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MIRANDA, Lucas Caldeirdo Rodrigues. Producdo de fermentado acético a partir
de melago de soja. 2015. 59 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O melaco de soja é um coproduto da fabricagcdo do concentrado protéico de soja no
qual contém, majoritariamente, agucares, dos quais a sacarose é o mais abundante.
Grande parte desde coproduto € utilizado para alimentacdo animal ou entdo
rejeitado e, no Brasil, poucas industrias utilizam o melaco de soja para a produgéo
de etanol. Este trabalho teve como objetivo avaliar a utilizacdo do melaco de soja
para a producdo de fermentado acético. Foi estudado o rendimento da fermentagéo
alcoodlica em diferentes concentracdes inicias de melaco de soja (20, 25 e 30°Brix)
conduzidas em condi¢do estatica ou sob agitacdo. A maxima producao de etanol foi
de 47,56 g/L para a fermentacdo conduzida sob agitacdo. A partir do fermentado
alcodlico de melaco de soja foi produzido o fermentado acético e acompanhado oito
ciclos fermentativos (cinco de adaptacdo e trés de producao). A acidez média dos
fermentados foi de 50,70 g/L com rendimento em &cido acético (YAA), rendimento
em concentracao total (YCT) e produtividade média (PAA) de 65,02, 92,76% e 0,033
g/L/h.

Palavras-chave:Vinagre. Fermentado acético. Fermentagdo alcodlica. Melaco de
soja. Coprodutos.



MIRANDA, Lucas Caldeirdo Rodrigues. Production of acetic fermented from
soybean molasses. 2015. 59 p. Dissertation (Masters degree in Food Science) —
Universidade Estadual De Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Soybean molasses is a by-product of protein-concentrate soybean meal production
which mostly contains sugars, of which, sucrose is the major. Much part of this
byproduct is used for animal feed, rejected or, in Brazil, few industries uses the
soybean molasses to producing ethanol. The aim of this work was to evaluate the
utilization of soybean molasses to produce acetic fermented. It was studied the yield
of alcoholic fermentation under different initial concentration of molasses (20, 25 and
30°Brix) done in static condition or under agitation. The maximum ethanol production
was 47.56 g/L for the stirred fermentation. From molasses alcoholic fermented of
soybean molasses was produced the acetic fermented and accompanied eight
fermentative cycles (five of adaptation and three of production). The average acidity
of the fermented was 50.60 g/L with acetic yield (Yaa), total concentration yield (YcrT)
and average productivity of 65.01%, 92.76 and 0.033 g/L/h.

Keywords: Vinegar. Acetic fermentation. Alcoholic fermentation. Soybean molasses.
Byproduct.
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1 INTRODUCAO

O vinagre € um condimento acido e fermentado conhecido desde a
antiguidade, sendo possivel encontrar relatos em textos babildnicos, cerca de 4.000 AEC.
O uso do vinagre vai desde a culinaria até a medicina popular, entretanto, o Brasil, assim
como alguns paises, ndo tem a cultura de produzir vinagres de matéria-prima distinta do
alcool, vinho e maca, tratando-o apenas como um condimento azedo de baixo valor. Por
outro lado, em paises como a Franca e a Italia, uma garrafa de vinagre pode ter um alto
valor agregado, sendo comparada, culturalmente, aos importantes vinhos (SPINOSA,
2002).

Diversos estudos tém relacionado a ingestao de vinagre como um auxiliar
na reducdo da ocorréncia de doencas crénico-degenerativas. Isto tem sido atribuido nao
apenas pela presenca do acido acético, que € por si um agente antioxidante; mas,
também pela presenca de diversos acidos organicos produzidos durante as fermentacdes
e compostos fendlicos provenientes das matérias-primas de onde o vinagre € produzido
(LEE et al.., 2013; QIU et al.., 2010; XU, TAO e AO, 2007).

O melaco de soja é um coproduto gerado na producdo do concentrado
proteico de soja. O concentrado proteico é utilizado tanto na alimentagcdo humana quanto
na industrializacdo de alimentos destinado a animais. Ja 0 melaco de soja tem seu uso
apenas voltado para a alimentacdo animal, sobretudo, na nutricdo de suinos. Dentre os
componentes do melaco, os acUcares representam cerca de 60% e as isoflavonas podem
chegar a mais de 2% dependendo do cultivar utilizado e da safra. As isoflavonas séo
consideradas antioxidantes dietéticos e estudos relacionam o consumo destas com a
prevencao de doencas cardiovasculares, cancer e doencas especificas do sexo feminino.
Os acucares majoritarios no melago estdo na forma de sacarose, estaquiose e rafinose. A
sacarose compde a maior parte desses agucares na qual é passivel de ser convertida em
etanol por microrganismos como a Saccharomyces cerevisiae (MACHADO, 1999;
SIQUEIRA, 2008). Tal caracteristica é interessante, pois, qualquer substrato alcodlico
pode servir de meio de cultivo para as bactérias acéticas produzirem vinagre.

A pesquisa desenvolvida objetivou a inovagcdo em relacdo ao uso de
melaco de soja para a obtencdo de um fermentado acético. Buscas foram realizadas em
bases indexadas sobre a literatura pertinente e nenhum relato foi encontrado sobre 0 uso

do referido melago para esse fim.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

e Investigar o potencial uso do melaco de soja como matéria-prima para a producéo
de fermentado acético.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito da concentracdo de sélidos solaveis (°Brix) sobre a
produtividade e rendimento da fermentacéo alcodlica.

e Investigar o comportamento cinético da fermentacéo alcodlica.

e Testar a utilizacdo de fermentado alcodlico de melagco de soja na producao de
fermentado acético.

¢ Investigar ciclos de fermentacéo acética.

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do fermentado acético produzido.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 VINAGRE

3.1.1 Aspectos Gerais

O vinagre, ou fermentado acético, € um alimento liquido da classe dos
condimentos produzido por dupla fermentacéo (primeiro, alcodlica e, subsequentemente,
acética), a partir de produtos amilaceos e ou agucarados (FAO/WHO, 2000; SPINOSA,
2002).

Como a fermentacdo acética é sequéncia da alcoolica, qualquer matéria-
prima capaz de fornecer as condi¢fes adequadas para a fermentacao alcodlica é também
substrato para producdo de vinagre. A fermentacdo alcodlica € conduzida em
anaerobiose, por meio de mostos que contenham 10% (m/v) ou mais de acucares, em
baixo pH. Nos processos industriais, o pH é ajustado entre 4,0 e 5,0, sendo essa a faixa
ideal para favorecer o desenvolvimento da Saccharomyces cerevisiae, microrganismo
mais empregado nesse tipo de fermentagao (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). Ao final da
fermentacdo alcodlica o vinho € submetido, aerobicamente, ao processo de acetificacéo,
guando o &lcool é oxidado a acido acético por bactérias do género Acetobacter e
Gluconobacter (ADAMS e MOSS, 2008; ZANCANARO, 2001).

Cn(Hzo)n — CoHsOH + CO»
Carboidrato Etanol Di6xido de carbono

C2HsOH +02 — CH3COzH + H,O

Etanol Oxigénio Acido acético Agua
O termo vinagre vem do francés vinaigre que significa ‘vinho azedo’. O
vinagre recebeu essa denominagao devido ao processo de acetificagdo que 0s vinhos
(expostos ao ar) sofriam durante o armazenamento. Além do vinho de uva, o vinagre pode
ser produzido de sucos de outras frutas como a macda, abacaxi, laranja, pera, morango,
framboesa, banana, ameixa, péssego, jabuticaba e caqui; fontes cereais como 0 arroz,
cevada, centeio, milho e trigo, bem como, tubérculos amilaceos, como a batata, batata-
doce e mandioca. S&o comuns, também, os vinagres de xarope de acucar, melacos

diversos, mel e soro do leite ou, entdo, de fontes alcodlicas diluidas como do alcool
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propriamente dito, aguardente e outros destilados (ADAMS; MOSS, 2008; FAO/WHO,
2000; ZANCANARO, 2001).

A diversidade de matéria-prima na producdo de vinagre implica diferenca
da composicdo do produto. O mesmo ocorre nos vinagres obtidos a partir de uvas
brancas em comparacéo aqueles de uvas tintas, bem como, em seus atributos sensoriais
(RIZZON; MIELE, 1998).

Segundo o 'Agriculture and Agri-Food Canada' (2011), no ano de 2009, a
Italia exportou cerca de U$ 258 milhdes em vinagre, seguida da Alemanha ($ 31 milhdes),
Espanha ($ 30 milhdes) e Franca ($ 27 milhdes). Neste mesmo ano os Estados Unidos
importaram cerca de 98 milhdes de dolares, seguidos pela Alemanha ($ 72 milhdes),
Franca ($ 38 milhdes) e Reino Unido ($ 30 milhdes). O Brasil, no ano de 2007, produziu
pouco mais de 2 milhdes de litros de vinagre, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2010).

A legislacéo brasileira, por meio do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2012) preconiza o minimo de 4% (m/v) de acidez acética em

vinagres.

3.1.2 Métodos de Producéao

Existem trés diferentes processos para produzir vinagre a partir de uma
solucao diluida de etanol.

3.1.2.1 Processo lento ou Orléans

Este método de producdo, também denominado de processo francés ou
Orléans, é conhecido desde a Antiguidade, entretanto foi aprimorado ha apenas duzentos
anos. O processo lento € decorrente da exposi¢cado do vinho ao ar (ZANCANARO, 2001).
Na Antiguidade, o vinho estocado em barricas semicheias era contaminado por bactérias
acéticas, as quais promoviam a conversdao do etanol em &cido acético. Atualmente, o
método permanece com 0 mesmo principio, porém, o conhecimento e as tecnologias
adquiridas permitiram o melhor controle das variaveis de processo. Durante a
fermentacao lenta, as bactérias acéticas produzem um polimero alfa-celulose denominado

zoogleia. Este polimero quando submergido dificulta o processo fermentativo por limitar a
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difusdo de oxigénio e a retirada de produto (ADAMS; MOSS, 2008; MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2008; ZANCANARO, 2001).

No processo de obtencédo de vinagre, a adicdo de vinho e a retirada de
vinagre devem ser realizadas em quantidade e periodicidade constantes. Desta maneira,
0 processo torna-se semicontinuo. O vinagre obtido por este método é considerado de
gualidade superior, uma vez quedurante a producao ocorre amadurecimento e reducao da

pungéncia, tornando-o mais suave e aceitavel sensorialmente (SPINOSA, 1996; 2002).

3.1.2.2 Processo rapido ou aleméao

Este método consiste na recirculagdo da mistura vinho/vinagre por um
material que serve de suporte, com elevada area superficial exposta (bagaco de cana,
madeira, carvdo e bambu). As bactérias acéticas permanecem aderidas a este suporte e
o ar atmosférico circula em contracorrente. O gerador pode ser construido em alvenaria,
aco ou polipropileno. Porém, devido ao pouco controle sobre o processo e altas taxas de
contaminacdes por insetos e nematdides o método estd em desuso para producdo em
grande escala. (ZANCANARO, 2001).

3.1.2.3 Processo submerso

Entre as industrias vinagreiras, o processo submerso é o de maior
produtividade e, também, o mais difundido. As bactérias acéticas ficam suspensas no
meio que € oxigenado por um sistema autoaspirante, localizado no fundo do biorreator
gue incorpora ar. O acetador conta com um alcoégrafo, para o monitoramento do teor
alcodlico, com dispositivo quebra-espuma, que atua por centrifugacéo, localizado na parte
superior do tanque de acetificacdo e com sistemas automaticos de carga e descarga
(ADAMS; MOSS, 2008; ZANCANARO, 2001). O acetador mais utilizado para a producao
submersa de vinagre € o acetificador de Frings, patenteado por Heinrich Frings, a partir
de conclusbes desenvolvidas por Otto Hromatka e Heinrich Ebner, em 1949 (SPINOSA,
2002).

Neste método, o produto € retrado e 0 meio reposto quando a
concentracdo de etanol atinge 0,2%. O consumo total do etanol prejudica o processo

fermentativo pela oxidagdo do acido acético a dioxido de carbono e agua pelas bactérias
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7

acéticas. A conducdo da fermentagcdo € semicontinua, uma vez que, em sistemas
implementados, h4 a retirada e adicdo de ¥ de produto e substrato alcodlico,
respectivamente (ZANCANARO, 2001).

O vinagre forte, quando retirado do acetificador, encontra-se turvo, sendo
necesséria sua filtracdo. O tempo de fermentacdo dependerd da concentracdo alcodlica
do meio. O vinho para acetificagdo necessita ser suplementado para aumentar a
produtividade (ADAMS; MOSS, 2008; ZANCANARO, 2001).

3.1.2.4 Comparacdao entre métodos de producao de vinagres

E possivel obter vinagres de qualidade a partir de qualquer um dos trés
métodos uma vez que 0s requisitos basicos de producdo devem ser severamente
seguidos. Entretanto, outros fatores como custo de equipamentos, produtividade e
facilidade operacional devem ser levados em consideracdo. O processo submerso é
exclusivo para a producgdo industrial de vinagre e de acido acético, devido a sua alta
produtividade e o alto custo com equipamentos. J& 0 processo lento € artesanal ou semi-
artesanal, por conta de sua baixa produtividade e baixo custo. Existem outros métodos de
producdo de vinagre, no entanto os trés métodos citados ddo a ideia histérica do
processamento do vinagre e a evolucao tecnoldgica dos processos. De maneira geral,
qualquer método de producdo de vinagre terd como parametros de controle a acidez, teor
alcodlico, tempo, frequéncia e vazao da adicéo e retirada de meio de cultivo e em alguns
casos a difusdo de oxigénio (ZANCANARO, 2001).

3.1.3 Bioquimica das Fermentacdes Alcodlica e Acética

Em termos bioquimicos, a fermentacdo € a degradacao de carboidratos
em condi¢cdes anaerdbias, ou seja, 0 aceptor final de elétrons € uma molécula diferente de
oxigénio. Na biotecnologia industrial a denominagéo fermentagédo é utilizada quando se
faz 0 uso de reatores biologicos ou mesmo enzimaticos (bioquimicos) para a obtencdo de
um determinado produto, seja este um produto de metabolismo propriamente dito
(enzimas) ou mesmo células. Logo, fermentacdo acética tem enquadramento no uso
biotecnoldgico industrial, visto que, a via bioquimica de producédo de &cido acético €, na
verdade, uma oxidagdo aerdbica (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2008;
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NELSON;COX, 2004; SMITH; MARKS; LIEBERMAN, 2005).

As primeiras etapas bioquimicas sdo realizadas pela levedura
Saccharomyces cerevisiae, que, por meio de suas rotas metabdlicas, convertem os
carboidratos endogenos (glicogénio) ou exdgenos (glicose, sacarose) em etanol. Este
processo ocorre anaerobicamente, ou seja, por meio de fermentacdo. Inicialmente os

carboidratos sdo convertidos a &cido pirdvico por dez passos enzimaticos sucessivos,

denominados glicolise (Figura 1).
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Figura 1. Sequéncia de rea¢des enzimaticas pela fermentacédo alcodlica de carboidratos.
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(Fonte: LIMA; BASSO; AMORIM, 2001)

Cada molécula de glicose, por exemplo, é convertida em duas moléculas
de piruvato, que sofrem acdo das enzimas descarboxilase pirdvica e alcool
desidrogenase, as quais produzem duas moléculas de etanol e duas de didéxido de
carbono. O objetivo da levedura ao fermentar os acucares € produzir ATP (adenosina
trifosfato), molécula essa altamente energética utilizada para realizacdo das atividades
fisiologicas (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2008;
NELSON; COX, 2004; SMITH, MARKS; LIEBERMAN, 2005).

Durante a atuacdo da levedura, ndo apenas a via de catabolismo de
carboidratos estd atuante, mas, também diversas outras fun¢cdes metabdlicas.E, como
consequéncia, h4 a producdo de diversos outros compostos além do etanol e gas
carboénico. Estima-se que cerca de 5% dos carboidratos metabolizados sejam desviados
para gerar produtos secundarios da fermentacdo. A Tabela 1 apresenta alguns produtos
secundarios relacionados ao metabolismo das leveduras (LIMA; BASSO; AMORIM,
2001).

Tabela 1. Proporcdo de diversos produtos do metabolismo fermentativo de leveduras

Saccharomyces cerevisiae em g/L de glicose metabolizada.

Produtos da (g/L)

fermentacéo
Etanol 43,0-47,0
Gas carbénico 41,0-45,0
Glicerol 3,0-6,0
Acido succinico 03-1,2
Acido acético 0,1-0,7
Oleo fusel -
Butilenoglicol -
Biomassa (massa seca) 1,0-2,0

(Fonte:LIMA; BASSO; AMORIM, 2001. Adaptada)

O metabolismo de sintese de acido acético, proveniente do etanol ainda
nao esta completamente elucidado. Porém, sabe-se que as enzimas alcool desidrogenase
e aldeido desidrogenase séo as responsaveis pela conversédo do etanol em acetaldeido e,
posteriormente, em acido acético (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2008).
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Figura 2. Oxidacéo do etanol a acido acético por acdo das enzimas alcool desidrogenase
e aldeido desidrogenase.
(Fonte:MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2008)

3.1.4 Microrganismos Utilizados nas Fermentag6es Alcodlica e Acética

Os microrganismos comumente utilizados na producdo de alcool e,
posteriormente, do vinagre sdo a Saccharomyces cerevisiae e as bactérias do acido

acético (BAA), respectivamente.

3.1.4.1 Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae € 0 microrganismo eucarioto mais difundido
na producéo de alimentos fermentados e, também, na producao de etanol combustivel. O
curto tempo de multiplicacdo, a alta adaptabilidade e facilidade de manipulacdo genética,
séo fatores que justificam o vasto conhecimento encontrado na literatura acerca deste
microrganismo. Quanto a fonte de carbono, a S. cerevisiae utiliza preferencialmente,
hexoses (glicose), j& a metabolizacdo de pentoses (xilose) € limitada, pois 0os genes
responsaveis sdo pouco expressivos. O consumo de polissacarideos depende da
excre¢cdo de enzimas como a amilase e hemicelulase. Apesar de ser um microrganismo
facultativo, a fermentagdo é sua rota metabodlica preferencial, mesmo na presenca de

7

oxigénio (efeito Crabtree), por outro lado ela é capaz de oxidar o etanol produzido a

diéxido de carbono e 4gua. O metabolismo aerébio é preferencial quando a concentracao
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de glicose ou outra fonte de carbono é basal. Outros nutrientes de importancia para o
desenvolvimento das leveduras s&o a presenca de sais e fonte de nitrogénio. Em geral, os
meios utilizados para biocombustiveis necessitam de suplementacfes de nitrogénio e
foésforo. Entretanto esse € um fator que dependera de variaveis como a linhagem da
levedura, a concentracdo do in6culo e matéria-prima utilizada como meio de cultivo. O pH
acido favorece o desenvolvimento desses microrganismos e diminui a incidéncia de
contaminantes. A S. cerevisiae € naturalmente resistente ao etanol. No entanto existem
linhagens de leveduras capazes de suportar alto teor de etanol. Essas linhagens séo

muito utilizadas pelas usinas sucroalcooleiras (LALUCE et al., 2012).

3.1.4.2 Bactérias do acido acético (BAA)

Sao classificados como bactérias do &cido acético bacilos mesdfilos,
Gram negativos, dotados de flagelos polares ou peritriquios, aerdbios estritos que oxidam
acucares com producdo de acidos organicos e oxidam etanol a acido acético. Essas
bactérias séo resistentes ao acido, podem desenvolver-se em pH inferior a 5,0, 0 que as
tornam favoraveis para a producdo de vinagre e até mesmo acido acético. Os dois
principais géneros sdo o Acetobacter e o Gluconobacter (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2008).

As bactérias do género Acetobacter possuem flagelos peritriquios e sao
consideradas superoxidantes, pois, sdo capazes de oxidar o etanol em &cido acético e
este em agua e gas carbdnico. Isso ocorre porque estas possuem todas as enzimas do
ciclo do acido citrico atuantes. Apesar dessa caracteristica, Sdo as mais encontradas nas
culturas acéticas industriais devido a sua alta produtividade. O género Gluconobacter
possui flagelos polares e sdo denominadas suboxidantes por possuirem o ciclo do acido
citrico incompleto (ADAMS; MOSS, 2008; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2008). As
industrias vinagreiras raramente utilizam culturas puras de BAA. Quando isso acontece 0s
vinagres produzidos apresentam caracteristicas sensoriais inadequadas em relacéo
aqueles produzidos com culturas mistas (WAITES et al., 2001).

As BAA sédo frequentemente encontradas em alimentos alcodlicos como
vinhos, cervejas e cidra. As bactérias suboxidantes, quando metabolizam
monossacarideos produzem o acido do respectivo carboidrato. Em meio que contém

glicose, esta sera oxidada a acido gluconico; a partir da galactose sera gerado acido
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galacturdnico, e assim, sucessivamente. Esses microrganismos sédo capazes, também, de
sintetizar um polimero celulésico denominado zoogleia ou “méae do vinagre” (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2008).

3.2. MELACO DE SOJA

A soja possui grande variagdo genotipica, em termos agronémicos como
rendimento, ciclo reprodutivo, e resisténcia ao estresse e doencgas; composicdo quimica,
sobretudo no conteudo de Oleo e proteinas, composicdo de acidos graxos, e tipos de
proteinas de reserva;, e em caracteristicas de aparéncia. Tais variacbes sao
determinantes na utilizacao do gréo para elaboracéo e aplicacdo em alimentos. Devido as
diferencas de uso, dois tipos de gréos de soja emergiram: gréos destinados a alimentacéo
humana e graos para 6leo. Os graos para 6leo incluem todos os comumente produzidos a
partir de soja. Por outro lado, os graos para alimentacdo humana vém sendo selecionados
e desenvolvidos para o consumo direto. Tais grdos nao diferem grandemente das
variedades de 0leo, exceto pelo alto teor proteico, menor produtividade e baixo teor de
oleo (LIU, 1997).

No hemisfério leste, a soja € comumente utilizada na elaboracdo dos
produtos tradicionais, voltados para o humano, incluindo o tofu, extrato aquoso, brotos de
soja, miso, natto e tempeh. No oeste, a maior parte € destinada a extracdo de Oleo e
producdo de farinha desengordurada. O Oleo é majoritariamente consumido na
alimentacdo humana, enquanto, a farinha é destinada para a alimentacao animal. Apenas
uma pequena porcao é processada em ingredientes proteicos, o que inclui a farinha de
soja, concentrado proteico, isolado proteico, e proteina texturizada de soja. Esses
ingredientes tém sido aplicados em diversos produtos cozidos, lacteos, carneos e em
férmulas infantis, denominados produtos modernos de soja. Os graos de soja destinados
a extracao do o6leo e producao de farinha e derivados sado os mais cultivados devido seu
interesse econdémico (LIU, 1997).

O melago de soja é um liquido viscoso de coloragdo marrom e sabor
agridoce, gerado durante a produgao do concentrado proteico de soja (CHAJUSS, 2004).

O concentrado proteico (72% proteina) € obtido pela remocédo de
acucares e outros componentes hidrossolluveis presentes na farinha de soja
desengordurada. Para tal, trés processos podem ser utilizados: (1) a lixiviagdo &cida,

baseada na precipitacdo das proteinas pelo ponto isoelétrico (pH 4,5); (2) emprego de



28

calor umido, que precipita as proteinas, e posterior lixiviagdo com agua onde carboidratos
e outros componentes solUveis sdo arrastados e; (3) por meio de extracdo hidroalcodlica,
onde se faz a lavagem da farinha desengordurada com solucdo de 60-80% de etanol.
Este ultimo método é o mais utilizado em escala industrial. O solvente € entédo recuperado
por evaporagcdo e retorna ao processo, 0S componentes solidos do extrato s&o
concentrados e o remanescente, denominado de melaco de soja. Comercialmente, o
melaco € vendido desidratado como suplemento de racdo animal (LIU, 1997).

Estima-se que para cada tonelada de soja processada podem ser obtidos
cerca de 230 kg de melago (SIQUEIRA, 2008). O fluxograma de obtencéo do melaco e do
concentrado proteico a partir da farinha desengordurada é apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Fluxograma de producéo do farelo de soja concentrado e obtencdo do melaco
de soja.
(Fonte: SIQUEIRA, 2008. Adaptado)

O melaco de soja é rico em agucares (Tabela 2), dos quais a estaquiose e
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a sacarose sao 0s mais abundantes (LIU, 1997). A sacarose e 0S monossacarideos sao
facilmente bioconvertidos a etanol pela levedura S. cerevisiae. Mas a estaquiose e a
rafinose necessitam de hidrdlise prévia, uma vez que a levedura ndo possui enzimas
responsaveis pelo rompimento das ligacdes alfa-galactose (Figura 4) desses acucares
(MACHADO, 1999).

CH;OH | Raffinose

CHz
Sucrose
Q CH,OH O
i CH,OH
| Stachyose 20

Figura 4. Estrutura dos carboidratos da soja.
(Fonte: LIU, 2004)

Os componentes minoritarios do melago incluem as isoflavonas,
saponinas, acidos fendlicos, dmega 3 e outros diversos componentes presentes no grao
de soja, que sdo arrastados no solvente hidroalcodlico. Tais compostos merecem
destaque por serem considerados antioxidantes dietéticos, sobretudo as isoflavonas. (LIU,
2004).

Tabela 2. Composicéo aproximada do melaco de soja em base seca.

Componente Porcentagem %
AcUcares totais 58 — 65
Oligossacarideos
Estaquiose 23-26
Rafinose 4-5
Dissacarideos
Sacarose 26 — 32
Monossacarideos
Frutose 1,2-16
Glicose 09-13
Conteudo proteico 5-7
Material lipidico 4-7
Cinzas 3-7
Saponinas 6-15
Isoflavonas 0,8-25

(Fonte: CHAJUSS, 2004. Adaptado)
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3.2.1 Isoflavonas.

As isoflavonas sdo um grupo de compostos da classe dos flavonoides
formados por uma estrutura basica comum (Figura 5), constituida por dois anéis
benzenos unidos por uma ponte de trés carbonos que podem ou nao estar formando um
anel pirano. Na soja, as isoflavonas sédo encontradas em trés formas béasicas: daidzeina,
genisteina e gliciteina. Cada uma dessas formas basicas, denominadas de agliconas ou
formas livres, pode estar em uma forma glicosidica ou duas outras formas glicosidicas
conjugadas: acetilglicosidica e malonilglicosidica, totalizando doze formas quimicas
(Figura 6) diferentes (LIU, 2004).

Figura 5. Estrutura quimica comum dos flavonoides.
(Fonte: LIU, 2004)

Estudos demonstraram que as isoflavonas possuem acdo benéfica no
organismo humano, agindo como fator de prevencdo na ocorréncia de doencas
cardiovasculares, cancer e osteoporose, além de competir, levemente, com o estrogénio,
diminuindo os sintomas pré e pés-menstrual (LIU, 2004).

A farinha de soja desengordurada, o gérmen e o melaco de soja tém sido
usados como matéria-prima para a extracdo das isoflavonas, sendo que a extracdo por

meio do melago é a mais difundida (LIU, 2004).



31

HO 0
R
R O
CH
Aglycones

A1 2 Compounds

H H dasdzein

OH H genigain

H QCH3 glycitein

Ri 0
H OH
0 Glucosides

A1 R2 R3 Compounds
H H H daidzin
OH H H genstin
H DCHy H glycitin
b1 H COCHj 6-0-Acetyidadzin
QOH H COCH3 6*-0-Acetyigemstin
H OCH3 COCH3 6"-0-Acetyiglycitmn
H H COCHZCOOH 6°-0-Mawnyidaidzin
OH H COCH2C00H &7-0-Malonylgenistin
H OCH3 COCH2COO0H 6°-0-Malonyighycitin
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4 Material e métodos

4.1 MATERIA-PRIMA

O melaco de soja utilizado neste trabalho foi obtido da empresa

processadora de soja Selecta®, localizada na cidade de Araguari, Minas Gerais.

4.1 MICRORGANISMOS

A levedura Saccharomyces cerevisiae CCT 0759 (ATCC® 2345), utilizada
na fermentacéo alcodlica, foi obtida na Fundacdo André Tosello de Pesquisa Tecnoldgica,
situada na cidade de Campinas, Séo Paulo.

Para a promocdo da fermentagdo aceética foi utilizada cultura mista de
bactérias do acido acético, provenientes da industria produtora de vinagre Tecnologia em

Saude, Industria de Alimentos, localizada na cidade de Assis, Sdo Paulo.

4.2 EQUIPAMENTOS

Os testes iniciais para a fermentacdo alcodlica foram conduzidos em
frascos erlenmeyer, em incubadora de bancada (Cientec®, Brasil, CT-712 R), com
controle de temperatura ou em estufa incubadora (TECNAL®, Brasil, B.O.D. TE-391).

As cinéticas das fermentacdes alcodlicas e acética foram conduzidas em
batelada, em biorreator experimental de bancada (BioFoco®, Brasil, Rubia basic) com as
seguintes caracteristicas: volume total (6L) e volume operacional (4L), dotado de entrada

de gases, sistema trocador de calor do tipo ‘jaqueta’, medidor de pH e temperatura.

4.2.1 Demais Equipamentos

Microdestilador de 4&lcool TECNAL® TE-012; Espectrofotdmetro
Thermo®Genesys6; Refratdmetro portatil ATAGO® Pocket PAL-BX/RI; Autoclave FABBE®

Primar; Destilador de nitrogénio Marconi® MA — 036; Microscépio 6tico Olympus CH30.
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4.3 REAGENTES

Os reagentes utilizados nas analises quimicas foram de grau analitico

(P.A.), enquanto utilizados em cromatografia foram de padrdo cromatografico.

4.4 CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram conduzidos em trés etapas: (1) estudo do efeito
do teor de sdlidos soluveis (°Brix) sobre o rendimento e produtividade da fermentacao
alcodlica, nas condi¢cdes com agitacdo ou estética, (2) estudo dos parametros cinéticos do
desenvolvimento microbiano, consumo de substrato e obtencdo de produto nos melhores
valores de rendimento e produtividade das fermentacdes estéatica e sob agitacdo e por fim

a (3) fermentacao acética do fermentado alcodlico.

4.4.1 Ativacao e Preparo do indculo

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi ativada em caldo yeast malt
(YM) a 30°C, por 24 horas e 150 rpm em incubadora de bancada (Cientec®, Brasil, CT-
712 R). Ap6s a ativacdo, o microrganismo foi adaptado ao melaco de soja pela
transferéncia sucessiva de 10% de in6culo para diferentes diluicdes de melago (10, 15 e
20 °Brix). O melaco foi previamente esterilizado em autoclave (FABBE®, Brasil, Primar), a
121°C por 15 minutos. Para cada concentracdo de melaco, a levedura permaneceu por
24h, nas mesmas condi¢cdes da etapa de ativacdo. A ultima diluicdo (20 °Brix) foi tomada

como in6culo para a conducéo dos experimentos.

4.4.2 Efeito da Concentracéo Inicial de Melaco de Soja na Produc¢éo de Etanol

A fermentacgé&o alcodlica com diferentes teores de solidos soluveis (20, 25
e 30 °Brix) foi inicialmente realizada em frascos erlenmeyer em incubadora rotatéria a 150
rpm ou estatica em estufa incubadora (TECNAL®, Brasil, B.O.D. TE-391). A concentracdo
inicial de in6culo foi de 10% (107 células/mL), a temperatura foi mantida em 30 °C e pH
5.5. O tempo de fermentacéo foi 0 necessario para a estabilizacdo do valor de °Brix ou

auséncia de bolhas provenientes da liberagdo de CO,. Os meios para fermentagéo foram
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esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os experimentos foram realizados em

duplicata.

4.4.3 Cinética das Fermentacdes Alcodlicas sob as Condi¢des de Agitacdo ou Estatica

Os dados cinéticos foram obtidos da fermentacdo em reator experimental
(tem 4.2) nas condi¢cdes de 30 °Brix inicial, 30 °C, 10% de inéculo e 250 rpm para a
fermentacdo sob agitacdo, as mesmas condicbes de concentracdo inicial de melaco,

temperatura e concentracao de in6culo foram adotadas para a cinética sem agitacao.

4.4.4 Fermentacao Acética

A fermentacdo acética ocorreu em biorreator como descrito no item 4.2.
No inicio do processo de acetificacdo, foi preparada uma calda a partir da mistura de
vinagre de alcool de cereal (milho), néo filtrado (10% (m/v) em acido acético) e de alcool
de cereal (milho) (50% (v/v)). A concentracao total (CT) da calda inicial foi de 10%, sendo
5% (v/v) em etanol e 5% (m/v) em &cido acético. A CT é definida como a soma da
concentracao de etanol (%v/v) e acido acético (%om/v) (SPINOSA, 2002).

Os ciclos fermentativos foram acompanhados e a retirada de produto era
feita quando a concentracdo de etanol, na calda, atingia o teor igual ou menor a 0.5%
(v/v). A reposicado com fermentado alcodlico de melaco centrifugado (12000 x g/15min a
4°C) foi necessaria para manutencdo da CT. Foram acompanhados oito ciclos
fermentativos sendo os dados de rendimento e produtividade calculados a partir de cada
ciclo. As condicdes do processo foram de 0,5 L/min de vazéo ar, 800 rpm e a contagem
de bactérias do &cido acético no fermentador permaneceu igual ou superior a 10°
UFC/mL. O produto foi caracterizado quanto ao extrato seco, cinzas, acidez acética,
etanol, acucares remanescentes e densidade a 20°C.

4.5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

4.5.1 Extrato seco e cinzas

A determinacdo de extrato seco do melago e do fermentado acético foi
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realizada por estufa a 105°C e cinzas pelo método de mufla a 550°C (IAL,2008)

4.5.2 Determinacao de Nitrogénio Total

O nitrogénio total no melaco de soja foi quantificado por metodologia de

Kjeldahl. Tomando o valor 6,25 como fator de conversao (IAL, 2008).

4.5.3 Determinacao de Lipidios

Os lipidios totais foram quantificados por Bligh-Dyer (1959).

4.5.4 Determinacéo de Acucares Totais por Fenol-sulfarico

A quantificacdo de acUcares totais se deu pela metodologia de fenol-
sulfrico (DOUBOIS et al., 1956). A técnica consistiu em adicionar 0,5 mL da amostra,
devidamente diluida e centrifugada, em 0,5 mL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulftrico. A
mistura permaneceu em repouso por 20 minutos. Apés este tempo, foi realizado a leitura
em absorbancia, da densidade ética em espectrofotdmetro (Thermo® EUA, Genesys6) a
490 nm, a posicdo zero do aparelho foi obtida com 0,5 mL de agua destilada em 0,5 mL
de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfurico.

A curva de padrao foi realizada com cinco diferentes diluicdes de solucéo

de glicose com entre 20 e 100 pg/mL.

4.5.5 Determinacao de Etanol por Densimetria

O fermentado alcodlico ou vinagre foi previamente destilado em
microdestilador de alcool (TECNAL®, Brasil, TE-012) e a quantificacdo realizada por meio
de anélise de densidade em densimetro digital (Rudolph Research Analytical®, EUA, DDM
2909).
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4.5.6 Acidez Total

A acidez total foi determinada por titulacggo com NaOH 0,1M tendo
fenolftaleina (1%) como indicador de pH. Cada mililitro da solucéo de hidroxido de sédio
consumida corresponde a 0,6% de acidez, expressa em gramas de acido acético (H3C-
COOH), por 100 mL de solucdo (BRASIL, 2005).

4.5.7 Densidade Relativa a 20°C

A analise de densidade foi realizada em densimetro digital (Rudolph
Research Analytical®, EUA, DDM 2909) a 20°C.

4.5.8 Determinacgdo de Fendlicos Totais

As amostras foram diluidas em agua destilada e submetidas a
determinacao de fendlicos totais pela oxidacdo destes compostos em meio alcalino pelo
acido fosfowolframico e fosfomolibdico, resultando na coloracdo azul originada pelos
azuis de wolframio e molibidénio.

O ensaio se deu pela adicdo de 0,1 mL da amostra em 2,5 mL solugéo
aquosa Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de carbonato de sodio 7,5%. A amostra foi
mantida em banho-maria a 50°C por 5 minutos e realizada a leitura em espectrofotdmetro
(Thermo®, EUA, Genesys6) na absorbancia de 760 nm. O branco foi realizado como
referéncia, substituindo o volume de amostra por agua destilada. O resultado foi expresso
em miligramas de acido gélico por cem mililitros (mg GAE/100mL) (MACIEL et al., 2011).

4.5.9 Extracdo e Quantificacdo de Isoflavonas por Cromatografia Liquida de Ultra

Eficiéncia

A extracdo de isoflavonas foi realizada pela diluicAo de 20 vezes do
melaco de soja e 3,5 vezes do vinho ou fermentado acético em solucdo extratora (agua
ultrapura, acetona e etanol, na proporcdo 1:1:1). As amostras foram homogeneizadas em
agitador de tubos a cada 15 minutos por 1 hora e depois em banho ultrassénico por 15

minutos. As amostras foram centrifugadas a 794 x g em centrifuga previamente
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refrigerada a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana de PVDF
0,22 um. O filtrado foi submetido & cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), como
descrito por Handa et al. (2014). O cromatografo UltraPerformance Liquid
Chromatography (Waters®, EUA, Acquity UPLC) possui sistema de injecdo automatica,
forno com temperatura controlada de 35°C e detector de arranjo de diodos (DAD). A
eluicdo da amostra foi realizada em coluna de fase reversa BEH C18 (Waters, 2,1 mm X
50 mm, particulas de 1,7 um). Para a separacao foi utilizado um sistema de gradiente
binario, ndo linear, com fase inicial de 90% de agua acidificada com acido acético glacial
(pH 3,0) e 10% de acetonitrila. O detector foi ajustado ao comprimento de onda de 260
nm. As solugbes-padrdao para a construgcdo das curvas de calibracdo foram daidzina,
genistina, glicitina, malonil-daidzina, malonil-genistina, malonil-glicitina, acetildaidzina,
acetilgenistina, acetilglicitina, gliciteina, genisteina e daidzeina.

A identificacdo e a quantificacdo das isoflavonas foram feitas por
comparacao dos tempos de retencdo e espectros na regidao do UV dos padrbes de

referéncia.

4.5.10 Contagem das Células

4.5.10.1 Leveduras

A contagem das células de S. cerevisiae foi realizada em camara de
Neubauer com leitura em microscépio 6tico, (Olympus® Japdo, CH30). Foram
considerados cinco quadrados, uma vez que cada quadrado possui 25 quadriculas com
volume de 0,1 mm?® (0,1 pL).

As amostras foram diluidas e transferidas para a camara de contagem
com auxilio de micropipeta estéril. O corante azul de metileno (1%m/v) foi empregado
para a identificacdo de células viaveis. O resultado foi expresso em logaritmo do niumero

de células por mL (log cel/mL) de acordo com a equagéo 1.

(1)

n? células = 1/V
log cel/mL = logi23€ /v

S x 25 *D)
n=q
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Sendo, n° células o numero total de células vivas (ndo coradas) contadas
nas quadriculas; n°g o numero de quadriculas contadas; Vq o volume de cada quadricula
(0,0001 mL); e D a diluigdo.

4.5.10.12 Bactérias do acido acético

As bactérias do acido acético foram quantificadas por contagem em
placas, com meio ‘manitol, yeast and peptone’ (MYP) em dupla camada (0,5% de agar na
camada inferior e 1% na superior) a 30°C por 48 horas e expressas em unidades
formadoras de colénia por mL (UFC/mL) (SPINOSA, 2002).

4.6 CALCULOS DE RENDIMENTOS, PRODUTIVIDADES E PARAMETROS CINETICOS

4.6.1 Rendimento da Fermentacéo Alcoolica

O rendimento sobre os acUcares totais iniciais (Y1), sobre os aclcares
consumidos (Y2) e o rendimento da formag&o de produto sobre o substrato consumido
(Yp/s) foram calculados a partir das equacgdes 2, 3 e 4, respectivamente.

o (Pf=P0)*100 (2)
Y1(%) = (Si,g/L) * 0,511
v20%) = (Pf — Pi) * 100 (3)

(Si —Sf,)* 0,511

(Pf — Pi) » 100 (4)
(Si — Sf)

Yp/s(%) =

Sendo, Pf o etanol final (g/L); Pi o etanol inicial (g/L); Si os agucares totais

iniciais (g/L); Sf os acgUcares totais finais (g/L).
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4.6.2 Parametros Cinéticos e Tempo de Geracao

As taxas instantaneas de formacao de células (rx), consumo de substrato
(rs) e formacéo de produto (rp) foram obtidos da inclinacdo da reta onde os dados melhor
se ajustaram. Neste intervalo, as velocidades sdo maximas e constantes. O angulo
representa a variagdo de numero de células, substrato ou produto sobre a variagdo de

tempo, representado pelas equacdes 5,6 e 7.

rx (logcel/mL/h) = Ccli—f ()
(6)

LR = dpP

rs(g/L/h) =—-
(7)

ds
rs (g/L/m) =

Sendo, dX a variagcdo da contagem de células (log cel/mL) em um
intervalo de tempo; dP a variacdo de etanol (g/L) em um intervalo de tempo; dS a variacao

de acucares totais no intervalo de tempo (g/L); e dt a variacdo de tempo (h).

A taxa especifica de formacdo de células (ux) foi calculada pela

expressao 8.

ux (h) = rx = % (8)

Sendo, rx a variacdo logaritmica do numero de células por mL em uma
variacdo de tempo (log cel/mL/h); e X o logaritmo de células por mL no tempo (log
cel/mL).

O tempo de geracéo (tg) foi calculado pelas equagdes 9 e 10.

tg(h) = ©
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logX — logXi (10)
n=—————
log2

Sendo, t € tempo (h); logX € o logaritmo de células por mL (log cel/mL) no

tempo t; logXi € o logaritmo de células por mL (log cel/mL) no tempo inicial.
4.6.3 Rendimento da Fermentacdo Acética

O rendimento em acido acético (Yaa), rendimento em concentragao total
(Ycr) e produtividade em &cido acético (Paa) foram calculados pelas expressdes 11, 12 e

13, respectivamente.

AA, 0,77 * 100 (11)
AA = Vr
Voo = CT, = 100 (12)
CT CT,
Pan =——*10
T

Sendo, AA; a acidez acética final (g/100mL); Vr o volume do reator, CT; a
concentracéo total (%) no inicio do ciclo; CT, a concentragdo total (%) no final do ciclo; Vf

o volume (L) de produto retirado; t o tempo (h) do ciclo.
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ABSTRACT

Soybean molasses is a by-product of protein-concentrate soybean meal production which
mostly contains sugars, of which, sucrose is the major. Much part of this by-product is
used for animal feed, rejected or, in Brazil, few industries uses the soybean molasses to
producing ethanol. The aim of this work was to evaluate the utilization of soybean
molasses to produce acetic fermented. It was studied the yield of alcoholic fermentation
under different initial concentration of molasses (20, 25 and 30 °Brix) done in static
condition or under agitation. The maximum ethanol production was 47.56 g/L for the stirred
fermentation. From molasses alcoholic fermented of soybean molasses was produced the
acetic fermented and accompanied eight fermentative cycles (five of adaptation and three
of production). The average acidity of the fermented was 50.60 g/L with acetic yield (Yaa),
total concentration yield (Yct) and average productivity of 65.01%, 92.76 and 0.033 g/L/h.

Key words: Vinegar. Acetic fermentation. Alcoholic fermentation. Soybean molasses.
byproduct.

1. Introducao

O melaco de soja é um liquido viscoso, de coloracdo marrom e sabor
agridoce, proveniente da industria processadora do concentrado proteico de soja (70%
em base seca). A farinha de soja desengordurada € submetida a lavagem com etanol e
agua para a concentragdo das proteinas. Os carboidratos e outros compostos
hidrossollveis sdo arrastados e, posteriormente, concentrados pela evaporacéo do etanol
e parte da agua, resultando no melago. Os aclUcares majoritarios do melagco séo a
sacarose, rafinose e estaquiose (Siqueira et al., 2008). Aléem de carboidratos, o melaco
contém proteinas, lipidios, minerais e isoflavonas. (Hosny;Rozzana, 1999; Machado,

1999; Siqueira et al., 2008). Grande parte deste coproduto € utilizada para a alimentacao
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animal ou entdo descartado como rejeito. No Brasil, existem indUstrias processadoras de
soja que utilizam o melaco para producao de &lcool hidratado, uma vez que a sacarose €
0 acglcar predominante e plenamente capaz de ser metabolizado por Saccharomyces
cerevisiae (Machado, 1999; Siqueira et al.,, 2008). A rafinose e a estaquiose possuem
ligagOes glicosidicas do tipo a-1,6 e, pela auséncia da enzima a-galactosidase, o
microrganismo em questdo ndo é capaz de metabolizar estes aclUcares (Machado, 1999;
Siqueira et al., 2008).

O vinagre é um alimento liquido da classe dos condimentos produzido por
dupla fermentacdo, primeira alcollica e subsequente acética, a partir de produtos
amilaceos e ou acucarados (FAO/WHO, 2000). Apesar do processo de acetificacdo pelas
bactérias do acido acético (BAA) ser, em termos bioquimicos, uma oxidacdo, € comum
referir-se ao processo de obtencéo de vinagre como fermentacao.

Ha trés principais processos para a obtencdo do vinagre a partir de
matérias-primas alcodlicas diluidas. O processo lento, rapido e submerso (Spinosa, 2002;
Valera et al., 2015).

O método submerso consiste na agitacdo e aeracao controlada do mosto
fermentativo, onde as bactérias do acido acético, obrigatoriamente aerdbicas, oxidam o
etanol em, primeiramente, acetaldeido e depois em &cido acético. O processo de
fermentacdo acética envolve diversos géneros bacterianos dos quais podem ser citados
Acetobacter, Gluconobacter, Ameyamaea e Komagataeibacter (Valera et al., 2015).

Em um fermentador com desenho adequado para o processo submerso,
a agitacao e a aeracao promovem a formacéo de microbolhas de ar que facilita a difusao
do oxigénio, aumentam o contato das bactérias com o substrato e, por consequéncia,
aumentam a eficiéncia e produtividade da fermentacdo. Sabe-se que a auséncia de
aeracdo por um minuto pode causar oito dias ndo produtivos (Hitschmann e Stockinger,
1985).

Com o intuito de expandir a utilizagcdo do melaco de soja, este trabalho

teve como objetivo avaliar a producéo de fermentado acético a partir deste coproduto.

2. Material e métodos
2.1. Matéria-prima

O melago de soja utilizado neste trabalho foi obtido da empresa
processadora de soja Selecta®, localizada na cidade de Araguari, Minas Gerais.
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2.2. Caracterizacdo do melaco de soja

O melagco de soja foi caracterizado para extrato seco por método
gravimétrico em estuda a 105°, cinzas em forno mufla a 550°C, proteinas por Kjedahl
(IAL, 2008) e lipidios por Bligh-Dyer (Bligh-Dyer, 1959).

2.3. Ativacdo dos microrganismos e preparo dos indculos

A levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC® 2345) liofilizada foi ativada
em caldo yeast, malt (YM) a 30°C, por 24 horas e 150 rpm em incubadora de bancada
(Cientec®, Brasil, CT-712 R). Ap6s a ativacdo, o microrganismo foi adaptado ao melaco
de soja pela transferéncia sucessiva de 10% de inéculo para diferentes diluicdes de
melaco (10,15 e 20 °Brix), esterilizado em autoclave (FABBE®, Brasil, Primar), a 121 °C
por 15 minutos. Para cada concentracdo de melaco, a levedura permaneceu 24h, nas
mesmas condi¢cdes temperatura e rotacdo da etapa de ativacdo. A ultima diluicdo (20
°Brix) foi tomada como inéculo para a conduc¢ao dos experimentos.

A cultura mista de bactérias acéticas foi adquirida pela coleta de vinagre
forte sem filtrar de um fermentador rapido da industria produtora de vinagres Tecnologia
em Saude Industria de Alimentos, Assis, Sdo Paulo. O volume de 50 mL de vinagre forte
foi adicionado a 250 mL de caldo manitol-yeast (MY) mantido sob agitacéo (Cientec®,
Brasil, CT-712 R) a 30 °C por 72 horas. Este in6culo inicial foi transferido para o biorreator
(Biofoco®, Brasil. Rubia basic) contendo 4 L de uma calda preparada a partir da mistura
de vinagre de alcool de cereal (milho), ndo filtrado (10% (m/v) em acido acético) e alcool
de cereal (milho) (50% (v/v)). A concentracédo total (CT) da calda inicial foi de 10%, sendo
5% (v/v) em etanol e 5% (m/v) em &cido acético. A CT é definida como a soma da
concentracao de etanol (%v/v) e acido acético (%om/v). Quando a concentracao de etanol
atingiu 0,5% (v/v), foi realizada a troca de calda onde a nova concentracéo de etanol na
calda presente no bioreator foi de 2% (v/v). ApOs trocas sucessivas e a estabilizacdo do
processo, 0 conteudo do fermentador foi tomado como in6culo (SPINOSA, 2002). As
condi¢des do processo foram 30 °C 0,5 L/min de vazéao de ar, 800 rpm e contagem de

bactérias igual ou superior a 10® UFC/mL, ap6s a estabilizagao.

2.4. Fermentacdo alcodlica

2.4.1. Efeito da concentracao inicial de melaco de soja na fermentacéo alcodlica
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A fermentacgéo alcoodlica com diferentes teores de sélidos soluveis (20, 25
e 30 °Brix) foi inicialmente realizada em frascos erlenmeyer em incubadora rotatoria a 150
rpm ou estatica em estufa incubadora (TECNAL®, Brasil, B.O.D. TE-391). A concentracdo
inicial de inéculo foi de 10% (10’ células/mL), a temperatura foi mantida em 30°C e pH
5.5. O tempo de fermentacdo foi o necessario para a estabilizagcdo do valor de °Brix ou
auséncia de bolhas provenientes da liberacdo de gas carbbnico. Os meios para
fermentacdo foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Os experimentos

foram realizados em duplicata.

2.4.2. Cinética da fermentacao alcodlica

Os dados cinéticos foram obtidos da fermentag&do em reator experimental
(Biofoco®, Brasil. Rubia basic) nas condicdes de 30 °Brix inicial, conforme o resultado do
efeito da concentracao inicial de melacgo, 30 °C, 10% de inéculo, pH 5,5 e 250 rpm para a
fermentacdo sob agitacdo. As mesmas condi¢cdes de concentracdo inicial de melaco,
temperatura e concentracdo de inéculo foram adotadas para a cinética sem agitacao.

2.5. Fermentacao Acética

A partir do biorreator estabilizado com vinagre e alcool de cereais, foi
adicionado 0,680 L de fermentado alcodlico de melaco de soja (60 mL/L de etanol)
centrifugado (12000 x g/15min a 4 °C), de modo que a concentracao inicial de etanol foi
de 15,20 g/L

Os ciclos fermentativos foram acompanhados e a retirada de produto era
feita quando a concentragdo de etanol, na calda, atingia o teor igual ou menor a 0.5%
(v/v). O volume de reposi¢cdo com fermentado alcoolico de melago foi a necessaria para
manutencao da CT. Foram acompanhados oito ciclos fermentativos sendo os dados de
rendimento e produtividade calculados a partir de cada ciclo. O produto foi caracterizado
guanto ao extrato seco, cinzas, acidez acética, etanol, acucares remanescentes e
densidade a 20 °C.

2.6. Determinacao de agUcares totais, etanol, acidez acética total e contagem de
células
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A quantificacdo de acuUcares totais se deu pela metodologia
espectrofotométrica de fenol-sulfdrico tendo glicose como padréo (Douboiset al., 1956).

O fermentado acético ou o fermentado alcodlico foi previamente destilado
em micro-destilador de alcool (TECNAL®, Brasil, TE-012) e a determinac&o por densidade
em densimetro digital (Rudolph Research Analytical®, EUA, DDM 2909).

A acidez total foi determinada por titulaggo com NaOH 0,1 M tendo
fenolftaleina (1%) como indicador de pH.

A contagem de leveduras foi realizada em camara de Neubauer com
leitura em microscoépio 6tico, (Olympus®, Japdo, CH30) tendo azul de metileno (1%) como
corante diferenciador. Expresso em log do numero de células por mL (log cel/mL)
(Spinosa, 2002).

As bactérias acéticas foram quantificadas por contagem em placas, com
meio MYP (manitol, yeast and peptone) em dupla camada (0,5% de Agar na camada
inferior e 1% na superior) a 30 °C por 48 horas e expressas em unidades formadoras de
colénia por mL (UFC/mL) (Spinosa, 2002).

2.7. Determinacéo de isoflavonas

A extracdo de isoflavonas foi realizada pela diluicio de 3,5 vezes do
mosto para fermentacdo, vinho ou fermentado acético em solucdo extratora (dgua
ultrapura, acetona e etanol, na proporcéo 1:1:1). Homogeneizadas em agitador de tubos a
cada 15 minutos por 1 hora e depois em banho ultrassénico por 15 minutos. As amostras
foram centrifugadas a 794 x g em centrifuga previamente refrigerada a 4°C por 15
minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana de PVDF (Polyvinylidene difluoride)
0,22 um e submetido & quantificacdo por UPLC (Waters®, EUA, Acquity; detector de
arranjo de diodos — DAD), em coluna de fase reversa BEH C18 (Waters, 2,1 mm x 50 mm,
particulas de 1,7 um), sistema de gradiente binério, ndo linear, com fase inicial de 90% de
agua acidificada com acido acético glacial (pH 3,0) e 10% de acetonitrila. O detector foi
ajustado ao comprimento de onda de 260 nm. As solucdes padréo para a construcao das
curvas de calibracdo foram daidzina, genistina, glicitina, malonil-daidzina, malonil-
genistina, malonil-glicitina, acetildaidzina, acetilgenistina, acetilglicitina, gliciteina,

genisteina e daidzeina.

2.8. Determinacao de fendlicos totais
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As amostras de mosto, fermentado alcodlico e fermentado acético foram
diluidas em agua destilada e submetidas a determinacéo de fendlicos totais pela oxidacao
destes compostos em meio alcalino pelo acido fosfowolframico e fosfomolibdico,
resultando na coloracdo azul originada pelos azuis de wolframio e molibidénio.

O ensaio se deu pelo método espectrofotométrico com reagente de Folin-
Ciocalteau 10%. O resultado foi expresso em miligramas de acido galico por cem mililitros
(mg GAE/100mL) (Maciel et al., 2011).

2.9. Calculos Cinéticos

Os parametros cinéticos de taxa de formagéo de células de (rx), consumo
de acucares totais (rs) e formacédo de etanol (rp) foram obtidos do coeficiente angular da
regressao linear da fase linear de crescimento celular, consumo de acUcares e formacéo
de etanol, onde os dados melhor se ajustaram. Os rendimentos (Y1, Y2 e Yp/s) e a
produtividade foram calculados na maxima producédo de etanol.

Os calculos de rendimento da fermentacdo alcoodlica sobre os acucares
totais iniciais (Y1), acUcares consumidos (Y2) e sobre o tedrico maximo (Yp/s) estédo
expressos nas equacoes 1, 2 e 3. Onde, Pf é etanol final (g/L), Pi é etanol inicial (g/L) e Si

€ acucares totais iniciais (g/L) e Sf € acucares totais finais (g/L).

_ (Pf —Pi) * 100 (1)
Y1) = (Si) * 0,511
Y2(%) = (Pf — Pi) * 100 (2)

(Si — Sf) * 0,511

(Pf — Pi) » 100 3)
(Si—Sf)

Yp/s(%) =

Os rendimentos da fermentacdo acética em acidez (Yaa) € em
concentracéao total (Ycr) e produtividade (Paa) foram calculados pelas equacdes 4, 5 e 6.
Sendo, AA; a acidez acética final (%), Vr volume do reator, CT; a concentracao total inicial

(%) e CT, a concentracao total final (%)
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AA, x 0,77 * 100 4)
AA = Vr
Vo — CT, =« 100 (5)
CT CT;
M=y 10
3. Resultados e discussao
3.1. Caracterizacdo do melago

A Tabela 1 apresenta os principais componentes do melaco de soja, visto

gue os acucares Sao 0s componentes principais, totalizando 64,05 g/100g em base seca.

Tabela 1. Caracterizacdo do melago de soja em base seca.

Componente g/100g
Extrato seco 72,61 £ 0,27
Cinzas 7,52 £ 0,05
Lipidios 9,46 = 0,26
Proteinas 8,91 + 0,08

Acucares Totais 64,05 %0,24

3.2. Efeito da concentracdo inicial de melago de soja na producéo de etanol

A Tabela 2 mostra os valores de rendimentos (Y1 e Y2) para as
fermentacdes com diferentes concentracdes iniciais de melaco conduzidas sob agitacao
(A) e estética (E). Ndo houve diferenca estatistica para o rendimento sobre os agucares
totais iniciais (Y1) nas situacdes estudas.

Quanto ao rendimento sobre os acgUcares consumidos (Y2), no ensaio
com agitacdo (A) e estatico (E), as fermentacdes, com 30 °Brix inicial apresentaram
valores de 80,32% e 86,03%, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si,
mas diferente dos rendimentos em concentracdes iniciais menores de melaco de soja.

O teor de etanol convertido para os ensaios com 30 °Brix inicial
apresentaram valores superiores quando comparados aos ensaios de inferior

concentragéo inicial de melago. O ensaio com 30 °Brix inicial conduzido sob agitagcéo
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(30A) apresentou, aproximadamente, 3,7 g/L de etanol, em média, a mais quando
comparado com o ensaio de mesmo °Brix inicial em condi¢éo estéatica (30E).

Tabela 2. Parametros fermentativos dos experimentos em diferentes soélidos soluveis
totais (°Brix) em condi¢do estatica (E) ou sob agitacdo (A). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05).

Amostra Tempo AT Inicial AT final Etanol Média Y1 Média Y2 Produtividade
(h) (/L) (9/L)  (g/) (%) (%) Média
(g/L/h)
24 116,27 45,05 26,31 A
20A 42,17 +2,972 69,51 + 3,93 1,089 £ 0,102

24 126,93 50,71 25,99
28 141,78 62,49 26,62

25A 36,28 +0,662 66,34 +0,89° 0,915+ 0,05°

28 134,68 62,66 24,65
72 192,01 92,21 41,87

30A 42,48 £ 0,282 80,32 + 2,522 0,586 + 0,01°

72 197,01 90,92 42,58
48 126,93 56,68 22,83

20E 35,64+0,632 65,10+2,12° 0,474 +0,00°

48 123,38 56,52 22,75
72 143,88 54,26 30,82

25E 43,09 +1,632 68,65+1,92° 0,0439 +0,01°

72 143,72 52,81 32,53
96 190,23 95,28 40,79

30E 39,51 +3,46° 86,03 2,792 0,401 + 0,03¢

96 191,36 110,78 36,24

Siqueira et al. (2008) realizaram um estudo com melaco de soja para
verificar o efeito da concentracao inicial sobre o rendimento, onde variou a concentragéao
inicial de 20 a 35 e verificou que a 35 °Brix a concentracdo de etanol foi superior em
relacdo aos outros estudos. Entretanto, o rendimento (Y1) foi prejudicado, enquanto os
ensaios com 20 e 25 °Brix obtiveram valores superiores neste parametro. Seu estudo
observou que o ensaio com 30 °Brix teve o rendimento (Y1) de 40,97% e concentragéo de
etanol de 56 g/L, julgando ponderado para seguir com os demais estudos.

O tempo estimado de fermentacéo foi superior quando houve o aumento
da concentragdo inicial de melago e nos casos onde nao houve agitacao.

Devido ao maior rendimento sobre os aclUcares consumidos e valor
superior de etanol obtido, os ensaios com 30 °Brix inicial foram escolhidos para os

estudos cinéticos em biorreator experimental.
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3.3. Cinética da fermentacéo alcoolica em biorreator

As cinéticas das fermentacdes sob agitacdo e em condicdo estatica estdo
demonstradas na figura 1.

As maiores concentracdes de etanol foram observadas apdés 36 e 44
horas de fermentacédo, obtendo-se 52,06 g/L e 46,70 g/L para 0S ensaios com e sem
agitacdo, respectivamente. A agitacdo provoca a reducdo do tempo de fermentacéo e
consequentemente o aumento da produtividade como observado na Tabela 3. Apesar da
concentracédo de etanol ser superior no ensaio com agitacdo, os dados de rendimentos
demonstraram que a fermentacdo estatica possui a mesma ordem de rendimento em
relacdo aos acucares totais (Y1), aos acucares consumidos (Y2) e ao rendimento teorico
méximo (Yp/s). O valor reduzido de etanol é justificado pela diferenca de

aproximadamente 16 g/L de agucares no inicio das fermentacdes.
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Figura 1. Consumo de acUcares totais, formacéo de etanol e desenvolvimento microbiano

em relacdo ao tempo de fermentacdo sob agitacdo (a) e estatica (b).

O rendimento de produto em relagdo ao substrato (Yp/s) encontrado

neste estudo foi de 89,39% e 88,08% do rendimento teérico maximo para o ensaio com e
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sem agitacao. Siqueira et al. (2008) obtiveram os rendimentos de 45,4% (Yp/s) e 45,8%
(Y1) em escala laboratorial. Roméao et al. (2012) realizaram a hidrolise com &cido nitrico e
obtiveram rendimentos de 78% (Y2) e 60% (Y1) em condi¢cbes otimizadas. Silva et al.
(2012) obtiveram valores de 67,5% (Y1) e 80,8 (Y2) em condicdes otimizadas de hidrélise

enzimética e fermentacgdao.

Tabela 3. Tempo de fermentacdo, variacdo de acucares totais (dS) e etanol (dP),
rendimentos (Y1, Y2 e Yp/s) e produtividade para as fermentacées sob agitacéo e
estatica.

Tempo dS* dP® Yp/s® Y1° Y2® Produtividade
(h)y (g/L) (@) () (%) (%) (g/L/h)
Agitacao 36 104.12 47.56 45.68 49.94 89.39 1.321

Estética 44 92,49 41,63 45,01 47,87 88,08 0,946

a — variacdo de aculcares totais, b — variacdo de etanol; ¢ — rendimento em etanol
sobre o tedrico méximo; d — rendimento em etanol sobre os acUcares totais iniciais; e
—rendimento em etanol sobre os agulcares totais consumidos.

As taxas de formacdo de células (rx), consumo de substrato (rs),
formacgao de produto (rp) e o tempo de geracéo celular (tg) foram superiores no ensaio
onde houve agitacdo (Tabela 4). Como discutido anteriormente, a agitacdo promove maior
contato entre as leveduras e o substrato, por isso diminui o tempo de fermentacéo e
melhora os parametros cinéticos. Entretanto, a taxa de formacéao de produto (rp) durante a
fase log de crescimento é muito proxima entre os ensaios, apesar da diferenca de 2,898
g/L/h na taxa de consumo de aclUcares totais (rs). A taxa elevada de consumo de
acucares (rs) para o ensaio com agitacao pode estar relacionada ao desenvolvimento de

células, observado pelo elevado valor de rx.

Tabela 4. Parametros cinéticos para as fermentacgdes estatica e sob agitacao.

rx® rs® e px*  tg®

(log cel/mL/h) (g/L/h) (g/L/h)y  (h)  (h)
Agitacao 0,061 6,585 2,445 0,007 4,801
Estatica 0,046 3,960 2,367 0,006 6,850

a — taxa especifica de desenvolvimento celular; b — taxa especifica de
consumo de acUcares totais; taxa especifica de formacéo de etanol; d —
taxa instantdnea de desenvolvimento celular; e — tempo de geracdo
celular.

A taxa especifica de desenvolvimento de células (ux) pode ser explicada

pela alta concentracdo de substrato (30°Brix) e baixa pressdo de oxigénio dissolvido. E
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sabido que em situacbes adversas de selecdo (temperatura, pressdo osmética, meio
incomum), o microrganismo se desenvolve de maneira mais lenta (Ochoa-Estopieret al.,
2011). Siqueira et al. (2008) também observaram um valor reduzido de ux (0,0180h) para
fermentacdo de melago por S. cerevisiae, previamente estudada como a de melhor

rendimento (Y1) na producgéo de etanol.

3.4. Producéo do fermentado acético

Os ciclos fermentativos séo apresentados na Tabela 5, onde os cinco
primeiros sdo adaptagéo e os trés ultimos do reator contendo apenas fermentado acético
e alcodlico de melaco de soja. O vinho utilizado na fermentacdo acética continha a

60,00mL/L de etanol (47,40 g/L) e 7,40 g/L de acidez expressa em acido acético.

Tabela 5.Ciclos e parametros fermentativos para a producéo de fermentado acético.

Ciclo tt V,° ETS AAY CT® Vo V¥ AA" ETS CT/ Ya Yo Pas"

(hy L (mLL) @b %) L L (@L) ML) %) (%) (%) (9/L/h)

1 49 430 15,20 56,20 7,14 0,68 0,50 62,40 3,00 6,54 80,08 91,60 0,106

2 48 4,18 14,80 53,10 6,79 0,50 0,50 58,00 5,00 6,30 74,43 92,78 0,101

3 48 3,98 15,00 55,60 7,06 0,50 0,50 59,00 5,00 6,40 74,72 90,65 0,102

4 54 3,88 14,10 50,60 6,47 0,50 0,50 58,00 2,00 6,00 73,43 92,74 0,090

5 110 4,43 11,60 50,00 6,16 0,80 0,80 55,00 3,00 5,80 70,58 94,16 0,067

6 50 4,40 17,40 42,60 6,00 0,60 0,30 51,00 7,00 5,80 65,45 96,67 0,051

7 91 4,30 18,60 45,00 6,36 0,50 0,30 49,00 4,08 5,38 62,88 84,59 0,027

8 77 3,80 11,80 43,50 5,53 - 0,20 52,00 500 5,70 66,73 97,92 0,023

Média" 73 4,17 15,90 43,70 5,96 - - 50,70 5,60 5,63 65,02 92,76 0,033
a — Tempo de fermentacdo; b — Volume no biorreator; ¢ — Etanol no inicial; d - Acidez inicial; e — Concentrac&o total no
inicial; f — Fermentado alcodlico adicionado; g —Fermentado acético retirado; h — Acidez final; i — Etanol final; j —

Concentragdo total final; k — Rendimento em &cido acético; | — Rendimento em concentragdo total; m — Produtividade; n —
média para 4 ultimos ciclos.

A taxa de conversdo de acido acético foi decrescendo com a adicao de
fermentado alcoolico de melagco de soja ao fermentador. Esse comportamento foi
observado também para a produtividade (Paa),quando houve um aumento consideravel
no tempo de fermentacdo apds o quarto ciclo. Apenas o rendimento em CT permaneceu

estavel durante os ciclos fermentativos.
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Spinosa et al.,(2015) produziu fermentado acético a partir de fermentado
alcodlico de arroz por método submerso em Acetador®, onde avaliou dez ciclos
fermentativos. O fermentado alcodlico para a producdo do fermentado acético partiu de
62,80 g/L de etanol, o qual produziu vinagre com 65,80 g/L de acidez acética, resultando
em rendimento em acidez (Yaa) de 86% e produtividade de 0,7 g/L/h, muito superior a
este trabalho, que teve em média 50,07 g/L de acidez no produto, rendimento acido
acético (Yaa) de 65,02% e 0,033 g/L/h de produtividade.

A eficiéncia da fermentacdo acética esta relacionada com a aeracéo e a
disperséo do ar dentro do reator e a baixa produtividade (Paa), neste trabalho, pode ser
estar relacionada com a distribuicdo ndo homogénea de ar no fermentador (Hitschmann;
Stockinger, 1985; Spinosa et al., 2015).

3.5. Caracterizagdo do Fermentado Acético

O fermentado acético de melaco de soja, em valor médio de acidez obtido
durante o processo, conteve 5,07% (m/v) de acidez acética, 0,17 %(m/v) de etanol
residual, 7,86% de acucares (m/v), 14,67% (m/v) de extrato seco, 2,27% (m/v) de cinzas e
densidade de 1,023 g/cm? (Tabela 6).

Para diversas legislacdes, a quantidade minima de acidez é de 40 g/L,

sendo assim, este fermentado enquadra-se neste aspecto.

Tabela 6. Caracterizacgéo fisico-quimica do fermentado acético de melago de soja.

Componente g/100mL

Acidez 5,07 £ 0,06
Etanol residual 0,34 £ 0,02
Acucar residual 7,86 +0,12
Extrato seco 14,67 = 0,07
Cinzas 2,27 +0,10
Densidade relativa® 1,023 + 0,00
a-glcm®

Avaliando a utilizacdo deste fermentado como condimento, foram
realizadas andlises de fendlicos totais e isoflavonas (Tabela 7). E possivel observar que a
concentragédo de isoflavonas no mosto é de cerca de 66% dos fendlicos totais. Apos a

fermentacdo alcodlica a concentracdo de isoflavonas diminui para apenas 10,59
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mg/100mL, representando 1,64 % dos fendlicos totais. Passada a fermentagdo acética
tanto a concentracao de fendlicos totais quanto a de isoflavonas reduziram em relacao ao
fermentado alcodlico. No fermentado acético a concentracdo de isoflavonas foi de 1,85 %

em relacado ao total de compostos fendlicos.

Tabela 7. Fendlicos totais (mg GAE/100mL) e isoflavonas (mg/100mL) presentes no
mosto para fermentacéo alcoolica, fermentado alcodlico e fermentado acético de melaco

de soja, em base umida.

Mosto para Fermentado Fermentado

fermentacéo alcodlico Acético
Fendlicos totais 625,51 £59,29 647,39 + 10,63 402,24 + 4,88
Malonildaidzina 11,95 £ 0,55 nd nd
Malonilgenistina 10,43 + 0,29 nd nd
Daidzina 125,83 £ 2,05 nd nd
Genistina 186,24 £ 9,31 3,77 £ 0,43 2,98 +£0,18
Glicitina 29,76 £ 0,97 4,59 +1,02 3,18 £ 0,22
Daidzeina 22,37 +1,11 2,17+ 0,40 1,29 + 0,06
Genisteina 25,19 + 0,63 nd nd
Isoflavonas totais 411,77 £ 14,02 10,59 + 1,84 7,46 £ 0,47

nd — ndo detectado.

Razmkhab et al., (2002) observaram que as leveduras podem adsorver
determinados fendlicos em sua parede celular, o que pode explicar a reducéo do teor de
isoflavonas no fermentado alcodlico em relacdo ao mosto fermentativo. Diversos estudos
relacionam a presenca de fendlicos totais em fermentado alcodlicos e vinagres com a
matéria-prima de origem, onde, durante os processos fermentativos, alguns desses
compostos permanecem presentes e novos sao gerados pelos microrganismos
envolvidos nas fermentacgdes, sobretudo na fermentagéo alcodlica (Lee et al., 2013; Qiuet
al., 2010; Cerezo, et al., 2008; Xu, Tao e Ao, 2007).

Quanto ao perfil de isoflavonas presentes no fermentado acético, apenas
trés formas estiveram presentes, das quais a daidzeina foi a forma de menor
concentracéo, entretanto esta merece atencdo por ser mais biologicamente ativa em

relacdo as isoflavonas glicosidicas.

3.6. Balanco de massa
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Com base nos resultados deste trabalho, pode-se estimar que para cada
tonelada de melaco de soja sédo produzidos 3460 L de fermentado com concentracao
acética de 40 g/L, minimo exigido para legislacdo de vinagre, o que representa 139 kg de
acido acetico.

Melaco
1000 kg
Etanol aIEi[’aTt.;o
130kg 2470 L
Ac. acético aFc?értrigb
139kg 3460 L

Figura 2. Balanco de massa para a producdo de fermentado acético (40 g/L) e acido
acetico.

4. Conclusao

O aumento da concentracdo de melaco de soja inicial de 30 °Brix
contribuiu positivamente para os rendimentos em etanol, entretanto, diminuiu a
produtividade, visto que a produtividade para os experimentos conduzidos sob agitacédo
foram mais produtivos que aqueles conduzidos de maneira estatica, da mesma maneira
0s parametros cinéticos foram maiores para os experimentos conduzidos sob agitacéo.

O melaco de soja pode ser utilizado para a producdo de fermentado
acético, visto que os quatro ultimos ciclos de producdo de fermentado acético
permaneceram estaveis. Estudos futuros deverdo ser realizados a fim de melhorar as
condicbes fermentativas e, assim, aumentar a produtividade e diminuir o tempo da
fermentacdo aceética. A investigacao de fatores antinutricionais, estudos in vivo e mesmo
sensoriais necessitam ser realizados antes de se efetuar proposicdo da utilizacdo do

melago de soja como alimento.
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