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TANAKA, Cyntia Akemi. Producéo e caracterizacdo de fermentado alcodlico e
acético de banana (Musa spp.). 2015. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2015.

RESUMO

Parte consideravel (40-50%) da producdo mundial de banana (Musa spp.) é
descartada, devido a0 manuseio excessivo e armazenamento inadequado, durante e
apos a colheita. Contudo, estes residuos podem ser usados com propoésitos
industriais. Sua polpa é rica em carboidratos, tornando-a excelente mateéria-prima
para a producdo de bebidas fermentadas. O objetivo deste trabalho foi avaliar e
comparar, sob parametros cinéticos, o desempenho da levedura S. cerevisiae ATCC
2345 na fermentacao alcoolica de polpa de banana Prata hidrolisada com agitacéao
(A) e estatica (E) e, posteriormente, analisar a acetificacdo, por processo submerso,
do fermentado alcoolico obtido. Foram utilizados frutos de baixo valor comercial em
estagio avancado de amadurecimento e/ou com injurias. A polpa de banana a ser
fermentada foi previamente hidrolisada com o complexo enzimatico PECTINEX®
ULTRA SP-L (0,025 g/100 g). As fermentagBes alcoodlicas foram conduzidas em
bioreator (BIOFOCO®) a 30 °C por 71 h. Os resultados de produtividade em alcool e
biomassa e o rendimento em alcool sobre o agucar total e consumido no processo
(A) foram de 1,15 g/L.h; 0,008 g/L.h; 53,91% e 60,21%; e no processo (E), 0,89
g/L.h; 0,004 g/L.h; 68,10% e 72,05%, respectivamente. Os fermentados alcodlicos
produzidos apresentaram teor alcodlico de 5,73% (v/v) para o processo (A) e de
6,81% (v/v) para o processo (E). A acetificacdo foi realizada em bioreator
(BIOFOCO®) a 30 °C por 16 dias, totalizando 7 ciclos, sendo empregado como
inoculo “mée do vinagre”. O vinagre obtido apresentou 4,41 g/100 mL de acidez total
titulavel e 2,62 g/100 mL de acidez volatii em acido acético. Os fermentados
alcodlicos e acético obtidos foram caracterizados quanto as suas propriedades
fisico-quimicas e compostos volateis, e apresentaram parametros dentro dos
estabelecidos pela legislagéo brasileira.

Palavras-chave: Banana. S. cerevisiae. Fermentado Alcodlico. Vinagre.



TANAKA, Cyntia Akemi. Production and characterization of banana fermented
alcoholic and acetic (Musa spp.). 2015. 69p. Dissertation (Master in Food Science)
— State University of Londrina, Londrina. 2015

ABSTRACT

A considerable part (40-50%) of the word production of banana (Musa spp.) is
discarded, due to excessive handling and inadequate storage, during and after
harvest. However, these wastes could be used for purposes industrial. Its pulp is rich
in carbohydrates, making it excellent raw material for the production of fermented
beverages. The main of this work was to evaluate and compare, based on kinetic
parameters, the behavior of S. cerevisiae ATCC 2345 during alcoholic fermentation
with agitation (A) and static process (E) and then to analyze the submerged
acetification process of alcoholic fermented beverage obtained. Fruits of low
commercial value were used in advanced stage of maturity and/or with injuries. The
banana pulp to be fermented was previously hydrolyzed with the enzyme complex
PECTINEX® ULTRA SP-L (0,025 ¢/100 g). The alcoholic fermentations were
conducted in bioreactor (BIOFOCO®) at 30 °C per 71 h. The productivity results on
alcohol and biomass and the alcohol yield on total and consumed sugar in process
(A) were 1.15 g/L.h; 0.008 g/L.h; 53.91% e 60.21%; and in process (E), 0.89 g/L.h;
0.004 g/L.h; 68.10% e 72.05%, respectively. The alcoholic fermented beverages
produced presents an alcohol content of 5.73% (v/v) for process (A) and 6.81% (v/v)
for process (E). The acetification was performed by submerged process and it was
used as inoculum "mother of vinegar", in bioreactor (BIOFOCO®) at 30 °C for 16
days, totaling 7 cycles. The vinegar obtained showed 4.41 g/100 mL of titratable
acidity and 2.62 g/100 mL of volatile acidity in acetic acid. The alcoholics and acetic
fermented were characterized for their physicochemical properties and they
presented parameters within the established by Brazilian law.

Keywords: Banana. S. cerevisiae. Fermented Alcoholic. Vinegar.
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1 INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) é uma das frutas mais cultivadas e
consumidas no mundo (CARVALHO et al.,, 2009a; ZHANG et al., 2005). Contudo,
parte consideravel da producdo mundial de banana € descartada, devido ao
manuseio excessivo e armazenamento inadequado, durante e apds a colheita
(AKUBOR et al., 2003). Estes descartes, em condi¢cdes adequadas para 0 consumo,
podem ser usados com propositos industriais, reduzindo perdas poés-colheita,
diversificando a producéo e agregando valor ao produto (ALVARENGA et al., 2011;
CARVALHO et al., 2009b).

A banana constitui-se matéria-prima favoravel a fermentacéo
alcodlica, devido a concentracdo relativamente alta de aclUcares fermentesciveis e
outros nutrientes (ALVARENGA et al., 2011; ARRUDA et al., 2003; CARVALHO et
al., 2009a).

De acordo com Siqueira et al. (2008), intensas pesquisas cinéticas
tem sido realizadas para obter organismos fermentativos mais eficientes, substratos
de baixo custo e melhores condi¢cbes de fermentacdo. Através do conhecimento da
cinética do processo, torna-se viavel a transposicdo de um experimento de
laboratorio para escala industrial (HISS, 2001).

A producao de vinagre compreende essencialmente duas etapas: a
conversdo anaerobica de acucares em alcool, pela acdo das leveduras, geralmente
a S. cerevisiae, e a oxidacdo aerdbica de etanol em &cido acético por bactérias
acéticas (HIDALGO et al., 2013; SAHA; BANERJE, 2013). A transformacéo de éalcool
em acido acético gera um produto estavel devido ao pH reduzido, e permite manter
a maioria dos componentes da matéria-prima, além de produzir compostos que
melhoram os atributos sensoriais do produto final (HIDALGO et al., 2013).

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar e
comparar, sob parametros cinéticos, o desempenho da levedura S. cerevisiae ATCC
2345 na fermentacdo alcoolica de polpa de banana Prata hidrolisada, com agitacao
(A) e estatica (E) e, posteriormente, analisar a acetificacdo, por processo submerso,
do fermentado alcodlico obtido.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar, sob parametros
cinéticos, o desempenho da levedura S. cerevisiae ATCC 2345 na fermentacao
alcoolica de polpa de banana Prata hidrolisada, com agitacdo (A) e estética (E) e,
posteriormente, analisar a acetificagcdo por processo submerso do fermentado

alcodlico obtido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas da polpa de
banana Prata;

e Produzir hidrolisado fermentescivel de banana Prata;

e Comparar os parametros cinéticos das fermentacdes alcodlicas
com agitacdo (A) e estatica (E);

e Analisar os parametros cinéticos da fermentacdo acética
submersa;

e Caracterizar os fermentados alcodlicos e acético de banana

Prata quanto as suas propriedades fisico-quimicas e compostos volateis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BANANA

Banana (Musa spp.), originaria do continente asiatico, € um termo
geral abrangente a um namero de espécies ou hibridos do género Musa, da familia
Musaceae. E uma das frutas mais cultivadas e consumidas no mundo, sendo
explorada na maioria dos paises tropicais (CARVALHO et al., 2009a; ZHANG et al.,
2005).

A popularidade do fruto deve-se, principalmente, as suas
caracteristicas sensoriais e nutricionais, ao preco acessivel e a sua ampla
disponibilidade (MATSUURA; COSTA; FOLEGATTI, 2004). Destaca-se também
como uma das principais fontes de arrecadacéo e geracdo de emprego e renda
(CORDEIRO, 2000).

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO) (2015), a india (24.869.490 t) liderou o ranking dos produtores em
2011, seguida pela China (10.550.000 t), Filipinas (9.225.998 t), Equador (7.012.244
toneladas) e o Brasil (6.902.184 t).

No Brasil, a banana € uma cultura bastante versatil, com grande
expressao econdmica e elevado alcance social, sendo cultivada de Norte a Sul do
pais (BORGES; SOUZA, 2004; SILVA et al., 2009). A grande extensao territorial
brasileira e a localizacdo do pais na regido dos tropicos tornam o Brasil um produtor
privilegiado. O clima brasileiro também favorece a producdo nacional de banana,
gue é ofertada no mercado interno durante o ano todo (ALVARENGA et al., 2013;
ALVES, 1999). Em 2012, a regido Nordeste produziu 2.424.974 t, a Sudeste
2.298.477 t, Sul 1.077.263 t, Norte 829.959 t e Centro-Oeste 271.511 t (IBGE, 2012).

Apesar do grande volume de producdo e da ampla distribuicdo por
todo o territério nacional, a participacdo da bananicultura nacional no mercado
externo ndo é significativa (CORDEIRO, 2000). Em 2011, o Brasil apareceu no 17°
lugar do ranking, com apenas 110.054 t. O Equador foi 0 maior exportador mundial
da banana com 5.778.170 t, seguida de Filipinas com 2.046.743 t, Costa Rica com
1.913.808 t, Coldmbia com 1.828.281 t, entre outros (FAO, 2015).

O Brasil tem suas exportagdes restringidas, devido a baixa qualidade

dos frutos produzidos que ndo atendem aos padrdes internacionais; as barreiras de



17

entrada, como as quotas e protecdes tarifarias, especialmente no mercado europeu;
a dimensdo do mercado interno que absorve a maioria da producdo nacional; e as
perdas pos-colheita que representam parcela significativa dessa producao
(CERQUEIRA DE JESUS et al., 2004; CORDEIRO, 2000).

3.1.1 CULTIVARES

Os frutos do subgrupo Prata e Terra sao produzidos
majoritariamente na Africa, seguida pela América Latina e pelo Caribe. O subgrupo
Cavendish é produzido, em maior quantidade, na América Latina e no Caribe,
seguidos pela Asia, Africa e Europa (SOTO, 2011).

Embora exista um numero expressivo de variedades de banana no
Brasil, poucos cultivares tem potencial agronémico, como alta produtividade,
regularidade de producdo, tolerancia a pragas e doencas, resisténcia a seca e ao
frio, entre outros, para serem comercializados (ALVES, 1999; CERQUEIRA DE
JESUS et al., 2004; CORDEIRO, 2000; MATSUURA; COSTA; FOLEGATI, 2004).

A preferéncia nacional entre os cultivares disponiveis esta
relacionada aos padrdes regionais, culturais e histéricos. Os cultivares mais
difundidos no Brasil sdo: D’Angola, Grande Naine, Mac¢a, Mysore, Nanica, Nanicéo,
Pacovan, Prata, Prata And e Terra (BORGES; SOUZA, 2004).

Os brasileiros manifestam clara e constante preferéncia pelo sabor
da banana Prata (AGOPIAN et al., 2011; BORGES; SOUZA, 2004). Este cultivar
apresenta cachos que pesam, em média, 15 Kg e contém de 69 a 118 bananas. O
fruto possui tamanho médio, cujo comprimento varia de 10 a 13 cm e o diametro de
3,5 a 4,0 cm, com extremidade bem pronunciada, pontuda, casca fina de cor
amarelo-ouro e endocarpo de cor creme-résea palido (ALVES, 1999). Segundo
Borges e Souza (2004), a variedade Prata pode ser utilizada para processamento,

resultando em produtos de excelente qualidade.
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3.1.2 COMPOSIGCAO QUIMICA

A composigéo e o valor nutricional do fruto podem variar de acordo
com o local de cultivo, condi¢cdes climéticas, tratos culturais e variedade
(CARVALHO et al., 2009b). De acordo com Matsuura, Cardoso e Ribeiro (2002), os
atributos sensoriais da banana, tais como aroma, cor, sabor e textura sdo
influenciados, especialmente, pelos acidos, aglcares e compostos fendlicos.

De modo geral, a banana € uma fruta de elevado valor energético e
nutricional, pois apresenta alto teor de carboidratos totais (amido e acucares), teores
consideraveis de vitaminas (A, B e C) e minerais (célcio, fésforo, magnésio, potassio
e sodio) (BORGES; SOUZA, 2004). A composi¢cdo quimica geral de algumas
variedades de banana esta descrita na Tabela 1 (TACO-UNICAMP, 2011).

Tabela 1 - Composi¢do quimica de alguns cultivares de banana por 100g de polpa.
Composicao

Banana Ma¢cd Banana Nanica Banana Prata

(9/100 g)

Umidade 75,2 73,8 71,9
Proteina 1,8 1,4 1,3
Lipideos 0,1 0,1 0,1
Carboidratos 22,3 23,8 26,0
Fibra Alimentar 2,6 1,9 2,0
Cinzas 0,6 0,8 0,8
Minerais (mg/100 g)

Calcio 3,0 3,0 8,0
Magneésio 24,0 28,0 26,0

Fonte: Adaptado de TACO-UNICAMP (2011).

3.1.3 AMADURECIMENTO

Durante o amadurecimento de um fruto climatério, como a banana,
devido a atividade de iniUmeras enzimas, transformacdes bioquimicas ocorrem e
influenciam diretamente a qualidade e a aceitacdo do produto pelo consumidor. A
transformacdo bioquimica mais relevante € a conversdo de amido em acgucares
simples, com predominancia em sacarose, glicose e frutose (ADAO; GLORIA, 2005;
ALVARENGA et al.,, 2011; BORGES; SOUZA, 2004; LI et al., 2011; LIEW; LAU,
2012; MOHAPATRA et al., 2011; ZHANG et al., 2005).
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Adao e Gloria (2005); Borges e Souza (2004); Liew e Lau (2012)
observaram que durante a maturacdo da banana Prata a cor da casca muda de
verde para amarelo, em virtude da degradacdo da clorofila e da sintese de
carotendides. Manchas marrons afetam negativamente a aparéncia do fruto e
indicam produtos demasiadamente maduros. A cor da casca é geralmente utilizada
como método rapido para caracterizar o estado de amadurecimento do fruto
(BOUDHRIOUA; GIAMPAOLI; BONAZZI, 2003).

Figura 1 - Reducao do teor de amido e acumulo de acgUcares durante a evolucao da
coloracdo amarela da casca da banana.

95% 5%

5% 95%

AMIDO ACUCAR

(e

Fonte: BORGES e SOUZA, 2004.

Durante o amadurecimento, ha um significativo acréscimo na relagcéo
polpa/casca, devido a transferéncia osmoética de agua e de alguns componentes
quimicos da casca para a polpa, resultante da maior concentracdo de acglcares na
polpa. Tais mudancas podem explicar também a reducdo na concentracdo de
minerais na banana madura (ADAO; GLORIA, 2005; CARVALHO et al., 2009b;
CERQUEIRA DE JESUS et al., 2004).

Nessa fase, observa-se reducdo de compostos fendlicos de menor
peso molecular e aumento na concentracdo de substancias aromaticas, em virtude
do processo de biossintese de componentes volateis de aminoacidos e da [3-
oxidacdo. O acetato iso-amilico é considerado o principal constituinte do aroma
caracteristico da banana fresca (BOUDHRIOUA; GIAMPAOLI; BONAZZI, 2003;
RINALDI; CARMO; SALES, 2010).
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3.1.4 COLHEITA

A colheita requer cuidados especiais para ndo provocar danos que
possam prejudicar a aparéncia e a qualidade do fruto (CORDEIRO, 2000). Por ser
um fruto climatério, a banana pode ser colhida verde, ou seja, antes do completo
amadurecimento, que é atingido apos o pico respiratério (BORGES; SOUZA, 2004).

O numero de dias do lancamento da inflorescéncia até o
desenvolvimento fisiolégico dos frutos (idade do cacho) e a cor da casca séo bons
indicadores do grau de amadurecimento da banana, constituindo o principal critério
para a colheita. Este sistema correlaciona o grau de maturagdo com a idade do
cacho. A fruta deve chegar ao grau (diametro) dentro de certo limite de tempo,
evitando perdas por maturacdo e colheita prematura dos cachos (ALVES, 1999;
BORGES; SOUZA, 2004; CORDEIRO, 2000).

3.1.4.1 PERDAS POS-COLHEITA

O principal agravante da bananicultura consiste no elevado indice de
perdas pos-colheita, que pode atingir 40-50% do total produzido, sendo influenciado
por danos mecanicos, decorrentes do manuseio excessivo e incorreto, durante e
apos a colheita, e por condi¢cdes inadequadas de armazenamento (ALVARENGA et
al., 2011; CARVALHO et al., 2009a).

Contudo, estes residuos podem ser usados com propoésitos
industriais (ALVARENGA et al., 2011; CARVALHO et al., 2009b). Dentre os sistemas
de biotransformacéo, a producéo de bebidas fermentadas alcodlicas e acéticas pode
ser uma alternativa, visto que os produtos sdo mantidos em alcool e &acido
(HIDALGO et al., 2013).

3.1.5 PROCESSAMENTO DA BANANA

A banana, em geral, consumida de forma in natura (MOHAPATRA et
al., 2011), também apresenta grande versatilidade para os mais diversos tipos de
industrializagdo (CARVALHO et al., 2009b). Contudo, pequena parte é utilizada no
processo industrial (BORGES; SOUZA, 2004). Os principais produtos derivados da
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banana sdo as bebidas fermentadas, chips, suco, puré e farinha (MOHAPATRA et
al., 2011).

A banana constitui-se matéria-prima bastante favoravel a
fermentacao alcoolica, devido a abundancia e a concentracao relativamente alta de
acucares fermentesciveis e outros nutrientes que permitem o crescimento de
leveduras (ALVARENGA et al.,, 2011; ARRUDA et al., 2003; CARVALHO et al.,
2009a).

De acordo com Alvarenga et al. (2011) e Arruda et al. (2007), a
fermentacdo alcodlica de bananas, consideradas fora dos padrbes de qualidade
para consumo in natura e/ou excedentes, pode representar uma forma de minimizar
perdas pds-colheita, além diversificar a producéo e agregar valor ao produto.

Arruda et al. (2003) elaboraram bebida fermentada alcodlica a partir
do suco de banana, como forma alternativa do consumo desta fruta, minimizando
desperdicios. Isitua e Ibeh (2010) desenvolveram fermentados alcodlicos a partir de
residuos de bananas (Musa acuminata), acrescido de folhas de abdbora. Carvalho
et al. (2009a) indicaram efeito positivo do perfil de aclcares e de outros nutrientes
da banana na viabilidade e desempenho de leveduras cervejeiras e concluiram que
0 suco de banana pode ser usado como adjunto no processo de producdo de
cervejas. De acordo com Cheirsilp e Umsakul (2008) e Minh (2014), o fermentado
alcoodlico de banana apresenta 6timo aroma e pode ser considerada uma bebida
alcodlica saudavel.

Alves (1999) recomenda para a elaboragéo de bebidas fermentadas,
bananas em estagio avancado de maturacao, pois estardo desenvolvidas todas as
caracteristicas de aroma e sabor e as frutas apresentardo maiores quantidades
acucares fermentesciveis. As cascas devem ser removidas, pois além de contribuir
com pequena quantidade de acucar, constituem fonte de contaminagdo por

microrganismos e eventuais fungicidas.



22

3.2 HIDROLISE ENZIMATICA

Enzimas pectinoliticas ou pectinases compdem um grupo
heterogéneo de enzimas que hidrolisam substancias pécticas, complexo coloidal de
polissacarideos acidos. Podem ser produzidas por plantas, fungos filamentosos,
bactérias e leveduras (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; KASHYAP et al., 2001,
UENOJO; PASTORE, 2007).

Existem basicamente trés tipos de pectinases: a pectina esterase,
que remove 0 grupo metil éster; a despolimerase, que catalisa a clivagem das
ligacBes glicosidicas das substancias pécticas; e a protopectinase, que solubiliza a
protopectina para formar pectina altamente polimerizada (JAYANI; SAXENA,;
GUPTA, 2005; UENOJO; PASTORE, 2007).

Na industria de alimentos, as enzimas pectinoliticas podem ser
aplicadas na extracdo de sucos de frutas e 6leos citricos, fermentacdo de cha e
café, entre outras (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; UENOJO; PASTORE, 2007).

Na fabricacdo de fermentados alcodlicos, as enzimas pectinoliticas
melhoram a extracdo de componentes aromaticos e de cor e facilitam a clarificacao
e a filtracdo necessérias a bebida, aumentando o rendimento em &lcool e reduzindo
a formacdo de metanol e alcodis superiores (BYARUAGABA-BAZIRAKE;
RENSBURG; KYAMUHANGIRE, 2013; CHEIRSILP; UMSAKUL, 2008;
MOHAPATRA et al., 2011). Silva et al. (2009) verificaram aumento na quantidade de
acucares redutores e sélidos soluveis e reducédo de amido e celulose, mediante a

hidrélise enzimética.

3.3 FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacéo alcoolica € uma técnica viavel no desenvolvimento de
novos produtos. Envolve uma reacdo anaerObica que converte acucares
fermentesciveis em alcool, diéxido de carbono, biomassa celular e produtos
secundarios, tais como &cidos organicos, alcoois superiores, aldeidos, ésteres,
glicerol, metanol, responsaveis pelo aroma e sabor. Contudo, compostos
secundarios em excesso podem ser toxicos (ALVARENGA et al., 2011; SIQUEIRA et
al., 2008; ISITUA; IBEH, 2010; SWAMI; THAKOR, DIVATE, 2014).
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Os aldeidos s&o considerados intermediarios na formacgéo de alcodis
superiores. A maior parte da concentracdo de ésteres encontrada em fermentacfes
alcoolicas ocorre por meio do metabolismo intracelular, via reacéo acetil-coA, entre
etanol e demais alcodis (ALVARENGA et al., 2013). O glicerol pode ser produzido
como soluto compativel durante o estresse osmotico (SIQUEIRA et al., 2008). O
metanol, alcool tdxico, € produzido pela hidrélise natural da pectina no mosto
durante a fermentacdo (ALVARENGA et al., 2011).

A fermentacdo pode ser espontanea, realizada pela flora natural da
fruta ou controlada por cepas puras (ISITUA; IBEH, 2010). O uso de cepas
selecionadas desempenha um papel importante no controle do processo
fermentativo, pois permite obter produtos com reprodutibilidade, qualidade previsivel
e tempo programado (HIDALGO et al., 2013).

A S. cerevisiae, cepa mais comumente utilizada no processo de
fermentacao alcodlica, é capaz de transformar aglcares em &lcool e desenvolver
atributos sensoriais essenciais (ALVARENGA et al., 2011; HIDALGO et al., 2013).
Como aditivo alimentar, esta levedura é reconhecida como segura (GRAS) para
consumo humano (LIN; TANAKA, 2006).

O rendimento e a produtividade de alcool, a toleréncia ao estresse
imposto pela alta concentracédo de acUcares e alcool, a resisténcia a temperatura e a
habilidade de produzir ou ndo certos componentes aromaticos sdo fontes de
interesse na escolha da cepa de levedura a ser empregada na producéo de bebidas
alcoodlicas (ALVARENGA et al., 2011). De acordo com Carvalho et al. (2009a) e Minh
(2014), a eficiéncia da fermentacéo e a qualidade do produto final estdo intimamente
ligadas ao desempenho das leveduras no mosto. Parmar e Rupasinghe (2013)
afirmaram que melhores rendimentos em alcool podem ser alcancados pela
regulacéo das condicdes da fermentacéo, tais como pH, temperatura e concentracao
de acucares.

O processo fermentativo é exotérmico e a atividade da levedura é
regulada pela temperatura. Em altas temperaturas a levedura paralisa sua atividade,
provocando o término prematuro da fermentac&do. Baixas temperaturas permitem
obter alto rendimento em alcool pela fermentacdo completa e por minimizar perdas
por evaporacdo. A temperatura O6tima para a maioria das leveduras em fermentados
alcoolicos é de 25 a 30 °C (ARRUDA et al., 2003).
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De acordo com Siqueira et al. (2008), concentracbes altas de
substrato inibem o crescimento e a producdo de &lcool por leveduras, como
resultado da alta pressdo osmotica. Por outro lado, baixas taxas de diluicdo

representam economia de equipamento.

3.3.1 DEFINICAO DE FERMENTADO ALCOOLICO

A legislacao brasileira, por meio do decreto n° 6.871, de 4 de junho
de 2009, define fermentado de fruta como o produto obtido pela fermentacao
alcodlica do mosto de fruta sa, fresca e madura, podendo ser adicionado de
acucares e/ou agua. Deve apresentar graduacao alcodlica de 4 a 14% (v/v) a 20°C,
sendo denominado “fermentado de (nome da fruta)” (BRASIL, 2009).

A bebida devera ser obtida a partir de uma Unica espécie de fruta, de
seu respectivo suco integral ou concentrado ou de sua polpa, que podera ser
adicionada de agua. A composicao quimica do fermentado de fruta devera obedecer
aos limites fixados na Tabela 2 (BRASIL, 2009).

Tabela 2 - Parametros do fermentado de fruta.

Parametro Valor minimo Valor maximo
Graduacéo alcodlica (% v/v) a 20 °C 4,00 14,00
Acidez total (meq/L) 50,00 130,00
Acidez fixa (meqg/L) 30,00 -
Acidez volatil (meq/L) - 20,00
Extrato seco reduzido (g/L) 7,00 -

Fonte: Brasil (2009).

Para que o fermentado alcodlico seja considerado de qualidade é
necessario que a bebida atenda aos requisitos de identidade e qualidade
preconizados pela legislacao vigente, devendo apresentar limpidez, teor alcodlico
adequado e auséncia de corpos estranhos ou em suspenséao (BRASIL, 2009).

Teoricamente, qualquer fruto ou vegetal que contenha umidade,
acucares fermentesciveis e outros nutrientes para as leveduras pode servir como
matéria-prima para a produgcdo de fermentados alcodlicos, sendo necessaria a
adaptacdo do processo de acordo com a matéria-prima (VIEIRA, 2012;
ALVARENGA et al., 2013; ARRUDA et al., 2003; IDISE; ODUM, 2011).
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De acordo com Vieira (2012), bebidas fermentadas de frutas
constituem produtos promissores, devido a tendéncia de aceitacdo em pesquisas de

consumo e a contribuicdo na reducéo de perdas pés-colheita de frutos pereciveis.

3.3.2 ESTUDO CINETICO DA FERMENTAGAO ALCOOLICA

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste
essencialmente na analise da evolucédo dos valores de concentracdo de um ou mais
componentes do sistema de cultivo (biomassa X, metabdlito P e substrato S), em
funcdo do tempo de fermentag&do. Tais valores experimentais de concentracéao,
guando representados em funcdo do tempo, permitem tragar curvas de ajuste, que
sao indicadas por X = X(t), P = P(t) e S = S(t). Através do conhecimento da cinética
do processo, torna-se viavel a transposicdo de um experimento de laboratério para
escala industrial (HISS, 2001).

De acordo com Siqueira et al. (2008), intensas pesquisas cinéticas
tem sido realizadas para obter organismos fermentativos mais eficientes, substratos

de baixo custo e melhores condi¢des de fermentagéo.

3.4 VINAGRE

O vinagre € um produto utilizado por diversas culturas e consumido
por todas as classes sociais, como condimento, saborizante, preservativo, agente de
limpeza, etc. (BORTOLINI; SANT'ANNA; TORRES, 2001; SAHA; BANERJEE, 2013;
SPINOSA et al., 2015).

No continente asiatico, os fermentados acéticos sdo amplamente
empregados pela populagcdo como bebida com apelo funcional, e na Europa assume
outras funcbes, tais como desinfetante, neutralizante de odor, entre outros,
alcancando alto consumo per capita (1,8 L/ano) (SPINOSA et al., 2015).

Devido a ascensdo do poder aquisitivo, 0 uso de vinagre no Brasil
tem aumentado, entretanto, o consumo ainda é considerado baixo (0,8 L/ano)
(SPINOSA et al, 2015). Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), 170 milhdes de litros de vinagre sd&o consumidos

anualmente, sendo 80% vinagre de alcool. A regido Sudeste responde por 53% do
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consumo nacional, seguida pelas regides Sul (23%), Norte-Nordeste (19%) e
Centro-Oeste (5%) (ANAV, 2015).

3.4.1 DEFINICAO E PARAMETROS DO VINAGRE

A FAOQ define vinagre como liquido permitido para consumo humano,
produzido a partir de matérias-primas de origem agricola que contenham amido e/ou
acucares, por meio de duas fermentacdes consecutivas: a fermentacédo alcodlica,
pela acédo das leveduras, que converte aglcares em alcool; e a fermentagao acética,
que transforma alcool em &cido acético atraves das bactérias acéticas (PARRONDO
et al, 2003; SAHA; BANERJEE, 2013). De acordo com a Food and Drug
Administration (FDA), o vinagre é uma solucdo azeda que ndo contém menos que
4% de &cido acético (20 °C) (SAHA; BANERJEE, 2013).

A Instrucdo Normativa n° 6 (2012) do MAPA estabelece para o
vinagre de fruta, acidez volatil minima de 4,0 g/100 mL (4%), expressa em acido
acético e graduacdo alcodlica maxima de 1% (v/v) a 20 °C. As caracteristicas
sensoriais e fisico-quimicas do fermentado acético deverdo estar em consonéancia
com a composicdo do produto. O fermentado acético de fruta ndo podera conter
microrganismo prejudicial a estabilizacdo biol6gica e a qualidade do produto e

devera apresentar os parametros estabelecidos na Tabela 3 (BRASIL, 2012).

Tabela 3 - Parametros do fermentado acético de fruta.

Parametro Valor
Minimo Maximo
Acidez volatil em acido acético 4.00 ]
(g/100 mL) '
Alcool (% v/v) a 20 °C - 1,00
Cinzas (g/L) 1,00 5,00
Extrato seco reduzido (g/L) 6,00 -
Sulfatos (g/L de sulfato de
. - 1,00
potassio)
Auséncia de elementos estranhos a sua
Aspecto .
natureza e composicao
Cheiro Caracteristico
Sabor Acido
Cor De aco_rd9 com a matéria-prima de origem e
composi¢ao

Fonte: Brasil (2012).
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Em linhas gerais, vinagres de frutas sao considerados superiores em
relacdo a qualidade nutricional e sensorial quando comparados a outros tipos de
vinagres, por conterem inUmeras substancias assimilaveis ao organismo, como
vitaminas e acidos organicos originarios do fruto (BORTOLINI; SANT'ANNA;
TORRES, 2001; HIDALGO et al., 2013; MARQUES et al., 2010; TESSARO et al.,
2010).

Além da matéria-prima, a qualidade final do vinagre pode ser
influenciada pelo sistema de acetificacdo e pela presenca ou ndo do processo de
envelhecimento (MARQUES et al., 2010).

3.4.2 FERMENTAGAO ACETICA

A producao de vinagre compreende essencialmente duas etapas: a
conversao anaerobica de acucares em alcool pela acdo das leveduras, geralmente a
S. cerevisiae, e a oxidacdo aerObica de etanol em &cido acético por bactérias
acéticas (HIDALGO et al., 2013; SAHA; BANERJE, 2013). O Esquema 1 mostra a

producgéo do vinagre.

Esquema 1 - Producéo de vinagre.

FERMENTACAO ALCOOLICA

Leveduras
CsH1206 > 2 CoHsOH + 2 CO;
Glicose Processo anaerébico Alcool etilico + Gas carbbnico

FERMENTACAO ACETICA

Bactérias acéticas
(;2H50H > QH3COOH + H,0O
Alcool etilico Processo aerébico Acido acético

Conversao tedrica
1 g de glicose 0,51 g alcool etilico 0,76 g acido acético

Fonte: Adams e Moss (2008).
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A transformacdo de &lcool em acido acético gera um produto
estavel, devido ao pH reduzido, e permite manter a maioria dos componentes da
matéria-prima (HIDALGO et al., 2013).

De acordo com Parmar e Rupasinghe (2013), a taxa de &acido
aceético produzido depende da concentracdo de &lcool inicial, da temperatura, da
disponibilidade de oxigénio, da concentracdo de acido acético e da quantidade de
inoculo.

A acetificacdo tem sido tradicionalmente limitada ao uso de “mae do
vinagre” como indculo. Neste caso, o produto obtido é resultado da competi¢cdo entre
0S microrganismos, especificadamente bactérias acéticas, presentes em uma cultura
mista indefinida, que ndo garantem o controle do processo e a qualidade do produto
final. Recentemente, o uso de culturas puras na producdo de vinagre tem sido
testado, contudo, os resultados n&o séo satisfatorios (HIDALGO et al., 2013).

Segundo Hidalgo et al. (2013), o tamanho, a forma e o material do
acetificador também promovem efeitos importantes no desenvolvimento do
processo.

Considerando a limitada disponibilidade de tecnologia para producao
de fermentados acéticos, o potencial consumo do produto e a fabricacdo de vinagre
proporcionar uma alternativa de utilizacdo de matérias-primas excedentes, Spinosa
et al. (2015) estudaram a producdo de vinagre de arroz; Saha e Banerjee (2013)
avaliaram a producdo de vinagre de banana da variedade Singhapuri, utilizando
bactérias do género Acetobacter. llha et al. (2009) encontraram rendimentos
considerados econémicos na producdo de vinagre de mel, através de processo
rapido. Bortolini; Sant'anna; Torres (2001) analisaram a fermentacédo alcodlica e
acética de sucos de kiwi em diferentes composicdes de mosto. Parmar e
Rupasinghe (2013) avaliaram o uso de bagaco de macad para producdo de
fermentado alcodlico e acético.
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3.4.3 PROCESSOS DE FABRICACAO

Existem trés processos principais de producao de vinagre: processo
lento ou Orleans, rapido ou Alemdo e submerso (SAHA; BANERJEE, 2013;
SPINOSA et al., 2015).

O processo Orleans € 0 mais antigo e tradicional método de
elaboracdo do vinagre. O fermentado alcodlico € colocado para acetificar em barris
de madeira adaptados. Dentre os aspectos negativos do processo, destaca-se a
possibilidade de proliferacdo de bactérias e o baixo rendimento (RIZZON;
MENEGUZZO, 2002).

O processo Alemdao utiliza-se de gerador sob forma cilindrica,
apresentando trés partes: a se¢ao superior; a secdo maior, preenchida por materiais
porosos, tais como sabugo de milho, engago de uva, entre outros, com o intuito de
aumentar a superficie de contato das bactérias acéticas com o fermentado alcodlico;
e a secao inferior. Os inconvenientes do processo implicam nas perdas de
substancias volateis por evaporacdo e na necessidade de limpeza periddica do
suporte (RIZZON; MENEGUZZO, 2002).

O processo submerso se baseia na presenca de bactérias acéticas
submersas no fermentado alcodlico a acetificar (RIZZON; MENEGUZZO, 2002). Tais
bactérias demandam suprimento adequado e continuo de oxigénio em todas as
partes do acetificador. A interrupcao no fornecimento de oxigénio, especialmente no
final da fermentacédo, afeta o desempenho do mesmo. Nesse processo, as bactérias
acéticas apresentam melhor habilidade de adaptacédo aos agentes inibidores do que

no processo de acetificacdo rapida (SPINOSA et al., 2015).
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a fermentacéo alcoodlica (processo com agitacao
(A) e estatico (E)), seguida da fermentacéo acética submersa, da polpa de banana
Prata hidrolisada. Os parametros cinéticos da fermentacdo alcodlica para os
metabolitos etanol e glicerol foram no processo (A): Pp.et 1,15 g/L.h; Ppg 0,374 g/L.h;
Y2.et 60,21%; Yo.q1 3,10%; Ypis-et 30,77% € Ypis.g 9,38% com 29 e 27 h; e no processo
(E): Pp-et 0,89 g/L.h; Ppg 0,191 g/L.h; Yot 72,05%; Yog 1,82%; Ypsset 36,82% € Yoisgl
7,55% com 47 e 45 h, respectivamente. Os parametros cinéticos da fermentacéo
acética foram: tempo médio de 39,9 h; naa 53,1% e Paa 0,216 g/L.h. Os produtos
foram caracterizados quanto ao perfil fisico-quimico, conteido mineral e compostos
volateis. O vinho do processo (A) apresentou 5,73% de teor alcodlico e do processo
(E) 6,81% (v/v). O vinagre apresentou 4,92% (m/v) de acido acético. Nos vinhos (A)

e (E) e no vinagre foram encontrados 10, 9 e 7 compostos volateis, respectivamente.

Palavras-chave: Etanol, Acido acético, Processo com agitacdo, Processo estatico,

Processo submerso.
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Nomenclatura

(A) — processo com agitacao

St — concentracao final de acucar (g/L)

(E) — processo estatico

P, — produtividade em etanol ou glicerol (g/L.h)

ATT — acidez total titulavel (g/100 mL)

P, — produtividade em biomassa (g/L.h)

AV — acidez volatil (g/100 mL)

I, — taxa de produgdo de etanol ou glicerol, dP/dt
(g9/L.h)

AF — acidez fixa (g/100 mL)

rs — taxa de consumo de acgucar, dS/dt (g/L.h)

TA —teor alcodlico (g/L)

r« — taxa de producdo de biomassa, dX/dt (g/L.h)

AT — acgucares totais (g/L)

U, — velocidade especifica de produgéo de etanol

ou glicerol, r,.1/X (h™)

SST - sélidos sollveis totais (°Bx)

Hs— velocidade especifica de consumo de acucar,
rs.1/X (h™)

EST — extrato seco total (g/L)

Mx — Velocidade especifica de producdo de
biomassa, r,.1/X (h™)

ESR — extrato seco reduzido (g/L)

Yus — fator de conversdo de agucar/etanol em
etanol/glicerol, ry/rs (9/9)

P — concentracgdo de etanol ou glicerol (g/L)

Yus — fator de conversao de aglcar em biomassa,

rdrs (9/9)

S — concentragdo de agucar (g/L)

Youx — fator de conversdo de biomassa em

etanol/glicerol, ry/r, (9/9)

X — concentracdo de biomassa (g/L)

Y, — rendimento em etanol/glicerol sobre o

acucar/etanol inicial (%)

N — nimero de células (log ou In N/mL)

Y, — rendimento em etanol/glicerol sobre o agucar

consumido/etanol produzido (%)

P, — concentracéo inicial de etanol ou glicerol
(g/L)

CT - concentracéo total (%)

Xo — concentracao inicial de biomassa (g/L)

GK — Gesammte Konzentration (m/v)

S — concentracao inicial de agucar (g/L)

Rgk— rendimento GK (%)

P: — concentracdo final de etanol ou glicerol
(g/L)

Naa— rendimento em 4cido aceético (%)

X¢ — concentracéo final de biomassa (g/L)

Paa — produtividade em acido acético (g/L.h)
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1. Introducéo

Banana (Musa spp.), originaria da Asia, € um termo geral abrangente a um nimero
de espécies ou hibridos do género Musa da familia Musacea. E uma das frutas mais
cultivadas e consumidas do mundo, sendo explorada principalmente nos paises
tropicais (Carvalho et al., 2009).

Parte consideravel (40-50%) da producdo mundial de banana é descartada, devido
ao manuseio excessivo e armazenamento inadequado, durante e apds a colheita.
Estes residuos podem ser usados com propésitos industriais, reduzindo as perdas
pés-colheita, diversificando a producdo e agregando valor ao produto (Alvarenga et
al., 2011).

A fermentacdo € uma técnica viavel no desenvolvimento de novos produtos. A
fermentacdo alcodlica envolve uma reacdo anaerébica, sendo a Saccharomyces
cerevisiae a levedura mais comumente utilizada, que converte acucares
fermentesciveis em alcool, diéxido de carbono, biomassa e produtos secundarios,
tais como acidos organicos, alcoois superiores, aldeidos, ésteres, glicerol, metanol,
responsaveis pelos atributos sensoriais essenciais, tais como aroma e sabor
(Spinosa et al., 2016). Contudo, compostos secundarios em excesso podem ser
toxicos. A eficiéncia da fermentacdo e a qualidade do produto final estdo
intimamente ligadas ao desempenho da levedura no mosto (Alvarenga et al., 2011).
O vinagre é utilizado por diversas culturas e consumido por todas as classes sociais,
como condimento, saborizante, preservativo, agente de limpeza, entre outros
(Spinosa et al., 2015). Sua producdo consiste em duas etapas consecutivas: a
fermentacdo alcodlica, pela acdo de leveduras, seguida da fermentacdo acética,
onde ocorre a oxidacao de alcool a acido acético através das bactérias acéticas, em
meio aerdbico, com a formacado de outros compostos secundarios (Parrondo et al.,
2003).

Vinagres de frutas sédo considerados superiores em relacdo a qualidade nutricional e
sensorial quando comparados a outros tipos de vinagres, por conterem inimeras
substancias assimilaveis ao organismo, como vitaminas e acidos orgénicos (Tessaro
et al., 2010).

De acordo com Siqueira et al. (2008), intensas pesquisas cinéticas tem sido
realizadas para obter organismos fermentativos mais eficientes, substratos de baixo

custo e melhores condi¢des de fermentacdo. Através do conhecimento da cinética
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do processo, torna-se viavel a transposicdo de um experimento de laboratério para
escala industrial.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi obter vinho e na sequéncia vinagre, a
partir de polpa de banana prata hidrolisada; determinar os parametros cinéticos da
fermentacao alcodlica (processo com agitacdo (A) e estético (E)) e da fermentacdo
aceética submersa; e caracterizar os produtos obtidos quanto ao perfil fisico-quimico,

conteudo mineral e compostos volateis.
2. Material e métodos
2.1. Processamento e obtencao da polpa de banana Prata

Bananas (Musa spp.) da variedade Prata, excedentes de oferta, no estagio 8 de
maturacéo, segundo a escala de Wills (1998) foram adquiridas no comércio local de
Cornélio Procépio, Parana - Brasil. Os frutos, previamente selecionados pela
sanidade e auséncia de injarias, foram submetidos a higienizacao por imersdo em
solugcdo de cloro ativo (100 mg/L) por 15 min. Os frutos foram enxaguados e
descascados manualmente. O rendimento em polpa dos frutos foi realizado por
gravimetria em balanca semi-analitica (AS5000C, Marconi®, Brasil), expresso em
porcentagem (% m/m). A polpa foi triturada em liquidificador doméstico (Walita®,
Brasil) durante 5 min e acondicionada em recipientes de plastico, mantidos a

temperatura de -20 °C.
2.2. Caracterizacgao fisico-quimica da polpa

As andlises de acidez total titulavel (ATT), cinzas, lipideos, pH (PG2000, Gehaka®,
Brasil), umidade, proteinas, solidos solluveis totais (SST) (Refratdmetro - RM40,
Mettler Toledo®, EUA) foram realizadas de acordo com AOAC (2012). Os acucares
totais (AT) foram quantificados em espectrofotbmetro (Genesis 6, Thermo Electron
Corporation®, EUA) a 490 nm, conforme descrito por DuBois et al. (1956). O
conteudo de carboidratos foi obtido por diferenca, em porcentagem, do teor de
umidade, proteinas, lipideos e cinzas para o total, em base seca. Os minerais foram
determinados em espectrofotbmetro de plasma induzido por argénio (ICP/OES,
Optima 8300 — Perkin Elmer®, EUA), de acordo com APHA (1998).
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2.3. Hidrdlise enziméatica da polpa

O teor de SST da polpa foi ajustado com agua destilada para 15 °Bx. Em seguida,
submeteu-se a hidrélise, utilizando-se 0,025 g da enzima pectinase (Pectinex® Ultra
SP-L) para cada 100 g de polpa de banana, a temperatura ambiente por 2 h
(Alvarenga et al. 2011). A poligalacturonase Pectinex® Ultra SP-L (Lote KRN05639,
NOVOZYMES®, Dinamarca) apresentava atividade enzimatica igual a 3800
PGNU/mL. Apés a hidrolise, a enzima foi inativada por aquecimento a 121°C por 15

min e procedeu-se o resfriamento em banho de gelo.

2.4. Preparo do inéculo

Células de levedura liofilizada S. cerevisiae ATCC 2345, fornecidas pela Fundacao
Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André Tosello” (Campinas, Sdo Paulo - Brasil),
foram reidratadas em agua destilada estéril. Em seguida, foram transferidas para o
meio YMB (Yeast Mannitol Broth) e incubado em agitador orbital (CT-712 R,
Cientec®, Brasil) a 120 rpm, 30°C por 24 h. Paralelamente, o hidrolisado de banana
(15 °Bx) foi diluido a 4, 6, 8, 10, 12 e 14 °Bx, adicionados de nutrientes (Spinosa et
al., 2016). Ap6s 24 h, 10% (v/v) do YMB contendo a S. cerevisiae foi transferido ao
hidrolisado de banana de 4 °Bx e o material foi incubado em agitador orbital a 120
rpm, 30 °C por 24 h. Posteriormente, 10% (v/v) do hidrolisado de 4 °Bx foi transferido
ao hidrolisado de banana de 6 °Bx e incubado em agitador orbital nas mesmas
condi¢Oes citadas. Repetiu-se a sequéncia anterior nas demais polpas hidrolisadas
(8, 10, 12 e 14 °Bx) até se obter quantidade suficiente de indculo (25% v/v do total),
contendo 8 log de células viaveis/mL, para transferir a polpa de banana hidrolisada
de 15°Bx. A contagem das células viaveis/mL foi realizada em camara de Neubauer

(Spinosa et al., 2016). A biomassa foi determinada segundo Alvarenga et al. (2011).



40

2.5. Fermentacéo alcodlica com agitacéo (A) e estatica (E)

As fermentacbes alcodlicas com agitacdo a 600 rpm (A) e estatica (E) foram
conduzidos em biorreator (Rubia Basic, Biofoco®, Brasil), com capacidade total e util
de 6 L e 4 L, respectivamente, dotado de agitacao, aeragéo, controle de temperatura
e pH. Em ambos os casos, o biorreator foi alimentado com mosto hidrolisado de 15
°Bx e inoculo de S. cerevisiae (25% v/v), obtido conforme descrito no item 2.4. As
fermentacdes foram conduzidas a 30 °C e acompanhadas por 71 h, periodo em que
cessou a formacao de bolhas de CO,. Ao longo da fermentacdo, foram retiradas
amostras em intervalos de 2 h, totalizando 37 pontos amostrais. O numero de
células foi determinado logo apdés a retirada das amostras (Spinosa et al., 2016). Em
seguida, foram centrifugadas (5804R, Eppendorf® AG, Alemanha) a 10.000 rpm por
10 min. Os sobrenadantes foram mantidos a -20 °C para posterior determinacao dos

parametros cinéticos.

2.6. Monitoramento dos processos de fermentacao alcodlica

Os processos foram monitorados através dos parametros de ATT, SST, pH, AT,
contagem de células viaveis/mL e biomassa, realizados conforme descrito nos itens
anteriores. O teor alcodlico (TA) foi determinado em densimetro digital eletrénico
(DDM 2911, Rudolph Research Analytical®, EUA) e o resultado em massa por
volume foi calculado utilizando tabelas de conversao predefinidas a 20 °C (CTC,
2011). O teor de glicerol foi determinado por método enzimético de triglicerideos
(Lote 40930041, Bioliquid®, Laborclin®, Brasil) medidos em espectrofotdmetro a 510

nm (Genesis 6, Thermo Electron Corporation ®, EUA) (McGowan et al., 1983).
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2.7. Parametros cinéticos dos processos de fermentacao alcoolica

Os parametros determinados para o0s metabodlitos etanol e glicerol foram:
produtividade em etanol e glicerol {P, = Pr—P,/t} e produtividade em biomassa
{P, = X; — Xy /t}, expressos em g/L.h; rendimento em etanol sobre o agucar inicial
{Y; = (F;—Py/Sp * 0.511) * 100} e sobre o] acucar consumido
{Y, = (P —Py/(Sg — S¢)) * 0.511 = 100}, rendimento em glicerol sobre o etanol inicial
{Y1 = ((Pr — Po)giicerol /Poetanol * 0.088) * 100} e sobre o etanol produzido {Y, =

(Pr — Po)giicerot /(Po — Pr)etanol ) * 0.088 * 100}, expressos em %; fator de conversao
de acucar em biomassa {Yy/s = (Xf — Xo/So — S¢) * 100}, fator de conversdo de
aglcar/etanol em etanol/glicerol  {Y,,s = (P —P;/So — Sf) * 100} e fator de

conversdo de etanol/glicerol em biomassa {Y/, = (Xf — Xo/P: — P;) * 100, expressos

~ . ax p
em %; taxa de producdo de biomassa {r, =E}’ taxa de consumo de acucar

{r, = Z—i} e taxa de producdo de etanol/glicerol {r, = Z—i}, expressos em g/L.h;

1

velocidade especifica de produgdo de biomassa {u, = < * i—)t(}, velocidade especifica

de consumo de aglcar {j = %* (— %)} e velocidade especifica de producédo de

etanol/glicerol {up = %* Z—l:}, expressos em h. Onde: P, X e S representam etanol ou

glicerol, biomassa e acucar e 0s itens subscritos o e ; representam a concentracao
inicial e final, respectivamente. O valor de 0,511 foi considerado o rendimento
estequiométrico na conversao de aclUcares em etanol e 0,088 foi considerado o
rendimento estequiométrico na relacdo etanol e glicerol (Spinosa et al., 2016). Os
dados experimentais foram ajustados e comparados com 0s previstos pelo modelo
matematico (equacéo polinomial de terceira ordem) utilizando o software Matlab®
R2010a.

2.8. In6culo do vinagre

Acetobacter sp, obtidas junto a empresa Tecnhologia em Saude Industria de
Alimentos, localizada (Assis, S&o Paulo - Brasil) foram utilizadas na fermentacéo
acética submersa. Tais bactérias sdo selecionadas espontaneamente, em funcéo da

acidez do meio em que sdo mantidas (Spinosa et al., 2015).
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2.9. Fermentacao acética

O vinho (TA de 72 g/L a 20 °C e pH de 4,0) obtido no processo estéatico (E) foi
utilizado na fermentacéo acética submersa. A acetificacdo foi realizada em biorreator
(Rubia Basic, Biofoco®, Brasil) conduzido a 30 °C, com agitacdo de 500 rpm e vaz&o

de aeracédo de 1 L/min e 0,25 vwm (volume de ar por volume de meio, por minuto).
2.10. Monitoramento da fermentacdo acética submersa

O processo foi monitorado através dos parametros de ATT, pH, TA (descritos nos
itens anteriores) e contagem do namero de células viaveis e ndo viaveis de bactérias
acéticas/mL em camara de Neubauer com o uso de corante azul de trypan 0,2%, por
16 dias. As andlises de ATT e TA foram utilizadas como parametros para a carga e
descarga dos 7 ciclos fermentativos, realizados segundo Spinosa et al. (2015). A
concentracdo total (CT) foi calculada pela soma da TA e ATT sendo que a CT

(concentracdo total) inicial era de 8,0% (m/v).
2.11. Parametros cinéticos da fermentacéo acética

O rendimento Rgk {Rek = (GKfinal /GKinicial ) * 100}, conversdo de alcool a &cido
acético, expresso em %, foi calculado por meio da CT. O rendimento percentual em
acido acetico {n_, = [AA (g/L) = 0.77/P,(g/L)] * 100} foi obtido por meio da razdo da
massa do acido acético produzido (AA) (g/L) e o TA inicial (Po) (g/L). O valor de 0,77
foi considerado como o rendimento estequiométrico na conversdo de etanol em

acido acético. A produtividade do acido acético
{P, = V,,(L) * AA (%) [Vt (L) *t (h)}, expressa em g/L.h, foi calculado
considerando V5, como o volume (L) de &cido acético produzido; AA como a massa

de acido acético no volume produzido (g/L); t como o tempo de fermentacéo do ciclo
(h); € Viotas cCOMo volume do acetador, no caso 6 L (Spinosa et al., 2015).
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2.12. Tratamento final dos vinhos e vinagre

Ao final da fermentacdo alcoodlica ou acética, os vinhos e o vinagre bruto foram
centrifugados para a retirada de material em suspensao e envasados em frascos de

vidro.
2.13. Caracterizagéo dos vinhos e do vinagre

As andlises de ATT, acidez volatil (AV) e acidez fixa (AF), cinzas, TA a 20 °C, pH,
SST, extrato seco total (EST) e extrato seco reduzido (ESR) foram realizados de
acordo com AOAC (2012), AT baseado em DuBois et al. (1956); glicerol segundo
McGowan et al. (1983) e os compostos minerais por APHA (1998). A determinacgéo
dos compostos volateis foi realizada em cromatografo gasoso (QP - 2010 Plus
Shimadzu®, Jap&o), equipado com a coluna Stabilwax - DA® (Crossbond Carbowax
Polietileno Glicol, 30 m x 0.18 mm x 0.18 pym espessura do filme - Restek®, EUA) e
um detector por ionizacdo de chama (CG/FID), seguindo condi¢cBes descritas por
Bortoletto e Alcarde (2013). O acido acético foi determinado por volumetria de
neutralizacdo, ap0ds destilacdo da amostra por arraste a vapor (MAPA, 2005).

3. Resultados e discusséo
3.1. Caracterizacdo da polpa de banana

A razdo polpa/casca para banana Prata foi de 2,48 e o rendimento em polpa foi de
71,28%. A caracterizacao fisico-quimica da polpa estad apresentada na Tabela S1.
Carboidratos séo os principais constituintes da polpa da banana. Apresenta também
pequenas quantidades de cinzas, lipideos, proteinas e baixa acidez que favorecem o
processo fermentativo. Os minerais determinados na polpa de banana Prata
encontram-se na Tabela S2 e foram similares aos determinados por Wall (2006) em
banana (Musa sp.) proveniente do Hawai. Os minerais afetam o desempenho da
fermentacdo alcodlica, uma discussdo mais aprofundada da importancia de cada

mineral no processo de fermentagao pode ser vista em Spinosa et al. (2016).
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3.2. Monitoramento da fermentacéo alcodlica com agitacao (A) e estatica (E)

Durante os diferentes sistemas de fermentacdo alcodlica, o comportamento da
levedura foi avaliado, dando énfase aos valores maximos dos parametros de
producdo de etanol e glicerol (Figura 1). Os experimentos foram delineados com
namero de células e concentracdo de acUcares suficientes para que a S. cerevisiae

utilizasse a rota fermentativa.
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Figura 1. Processo fermentativo (A) e (E): (%) numero de células; (o) producéo de
biomassa; (®) consumo de AT; (A) producéo de etanol; (*) producédo de glicerol e
(o) variagao de SST versus tempo.
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Em ambos os casos, o numero inicial de células foi de, aproximadamente, 18,5 In
N/mL e a biomassa de 0,19 (A) e 0,17 g/L (E) (Figura 1). A concentracdo de
substrato inicial, em termos de AT, nos processos (A) e (E) foram de 121 g/L. No
intervalo de 0 a 29 h, AT reduziram, aproximadamente, 90% (12,7 g/L) no processo
(A), enquanto a biomassa duplicou. No intervalo de 0 a 45 h da fermentagéo (E),
houve reducdo de praticamente 95% de AT (6,7 g/L) e a duplicacdo da biomassa.
Apos estes intervalos, as biomassas reduziram cerca de 25% (0,3 g/L depois de 71
h de fermentacdo) em relacdo a maxima alcancada em ambos os processos (A) e
(E), provavelmente devido a combinagéo de baixa concentracdo de substrato e alta
concentracdo de alcool. Entre os fatores que afetam a habilidade de fermentacéo da
levedura, a composi¢cao do meio € uma das mais importantes (Carvalho et al., 2009).
A maxima conversdo de acucar em etanol foi obtida no tempo de 29 h com producao
de 45,9 g/L de etanol e de 47 h com 54,3 g/L de etanol para os processos (A) e (E),
respectivamente (Figura 1). A concentragdo do etanol decresceu em ambos o0s
casos apods 71 h, atingindo 36,5 g/L para o processo (A) e 42,8 g/L para o (E). Em
cultivos descontinuos, como nos processos (A) e (E), elevadas concentracdes de
acucares podem resultar numa repressao, conhecida como Efeito Crabtree, na qual
as enzimas da respiracdo microbiana sédo inibidas e a producéo de etanol aumenta.
A S. cerevisiae é um microrganismo anaerobio facultativo e a fermentacao € sua rota
metabdlica preferencial, mesmo na presenca de oxigénio. Por outro lado, a S.
cerevisiae € capaz de oxidar o etanol produzido a diéxido de carbono e agua, fato
que explica o declinio deste composto durante o experimento (Win et al., 1996).

A quantidade de etanol produzida nas fermentacées (A) e (E) foi menor que a tedrica
de 62,13 g/L e 61,67 g/L, respectivamente. Alguns dados explicam porque o etanol
produzido € sempre menor do que o etanol teorico, cerca de 5% de AT séo
convertidos em produtos secundarios; 2,5% s&o consumidos pelas leveduras como
fonte de carbono e 0,5% é acucar residual ndo fermentescivel. Cerca de 4% dos
acucares metabolizados pelas leveduras sdo convertidos em glicerol, alcool simples
produzido pela S. cerevisiae durante a fermentacéo de glicose a alcool, com o intuito
de manter o balanco redox. Contudo, glicerol em excesso, pode reduzir o
rendimento em etanol do vinho (Byaruagaba-Bazirake et al. 2013).

A méaxima producdo de glicerol nos processos (A) e (E) ocorreu apds 27 e 45 h
(Figura 1), com 10,5 g/L e 9,4 g/L, respectivamente. Fatores tais como temperatura,

aeracdo, concentracdo de acucar e estresse osmotico afetam o rendimento de
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glicerol (Alvarenga et al., 2011; Siqueira et al., 2008). De acordo com Wang et al.
(2001), em processos com aeracdo reduzida, maior quantidade de acucar é
convertida em alcool e acetato de etila, assim a producdo de glicerol diminui
significativamente, conforme ocorrido no processo (E) (Tabela 3). Os produtos
obtidos nos processos (A) e (E) apresentaram TA de 5,73 g/L e 6,81 g/L; acetato de
etila de 18,1 mg/L e 23,2 mg/L; e glicerol de 10,4 g/L e 9,2 g/L, respectivamente.

Os dados de consumo de AT corroboram com os dados de variacado de SST (°Bx)
em funcdo do tempo de fermentacdo (h). Durante o processo fermentativo (A), 0s
SST reduziram cerca de 60% com 29 h, e no processo (E) reduziram,
aproximadamente, 70% com 47 h. No inicio da fermentacdo (A), os valores de AT e
SST eram de 121,6 g/L e 13 °Bx, e com 29 h, detectaram-se 12,7 g/L e 5,2 °Bx,
respectivamente. Na fermentacdo (E), os valores iniciais de AT e SST foram de
120,7 g/L e 13,5 °Bx, e com 47 h, verificaram-se valores de 6,6 g/L e 4,4 °BXx,
respectivamente. A partir de 29 e 47 h, em ambos os processos (A) e (E), o
consumo dos AT e a queda dos valores de SST foram mais vagarosas. Arruda et al.
(2003) e Akubor et al. (2003), em estudo fermentativo (30 °C por 10 dias) com
bananas (Musa Sapientum), observaram decréscimo brusco no teor de SST de 16
°Bx para 6 °Bx e de 18 °Bx para 4,8 °Bx, respectivamente. A fermentagdo alcoodlica
incompleta, com presenca de acUcares residuais, € um problema crénico na
industria de fermentados de frutas, pois resultam em processo fermentativo longo,
com instabilidade microbiana e surgimento de sabores desagradaveis no produto
final (Wang et al., 2001). A fermentacéo presa (stuck) ocorre quando as leveduras
ndo utilizam completamente os aclcares disponiveis, reduzindo a taxa de
fermentacado ou cessando-a (Swami et al., 2014).

Durante o processo fermentativo (A), o pH inicial do mosto era de 4,2, decaiu para
3,9 apés 17 h, mantendo-se até 39 h. Em seguida, o pH aumentou e permaneceu
em 4,0 até o final do experimento (71 h). Na fermentacdo (E), o pH iniciou-se em
4,1, sofrendo decréscimo para 3,9 ap6s 13 h, valor estavel até 55 h. Apés esse
periodo, atingiu e permaneceu em 4,0. Akubor et al. (2003) observaram queda de
pH de 4,45 para 3,30 durante 10 dias de fermentacdo. Idise e Odum (2011)
acompanharam a produgéo de vinho de banana (M. Sapientum) e observaram que o
pH iniciou em 4,3 (0 h), reduziu para 3,4 (72 h) e terminou com 3,3 (144 h). A

reducdo do pH, aparentemente, devido a producdo de &cidos, € interessante para
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inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis (Akubor et al., 2003; Idise;
Oddum, 2011).

3.3. Parametros cinéticos dos processos de fermentacédo alcodlica

Os resultados experimentais de consumo de AT e producédo de etanol, glicerol e

biomassa em funcéo do tempo, estdo apresentados nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2. Monitoramento da fermentacdo alcodlica, processo (A) como formas
abertas e (E) como formas sélidas: (a) consumo dos AT (S); (o) producdo de etanol
(P); e () producéo de biomassa (X) a 30 °C por 71 h.
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Figura 3. Monitoramento da fermentacdo alcodlica, processo (A) como formas
abertas e (E) como formas solidas: (A) consumo dos AT (S); (o) producéo de glicerol
(P); e (%) producéo de biomassa (X) a 30 °C por 71 h.
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O consumo dos AT (S), que foram convertidos a etanol ou glicerol (P), o nUmero de

células (N) e a biomassa (X) formada em funcdo do tempo de fermentacdo (h),

representados nas Figuras 2 e 3, foram obtidos através dos dados experimentais e

utilizados para prever o modelo matematico gerado a partir de um ajuste polinomial

de terceira ordem, conforme as equacdes (1-10), onde o RMSE ¢é a raiz quadrada

do erro médio.

Agitado
(A)

Estatico

(E)

In N(t) = 1,259x10°t> — 0,001848t° + 0,0757t + 18,62 (R 0,9533; RMSE:

0,074)

X(t) = 2,891x10°t* — 0,0004084t° + 0,0161t + 0,2022 (R% 0,9601; RMSE:

0,017)
S(t) = — 0,000606t° + 0,09326t> — 4,719t + 85,53 (R 0,9870; RMSE: 3,146)

Peanol(t) = 0,0003366t° — 0,05129t> + 2,296t + 11,93 (R% 0,9858; RMSE:

1,044)

Pgicero(t) = 0,0001123t° — 0,01631t* + 0,6632t + 0,03539 (R% 0,9583; RMSE:

0,526)

1)

)

®3)
(4)

®)

In N(tf) = —1,824x10™t° + 0,001096t" + 0,008709t + 18,59 (R2: 0,9256; RMSE:

0,111)

X(t) = — 2,314x10°t> + 0,0001919t* — 0,0003668t + 0,1924 (R2: 0,9425; RMSE:

0,017)
S(t) = — 0,001013t° + 0,1403t* — 6,224t + 94,28 (R2: 0,9905; RMSE: 2,857)

Peano(t) = 0,0002176t° — 0,04137t> + 2,261t + 11,84 (R2: 0,9965; RMSE:

0,681)

Pgicera(t) = — 5,766x°t> + 0,001214t° + 0,2256t + 0,631 (R 0,8986; RMSE:

0,813)

(6)

()

(8)
9)

(10)

Os parametros cinéticos das fermentacfes alcoodlicas (A) e (E) foram avaliados

baseando-se nos dados experimentais e nos valores previstos pelo modelo

matematico e estdo apresentados nas Figuras S1 e S2. Os parametros obtidos

estdo apresentados na Tabela 1 e foram determinados apds 27 e 29 h no processo

(A) e 45 e 47 h no processo (E). Estes tempos representam a maxima quantidade de

etanol e glicerol produzido em cada experimento, conforme as Figuras 2 e 3.
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Tabela 1. Parametros cinéticos da fermentacgéo alcoodlica para os processos (A) e (E).

Pro-
ces- Tempo X S P-et P-g Ix s Ip-et Ipogl Hx s Hp-et Hp-gi Yuis Yip -et Yxip gl Yopis - et Yopis-gl Px Pp.et Po.g Yiceae Yig Yo« Ya g
SO
h gL gL g/l gL g/Lh glLh glLh glLh h™ h™ h™ h™ % % % % % g/L.h g/Lh glLh % % % %
0 019 1216 124 0,4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
@ 29/27 044 12,7 459 10,5 0,007 7,296 1,378 0,357 0,013 8986 4,403 0,868 0,229 0,746 2,178 30,768 9,376 0,009 1,155 0,374 53,91 223 6021 3,10
0 017 1207 123 0,8 - - - - - - - - - - - - - -
(B

47/45 0,37 6,6 543 94 0,007 7659 1450 0,181 0,020 20,408 6,164 3,063 0,175 0,476 2,558 36,819 7,547 0,005 0,893 0,191 68,10 154 72,05 1,82

*29 e 47 h produgdo méaxima em etanol; 27 e 45 h producao maxima em glicerol; abreviacéo et: etanol; gl: glicerol.
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Na Tabela 1, os valores de Y. para o processo (A) e (E) foram de 53,91 e 68,10%,
respectivamente, e valores de Y. foram de 60,21% para o processo (A) e 72,05%
para o processo (E). Os maiores valores absolutos de Y; e Y, foram obtidos no
processo (E). Alvarenga et al. (2011) relataram valores de 69,16 a 94,06% para Y, e
72,9 a 96,41% para Y,. Analisando os rendimentos Yig € Y. em glicerol, o
processo (A) apresentou valores superiores de rendimento quando comparado ao
processo (E). Outro parametro a ser analisado é a produtividade, de acordo com a
Tabela 1 todos os valores de produtividade (Pp.et, Pp-gi € Px) obtidos no processo (A)
foram superiores quando comparados ao processo (E).

Espera-se que 0 processo com maior valor para o fator de conversdo em etanol
(Yps-et) tenha o menor valor de fator de conversdo em glicerol (Yps.g), fato
confirmado no processo (E) e inverso no processo (A). Este parametro confirma que
o glicerol formado pode acarretar menor teor de etanol no vinho. Ao comparar 0s
fatores de converséo de substrato em etanol e glicerol (Yps.et € Ypisg) tanto para o
processo (A) como para o (E) ao fator de conversao de substrato para formacao de
biomassa (Yys), tem-se a confirmacdo do relatado anteriormente, o microrganismo

prefere a rota fermentativa independente da presenca ou auséncia de oxigénio.

3.4. Caracterizacdo dos vinhos

A caracterizacdo dos vinhos obtidos encontra-se na Tabela S1, os valores de AF
foram de 0,28 e 0,32 g/100 mL; ATT de 0,39 e 0,44 g/100 mL e AV de 0,11 e 0,12 g
de &cido acético/100mL para os processos (A) e (E), respectivamente. Alvarenga et
al. (2011) encontraram valores de ATT entre 0,46 e 0,61 g de &cido acético/100 mL
para vinhos de banana (M. Sapientum), valores superiores aos obtidos nas
condi¢cdes avaliadas. Altos teores de AV indicam atividade bacteriana, tais como
bactérias laticas ou aceéticas, prejudicial a qualidade sensorial dos vinhos
(Byaruagaba-Bazirake et al., 2013).

Os AT encontrados nos processos (A) e (E) foram de 12,68 e 7,29 ¢/L,
respectivamente. As concentracdes de agucares residuais encontrados em vinhos a
partir de banana foram de 6,13 a 1,20 g/L (Alvarenga et al., 2011); 4,21 g/L (Arruda
et al., 2007); e 4,0 g/L (Akubor et al., 2003). Observa-se que em todos o0s estudos a
fermentacdo ocorreu de forma presa (stuck). O TA a 20°C obtido no processo

fermentativo (A) foi de 5,73% (v/v) e no processo fermentativo (E) foi de 6,81% (v/v).
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Akubor et al. (2003), Arruda et al. (2007) e Alvarenga et al. (2011) encontraram,
respectivamente, 5; 8,9; e 5,34 a 7,84% (v/v) de TA em vinhos de banana. A
diferenca dos teores obtidos pode ser explicada pela quantidade de acucar presente
no substrato e as distintas condi¢cdes de operacao das fermentacdes.

Os valores de pH dos produtos finais foram de 3,9 em ambos 0S processos
fermentativos. Alvarenga et al. (2011) obtiveram pH entre 4,29 e 4,4; Akubor et al.
(2003) de 3,3; e Arruda et al. (2007) de 4,60 em vinhos de banana. O teor de cinzas
obtido foi de 11,25 g/L no processo (A) e de 8,63 g/L no processo (E). Akubor et al.
(2003) encontraram 2,0 g/L e Arruda et al. (2007) 5,7 g/L. O teor de cinzas é um
parametro utilizado para detectar fraudes em bebidas fermentadas alcodlicas. Em
relacdo ao EST (extrato seco total), que representa a totalidade de substancias
restantes depois do processo de evaporacdo ou destilacdo, tais como hidratos de
carbono, glicerina, acidos nao volateis, combina¢Bes nitrogenadas, substancias
tanicas, alcoois superiores e minerais, foram encontrados 38,17 g/L para 0 processo
(A) e 28,20 g/L para o processo (E). Arruda et al. (2007) obtiveram 22,09 g/L. A
concentracdo de ESR (extrato seco reduzido) foi de 25,49 g/L para a fermentacao
(A) e 20,91 g/L para (E).

A Tabela S2 mostra os compostos volateis presentes nos vinhos, em um total de 10
componentes, sendo acidos (1), alcoois (6), éster (1), aldeido (1) e furano (1), sendo
alcool n-butilico ausente no processo (E). Os compostos aromaticos dos vinhos
podem ser influenciados pela matéria-prima, condicdes da fermentacéo, linhagem
dos microrganismos, processo de producdo, condicdes de envelhecimento e
armazenamento (Versari et al., 2014).

Os produtos finais dos processos (A) e (E) apresentaram concentracdo de acetato
de etila de 18,1 e 23,2 mg/L, respectivamente. A presenca de ésteres em vinhos
contribui positivamente nas caracteristicas sensoriais da bebida, conferindo sabor
suave e aroma frutado (Reddy et al., 2008). O acido acético fornece aroma picante
aos vinhos, no processo (A) foi encontrado 205,5 mg/L e no processo (E) 448,4
mg/L, sendo considerado o principal acido volatii das bebidas fermentadas,
reconhecido por seus efeitos negativos no perfil analitico da bebida. A concentracao
de acetaldeido encontrada no processo fermentativo (A) foi de 22,1 mg/L e no
processo (E) de 89,9 mg/L. De acordo com Bortoletto & Alcarde (2013), os aldeidos
sdo considerados compostos intermediarios na formacdo de alcoois superiores e

conferem sabor e aroma agradaveis aos vinhos. Os resultados de furfural foram de
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2,6 mg/L no processo (A) e 3,5 mg/L no processo (E), este composto é produzido na
reacao de Maillard (Navarro, 1994). Segundo Taherzadeh et al. (1999), o furfural
reduz a taxa de crescimento e a producao de etanol, sendo considerado inibidor da
fermentacao de glicose por S. cerevisiae.

Alcoois sdo aromatizantes, mas presentes em altas concentragées, especialmente o
alcool iso-amilico e o metanol, séo toxicos e prejudiciais a saude, comprometendo a
qualidade do produto final (Spinosa et al., 2016). A concentracdo de metanol foi de
269,4 e 282,0 mg/L e do alcool iso-amilico foi de 175,6 e 213,0 mg/L para 0s
processos (A) e (E), respectivamente. Alvarenga et al. (2011) obtiveram valores de
1,65 e 1,89 mg/L. De acordo com Spinosa et al. (2015), o metanol ndo deve exceder
350 mg/L em vinhos. A formagcdo de metanol e alcoois superiores podem ser
reduzidas pela adicdo de enzimas pectinoliticas ao mosto, aumentando o
rendimento em etanol, além de melhorar a extragcdo de componentes aromaticos e
de cor, facilitando a clarificacdo e a filtracdo da bebida (Cheirsilp e Umsakul, 2008;
Mohapatra et al., 2011).

Produtos formados com baixas concentracbes de alcoois superiores sao
considerados de boa qualidade (Reddy et al., 2008). A concentracao total dos
alcoois superiores (alcool iso-amilico, iso-butilico, n-butilico e propilico) nos
processos (A) e (E) foram de 295,8 e 352,9 mg/L, respectivamente. A concentracao
de glicerol encontrada nos vinhos foram de 10,4 (A) e 9,20 g/L (E), sendo o
componente mais abundante entre os compostos secundarios. O processo (A)
apresentou menores teores de alcoois superiores, exceto para o glicerol e o alcool n-
butilico, em comparacdo ao processo (E). Alvarenga et al. (2011) encontraram
concentracdes de alcoois superiores entre 300,4 e 2.261,9 mg/L e glicerol entre 5,75
e 7,89 g/L. O contetudo de glicerol esta relacionado a qualidade dos vinhos, este
composto confere aos vinhos sabor suave e doce em quantidades entre 7 a 8 g/L
(Spinosa et al., 2016).

Os compostos minerais presentes nos vinhos foram consistentes aos da polpa de
banana (Tabela S2). As concentragbes de calcio, magnésio, potassio e fosforo
apresentaram decréscimos apés a fermentacao alcodlica, em ambos 0s processos,
isso pode estar atribuido a manutencdo e multiplicacdo celular das leveduras. A
concentracdo de enxofre, ferro, manganés, aluminio, silicio e zinco nos vinhos
aumentaram em relacdo a polpa, especialmente o enxofre. Os compostos sulfurados

estdo presentes nos vinhos em baixas concentracdes e podem derivar do
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metabolismo das leveduras, para a S. cerevisiae 0 H,S é um metabolito
intermediario da via da reducdo do sulfato, que representa uma parte da biossintese
de aminoéacidos sulfurados. Outros fatores podem explicar a presenca do enxofre
nos vinhos como a degradacdo de pesticidas, a liberacdo e/ou metabolismo de
precursores de enxofre presentes no fruto, ou até mesmo agentes de
suplementacdo adicionados ao mosto (Thomas e Surdin-Kerjan, 1997). O boro,
niquel, cobre, molibdénio e o sd6dio mantiveram-se praticamente constante tanto na
polpa quanto nos vinhos. Em relagdo ao potassio (3.051,50 mg/L), a polpa
apresentou maior concentragéo do mineral em comparacao aos vinhos obtidos nos
processos (A) (1.611,00 mg/L) e (E) (2.253,00 mg/L). As concentracdes de potassio,
calcio (34,60 mg/L (A) e 37,23 mg/L (E)) e ferro (3,05 mg/L (A) e 3,03 mg/L (E))
obtidas neste estudo foram similares aos encontrados por Arruda et al. (2007) de

2.629,60 mg/L; 35,18 mg/L; e 1,40 mg/L, respectivamente, em vinho de banana.
3.5. Parametros cinéticos da fermentacdo acética
Os resultados relacionados ao acompanhamento dos ciclos da fermentacdo acética

estdo listados na Tabela 2. As médias foram calculadas negligenciando o primeiro
ciclo, por ser considerado de adaptacéo (Spinosa et al., 2015).



Tabela 2. Monitoramento da fermentagéo acética.
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Acetador Produtos Rendimentos Células
Ciclo t T V., CT; V, pH A E CT, Naa Paa Roxk N cVv CM
h °C L % L g/L g/L % % g/L.h % log/mL % %
- 30,3 39 8,0 - - - - - - - - - - -
! 144,5 - - - 1,0 2,7 68,0 3 7,1 72,7 0,078 88,8 8,6 98,9 1,1
- 301 40 61 - - - - - - - - - - -
2 22,2 - - - 0,3 2,8 55,0 5 6,0 58,8 0,124 99,2 8,5 99,0 1,0
- 303 41 62 - - - - - - - - - - -
3 21,3 - - - 1,0 2,8 56,0 5 6,1 59,9 0,438 98,9 8,5 99,3 0,7
- 302 42 65 - - - - - - - - - - -
4 48,3 - - - 1,0 2,9 59,0 3 6,2 63,1 0,204 95,9 8,3 97,5 25
- 30,3 43 51 - - - - - - - - - - -
> 26,0 - - - 1,0 2,8 47,0 2 4,9 50,3 0,301 97,6 8,4 98,8 1,4
- 30,2 4,7 4,6 - - - - - - - - - - -
° 50,8 - - - 1,0 2,9 40,0 5 4,5 42,8 0,131 98,4 8,3 97,8 2,2
- 302 46 4,5 - - - - - - - - - - -
! 71,1 - - - 1,0 2,9 41,0 7 4,8 43,8 0,096 90,8 8,1 95,3 47
Média* 39,9 49,7+8,1 5,4+0,8 | 53,1+8,7 0,216+0,13 96,8+3,2 | 8,3+0,2 97,915 2,1+15
+20,1

t: tempo de fermentacdo; T: temperatura; Vi: volume de liquido no acetador; CT;: concentracdo total no acetador; V,: volume de vinagre
produzido; A: acidez do vinagre; E: etanol no vinho; CT,: concentracdo total no vinagre; CV: células vivas; CM: células mortas.*Média dos

ciclos 2 até o 7.
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Na Tabela 2 e na Figura 4, o tempo médio de acetificagdo do vinho de banana,
considerando do 2° ao 7° ciclo, foi de 39,9 h. O menor tempo foi de 21,3 h (3° ciclo) e
o maior de 71,1 h (7° ciclo). Em estudo anterior de Spinosa et al. (2015), para o
processo de fermentacdo submerso em batelada alimentada, a 30°C, em biorreator
Frings®, acompanhando 10 ciclos, o tempo médio da oxidac&o acética foi de 28,8 h,
para vinho de arroz, variando de 21,0 a 40,5 h. O maximo teor de &cido acético no
vinagre de banana (59 g/L) foi atingido apds 48,3 h. Em estudo com vinagre de caju
e kiwi, Silva et al. (2007) e Bortolini et al. (2001) verificaram maxima concentracdo de
acido acético em 50 h e 12 h, respectivamente, por processo submerso. A
concentracdo de &cido acético no vinagre de banana variou de 59 a 40 g/L, com
meédia de 49,7 g/L. Este valor indica a baixa taxa de conversao de alcool em &cido,
visto que o vinho apresentava TA de 72 g/L. Spinosa et al. (2015) obtiveram uma
concentracdo média de 71,1 g/L de acido acético. O pH do vinho era de 4,0 (Tabela
S1), apés a fermentacdo acética diminuiu para 2,85 e permaneceu entre 2,8 a 2,9.
Spinosa et al. (2015) e Bortolini et al. (2001) reportaram valores de pH de 2,66 e 3,6

para vinagres de arroz e de kiwi, respectivamente.
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Figura 4. Monitoramento da oxidagdo do vinho de banana: (%) CTy; (%) CTy; (4)
rendimento em &cido acético; (A) acidez do vinagre; (e) produtividade em acido
acético; (o) etanol do vinagre; e (m) células vivas ao longo dos 7 ciclos.
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Os valores de naa apresentaram queda ao longo dos ciclos, variando de 42,8 a
63.1%, com média de 53,1%. Bortolini et al. (2001) obtiveram rendimentos
superiores em vinagre de kiwi, variando de 93,24 a 98,34% e Spinosa et al. (2015)
encontraram valor médio de 88,2% em vinagre de arroz. Os valores de Paa vVariaram
de 0,096 a 0,438 g/L.h, com média de 0,216 g/L.h, uma variacdo de 0,83 a 1,73
g/L.h no processo submerso foi reportada por Bortolini et al, (2001). Silva et al.
(2007) e Spinosa et al. (2015) obtiveram valores médios de produtividade de 0,55 e
0,73g/L.h para vinagre de caju e de arroz, respectivamente. Valores de Rgk variaram
de 90,8 a 99,2% (média de 96,8%).

A taxa de conversdo de &acido acético depende de varios fatores, como a
temperatura, disponibilidade de oxigénio, quantidade de in6culo, concentracao inicial
de &lcool e acido acético. Considera-se também que o dimensionamento do
acetador tem impacto direto no tempo de fermentacdo e nas taxas de bioconverséo.
A eficiéncia do processo submerso esta diretamente relacionada ao sistema de

aeracado (Spinosa et al. 2015).

3.6. Caracterizacdo do vinagre

Os valores de AF, AT e AV foram de 1,79; 4,41; e 2,62 g/100 mL, respectivamente,
expressos em acido acético (Tabela S1). Marques et al. (2010) reportaram valores
de AV para vinagres de laranja, tangerina, manga, kiwi e maca variando de 2,74 a
4,17 g/100 mL. Bortolini et al. (2001), em vinagre de kiwi, determinaram valores de
acidez entre 5,01 a 5,13% (v/v). A acidez do vinagre exerce grande influéncia na
aceitacado sensorial do produto (Marques et al., 2010). Na América do Norte, um teor
de acido acético de pelo menos 4% (m/v) é necessario para o produto ser vendido
como vinagre (Parmar e Rupasinghe, 2013). O valor de ATT do vinagre obtido foi de
10,27 g/L e cinzas de 3,73 g/L, enquanto os vinagres de laranja, tangerina, manga,
kiwi e maca citados por Marques et al. (2010) apresentaram valores de cinzas entre
1,49 a 3,65 g/L. De acordo com a legislacdo brasileira, vinagres de frutas exigem no
minimo de 1,0 g/L e no maximo de 5,0 g/L de cinzas (MAPA, 2012). O conteudo do
EST e ESR do vinagre de banana foram de 21,23 e 10,96 g/L, o minimo exigido pela
legislacdo brasileira de ESR é de 6,0 g/L (MAPA, 2012). Marques et al. (2010)
encontraram valores de EST entre 8,9 a 38,3 g/L para diferentes tipos de vinagres

de frutas.
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O vinagre obtido n&o apresentou TA a 20 °C (v/v), assim como todos 0s vinagres
analisados por Marques et al. (2010). Enquanto Bortolini et al. (2001) encontraram
TA entre 0,32 a 0,49% (v/v) para vinagres de kiwi. A legislacdo brasileira permite no
maximo 1,0% de alcool (v/v) a 20 °C em vinagres de frutas. Segundo Marques et al.
(2010), a presenca de pequenas quantidades de 4alcool residual reflete
favoravelmente no flavour dos vinagres, por formacdo de buquet. O pH do vinagre
foi de 3,21, valor préximo aos reportados por Marques et al. (2010), entre 3,51 a
2,65 em vinagres de frutas.

Pode-se notar que o vinagre obtido se enquadra aos reportados na literatura e a
legislac@o brasileira, poréem, com rendimentos e produtividade inferiores, fato que
pode estar atribuido a matéria-prima empregada e ao sistema de acetificacdo, que
também influenciam na qualidade final do vinagre. Nesse sentido, os compostos
volateis do produto final foram avaliados, visto que contribuem no sabor e no aroma,
caracteristicos do substrato utilizado em ambas as fermentagfes alcodlica e acética
(Spinosa et al., 2015; Reddy et al., 2008).

Os compostos volateis do vinho e do vinagre sdo principalmente constituidos por
alcoois e ésteres. O Aalcool iso-amilico € consumido durante o processo de
acetificacdo e a concentracdo de ésteres aumenta durante a maturacdo e
envelhecimento do vinagre. O teor inicial de &lcool em vinagres € um fator
importante para formacdo de determinados compostos flavorizantes, principalmente
do acetato de etila (Morales et al., 2002). Comparando os valores do vinho ao do
vinagre (Tabela S3), observa-se que a concentracdo de alcool iso-amilico no vinho
(E) era de 213,0 mg/L, e ap6s a fermentacdo acética, decresceu para 7,1 mg/L,
enguanto que a concentracao de acetato de etila (éster) aumentou de 23,2 mg/L no
vinho (E) para 44,2 mg/L no vinagre, semelhante ao descrito por Morales et al.
(2002). O metanol e o alcool iso-butilico diminuiram apds a acetificagcdo, enquanto
gue os alcoois n-butilico, propilico, sec-butilico e o glicerol estavam ausentes no
produto final (Tabela S3).

A concentracdo de acetaldeido também diminuiu de 89,9 mg/L no vinho (E) para 8.1
mg/L no vinagre. De acordo com Reddy et al. (2010), este composto € um metabolito
primario, formado na rota de conversdo de etanol a acido acético por bactérias
aceéticas. Apos a acetificagcdo, a concentragdo de &cido acético aumentou de 448,4
mg/L no vinho (E) para 49.200,0 mg/L no vinagre. Valores de furfural aumentaram

de 3,5 mg/L em (E) para 15,5 mg/L no vinagre, que € um aspecto favoravel, pois
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assim como os ésteres, os furanos sdo compostos que promovem aromas doce e
frutado na bebida (Spinosa et al., 2016).

Comparando os minerais do vinagre (Tabela S2) com o do vinho (E) e da polpa,
houve reducdo na maioria dos constituintes apos a acetificacdo, com excecao do
fésforo, manganés e niquel que aumentaram. A concentracao de enxofre no vinagre
aumentou em relacdo a polpa, e decresceu quando comparado ao vinho, enquanto
que o molibdénio se manteve praticamente constante em ambos 0S processos
(fermentacao alcoodlica e acética). Como discutido anteriormente, 0s minerais Sao
importantes, pois mantém a integridade dos microrganismos (leveduras e bactérias

aceéticas).

Concluséao

O estudo revelou que é possivel a fabricacdo de vinho e vinagre a partir de banana
Prata. Estes apresentaram componentes quimicos e minerais de interesse sensorial
e nutricional. Os parametros cinéticos gerados apontam perspectivas para producao
em escala, uma vez que a disponibilidade de tecnologia nesta area € limitada. O
baixo custo e o impacto dos subprodutos gerados comprovam o potencial uso da
matéria-prima, excedente de oferta, para o desenvolvimento de artigos com apelo
gastronémico, possibilitando geracdo de emprego e renda. Ainda, a fabricacdo de
compostos quimicos considerados como commodities, como o etanol e &cido
acético, a partir da utilizacdo de matérias-primas excedentes, proporciona uma

alternativa de interesse econdmico ao agronegdécio do pais.
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Tabela S1. Caracteristicas fisico-quimicas da polpa de banana Prata, vinhos e vinagre obtidos nos processos (A) e (E).

*EEE

Polpa Vinho — Agitado (A) Vinho — Estatico (E) Vinagre

Componentes ; - ; - ; - ; -

m dp cv m dp cv m dp cv m dp cv
AF (g/100 mL) - - -| 0,28 0,006 0,021| 0,32 0,010 0,031 1,79 #0,005 0,003
ATT (g/a00 mL) 0,37 0,025 0,069| 0,39 0,006 0,015| 0,44 0,001 0,023| 4,41 +0,005 0,001
AV (g/100 mL) - - -/ 0,11 0,006 0,051| 0,12 0,000 0,000 2,62 +0,000 0,000
AT (g/L) 83,95 +0,806 0,034|12,68 +0,549 0,043| 7,29 0,499 0,007|10,27 +0,257 0,025
Cinzas (g/L) 3,01 +0,050 0,059|11,25 +0,047 0,004| 8,63 0,378 0,044| 3,73 0,057 0,015
EST (g/L) - - -138,17 0,511 0,014| 28,20 0,264 0,009 21,23 +0,420 0,019
ESR (g/L) - - -125,49 0,530 0,029| 20,91 +0,382 0,008|10,96 +0,112 0,011
TA a 20 °C (v/v) - - -| 5,73 0,000 0,000, 6,81 0,000 0,000 0,00 +0,000 0,000
pH 4,86 +0,000 0,000| 4,00 0,023 0,007 4,00 £0,012 0,006| 3,21 +0,001 0,002
SST (°Bx) 24,30 +0,100 0,004| 5,47 +0,058 0,010| 5,50 0,000 0,000 - - -
Carboidratos 93,20 0,133 0,005 - - - - - - - - -
Lipidios 1,38 +0,030 0,078 - - - - - - - - -
Proteinas 2,41 0,006 0,008 - - - - - - - - -
Fibra Bruta (%) 0,00 0,000 0,000 - - - - - - - - -

m*: média; dp**: desvio padréo; cv***: coeficiente de variacdo; %Base seca****.
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Tabela S2. Contetdo mineral da polpa de banana Prata, vinhos e vinagre obtidos nos processos (A) e (E).

Mineral Polpa Vinho — Agitado (A) Vinho - Estatico Vinagre
(mg/L) ; - ; - EE) - ; -
m dp m dp m dp m dp

P 195,00 1,21 139,95 +1,86| 140,90 +1,56| 381,85 +2,82
K 3.051,50 £8,56| 1.611,00 16,34 |2.253,00 +5,77|1.544,00 5,75
Ca 46,64 +0,41 34,60 +0,50 37,23 +0,43 24,90 0,39
Mg 303,60 £1,63 188,00 +1,14| 150,30 +0,91| 144,65 0,93
S 55,87 0,62 154,80 +1,72| 186,25 +2,31 68,78  +1,46
Na 26,99  +1,87 25,35 +1,98 29,26 +1,82 8,07 0,09
B 1,09 10,01 0,78 +0,02 1,08 +0,02 0,59 0,01
Cu 1,68 10,02 1,71 +0,03 1,67 +0,02 0,13 0,01
Fe 2,72  +0,05 3,05 +0,02 3,03 +0,03 1,02 0,02
Mn 1,70 10,06 2,68 +0,09 3,02 +0,02 3,09 0,03
Zn 1,79 10,03 2,85 +0,02 2,65 +0,03 1,73 0,02
Al 0,93 0,01 1,52 +0,02 3,06 +0,02 0,34 0,01
Mo 0,01 0,01 0,03 +0,01 0,01 +0,01 0,01 0,01
Ni 0,12 0,03 0,09 +0,01 0,09 +0,02 0,23 0,01
Si 18,44  £1,90 19,18 +2,32 24,82 2,12 17,94 +1,89

m*: média; dp**: desvio padréo.



Tabela S3. Compostos volateis dos vinhos de banana obtidos nos processos (A) e (E) e vinagre de banana.

Compostos Vinho — Agitado (A) Vinho — Estatico (E) Vinagre
(mg/L) RT m’ dp~ RT m’ dp~ RT m dp~
Acido  Acido acético - 2055 +4,91 - 4484 +9,52 - 49.200,0 +456,90
Alcool metilico 3,030 269,4 +5,23| 3,031 282,0 +4,75| 3,020 97,3 18,17
Alcool iso- 7,864 +4,18| 7,861 213,0 +6,69| 7,867 7,1 +2,53
amilico 175,6
Alcool iso- 6,439 +3,42| 6,442 84,8 +4,13| 6,437 1,3 0,12
butilico 73,1
Alcoois  Alcool n- 6,872 +0,17 - nd - - nd -
butilico 0,9
Alcool propilico 5,518 46,2 +1,99| 5,517 55,1 +2,34 - nd -
Alcool sec- - nd - - nd - - nd -
butilico
Glicerol - 10.400,0 +102,30 - 9.200,0 198,71 - nd -
Aldeidos Acetaldeido 1,724 22,1 +2,18| 1,724 89,9 +3,22| 1,724 8,1 0,21
Ester Acetato de etila 2,874 18,1 +1,34| 2,874 23,2 +2,25| 2,872 44,2  £517
Furanos Furfural 11,134 2,6 +0,28(11,133 3,5 +0,37|11,131 154  £1,27

m*: média; dp**: desvio padrédo; RT: tempo de retencdo (min.), nd: ndo detectado.
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Figura S1. Monitoramento do processo (A): consumo de substrato, formacdo de
produtos (etanol e glicerol), nimero de células e biomassa durante 71 h de
fermentacdo a 30 °C. Linhas: preta (acucar total); vermelha (etanol); rosa (glicerol);
azul (biomassa) e verde (In N de numero de células/mL), onde (‘o experimental; —
modelo).
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Figura S2. Monitoramento do processo (E): consumo de substrato, formacao de
produtos (etanol e glicerol), nimero de células e biomassa durante 71 h de
fermentacdo a 30 °C. Linhas: preta (acgucar total); vermelha (etanol); rosa (glicerol);
azul (biomassa) e verde (In N de numero de células/mL), onde ("o~ experimental; —
modelo).
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Destaques
o Potencial uso de banana Prata para producédo de vinho e vinagre;
o Determinar e investigar os parametros cinéticos da fermentacédo alcodlica e
acetica,
o Comparar os parametros cinéticos da fermentacdo alcodlica em processo
com agitacao e estatico;
o Monitoramento de fermentacdo por processo submerso para producao de

vinagre;

o Perfil fisico-quimico, compostos minerais e volateis dos produtos finais.
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