou-se o levantamento das isolermas de adsorcdo de umidade dos
cladédios do mandacaru sem espinhos. As temperaturas estudadas foram 25, 30,
35 e 40°C, e o equipamento utilizado para a determinacaoc da atividade de agua
gdas amostras foi © Termoconstanter Novasina TH200. Para {anie, pescu-se 10
gramas do mandacaru seco em 10 recipientes diferentes e adicionaram-se
diferentes quantidades ge agua destiiada {0,2; 0,5, 0,8, 1,0, 1,5, 2.0, 25, 3,0, 3,5;
4 .0mL). Amosiras de aproximadamente 2,0 g do material umedecido foram
colocadas dentro de células que acompanham o aparelho e, apds serem
pesadas, foram inseridas no equipamento. As amositras permaneceram no
equipamento, até que & leitura fosse estabilizada, fazendo-se a leitura direta de
aw. Apds cada lettura, retirava-se e pesava-se cada amostra em balanga analitica,
e deixava-se no dessecador. Terminada as leituras, determinou-se a umidade de

equilibrio (Equacgdo 1), em base seca, de todas as amostras.

mi - ms
X = = L
o S (1)

Onde:
Xeq — umidade (base seca)
mi - massa inicial (g)

ms - massa seca (g}

Com os valores de atividade de agua (ay) obtidos para cada amostra umida
e suas respectivas umidades de equilibrio (Xeq) construfram-se as isctermas de
adsorcéo para as quatro temperaturas estudadas (25, 30, 35 e 40°C). Utilizou-se
o software Statistica, para determinar os pardmetros dos modelos matematicos de

—
a—

iy w e B
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GAB e Henderson modificado (Tabela 2.6), através de regressdo néo linear dos
dados experimentais, ulllizando o0s métodos de estimativa Quase-Newion e
Simpiex.

O criterio utilizado para avaliar o gjuste de cada equaco aos dados
experimentais foi o coeficiente de determinagdo (R*) e o desvio percentual médio
(P), que foi determinado pela Equacéc 2:

1002 iVEMVTj
F= n Z: VE

{2)

em gue:
n - numero de dados experimentais
VE - valor de umidade experimental do material

VT - valor de umidade tedrico

3.1.3.3. Obtengdo do enriquecido protéico
Coleta e preparagac do subsirato

Os cladédios do mandacaru sem espinhos foram coletados através de
cortes nas articulactes, evitando assim danos & pltanta. O material foi coletado e
posteriormente conduzido para o Laboratdéric de Engenharia Bioquimica da
UFCG, onde foi lavado, cortado e triturado em liquidificador, resultando numa

mucilagem com consisténcia pastosa {substrato).

Preparo do inéculo

De acordo com procedimento adotado por Couri (1993), os conidios foram
ativados em duas etapas de iransferéncia, usande um meio basico. Neste meio a

pectina & a Unica fonte de carbono, como € mostrado na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Compaosicdoe do meio basico

COMPONENTES | CONCENTRACAO
(grau p.a.) {gh)
Pectina citrica 10,00
NaMNO; 3,00
KHPO4 1,00
MgSO0. 0,50
KCl _ 0,50
FeSO4H0 0,01
Agar-Agar 20,00
Agua destilada q.5.p.

Fonte: Couri (1993)

O meio fol preparado dissovivendo a psctina em agua destifada sob
agitacao vigorosa. Posteriormente, 0s oufros componantes foram adicionados, e o
volume do baldo aferido. O meio foi entdo levado a fervura para cozimento do
mesmo e depois distribuido em tubos de ensaio {18x180 mm), nos quais foram
adicionados cerca de 20 mL do meio e tampados com rothas de algodéc
envolvidos em gaze. O meio foi entdo esterilizadu em autvciave durante 20
minutas a G,5 atm e ainda quente, inclinado.

Os conidios, com 0 auxilio da alca de platina foram retirados do solo e
transferidos para o meio e incubados por ¢inco dias em estufa a 30°C, e mantidos
sob refrigerac&o por um periodo maximo de quairo meses, obtendo-se assim o
primeiro repigue.

Parg obtencdo do segundo repique foi ullizado o cultive do primeiro
repique, para tanto, com auxilio da alca de platina os esporos foram transferidos
para 0 meio basico, descrito anteriormente, e incubados a temperatura de 30°C
durante cinco dias. Apbs este periodo foram utifizados para obtencac de esporos
no meio de sabugo de milho, podendo permanecer sob refrigeracdo por um
perfodo de quatro meses. Cada suspensio de conidios no solo, conforme este
procedimento, s6 deve ser usada 4 ou 5 vezes, e descartada.

O meio de sabugo de mitho foi um meio usado para produclo de grande
guantidade de conidios. O sabugo é apropriado para este fim, uma vez que, o

fungo cresce em uma supserficie maior e conseqlentemente aumenta a

Mércia Melo de Almeida ' T 45



Capitulo 3 — Material e Métodos

esporulagdo. Foi preparado de acordo com protocolo da Embrapa/CNPAT, no
qual primeiro prepara-se as solucbes A e B e em seguida a solucdo umidificante:
Solugdo A pesar 20 g de fosfato de potdssio monobasico e dissolver em agua
destilade, transferir para baldo volumétrico de 100 mL e aferir.
Solugéio B: Pesar 3,96 g de sulfato de zinco e dissolver em um pouco de égua
destifada. Adicionar 4,60 g de sulfato de ferro, 0,01 g de sulfato de manganés e
0,5mL de acico sulfirico (95-97%). Apds completa dissolucio avolumar a 100 mi
com agua destilada, '
SolugZo umidificante: pesar 2,8 g de peptona e dissolver em um pouco de agua
destilada, transferir para baldo volumétrico de 50 mb. Adicionar 0,19 mbL da
solucso A e 0,025 mL da solucso B, avolumar e homogeneizar.

Foram pesados 9,2 g de sabugo de mitho seco e moido (com granulometria
de aproxtimadamente 1 com} e adicionado 12 mlL da solug&o umidificante, para

B P O ] o 1 Y e Tl Fmmde sl i s Fnpmnen Do el b S
cada gnenisyear de 250 mL. © frasco | fechado com tampas de algodéo

envolvido com gaze, homogensizado e esterilizado em autoclave por 1 hora a 1

atm.

Para inoculagac do meio de sabugo de milho foram transferidos 10 mi de
uma soiugéo 0,3% (viv) de Tween 80 para tubos com microrganismo de segundo
repigue. Com auxilio de uma alga de platina, os microrganismos foram
desprendidos, homogeneizados e transferidos 2 ml para cada frasco contendo o
sabugo. Os frascos foram agitados e incubados em estufa a 30°C por um periodo
de 5 dias. Apds este periodo os frascos foram armazenados sab refrigeracéo por
um periodo maximo de {rés meses e ulilizados come indculo nos ensaios de
fermentacgao.

Nos frascos de sabugo com esporos foram adicionados cerca 60 mbi de
solugdo 0,3% viv de Tween. Apds agitaggo vigorosa 0s esporos foram
transferidos para erlenmeyer estéril com auxilio de gaze estéril. Realizou-se a
quantificagdo da suspensdo atraves de contagem dos esporos em Camara de
Neubauer. O volume de suspensao de esporos que foi adicionado ao meio de
fermentacéo foi ajustado de modo a obter um incculo de 10° esporos por grama

de substrato. Esta concentragdo de indculo foi fixada nos 7 experimentos listados

na matriz de planejamento.
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Contagem ds células {Cémara de Neubausr)
Depois de preparada a solucio contendo os microrganismos, foi feita uma
diluico para facilitar a visualizac@o e contagem dos esporos presentes na cémara
de Neubauer. Procedeu-se a ailuicac da seguinte forma: 1 mL de amosira mais
49 mi de Tween 80 0,3% viv estéril, logo apds a jungdo dessas substéncias a
solucdo foi homogeneizada. Em seguida, a cdmara foi preenchida com a amostra
diluida e loge apbds procedeu-se a contagem em microscopio éptico de campo
claro com aumento de 400 vezes. Foram contados 5 dos 25 quadriculos do
quadrante centrat da cédmara e o numero de celulas viaveis foi calculado pela
Eguacao 3 {Bio-Rad Laboraiories, citado por Dias, 2001).
Zﬁngﬁxfdxm“

n

(3)

Contagem.de.esporos =

em que:
Zﬂg - soma aigébrica do numero de ceélulas viaveis cantadas nos n

guadriculos
25 - nuimero total de quadriculos na camara
Fd - fator de diluigao utilizado
10* - constante padrdo da camara

n - nimero de quadricuios contados, dentro dos 25 disponiveis

Estudo cinélico da fermentacdo em bandejas, em meio semi-solido
Planejamento fatorial para fermenta¢éo em bandejas

O planejamento experimental fatorial tem ¢ objetivo de realizar um estudo
mais abrangente da influéncia das variaveis scbre ¢ sistema de maneira mais
organizada e em guantidade minima de experimentos. Foram escolhidos 0s niveis
para cada varidvel, e cori is50 foram realizacos 05 ensaios, Tegistrando as
respostas observadas em todas as possiveis combinagbes. A listagem dessas
combinagtes é chamada de matriz de pianejamento (Barros Neto et al., 1995).

O objetivo é avaliar quantitativamente a influéncia das variaveis de entrada
(espessura da camada e temperatura de fermentag&o) sobre as respostas
(proteina bruta, umidade, aglcares redutores totais, aumento proiéico). Na Tabela
3.2 s&o mostrados os nivels reais e codificados das variaveis independentes. A

matriz de planejamento fatorial 22 conforme Tabela 3.3, totaliza em 7
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experimentos, sendo 4 ensaios distintos e mais 3 no ponto central, que sdo 3
ensaios idénticos com uma das finalidades de verificar a reprodugdo dos ensalos
(Verificacao dos erros). Os njveis fixadas para a tempefatura foram baseados nas
condicbes climaticas da regido Nordeste. Os niveis fixados para a espessura da
camada foram definidos de acordo com os estudos realizados por Aratijo (2004).

Variaveis de entrada:
Variavel 1 (E) — Espessura da camada (cm)
Variavel 2 {T) —~ Temperatura de fermentacdo (°C)

Tabsla 3.2 — Valores codificados e reais das varidveis de entrada

Variavel Mivel -1 Nivel O Mivel +1
E (cm) 1 3 5
T(°C) 30 34 38

Tabela 3.3 — Matriz de planejamento fatorial completo 27

Experimentos Variavel] 1 Variavel 2
1 -1 (1 cm) -1 (30°C)
2 +1 {5 cm) -1 (30°C)
3 ~1 {1 cm) +1 (38°C)
4 +1 (5 cm) +1 (38°C)
5 0 {3 cm) 0 (34°C)
8 0 (3cm) 0 (34°C)
7 0 (3 cm} 0 (34°C)

Fermentago em meio sermi-sdlido

Bandejas
A fermentagdo empregada para o enriquecimento nutricional do cladédio

de mandacaru sem espinhos, foi do tipo semj-sblida, em sistema de batelada. Os
7 experimentos foram conduzidos em biorreatores (bandejas plasticas) com
diferentes dimensdes {50 x 30 x 8cm; 30 x 20 x 6ecm; 25 x 20 x 6em), para que
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fosse possivel fixar os niveis de espessura da camada determinados na matriz de
planejamento e apresentados na Tabela 3.3. Foram pesados aproximadamente 1
kg de substrato por bandeja (Figura 3.4), e em seguida procedeu-se a inoculacio
do Aspergillus niger numa concentracdo de 10° esporos/mL. Foram monitorados
durante a fermentacdo a proteina bruta, umidade, acucares redutores totais e

matéria seca a cada 32, 48 e 72 horas e no inicio do processo fermentativo.

Figura 3.4 — Fermentacdo em bandeja

Tambor rotativo

Os experimentos, em duplicata, foram conduzidos em tambor rotativo
(Figura 3.5), a uma temperatura ambiente de 25°C. Foram pesados 4 kg de
substrato por batelada, e em seguida procedeu-se a inoculagdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae numa concentragcdo de 5%. Foram monitorados
durante a fermentacdo semi-sdlida a proteina bruta e os agucares redutores totais
acada 1, 2, 3, 4, 5 6, 8 10, 12, 22, 24 e 26 horas e no inicio do processo

fermentativo.
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Figura 3.5 — Fermentacdo em tambor rotativo

3.1.3.3.4. Analises quimicas

Realizou-se a secagem do material enriquecido em estufa com circulagéo
de ar a temperatura de 55 a 60°C, por um periodo de trés dias. Apds a secagem,
o material foi moido e acondicionado em recipiente de plastico hermético visando
um melhor acondicionamento do mesmo, para posteriores andlises. As analises
de proteina bruta foram realizadas no laboratério de quimica e solos da
EMBRAPA/Algoddo-PB. No laboratério de Engenharia Bioquimica da UFCG
foram realizadas as analises de agucares redutores totais (ART), umidade e

matéria seca.

Proteina bruta

A metodologia utilizada foi @8 mesma descrita no item 3.1.3.1.1.

Matéria seca

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.1.3.1.8.

Acucares redutores totais

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.1.3.1.5.

Aumento de proteina bruta
O aumento protéico (AP), em termos de proteina bruta, &€ definido como a

razao entre a diferenca do valor protéico da cactacea enriquecida (g) pelo valor
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inicial de proteina bruta da cactacea in natura (g) dividido pelo valor inicial de

proteina bruta da cactacea in natura, de acordo com a Equacéo 4.

AP(%) = ProteinaBrutalenriquecido) - Pr ofeinaBruta(in.natura) <100
ProteinaBruta(in - natura)

(4)

3.2. Producao de fermentado do fruto do mandacaru
3.2.1. Materiais

Os frutos do mandacaru (Cereus jamacaru P. DC.) utilizados neste trabalho
foram provenientes de plantagdes da Fazenda Pocinho, localizada no municipio

de Barra de Santana — PB, a 19 km de Campina Grande.

3.2.2. Microrganismo

O microrganismo utilizado na fermentacdo alcodlica foi a levedura
Saccharomyces cerevisiae (fermento bioldgico comercial, marca Fleischmann,
70% de umidade, em base uUmida), onde foi adicionado ao mosto uma

concentragéo de 3 g/L de levedura em base seca.

3.2.3. Metodologias

3.2.3.1. Caracterizagao fisica e fisico-quimica dos frutos utilizados na

produgéo de bebida fermentada do fruto do mandacaru

Recepcao e seiecao

Os frutos de mandacaru foram coletados e levados para o Laboratdrio de
Engenharia Bioguimica — UAEQ/CCT/UFCG, onde passaram por uma selegdo
visando eliminar os frutos defeituosos e machucados. A selegdo € um ponto
importante para garantir um produto de boa procedéncia e também para nao

comprometer o processo fermentativo.

Lavagens e pesagens

As lavagens foram feitas com &gua clorada visando eliminar os
microrganismaos e as sujeiras mais grosseiras aderidas no fruto. Os frutos foram

imersos em agua clorada (20ppm) durante 15 minutos, e em seguida realizou-se
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uma nova lavagem em agua corrente visando eliminar o residuo de cloro
remanescente da lavagem anterior.

Os frutos inteiros foram pesados individualmente e em seguida foram
cortados como apresentados nas Figuras 3.6 e 3.7, separando a casca, polpa e
semente, procedendo-se entdo a caracterizagéo fisica dos frutos de mandacaru.
As determinagbes fisicas realizadas nos frutos foram: didmetros (maior,
intermediario e menor) utilizando-se paquimetro digital de marca Mitutoyo, massa

do fruto, polpa, casca e semente pesados em balanca digital.

Figura 3.6 — Cascas do frutoc do mandacaru

Figura 3.7 — Polpa e semente do fruto do mandacaru

Rendimento em relagao ao fruto

Os frutos utilizados na elaboragdo da bebida fermentada foram pesados
em uma balanca analitica, com o objetivo de verificar o rendimento da produc&o.
Os célculos dos rendimentos sdo relagdes simples entre as massas e volumes

correspondentes ao fruto utilizados na producéo da bebida produzida.
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Os percentuais de rendimento (p/p) de polpa (RP), casca (RC) e semente
(RS) do fruto do mandacaru representam a quantidade de polpa, casca e semente
com relagao ao fruto inteiro e calculados pelas Equacbes 5, 6 e 7:

_ Massa-da- polpa 3
Massa - do - fruto

RP(%) 100 (5)

RC(%) = Massa- da-casca 100 ©)
Massa - do - fruto

Massa- da-semente
et Massa- do - fruto i {7)

A relagao entre o volume de bebida pela massa de polpa do fruto utilizada
(RVP) expressa, em porcentagem, o volume de bebida obtida a partir da polpa
utilizada na produgao da bebida (Equacao 8).

RVP(%) - Volume - de - bebida <100 ®)
Massa-da- polpa

Extracgao e filtragdo do suco do fruto

Esta etapa consiste na obtengcdo da polpa natural livre de fibras e
sementes. A polpa e sementes separadas podem ser observadas na Figura 3.8. A
separacao da polpa foi através de uma filtragem em tecido de algodao limpo,
reservando a polpa para a caracterizagdo fisico-quimica e posteriormente ser

utilizada na producéo da bebida fermentada.

Figura 3.8 — Polpa e semente do fruto do mandacaru separada
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A caracterizagdo fisico-quimica da polpa do fruto do mandacaru foi
realizada no laboratdrio de Engenharia Bioguimica da UFCG, onde foram
realizadas analises de aclcares redutores totais (ART), umidade, cinzas, sdlidos
soluveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT), fibra bruta, pH, matéria seca e
pectina. As andlises de proteina bruta, nitrogénio, fésforo e potassio foram

realizadas no laboratdric de quimica e solos da Embrapal/Algodéo-PB.

3.2.3.1.1. Actcares redutores totais

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.1.3.1.5.

3.2.3.1.2. Umidade

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.1.3.1.6.

3.2.3.1.3. Cinzas

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.1.3.1.7.

3.2.3.1.4. Solidos solliveis totais (°Brix)

Os solidos soluveis totais foram determinados seguindo a metodologia de
Brasil (2005).

3.2.3.1.5. Acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada pelo método da AOAC (1997).

3.2.3.1.6. Fibra bruta

A metodologia utilizada foi 2. mesma descrita-no item 3.1.3.1.9.

3.2.3.1.7. pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, com o pHmetro

previamente calibrado com as solucdes tampdes de pH 4,0 e pH 7,0.
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3.2.3.1.8. Matéria seca

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.1.3.1.8.

3.2.3.1.9. Proteina bruta e percentual de nitrogénio

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.1.3.1.1.

3.2.3.1.10. Potassio

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.1.3.1.2.

3.2.3.1.11. Fésforo

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.1.3.1.3.
3.2.3.1.12. Pectina

A pectina foi determinada pelo método de Rangana (1979).

Armazenamento da polpa

Mediu-se volumetricamente a polpa em embalagens plasticas de 1 litro,
como mostra a Figura 3.9, fez-se a etiquetagem e armazenou-se em freezer com
a finalidade de prolongar a vida util, e posteriormente foi utilizada na produgéo da

bebida fermentada do fruto do mandacaru.

Figura 3.9 — Polpas do fruto do mandacaru embalada em sacos plasticos
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Producgdo de bebida fermentada do fruto do mandacaru

A producdo da bebida fermentada foi realizada no Laboratorio de
Engenharia Bioquimica da UAEQ/CCT/UFCG, em biorreatores de polietileno, em
sistema de batelada simples, com capacidade de 10 litros. O volume de mosto de
fruta a fermentar foi de 5 litros e os experimentos foram realizados em duplicata.
O processo de produgdo do fermentado, utilizado neste trabalho foi baseado na
metodologia descrita na producdo de fermentado de caju (Silva, 2004), com

algumas adaptacoes.

Clarificagao e filtragao da polpa

Inicialmente, a polpa foi retirada do freezer e descongelada em
temperatura ambiente, para fazer a clarificacédo da mesma. A etapa de clarificacéo
consiste na remocdo da pectina que € um polissacarideo encontrado em niveis
mais elevados em frutas de origem tropical. Sua presenca no mosto pode
ocasionar o surgimento de uma substancia téxica, o metanol que, se ingerida
pode causar danos & saude. A clarificacéo foi realizada utilizando-se uma solugéo
de gelatina a 10% (comercial, incolor e inodora), numa proporgao de 10 ml/L de
polpa, adicionando-a a polpa e homogeneizando. Em seguida, a polpa (mosto) foi
colocada em geladeira por um periodo de 24 horas.

Posteriormente, fez-se uma filtragdo da polpa através de tecidos de
algodao previamente lavado com agua clorada e secos ao ar livre. Dessa forma, o
mosto (meio fermentativo) clarificado apresentou um aspecto mais limpido, Figura
3.10.

Figura 3.10 — Suco do fruto do mandacaru
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Sulfitagao e inéculo

A sulfitagdo consiste em eliminar os fendmenos indesejaveis durante a
fermentagéo, tais como o escurecimento e a proliferacdo de bactérias. Foi
adicionado o metabissulfito de potassio (K:S,0s), numa concentracdo de 3
gramas para cada 10 litros de suco clarificado.

Foi adicionada ao mosto uma concentragdo de 3g/L (base seca) de
levedura Saccharomyces cerevisiae, fermento bioldgico comercial. A
concentragéo de levedura foi definida baseando-se nos dados obtidos por Lopes
(2005) quando produziu o fermentado do fruto da palma.

Chaptalizacdo (Corregao do agticar)

A chaptalizagdo consiste em adicionar sacarose (aglcar comercial) ao
mosto, para se obier uma bebida com uma graduagéo alcodlica dentro das
especificacbes exigidas pela legislacdo brasileira (Brasil, 1997), que estabelece
uma graduacdo de 4 a 14 por cento em volume, a 20°C. Geralmente, a
chaptalizacéo é feita quando a fruta ndo tem quantidaces suficientes de aglicares
ou quando se desegja uma bebida com graduacdo alcodlica elevada (fermentados
secos). Foram adicionados 100 g/L de agucar comercial (chaptalizagdo) ao mosto
gue ja apresentava na sua composigao 102 g/L. de sacarose. Foi realizada uma
primeira chaptalizacdo (30g) no inicio da fermentacdo, e uma segunda
chaptalizagdo (70g) quando o °Brix do mosto estabilizasse. Os valores da
chaptalizagdo (30g e 70g) foram baseados nos estudos realizados por Torres
Neto et al. (2006), onde esta chaptalizac&o foi dividida para que n&o houvesse

inibicdo do microrganismo pelo substrato.

Fermentagdo alcodlica

Terminada a preparagdo do mosto, iniciou-se a primeira etapa da
fermentagéo alcodlica (primeira chaptalizagéo). O volume de mosto a fermentar
foi de 5 litros, a temperatura de 30 + 2°C. Durante a primeira fase da fermentagéo
alcodlica realizou-se a cada 2 horas o controle das seguintes variaveis:
concentragdo de aglcares redutores totais (ART); sdlidos sollveis totais (SST),
temperatura; pH; teor alcodlico e acidez total, até que o °Brix do mosto ficasse

préximo de zero. Pasteriormente, adicionaram-se os 70g/L restantes de sacarose
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(segunda chaptalizagdo) iniciando a segunda etapa da fermentacdo alcodlica,
fazendo-se novamente o controle de todas as variaveis observadas na primeira

etapa até que o valor do °Brix ficasse constante.

Na Figura 3.11 & mostrado o biorreator utilizado durante a fermentacéao

alcodlica da bebida fermentada do fruto do mandacaru.

Figura 3.11 — Biorreator utilizado na fermentacao
Trasfegas

A trasfega consiste na remogdo das particulas sdlidas em suspensdo, que
caso nao sejam removidas, podem dar origem a produtos de odor desagradavel,
como H»S ou mercaptana, os quais depreciam o vinho (Aquarone et al., 1983). A
trasfega consiste em transferir, apds filtracdo, a bebida pronta do biorreator para

outro recipiente.

Engarrafamento e pasteurizagao

O fermentado foi engarrafado em garrafas de vidro escuro e fechado com
rothas de cortica, como maostra a Figura 3.12.

O processo de pasteurizagdo visa eliminar os microrganismos indesejaveis,
inclusive residuos remanescentes do fermento, por choque térmico. A
pasteurizacgao foi realizada em agua previamente aquecida a uma temperatura de
65°C durante 30 minutos, Figura 3.13. O choque térmico foi realizado com o
resfriamento das garrafas em agua corrente. O equipamento € um tanque de ago
inoxidavel provido de serpentina de aguecimento elétrico (18 BU, Braun Biotech

International, variacéo de 0 a 140°C).
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Figura 3.12 — Bebida fermentada engarrafada

Figura 3.13 — Pasteurizacao da bebida fermentada de mandacaru
Armazenamento

O fermentado de mandacaru engarrafado e pasteurizado foi mantido em

ambiente seco, onde parte da bebida foi reservada para a produgéo do vinagre.

Analises fisico-quimicas do processo de fermentacao alcodlica

Durante a fermentacdo alcodlica da bebida fermentada do fruto do
mandacaru, foram realizadas a cada 2 horas analises de: concentragdo de
acucares redutores totais (ART), sélidos soluveis totais (°Brix), temperatura, pH,
concentracdo de biomassa (g/l), concentracdo de etanol (°GL) e acidez total

(g/100ml). As metodologias de cada analise s&o descritas a seguir.

3.2.3.2. Analises realizadas durante a fermentacdo alcodlica
3.2.3.2.1. Sdlidos soluveis totais (°Brix)

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.2.3.1.4.
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3.2.3.2.2. Concentragdo de biomassa

A biomassa celular foi determinada adotando-se o método de massa
seca descrito por Flarentino (2006), que consiste em separar as células do meio,
secé-las e pesa-las. Com o auxilio de uma pipeta 2 mL da amostra foram
transferidos para tubos de eppendorff secos e pesados. Os tubos foram
centrifugados por 15 minutos a uma rotacdo de 10.000 rpm e a solucéo
sobrenadante, aspirada e desprezada. Aos tubos, contendo a levedura, foram
adicionadas agua destilada, e a operacdo de lavagem foi repetida duas vezes.
Apbs a segunda lavagem as amostras eram colocadas em estufa a 105°C por 24
horas e pesadas até massa constante. A massa seca foi determinada pela
diferenca entre a massa final (M2) e a massa inicial do tubo (M1), e essa
diferenga dividida pelo volume (V) de amostra utilizado (2 mL) e o resultado final
multiplicado por 1000, obtendo assim o resultado em g/L, conforme a Equagéo 9:

MLN2 000 L) (©)

3.2.3.2.3. Acidez total

A concentracdo de acidez total foi determinada pelo método de titulagao

volumétrica seguindo a metodologia proposta por Brasil (2005).

3.2.3.2.4. pH

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.2.3.1.7.

3.2.3.2.5. Concentragéo de etanol (teor alcodlico)

A concentragdo de etanol foi determinada wutilizando-se o ebulidmetro.
Inicialmente foi feita a calibragdo do equipamento com agua destilada, até a
temperatura de ebuligdo, a qual serve de referéncia para o etanol. Com a
temperatura de ebulicdo da agua e da amostra, determinou-se a concentrag&o de

etanol da amostra, utilizando a régua de conversdo que acompanha o

equipamento.
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3.2.3.2.8. Agucares redutores totais (ART)

Os acucares redutores totais foram determinados seguindo a metodologia

descrita no item 3.1.3.1.5, com algumas madificagdes.

3.2.3.2.7. Andlises cromatograficas da bebida fermentada

A bebida fermentada foi analisada para determinar a concentracéo de
&lcoois superiores e volateis e confronta-los com a legislagd@o brasileira de
bebidas (Brasil, 1999). As analises foram realizadas no Laboratdrio de Qualidade
de &lcool da GIASA S.A/PB. '

Percentual de Conversdo, produtividade e parametros cinéticos da

fermentacdo alcodlica

O percentual de conversédo e a produtividade (g/L.h) para a producéo de

bebida fermentada do fruto do mandacaru, foram calculados pelas Equagdes 10 e

11, respectivamente:

Converséo (%) = e By 2 x100 (10)
8, x0,511
Produtividade (g/L.h) = ? (11)
em que:

P - concentracdo de etanol experimental,
So - concentracao inicial de substrato;

t - tempo de fermentacao (h).

Através das Equacdes 12 e 13, foram calculados os parémetros cineticos
YXI'S e Yp,'s:

X-X
¥ = : (12)
XIS 8§ %
Yos = P—_P"q‘ (13)
N:— B
em que:

X - concentracao final de biomassa (g/L),
Xo - concentracdo inicial de biomassa (g/L);
S - concentragéo final de substrato (g/L);
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So - concentragéo inicial de substrato (g/L);

P - concentragao final de produto (g/L);

Po - concentracgéo inicial de produto (g/L);

Yws (rendimento de biomassa) - quantidade de biomassa formada em
relacdo a quantidade de substrato limitante consumido;

Yo (rendimento do produto) - quantidade de produto formado em relacéo

a quantidade de substrato limitante consumido.

O valor de pmax foi obtido graficando-se a curva de crescimento microbiano
(InX em funcg&o do tempo). Observou-se a fase logaritmica na curva e com os
pontos que compdem esta fase, obteve-se o valor de umsy através de regressédo
linear. A tangente da reta do grafico InX x tempo € o valor de umsax, que indica a
velocidade maxima de crescimento celular.

3.3. Vinagre de fermentado do fruto do mandacaru
3.3.1. Materiais

Foi utilizado o fermentado tipo seco produzide com a polpa do fruto do

mandacaru, o qual apresentou uma graduagao alcodlica de 10°GL.

3.3.2. Microrganismo

Foram utilizadas bactérias acéticas contidas no vinagre forte (n&o
pasteurizado) e no bagaco de cana obtidas no Laboaratdrio de Produgéo Industrial
(LAPI/UAEQ/UFCG), e utilizadas na producéo de vinagre de alcool.

3.3.3. Metodologias

O vinagre forte e o bagaco de cana (condigbes para suporte das bactérias,
conforme reatores em escala ampliada de produgdo de vinagre de alcool etilico)
utilizados nos experimentos foram obtidos de um reator de polietileno com a
capacidade de 50 L, denominado Reator 1, que é utilizado na producéo de
vinagre de etanol do LAPI. O vinagre forte n&o foi submetido ao processo de
pasteurizagdo, tornando o mesmo rico em microrganismos acidificantes. A

produgdo do vinagre utilizando o fermentado de mandacaru foi realizada no
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Laboratdrio de Engenharia Bioquimica do UAEQ/CCT/UFCG, em biorreatores de
polietileno com capacidade de 4 litros. Foi utilizado 1,2L de fermentado em cada

experimento, e os mesmos foram conduzidos em duplicata.

3.3.3.1. Preparacdo da matéria-prima (fermentado de mandacaru)

A preparagéo da matéria-prima consistiu em verificar inicialmente a acidez
total e a graduagéo alcodlica do vinagre forte (ndo pasteurizado) e em seguida
calcular o volume de vinagre forte a ser adicionado ao fermentado de mandacaru
de modo a obter as condi¢bes iniciais pre-fixadas para os dois experimentos
distintos: Experimento 1 (2% de acidez acética e 6°GL de alcool) e Experimento 2
(1% de acidez acética e 8°GL de éalcoal), os quais foram realizados em duplicata.
Pesou-se 350g de bagaco de cana-de-agucar retirado do Reator 1 e mediram-se
0os volumes de vinagre forte os quais foram adicionados a 1,2L da bebida
fermentada de mandacaru de modo a obter as condigdes iniciais do dois

experimentos distintos.

3.3.3.2. Inoculagdo do microrganismo (Acetobacter)

Foram inoculadas bactérias acéticas presentes no vinagre forte (vinagre

n&o pasteurizado) e no prépric bagago de cana-de-agutcar retirado do Reator 1.

3.3.3.3. Fermentagdo acética

O biorreator utilizado na fermentacéo acética do fermentado de mandacaru
& mostrado na Figura 3.14. Durante a fermentacéo realizou-se a cada 24 horas o
controle das seguintes varidveis: acidez total, acidez fixa e teor alcodlico. A
fermentagdo foi conduzida até que o fermentaco ‘acético (vinagre) produzido
atingisse uma acidez volatii minima de 4%, estabelecida pelo Ministério da

Agricultura e Abastecimento (Brasil, 1999).
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Figura 3.14 — Bioreatores utilizados na fermentacéo acética do vinagre

3.3.3.4. Filtracao

Foi realizada a filtracdo com o intuito de remover o maximo possivel de
residuos da fermentacdo, existentes no produto final. Depois da filtragéo, foi
determinado o percentual de acidez volatil do fermentado acético, para verificar se
0 mesmo estava dentro das especificacdes da legislagao brasileira (Brasil, 1999),

ou seja, 40 g/L ou 4,0% em acido acetico.

3.3.3.5. Engarrafamento e pasteurizagao

O engarrafamento foi realizado em garrafas plasticas transparentes de 500
mL, apropriada para vinagre, e tampadas manualmente (Figura 3.15). O processo
de pasteurizacdo do vinagre foi feito da mesma forma descrita anteriormente para

o fermentado.

Figura 3.15 — Vinagre engarrafado
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3.3.3.6. Armarenamento

As garrafas transparenies foram mantidas em prateleiras, na posicdo

vertical, e em local arejado.

3.3.3.7. Andlises realizadas durante a fermentagéo acélica

3.3.3.7.1. Acidez total, acidez fixa e acidez voiatil

A conceniracao de acidez iotal e fixa do vinagre foram determinadas pelo
metodo de titulacdo volumétrica seguindo a metodalogia proposta por Brasil

{2005). A acidez volatil foi obtida peia diferenca entre a acidez total e fixa.

3.3.3.7.2. Concentragdc de etanol {tecr alcodiico}
A metodologia utilizada fol a mesma descrila no item 3.2.3.2.5.

3.3.3.8. Anélises fisico-quimicas do vinagre

Com o propésito de avaliar as caracteristicas do fermentado acético obtido
procede?am—se as analises de pH, acidez volatii em acido acético, extrato seco e
cinzas para confrontar com as normas estabelecidas pelo Ministério da Agricultura

e Abastecimento (Brasil, 1999).

3.3.3.8.1. pH
A metodologia utilizada foi @ mesma descrita no item 3.2.3.1.7.

3.3.3.8.2. Acidez volati]
A metodologia utilizada foi 2 mesma descrita no item 3.3.3.7.1.

3.3.32.8.5. Extrato seco
Foi determinado seguindo a metodologia descrita por Brasit (2005).

3.3.3.8.4. Cinzas
A metodologia utilizada foi 2 mesma descrita no item 3.1.3.1.7.
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3.3.3.9. Calculo do rendimento e produtividade do processoe de fermentacéo
acética

Para determinar o rendimento da producéo € necessario calcular a acidez
tedrica a partir da reacéo de converséo do etanol a acido acético, onde 1,0 g de
etanol converte-se em 1,304 g de &cido acético {100%). Desta forma, o
rendimento € obtido pela razéo enfre a acidez experimental e a acider tedrica
como mostra a Equacio 14:

Rendfmento(%):p\—caixm{} (14)

Creo
em que:
Acexp - concentracéo de acide acético experimental;

Acreg - concentracdo de acido acético tedrica (maxima).

A produtividade revela a velocidade de formac&o de acido acético, durante
um determinado intervalo de tempo, ou seja, a produtividade & expressa em

{glL.h), como apresenta a Equacio 15.
o ACoyp
Produtividade{g/L.h) == (15)

onde:
Acexe - Conceniragéo de acido acético experimental,

t - Tempo de fermentacio acética.
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Capitulo 4

Neste capfiulo s&o apresentados os resultados e discussio da composicio
quimica dos cladddios do mandacaru antes do enviquecimento protéico, e as
isotermas de adsorcdo de umidade obtidas nas temperaturas de 25, 30, 35 e
40°C, com 0s respeclivos parémétres dos modelos de GAB e Henderson
modificado. Consta o estudo do enriguecimento protéico da cactécea e andlise de
regress@o das varidveis de entrada do processo de fermentacso com o fungo
Aspergilfus niger CCT 0916 em bandejas (método estatico), bem como o esiudo
do enriquecimento protéico do mandacaru com a levedura Saccharomyces

cerevisiae em tambor rotativo (método dinamico).

4.1. Caracterizagao quimica dos claddédios do mandacaru

A caracterizagéo quimica dos cladodios do mandacaru sem espinhos in
natura € epresentada na Tabela 4.1, na qual & umidade do mandacaru € expressa

em base umida e os demais parémetros expressos em base seca.

Tabela 4.1 -~ Caracterizacio quimica dos cladddios do mandacaru sem espinhos

Pardmetros Media + desvio padréo
Umidade (base umida) (%) 9265+0,57
Proteina bruta (%) 1438015
Extrato etéreo (%) 2,15 +0,05
Cinzas (%) 1,37 £ 0,08
Matéria organica (%) 98,63 +0,0
Matéria seca {%) 7,35 0,07
Aglcares redutores totais (%) 7,85+0,05
Fibra bruta (%) 41,22+ 0,30
Fosforo (%) 0,23 £ 0,01
MNitrogénio (%) 2,30£0,15
Potassio (%) 1,60 £ 0,06

Como pode ser observado na Tabela 4.1, o mandacaru apresenia alto teor
de umidade, uma vez que esia planta apresenta grande ¢

agua. O teor de umidade do subsirato & um dos fatores que mais influencia o

3
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processc fermentativo e varia de acordo com a nhaturezz do substrato e
necessidade do microrganismo. Um teor de umidade slevado pode causar
aumento no risco de contaminacao, baixa difusfa de oxigénio & reducio de troca
gasosa. Por outro lado, baixos niveis de umidade, resuliam num crescimento
insuficiente em relagdo ao 6limo. No processo de enrigueciments proiéico deve-
se levar em consideragdc os niveis de umidade e atividade de dagua do substrato
adequada ac microrganismo. A literatura apresenta diferentes teores iniciais de
umidade no processo de enriquecimento protéice. Aradio (2004) estudando o
enriquecimento protéico do mandacard e da palma forrageira com a levedura
Saccharomyces cerevisiae, iniciou o processo fermentativo com ieores de
umidade em tomo de 90% o que corresponde a uma atividade de agua em fomo
de 0,9. Suhet (1897) estudando o processo de enriguecimento protéico de
residucs da industriglizagdo do abacaxi com © Aspergifflus niger, iniciou o
| processo com teor de umidade nicial de 84,56%. Die acordo com Ramana et al.
(1993) os fungos filamentosos, como é o caso do Aspargillus niger, necassifam de
um meio com uma atividade de agua minima de aproximadamente 0,7. O teor de
umidade inicial do substrate utilizade para © processo de enriguecimento protéico
do mandacary, deste trabalho, com o Aspergiius niges; ol em formo de 92%. Este
teor de umidade corresponde a uma atividade de agua acima de 0,9, para as
temperaturas de 30, 34 e 38°C, onde estes valores de alividade de agua foram
preditos pelas isotermas de dessorcdo de umidade do mandacaru, gjustadas pelo
modelo de GAB, obtidas por Aradjo et al. (2004). Esta atividade de agua acima de
0,9 de acordo com a literatura é perfeitamente toleravel por fungos filamentosos.
Correia (2004} afirma que a maioria dos fungos filamentosos tem como {aixa
otima de atividade de agua 0,86 a 0,98, mas s&c capazes de crescer em
atividades inferiores a isso, em torno de 0,8,

O teor de proteina bruta do mandacary utilizado neste esiudo fol de
14,38%. Este valor estd acima dos resultados encontrados na literatura. Aradjo
(1995), Barbosa (1998), Aradjo (2004} Braga (196’0) e Germano (1991)
caracterizaram os cladédios do mandacaru e encontraram tsores de 7,22%, 9,3%,
8.17%, 10,72% e 10,18% de proteina bruta, respectivamente. Perazzo Neto
{1999) caracterizou a palma forrageira € observou um valor de 7,43%.

Com relacdo ao percentual de fibra bruta do mandacaru, foi observado um

valor médio de 41,.22% sendo superior aos valores encontrados por outros
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pesquisadores. Em pesquisas realizadas por Barbosa (1998), Araljo (2003) e
Braga (1960) com o mandacaru, encontraram valores de 19,7%, 14,0% e 168,22%,
respectivamente,

C teor de axirato etéreo, fosforo, nitrogénio e potdssio encontrados no
mandacaru utilizade nesle estudo foi de 2,15%, 0,23%, 2,30% e 1,60%,
respectivamente, sendo estes valores superiores gos encontrades por Braga
(1960) e Barbosa (1998} nesta mesma cactacea.

Os aglcares redutores totais 580 os acUcares sollvels presentes no
material, compostos por glicose, frutose e sacarose. O teor de ART observado no
mandacary foi de 7,85%. Barbosa (1283) observou uma concentragio menor de
ART na palma forrageira, de 5,7%.

Aradjo  {2004) determinou a compesicdo quimica do  mandacary,
encontrando valores de MS = 10,85%, PB = 9,17%, PV = §,86%, FDA = 15 4%,
FON = 35,13%, HC = 15,73% e MO = 89,53%. Afirmou também que vérios fatores
influenciam a composigio quimica dos alimentos, alguns relacionados ao meio
ambiente como. o soloc e o clima, enquanic ocutros estdo relacionados com as
caracteristicas da planta, variedade, estado de crescimento, desenvolvimento e
ciclo vegetativo. Do ponto de visia bromatoldgico, © valor nutniivo de uma plania
forrageira depende da conceniracdo de proteinags, fibra bruta, exirato etéreo,

extrato nao nitrogenado, minerais e vitaminas.

4.1.1. lsoclermas dz adsorcéo de umidade dos ciadddios do mandacaru

Foram obtidas as isctermas de adsorcdo de umidade para 0s cladddios do
mandacaru sem espinhos (seco) nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C. No
Apéndice A, encontra-se a Tabela AT com 0s dados experimentais da alividade
de agua (ay) @ umidade de equilibrio (b.s.) nas quatro temperaturas estudadas.

A Figura 4.1 apresenta as isolermas de adsorgde de umidade do
mandacaru a 25, 30, 35 e 40°C, representando 0s valores da umidade de
equilibrio (b.s) em funcéo das diferentes atividades de agua.

Verifica-se gue, como na maioria dos materiais higroscopicos, a umidade
de equilibrio (b.s.) aumentou com o aumentoc da atividade de agua (aw) € as
isotermas se encontram muito proximas umas das outras. Para atividades de

ggua acima de 0,5 a curva de 30°C ficou acima das curvas a 25, 35 € 40°C.
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Figuras 4.1 — Isotermas de adsorgdo de umidade dos cladddios do mandacaru

{seco) nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C

Os parametros de ajuste dos modelos mateméaticos de GAB e Henderson
modificado, os coeficientes de determinagio (R?) e os desvios percentuais médios
{P) obtidos para cs dades experimentais das isotermas de adsorcio nas guatro

temperaturas estudadas encontram-se na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Valores dos parédmetros de gjuste dos modeios e seus respeactivos

coeficientes de determinacdo (R?) e desvios percentuais médios (P)

Modelos  Farametros T=25C T=30°C T=35°C T=40°C
GAB o 0.082 0,068 0.057 0,060
C 3,343 5,318 11,685 7.975
K 0,842 0,935 0,940 0,940
R? 0,994 0,895 0,994 0,996
B (%) 14 83 g12 12.03 21,42
Henderson a 2,096 1,162 1,488 1,335
modificado t 0,700 1,009 0,851 0,931
b 3,356 3,671 3.513 3,598
c 1,098 0.896 0,964 0,935
R? 0,993 0,980 0,084 0,988
P (%) 11,09 10,07 9,78 975

QObservando os pardmetros do modelc de GAB na Tabela 4.2, pode-se
verificar que os valores do parémetro C, que representa ¢ calor de sorgéo, nao

apresentaram uma tendéncia bem definida scb o aumenio da lemperatura, uma
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vez que, embora sejam crescentes entre 25 e 40°C, teve um valor maior a 35°C
do que o vaior obtido para 40°C.

Quanto ao pardmetro K, observa-se que o mesmo aumentou entre 25 e
30°C e permaneceu praticamente constante nas temperaturas de 35 e 40°C, com
vaiores variando de 0,8423 a 0,9399. Lima {2008) obteve valoras de K variando
de 0,95 e 0,99 estudando as isotermas de adsorgdc da farinha de facheiro, para
as temperaturas de 10, 20, 30 e 40°C.

Os valores de X, ao confraric de C e K, sofreram redugdes com o
aumento da temperatura, entre 25 e 30°C, no enianto ficou constante nas
temperaturas de 35°C e 40°C. Santos et al. {2004) estudando as isotermas de
adsorcan, nas temperaturas de 20, 30 e 40°C, de duss formulacties de farinhas
de mandioca temperadas observaram reducdes no valor de X, com 0 aumento da
temperatura. O par8metro X (GAB) que representa a fragdo de umidade na
monocamada do material adsorvente, ndo sofreu grandes influéncias da
temperatura. Esse parémetro ¢ muito importante por estar relacionado gom o
inicio de uma série de reagGes quimicas de deterioragio de substratos (Ferreira &
Pena, 2003;).

As f‘oérmas das isolermas obfidas para as qualrs temperaturas estudadas,
sdo classificadas como isotermas do tipo Y, de acordo com a classificagdo de
Brunauer citado por Biahovec (2004), em forma de J. Essas formas s8o tipicas de
alimentos com grande quantidade de a¢lcar e solutos e que apresentam pouca
adsorgaa por capiltaridads, como frutas € os daces de frutas (Orddfies, 2005).

Houve um bom ajuste do modelo GAEB aos dados experimentais nas quatro
temperaturas estudadas, havendo uma equivaléncia entre os coeficientes de
determinac;é}o, com valores préximos de 0,995, Ferreira & Pena (2003) estudando
as isotermaés de adsorcdo da farinha de pupunha nas iempearaturas de 15 e 35°C,
observou um bom ajuste zos dados pelo modelo de GAB.

MNas témperaturas de 25, 35 e 40°C, o melher modelo de ajuste aos dados
experimentais foi o de Henderson modificado, o qual apresentou coeficientes de
determinacdo em torno de 0,8, € os menores valores de desvios percentuais
médios (P), em torno de 10%. Para a temperatura de 30°C o modelo de GAB
apresentou melhor ajuste acs dados experimentais, apresentando um desvic
percentual rqédio de S,12%, e um coeficiente de determinagdo de 0,995, Lomauro

Marcia Melo de Aimeida 7



Capituio 4 - Resuliados e discussac do enriguacimento protéic

et al. (1985) afirmaram que os modelos que apresentam desvios percentuais
abaixo de 10% séo considerados aceiiaveis.

As Figuras 4.2 e 4.3 ijustram as isolermas nas temperaturas de 25, 30, 35
e 40 °C,
respectivamente. Verifica-se que para ambos os modelos, as curvas se

gustadas pelos modelos de GAB e Henderson maodificado,

encontram bem préximas umas das outras, e que houve um bom agjuste dos

modelos aos dados experimentais para atividades acima de 0,6.

0,40 4 o
E 8 T=25°C é
2,354 e T=30°C /i
o T=35°C /
0,30 B T=d40°C ﬁ <
Modelo de GAB

Umidade de equilibrio (b.s.)
s
|

0,15 o /FF/ A
K )g:;g;«

010 = B
] o 2 *

0,05 ﬁggf
1 ﬁ}yuﬁ's"

0,00

-

g2

T
0.4

T
0.8

Atividade de agua (a )

[43-)

1,0

Figuras 4.2 — lsotermas de adsorcdo de umidade do mandacary (seco} nas

temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C, ajustadas pelo modelo de GAB
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Figuras 4.3 - Isotermas de adsorc&o de umidade do mandacaru (seco) nas
temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C, ajustadas pelo modelo de Henderson

modificado
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4.1.2, Estudo da histeress

A Figura 4.4 (A, B e C) apresenta as isotermas de adsorgdo e dessorgao
do mandacaru in natura nas temperaturas de 30, 35 € 40°C, respectivaments. Os
graficos mostram claramente que os valores do teor de umidade de equilibrio
obtidos por dessorg&o sZ0 maiores do gue aqueles oblidos por adsorgdo. As
isotermas de dessorgdo do mandacaru foram obtidas por Aratic (2004) que
gjustou 03 dados experimentais ao modelo de GAB, obiendo cosficientes de
determinacdo nas temperaturas de 30, 35 e 40°C de 0,91, 0,82 e 0,85,
respectivamente, sendo estes valores de gjusie razodveis. As isolermas de
adsorcao do mandacaru obtidas neste estudo tiverarm um melhor ajuste pelo
modelo de Henderson modificado, com coeficientes de daterminacdo proximos de

0,99 e desvio percentual medio em torno de 10%.

ol observado na Figura 4.4 o efeilo de hisierese nas isolermas de sorgéo
do mandacaru. Almeida et al. (2008) definem a histerese como a diferenca entre ¢
teor de umidade obtido por dessorgéo (perda de agua) e o teor de umidade obtido
por adsorgdc {ganhc de agua), € ainda afirmam que & mesma tende a
desaparecer nas extremidades das isotermas, ou seja, 0s teores de umidade de
equilibrio sfo iguais independentemente do caminho feito para se atingir ¢

equilibrio higroscépio, se por ganho ou perda de agua.

Verificou-se que o efeito de histerese, Figura 4.4, fol maior na temperatura
de 35°C, quando se observa a partir da curva gjustada pelo modelo, entretanto
ndo ¢ observada uma diferenga acentuada quando analisado os dados
experimentais. Isto se deve ao fato de que o coeficiente de determinago (R? de
GAB foi baixo na ordem de 0,90, como descrito anteriormente, se comparado acs
valores obtidos para o modelo de Henderson medificado que foi de 0,89. Campos
(2005) também observou maior efeito de histerese na isoterma de sorg@o da
palma forrageira, a temperatura de 35°C. Comportamentos similares tambem
foram observados por Arslan & Togrul (2006} quando estudaram o efeito da

histerese nas isotermas de sorgéo de cha nas temperaturas de 25, 35 e 45°C.
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Figuras 4.4 — Histerese das isotermas de dessor¢do e adsorgdo de umidade do
mandacary, austadas pelos modelos de GAB e Henderson modificade,

respectivamente, nas {emperaturas de 30, 35 e 40°C.

4.2. Estudo cinétice da fermentasdo semi-sdlida do enriguecimento protéico

dos cladddios do mandacaru utilizando ¢ microrganismo Aspergifius niger

4.2.1. Proteina bruta

O estudo da cinética de crescimento do Aspergillus niger, no processo de
enriguecimento protéico dos cladddios do mandacaru sem espinhos (Cereus

Jamacaru P. BC.), teve o objetivo de determinar o tempo gue produz 6 maior teor

protéico no material enriquecido.

Ma Tabela 4.3 s&o apresentados os percentuais de proteina bruta dos
cladédios do mandacaru na forma in mafura e durante o processo de
enriquecimento protéico, utilizando o fungo Aspergillus niger, obtidas para os 7

experimentos da matriz de planejamento experimental (Capituio 3).
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Tabela 4.3 — Valores de proteina bruta inicial € apds 32, 48 e 72 horas de

fermentac&o para os sete experimentos realizados

Proteina bruta (%)

Tempo (h) iiﬁ :-'?0“0) 55;2 %G"C} i)ffn)’u 38“0} %T:Ea ﬁat‘q =P S (Stcr);(fét?ti) =
in natura 15,64 13,13 13,13 13,13 13,13
0 17,58 14,88 15,65 14,60 13,18 13,19 13,20
32 23,18 18,76 22,94 15,85 13,35 13,85 14,06
43 26,34 17,99 19,55 21,37 16,46 1471 1466
72 27 .67 17,39 19,41 18,52 17,33 19,52 17,01

As Figuras 4.5 a 4.9 apresentam a cinética da fermentacdo semi-sdlida do
processo de erviquecimento protéico do mandacaru correspondentes aos 7
experimentos realizados, visando determinar o methor tempo na maximizacdo do

teor proteico.

Analisando a Figura 4.5, pode-se observar que o teor proiéico do substrato
aumentou finearmente nas primeiras 48 horas de fermentacéo. O percentuat de
proteina bruta do mandacaru sem espinhos no inicic do processo i de 17,58%, o
gual aumentou gradativaments ac longo do tempe de fermentagdo atingindo o©

valor maximo de 27,67% nc tempo de 72 horas.
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Figura 4.5 - Cinética do aumento de proteina bruta do mandacaru sem espinhos,

com Espessura da camadea = 1 cm & Temperatura = 30°C {Experimenio 1).
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Pode-se verificar pelas Figuras 46 e 4.7 que o teor de proteina do
substraio teve o mesmo comporiamenio durente o processo de fermentagdo
semi-solida, parg as condicbes das experimentos 2 € 3. Em ambos 0s casos, o
substrato atingiu um teor protéico méximo nas primeiras 32 horas de fermentacio.
G prolongamento desse tempo de fermentagao para 72 horas causou um efeito
negativo, resultando uma reducds no teor de proteina bruta de 18,76% e 22,94%
para 17,39% e 19,41%, respectivamente. Essa redugdo pode ser atribuida
provavelmente a volatilizagdo do Ny, produgdo de aménia {contaminacio de

bacterias) e desnaturagio da proteina celular do microrganismo (Aradjo, 2004).

Proteina brute {3}

T t ¥
o 24 48 72

Tampo ¢e fermentagdo (b

Figura 4.6 -~ Cinética do aumento de proteina bruta do mandacaru sem espinhos, com

Espessura da camada = 5 cm € Temperatura = 30°C
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Figura 4.7 ~ Cinética do aumento de proteina bruta do mandacaru sem espinhos,

com Espessura da camada = 1 cm e Temperatura = 38 °C
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Cbservando a Figura 4.8, pode-se verificar um pequeno aumento no teor
proteina bruta do mandacary sem espinhos nas primeiras 32 horas de
fermentacéo. Com um tempo de 48 horas de feymentacio o substrato j& atingiu o
valor maximo do teor protéico, que foi de 21,37%. Observou-se ainda, que o
profongamsnic desse tempo para 72 horas resuliou numa reducdo do teor de
protefnia 21,37% para 18,52%.
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Figura 4.8 — Cinetica do aumento de proteing brwta de mandacary sem

espinhos, com Espessura da camada = 5 cm e Temperatura = 38°C

A Figura 4.9 descreve o comportamento da proteina bruta nos 4
experimentos distintos, para uma melhor visuslizagdo do aumenio do teor de
proteina durante o processo de enriguecimenia protéico do mandacaru, 0s quais

ja foram discutidos e apresentados anteriormente nas Figuras 4.5a 4.8.

A -

~ - Exparimenioc | e
-e-Experimenic 2 "
—a - Exoerimentn 3 d

—7— Expétimanta 4 //

Proteina bruta (%)
8
L
N
174

g | 24 o) 72
Temo de fermentagéo (h}

Figura 4.9 — Cinética do aumento de proteina bruta do mandacaru sem espinhos

nos quatro experimenios distintos da matriz de planejamento
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A Figura 4.10 ilustra o comportamentc do teor de proteina bruta do
mancacaru nos experimentos do ponto central da metriz de plansjamento, ou
seja, irés experimentos idénticos. Pode-se verificar um perfil similar no ieor de
proteina a0 iongo do processo para os trés experimentos realizados. Foi
observado um aumento gradativo no teor protéico ao longo do processo, atingindo
um teor maximo de protefna bruta no tempo de 72 horas. O valor médio do teor
inicial de proteina bruta do mandacaru foi de 13,15%, o qual aumentou ao longo
do tempo de fermentacao, apresentando um teor médio final de 17,95%.
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Figura 4.10 — Cinética do aumento de proteina do mandacaru sem espinhos,

com Espessura da camada = 3 cm e Temperaiura = 34°C

Os percentuais finais de aumento proteico do mandacaru enriquecido
obtido neste estudo em relag@o aos valores da amostra in natura variaram de
29 55 a 76,92%. Estes valores estZo abaixo dos percentuais de aumento protéico
observados por Aradjo (2004) quando estudou o processo de enriquecimento
protéico do mandacaru e da palma forrageira, em escala de bancada, com a
levedura Saccharomyces cerevisige, observando um aumento de 320% e 400%,
respectivamente. Isto revela que a levedura Saccharomyces cerevisiae foi mais
eficiente no processo de metabolizacao protéica do que o Aspergillus niger. 1sso
pode ter sido, provavelments, pelas condigbes operacionais mais apropriadas
para a levedura do que para o Aspergiflus niger. Perazzo Neto (1999) estudando
o enriquecimento protéico da palma e algaroba com o Aspergillus niger, obteve
um aumento protéico na palma de 48%, valor este que se encontra dentro da
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faixa obtida neste trabatho. Para a algaroba, 0 aumento protéico atingido foi de

103%, superior ao verificado neste trabalho.

Os teores finais de proteina bruta do mandacaru estudado variaram de
17,01 a 27,67%. Estes valores s3o sarmelhantes ou até maicres do gue os teores
dos concentrados convencionais, tais como concentrade de aveia esmagads,
farelo grossc de trigo, torta de babacgu, coco da Bahia prensado, semente de
algodéao, gréos de ervitha, farelo de babacu & fareio de aveia, que apresentam
teores de 14,7%; 150%; 20,5%; 21,2%; 23,1%; 234%; 240% e 258%,
respectivamente (NRC, 1989).

Os teores protéicos do mandacary processado esido de acorde com. as
normas da NRC (1989), com teores superiores ac nivel de 8%, que € a exigéncia
minima determinada para o animal em termos de mantenca; e para crias recém
desmamadas, fémeas secas ¢ em lactagéo, ¢ teor protéico exigide € de 16 a
24%.

4.2.2. Aglcares redutores totais

G comportamento do teor de aglcares redutores totais e do percentual de
prateina bruta ac lfongc da fermentacdo semi-sdlida no processo de
enriguecimento protéico do mandacary para as condigbes do experimento 4 {(5cm

e 38°C) podem ser observados na Figura 4.11.
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Figura 4.11 — Teores de agtdicares redutores totais e proteina bruta durante a

fermentacio semi-sdlida com Aspergifius niger
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A Figura 4.11 mostra que nas primeiras 32 horas de fermentagdo houve
uma ligeira queda nos acgucares redutores, seguido de um consumo mais
acentuado até as 72 horas de fermentagdo. Os teores de aclcares redutores
totais no inicio do processo fermentativo foi de 90,92¢/L e termina com 44,74g/L.,
0 que expressa um consumo total de 50,8% ac longo do processo. A tendéncia
observada para as acUcares redutores totais condiz com o comportamento da
proteina bruta, que atingiu seu maior valor no tempo de 48 horas, decrescendo
até o tempo de 72 horas. Correia (2004) observou um comportamento diferente
no teor de acucares redutores ac estudar o enriguecimento protéico de residuos
de abacaxi com a levedura Saccharomyces cerevisiae, verificando gue apds 24
horas de fermentac@o, os aclcares ja tinham sido copsumidos guase que
completamente, apresentando apenas um teor residual de 10% no final da

fermentagéo.

4.3. Estudo da influéneia das varidveis espessura da camada ¢ temperatura

sobre o processo fermentativo com o Aspergilfus niger

Tendo a finalidade de verificar a influéncia das variaveis: espessura da
camada do substrato no reator e temperatura sobre o aumento protéico (AP) e
proteina bruta {PB), os dados experimentais foram submetidos a uma analise de
regressao linear, utilizando o programa Statistica, e os coeficientes dos modeios
codificados foram determinados. No Apéndice A encontra-se a Tabela AZ com os
dados experimentais da proteina bruta e ¢ aumento protéice abtidas apds 32h,
48h e 72Zh de fermentacado, As Tabelas 4.4 e 4.5 apresentam os modelos de

ajuste linear e os respectivos valores dos coegficientes de determinacgio (R%).

O teor de proteina bruta e 0 aumento protéico foram expressos em fungéo
das variaveis independenies pelo modelo matematico de 1% ordem, onde a
espessura, temperatura e a interacdo da espessura com a temperatura Sac

representadas pelos modelos.

Observando as Tabelas 4.4 e 4.5, verificou-se que os modelos lineares
codificados das respostas estudadas néo foram estatisticamente significativos ao
nivel de 95% de confianga, ou seja, n&o houve um bom ajuste do modelo linear

aos dados experimentais, e os coeficientes de determinacéo para todos os
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modelos lineares estudados foram muito baixos. Como o modelo linear ndo foi
satisfatdrio no ajuste, fol feito o teste da curvatura ao modelo com o objetivo de
checar se o ajuste do modelo é guadratico, Os valores marcados em negrito sdo
os coeficientes estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca, para

0 aumento protgéico e ao nivel de S0% de confianga para a proteina bruta.

Tabela 4.4. Modelos da regresséo linear codificado para a varidve! resposta de

aumento protéico (AP) apos 32, 48 e 72 horas de fermentacao

Tempo (h) Modelos empiricos codificados R? (%)
32 AP = 28,79 —14,85E - 1,097 — 2 54ET 33,08
48 AP = 39,45 - 4 38E + 1,55T + 11,30ET 21,74
72 AP =4407 ~12,82E ~512T + 9, 41ET 69,17

E — espessura; T - temperatura

Tabela 4.5. Modelos da regresséo linear codificado para a variavel resposta de

proteina bruta (PB) apds 32, 48 e 72 horas de fermentagdo

Tempo {h) Modelos empiricos codificados RZ {%)
32 PB = 17,44 - 2,88E - 0,788T — O,865ET 34,68
48 PB =18,72-1,63E-0,85T + 2,54ET 37,93
72 PB = 19,55 -2 79E - 1,787 + 2 35ET 79,42

E -- espessura; T - temperatura

As Tabelas 4.6 e 4.7 apresentam os modelos de ajuste com curvatura e os
respectivos valores dos coeficienies de determinacéo (R?) e a razdo
foram bem mais altos quando comparados ac modelo linear. De acordo com a
Tabela 4.6 constata-se gque os modelos com curvatura para ¢ aumento protéico
s&o estatisticamente significativos para o tempo de 32h, por apresentar a razéo
F catoutade/ Fransiade maior gue 1. Os modelos obtidos para 48h e 72h apresentaram

uma razao Feqc/Fiap inferior a 1, ndo sendo portanto significativo.

Com relacdo a resposta proteina bruta (PB), verificou-se que os modelos

foram significativos para os tempos de 32h, 48h e 72 h, com uma razéo de
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Feelowado/Franetage de 19,40; 2,62 e 1,15, respectivamente, como mostrado na
Tabela 4.7. Os resultados referentes a significAncia dos modelos (ANOVA) sdo
apresentados nas Tabelas A3, A4, A5 e AB do Apéndice A

‘Tabela 4.6. Modelos com curvatura para 2 varidvel resposta de aumento protéico
(AP) apds 32, 48 e 72 horas de fermentacéo

Tempo (h) Modelos empiricos codificados R* (%) Fead/Fran
32 AP = 48,65 - 41,66Curvatura — 14,858 + 1,097 99,62 6,81
~12,18ET

48 AP = 84,26 - 34,56Curvatura — 4,385 + 1,557+ 95,28 0,67
11.30ET

72 AP = 48,58 - 12 81Curvatura— 12,82E - 5,12T + 886,59 017
9.41ET

E — espessura; T - temperatura

Tabela 4.7. Modelos com curvatura para a vanavel resposia de proteina bruta

(PB) apds 32, 48 e 72 horas de fermentacéo

Tempo (h) Modelos empiricos codificados R? (%) Feac/Fian
32 PB = 20,18 - §,40Curvatura - 2,88E - 9,79T— 9973 1940
0,67ET
48 PB = 21,31 - §,03Curvatura — 1,63E-0,85T + 97,98 262
2,54ET
72 PB = 20,75 - 2,79Curvatura — 2,798 ~ 1,787+ 9551 1,15
4,70ET

E —espessura; T - temperatura

O diagrama de Pareto apresenta graficamente os efeitos significativos ao
nivel de confianga ulilizado. Os valores que ulirapassam o valor de p séo
considerados estatisticamente significativos, observando-se o teste L As Figuras
412 a 4.15 apresentam o grafico de Pareto com nivel de significancia de 90 e

95% para a estimativa dos efeitos principais e das interacdes.
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Analisando as Figuras 4.12 e 4.14 verifica-se um mesmo comportamento,
ou seja, que o efeito da curvatura, espessura e a interacdo entre espessura e
temperatura foram estatisticamente significativas para o aumento protéico e de
proteina bruta, respectivamente, observando ainda que a curvatura apresentou
maior influéncia. Em ambos os casos a temperatura ndo teve influéncia

significativa.

Curvatr

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 4.12 — Grafico de Pareto para o aumento protéico apos 32h de fermentacao

Analisando a Figura 4.13 verificou-se que todas as variaveis estudadas
apresentaram efeitos significativos sobre a resposta proteina bruta. Observa-se

ainda que a curvatura apresentou maior influéncia sobre a resposta PB.

Curvatr. '::_: -21.9H

(1)E 1150844

@t

1by2

p=0,1
Efeito Estimado (Valor absoluto)

Figura 4.13 — Gréafico de Pareto para o teor de proteina bruta ap6s 32h de

fermentacéo
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Curvatr. £
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1,66512

-3,18347
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p=0.1

Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 4.14 — Gréafico de Pareto para o teor de proteina bruta apos 48h de

fermentagéo

Verifica-se na Figura 4.15 que os efeitos da espessura e a interacdo

espessura com a temperatura foram significativos, e para este caso a curvatura e

a temperatura n&o influenciaram a resposta PB.
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Figura 4.15 — Gréfico de Pareto para o teor de proteina bruta apds 72h de
fermentacéo
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4.3.1. Anélise de superficie de resposta para a variavel proteina bruta (PB) e
aumento protéico (AP)

Buscando verificar os meihores vaiores das varidveis de entrada que
maximizam as respostas, utilizou-se dos modelos usando curvatura, que sao
usados apenas para mostrar tendéncias. Para ter certeza que o modelo é de

segunda ordem, deve-se trabalhar com os niveis axialmente (configuracdo
estrela).

A Figura 4.16 apresenta os efeitos das variaveis de entrada espessura da
camada e temperatura sobre o aumento protéico apds 32h de fermentagéo.
Verifica-se que a espessura apresenta influéncia negativa, ou seja, quando passa
do nivel -1 para o nivel +1 o aumento protéico diminui. Fixando a temperatura

acima de 36°C, com a espessura abaixo de 1,5cm obtém-se aumento protéico em
torno de 70%.
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Figura 4.16 — Influéncia das variaveis de entrada espessura (E) e temperatura
(T) sobre 0 aumento protéico apds 32h de fermentacéo

A Figura 4.17 apresenta a superficie de resposta com os efeitos da
temperatura e da espessura da camada scbre o teor de proteina bruta (PB).

Verificou-se que a espessura apresenta efeito negativo sobre a resposta, ou seja,
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quando passa do nivel -1 para o nivel +1, o teor de proteina bruta diminui.

Fixando a espessura da camada abaixo de 2cm obtém-se um teor de proteina em
torno de 23%, em toda faixa de temperatura estudada.
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Figura 4.17 — Influéncia das variaveis de entrada espessura (E) e temperatura
(T) sobre a proteina bruta com 32h de fermentacéo

A Figura 4.18 mostra o efeito da temperatura e da espessura da camada
sobre o teor de proteina bruta (PB). Verificou-se que a espessura apresenta

influéncia negativa. Fixando a espessura abaixo de 1,5cm e temperatura abaixo
de 31°C obtém-se um teor de proteina em torno de 26%.
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Figura 4.18 — Influéncia das variaveis de entrada espessura (E) e temperatura
(T) sobre a proteina bruta com 48h de fermentagéo

A Figura 4.19 mostra os efeitos das variaveis de entrada espessura da
camada e temperatura sobre a proteina bruta com 72h de fermentag@o. Observa-
se que a variavel de entrada E, apresenta efeito negativo sobre a variavel
resposta (PB), observando-se uma reducdo acentuada no aumento protéico
guando a espessura passa do nivel -1 para +1. Fixando a temperatura abaixo de

31°C, com a espessura abaixo de 1,5cm obtém-se um teor de proteina bruta
acima de 27%.
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Figura 4.19 — Influéncia das variaveis de entrada espessura (E) e temperatura
(T) sobre a proteina bruta com 72h de fermentacéo

Observando as superficies de respostas para o aumento protéico e
proteina bruta nos diferentes tempos avaliados, pode-se verificar que a espessura
da camada foi a variavel que apresentou maior influéncia nas respostas AP e PB.
Araujo (2004) estudando o processo de enriquecimento protéico com a levedura
Saccharomyces cerevisiae, em escala de bancada, observou que a variavel
espessura da camada néo teve influéncia sobre a resposta proteina bruta durante
0 processo fermentativo.

4.4. Estudo do enriquecimento protéico do mandacaru em tambor rotativo

utilizando-se o microrganismo Saccaromyces cerevisiae

Considerando que o estudo do enriguecimento protéico do mandacaru com
o Aspergillus niger ndo obteve bons resultados se comparado aos dados obtidos
por Araujo (2004), foi realizado o estudo do enriguecimento protéico do
mandacaru com a levedura Saccharomyces cerevisiae em tambor rotativo com o
propésito de comparar os resultados obtidos aos valores de Araujo (2004) que

estudou o enriquecimento do mandacaru com a levedura Saccharomyces
cerevisiae em escala de laboratério (bandeja).
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A Figura 4.20 descreve ¢ comportamento da proteina bruta e dos actcares
redutores totais do mandacaru sem espinhos durante a fermentagdo semi-sdlida,

com concentragéo inicial de levedura de 5%, & temperatura ambiente de 25°C.
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Figura 4.20 — Comportamento dos teores de proteina bruta e acglcares redutores

totais durante a fermeniagéo semi-solida utilizando a Saccharomyces cersvisiag

Cbserva-se que o teor de proteina aumentou rapidamente na primeira hora
de fermentacéo atingindo um teor protéico de 18,41% que equivale a um aumento
protéico de 1,47 vezes. ApGs 10 horas de fermeniagdo, o substrato alingiu um
teor protéico maximo de 23%, que corresponde a quase duas vezes ao teor de
proteina bruta do mandacaru in nafura, ou sgja, um aumento protéice de 1,72
veres. Logo em seguida, ocorreu decréscimo do teor protéico até o final da
fermentacio. O teor maximo de. proteina bruta alcangado por Aradic (2004), que
estudou o enriquecimento protéico em bandsjas deste cactacea foi em torno de
23%, utilizando uma concentragdo inicial de indcule de 5%, verificando que o teor
méxﬁmo de proteina bruta atingido ocorreu com 48 horas de fermentacgdo, tempo
este bem superior ao observado neste trabalho. A redug&o no tempo de
fermentacdc de 48 horas para 10 horas observada neste estudo ocorreu

provaveimente pela oxigenagéo promovida peia agitaco do tambor rotativo.
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Observa-se ainda na Figura 4.20, que 72% dos aglicares redutores totais
presentes no subsirato foram consumicos i0Go na primeira nora de
mantendo-se praticamenie constants aié o final da fermentacio, 0 gue revela que
a levedura consome os agucares como fonte de carbono para sua multiplicagéo,

transformando-0s em CQO,, H-0 e energia.

Rodrigues & Sanfanna (2001) estudaram a producdc de proteinas
utilizango a levedura Saccharomyces cerevisiae em subsiraio semi-sélido de
batatas. A levedura utilizada neste estudo foi sob a forma de fermento de pao
granuiado seco numa concentragio de 3,8 mg/g de substrato em fermentador de
leito fiuidizado, constatando que, a concenirag@o de proteinas extracelulares
totais aumenta cerca de 14 vezes apds 24 horas de fermentagdo, quando foi

adicionado o clorato de sodio 0,6M ao meio.

Correia et al. (2007} também ulilizaram a Saccharomyces cerevisias no
estudo do enriguecimento protéico de residuo de abacaxi e observaram apés 48
horas de fermentacdo, gue o teor pretéico do residuc aumentou mais que o dobro
da proteina do residuo /n natura. Os mesmos autores testaram ainda o sulfato de
ambnia e uréia como fonie de nitrogénio e observaram gue a adigdo de 2,5% de
sulfato de amdnia acarretcu em um aumento dge guase gualro vezes do conteudo

inicial de proteina.

O incremento observado no teor proidico do subsirato utilizado, de acordo
com Correig (2004) é explicado pela habilidade da levedura Saccharomyces
cerevisiae em excretar enzimas extracelulares no substrato, alem da eficiente
multiplicac@o da levedura na forma de SCP (single celf protein), o que resulta no
aumento protéico observado. O {eor de proteina bruta alcangade pelo mandacaru
sem espinho depois do enriquecimento protéico esid ge acorao com as normas
de afimentacdo recomendadas pela NRC (1989). Desta forma, o mandacary
enriquecido pode ser usado na época de escassez de alimentos como
suplemento protéico na dieta de véarias categorias de animais Como: crias recém
desmamadas, fémeas secas e em lactagdo que necessitam de um teor protéico
de 16 a 24%, considerando os requisitos de mantenga e produgéo. Logo, pode-se
concluir que a utilizacdo do mandacaru enriquecido como rag&o animal para

ruminantes é muito promissora.
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Outro aspecto importante que pode ser levado em consideragdio com
relagc ao enriguecimento protéico utilizando & Saccharomyces cerevisias & que
esta levedura n&o produz a itoxina fingica que € produzida pelo género

Aspergillus (Yang, 1988).

Mércia Melo de Almeida oz



Capitulo 5

Resultacos e Discussac do
fermentado e vinagre
do fruto do mandacaru




Capitulo 5 - Resultados e Discusséo da bebida fermentada e vinagre

Capitulo 5

Este capitulo tem o intuito de apresentar os resultados e discussio
referentes & producic de fermentado € vinagre do fruto do mandacaru. Apresenta
o0s resultados da caracierizacBo fisica, fisico-quimica e quimica dos frutos
utilizados como matéria-prima na producdo da bebida fermeniada, o estudo
cinético da fermentacéo alcodlica, e a analise fisico-guimica e cromatografica da
bebida produzida comparando os gados obtides cormn as normas exigidas pela
legisiacéo brasileira de bebidas. Os resultados do estudo cinético da fermentacao

acética na produg8o do vinagre, bem como a sua caracterizacao fisico-quimica.

5.1. Fermentado de mandacary

8.1.1. Caracterizagdo fisica e fisico-guimica dos frutos de mandacaru

A caracterizacao fisica e os valores referentes as pesagens e rendimentos
(poipa, casca e sementes) do fruto séo apresentados nas Tabelas 5.1 e 5.2,

respectivamente.

Tabela 5.1 — Caracterizacao fisica do frutc do mandacaru

Parametros Média * erro padréo médio
Digmetro maior (cmj) 109,85 + 3,16
Digmetro intermediério {(cm) 66,45+ 1 32

64,89+ 120
241,16+ 10,98

Diametro menor {cm)
Massa do fruto (g)
Massa da polpa+semente (g) 105,16 £5,72

Massa da casca (g) 135,8346,25

Pode-se observar na Tabela 5.1, gue o valor médio da massa e 0s
didmetros (maior, intermediario e menor) dos frutos uiilizados neste trabstho
foram superiores aos determinados por Qliveira et al. (2004} que obtiveram para a
massa e para os didmetros médios (transversal e longitudingl), valores de
137,0316+£53,6603 g, 58,0617 58 cm e 82,73x16,86 cm, respectivamente.
Almeida et al. {2005) avaliaram o tamanho e a massa do fruto do mandacaru

proveniente da cidade de Lagoa Seca e observaram gue 0S MeEsmMos $ao
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menores, com didmetros maior, intermediario € menor de 81,18 cm; 54,24 cm e
52,33 cm, respectivamente, e massa média de 123,77 g. Canuto (2008) fez 2
caracterizacao fisica de frutos da palma forrageira, provenientes do carin
paraibano, € também observou variacdo na massa ¢ tamanho desses frutos de
acordo com a regido de cultivo. As variacbes observadas na massa e tamanho
dos frutos ocorrem principaimente pelo Tato dos locais de cultive apresentarem
condigbes climaticas diferentes. Us frutos de maior tamanho e massa s&o mais
apreciados para 0 consumo in natura, uma vez gue os consumidores obéervam e
dao preferéncia & aparéncia do fruto, que de acordo com Chitarra & Chitarra
(1980}, € um fator de gualidade gue determina o valor comercial do produto,
sendo importante nas operagdes de processamenio, porque facilitam os cortes,

descascamento ou mistura para produtos uniformes.

O rendimento de casca (RC), polpa (RP) e semente (RS) dos frutos
oriundos de Barra dg Santana e o rendimento de fermentado com relacéo &a polpa

utilizada (RVP), encontram-se na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Dados referentes as pesagens e rendimentos dos frutos do

mandacaru utilizados na produgao de bebida fermentada

Parametro Valor
Massa total dos frutos {(g) 33.388,16
Massa de polpa + sementes (g) 15.128,03
Massa total de polpa (g) 12.929,56
Massa das cascas dos frutos (g) 18.260,13
Massa das sementes (g) 2.198,47
Rendimento de polpa (% p/p) 38,70
Rendimento de casca {% p/p) 5470
Rendimento de semente (% p/p) 8,60
RVP (%) 58,33

Comparando estes valores cobtidos com os resultados de Lopes (2005)
verificou-se gue o percentual de polpa do mandacaru & inferior ao do frulo da

paima forrageira (48%), espécie de cactacea também encontrada na regido Semi-
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Arida do Nordeste: no entanic, indicam maiores percentuais de casca e semente.
O rendimento de fermentado de mandacaru {RVP) de 58,33% oblido neste
trabaiho fol supericr ao valor de 41% verificade por Lopes (2005) gquando fez o
fermentadc do fruto da palma e utilizou apenas a palpa do fruto, por outro lado
quando utilizou o fruto integral o rendimento foi de 58% sendo praticamente igual
ao deste trabatho.

A caracierizagao fisico-guimica & guimica da polpa do mandacary, utilizada
na elaboracdo da bebida fermentada pode ser observada na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Caracterizacdo fisico-quimica e guimica da polpa do frute do
mandacary

Parametros analisados Média e desvio padréo
Umidade (%) 90,55+ 0,08
Cinzas (%) 0,18+003
Solidos sollvels totais (*Brix) 11,00 £ 0,01
Acucares redutores totais (%) 9,82 +0,06
Froteina bruta (%) 6,27 £ 0,30
Fibra bruta (%) 1.83£012
Pectina 0,09 +0.01
pH 410+0,02
ATT (% acido citrico) 0,31 +0,02
Nitrogénio (%) 1,00+ 0,20
Fésforo (%) 0,02 0,01
Potassio (%) 0,90 £ 0,01
Célcio (%) 0,21 £0,08
Magnésio (%) 0,18 £0,08
Enxofre (%) 0,02 + 0,01

A polpa do fruto do mandacaru apresentou um alic percentual de umidade
de 90,59%, comc pode ser observado na Tabela 53 Comparando este
percentual de umidade do mandacaru com os resultados obtidos por Askar e El-
Samary (1981) pode-se verificar qgue o mesmo & superior a do figo-da-india (fruto
da palma forrageira) que é de 85,1%, enquanto ¢ teor de cinzas (0,4%) e SST

{13,2°Brix) s&c inferiores. Estudos realizados por Sawaya et al. (1983) e
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Sepilveda e Saenz (1980) com o fruto da palma forrageira verificaram maiores
teores de cinzas (0,44 e 0,44%), agucar total (12,8 & 14,06%), pH (575 6,37 e
S8T (14,20 e 14,05°8Brix), respectivamente, sendo essas diferencas atribuidas ao
tipo de fruto e as variagbes de temperatura e tipo de solo nos locais de cultivo
que de acordo com Chitara e Chitarra (1990) séo fatores que tem grande
influéncia na composicdo dos frutos.

Os sdlidos soldveis totais (SST), expressos em °Brix, $80 0s COmMposSos que se
misturam ou se dissolvern no suco da fruia, formados principaimente por
acUcares, gue ddo o sabor doce ou acido. O valor de S5T observaco no fruto do
= felgtivamente slevaao (11°Brix) e & comparavel a outros frutos
comoe, por exemplo, ao maméo (Fagundes & Yamanishi, 2001), jabuticaba
{Oliveira et al., 2003), umbu-caja (Lira Junior, 2005; Noronha et al., 2000) & caju
(Silva, 2004), o que favorece a ulilizagdo deste frutc em processos
bictecnologicos (por ex.: fermentac@o alcodlica e fermentagdo acética) € na

producéc de bebidas fermento-destiladas.

Oliveira et al. (2004) estudando as caracieristicas fisico-quimicas dos
frutos do mandacaru obtiveram maiores teores de umidade (93,77%), SST
(12,17%), cinzas (0,2651%) e pH {4,52) quando comparado com os valores
observados neste irabalho, no entanto, os teores de ATT e AR dos frutos em
estudo foram superior aos destes pesquisadeores gque obliveram 0,2110% &cido
citrico e 9,54% glicose, respectivamente.

Os percentuais de umidade, proteina bruta e fibra bruta do fruto do
mandacaru estdo acima dos citados por Canuto {2006), gue observou no fruto da
paima valores de 87,8% de umidads, 1% de proteina bruta € 8,26% de fibra bruta.
Os teores dos minerais na polpa do fruto do mandacaru podem ser observados na
Tabela 5.3, onde se verificou maior percentuai-de nitrogénic € potéssio, 1,0 e

0,9%, respectivamente.
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5.1.2. Estudo cinético da produgie do fermentado de mandacary

O comportamento da concentracdoe celular (biomassa), concentragao de
etano! (produto} e concentracdo de agucares redutores (substrato) durante a
fermentacio alcodlica pode ser observado nas Figuras 51, 52 e 53. No
Apéndice A estdo as Tabelas A7, A8 e A9 gue apresentam os dados

experimentais.

Os experimentos da fermentacgdo alcodlica, para a produgdc de bebida
fermentada foram realizados em duplicata, utiizando a tevedura Saccharomyces
cerevisiae, e foram conduzidos em biorreatores em batelada. Verificou-se que ¢
comportamenic cinélico nos dois experimentos realizados apresentou uma
reprodutibilidade muito boa dos dados da concentracio celular (X}, concentracido
de etanol (P) e acucares redutores tolais (ART) Os graficos com o©
comportaments cindtico da biomassa, substrato e produto, ulilizando o valor

médio dos dois experimentos, sdo mostrados nas Figuras 5.4, 5.5 e 5.6.
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Figura 5.1 — Curva de crescimento celular durante a fermentacao alcodlica
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Figura 5.4 — Comporiamento dos vaiores médios de crascimenio celuiar

durante a fermentacéo alcodlica
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Figura 5.5 — Comportamento dos teores medios do substrato durante a

fermentacio alcodlica
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Figura 5.6 — Comporiamento dos valores médios do substrato durante a

farmentacao alcodlica

Durante o processe de fermentacdo alcodlica, foi observade o©
comportamento cinético das concentragdes de aglcares redutores totais
(subsirato), concentrag@o celular (biomassa) e produto (etanol) em funcfo do
tempo de fermentacdo, Figura 5.7, que apresenta o compartamento das principais

variaveis do processo.
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Figura 5.7 — Cinética do processo de fermentagdo alcodlica para a produgdo de

fermentado do fruto do mandacaru
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Durante a fermentacéo aicodlica o °Brix do mosto foi corrigido para 13°Brix
no inicio da fermentagéo alcodlica e depois de 16 horas para 10,5°Brix, como
pode ser observado na Figura 5.7, Foj adicionado 30g/L. de sacarose na primeira
etape da fermentagdo e 70g/l. na segunda etapa. Silva (1988) comenia que a
chaptalizacéo € uma pratica realizada em duas etapas visando minimizar &
inibicda do microrganismo pelo substrato, e ja verificada nas pesquisas de
Corazza et al. (2001), Chaves (2003) e Torres Neto et al. (2008).

Analisando a Figura 5.7 verifica-se que houve uma redugio lenta na
concentracio de ART nas primeiras 6 horas da fermentagédo alcodlica, tornando-
se mais rapida ao longo do tempo, atingindo um nivel de 2,1g/L de ART com 16
horas de fermentac&o em decorréncia do consuma do substrato pelo
microrganismo, indicando gue o substrate j@ havia sido consumido quase gue
completamente, representando um consumo de 98% de ART. Observando-se
ainda um aumento na concentracao de etanal chegando a uma concentracdo de
61,27 g/l que corresponde a uma graduacdo zlcodlica de 7,76% viv. Apbds o
periodo de 16 horas, verificou-se que o ieor de sélidos solliveis totais estava
constante e apresentava um valor de 4%, e conseqUentemente a fermentacédo
tinha cessado. Adicionou-se a segunda parle da sacarose ao mosto (segunda
chaptalizacdo) o que ocasionou um aumenio na concentracdo de ART de 2,10
para 63,25 g/L dando inicio a segunda fase da fermentacéo.

A concentrago de ART comegou novamente a decrescer com o tempo de
fermentacdo, sendo este decaimento mais rapido entre 18 e 27 horas, tormando-
se lento até o final da fermentagao, devido a presenga de etevadas concentragtes
de etanol. Verificando-se ainda, uma redugdo de 94% de ART ao completar 27
noras de fermentacdo, e a concentracdo de etanc! ja atingia o pico maximo, 82,11
gfl, que corresponde a 10,4% em volume, a 20 °C. Verifica-se gue, nestas
condicbes, a Saccharomyces cerevisiae produziu 82, 11g de alcool por litro de
fermentado. Resultados semelhantes foram observados por Torres Neto et al
(2006), Corazza et al. (2001), Bortolini et al. (2001), Cliveira et al. (2003} e Dias et
al. {2003} quando produziram fermentados de caju, laranja, kiwi, pupunha e caja,
chservando valores de 11,5; 10.8: 10,4; 12,0 & 12,0°GL, respectivamenie,

Constata-se ainda, gue no final da fermentacdo o °Brix permaneceu
constante, 5,5°Brix, provavelmente, pela presenga de agtcares infermentesciveis

no suco de mandacaru. Este fato tambem constatado por Corazza et al. (2001)
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quando produziu fermentadoe de laranja e observou que no final da fermentacéo o
°Brix permaneceu constanie, em aproximadamente 8°Brix, valor esie supsrior ao
observado no fermentado de mandacaru.

A concentragao celular aumentou lentamente nas primeiras 6 horas de
fermentacao, como mostra a Figura 5.7, verificando-se um aumentc exponencial
na concantracio celular nas primeiras 14 horas de fermentagac, ingicandc assim
que ndo houve Tase de adaptacio dos microrganismes ao meio. Este fato condiz
com o comporiamento do {eor de ART descrito anteriormente, o qual decresceu
com o tempo de fermentacdo. Observando-se que entre 6 e 14 horas de
fermentacdo, ccorrewy um rapido crescimento microbiano e um intenso consumo
de ART. Na segunda fase da fermeniacao, observou-se uma nova fase
exponencial, compreendida entre 16 e 27 horas de fermentacdo, na qual ocorreu

um rapido crescimento celular até 27 horas, atingindo um pico maximo de
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permanece praticamente inalterado. Torres Neto et al. (2006) estudaram a
elaboracac de fermentadc de caju & observaram em seus estudos uma fase de
adaptacéo do microrganismo ao meio, em torno de 10 horas de fermentacac. Por
outro lado, Bortolini ef al. {2001) estudando a fermentacéo alcoblica do kiwi, com
a levedura S. cerevisiae, observaram um pico maximo de crescimento celular
entre 12 e 35 horas de fermentacao. Essa variacao depende de alguns fatores,
como a linhagem de levedura utilizada, bem comc a concentrac&o inicial de
acucares totais. Altas concentragbes de aglcares totais no inicio da fermentacéo
podem causar uma inibicdo e retardar o consumo de subsirato por parte das
leveduras.

A Figura 5.8 mostra a variagdo de pH e acidez iotal durante o processo
fermentativo. Pode-se constatar gue o pH decresceu linearmente nas primeiras 12
horas, tornando-se praticamente constante até o final da fermentacdo, em
conirapartida, a foermac&o de acidos foi crescente nas 8 primeiras horas de

fermentacao, tornando-se praticamente estavel até o final da fermentacéo.
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Figura 5.8 — Variacdo do pH e da concentracdo de acidez total (g/100mL de

acido acético) em funcdo do tempo de fermentacdo

C aumento da acidez fotal e conseglientemente a reducdo no pH ao longo
do processo fermentativa mostrados na Figura 58 s&o decorrentes
provavelmente da producdo de gcidos organicos, como &cido latico, acético e
succinico (Borzani et al., 1883). Verifica-se ainda que a faixa de pH trabalhada de
3,82 a 4,45, durante o processa de fermentacdo foi suficiente para permitir uma
rapida fermentac@o alcodlica e inibir bactérias indesejéveis (Boriolini, 2001).
Furletti (1986) afirma que a faixa de pH de 4 a 4.5 conduz a uma boa fermentacio
alcodlica e que as leveduras aicodlicas em geral apresentam uma zona otima de
pH varidve! (inferior a 7,0), e s&o consideradas como microrganismos aciddfilos.

Comportamentcs semelhantes na acidez ¢ pH durante © processo
fermentativo também foram verificados por Bortolini et al. (2001), Andrade et al.
(2003), Torres Neto et al. (2008) e Lopes (2005). £ importante ressaltar que a
variacdo na acidez durante a fermentac&o tem grande influéncia na estabilidade e
coloragdo das bebidas fermentadas (Rizzon et al., 1994).

Na Tabela 54 estio os resultados do percentual de conversio,
produtividade da bebida fermentada do fruto do mandacaru e 0s parémetros
cinéticos da fermentacdo: Yx/s, YIS € Umax (N), apts 27 horas, 31 horas e 47
horas de fermentagdo. Proiongou-se o tempo de fermentagdo para verificar a
variac8o do °Brix da bebida, a gual ndo apresentou variacdo quando atingiu o
tempo de 47 horas. Portanto, foi considerado gue o final da fermentagéo alcodlica
se deu no tempo de 27 horas. Verificando-se na Tabela 5.4 que o %conversao, a
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produtividade em alcool (etanol) & os parametros cinéticos diminuem com ©
prolongamento do processo fermentativo. O valor de umax de 0,082n7 foi
determinado na fase log de crescimento da 12 etapa de fermentacao.

Tabela 5.4 —~ Resultados do % conversdo, produtividade e pardmetros cinéticos do
processo fermentativo

 Valores Valores Valores
Parametros experimentais experimeniais experimentais

(27 horas) {31 horas) (47 horas)
% Converséo 91,82 50,45 80,12
Produtividade (g/l_.h) 3,04 2,65 1,75
¥X/8 4,875 0,055 0,048
Yp/s 0,459 0,462 0,481

Pode-se constatar pela Tabela 5.4, que o percentual de converséo e
produtividade em &lcool obtidos neste trabalho, est&o dentro da faixa encontrada
na literatura, onde ¢ %Converséo e produtividade variam de 55,67% e 0,78 g/L.h
(Silva, 2004} a 95% e 59 gil.h {Lopes, Z005), respectivamente. Bortolini»&t al.
(2001) obtiveram percentuais de convers&o variando de 756 a 92,4% e
produtividades de 0,74 a 2 g/l .h quando estudaram a fermentagéo alcodlica do
kiwi. C rendimento em produto (Ygs) deste trabalho fol de 0,469¢g/g, sendo este
valor superior ao enconirado por Silva (2004} que obteve 0,3 e bem proximo ao
de Andrietta & Stupiello {1990) que verificaram para Yp/s valores de 0,445 a0
sstudarem a fermentacéo alcodlica do caldo de cana. O rendimento em biomassa
(Yws) & o valor de uns deste trabaiho foram de 0,075g/g e 0,082h7
respectivamente, 0s quais estéo bem proximos aos valores reportados por Ribeiro
& Horri (1999) e Cassini (2003) que estudaram a fermentacéo do caldo de cana.
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ser atribuidas a vérios fatores como: cepa de levedura, operag8c do reaior,

temperatura e substrato.

Ribeiro & Horri {1899) avaliou o0 desempenho de 3 linhagens de leveduras
constatando valores de produtividade que variaram de 2,88 a 3,40 g/ibh, Yes
entre 0,43 e 0,48, rendimento variando de 83,2 3 89,9%, Yxs de 0,07 a 0,09 e
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Uma Variando de 0,07 b a 0,1 ', Cassini {2003) estudou o desempenho de 7
linhagens de leveduras (A, 8, C, D, E, F e M) na producao de aguardente de cana
e verificou qus a levedura M apresentou o maior valor de Yes de 0,440. Os
valores de Yys variaram de 0,043 {levedura F) a 0,061 (levedura D), enquanio os
valores de Yy variaram de 0,094 {levedura ¥) a 0,140 (levedura D). Com relagdo
a produtividade todas as leveduras isoladas da destilaria de aguardente
apresentaram valores proximos a 2,1 g/L.h. O valor de ums variou de 0,081 h' a
0,105 h". Lopes (2005) estudando a produgéo de fermentado a partir do fruto da
palma verificou um percentual de conversao e produtividade maximas de 88% e
5,9 g/l.h para o fermentado do fruto integral e 95% e 3,6g/L.h para o fermentado
da polpa, um rendimento de produto (Yp/s) de 0,39 e um valor de umsx de 0,16h™.

De forma geral, pode-se considerar que os dados experimentais dos
parametros cindticos (%Conversdo, produtividade, Yys, Yos © Una) deste trabatho
foram relevantes, uma vez gque os valores obtidos se encontra dentro da faixa
apresentada na literatura, confirmandc a viabilidade técnica de operar o processo
com a levedura comercial em reatar batelada, utilizando o suco do fruto do

mandacaruy.

5.1.3. Caracterizagaoc fisico-quimica e cromatografica da bebida fermentada

do fruto do mandacaruy

A composicgaa fisico-quimica da bebida fermentada do fruto do mandacaru

pode ser observada na Tabeta 5.5.

Tabela 5.5 — Resultados das analises fisico-quimicas da bebida fermentada

Parametros analisados - Média
Actcares redutores {g/l.} 0,4
Sdlidos solveis (°Brix) 55
Etanol (g/L); °GL (%viv) 82,11; 10,4
pH 3,91
Acidez total (%acido acético) 0,24
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() teor residual de aclcares redutores classifica a bebida como fermentado
do tipo seco, pois de acordo com Rizzon &t al. (1554) os fermeniados com até &
g/L. de acdcares totajs sdo classificados como tipo seco. O teor alcodlico 82,11g/L
(10,4°GL) da bebida fermentada ds mandacaru esta de acordo com as
especiiicacdes exigidas psia legislacdo prasileira de pebidas (Brasil, 1997), que
determina para fermentados de fruta uma graduacéo alcodlica de 4 a 14°GL, A
graduacéo alcodlica do fermentado do mandacaru € bem proximo aos teores
alcodlicos obtidos para o fermentado de laranja (Corazza et al, 2001), caju
(Garruti, 2001, Torres Neto et al, 2006), caja {Dias et al., 2003), pupunha
(Andrade et al., 2003) e uva (Rizzon e Miele, 2003, Manfrot et al., 2006).

A bebida fermentada apresentou valores de acucares redutores, sdlidos
solUveis, etancl e acidez total inferiores a bebida do fruto da pupunha cbtida por
Andrade et al. (2003) que foi de 1,01g/l; 7.25°Brix; 952g/L e 64g/l,
respectivamente. No entanto, Chaves (2003) e Lapes et al. (2005} estudando a
producace do fermentado de acerola e do fruto da palma forrageira obtiveram um
valor médio de stanol de 7,3% e 6,05% (v/v), respectivamente, valores que sao
inferiores ao obtido nesse trabalho.

O pH de 3,91 observado no fermentado de mandacaru estd acima dos
valores reportados para o fermentade de laranja {Corazza et al., 2001), caju
{Garruti, 2001), caja (Dias et al., 2003) e uva (Rizzon & Miele, 2003; Manfroi et al.,
2008). Este valor de pH (3,91) confere a bebida uma maior resisténcia as
infecgles bacterianas (Hashizume, 2001). A acidez total da bebida néao teve seu
valor duplicado, quando comparado ao inicio da fermentag&o, o que revela gue
ndo houve producdo excessiva de Aacidos organicos, ou seja, nZo houve
contaminacio por bactérias.

Na Tabela 5.6 estfo os valores dos composios volaieis, metanol e alcoois

superijores do fermentado do fruto do mandacaru.
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Tabela 5.6 — Resultados da analise cromatogréfica da bebida fermentada

expressos em mo/fL

Parametros analisados Média + desvio padrao
Acetaldeido (etanal) 154,33 £ 8,11
Acetato de etila 11883+ 7,02
Metanol 396,77 £ 21,07

- N-propanol 135,30 £ 7,99
Iso-butanal 377,70 +22.29
MN-butanaol 717 x0,42
iso amilico 138547 + 81,79
Alcoois superiores 1905,63 + 112,55

A concentracao de acetaldeido (efanal) encontrade no fermentado do fruto
de mandacaru, 154,33mg/L, foi inferior ac valor observade no fermeniado de caju,
0 qual apreseniou uma conceniracao de 680mg/L (Torres Neto et al, 2006),
porém & superior aas valores encontrados no vinho por Rizzon et &l (2000) e
Rizzon e Miele (2003). O acetaldeido ou etanal & um produto resultante da
oxidag@o do etanol (Saiton et al, 2000), e também pode ser formado pela
oxidagao do mosto em funcdo da aeracdo excessiva, um cuidado tomado durante
a estabilizacdo da bebida (Dias et al., 2003).

O teor de acetato de etila apresentou uma concentragéo de 118 83mg/L,
superior aos vaiores encontrados em fermentados de caju (Torres Neto et al.,
20086), uva (Rizzon et al, 2000; Rizzon & Miele, 2003; Manfroi et al., 20086}, no
entanto, o teor de acetato de etila observado no fermentado de mandacaru 6
inferior ao encontrade por Dias et al. (2003) no fermentado de caja. De acordo
com Rizzon (1987), teores elevados de acetato de etila proporcionam gosio
acético nos vinhos, prejudicial a sua qualidade. O acetaio de efila representa
aproximadamente 80% dos ésteres volateis dos vinhos.

O metanol presente no fermentado resultante da hidrolise das pectinas é
um dos constituintes de maior importédncia, uma vez que a sua produgdo e
indesejavel devido a sua toxidade. Como pode ser observada na Tabela 5.6, a
concentracao de metanol foi relativamente elevada e supserior a concentragéo

reportada na literatura para outros fermentados de fruta, 100mg/L (Torres Neto et
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al., 2008), 75,3 — 140,5mg/L (Manfroi et al., 2006), 132,0mg/L (Rizzon & Miele,
2003) e 14,0 mg/t. (Lopss et al, 2005). A conceniracgo eievada de metanc! &
devido a pectina presente no fruto do mandacaru (0,08%), o que demonstra gue a
remoc@o da peciina no processo de clarificacide ndo fgi eficiente.

A concentracdo de alcocis superiores foi de 1805,63mgll., sendo este valor
superior aos descritos por Rizzon et ai. (2000), Manfrof et al. (2008}, Dias et al.
(2003} e Rizzon & Miele (2003} e inferior ao reportado por Torres Neto et al.
(2006). De acordo com Garruii (2001), os alcoois superiores saéo formadaos a partir
do metabolismo dos aminocacidos, como por exemplo, a leucina, isoleucina e
valina, presentes no mosto ou resuliantes da hidrdlise das proteinas das células

de leveduras.

5.2. Vinagre do fruto do mandacary

5.2.1. Estudo cinético da produgao de vinagre

Parte da bebida fermentada produzida fol estocada em garrafas de vidro e
a cuitra parte utiizada na producdo de vinagre, onde og experimentos da
fermentacdo acética foram conduzidos em biomreatores, com capacidade para 4

litros, sendo 1,2 L o volume Gtil de trabatho.

As bactérias acéticas (vinagre forie) foram inoculadas ao fermentado
resuliante da fermentacéo alcodlica. O tempo de fermentagdo para os
experimentos realizados na produg&o do vinagre variou de 144 a 240 horas. As
condicdes iniciais pré-fixadas nos dois experimentos estao apresentadas na
Tabelg 5.7. NMos experimentos foram monitorados a produc@o de &cido acético

(Acidez valatil) e o consumo de etanol.

Tabela 5.7 — CondicBes iniciais usadas nos experimentos da fermeniacéo

acetica
Experimentos Teor alcodlico (°GL) Acidez volatil inicial (%
acido acetico)
1 e 2 {(duplicata) 6 2
3 e 4 (duplicata) 8 1
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O comportamento cinético da fermentagdo acética na produgaoc de vinagre
para os$ quatro experimenios realizados pode ser observade nas Figuras de 59 a
5.16. No Apéndice A esifo as Tabelas A10, Al11, A12, A13, Al4d e A1S que

apresentam os dados experimentais da produgio do vinagre.

Os experimentos da fermentac@o acética, para a produgdo do vinagre
foram reaiizados em duglicata, utilizando bactérias aceticas, e foram conduzidos
em biorreatores em batelada. Verificou-se que o comportamento cinético nos
guatro experimentos realizados apresentou uma boa reprodutibilidade dos dados
da concentracdo de acidez volatil e consumo de etanol. Os graficos com o
comportamento cinético das concentracdes de acidez voldti e etano! dos

experimentos realizados sdo mosirados nas Figuras 5.11 a 5.16.
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Figura 5.9 — Perfil cinélico da producdo de &cido acetico e consumo de etanol

durante a fermentacac acética (Experimento 1)
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Figura 5.10 _ Perfil cinético da producdo de acido acético e consumo de etanol

durante a fermentacgdo acética {(Experimentio 2)
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Figura 5.11 — Perfil cinético da producao de acido acético e consumo de etanol

durante a fermentagio acética (Experimentos 1 e 2)
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Figura 5.13 — Perfil cinético da producéo de acido acético e consumo de etanol

durante a fermentac&o acética {Experimento 3}
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Figura 5.14 — Perfil cinético da producdo de écido acético e consumo de etancl

durante a fermentacdo acética (Experimentc 4)
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durante a fermentacdo acélica (Experimentos 3 & 4)
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F iguré 5.16 — Perfil cinético da producéo de acido acético e consuma de etanol

aurante a fermentagéo acetica (Valor médio - Experimentos 3 e 4)

Analisando o comportamento cinético a partir das Figuras 512 e 5.16,
pode-se constatar que o teor alcodlico inicial e a acidez acetica tiveram grande
influéncia nos ensaios realizados. Verificou-se que nas primeiras 72 horas de
fermentacdo na&o houve praticamente produgac de acido acético nos guatro
experimentos realizados. Sendo que, nos experimentos 1-e 2 poriniciaram com
uma acidez acética de 2%, o tempo de fermentacé&c na produgdo de vinagre foi
menor, com um tempo de 144 horas, atingindo uma acidez volatil de 4,168% acido
acético. Nos experimentos 3 e 4, 0s quais iniciaram com uma acidez de 1%, o
tempo de fermentaco foi maior como ja era esperado, com um tempe de 240
horas, onde o vinagre produzido aiingiu uma acidez volatl de 4,37% acido
acético. De acordo com Sachs (2001), concentragbes acélicas iniciais inferiores a
2% resultam em fermentacdes mais demoradas, levando a maiores perdas de
etanol por evaporaco, além de favorecer contaminagbes. Concentragdes
acéticas superiores a 3% s&c téxicas para as bactérias, principalmente no inicio
da fermentacéo. Tempos de fermentaco iguais ao deste trabalho tambam foram
constatados por Florentino (2006) ac estudar a fermentagdo acética na producio
de vinagre utilizando o soro do queijo, e verificar a influéncia da aeragdo, agitagao
e concentragdo de indculo na obtencdo do vinagre, obtendo em seus ensaios
vinagres com acidez volat] variando de 4,40 a 52 g de acido acético/100ml..
Chaves (2003) estudando a produgéo de vinagre de acerola com condigdes
iniciais de acidez acética e etanol em torno de 2% acido acético e 6% (v/v),

i
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respéciivamenie, chserveu um tempo de fermentacao acética acima dos valores
obsarvados neste trabalho, com um tempo de fermentiacdo que variou de 384
noras a 4380 horas, onde o vinagre de acerola produzido apresantou uma acidez
volatil variandc de 4,16 a 4,37%.

Os rendimentos obtidos neste trabalho foram de 87,4% para os
exparimentos 1 e 2 (6°GL; 2% acidez volatil) e 53,08% para os experimentos 3 e
4 (8°GL; 1% acidez volatil) e produtividades de 0,29 e 0,18g/i.h, respectivamente,

Silva {2004) estudou a producio de vinagre de caju e verificou a influéncia
das concentragdes iniciais de acidez acética e etano!, e obsservou que entre 48 e
2 horas de fermeniagdo o vinagre produzido alingiu a acidez acetica maxima,
onde os vinagres produzidos apresentaram uma acider acéfica que variou de
2,64 a 4,58% de acido acético. Bortolini et al. (2001) estudaram a fermentacao
acética do suco de kiwi na produgdo de vinagre €, avaliaram a fermentacio
acética em fermentador submerso a 25°C, com agitagéo e oxigenacac controfada.
0 vinagre obtido, em 12 horas apresentou uma acidez variando de 7,99 a 8,56%
de acido acetico. Os rendimentos observados por estes pesquisadores variaram
de 93,24 e 98,34% e produtividade entre 0,83 & 1,73 g/iL.h. Acredita-se que existe
alguma substéncia presente ne fermeniado de mandacarn: que inibe ©
desempenho das bactérias na fermentacio acéiica e conseqilientemenie retarda a
producéo do acido acético.

A temperatura de fermentacdo também influencia na fermentago acética,
pais de acordo com Rizzon & Meneguzzo (2002} e Sachs (2001), em geral, a
temperatura ideal para o crescimento e conseqilentemente produgfo de acido
acético situa entre 25-32°C. A temperatura de fermentaco variou de 26 a 28,7°C
nos experimentos realizados na produgéo de vinagre de mandacaru. Com relagéo
a concentragao inicial de etanoi, Sachs (2001) afirma que o fermentado destinado
a producéo de vinagre deve conter entre 5 e 12°GL, pois concentragfes muito
baixas resultam em vinagres fracos e, concentracdes elevadas, s&o {Oxicas as
bactérias acéticas. Neste trabalho, a concentracéo inicial de etanol fixada nos

experimentos da produgdo de vinagre foi de & e 8°GL, respectivamente.
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5.2.2. Andlise do vinagre produzido
A composigio fisico-quimica do vinagre do fruto do mandacaru pode ser

observada na Tabela 5.8

Tabela 5.8 — Hesultados das analises fisico-quimicas do vinagre

Parametros analisados Resultados Legislacdo
pH 3,09-3,17 -

Acidez volétl (% &c. acélico) 416 - 4,37 Minimo 4,0
Extrato seco (g/t) £,34 - 7,24 Minimo 6,G
Cinzas (%) 0.1 Minimo 0,1

Teor alcodlice {(°GL) 0.5 Maximo 1,0

De acordo com os resultados obtidos, Tabela 5.8, constata-se que ©
vinagre de mandacaru produzido apresentou teores de extralo seco € cinzas que
atende aos padries exigidos pelo Ministério de Agricultura e Abastecimento
(Brasil, 1999), que & de no minimo 6,0 g/L de extraio seco e 0,1% de cinzas para
vinagres de fruta. O teor alcodiico de 0,5°GL estd de acorde com as normas
técnicas (Brasil, 1989), gque determina uma graduagdo eleptica maxima de
1,0°GL. A acidez volatil do vinagre de mandacaru apresentou um percentual de
416 - 4,37% em acido acético, estando acima do valor minimo estipulade pelo
MAA {Ministério de Abastecimento e Agricultura) que determina uma acidez volati
de 4,0% (Brasil, 1999). © pH obtlidc para ¢ vinagre variou de 3,09 - 3,17. Fiorentino
et al. {2004) avaliaram oito tipos diferentes de vinagres, sendo de alcool, magé e
vinho, e verificaram valores de pH abaixo de 3,0. E interessante lembrar que 0s
vinagres de frutas s&o mais apreciados do que ¢ vinagre de alcool, pelo fato de
apresentar nufrientes, como vitaminas & sais minerais, em sua composicao

{Florentino, 2006).
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Capituio 6

CONCLUSOES
Enriguecimento protéico dos cladédios do mandacary

» O modelo de Henderson apreseniou melhor ajuste aos dados
experimentais das isotermas de adsorcia de umidade do mandacaru seco
nas temperaturas de 25°C, 35°C g 40°C, havendo uma equivaléncia entre
os coeficientes de determinacdo, com valores préximos de 0,89 e menores
desvios percentuais (P), com excecdo da isoterma a 30°C gue teve melhor

ajuste com o modelo de GAB;

e O maior aumenic protéico, em relacdc & amostra in natura, obsarvado
durante a fermeniacdo semi-sdlida dos cladddios do mandacaru com ©
fungo Aspergilfus niger fol de 76,9% apss 72 horas de fermentagéo a uma

temperatura de 30°C, com uma espessura da camada de 1om;

e Das duas varidveis de entrada estudadas {(espessura da camada e
temperatura) a espessura da camada foi a que apreserntou maior influéncia

sobre as respostas aumento protéico (AP) e proteina bruta {(PB);

e Os aumentos proteéicos alcangados no estudo do enriquecimento protéico
do mandacaru com o Aspergiflus niger foram inferiores aos dados obtidos

por Ara{jje {2004 com a levedura Saccharomyces cerevisiae,

e (O processo de enriguecimento protéico do mandacaru com & levedura
Saccharomyces carevisiae em tambor rotativo reduziu consideravelmente o
tempo de fermentacdc com relacdo ao processo realizago em bandejas

(Aradjo, 2004), de 48 horas para 10 horas de fermentagéo;

o Qs teores de proteina bruta do enriquecido protéico obtido neste estudo,
em torno de 23%, estdo de acordo com as normas da NRC (1989),
independente da tipo de reator e do microrganismo inoculado, e pode ser
utilizade como suplemento protéico para animais na época de escassez de

alimentos.
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Fermentado e vinagre do fruto do mandacary

s (s frutos do mandacaru utilizados na producéo de fermeéentadoe e vinagre,
apresentaram caracter{sticas adequadas para o consumo 7 natura, bem

como para o processamento industrial.

o (s parametlros de %conversdo, produtividade em alcool, Yyis, Yeis € Umax
observados confirmam gque a levedura de panificacdo utitizada apresentou

bom desempenho no processo de fermentacao aicodlica;

o A bebida fermentada de mandacary teve uma concentragdo de etanol
(10,4°GL) dentro das especificacdes exigidas pela legislagdo brasileira, no

entanto apresentou uma concentracao relativameante alta de metano!;

» (s maiores percentuais de rendimento e produtividade na producio de
vinagre foram observados nos sexperimenics com concentragbes iniciais

para etanol e acidez volatil de 8°Gl e 2% acido acético, respectivamente;

e () vinagre de mandacaru obtido estéd dentro dos padrfes exigidos pela

legislagao brasileira, com acidez volatil acima de 4%.

= A producdc de bebida fermeniada e vinagre de mandacaru séo
tecnicamente viaveis em fungdo da quatidade do produto, e pode ser
considerado como uma forma promissera de aproveitamento dos frutos do

mandacaru.
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Capitulo 7

PESPECTIVAS PARA TRABALMOS FUTUROS

Enriguecimento protéico

Q

Fazer o estudo termodinémico das isotermas de sorgéo do mandacaruy;

Estudo da ampliagdo de escala do processo fermentative (scale up) & da

sua viabilidade econdmica;

Otimizaggdo do processo, fazendo a utilizacdo segliencial dos dois
microrganismos  Aspergiius niger e Saccharomyces Cerevisiae para

metabolizacio completa dos carboidratos presentes no substrato;

Fazer o teste de aflatoxina no enriguecido produzido utiizando-se o fungo

Aspergilius niger,

Estudo do enviguecimento proteico com a Saccharomyces cerevisiae
avaliando outras variaveis de entrada, como adicio de diferentes fortes de

nitrogénio (sulfato de amonio, uréia), granuiometria e design de reator;

Testar o enriquecido praduzido com animais a fim de obter informacdes a

respeito do desempenho no ganho de peso & produgéo de leite.

Bebida fermentada e vinagre do fruto do mandacaru

Q

Fazer a analise sensorial da bebida fermentada e vinagre do mandacaru

para verificar a sua aceitagéo;

Estudar o processo de clarificacdo do fruto com outras substancias (clara

de ovp, bentonite, agar, stc.);

Produzir & bebida fermentada e o vinagre wtilizando o fruio integral (polpa e

cascay,

Estudar a otimizagdo do processe de pradugdo de bebida fermentada,

vinagre e aguardente do fruto do mandacaru.
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DETERMINAGAD DE AGUCARES REDUTORES TOTAIS — Método de DNS
invers2o da sacarose {ART)

Em um tubo ge ensaio, colocou-se 1mi. da amostra diluida + 1mb de HCI
ZN. Agueceu-se a 100°C por 5 minutos. Resfriou-se e depois neuiralizou-se a
amosira com 3ml de NaOH 1M
Logo ap6s a inversdo da sacarose na amosira diluida, seguir 2 metodoiogia a

partir do ponto 7 da curva padro.

Solucdes reagentes

Sclugdo 1 - Preparo de 250 mi de NaQH 28
1. Pesar 20g de NaGH PA, em backer de 250 miL
2. Dissolver com 100 mL de agua destilada em banho com agua fria
3. Aferir em baldo volumétrico de 250 ml. com agua destilada
Sclucdo 2 - Preparc de 250 ml de DNS
1. Pesar 2,5g de DNS (&cido 3,5 — diniro-saticilico) e adicionar 50 mbL de
NaQH 2N, emn becker de 500 mL
2. Pesar 75g de tartarato duplo de sodio e potéssic e dissoiver em 125 ml de
agua destilada. Agitar sob aquecimento até dissolver total
3. Adicionar a solugdo A na soluggoc B sob aguecimento ate dissolver
completamente
Deixar esfriar
Aferir em baldo de 250 mL com agua destilada

6. Armazenar a solugdo em frasco escuro sob condigdes minimas de luz.

o

Curva padréo
Pesar 100 mg (0,1 g) de glicose ou frulose

—

Dissolver em 100 ml de agua destilada em balio vojuméirico

Homaogeneizar vigorosamente
Transferir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 m! da solucdo-méae para tubos de ensaio

Homogeneizar

2

3

A

5. Completar o volume a 10 mi com agua destilada

6

7. Transferir 1mi para tubos com 1 ml de DNS {em duplicata)
8

Homogeneizar
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9. Aquscer 0s tubos & 100°C por cinco minutos, ndo colocar os tubos antes
de agquecimento vigoroso do banho

10. Esfriar com agua a temperatura ambienie por b minutos

11. Completar com 8 mi de agua destilada

12. Homogeneizar

1 o AN e
13. Lera b40 nm.

Andlice das amostras

. E necessério determinar & quantidads inicial de amostra que resulte em
leitura dentro da faixa padrdo. As diluictes nacessarias devem ser usadas
no célculo do teor de aglcares da amostra.

Agitar até perfeita homogeneizacgao, 10 minutos em agitador magnético
Filtrar com gaze.

Fazer a inverséo da sacarose.

Seguir procedimento para curva padréo a partir do ponto 7.

oo oa N

Usar a curva padréc para transformar a leitura de absorbancia em
miligramas de agticares redutores por miltlitras de salugéo.
7. Efetuar os calculos para expressar os resultados em miligramas por grama

de amostra inicial (mg agucares [ g de amostra).

W
\O
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Tabela A1 — Dados experimentais das isotermas de adsorgéo nas temperaturas

de 25, 30, 35 e 40°C para o mandacaru.

25°C 36°C 35°C 40°C_

Sw vAmc Sy Xmo Sy Xma Sy VAmmi
0 0 O 0 0 0 0 0
0,141 0,017¢ 0,1800 00280 (1250 0,0205 01630 0,0214
0,157 0,0207 00,2440 00481 0,2520 0,0795 02270 (0612
0,283 0,0431 0,3810 0,0870 00,3550 0,0719 03470 00,0785
0,394 00848 04120 00833 04220 00770 04190 00784
0,439 0,1038 0,5150 0,028 05120 01059 05080 00,1050
0,459 0,1021 0,550 0,140 05670 0,1230 05620 00,1240
0,584 0,1285 05830 01234 05770 0,1243 05780 0,1273
0,653 0,1448 06580 01452 06450 01424 06360 01436
0,682 04627 00,7020 00,1890 06980 0,1608 06910 0,1558
0,702 0,1601 0,7120 00,1641 07200 01686 00,7130 0,1709
0,762 0,1884 0,79680 02422 0,8050 0,215¢ 0,8000 00,2205
0,79 0,2081 0,8430 0,2923 0,8470 0,2614 00,8420 02687
0,832 0,2342 0,8680 0,3356 (8710 03107 08680 0,3164
0,885 0,3032 08920 03910 08920 0,3593 08900 03675

Tabela A2 — Dados experimentais de proteina bruta e aumento protéico, em

relacdo & amostra in natura, durante a fermentagéo semi-sdlida do mandacaru

com o Aspergillus niger.

Proteina bruta (%)

Tempo (h) Exp. 1  Exp2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6  Exp. 7

in natura 15,64 13,13 13,13 13,13 13,13 13,13 13,13

0 17,58 14,88 15,65 14,60 13,18 13,19 13,20

32 23,18 18,76 22,94 15,85 13,35 13,95 14,06

48 2634 17,99 19,55 21,37 16,46 14,71 14,66

72 2767 17,39 19,41 18,52 17,33 19,52 17,01

Aumento Protéico (%)

0 12,40 13,33 19,18 11,20 0,38 0,46 0,53

32 4823 42,89 74,76 20,72 1.66 6,24 7,07

48 68,41 37,03 48,89 62,74 25,38 22,07 11,85

72 76,92 3245 47.83 41,65 31,899 48 67 28,55
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Tabela A3 — Andlise de variancia para aumento protéice para o tempo de 32

horas.
Fonte de Soma Graus de Media Teste F
variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regresséo 4.454 41 4 - 111380 131,17
Residuo 16,88 Z 5,49 -
Total 4.471,39 5] - -
R® 99,62% - - -

Tabela A4 ~ Analise de varidncia para proteina bruta para o tempo de 32 horas.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
variagdo Quadratica Liverdade Quadratica
Regresséo 107,66 4 26,590 179,33
Residuo 0,29 2 0,15 -
Total 107,95 & - -
R? 99,73% - - -

Tabela A5 — Analise de varidncia para proteing bruta para o tempo de 48 horas.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
variacdo Quadréatica Liberdade Quadratica
Regressao 101,83 4 2546 24,25
Residuo 2,10 2 1,05 -
Total 103,23 & - -
R? 97 98% - - _

Tabela AB — Analise de variancia para proteina bruta para o tempo de 72 horas,

Fonte de Soma Graus de Média Teste £
variagéo Quadratica Liberdade Qiuadratica
Regresséo 79,37 4 - 19,84 10,61
Residuo 3,73 2 1,87 -
Total 83,10 6 - -
R? 95,50% - - -
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Tabeia A7 — Dados da cinética de fermentacao alcedlica da reator 1.

Temp. Acidez 88T FEtanol Etanol
Th (°C) cH  (¢/100ml) (*Brix) (°GL) {g/l)  ART{g/l) X{g/L)
0 200 458 0,15 13,00 b 0,00 121,50 3,50
2 23,5 444 0,21 12,80 0,51 4,03 118,10 3,80
4 255 4,36 0,24 12,00 1,860 12,63 109,70 4,65
5
8

270 426 G,18 11,00 2,65 20,92 96,10 4,85

28,5 408 0,24 10,00 3,88 30,83 70,60 6,00
10 30,0 3,96 0,27 8,00 8,60 52,11 47,90 7,85
12 30,56 3,84 G,24 6,00 8,14 64,27 21,00 975
14 30,6 389 0,3 4,00 7,76 ©1,27 4,10 11,30
1€ 290 395 0,24 4,00 7,76 61,27 2,40 10,10
18 280 385 0,27 10,76 7,76 61,27 65,50 10,80
20 29,0 3.84 0,3 8,80 7,76 61,27 47,20 11,70
23 29,6 3,86 0,33 7,00 7,76 61,27 28,50 12,45
27 30,5 3,81 0,3 5,60 10,4 82,11 7,10 14,00
31 29,0 3,89 0,3 560 10,4 82,11 3,20 13,65
47 280 3,89 0,3 5,60 10,4 82,11 3,00 11,80

Tabela A8 — Dades da cinética da fermentacéo alcedlica do reator 2.

Temp. Acidez  SST Ftanol Etanol
T(h) (°C) pH  {g/100mL) (°Brix) (°GL) (g/ly ART{g/L) X{g/L)
0 20,0 4 56 0,18 13,00 0,00 0,06 118,10 3,70
o 235 445 047 1300 051 403 11390 400
4 255 436 0,18 12,00 1.60 1263 111,40 4,50
3] 27,0 4,28 0,27 11,50 2,65 20,92 9510 4 85
8 28,5 409 0,3 10,00 3.88 30,63 73,10 5,65
10 300 398 024 800 590 4658 5130 7,15
12 30,6 3,86 27 6,00 8,14 64 27 25,50 8,90

14 30,5 3,88 0,24 4,00 7,76 61,27 6,20 10,95
18 290 3,895 0,21 4,00 7,76 61,27 1,80 10,45
8 290 3,84 0,27 10,25 7,76 61,27 61,00 10,85
20 290 384 0,24 9,00 7,76 61,27 4520 11,70
23 2956 3,86 0,33 7,00 7,76 61,27 25,00 13,15
27 36,5 3,83 0,30 5,50 10,4 82,11 480 1410
31 29,0 3,90 0,27 5,50 10,4 82,11 3,40 13,20
47 280 3,89 0,3 5,50 10,4 82,11 2,30 12,45
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Tabela AS — Valores médios dos dados da cinética da fermentag¢ao aicedlica do
reator 1 e 2.

Temp. Acidez  SST Etanol Etanol

T {°C) pH  (9M00mL) (°Brixy {°Gl) {g/t) ART(g/) X (gil)
0 200 457 0,17 13,00 0,00 0,00 119,80 3,60
Z2 235 445 0,18 12,80  G,51 403 115,00  3.85
4 255 4,36 0,21 1200 1680 1263 11055 458
6 271,06 427 0,23 11,25 2,65 2092 8560 485
8 285 4,09 0,27 10,00 3,88 3063 71,85 5,83
10 30,0 367 0,26 800 625 4935 49,60 7,50
12 305 385 0,26 5,00 8,14 64,27 23,25 8,33
14 30,5 3,88 0,27 4G0 7,76 6127 515 11,13
16 280 3,95 0,23 400 7,76 6127 210 1028
18 290 385 .27 10,5, 7,76 ©€1,27 6325 10,73
20 290 3,84 0,27 9,25 776 61,27 4620 11,70
23 29,6 3,86 0,33 7,00 7,76  ©127 26,75 12,80
27 30,5 3,82 0,30 5565 10,40 82,11 5,85 14,05
31 29,0 3,90 0,28 565 10,40 82,11 3,30 13,43
47 280 3,89 0,3 555 10,40 82,11 265 12,18

Tabela A10 — Dados da cinética de fermentacac aceética do reator 1.

Temperatura Acidez Acidez Fixa  Acidez Etanol

Tempo (h) (°C) total (%) (%) VOIBHI{%) (%)
0 26,5 2,10 0,11 1,99 6,48

4 27,2 2,10 ! 1,98 5,00

8 27,5 2,16 0,11 2,05 6,00

24 270 216 0,11 2,05 5,08

48 27,0 2,10 0,114 1,89 462

72 28,2 221 0,09 212 3,94

05 282 2,73 0,08 2,64 3,08
144 28,5 4,06 0,06 4 00 0,60

Tabela A11 — Dados da cinética de fermentacéo acética do reator 2.

Temperatura Acidez Acidez Fixa “Acidez © Ewanoi
Tempo (h) (°C) total (%) (%) volatil (%) (%)
0 26,7 2,07 0,11 1,96 5,48
4 27,5 2,22 0,11 2,1 576
8 275 2,07 0,11 1,86 576
24 27,0 2,07 0,11 1,86 5,08
48 27.0 2,16 0,11 2,05 4,18
72 28,0 247 0,08 2,38 3,72
o6 282 312 0,09 3,03 2.46
144 28,2 437 0,06 4 31 0,40
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Tabsla A12 — Valores médios dos dados da cinética de fermentacao acélica do
reator 1e 2

" Temperatura Acidez AcidezFixa Acidez  Etanol

Tempo (h) (°C) total (%) (%) volsti (%) (%)
0 26,60 2,09 0,11 1,08 5,48
4 27,35 2,16 0,4 2,05 5,88
8 27,50 2,12 0,11 2,01 5,88
24 27 00 2,12 0,11 2,01 5,08
48 27,00 2,13 0,11 2,02 4,39
72 28,10 2,34 0,09 2,25 3,83
96 28,20 2,93 0,09 2.84 2,77
144 28,35 4,22 0,06 4,16 0,50

Tabela A13 - Dados da cinética de fermentagio acética do reator 3.

Temperatura Acidez Acidez Fixa  Acidez Etanol
Tempo (h) (°C) total (%) (%) volatil (%) (%)
0 26,0 1,18 0,11 1,08 7,50
5 26,0 1,13 g1 1,02 -
24 26,0 1,19 0,11 1,08 6,50
43 26,0 1,36 0,11 1,25 -
72 27,0 1,58 0,11 1,48 5,32
96 28,5 1,93 0,11 1,82 -
120 28,0 2,16 G,11 2,05 3,10
144 27,5 2,95 0,11 2,84 204
168 27,0 3,41 0,09 3,32 -
192 27,0 3,75 0,09 3,66 1,62
216 27,0 409 0,09 4,00 1,00
240 27,0 452 0,09 443 0,50

Tabela A14 — Dados da cinética de fermentac&o acética do reator 4.

Temperatura Acidez Acidez Fixa  Acidez Etanol
Tempo {h) °C) total (%) (%) voléti (%) (%)
0 28,0 1,16 0,11 1,05 7,74
5 26,0 1,22 0,11 1,11 -
24 26,0 1,22 0,11 1,11 €,50
48 26,0 1,28 0,11 1,17 --
72 27,0 1,56 0,11 1,45 5,32
96 28,7 2,04 0,11 1,93 -
120 28,0 216 0,11 2,05 3,10
144 27,5 2,78 0,11 2,67 2,04
168 27,0 3,18 0,09 3,09 -
192 27.0 3,41 0,08 3,32 1,62
216 27,0 4.06 0,08 3,97 1,00

240 27,0 4,40 0,08 4,31 0,50
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Tabela A15 — Valares médios dos dados da cinética de fermentagao acética do

reator 3e 4.
Temperatura Acidez Acidez Fixa  Acidez Etanol

Tempo () {°C) total (%) {%) volatil (%) (%)
0 28 1,18 0,11 1,07 7,62

5 26 1,18 0,11 1.07 -
24 28 1,21 0,11 1,10 6,50

48 Z26 1,32 0,11 1,21 -
72 27 1,58 0,11 a7 5,32

o6 28,6 1,99 3,11 1,88 -
120 28 2,16 0,11 2,05 3,10
144 275 2,87 0,11 2.76 2.04

168 27 3,30 0,09 3,21 -
192 27 3,58 0,09 3,49 1,62
216 27 4,08 0,09 3,99 1,60
240 27 446 0,09 4,37 0.50
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