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RESUMO

LIMA, Kely Priscila de. Producdo de Vinagre como Estratégia de Aproveitamento Tecnoldgico da
Amora-Preta: Avaliacdo dos Processos Submerso e do Processo lento. Ano de defesa: 2014. 120
folhas. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Universidade
Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco, 2014.

A amora-preta (Rubus sp.) faz parte do grupo das chamadas “pequenas frutas” e apresenta
propriedades nutricionais relevantes, como elevados conteldos de sais minerais, vitaminas e
compostos bioativos com atividades bioldgicas. Tais compostos podem auxiliar na prevencédo de
doengas cardiovasculares, cancer, retinopatia diabética, doenca fibrocistica e desordens da visao
entre outros males. No entanto, a fruta apresenta estrutura fragil e elevada atividade respiratéria o
que resulta em vida de prateleira reduzida. Desta forma, € tecnicamente importante o
desenvolvimento de produtos derivados que mantenham as propriedades nutricionais e compostos
bioativos da fruta. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo o aproveitamento
tecnoldgico da amora-preta no desenvolvimento de vinagres através dos processos submerso e lento
com ciclos sucessivos de acetificacdo. Inicialmente foi produzido fermentado alcodlico em biorreator
de bancada e na sequéncia foram produzidos fermentados acéticos em vinagreira de grapia e
biorreator de bancada. Na fermentagdo alcodlica foi empregada cepa industrial de Saccharomyces
cerevisae r.f. bayanus e na fermentacdo acética, cepas selvagens de bactérias acido-acéticas
isoladas de vinagre colonial no municipio de Pato Branco. No processo de fermentacéo alcodlica
foram observados rendimento de 0,39 g/g, produtividade volumétrica em etanol de 1,77g/Lh e
eficiéncia de 75,5%, bem como elevados contetddos de polifenois (983,35 mg GAE/100g e 1.702,52
mg GAE/100g). Nos ciclos sucessivos de acetificacdo conduzida em vinagreira foi obtida producéo
média de 51,6 g/L de acido acético, rendimento em &cido acético de 72,2% e produtividade
volumétrica de 0,4 g/Lh. Por outro lado, menores valores de producdo média de acido acético (42,26
g/L) e rendimento (70,2%) foram observados no processo de acetificagdo conduzido em biorreator de
bancada. Elevados contetdos de polifendlicos, antocianinas e elevada atividade antioxidante foram
obervados nos vinagres obtidos em ambos os processos de producdo. Os vinagres produzidos a
partir de amora-preta podem ser considerados vinagres do tipo gourmet que apresentam potencial
funcional e a transformacao da fruta em vinagre pode ser uma estratégia de agregacdo de valor a
cadeia produtiva colaborando para disseminacédo da cultura no Brasil.

Palavras-chave: Rubus sp. Fermentado Acético. Bioativos. Antioxidantes. Fendlicos. Antocianinas.
Vinho.



ABSTRACT

LIMA, Kely Priscila de. Production of vinegar as technological exploitation strategy of blacberry:
Evaluation of the submerged and slow processes. Ano de defesa: 2014. 38 folhas. Dissertacéo
(Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Universidade Tecnoldgica Federal
do Parané. Pato Branco, 2013.

Blackberry (Rubus sp) is part of the so-called berries, presenting remarkable nutritional features, such
as high content of mineral salts, vitamins and bioactive compounds with biological activity. Such
compounds may aid in the prevention of cardiovascular diseases, cancer, diabetic retinopathy,
fibrocystic and eye diseases, among others. Nevertheless, blackberry presents a fragile structure and
a high respiratory activity, resulting in reduced shelf-life. In this way, it is important, from a
technological viewpoint, to develop new products derived from blackberry which preserve the fruit
original nutritional quality and bioactive compounds. Thus, the present work aimed at the technological
utilization of blackberry for developing vinegar by means of the submerged and the slow processes
with successive cycles of acetification. Initially, an alcoholic fermented product was obtained in stirred
tank bioreactor. Subsequently, acetic fermented products were obtained either in a grapia (Brazilian
ash) vinegar barrel or in a bench bioreactor. In the alcoholic fermentation, an industrial strain of
Saccharomyces cerevisiae r.f. bayanus was used. In the acetic fermentation, wild strain of acetic acid
bacteria isolated from colonial vinegar from Pato Branco city was used. The alcoholic fermentation
presented yield of 0.39 g/g, volumetric productivity of 1.77 g/Lh and efficiency of 75.5%, besides high
polyphenol contents (983.35 mg GAE/100g and 1702.52 mg GAE/100g). In the successive
acetification cycles performed in grapia barrel, average production of 51.6 g acetic acid/L, yield of
72.2% (as acetic acid) and volumetric productivity of 0.4 g/Lh were observed. On the other hand, the
acidification performed in bench bioreactor presented lower values of average production (42.26 g
acetic acid/L) and yield (70.2%). High polyphenols and anthocyanins content along with high
antioxidant activity were observed in the vinegars obtained by both production processes. Vinegars
produced from blackberry can be considered gourmet vinegars with high functional potential. The
transformation of blackberry into vinegar might be a strategy of value addition to the production chain,
contributing for spreading this culture in Brazil.

Keywords: Rubus sp. Acetic Fermented Product. Bioactive compounds. Antioxidant compounds.
Phenolics. Anthocyanins. Wine.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de pequenas frutas como amora-preta, mirtilo, framboesa, uvaia,
assim como, espécies nativas como pitanga, aracd, goiaba podem ser uma
excelente opcdo de cultivo e de rendimento econdmico especialmente para
propriedades rurais de base familiar devido a rusticidade do cultivo, as propriedades
nutricionais e ao valor dos produtos agregados a esta producéo.

A amora-preta faz parte do grupo das chamadas “pequenas frutas”,
apresentando propriedades nutricionais relevantes, como elevados conteudos de
sais minerais e vitaminas, além de conterem quantidades apreciaveis de
biomoléculas funcionais com alto potencial comercial. No entanto, assim como
muitas frutas produzidas no Brasil, tem um periodo de vida pds-colheita bastante
curto por apresentar elevada atividade respiratéria.

Estudos relatam que o extrato de amora-preta auxilia no combate ao cancer
de utero, colon, boca, mama, préstata e pulméo. O extrato de amora-preta previne
ainda a formacao da metastase, ou seja, evita que o cancer se espalhe e se instale
em outros 6rgaos, assim como € observado efeito anti-inflamatorio, o que torna esta
fruta bastante interessante, pois pesquisas indicam que o cancer esta relacionado a
um processo de inflamacao crénica.

Existem poucos trabalhos na literatura direcionados ao aproveitamento da
amora-preta como matéria-prima para producdo de vinagres e igualmente ndo foram
verificados no mercado consumidor brasileiro tal produto. Nesse sentido, é relevante
a transformacéo da fruta em produtos derivados de maior valor agregado como, por
exemplo, o vinagre visando o aproveitamento das propriedades funcionais da fruta.

Similarmente, também existem poucos trabalhos na literatura cientifica
direcionados a caracterizacdo e quantificacdo dos compostos bioativos presentes
em vinhos de frutas e seus derivados, a fim de avaliar a capacidade antioxidante
destes.

Em escala industrial, a maior parte do vinagre brasileiro € produzido a partir
de vinhos de qualidade inferior ou alcool etilico, através do processo submerso, que
tem como caracteristica ser um processo rapido com elevadas produtividades. No

entanto, os vinagres produzidos a partir de frutas e especialmente através do
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processo lento comumente apresentam melhor qualidade e melhor aceitacdo
sensorial. Dessa forma, no presente trabalho foi proposto o estudo da producéo e
caracterizacdo de vinagre a partir da amora-preta através dos processos submerso
conduzido em biorreator de bancada e lento em vinagreira de madeira de grapia

usando bactérias acido acéticas isoladas do municipio de Pato Branco.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Amora preta

A amora (Rubus sp.) pertence a familia Rosaceae e ao género Rubus, e faz
parte de um grupo diverso e bastante difundido, no qual existe em torno de 400 a
500 espécies, conhecidas como berries. O termo berry vem sendo usado
comumente para descrever qualquer fruta pequena, de sabor adocicado e formato
arredondado, incluindo framboesas e amoras-pretas cultivadas na América, Europa,
Africa e Asia (FERREIRA et al. 2010).

A amoreira-preta é uma planta que possui porte ereto ou rasteiro e forma
arbustiva (Figura 1). As principais cultivares comerciais apresentam espinhos e
produzem frutos de 4 a 7 gramas com coloracdo negra de sabor acido-adocicado a
acido. Seu fruto verdadeiro é chamado de drupa, possui uma pequena semente
(Figura 2), e séo ricos em compostos funcionais, como acido elagico e antocianinas
(HIRSCH, 2011).

Figura 1 - Amoreira -preta (Rubus

sp.)
Fonte: Autora (2011)



17

Figura 2: Amora-preta (Rubus sp) Figura 3: moa-verde (Rubus erythroclados)
Fonte: Autora (2011). Fonte: Autora (2011)

Amoras sédo cultivadas em regides com clima ameno (200 horas de frio/ano),
a regibes com clima de frio extremo (mais de 1.000 horas com frio com temperaturas
inferiores a 7,2 C). A altitude também influencia a época de floragcdo, sendo que o
inicio da floracéo retarda de oito a dez dias a cada 300 m de aumento da altitude.
Quanto aos solos, aqueles onde ha boa drenagem, com boa capacidade de
retencdo de agua e bom teor de matéria organica sdo os mais apropriados sendo
gue os solos ligeiramente acidos com pH em torno de 5,5 e 6,0 sdo os melhores
para a amoreira-preta (PAGOT et al. 2007).

No Brasil a amoreira € uma planta nativa, ocorrendo cinco espécies da
mesma: Rubus urticaefolius, Rubus erythroclados (Figura 3), Rubus brasiliensis,
Rubus sellowii e Rubus imperi as quais produzem frutos com as coloracfes branca,
rosa, vermelha ou preta (JUNIOR, 2010). A introducédo de variedades melhoradas foi
iniciada a partir de 1972, pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Clima
Temperado, a partir de cultivares americanas, como Brazos, Comanche e Cherokee
oriundos da Universidade de Arkansas, Estados Unidos (ARAUJO, 2009; VIZZOTO;
PEREIRA, 2011).

Atualmente a variedade mais conhecida ¢ a Tupy e em menor escala a
Guarany e a Brazos, quanto ao plantio este é realizado em algumas regides do
Brasil, como no estado do Rio Grande do Sul, Sul de Minas Gerais, em Jundiai no
estado de S&o Paulo, em Curitiba e em Palmas no estado do Parana (FERREIRA, et
al, 2010).
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A cultivar Tupy corresponde a 70% do plantio da fruta no estado do Rio
Grande do Sul, com produtividade podendo alcancar até 10.000 kg/ha/ano e sua
florada inicia no final do més de agosto até a segunda dezena do més de setembro,
enquanto que a colheita é realizada na terceira dezena de novembro a segunda de
dezembro (RASEIRA; SANTOS, 2009 e SANTIAGO, 2010).

No estado do Parana a producdo da amora ainda € pequena, sendo
observada maior produtividade com a cultivar Tupy (10 toneladas/hectare/ano) do
que a cultivar Xavante (6 toneladas/hectare/ano), sendo, portanto a cultivar Tupy
mais promissora para o estado do Parana (OLIVEIRA, 2010).

A producado e o consumo de berries no contexto internacional apresenta um
crescimento constante nos ultimos quinze anos. A producdo mundial das pequenas
frutas representa quase sete milhdes de toneladas ao ano, um numero insignificante
se comparado com a oferta global de frutas, no entanto, estas frutas se diferenciam
das demais pelo valor agregado e pelo aumento da procura entre os consumidores
de elevado poder aquisitivo que valorizam suas propriedades nutricionais. As
pequenas frutas sdo consumidas principalmente na América do Norte onde o
consumo tem aumentado de 4 a 5% anualmente (CAMINITI, 2008).

De acordo com Wu et al. (2010) a produgéo das pequenas frutas nos Estados
Unidos no ano de 2005 foi de 35.099 toneladas, sendo o pais que apresentou a
maior producdo mundial. Estes autores ainda citam que esta fruta apresenta
extrema fragilidade e uma taxa respiratoria pos-colheita alta fazendo com que se
deteriore rapidamente e apresente vida de prateleira curta.

No Brasil a producdo da amora-preta teve inicio na década de 70, onde foram
introduzidas novas cultivares e atualmente com producdo mais concentrada nos
estados de Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais (HIRSCH et al. 2012;
ANTUNES, 2002).

Programas de incentivo ao consumo das “berries” vém sendo criados, um
exemplo é o caso do mirtilo nos Estados Unidos, onde o consumo por habitante em
1997 era de 386 g e em 2006 passou para 681 g e foi estimado consumo de 1,3 kg
para o ano de 2013. Outro exemplo é o Reino Unido que aumentou em 14% o
consumo de berries e somente nos ultimos sete anos duplicou suas vendas
(CAMINITI, 2008).
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A amora-preta in natura possui em sua composi¢ao: agua (92%), proteinas
(0,95%), fibras (0,28%), cinzas (1,66%), lipideos (0,53%), carboidratos (4,30%)
(LAMEIRO, et al. 2011; HIRSCH et al. 2012; HIRSCH, 2011; JACQUES. JAMBIAZI,
2011). Apresenta ainda contelidos consideraveis de calcio (32 mg/100 g); fésforo (21
mg/100 g); potassio (196 mg/100 g); magnésio (20 mg/100 g); ferro (0,57 mg/100 g);
selénio (0,60 mg/100 g) e vitamina C (21 mg/100 g). Apresentando apenas 50 Kcal a
55 Kcal em 100 gramas (VIZZOTTO, 2011; JACQUES, JAMBIAZI, 2011). E um fruto
extremamente perecivel, em funcdo de sua pele fragil e fina e sua elevada taxa
respiratéria. Desta forma, varias e rapidas mudancas fisico-quimicas ocorrem nas
suas propriedades nutricionais e pode ocorrer crescimento de bolores durante o
periodo pds-colheita. Alguns produtores costumam manter as amoras armazenadas
sob refrigeracdo para manutencdo da qualidade e maior rentabilidade. Existem
outras tecnologias que podem ser utilizadas como a utilizacdo de filmes e utilizacao
de atmosfera modificada (JOO et al. 2011), no entanto estas podem se tornar
inviaveis economicamente ao produtor.

Atualmente as amoras-pretas sao transformadas em congelados, produtos
enlatados ou processadas em compotas, geleias e sucos com o intuito de se
prolongar o armazenamento e para atender os diferentes mercados e exigéncias dos
consumidores (WU et al, 2010). No mercado brasileiro, europeu e americano sao
verificados diferentes produtos industrializados a partir da amora-preta como polpa
congelada (Figura 4), geleias (Figura 5), sucos e néctar (Figura 6), iogurtes (Figura

7), chas (Figura 8), picolé (Figura 9), vinho (Figura 10) e vinagre (Figura 11).



Figura 4: Polpa congelada de amora-preta.
Fonte:http://www.ricaeli.com.br/polpa-de-

fruta-congelada-ricaeli.asp (2014)

Figura 6: Néctar de amora-preta.
Fonte:http://heloizamuniznutri.blogspot.co
m.br/2011/11/receita-suco-omega-3.htmi;
http://www.vidaagranel.com/sucos.php
(2014)

Figura 8: Cha de amora-preta
Fonte:http://www.natgeoweb.com.br;
http://tudoverde01.wordpress.com/ (2014)

Figura 10: Vinho de amora-preta
Fonte:http://www.elkcreekvineyards.com/s

weet-blackberry-wine-p-468.html;
http://godshillisleofwight.co.uk/isle-of-
wight-cider/blackberry-wine-375cl-pi-
83.html (2014)

Figura 5: Geleia de Amora-preta.
Fonte:http://www.paodeacucar.com.br/produt
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0/9808 (2014)

Figura 7: logurte de amora-preta.
Fonte:http://www.distribuicaohoje.com/news.

aspx?menuid=56&eid=8032;
http://www.whatsgoodatarcherfarms.com/201

3/01/archer-farms-blackberry-yogurt.html
(2014)

Figura 9: Picolé de amora-preta
Fonte:http://frutosdobrasil.com.br/pt/produto

s/picoles/amora;
http://www.sorvetesvizcaya.com.br/?page id=

19 (2014)
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Figura 11: Vinagre de amora-preta
Fonte: http://www.newtwistfoods.co.uk (2014)
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Apesar de ser uma espécie pouco cultivada no Brasil, pode ser uma 6tima
opcéao para a diversificacdo de pequenas propriedades rurais, por ter boa producéo
e ser rastica, e de acordo com Campagnolo e Pio (2012) seu retorno é rapido tendo
como producédo de 8.247,62 kg / ha no segundo ano apds o plantio e no terceiro,
17.295,24 kg / ha com a cultivar Tupy, em condi¢cdes subtropicais.

Considerando que a mao-de-obra € essencialmente familiar e no cultivo
organico, a maior parte dos insumos é gerada na propriedade (adubos e defensivos
naturais), a familia podera ter uma renda acima da realidade atual dos minifindios

familiares, o que contribuiria para a manutencao desta no campo.

2.2 Compostos bioativos em amora preta: compostos fendlicos, antocianinas e

compostos antioxidantes

Os radicais livres fazem parte da vida e consomem cerca de 3,5 kg de
oxigénio por dia. Alguns ndo estdo na forma completamente reduzida o que leva a
formacdo de outros radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (ROS),
como superoéxido, radical hidroxila, peréxido e alcoxilo radical, bem como o peréxido
de hidrogénio e outros peroxidos. Portanto, varios quilogramas de peroxidos e ROS
podem ser produzidos no nosso corpo a cada ano, sendo que muitas das doencas
podem ser ocasionadas por ROS. Na maioria das vezes o organismo humano
saudavel neutraliza tais radicais e os ROS por mecanismos antioxidantes de defesa
do corpo, incluindo a enzima superoxido dismutase e a biomolécula glutationa, entre
outros. No entanto, os sistemas endogenos podem nao proporcionar protecéo
suficiente, em individuos que sofrem de certas doencas, em tais casos, a ajuda de
fontes dietéticas sdo importantes como o consumo de frutas e verduras
(SHAHIDI,2003).

As pequenas frutas tém despertado a atencdo por parte dos produtores e
consumidores principalmente pelos beneficios que seus compostos bioativos
proporcionam ao organismo humano e de acordo com Jacques et al (2010) “o

consumo destas esta associado a baixo risco de incidéncia e mortalidade por cancer
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e doencas cardiacas, devido a presenca destes compostos, especialmente
flavonoides tais como as antocianinas”.

A protecdo que frutas e legumes podem proporcionar contra doencas tem
sido atribuidas aos varios compostos antioxidantes nelas contidas. Particularmente
os polifendis, os quais mostram efeitos protetores nos processos degenerativos do
cérebro e tem acgdo anti-inflamatdria, anticarcinogénica e cardioprotetora (CEREZO,
et al. 2008; UBEDA et al. 2011).

De acordo com Machado et al. (2011) os extratos de amora-preta auxiliam na
ndo mutacdo genética e nos efeitos carcinogénicos, assim como reduzem o
colesterol do sangue e previnem doencas cardiovasculares e circulatorias, atuando
também no mal de Alzheimer e no diabetes. Estes autores estudaram os compostos
antioxidantes em frutas de amora-preta in natura logo apés sua colheita e em frutas
liofilizadas, sendo que estes compostos sdo bastante instaveis e para se manterem
na fruta necessitam de refrigeracdo e congelamento, desta forma, constataram que
a fruta in natura possui maiores quantidades de antioxidantes que a fruta liofilizada,
sendo 2688 umol. Trolox/100 g e 2010,02 pmol Trolox/100g, respectivamente

De acordo com Koca, Karadeniz (2009) as antocianinas sdo o maior grupo de
compostos fendlicos na dieta humana, utilizados para varios fins terapéuticos, como
tratamento de retinopatia diabética, doenca fibrocistica e desordens da viséo.

Assim como, também tém potencial protetor conta radiacdo e agentes
quimioprotetores, inibe a lipoproteina de baixa densidade humana (LDL), oxidacéo
de lipossomas. Os componentes celulares ndo s&o protegidos totalmente por
antioxidantes endogenos, tornando o0s antioxidantes obtidos pela dieta
indispensaveis para a defesa do organismo e manutencéao da saude (FERNANDES,
et al 2009).

Os compostos fendlicos sdo compostos derivados do acido chiquimico e
fenilpropanoidica e encontram-se amplamente distribuidos nas plantas como
metabdlicos secundarios, sendo que os principais compostos fenolicos consumidos
pela dieta sdo os flavonoides, acidos fendlicos e os polifendis (GONCALVES, 2008;
SHAHIDI e NACZK, 2004).

Os compostos fendlicos sdo constituidos por um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na

molécula, os quais conferem capacidade antioxidante tanto para os alimentos como
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para o organismo. Os flavondides possuem uma estrutura basica formada por C6-
C3-C6, neste grupo encontram-se as antocianidinas, flavonas, flavondis e, com
menor frequéncia, as auronas, calconas e isoflavonas (Figura 12), dependendo do
lugar, nimero e combinacgédo dos grupamentos participantes da molécula (SOARES,
2002).

ANTOCIANINAS CATEQUINAS

FLAVONOIS

FLAVANONAS ] FLAVONAS O

Figura 12: Estruturas dos flavonoides
Fonte: Fennema (2010)

Aravjo et al. (2009) enfatizam sobre a funcionalidade dos compostos
fendlicos, os quais, assim como 0s compostos antioxidantes estdo ligados a funcéo
sequestrante de radicais livre, tornando possivel diminuir o indice de doencas como
cataratas, cancer, inflamacdes cronicas e aterosclerose.

O destaque dos compostos fendlicos sdo as antocianinas onde a cianidina-3-
glicosidio e cianidina-3-rutinosidio sdo as mais representativas, assim como, estao
presentes flavonoides como a quercetina e kamempferol. No entanto a capacidade
antioxidante da amora € atribuida aos flavonoides antocianicos, sequestrantes de
radicais livres e inibidores enziméaticos (ARAUJO, 20009).

De acordo com Gancel et al. (2011) as antocianinas sao pigmentos coloridos
naturais, responsaveis pela coloracdo azul, violeta e todas as tonalidades de
vermelho e ao mesmo tempo compostos bioativos com beneficios funcionais, tais
como a protecao contra lesbes do figado, reducdo de presséo arterial, melhora da
acuidade visual, atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana e supressdo da
proliferacdo de células cancerosas humanas. Estes autores realizaram estudos para

guantificar compostos fendlicos, antioxidantes em sucos da amora-preta processada
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e constataram que apdés o processo de branqueamento do suco, os valores de
antocianinas cianidina-3-glucosideo reduziram 52%, e a capacidade antioxidante
reduziu quase 47% e relatam que o tempo de armazenamento também contribui
para reducao de compostos bioativos.

Os compostos antioxidantes sao substancias vitais que possuem a
capacidade de proteger o corpo de danos causados por radicais livres induzidos
pelo estresse oxidativo. Recentemente tem havido um grande esforco para
encontrar potentes antioxidantes naturais que sejam seguros, como fontes
inofensivas de antioxidantes naturais a partir de varias fontes vegetais. (ROHMAN et
al. 2010).

2.3 Fermentacao alcodlica

A biotecnologia produz bens e servicos em diversas areas, como alimentos,
meio ambiente, agropecuario, quimico, veterinario, entre outros através do uso de
células ou sistemas bioquimicos. As células que utilizamos s&o 0s micro-
organismos, o quais produzem uma infinidade de enzimas para a catalise de suas
reacbes metabdlicas, sendo este potencial catalitico utilizado industrialmente néo
somente para 0s processos fermentativos, mas também na biotransformacdo em
reagbes quimicas de dificil ocorréncia como os da industria farmacéutica
(MANDIGAN, et al, 2000).

Em se tratando de células microbianas que auxiliam nas biotransformacoes,
as leveduras tem papel importante na producdo principalmente de vinho e paes.
Utilizadas desde o tempo dos Egipcios que deixavam uma mistura de agua e farinha
aguecida até a formacao de bolhas para a producéo de pao. Assim a contaminacao
natural da massa de pao, cevada e de uvas com a levedura Sacharomyces
cerevisiae contribuiu para a origem do vinho e da cerveja produtos estes que fazem
parte de nosso cotidiano (PEREIRA JR., 2008).

Na atualidade a maioria dos processos de producdo do vinho utilizam cepas
de S. cerevisiae, pois estas produzem fermentagdes mais rapidas e confiaveis, além
de evitarem contaminagdes microbianas, desta forma, estas culturas sé&o

selecionadas tendo como base a caracteristica de otimizar o processo e intensificar



25

a qualidade da matéria-prima tendo como consequéncia um produto de melhor
qualidade e de boa aceitabilidade. Além disso, S. cerevisiae sdo produtoras
superiores de etanol, mais tolerantes aos produtos da fermentacdo e mudancas de
pH no decorrer do processo fermentativo (DUARTE et al. 2010)

Varios autores realizaram estudos em relacdo a fermentacdo alcodlica de
mostos obtidos de frutas vermelhas empregando cepas de S. cerevisiae. Gozales, et
al (2011) realizaram a fermentacédo de framboesas vermelhas no estado sélido com
S. cerevisiae IFI83 na concentracdo de 5 x10° células/g de polpa. Hidalgo et al.
(2013) avaliaram o efeito da inoculagcdo na fermentacdo de morango utilizando
estirpes nativas de leveduras e bactérias acido-acéticas, onde Saccharomyces
cerevisiae foram selecionadas e testadas como culturas iniciadoras, comparando-se
assim os processos de fermentacdo em que as cepas foram inoculadas e os
processos em que a fermentacdo foi espontdnea, ou seja, através de estirpes
nativas do fruto. No caso da fermentacéo alcodlica estes autores inocularam 2 x 10°
células / mL de suco.

Dentre 0os micro-organismos que realizam a fermentacdo alcoodlica sao
destacadas as leveduras Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces,
Bettanomyces, Kloeckera. A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae ocorre desde a
década de 1980, sendo amplamente utilizada pela industria e em processos caseiros
de producéo de bebidas (Duarte et al. 2010).

Em se tratando da fermentacdo alcoodlica, ou seja, a transformacédo da
sacarose em etanol e gas carbdnico, esta envolve 12 reacbes em sequencias
ordenadas (BORGES, 2008). De maneira geral, a reacdo de forma simplificada &

apresentada a segquir:

CsH1206 = fermentagéo - 2 C,HsOH + 2 CO, 54 kcal/mol

Teoricamente, a partir de 100g de glicose, obtém-se 51,11 g de alcool ou 64
mL, no entanto, na pratica as células reservam parte destes acucares, em torno de
5%, para o crescimento celular e formacéo de subprodutos da fermentacdo como
acido succinico, glicerol, entre outros, e desta forma 100 g de glicose produz em
torno de 48,5 g de etanol ou 61 mL de etanol (PACHECO, 2010).
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De acordo com Alencar et al. (2009) a fermentagdo alcodlica consiste na
transformacéo dos carboidratos em etanol e formagéo de gas carbbnico em sistema
anaerobico. Com relacdo aos carboidratos fermentesciveis podem ser utilizados
acucar de cana, beterraba, mel, melaco e frutas ou outros materiais que contem
amido como raizes, tubérculos, graos, entre outros.

Para a producgédo de vinho normalmente as frutas ndo contém naturalmente
teores de acglcares necessarios para obtencéao final de teor alcodlico minimo de 10%
v/v de alcool exigido pela legislacdo brasileira. Desta forma, 0os mostos ou sucos
devem ser chaptalizados, ou seja, deve ser realizada a correcéo da deficiéncia de
acucar, o qual ndo deve conferir substancias estranhas ao vinho, sendo a sacarose
o carboidrato mais indicado (RIZON; MIELE, 2005).

Tessaro et al. (2010) realizaram avaliagcdo das fermentacdes alcodlica e
aceética para producdo de vinagre a partir de suco de laranja, estes autores iniciaram
a fermentacéo alcoodlica com suco de laranja in natura (12,5 Brix), com 18 Brix e
com 22 Brix com a adicdo de acgucar e ao final cons tataram que os tratamentos com
18 Brix e 22 Brix foram os que mais produziram et anol,12 % p/v e 13,45% pl/v.
respectivamente, assim como no tratamento com 18 Brix restou em torno de
6,6Brix, enquanto que no tratamento 22 Brix resto u 9,5 Brix, esta sobra de acordo
com o0s autores pode ter ocorrido pelo fato de que no sucos de laranja existirem
acucares nao fermentesciveis, tais como pentose, arabinose e xilose.

Além do adequado contetudo de acucares nos mostos a serem fermentados,
outros parametros sdo importantes para a producdo de vinho de qualidade e de
acordo com a legislagédo, como o pH e a temperatura de conducéo do processo. A
temperatura é possivelmente o parametro mais importante para a formacédo do
etanol. Baixas temperaturas produzem vinhos com retencdo de aromas porém
contribuem para um crescimento lento das leveduras prolongando o processo e
aumentando a concentragdo de acidos volateis indesejaveis. Temperaturas acima
de 33T podem favorecer o desenvolvimento de micro- organismos indesejaveis
como a bactéria acetobacter (GOES e ZANGIROLAMI, 2005).

Galanakis et al. (2012) ao estudarem o efeito da pressao (1 atm, 2 atm, 3 atm,
5 atm e 7 atm) e da temperatura (20 °C, 25 °C e 30 'C) sobre a fermentacgdo

alcoodlica por Saccharomyces cerevisiae imobilizada em pellets de C-albumina

verificaram que a fermentacao foi mais lenta com a diminui¢cdo da temperatura, bem
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como ao final houve maior concentragdo de acucar residual no fermentado e
reducdo da produtividade de etanol. Pressdes mais elevadas contribuiram
negativamente para o processo, sendo que temperaturas em torno de 25 Ca 30 C
a pressbes de 1 atm e 2 atm, promoveram a ativacdo das células e boa
produtividade em etanol.

Bringhenti e Cabello (2005) relatam temperatura de 28 € como adequada
para a producéo de etanol a partir de residuos amilaceos da agro industrializacdo da
mandioca, obtendo alcool com qualidade requerida para uso na industria alimenticia.

Ainda com relacdo a temperatura de fermentacdo, Almeida (2006) ao
realizarem a avaliacdo da cinética da produgdo do fermentado do fruto do
Mandacaru, fruto tipico da regido semiarida do Nordeste brasileiro, utilizaram a
temperatura de 30 T £ 2 T e produziram um vinho ¢ om rendimento e produtividade
de 0,461 g/g (90,2%) e 1,75 g/L h respectivamente e dentro dos padrdes exigidos
pela legislacao brasileira.

Comumente na fermentacéo alcodlica € necessario o uso do metabissulfito de
sbdio, este é largamente empregado na forma de sal ou como didxido de enxofre.
Tal composto possui como principal fungdo a acao antioxidante, mas também possui
atuacdo como bactericida (JUNIOR et al. 2010), acdo anti-oxidasica, reguladora da
temperatura e acao clarificantes (OLIVIER et al. 2008). Quanto a acdo ati-oxidasica
esta estad relacionada a funcdo de bloquear a acdo das enzimas da possivel
podriddo da fruta as quais podem acarretar na turvacdo do mosto e vinho, assim
como a oxidacao.

A adicdo do dioxido de enxofre em enologia como antioxidante € uma pratica
antiga, sendo o dioxido de enxofre a forma mais eficaz contra bactérias e leveduras
menos resistentes, onde sua eficacia ira depender do pH do meio, quantidade de
acucares, acetaldeido e da temperatura (GUERRA et al. 2009).

Quanto a adicdo de metabissulfito de sédio a Resolucdo CNS/MS n° 04, de
24 de novembro de 1988 regulamenta que a adicdo de metabissulfito de sodio,
potassio, entre outros deve ser na concentracdo de 0,035¢g/100mL, ou seja, 350
mg/L (BRASIL, 1988). Ja Brasil (2013) determina que em vinhos o contetdo residual
deste composto como SO, total sozinhos ou em combinagdo deve ser de no maximo
0,02g /100 mL.
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2.4 Vinagre

O vinagre por muitos anos foi considerado um produto proveniente de uma
reacao espontanea e secundaria do vinho e sem qualquer padrdo de qualidade
reconhecido. Hoje esta situacdo mudou completamente e alguns vinagres sao
considerados especialidades culinarias como o vinagre de Xerez e o tradicional
vinagre balsamico de Modena. A producdo de vinagres de alta qualidade é
controlada por diferentes regulamentos principalmente na Europa os tornando
altamente valorizados pelos consumidores (MARRUFO-CURTIDO et al. 2012). A
matéria prima utilizada, o processo de produgdo controlado e em alguns casos o
processo de envelhecimento que pode variar de dois meses a trés anos, com 0
emprego de diferentes tipos de madeira (carvalho, castanheiro, amora, ou zimbro)
contribui para a agregacédo de valor ao vinagre (CALLEJON et al. 2010; CEREZO et
al. 2008; MARRUFO-CURTIDO et al. 2012).

A palavra vinagre deriva de vinaigre do francés, substantivo que designa
vinho azedo. Os povos antigos usavam o vinagre ndo s6 como condimento, mas
também no preparo de bebidas, refrigerantes, na conservagcdo de alimentos e até
como medicamento e cosmético (PEDROSO, 2003).

De acordo com a legislacdo brasileira, vinagre pode ser obtido de alcool,
frutas, cereais, vegetais, misto (obtido de duas ou mais matérias-primas como fruta,
cereal e vegetal), de mel, composto (suco de fruta ou suco vegetal, de mel de
abelha, em conjunto ou separadamente), condimentado, duplo e triplo. Quando
adicionado corante caramelo, ndo podera apresentar absorbancia superior a 0,2
(dois décimos) de unidades de absorbancia mensurada em espectrofotometro UV /

visivel com comprimento de onda determinado em 420nm (BRASIL, 2012).

O conteudo de solutos depende dos componentes da matéria-prima utilizados
na fermentacdo. A densidade, ponto de ebulicdo, ponto de congelamento, tensao
superficial e viscosidade do vinagre diferem um pouco da agua pura dependendo da
concentracdo de acido acético e da matéria prima. O pH varia entre 2 e 3,5 (COSTA
et al. 2006).

O Vinagre tem mais de dez mil anos de registro histérico. Atualmente existe
uma variedade de vinagres amplamente utilizados em diferentes paises, como o

vinagre de cereais, na China e no Japdo, o vinagre de vinho
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na Franca, o vinagre de malte na Inglaterra, e os vinagres de caqui, abacaxi no
sudeste da Asia (XU et al. 2011). Pode apresentar varias classificagdes, de acordo
com a origem da matéria-prima, sendo designados de fermentados acéticos ou
vinagres, seguidos do nome da mateéria-prima de origem (BRASIL, 2012).

Tem acdo nutritiva e biorregulatéria e, portanto é considerado um
complemento para a alimentacdo humana (BORTOLINI et al. 2001). A utilizacdo do
vinagre nos alimentos torna-os mais digestivos, em especial os folhosos os quais
sdo amaciados, o que melhora a digestao pelo suco gastrico. No organismo humano
aumenta a atividade dos fermentos géstricos e ao mesmo tempo promove um efeito
excitante da glandula pancreética e é considerado um produto superior em relacdo a
outros alimentos &cidos pelo fato de conter o acido acético que entre os acidos
organicos € o mais dissociavel e favoravel a digestdo (BORTOLINI et al. 2001;
HOFFMANN, 2006).

De acordo com Filho e Araujo (2007) a fermentacdo acética ou oxidacdo
realizada em aerobiose é conseguida por um conjunto de bactérias do género
Acetobacter, tais como Acetobacter aceti, A. xylinoides, A. orleanense, A.
acetigenum, A. schuetzenbachii, A. curvum e A. rances. No entanto, normalmente
utilizam-se culturas mistas, onde estas devem produzir concentracdes razoaveis de
acido acético entre 25 € e 30 € e ndo possuam a p ropriedade de realizar a
oxidacdo até anidrido carbbnico e agua. A fermentacdo acética € demonstrada na
equacao a seguir:

Alcool Bactérias acéticas Acido acético + agua
CH3CH20H + O3 » CH3COOH + H,0

Sa8o0 observados na literatura diversos trabalhos que destacam as
propriedades bioldgicas do vinagre e os beneficios a salde que o produto pode
proporcionar. Xu et al. (2011) verificaram atividade antioxidante e compostos de alto
peso molecular (melanoidinas), formados a partir de reacdo de Maillard durante o
processo de producao de vinagre aromatico Zhenjiang concentrado.

Ubeda et al. (2012) produziram vinagre a partir de excedentes da producéo de
morangos produzidos na Espanha (segunda maior produtora de morangos), este
processo foi realizado em dupla fermentacéo (alcoodlica e acética) com a finalidade

de estudar a evolucdo da atividade antioxidante, fendis totais e antocianinas
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monoméricas durante o processo de producdo do vinagre (realizada em recipientes
de vidro, barril de carvalho e barril de cerejeira). Os autores constataram que estes
parametros aumentavam quando o dioxido de enxofre e enzimas pectoliticas foram
adicionados aos substratos, assim como, a utilizacdo de barris de madeira,
particularmente de madeira de cerejeira. De acordo com os autores, de maneira
geral, a fase de acetificacéo levou a perda elevada de compostos antioxidantes.

Segundo Budak e Guzel-Seydim (2010) a presenca de compostos fendlicos
em vinhos e vinagres tem efeito positivo para a saude por possuirem efeito
antioxidante. Estes autores estudaram a producéo de vinagre de uva Ulugbey Karasi
por dois processos, o lento ou de superficie e o industrial e avaliaram se o processo
de producéo poderia influenciar na atividade antioxidante e nos compostos fendlicos.
Os autores constataram que o teor de compostos fendlicos no vinagre produzido de
maneira industrial era maior do que no processo lento (2690 mg L™ e 2461 mg L™
GAE, respectivamente), em relacdo aos compostos antioxidantes, tais autores
constataram que no vinagre produzido pelo método industrial (13,50 mmol L™) foi
verificado um valor ligeiramente maior que no método lento (10,37 mmol L™).

Grande parte das frutas colhidas no Brasil todos 0os anos sao descarartadas
por estarem fora dos padrbes de qualidade, apresentando deformacfes, estadio
avancado de amadurecimento, ou, em alguns casos pela superproducéo, desta
forma a fabricacdo de vinagre de frutas pode proporcionar ao agricultor e aos
estabelecimentos industriais um meio de utilizacdo de matérias-primas
inaproveitaveis ou excedentes da producdo (BORTOLINI et al. 2001; EVANGELISTA
2008; UBEDA et al. 2011).

Ainda em relacédo as frutas, Aquarone et al. (2001) destaca que os vinagres
de frutas sdo considerados melhores no que se refere a qualidades sensoriais e
nutritivas se comparados a outros tipos de vinagre, pois apresentam caracteristicas
como sabor e aroma proprios. Este possui vitaminas, acidos organicos, proteinas e
aminoacidos oriundos da fruta e da fermentacao alcodlica.

Quando o vinagre for produzido a partir de frutas, a legislacdo brasileira
preconiza que o produto deve ser designado como fermentado acético de fruta ou
vinagre de fruta e nunca utilizar os dois, pois 0s mesmos sdo equivalentes e
mutuamente excludentes. Quanto as caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas do

fermentado acético deverdo estar em consonancia com a composi¢cdo do produto.
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Durante o processo de fermentagdo, poderd ser injetado no fermentado acético
oxigénio ou ar industrialmente puro, assim como, podera ser utilizado sal nutriente,
acucar, aminoacido e vitamina, desde que previstos em legislacéo especifica, com o
objetivo exclusivo de alimentar as bactérias acéticas, na quantidade minima
necesséaria a complementacdo do substrato da fermentagéo acética (BRASIL, 2012).

A instrugédo normativa n°06 de 03 de abril de 2012 estabelece os Padrbes de
identidade e qualidade e a classificacdo dos fermentados acéticos, onde de acordo
com a matéria-prima utilizada para a sua obtencdo existem alguns parametros a

serem seguidos como pode ser visto na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos do fermentado acético de fruta.

Parametro Valor

Minimo Méaximo
Acidez volatil em &cido acético 4,00 -
(9/200ml)
Alcool ( % viv) a 20°C - 1,00
Cinzas ( g/L) 1,00 5,00
Extrato seco reduzido (g/L) 6,00 -
Sulfatos, expressos em g/L de - 1,00

sulfato de potassio
Aspecto Auséncia de elementos estranhos a sua

natureza e composicao

Cheiro Caracteristico

Sabor Acido

Cor De acordo com a matéria-prima de origem e
composicao

Fonte: Brasil, 2012.

De acordo com BRASIL (2012), “atualmente no Brasil sdo consumidos em
torno de 170 milhdes de litros de vinagre, cerca de 80% corresponde ao vinagre de
alcool. A regido Sudeste responde por 53% do consumo do produto em territorio
nacional, seguido pelas regides Sul (23%), Norte-Nordeste (19%) e Centro-Oeste
(5%). A regido da Grande Sao Paulo é o maior polo produtor de vinagre,
concentrando 37% da producéo total nacional, enquanto o interior de S&o Paulo é o

principal mercado, onde o consumo chega a 24% da producao nacional.”
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De acordo com a Associacdo Nacional das Industrias de Vinagre ANAV
(2012) o faturamento anual do setor vinagreiro € de 200 milhdes de reais, no
entanto, o consumo deste produto € de 0,8 litro/habitante/ano, enquanto nos paises
da Europa o consumo é de 1,8 litro/habitante/ano, onde o vinho e as frutas séo as
principais matérias-primas, sendo que este é utilizado para outros fins como limpeza,
desinfeccdo, avivamento de cores, para devolver brilho a metais e neutralizador de
odores e ndo somente como tempero para saladas como comumente é consumido
no Brasil. Tendo em vista este crescente mercado do vinagre, principalmente na
utilizacdo na culinaria mais sofisticada, os empresarios brasileiros comegam a
produzir vinagres gourmets ou de “grife”. Desta forma 90% das industrias ja
fornecem vinagres especiais ao mercado, agregando assim valor ao produto e

atendendo as expectativas de um consumidor cada vez mais exigente por qualidade.

2.5 Processos de producgao de vinagre: processo submerso e processo lento

A producdo do vinagre é realizada por dois processos bioquimicos
conduzidos por microrganismos: primeiramente ocorre a conversao de matérias-
primas acucaradas e amilaceas fermentesciveis a etanol por leveduras, comumente
espécies de Saccharomyces, e posteriormente ocorre a oxidacdo do etanol por
bactérias aerébias do género Acetobacter (TESFAYE et al. 2002; BROTOLINI et al.
2001; MARQUES et al. 2010).

A fermentacao alcoolica se caracteriza por um processo anaerébico, onde as
leveduras utilizam o acguUcar para a transformacédo em etanol e gas carbonico, este
processo é caracterizado por uma sequencia de 12 rea¢Ges ordenadas as quais sao
catalisadas por enzimas especificas (CAETANO e MADALENO, 2011).

O rendimento da fermentacdo alcoodlica pode ser afetada pelo pH do meio,
oxigenacgao, nutrientes, espécie e linhagem da levedura utilizada, temperatura, além
disso contaminacdo de outras cepas que ndo sejam Sacharomyces . Quanto a
temperatura desta fermentacdo o recomendado € de 25 € a 36 T, pois valores
inferiores fazem com que a fermentacdo seja demorada e temperaturas superiores

fazem com que o alcool evapore ou podem aparecer contaminac¢des, assim como o



33

pH adequado esta entre 4,0 e 5,0 (PACHECO, 2010; CAETANO e MADALENO,
2011).

Na fermentacdo acética as principais espécies de bactérias utilizadas sao
Acetobacter, estas possuem forma de cocos e bastonetes, assim como necessitam
de oxigénio para realizar acetificacdo, por este motivo se multiplicam na superficie
do vinho onde h& a formacédo de um véu ou mée do vinagre de aspecto gelatinoso.
Quanto a temperatura, estas se desenvolvem melhor entre 25 € e 30 C, mas
podem suportar temperatura minima de 4 CTa 5 € e maxima de 43 C, sendo que a
temperaturas de 15 € e maiores que 35 T tornam a fermentacdo acética mais
lenta o que se tornaria inviavel economicamente para producdo de vinagre. Quanto
ao teor alcoolico, estas suportam até 11,0% v/v (HOFFMANN, 2006).

A fermentacao acética € a transformacao do alcool em aerobiose em &cido
acético, obtido por bactérias acéticas, as quais constituem um grupo de interesse
pela sua funcéo na producgédo do vinagre e nas alteracbes nos alimentos e bebidas.
O rendimento da transformacgéo do alcool em acido acético envolve 46g de alcool
para a formacéo de 60g de acido acético, ou seja, 1g de alcool origina 1,3 g de acido
acético, na pratica estima-se que para cada 1% v/v de alcool do vinho, forma-se 1%
de acido acético no vinagre. (EMBRAPA, 2002; HOFFMANN 2006).

De acordo com Budak e Guzel-Seydim (2010), o vinagre € obtido a partir de
matérias-primas que contenham principalmente carboidratos que sao fermentados a
etanol e este é transformado em acido acético. Destacam dois métodos de
producdo, o método lento em que a cultura de bactérias do acido-acética permanece
na superficie do fermentado alcodlico mantido em barril de madeira (método
tradicional) e o processo submerso que envolve cultura submersa, onde a
oxigenacao do processo € melhorada (método industrial).

O processo de Orleans, também conhecido como lento, superficial ou
estacionario é o método de producdo mais antigo. Esse método inclui o uso de barris
de madeira (Figura 13) e os vinagres obtidos sdo altamente valorizados pelas
propriedades sensoriais (CEREZO et al. 2008). Nesse método as bactérias acido
aceéticas permanecem em contato direto com o oxigénio atmosférico na interface ar-
liquido, sendo este o método mais comumente empregado na produc¢do de vinagres
tradicionais (HOFMANN, 2006).



O processo Orleans de producédo de vinagre gera um produto que possuli
aroma e sabor peculiar, pois durante este método existe a presenca residual de
alcool que favorece a formacdo de ésteres e outros compostos volateis
(EMBRAPA, 2002).

Este método produz um vinagre de excelente qualidade, limpido, dispensando
clarificacOes e filtracOes, se cuidadosamente conduzido. No entanto, € um processo
que possui baixa produtividade e ocupa muito espacgo, sendo inviavel
comercialmente, usado basicamente na producdo em pequena escala, ou seja,
praticamente de maneira domeéstica (BACH, 2009), principalmente pelo agricultor

familiar.

%—7F < Entrada do vinho
N/

S, 4— Algodio ou la

N\ Abertura com tela
para entrada de ar

Figura 13: Barril utilizado para elaboragcédo de vi  nagre
Fonte: Embrapa (2002)

Industrialmente, a maior parte do vinagre produzido no Brasil € obtido pelo
processo submerso, datado de 1950, que utiliza cultura submersa através de forte
aeracdo, com acetificadores do tipo Frings (Figura 14), o qual caracteriza-se como
um processo mais rapido com elevadas produtividades, mas que comumente nao
apresenta a mesma qualidade observada em vinagres produzidos a partir de frutas
por processo lento em barris de madeira (AQUARONE et al. 2001; PEDROSO,
2003). O processo submerso € empregado para elaboracédo de vinagres comerciais
de maior consumo (HOFFMANN, 2006).

Neste processo as bactérias acéticas ficam submersas no vinho para
acetificar em contato com o oxigénio do ar proveniente de intenso arejamento sendo
gue esta deve ser cuidadosamente aplicada, pois qualquer mudanca pode acarretar
na modificagdo do metabolismo bacteriano. O equipamento possui um recipiente de
grande capacidade, na maioria das vezes de ac¢o inoxidavel, com uma turbina de ar

na parte inferior e por ser um processo exotérmico, contém tubos por onde circula a
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agua para refrigeracdo que funciona automaticamente no controle da temperatura.
Dentro do fermentador, o ar é disperso homogeneamente em todo o vinho. Quando
o vinho do fermentador alcancar aproximadamente 0,2% v/v de alcool, o que
acontece em intervalos de 30 a 40 horas, retiram-se aproximadamente de 40% a
45% do volume de vinagre que é substituido pelo mesmo volume de vinho a
acetificar. O controle da temperatura nesse processo € feito mediante um sistema
interno de refrigeracdo, que funciona automaticamente (AQUARONE et al. 1983;
PEDROSO, 2003).

Figura 14: Acetificador do tipo  Frings em acgo inoxidavel.
Fonte: EMBRAPA (2006) por MECCA (1979).

2.6 Panorama socioecondmico da agricultura familiar na regido Sudoeste do Parana

A agricultura no Sudoeste do Parana é constituida predominantemente de
pequenos proprietarios rurais que conduzem as atividades com ajuda da familia e
eventualmente é contratada mao-de-obra externa. Destes, 94% sao proprietarios de
terra e 6% correspondem a nao proprietarios. Os agricultores que exploram
exclusivamente terras proprias somam cerca de 64% do total, indicando que pelo
menos um terco deles faz uso de outras terras (ZANCHET, 2010).

A agricultura regional no ambito econdmico de geracdo de renda vem
sofrendo declinio. Em 1970 as atividades agricolas eram responsaveis por 70% do
Produto Interno Bruto (PIB) e em 2003 este indice passou para 45,3% (SANTOS e
BRAGA, 2009).
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A economia rural sempre foi baseada em minifandios, devido as
caracteristicas do relevo acidentado, e sdo uma caracteristica da regido as
pequenas propriedades com méao de obra familiar. A prevaléncia de agricultura em
pequena escala, tipica da agricultura familiar, confere caracteristicas proprias, no
que se refere ao acesso a tecnologia. De maneira geral, a mecanizacao das tarefas
nos estabelecimentos agropecuarios exige aumento da area cultivada ou da escala
de producédo, fator que limita a incorporacdo de tecnologia pelas pequenas
propriedades, em especial a mecanizacdo. Os cultivos de milho e soja,
predominantes na regido, fazem uso da mecanizacdo das etapas de plantio, tratos
culturais e colheita, porém apenas 42% possuem trator e apenas 10% s&o
proprietarios de colheitadeira (ZANCHET, 2010).

As principais fontes de renda na agricultura desta regido sdo a combinacao
das atividades agricolas com producdo animal, sendo que a diminuicdo do tamanho
das familias representa dificuldades na manutencdo agropecuéria diversificada,
cerca de 78% dos agricultores combinam trés atividades: leite, milho e soja, sendo
complementadas pela producédo de aves, fumo, suinos, gado de corte, trigo e feijao
(ZANCHET,2010).

Este modelo de diversificacdo da agricultura para proporcionar o sustento da
familia representa algo que aos poucos estd em fase de declinio, pois as familias
estdo cada vez menores, assim como jovens vao para as cidades com o intuito de
melhores condicbes de vida, desta forma faz-se necessario a busca de outras
atividades com geracédo de renda, alto valor agregado e compativel com a realidade
atual.

Atualmente produtores e consumidores tém se preocupado crescentemente
com a qualidade dos alimentos produzidos e consumidos, atentando para praticas
mais limpas de producdo e procurando por alimentos mais saudaveis que gerem
beneficios ambientais em termos de sustentabilidade ao planeta (MACHADO E
CORAZA, 2004).

De maneira geral faz-se necessario a implantacdo da agricultura de alto valor
agregado, a qual pode ser conseguida através do desenvolvimento agricola e da
protecdo ambiental, de forma que esta se torne competitiva e a0 mesmo tempo
sustentavel, gerando empregos e diminuindo o éxodo rural (BANCO MUNDIAL,
2008).
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Diante disso, a busca da agregacéo de valor na agricultura familiar pode ser
realizada pela aplicacdo de novas tecnologias de cultivo com o emprego de
maquinas, ou pelo cultivo de novas culturas como, por exemplo, a fruticultura a qual
traz beneficios aos agricultores, pois pode ser realizada em pequenas extensdes de
terras.

Atualmente a amora-preta ndo € explorada comercialmente e ndo existem
muitos dados publicados a seu respeito, assim € bastante relevante a realizacao de
estudos que evidenciem as qualidades nutricionais do fruto, através da
caracterizacdo da fruta, bem como a exploragdo tecnolégica da mesma com o
desenvolvimento de produtos derivados com maior valor agregado que poderao

trazer beneficios a agricultura familiar regional.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Aproveitamento tecnolégico da amora-preta Guarani (Rubus sp.) na

producéo de vinagre pelos processos lento e submerso.

3.2 Objetivos especificos

» Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e compostos bioativos da amora-
preta cultivada em propriedade rural do Sudoeste do Parang;

» Elaborar fermentado alcodlico de amora-preta em sistema descontinuo em
biorreator de tanque agitado (STR), realizando estudo cinético do processo e
caracterizando o produto obtido (parametros fisico-quimicos e bioativos);

* Produzir fermentado acético (vinagre) de amora-preta através dos processos:
submerso e lento e avaliar os parametros fermentativos dos cultivos;

e Caracterizar os parametros fisico-quimicos dos vinagres produzidos,
correlacionando-os com a legislacao brasileira;

* Quantificar compostos bioativos (fendlicos totais, antocianinas e atividade

antioxidante) nos fermentados acéticos obtidos em ambos 0s processos.
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4. MATERIAL E METODOS

As atividades experimentais de fermentacdo, bem como a analise dos
parametros fisico-quimicos foram desenvolvidos no Laboratério de Bioprocessos e
na Central de Analise Multiusuario. Ambos os laboratorios estdo localizados no
Centro de Tecnologias Integradas (Politec) da UTFPR, campus Pato Branco.

4.1 Matérias-primas

4.1.1 Amora-preta

A amora-preta, cultivar Guarani (Rubus sp.), utilizada para a producao de
vinagre foi obtida junto a produtor do municipio de Palmas na regido Sudoeste do
Parana. Os frutos foram mantidos sob congelamento (-18C) até o momento da
caracterizagao fisico-quimica e producéo dos fermentados alcodlico e acético.

4.1. 2 Micro-organismos

Na fermentacdo alcodlica foi empregado fermento comercial constituido de
cultura pura de Saccharomyces cerevisiae r.f. bayanus (Fermol Perlage, AEB
Bioquimica Latino Americana SA). Na fermentacéo acética foi empregada microflora
mista de bactérias acido-acéticas isoladas de vinagre de vinho ndo pasteurizado

adquirido na Feira do Produtor no municipio de Pato Branco — Parana.

4.1.3. Sais minerais e reagentes quimicos

Os sais minerais empregados no preparo dos meios de cultivo e os reagentes
utilizados no preparo de solu¢cdes usadas nas determinagdes quimicas foram de
grau analitico. Foi empregado ENOVIT® da AEB Bioquimica, na fermentacdo
alcodlica como ativador de crescimento das leveduras na fase de fermentacdo
acética o Acetozyn® que contém os nutrientes necessarios para o crescimento das

bactérias acéticas.
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4.2 Descri¢ao do biorreator utilizado na fermentacao alcoodlica

A fermentacdo alcodlica foi conduzida em biorreator de bancada do tipo
tanque agitado (STR) modelo Biostat B (B. Braun, Alemanha), conforme
apresentado na Figura 15, equipado com eletrodos para o monitoramento de pH e
oxigénio dissolvido, termopar para controle da temperatura (28C) e com cuba
encamisada de 5 litros.

Na saida de ar da cuba do fermentador foi conectada mangueira de silicone
cuja extremidade foi mantida submersa em agua destilada em frasco Erlenmeyer. de
500 mL. O frasco Erlenmeyer contendo agua funcionou como um batoque,
impedindo a entrada de ar no sistema ao mesmo tempo em que permitia a liberacao

do géas carbonico (CO,) oriundo da fermentacao.

Figura 15: Biorreator de bancada Biostat B
Fonte: Autora (2012)

4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Preparo do in6culo para as fermentacdes alcodlica e acética
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Na fermentacéo alcodlica, a levedura comercial liofilizada foi reidratada em
meio extrato de malte (20g/L extrato de malte, 1g/L peptona e 20g/L de glicose),
preparado em erlenmeyer de 250 mL. A pré-cultura foi cultivada em incubadora
shaker por 24 h, 120 rpm e 28T de temperatura (Figura 16). Ap6s este periodo as
células foram recuperadas por centrifugacdo (1500 x g, 30 minutos) e
ressuspendidas em solucédo salina esterilizada a 0,9% (m/m). A seguir foi realizada
contagem celular em camara de Neubauer e usado como inéculo uma populacéao de
2,0 x 10° células.mL™ seguindo concentracdo celular descrita por Hidalgo et al.
2013).

Para a fermentacdo acética o inoculo foi preparado a partir de cultura
selvagem de bactérias acido-acéticas isoladas de vinagre ndo pasteurizado (vinagre
forte). Utilizou-se seis frascos de Erlenmeyer de 250mL contendo cada um 100mL
de meio GY (glicose 10%, extrato de levedura 1% e natamicina 100mg/L) (SU, e
CHIEN, 2007; HIDALGO, et al, 2013), em cada um destes foi adicionado volume de
10 mL de vinagre nao pasteurizado (Figura 17). Os frascos foram colocados em
incubadora orbital (shaker) por 2 h, 120 rpm a 30 °C, decorridas 48 horas procedeu-
se a centrifugacdo (1500 x g, 30 min.) e ressuspensdo das células em solucdo
salina 0,9%.

Para a realizacdo da fermentacdo acética em barril de madeira de gréapia
foram adicionados 25 mL do in6culo em 180mL de vinho de amora-preta (10% do
volume total a ser fermentado), o qual estava contido em Erlenmeyer de 250 mL,
permanecendo em incubadora orbital (shaker) por 24 h, 120 rpm a 30 °C para
processo de adaptacdo e decorridas estas 24 horas, este volume foi entdo
acrescentado ao restante do vinho de amora-preta no barril para a fermentacao
acética pelo método lento.

Para a realizacdo da fermentacdo acética em biorreator, utilizou-se como

indculo o vinagre produzido pelo método lento.
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Figura 16: Preparo do indculo para a Figura 17: Preparo do indculo para a
fermentacéo alcodlica fermentacéo acética.
Fonte: Autora (2012) Fonte: Autora (2012).

4.4 Fermentacao alcodlica

4.4.1 Preparo do Mosto e Fermentacdo

Os frutos foram descongelados lentamente em geladeira e foram submetidos
a despolpamento em multiprocessador Philips-Walita (modelo RI 7633), Figura 18. A
polpa foi passada em malha de pano morim para a separacdo das sementes e
cascas. O teor de sélidos soluveis foi corrigido para 18 °Brix pela adi¢cdo de sacarose
comercial (BORTOLINI et al. 2001; TESSARO et al. 2010). N&o houve necessidade
de correcao do pH do mosto visto que apresentou valor de 3,2.
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Figura 18: Processamento da amora- Figura 19: Mosto obtido da amora -
preta em multiprocessador preta na cuba do fermentador.
Fonte: Autora (2012). Fonte: Autora (2012).

O mosto (Figura 19) foi suplementado com ativador de crescimento de
leveduras (ENOVIT®, Pascal Biotech — Paris Franca) na dose recomendada pelo
fabricante de 30 g / hL, sendo este composto de sulfato de amonio (70%), fosfato de
amonio dibasico (19,8%), celulose quimicamente inerte (10%) e cloridrato de
tiamina, vitamina B1 (0,20%). Metabissulfito de sédio na proporcdo de 50 mg/L
(Olivier et al. 2008) foi empregado na etapa de sulfitagem.

O pé-de-cuba (indculo no fermentador) foi preparado pela transferéncia da
pré-cultura (células de S. cerevisae ativadas em meio extrato de malte) preparada
conforme item 4.3.1, para o fermentador contendo 10% (350 mL) do volume racional
de mosto suplementado com minerais e sulfitado. As células do fermento foram
cultivadas por 24 h a 28 C.

ApOs 24 h de cultivo, com as leveduras ja adaptadas e na fase de
crescimento exponencial, procedeu-se a adicdo do restante do mosto (3.150 L),
sendo entdo a fermentagcdo em fermentador de bancada conforme descrito no item
4.2 a temperatura de 28 T (BORTOLINI et al. 2001; HIDALGO et al. 2013). O
processo de preparo de meio de cultura e preparo do mosto pode ser visto no

Fluxograma 1.



A fermentacéo alcoolica foi acompanhada através do consumo dos agucares
via avaliacdo do teor de solidos soluveis totais por refratbmetro portatil e verificagdo
da liberacdo de CO,. Amostras foram retiradas ao longo do processo em intervalos
de 6 horas. Foram realizadas andlises de pH, acidez titulavel, sdlidos sollveis totais
(Bix), acucares redutores totais (ART), concentra¢ o de etanol e biomassa celular
(contagem de células em camara de Neubauer). Apos término da fermentacao
alcodlica, indicada quando o teor de soélidos soluveis (°Brix) permaneceu constante,
o caldo fermentado foi separado das células por centrifugacdo (1500 x g, 20
minutos) e filtragem em pano de morim. No fermentado alcodlico obtido ao final do
processo também foram determinados compostos fendlicos totais, antocianinas e

atividade antioxidante.



Inoculacdo da levedura comercial em dois frascos
Erlenmeyer de 100mL contendo caldo extrato malte
(ativacéo células)

'

Incubacao em shaker (120 rpm, 24 h, 28 )

!

Recuperacéao células por centrifugacao (1500 x g,
30 min)

v

Suspenséo celular em pequena quantidade de
solucéo salina esterilizada (NaCl — 0,9%): Creme de
levedura

\ 4

Pé de cuba: Transferéncia de quantidade necesséaria ( 2x10°
cel./mL) de células para biorreator contendo 350 mL de mosto
suplementado e sulfitado

\ 4

Cultivo por24ha28 T

\ 4

Adicao de mosto suplementado e sulfitado (3150
mL)

A 4

Fermentacao alcodlica a 28 C

v

Coleta de 15 mL de amostra 6h/6h: pH, acidez,
Brix e contaaem celular

A

Final Fermentacao alcodlica: Brix constante

Fluxograma 1 : Adaptacéo do indculo no mosto e fermentacao alcodlica.
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4.4.2 Calculo do rendimento, produtividade e eficiéncia da fermentacéo alcodlica

O rendimento (Yrss) da fermentacéo alcoolica foi calculado correlacionando-se
os valores de etanol produzido (m/v) com os teores de aclUcares consumidos (m/v),
segundo equacdo 1. Sendo, Yris 0 rendimento em produto (g/g), AP a variacdo da

producdo em etanol (g/L) e AS o consumo de substrato (g/L).

AP (1)

A produtividade (Qr) foi determinada pela correlagdo entre etanol produzido
(g/L) e o tempo da fermentacdo (h), segundo equacdo 2. Qr corresponde a
produtividade volumétrica em etanol (g/Lh), P a concentracéo final de etanol (g/L), Po

a concentracdo de etanol no instante inicial (g/L) e tré o tempo de fermentacéo (h).

QP_P_PO (2)

A eficiéncia da fermentacédo foi determinada pela relacdo entre o rendimento
observado no processo (Yris) e 0 rendimento tedrico (0.511 g/g) da fermentacéo

alcoolica, segundo equacéao 3.

YP/S observado 3)

n (%) = x 100

Yp /s tedrico

A velocidade de consumo do substrato (Qs) foi determinada pela correlagcéao
entre consumo de substrato (g/L) e o tempo da fermentacao (h), segundo equacéo
4. Qs corresponde taxa de consumo do substrato (g/Lh), So a concentracdo de
substrato no instante inicial (g/L), S a concentracéo final de substrato (g/L) e tré o

tempo de fermentacéo (h).
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So — S
Qs = . @)

A velocidade maxima de crescimento foi calculada a partir do coeficiente
angular da curva do logaritmo neperiano do conteddo de biomassa na fase
exponencial de crescimento com o tempo de acordo com a Equacdo 5. X
corresponde a concentracdo de biomassa celular (g/L), Xo corresponde a
concentracgdo inicial de biomassa celular (g/L), 1 velocidade especifica maxima de

crescimento célula (h™) e t tempo de fermentacéo (h).

In(X) =In(X0)+ pt 5)

4.5 Fermentacdo acética

Foram conduzidas fermentagBes acéticas em vinagreira de madeira grapia e
em fermentador de bancada. Para a producgéo de vinagre foi utilizado o vinho obtido
na fermentacdo alcodlica. O vinho foi suplementado com Acetozyn®, composto de
nutrientes auxiliares do crescimento das bactérias acido-acéticas.

No Fluxograma 2 estdo descritas as etapas envolvidas na fermentacao

acética conduzida em vinagreira (processo lento).
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Preparo de meio GY (900 mL)

\ 4

Inoculacdo de 10 mL de vinagre forte em 6 frascos
Erlenmeyer (125 mL de meio GY)

'

Incubacao em shaker (48h, 30 C, 150rpm)

v

Recuperacao das células (centrifugacéo e ressuspensdo em solucdo salina (0,9%)

A 4

Adaptacao das células em 180 mL de vinho de
amora-preta (24h, 30 T, 150rpm)

}

Inoculacdo do pé-de-cuba (180 mL) em 1.800 mL de
vinho de amora-preta.

\ 4

Fermentacao acética em barril de madeira de grapia (30 C
(3 bateladas sucessivas)

Fluxograma 2: Fermentac&o acética conduzida em vinagreira (processo lento).

Células de bactérias acido-acéticas cultivadas em meio GY (isoladas de
vinagre ndo pasteurizado de vinho colonial) foram transferidas para o mosto de
vinho de amora-preta (180 mL) suplementado com Acetozyn®. O mosto foi incubado
em incubadora shaker por 24h a 30 T com agitacao d e 150 rpm para a obtencao do
pé-de-cuba. Posteriormente o pé-de-cuba foi transferido para vinagreira de madeira
grapia (Figura 20) contendo 1620 mL de vinho de amora-preta. A fermentacéo
acética foi conduzida a 30 C, sendo mantida a vina greira em estufa bacteriolégica
para controle da temperatura. A vinagreira tinha volume total de 2500 mL. A
fermentacdo acética foi acompanhada através de determina¢des de pH e acidez
total a cada 24 h. Foram conduzidas 3 bateladas sucessivas de fermentacfes com

cortes de 65 % do volume do fermentado quando a acidez do meio atingia valores
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entre 4,0 % e 4,5 %, sendo o volume de trabalho completado com novo mosto (vinho
suplementado e sulfitado). A proporcao dos cortes foi realizada conforme descrito
por Tesfaye et al. (2000).

Figura 20: Vinagreira (barril acetificador) de  madeira grapia.
Fonte: Autora (2011)

Os vinagres obtidos na primeira, segunda e terceira batelada foram
centrifugados e em seguida caracterizados quanto aos valores de pH, acidez em
acido acético, solidos sollveis totais (°Brix), residuo mineral (cinzas), extrato seco
total, extrato seco reduzido, densidade, dioxido de enxofre livre e total teor de acido
acético, etanol, bem como compostos bioativos antocianinas, compostos fendlicos e
atividade antioxidante.

A fermentacdo acética conduzida pelo processo submerso foi realizada em
fermentador de bancada (Biostat B, B. Braun) (Figura 21) com cuba de 2 litros,
sendo utilizado volume de trabalho de 1,5 litros. Para esta fermentacdo foi
empregado volume de pé-de-cuba de 50% de vinagre forte ndo pasteurizado obtido
a partir da vinagreira, tal proporcao utilizada foi seguida conforme descrito por
Tesfaye et al. (2000). A temperatura foi mantida em 30 °C de acordo com Cerezo et.
al (2010) e Hidalgo (2013), fluxo de ar de 0,05 vwm (volume de ar / volume de mosto
/ minuto), agitacdo de 500 rpm (duas turbinas de Rushton) (BORTOLINI et al. 2001).
Ao longo da fermentacéo acética foram coletadas amostras em intervalos de 6 (seis)
horas, para andlises de pH, acidez, teor alcodlico, teor de acido acético. Foram
conduzidas 3 bateladas sucessivas de fermentacdo, sendo retirada a proporcéo de
65% do volume total e completado com o mesmo volume conforme descrito por
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Tesfaye et al. (2000). O final de cada batelada era determinada através da
quantificacdo da acidez (valores entre 4,0% e 4,5%). Nos vinagres obtidos em cada
uma das bateladas foram determinados além dos valores de pH, acidez, teor de
etanol e acido acético, os conteudos de compostos fendlicos totais, antocianinas e
atividade antioxidante.

Foram determinados os parametros cinéticos das fermentacfes acéticas em
ambos o0s processos: rendimento da fermentacdo e produtividade volumétrica em

acido acético.

Figura 21: Fermentagdo acética em fermentador de ba  ncada

4.5.1 Célculo do rendimento e produtividade das fermentacdes acéticas

O rendimento da fermentagdo acética foi determinado e expresso de duas
formas, pela relacdo entre a producdo observada de &cido acético em relacdo ao
rendimento tedrico (Ypss) e rendimento GK (Gesammte Konzentration). O rendimento
tedrico é calculado a partir da reacdo de conversdo do etanol a acido acético, onde
1,0 g de etanol rende 1,304 g de acido acético (TORRES et al., 2001).

O rendimento GK (Gesammte Konzentration) € um parametro largamente
utilizado pela indastria de vinagre, que expressa a eficiéncia da fermentacdo como a

soma das concentracdes de acido acético (% m/v) e etanol (%v/v) no inicio e final
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das fermentagcbes. Esta relacdo foi aplicada para o célculo da eficiéncia da
converséao de etanol em acido acético: Rendimento GK = (GK final / GK inicial) x 100
(BORTOLINI et al. 2010; ILHA et al. 2009).

A produtividade volumétrica da fermentacdo acética foi calculada através da
equacao 6, sendo Qr a produtividade volumétrica em &cido acético, Vi corresponde
ao volume final de vinagre, Cac € a concentragdo final de acido acético, Vi é o volume
inicial da fermentacéo acética, Cac inicial € concentracao inicial de acido acético, t € o

tempo final de fermentacdo em horas (equacéo 6).

_ ViXCq —V, XC

ac.inicial 6
o (6)

Qr

4.5.2 Tratamento final do vinagre

Os vinagres produzidos foram tratados com bentonita (0,05% m/v) por 8 (oito)
horas para sedimentacéo. Posteriormente os vinagres foram centrifugados (1350 x
g, por 30 minutos), filtrados em papel filtro e engarrafados e apds realizacdo das
analises fisico-quimicas e dos compostos bioativos foram pasteurizados em banho-

maria a 65 °C, 20 minutos.

4.6 Determinacdes analiticas

Foram empregados protocolos analiticos descritos pelo IAL (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008) e Manual e Métodos de Andlise de Alimentos (CECCHI,
2007). Foram determinados os teores de acUcares glicose, frutose e sacarose,
etanol e acido acético por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Foram analisados, também, os teores de antocianinas através de leituras
espectrofotométricas em diferentes pHs (LEE et al. 2005), compostos fendlicos totais
de acordo com o método de Folin-Ciocalteau usando acido galico como padrao (
SINGLETON, 1965; SINGLETON 1999; BUDAK , GUZEL-SEYDIM, 2010), atividade

antioxidante através de medida da atividade sequestrante do radical DPPH (2,2-
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difenil-1-picrilhidrazida) (BRAND-WILLIAMS, et al, 1995) e atividade antioxidante
através da captura do radical livie ABTS" (Acido 2,2 azinobis (3-ethlybenzthiazoline)-
6-sulfonic) (RE, et al, 1999; SEERAM E HENNING, 2005; RUFINO, et al, 2007,
BUDAK, GUZEL-SEYDIM, 2010).

O fermentado alcodlico foi caracterizado quanto aos parametros pH, acidez
titulavel, solidos solaveis totais (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008) e etanol
(determinado por CLAE).

Os fermentados acéticos foram caracterizados quanto aos valores de pH,
acidez volatil, etanol, residuo mineral (cinzas), extrato seco reduzido, sulfatos,
sélidos soluveis totais, acidez total, densidade (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008),
bem como etanol e 4cido acético por CLAE.

Foram avaliados na fruta, suco, nos fermentados alcoodlico e acético os teores
de antocianinas totais (LEE et al. 2005), compostos fendlicos totais (SINGLETON,
1965; SINGLETON 1999; BUDAK , GUZEL-SEYDIM, 2010) e atividade antioxidante
por captura do radical DPPH (BRAND-WILLIAMS et al. 1995), assim como pela
captura do radical livie ABTS® (RE et al. 1999; SEERAM E HENNING, 2005;
RUFINO et al. 2007; BUDAK, GUZEL-SEYDIM, 2010).

4.6.1 Preparo dos extratos para determinacbes de compostos fendlicos,
antocianinas e atividade antioxidante

Os extratos de amora-preta foram preparados de acordo com Vizzotto e
Pereira (2011). Os frutos previamente descongelados sob refrigeracdo a 4 C foram
triturados e homogeneizados em multiprocessador. Os extratos foram obtidos por
extracdo com etanol absoluto, sendo empregada a propor¢cdo de 20 mL de etanol
absoluto para 5 g de frutos triturados e homogeneizados. A extracao foi conduzida a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante 5 minutos. Posteriormente 0s
extratos foram separados da biomassa da fruta por centrifugacéo (3.500 rpm por 30
minutos).

Também foram obtidos extratos empregando acetona como solvente extrator,
seguindo o mesmo protocolo apenas mudando o solvente.

Para a avaliacdo da capacidade antioxidantes (DPPH e ABTS), compostos

fendlicos e antocianinas previamente realizou-se a extracdo com a utilizacdo de
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diferentes solventes, visto que varios fatores podem influenciar na extragdo, como

por exemplo o tipo de solvente, tempo de extragao, temperatura, pH, entre outros.

4.6.2 Compostos fenolicos

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando acido galico como padrdo de
referéncia.

Foram adicionados em tubo de ensaio 0,2 mL de extrato (extracdo com etanol
e acetona), 1,8mL de agua destilada, 10mL de Folin Cioalteau a 10% e 8mL de
Na,CO3 a 7,5%. A mistura foi deixada em repouso ao abrigo da luz por 2 horas. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV / visivel U- 2800 Digilab a 765nm. O
branco foi conduzido nas mesmas condicbes, porém, com a solucdo extratora
substituindo o extrato. Foi construida uma curva padrdo de &cido gélico nas
seguintes concentracdes: 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm e 100 ppm de &cido
galico diluidos em agua destilada. Os resultados foram obtidos por regressao linear
da curva analitica (R*=0,999) e expressos em mg GAE/g de amostra no caso das
frutas e mg GAE/L quando trata-se do vinho e vinagres obtidos (GAE: equivalente
em acido galico) (SINGLETON et al. 1999).

4.6.3 Determinacgao da atividade antioxidante utilizando o radical DPPH

O método de DPPH utilizado para determinar a capacidade sequestrante
deste radical em cada amostra foi baseado em Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995); Ubeda et al. (2011). Foram misturados em tubo de ensaio 0,1 mL de amostra
apropriadamente diluida e 3,9 mL de solucédo de DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazina)
(0,025 g / L em metanol). A absorbancia da mistura foi medida a 515 nm em
espectrofotometro UV / visivel U- 2800 Digilab e como branco foi utilizado metanol.
Leituras foram tomadas no tempo inicial (to) e no tempo 60 minutos (ts), quando a
reacao atingiu o estado estacionario. Seis concentra¢cdes diferentes de Trolox (0,02
mM, 0,06mM, 0,1mM, 0,14mM, 0,18mM e 0,22mM) foram preparadas nas mesmas

condi¢des da amostra, sendo, portanto, misturados 0,1 mL de cada concentra¢ao de
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solugéo de Trolox e 3,9mL de solugdo DPPH (0,025g/L) e utilizadas para construcéo
da uma curva de calibragcdo com leituras no tempo zero . Os valores finais foram
expressos em mmol Equivalentes de Trolox (TE) /g de amostra. Todas as

determinacdes foram realizadas em triplicata.

4.6.4 Determinacédo da atividade antioxidante avaliada pelo método de captura do
radical ABTS™

A atividade antioxidante pelo método ABTS™ &cido 2,2 '- azino-bis (3-
etilbenzotiazoline)-6-sulfénico foi realizada conforme descrito por Re et al. 1999;
Seeram e Henning, 2005; Rufino, et al, 2007; Budak, Guzel-Seydim, 2010.
Inicialmente foram preparadas solu¢cbes de ABTS (7mM ) e persulfato de potassio
(140 mM). O radical ABTS " foi obtido a partir da reagdo de 5 mL da solugdo de
ABTS com 88 pL da solucéo de persulfato de potassio mantida ao abrigo da luz e
em temperatura ambiente por 16 horas. 1 mL desta mistura foi diluida em alcool
etilico absoluto até obtencdo de absorbancia de 0,700 nm + 0,05 nm a 734 nm de
comprimento de onda, sendo utilizada somente no dia da analise.

Em tubo de ensaio foram adicionados 30uL da amostra e 3 mL da solugéo de
ABTS ", apds agitacdo em vortex os tubos foram deixados ao abrigo da luz por 6
minutos. As leituras foram realizadas a 734 nm em triplicata e os resultados obtidos
por correlagcdo com a curva padréo. Etanol absoluto foi utilizado como branco para a
leitura das amostras de amora-preta utilizando extracdo com etanol, para o vinho e o
vinagre, no entanto, quando as amostras analisadas foram as procedentes da
extracdo com acetona o branco utilizado foi acetona. O mesmo procedimento
reacional foi utilizado para a construcdo de curva padrdo, sendo preparadas
diferentes concentracdes de trolox (100 uM, 500 uM, 1000 uM, 1500 uM e 2000 uM).
Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em pmol trolox / g amora-

preta e pumol/mL para vinho e vinagre.
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4.6.5 Antocianinas

As antocianinas foram quantificadas conforme descrito por Lee et al. (2005).
Foram preparadas solucdes tampao pH 1,0 (cloreto de potassio, 0,025 M) e pH
4,5 (acetato de sédio, 0,4 M). Foram transferidos 10mL de amostra para balédo
volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com solugdo tampéao pH 1,0, sendo
0 mesmo procedimento realizado com o tampédo de pH 4,5. Procederam-se as
leituras a 520 nm e 700 nm em pH 1,0 e 4,5. Foi realizado calculo (Equacédo 7) da

concentracdo do pigmento e expressa em equivalente de cyanidina-3-glicosideo.

Antocianina pigmento (equivalente cianidina-3-glicosideo, mg/L) =
A X MW x DF x 10% € x 1 (7)

Sendo que:

A = (Absorbancia a 520 nm, - Absorbancia a 700 nm) pH 1,0 — ( Absorbancia a 520
nm — Absorbancia a 700 nm) pH 4,5

MW (massa molecular): 449,2 g/mol de cyanidina-3-glicosideo ( cyd-3-gli)

DF: Fator de diluicdo

€ (coeficiente de extincdo molar): 26900 em L.mol™*.cm™, para cyn-3-gli e 10° = fator

de converséo de g para mg.

4.7 Caracterizagdo quimica-bromatologica da amora-preta

A amora-preta foi caracterizada quanto aos parametros fisico-quimicos

abaixo:

4.7.1 Umidade

A umidade das amostras foi determinada em triplicata pelo método
gravimétrico, no qual 5 g de cada amostra foi submetida a secagem em estufa com
circulacdo de ar a 105 °C até massa constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008)
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4.7.2 Lipidios ou extrato etéreo (extracao por Soxhlet)

Esta determinacgéo foi realizada com extrator do tipo Soxhlet, onde a amostra
permanece de 8 a 16 h em processo de extracdo com posterior destilacdo do éter
transferéncia do baldo com o residuo extraido para uma estufa a 105 T até peso
constante (ADOLFO LUTZ, 2008).

4.7.3 Proteinas Método Kjeldahl classico

O teor de proteinas foi determinado pelo método Kjeldahl, o qual consiste na
determinacdo do teor de nitrogénio total e posterior conversdo para proteinas por
fator de correcdo (6,25). A andlise foi realizada em trés principais etapas
consecutivas: digestao, destilacdo e titulacdo. A digestdo foi realizada em bloco
digestor (450 °C) sendo usado 0,2 g de amostra, 5 mL de &acido sulfarico
concentrado (P.A) e catalisador (mistura catalitica: dioxido de titdnio anidro, sulfato
de cobre anidro e sulfato de potédssio anidro, na proporcao 0,3:0,3:6). Na etapa de
destilacao, foram adicionados 20 mL de solucéo de hidréxido de sédio (40% m / v) e,
com acédo do aquecimento do destilador, a aménia foi destilada sobre 10 mL de uma
solucéo de acido baorico (3%) na presenca de indicador, formando borato de amonia.
Na etapa de titulacdo, o borato de amonia formado foi titulado com uma solugéao
padronizada de acido cloridrico (0,1 mol / L), e o teor de proteinas foi determinado

pela equacao a seguir:

Proteina total (%) =V x M x 0,014 x 6,25 x 100 (8)

Em que:

V = volume gasto de HCI

M = molaridade do HCI = 0,1M

0,014 = miliequivalente-grama do nitrogénio

6,25 = fator de conversao geral do nitrogénio em proteina
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4.7.4 Residuo mineral

O residuo mineral fixo foi determinado gravimetricamente apds incineracao
das amostras em forno mufla a 550 °C (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.7.5 Fibra bruta

Para a determinacdo de fibra bruta, as amostras foram submetidas a
digestédo &cida e alcalina, e ap6s filtragem em cadinho de Gocch, as fragbes de fibra
bruta foram determinadas por gravimetria (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.7.6 pH

Foram pesados 10g de amostra de amora-preta e diluidas com 100mL de
agua em um Becker e o pH foi determinado apds agitacdo em pHmetro previamente
calibrado (ADOLFO LUTZ, 2008).

No caso do vinho e do vinagre procedeu-se a retirada de aliquota de 10 mL,

sendo realizadas leituras diretamente nas amostras.

4.7.7 Acidez titulavel

O método baseia-se na titulagdo com hidroxido de sédio 0,1 Mol/L. Como se
trata de uma fruta que apresenta coloracdo escura, o ponto de viragem foi verificado
com potencidometro em pH 8,3 (ADOLFO LUTZ, 2008).

4.7.8 Acidez volatil

Para determinacédo da acidez volatil foram transferidos 5 mL da amostra para
bécker e adicionado 50 mL de agua destilada. A mistura foi titulada com solucéo de

hidroxido de sédio 0,1 Mol/L potenciometricamente.
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Posteriormente foi realizado o célculo conforme equagéo 9.
Acidez (%)=V xM xfx MM /V x 10 x n. 9)

Onde:

V: volume gasto de solucéo de NaOH na titulagao (mL).

M: Molaridade da solucéo de hidroxido de sédio.

MM: massa molecular do acido correspondente em g (n=192g para acido
citrico e n=60g para acido acético).

n: nimero de hidrogénios ionizaveis (n=3 para acido citrico e n=1 para acido
acético).

V: volume de amostra em mL.

f: fator de correcdo da solucéo de hidréxido de sédio.

4.7.9 Sélidos Soluveis Totais (°Brix)

A determinacdo de solidos sollveis foi realizada em refratbmetro manual
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.7.10 Agucares redutores totais

Esta analise foi realizada pelo método DNS conforme descrito por Miller et al.
(1959). A solucdo de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) foi preparada através da
diluicdo de 10,6 g de acido dinitrosalicilico e 19,8 g de hidréxido de s6dio em 1416
mL de agua destilada. Posteriormente a esta solucdo foram adicionados 306,0 g de
tartarato duplo de sédio e potassio, 8,3 g de metabissulfito de sédio e 7,6mL de fenol
sob aquecimento a 50C até completa dissolucéo.

Inicialmente 1,0 mL de amostra foi hidrolisada com 1,0 mL de HCI 2 Mol/L,
sob aquecimento em banho-maria fervente por 10 minutos, com posterior
resfriamento em banho de gelo, seguida de neutralizagdo com 1,0 mL de NaOH 2
Mol/L.
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Para a quantificagdo dos agucares redutores, 1 mL da mistura hidrolisada foi
transferida para tubo de ensaio e adicionado 3mL de solucdo de &cido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) A mistura foi aquecida por 5 minutos em banho-maria em
ebulicdo e apoOs resfriamento foram adicionados 16mL de agua destilada e
realizadas leituras em espectrofotometro a 540 nm. Como branco foi utilizada
mistura de 1 mL de 4gua e 3 mL de solucdo de DNS e apo0s resfriamento adigédo de
16mL de agua. Os resultados foram calculados através de correlagdo com curva
padrao de glicose ( 0,01mg/L, 0,02mg/L, 0,04mg/L, 0,06mg/L, 0,08mg/L, 0,1mg/L).

4.7.11 Determinacéo de glicose, frutose, sacarose, etanol e acido aceético

Os acucares glicose, frutose e sacarose foram quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em cromatégrafo VARIAN 920 LC,
equipado detector de indice de refracdo e coluna HPX-87-H (Bio-Rad, Hecules, CA)
a 45°C, usando solucdo de acido sulfarico (0,005 M) como eluente, taxa de fluxo de
0.6 mL / min. e volume de amostra de 20 puL. As amostras foram adequadamente
diluidas passadas em filtro CHOMAFIX 45 um e posteriormente em SEP PACK C18.
Os compostos foram identificados por comparagdo do tempo de retencdo com
padrdes auténticos de glicose, frutose, sacarose, etanol e acido acético.

4,712 Anidrido sulfuroso SO» - Livre

Em frasco Erlenmeyer de 250 mL foram colocados 50 mL de amostra, 2 mL
de &cido sulfuroso a 60% (m/v) e 2 mL de solu¢do de amido 1% (m/v). A seguir foi
procedida titulagdo com solucdo de iodo 0,02 Mol/L até o aparecimento da cor
azulada persistente (RIZZON, 2010).

Esta analise foi realizada no vinho e vinagre de amora-preta e calculada

conforme a equagao 10.
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Anidrido sulfuroso livre (mg/L)=

vXNX32X1000 (10)

%4

Sendo que:
V: volume de solugéo de iodo gasto na titulacdo em mL.
M: normalidade de solugéo de iodo.

V: volume da amostra de vinho em mL.

4.7.13 Anidrido sulfuroso total — SO, (Ripper)

Volume de 50 mL de amostra foram transferidos para Erlenmeyer de 250 mL,
e adicionados 25 mL de solucdo de hidréxido de potassio 1 Mol/L, com posterior
agitacao e repouso por 15 minutos A seguir foram adicionados 15 mL de solucéo de
acido sulfarico a 20 % (m/v) e 2 mL de solugédo de amido a 1 % (m/v). Titulagdo com
solucdo de iodo 0,02 Mol/L foi procedida até o aparecimento da coloracdo azulada
persistente. O volume gasto foi anotado e em seguida procedeu-se o célculo
conforme equacéo 11 (RIZZON, 2010).

Calculo do resultado:

Anidrido sulfuroso total (mg.L™) =

v X N X 32X 1000 (11)
%

Sendo que:
v: volume de solucao de iodo gasto na titulagcdo em mL.
N: normalidade da solucéo de iodo.

V: volume da amostra de vinho em mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica da amora-preta

Na Tabela 2 estdo descritos os valores obtidos referente a caracterizagao

fisico-quimica da amora-preta.

Tabela 2: Composicéo proximal dos frutos de Amora-preta (Rubus sp.)

Parametros analisados Resultado s Desvio padréo

Lipideo (%) 0,210 0,030
Proteina Bruta (%) 7,47 0,489
Residuo Mineral ( cinzas) (%) 2,17 0,108
Fibra bruta (%) 14,33 1,528
Umidade (%) 58,05 0,701
°Brix 9,00 0,00

pH 3,22 0,0018
Acidez titulavel (%) 18,5 0,001
Acidez (% &cido citrico) 1,25 0,002
Acucares Redutores (g/L) 98,07 0,00

Os valores de pH, acidez em acido citrico e solidos solaveis totais
encontrados na amostra de amora-preta empregada no presente trabalho séo
similares aos encontrados por Mota (2006) em polpa de amora-preta das variedades
Guarani e Comanche. O autor relata valores de pH de 3,03 + 0,006, 9,23 + 0,15
Brix, 1,47 + 0,03% de acidez em acido citrico na v ariedade Guarani e valores de
3,27 £ 0,007 de pH, 9,15 £ 0,63 Brix de sélidos so luveis totais e acidez em acido
citrico de 1,50+0,02 % nas amostras da variedade Comanche. Por outro lado, o
referido autor encontrou valores superiores de umidade de 90,47 + 0,26% e
91,77+0,25% nas variedades Guarani e Comanche respectivamente.

O menor conteido de umidade encontrado na amostra empregada no
presente trabalho pode estar relacionado ao fato de que a fruta foi caracterizada de
forma integral, ou seja com sementes e cascas. Ja Mota (2006) caracterizou a polpa

da fruta apds trituracdo da amostra em liquidificador e remocdo das sementes e
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cascas por peneiramento. Outro ponto a ser considerado é que as amostras foram
obtidas jA congeladas e permaneceram congeladas por periodo de
aproximadamente 3 meses até caracterizacdo em funcdo da época de producéo.
Nesse sentido, pode ter ocorrido perda de certa quantidade de agua por sublimacao
durante o periodo de estocagem. Assim como, 0 processo de congelamento em
freezer convencional (-18T), por ser relativamente lento, pode ter acarretado na
formacao de cristais de gelo com maiores dimensdes que podem promover rupturas
do tecido vegetal e contribuir para perda de &agua durante o processo de
descongelamento.

Hirsch et al. (2012) descrevem valores pH de 2,83+0,11 para variedade
Guarani e valores de pH de 2,7840,16 e 3,08+£0,16 para as variedades Cherokee e
Tupy, respectivamente cultivadas no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul. Com
relacdo aos teores de solidos sollveis os autores encontraram valores que variaram
de 7,3+0,5 Brix (Sel 03/001) a 10,2+0,4 Brix (cul tivar Guarani) e elevados
conteudos de umidade (84,8+2,0% - Sel 02/96 e 90,3%1,8% - variedade Cherokee).
Os teores de proteinas verificados pelos autores variaram de 0,09% (variedades
Tupy e Sel 02/96) a 0,14+0,02% (cultivar Sel 03/001), enquanto os contetdos de
fibra alimentar variaram entre 5,5% (Cherokee e Sel 02/96) a 5,8+0,1% (Sel 07/001).
Quanto aos teores de residuo mineral estes autores encontraram valores entre as
diferentes cultivares os quais variaram entre 0,27% a 0,49%. Ja Clerici e Carvalho
Silva (2011) descreveram maiores conteudos de residuo mineral em amora-preta
brasileiras (3,5%), similar ao encontrado no presente estudo.

Quanto ao teor de lipideos, pode-se observar que o valor obtido foi de 0,21%,
valores semelhantes foram encontrados por Hirsch et al. (2012) nas cultivares
Guarani (0,22%), Cherokee (0,24%) e Tupy (0,15%) e nas selecbes 02/96 (0,30%,
03/001 (0,16%) e 07/001 (0,21%). Ja Lameiro et al. (2011) descrevem valores
superiores de lipideos (0,53%) em frutos de amora-preta (Rubus fruticosus) também
produzidos em Pelotas, Rio Grande do Sul. Tais autores descrevem valores de
sélidos soluveis totais de 8 Brix, 92,43% de umida de 0,95% de proteinas, 1,66% de

cinzas, 0,28% de fibra bruta e 0,53% de extrato etéreo ou lipideos.
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5.2 Determinacdo de compostos fendlicos totais, antocianinas e atividade
antioxidante na fruta

No presente trabalho foram utilizados o etanol e a acetona como solventes
para a extracdo dos compostos bioativos da amora-preta. De maneira geral a
acetona proporcionou melhor extracdo dos compostos antioxidantes. Vizotto e
Pereira (2011) em estudo que buscou otimizar o processo de extracdo de compostos
fendlicos e determinagcdo de atividade antioxidante em amora-preta (Rubus sp.)

descreveram a acetona como melhor solvente.

Tabela 3: Compostos bioativos na amora-preta

Antocianinas Atividade Atividade
Solvente Compostos fendlicos (Mg cian.-3- antioxidante antioxidante
extrator totais (mg GAE/100g) Iicos% deo/100 ) (DPPH) (umol (ABTS™) (umol
9 9 Trolox/g) TEAC/g)
Acetona 1.702,52 + 7,272 511,65+ 0,00 38,48 +0,47°2 9,43+0,14°
b
Etanol 983,35 +5,21° 399,4+0,00 36,01+0,51° 9,16+0,11°

Médias na mesma coluna com letras diferentes diferem estatisticamente ao nivel de 5% (p < 0,05) de

significancia de acordo com o Teste t student.

Conforme pode ser verificado na Tabela 3, em relacdo ao conteudo de
compostos fendlicos, observa-se que ao ser empregada acetona como agente
extrator, esta apresentou melhor capacidade extrativa, sendo verificado maior
conteudo de fendlicos (1.702,52 mg GAE/100g).

Valores inferiores de compostos fendlicos totais (241,7 mg GAE/100g) foram
relatados por Ferreira et al. (2010) em amostras de amora preta (Rubus sp.)
empregando etanol e agua na proporc¢édo 8:2 como solucdo extratora

Por outro lado, Vizoto e Pereira (2011) ao analisarem amostras de amora-
preta (Rubus sp.) encontraram valores mais proximos (692 mg GAE / 100g), mas
ainda menores que os verificados do presente trabalho (711 mg GAE/100g de fruta)
quando empregado etanol na extracdo. Quando foi empregada acetona no processo
de extracdo foram observados valores superiores aos encontrados com etanol e

bastante similares aos verificados no presente trabalho (1.702 mg GAE/100g),
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De fato a solucao extratora tem grande influéncia sobre a extracao e, portanto
sobre o conteido de compostos fendlicos totais determinados na amostra. De
acordo com Vizzotto e Pereira (2011) e Liu et al. (2000) solventes com elevada
polaridade como a agua ou apolares ou com polaridades muito baixas como hexano
ou diclorometano ndo apresentam-se como bons agentes de extracao. O trabalho de
Vizzotto e Pereira (2011) indica a acetona como melhor solvente para extracédo de
compostos fenolicos e atividade antioxidante (DPPH) em amostras de amora-preta,
seguido pelos solventes metanol e etanol, sendo que tais autores relatam n&o haver
diferenca significativa em relacdo a capacidade extratora destes solventes. Segundo
0s autores os compostos fendlicos encontrados na amora-preta apresentam
moderada polaridade. Outra possibilidade de uso como solvente extrator é a
combinacdo de agua com solventes organicos o que proporciona um meio
moderadamente polar que favorece a extracdo de polifendis (LAPORNIK et al.,
2005; LIYANA-PATHIRANA e SHAHIDI, 2005; VIZZOTTO e PEREIRA, 2011). No
entanto, o uso de agua pura resulta em extratos com elevada quantidade de
impurezas como acidos organicos, aclUcares e proteinas sollveis, o que pode
interferir na quantificacdo destes compostos (CHIRINOS et al. 2007; VIZZOTTO e
PEREIRA, 2011).

Jacques et al. (2010) realizaram analise dos compostos fendlicos em polpa
congelada de amora-preta cultivar Tupy (Rubus fruticosus) produzida no municipio
de Morro Redondo, Rio Grande do Sul. As polpas foram congeladas em diferentes
temperaturas (-10, -18 e -80 C) por periodo de sei s meses e foi empregado metanol
como extrator para determinacgéo do fendlicos totais. Os autores descreveram que a
temperatura de -80 °C proporcionou menor redugdo no contetido de compostos
fendlicos, o quais apresentaram valores de 1938,54 mg GAE/100g, 1921,62 mg
GAE/100 e 1780,02 mg GAE/100 ap6s 2 meses, 4 meses e 6 meses,
respectivamente. Quando empregado temperatura de -10 °C houve maior reducdo
do conteudo de polifendlicos (1938,70 mg GAE / 100g de fruta, 1938,7 mg ac. Galico
/ 100g de fruta, 1920,89 mg GAE / 100g de fruta e 1490,05 mg GAE / 100g de fruta).
Por outro lado, em temperatura de -18 °C, ou seja temperatura de congelamento de
freezeres comerciais, houve reducdo moderada no conteudo de polifendlicos apos 6
meses (1930,35 mg GAE /100g) de armazenamento mas, ndo houve reducao
significativa apos 2 meses (1936,54 mg GAE / 100g) e 4 meses (1505,02 mg GAE /
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100g). Os valores descritos por tais autores em temperaturas de -18 °C séo
semelhantes aos encontrados no presente estudo

Koka e Karadeniz (2009) analisaram 10 cultivares selvagens de amora-preta
da regido da Turquia quanto aos seus compostos fendlicos empregando etanol
como agente extrator. Os autores verificaram conteudos de 3,05 mg GAE/g na
cultivar Cherokee, 2,25 mg GAE/g na Chester, 2,39 mg GAE / g na Jumbo e 2,10 mg
GAE/g na Navalho, ou seja valores inferiores ao presente trabalho (9,83 mg GAE/Q).
Cabe salientar que varios fatores como periodo de chuvas, clima, solo, colheita e
armazenamento podem influenciar significativamente nos resultados.

Semelhante ao presente trabalho, UBEDA et al. (2013) ao analisarem
compostos fendlicos de morangos através da extracdo com etanol e acetona,
encontraram valores de 2000 mg GAE/kg de amostra em extrato realizado com
acetona e 1700 mg GAE/ kg com etanol, indicando que a acetona possui maior
poder de extracao.

Considerando que as antocianinas fazem parte dos flavonoides e, portanto,
sdo compostos fendlicos, o solvente empregado para extracdo deste pigmento tem
grande influencia em sua determinacdo. S&ao relatados na literatura o uso de
diferentes solventes extratores, como metanol e dgua (FERREIRA et al. 2010),
metanol acidificado (MOTA, 2006), etanol (FLOIRENDO, 2014), etanol acidificado
(PERGOLA, et al. 2006; DAI, et al. 2009) e acetona (FERRARI e AGUIRRE, 2012.
FLOIRENDO, 2014),

No presente trabalho foi verificado maiores conteldos de antocianinas
quando empregado acetona no protocolo de extracdo, sendo observado contetudo
de 511,65 mg-cianidina-3-glicosideo/100g. Tal conteudo foi 28,13% superior ao
obtido com extracdo em etanol (399,3mg cianidina-3-glicosideo/100g).

De acordo com Siriwoharn e Wrolstad (2004) os teores de antocianinas, em
especial a cianidina-3-glicosideo, pigmento majoritario na amora-preta varia bastante
com o estadio de maturacdo das frutas. Estes autores descrevem conteudos
superiores de cianidina-3-gliosideo/100g em frutos maduros (317 mg cianidina-3-
glicosideo/100g de fruta).

Motta (2006) descreve valores inferiores de antocianinas em polpas de
amora-preta cultivar Guarani (194,59 mg cianidina-3-glicosideo/100g), porém

usando metanol acidificado como solvente.
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Koka e Karadeniz (2009) ao avaliarem cultivares de amora selvagens,
verificaram contetdos de 95 mg cianidina-3-glicosideo/100g para a variedade Bursa
2 e 158 mg cianidina-3-glicosideo/100g para a variedade Ness. Silva et al. (2011)
descreveram conteudos de 120,9 mg cianidina-3-glicosideo/100g em cultivar
Caingangue, 120,7 mg cianidina-3-glicosideo/100g na cultivar Comanche, 158,2 mg
cianidina-3-glicosideo/100g na Guarani, 104,9 mg cianidina-3-glicosideo/100g na
Tupy, 146, 7 mg cianidina-3-glicosideo/100g na Brazos e 130,2 mg cianidina-3-
glicosideo/100g na Xavante.

Ferreira et al. (2010) descreve valores de 104,1 mg de cianidina-3-
glicosideo/100g de fruta em amostras de amora-preta Rubus sp. Jacques et al.
(2010) ao estudarem o efeito da temperatura e tempo de estocagem sobre o
decaimento sobre o conteddo de antocianinas constataram que menores
temperaturas (-80C) contribuiram para a melhor estabilidade das antocianinas.
Foram encontrados contetdos de 140,73 mg/100 (tempo zero), 102,16 mg/100g
(tempo 2 meses), 95,25 mg/100g (4 meses) e 97,47 mg/100g (6 meses).

Os valores superiores de antocianinas-3-glicosideo (511,65 mg cianidina-3-
glicosideo/100g) encontrados no presente estudo podem estar associados a
diferencas especificas da fruta em funcdo da regido de producado, condi¢des
climaticas e estadio de maturagdo. Outro fator a ser considerado € o menor
conteudo de umidade verificado nas amostras estudadas, o que pode ter contribuido
para uma maior concentracdo de pigmentos de amostras.

Para a determinacdo da atividade antioxidante dos frutos de amora-preta
foram empregados protocolos baseados na captura dos radicais organicos DPPH e
ABTS com curva padrdo de Trolox. Os resultados foram expressos em pmol
Trolox/g e neste sentido cabe salientar que séo verificadas na literatura cientifica
diferentes unidades para expressar a capacidade antioxidante, o que, de certa
forma, dificulta a comparacéo dos resultados.

Similarmente ao observado com conteudo de fendlicos totais o tipo de
solvente empregado no processo de extracao influenciou nos valores da atividade
antioxidante em ambos o métodos de determinacdo da capacidade de captura de
radicais livres (DPPH e ABTS).

Foram verificados valores de 38,48 pmol Trolox / g de fruta quando realizados

extracdo com acetona e 36,01 pumol Trolox / g de Fruta com extracdo em etanol. Tais
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valores diferiram estatisticamente entre si (p < 0,05), indicando que acetona
promoveu melhor extracdo de substéncias com atividade antioxidante mensuradas
pelo método DPPH. Em relacéo a atividade antioxidante determinada pelo método
de captura do radical ABTS nao foi observada diferenca significativa nos valores
obtidos em ambos os solventes extratores (9,43 umol TEAC / g de fruta, em acetona
e 9,16 umol TEAC / g de fruta em etanol) utilizados. Este resultado sugere que
ambos o0s solventes (etanol e acetona) apresentam capacidade similar de extracéo
de compostos antioxidantes mensurados através da captura do radical ABTS.

Machado et al. (2011) relatam valores inferiores de atividade antioxidante
(DPPH) em amostra liofilizada de amora-preta produzida na regido de Pelotas, RS,
sendo descritos valores de 2688 umol TEAC /100g (26,88 umol TEAC / g) , com
extracdo etanol. Ferreira et al. (2010) apos avaliarem diferentes tipos de solventes
de extracdo obtiveram valores que variaram de 946,5 mM TEAC / 100g (0,947 pmol
TEAC /100g) quando empregado metanol acidificado na extracdo a 2209,7 mM
TEAC / 100g (2,21 umol TEAC /100g) com extracdo por metanol:agua). Valores de
1455,1 mM TEAC / 100g (1,46 umol TEAC /100g) foram observados com extracao
com etanol acidificado.

Gancel et al. (2011) ao avaliarem os compostos antioxidantes (DPPH) em
amora-preta (Rubus Adenotrichus) em produtos de diferentes etapas do
processamento da fruta verificaram contetudos de 42,6 umol TEAC /g em extratos
etanolicos.

Com relacdo ao ensaio analitico baseado na capacidade de captura do radical
ABTS, Silva et al. (2011) descrevem valores similares em amostras de amora-preta
cultivadas em Pelotas, RS. Os autores encontraram 7,89 pmol/g na cultivar Camino
Real, 7,80 umol/g na cultivar Ventana, 10,43 pmol/g na cultivar Diamante e 6,79
pmol/g na cultivar Camarosa.

Sellappan, Casimir e Krewer (2002) obtiveram valores de 18,04 umol / g na
variedade Choctaw e de 2,65 umol / g na variedade Kiwa em amostras de amora-

preta submetidas a extracdo com metanol acidificado com HCI.

6. Fermentacéo alcodlica
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6.1 Acompanhamento da biomassa celular e consumo de substrato durante
fermentacéo alcoolica

No grafico 1A, esta demonstrada a variagdo de biomassa celular e de
acucares redutores totais ao longo da fermentacg&o alcodlica do mosto obtido a partir
da polpa de amora-preta.

Avaliando-se a curva de biomassa celular é verificado auséncia de fase LAG
durante fermentacao alcodlica, sendo observado crescimento celular de forma linear
até 10 horas de cultivo (fase exponencial), acompanhado de reducdo linear no
conteudo de substrato (consumo de 20%). Considerando que no inicio do cultivo (0
horas) o meio continha uma populacdo de 2 x 10° células/mL e apés 10 horas de
processo passou para uma populacdo da ordem de 3,25 x 10® células/mL, ficou
demonstrado que a levedura apresentava intensa atividade metabdlica e
encontrava-se na fase exponencial de crescimento durante o referido periodo de
cultivo (uméax = 0,24 h™, Tabela 3).
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Gréafico 1 AE 1 B: Crescimento microbiano versus consumo de aglicares e Parametros
fermentativos da fermentacéo alcodlica.
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Semelhante ao estudo realizado com amora-preta, Hidalgo et al. (2013) ao
conduzirem fermentacdo alcodlica de morangos com culturas selvagens de S.
cerevisiae isoladas da fruta com concentracédo de inéculo da ordem de 2 x 10°
células/mL, verificaram na metade do processo uma populagcdo microbiana na ordem
de 2,02 x 10" células/mL e ao final populacéo de 5,38 x 10’ células/mL.

Em cultivos industriais a auséncia da fase LAG, ou seja, periodo em que o
micro-organismo esta adaptando o seu metabolismo as condi¢cbes nutricionais e
operacionais € indesejada, uma vez que, implica no aumento de tempos mortos e
consequentemente no aumento do custo operacional do processo. De fato, o
processo de adaptacdo da levedura S. cerevisiae r.f. bayanus ao mosto constituido
de polpa da fruta contribuiu para supresséo da fase LAG. O pé de cuba (in6culo do
fermentador) foi obtido a partir do cultivo por 24 horas, nas mesmas condi¢oes
operacionais da fermentacdo alcodlica, de um volume correspondente a 10% do
volume reacional de mosto suplementado e sulfitado. Este periodo de cultivo
contribuiu para ativacdo dos sistemas enzimaticos da leveduras, em especial das
enzimas envolvidas no processo de fermentacéo alcoolica.

Foi observado logo no inicio do processo intenso desprendimento de bolhas
de gas carbdnico (CO,) indicando a fase tulmutuosa da fermentacéo. Paralelamente
ao desprendimento de CO, foi verificado decrescimo linear de substrato nas
primeiras 18 horas de cultivo (consumo de 43,2%). Tais condi¢Bes indicam que a
levedura empregada apresentou boa atividade metabdlica e que o indculo foi
adequadamente preparado.

Entre 10 e 27 horas de cultivo pode ser verificado a fase estacionaria, sendo
observado decréscimo do conteudo de biomassa celular apés 27 horas de cultivo
bem como similaridade no perfil da curva de consumo de substrato e crescimento
celular entre 27 e 36 horas.

Apos 27 horas de fermentacdo houve reducdo na intensidade do
desprendimento das bolhas de gas carbdnico, havendo completa interrupcdo na
liberacdo de CO, em 36 horas de cultivo. Associado a interrupgéo da producao de
gas carbbnico houve precipitacdo da biomassa (células e particulas suspensas),

indicando a finalizacdo do processo fermentativo. Na literatura sdo verificados



70

trabalhos que descrevem diferentes tempos de fermentacéo alcodlica de sucos de
frutas.

Valores similares ao verificado no presente trabalho s&o descritos por Bortolini
et al. (2001) em fermentacdes alcoodlicas de sucos de kiwi (18 e 22 Brix) submetidos
a diferentes tratamentos, nas quais o tempo de fermentagéo foi de 48 horas. O
mesmo tempo de fermentacdo € relatado por Tessaro et al. (2010), em
fermentacdes alcodlicas de suco de laranja.

Duarte et al. (2010) descreve tempo de 48 h de fermentacdo em estudo de
microvinificacdo de framboesa, partindo de um mosto contendo 16 Brix com cepa
de S. cerevisiae. Diferencas nos tempos de fermentacdo alcodlica podem estar
relacionadas a diferentes aspectos do processo de producdo, tais como,
caracteristicas inerentes ao suco da fruta, formas e condicbes de conducdo do
processo fermentativo, bem como caracteristicas fisioldgicas, idade e tamanho do
in6culo empregado no cultivo (Xavier et al. 2011).

Com relacédo a producéo de etanol verifica-se no grafico 1 B que a levedura
foi habil em produzir etanol ao longo do cultivo, especialmente nas primeiras 18 h de
cultivo (Qp = 2,23 g/Lh). Paralelamente, foi observada reducéo linear do contetdo de
acucares redutores totais (ART) com elevada velocidade global de consumo de
substrato (Qs = 5,23 g/Lh) nas primeiras 18 horas de cultivo. Entre 18 h e 36 h foi
verificado certa reducéo na taxa global de consumo de substrato (Qs = 3,97g/Lh),
sendo observado conteudo residual de ART no final do processo (36h) de 52,4 g/L, o
que correspondeu a uma assimilagdo de 76% (Y¢) do contetdo original do substrato
(Tabela 4).

O consumo incompleto dos acUcares presentes no mosto pode estar
associado ao acumulo de etanol no meio (63,9 g/L), que tornou-se toxico as células
microbianas inibindo a atividade metabdlica destas. Outro aspecto que pode ter
contribuido para o residual de aglcares ndo utilizados pela levedura pode ser estar
relacionado a possivel reducéo ou falta de nutrientes (minerais e fonte de nitrogenio)
a partir de 27 horas de fermentacdo. Tal condicdo poderia ter sido contornada por
suplementacdo do meio com nutrientes ao longo do processo fermentativo, através
de adicdes parciais de ENOVIT®. Estudos posteriores de otimizacdo das condicdes
de fermentacdo alcodlica de mosto formulado com polpa de amora-preta podem

constribuir para a intensificacdo do consumo de substrato e melhor desempenho da



71

fermentacdo alcodlica. No entanto, cabe ressaltar que o conteddo de etanol
produzido pela levedura (8,09% v/v) foi suficiente para a boa producdo de acido
acético nas fermentacOes acéticas. Graduacdes alcodlicas do mosto inferiores a 5
GL podem comprometer a qualidade final do vinagre pois resulta em vinagres
fracos e susceptiveis a contaminagdes (RIZZON, 2004; XAVIER et al. 2011).

De acordo com Pedroso (2003) os vinhos a serem acetificados devem conter
teor de alcool de 7 GL a 9 GL, pois teores muito elevados, em torno de 10 GL
ocasionam a supressao do desenvolvimento das bactérias acido acéticas, assim
como teores menores de 7 SGL ocasionam vinagres fracos favorecendo
contaminagoes.

Na Tabela 4 estdo apresentados os parametros da fermentacéo alcodlica.

Tabela 4: Parametros fermentativos da fermentacéo alcodlica

Parédmetros Fermentativos Valores Observados
Producéo Final (P ¢) 63,9g/L + 0,14
Rendimento em etanol (Y pys) 0,39 g/g+ 0,01
Produtividade Volumétrica em etanol (Q p) 1,78 g/Lh £ 0,00
Taxa global do consumo do substrato (Q s) 4,6 g/Lh + 0,00
Eficiéncia da fermentacéo alcodlica ( 1) 76% = 2,32
Percentual global de consumo do substrato (Y  ¢) 76%
Velocidade especifica maxima de crescimento (U max) 0,24 h*

Almeida et al. (2006) obtiveram em fermentacdo alcodlica do fruto de
mandacaru conduzida em fermentador de bancada produtividade em etanol (Qp =
1,75 g/Lh) semelhante a observada no presente estudo (Qp = 1,78 g/Lh). No entanto
0s autores descrevem valores superiores de rendimento (Yps = 0,461 g/g) e
eficiéncia (n = 90,2%).

Em fermentacBes de mostos obtidos do fruto da Palma forrageira, Lopes et al.
(2012) encontraram valores semelhantes de rendimento (Ypis = 0,399/g), eficiéncia
(n = 73,09%) e produtividade em etanol ( Qp = 2,6 g/Lh).

Por outro lado, Silva et al. (2007) descrevem valores inferiores de
produtividade (Qp = 0,78 g/Lh), rendimento (Yps = 0,3g/g) e eficiéncia (n = 57,78%

em fermentacéo alcodlica de suco de caju.
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Bortolini et al. (2001) ao avaliarem o rendimento, eficiéncia e produtividade
em vinho de kiwi produzidos em condicbes semelhantes de fermentacéo,
encontraram valores de 43,50% de rendimento, 83,14% de eficiéncia e 1,40 g/Lh de
produtividade volumétrica.

Tessaro et al. (2010) ao elaborarem fermentado alcodlico de laranja obtiveram
rendimento de 70,48% a partir de mosto com 18 Brix e 71,75% em mosto com 22

Brix e produtividade de 0,25 e 0,28 g/Lh com 18 ° Brix e 22 Brix, respectivamente.

6.2 Caracterizacao fisico-quimica do vinho de amora-preta

Na Tabela 5 estédo descritos os parametros fisico-quimicos do vinho de amora

obtido na fermentacé&o alcodlica.

Tabela 5: Caracterizacao fisico-quimica do fermentado alcoolico de amora-preta.

Valores Observados

(Média +Desvio

Parametros Fisico-quimicos Padrao)
pH 3,18
Acidez titulavel (em &cido acético) % 0,92 +0,004
Sdélidos Soluveis Totais (Brix) 6
Etanol (g/L) 63,9 +3,04
Acucar redutores totais (g/L), dentre os quais: 52,4 +0,002
Glicose (g/L) 8,5+ 0,00
Frutose (g/L) 39,6 + 0,00
Sacarose (g/L) 1,6 £0,00
Densidade (g/L) 1052,8 £ 0,00
Anidrido sulfuroso livre - SO, (mg/L) 15,32 +0,002
Anidrido sulfuroso total - SO, (mg/L) 40,96 +0,004
Acido acético (g/L) nd’
Compostos fendlicos totais (mg GAE/L) 199,25+ 2,19
Antocianinas (mg/L) 51,93 + 0,53
Atividade antioxidante - método DPPH (umol TEAC/mL) 139,52 £+ 7,07
Atividade antioxidante - método ABTS (mM) 21,24 +1,24

*nd: ndo detectado
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O fermentado alcodlico de amora-preta apresentou pH de 3,18, acidez em
acido acético de 0,92 g/100mL (correspondendo a 1,54% de acidez total) e teor de
sélidos soluveis totais (SST) de 6 Brix. De acordo com Fracasso et al. (2009) os
acidos no vinho sao provenientes da prépria matéria-prima utilizada, sendo que
estes podem provir da casca, pele, caroco, sementes as quais sofrem acdo da
enzima glicose-oxidase. O teor de solidos sollveis corresponde a agucares sollveis
(fermentesciveis e nao-fermentesciveis) bem como &cidos organicos dissolvidos no
meio.

Valores relativamente préoximos de pH, acidez e SST aos encontrados no
presente trabalho sado relatados por Tessaro et al. (2010) em fermentado alcodlico
de laranja (mosto com 18 Brix). Os autores verific aram valores da acidez de 1,75%,
pH de 3,56 e 6,65%Brix.

Almeida et al. (2006) obtiveram fermentado alcodlico de mandacaru com
acidez total em &cido acético inferior (0,24%) ao comparado com 0 presente
trabalho, entretanto o valor de pH relatado no fermentado final foi um pouco superior
(3,91).

Hernandez-Gémez, Ubeda e Briones (2003) descrevem valores de pH de 4,8,
acidez 0,54% e 10 Brix em fermentado alcodlico ori undo de suco de meldo.

Oliveira et al. (2011b) ao elaborarem fermentado alcodlico de cagaita
(Eugenia dysenterica DC) observaram valores de pH de 3,28, 5,77 Brix, 44,3
meg/L e 94,94 g/L de etanol.

Com relacdo ao conteudo de etanol em fermentados alcodlicos de fruta é
verificado na literatura diferentes conteudos. Isto € devido a diferencas inerentes ao
processo fermentativo como diferencas no conteudo inicial de substrato, capacidade
fermentativa da levedura alcodlica, diferencas de temperatura de processo,
disponibilidade de nutrientes, modo de conducédo do processo, entre outros.

No presente estudo foi verificado conteudo final de etanol na ordem de 63,9
g/L (8,1% v/v). Oliveira et al. (2011a) elaboraram fermentado alcodlico do fruto do
mandacaru e obtiveram vinho com 5,2GL a partir de suco contendo 105,17 g/L de
acucares. Oliveira et al. (2011b) descrevem contetado de 94,94g/L (12 GL) em
fermentado alcodlico de cagaita partindo de um mosto de contendo 20 Brix.

Carmo et al. (2012) em fermentacdes obtidas a partir de polpa de umbu com

10 Brix de SST obtiveram fermentado alcodlico com 46,6 g/L de etanol (6 GL).
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O fermentado alcodlico obtido apresentou uma densidade de 1052,8 g/L. A
densidade varia de acordo com a quantidade de acUcares e alcool presentes no
fermentado alcodlico. O conteudo de acgucar tem grande influéncia em tal parametro
fisico-quimico, sendo a densidade diretamente proporcional a quantidade de
acucares do meio. Neste sentido, vinhos cujos agucares foram totalmente
convertidos em etanol a densidade pode ser inferior a 1, com densidade variando
entre 0,9975 g/L a 0,9925 g/L (FILHO et al. 2002). De fato, o fermentado alcodlico
obtido de amora-preta apresentou maiores contetudos de acucares (52,4 g/L) o que
refletiu no seu valor de densidade.

Silva et al. (2010) ao elaborarem fermentado alcodlico de abacaxi com
graduacéo alcodlica de 7,3% v/v e teor de acucares de 3,0 g/L encontraram uma
densidade de 0,994g/L. Fracasso et al. (2009) ao avaliarem os aspectos fisico-
qguimicos de vinhos de uva da regido de Concérdia Santa Catarina, encontraram
valores de densidade que variaram de 0,996 g/L a 1,050 g/L, 0s quais possuiam
graduacédo alcoolica de 10,5% (v/v) e 10,97% (v/v) respectivamente. Ja Filho et al.
(2002) ao elaborar vinho de caju com 8 GL e 13 Br ix obtiveram vinho com
densidade de 1,020 g/L.

Quanto ao dioxido de enxofre livre o valor encontrado foi de 15,32 mg/L e
dioxido de enxofre total foi de 40,96 mg/L. Olivier et al. (2008) ao realizarem a
fermentacao alcodlica de uva Niagara com adicdo de 50mg/L de metabissulfito de
sédio encontraram valores que variaram desde 25,60mg / L a 34,03 mg / L para
dioxido de enxofre livre e 38,65mg / L a 82,42mg / L para didéxido de enxofre total,
valores estes superiores ao encontrados no presente trabalho.

Conforme relatado anteriormente a legislacao preconiza a adicdo de até 350
mg/L de metabissulfito de sbédio em mosto destinado a fermentacdo alcodlica
(BRASIL,1988). No presente trabalho foi empregado uma quantidade de 50 mg/L de
metabissulfito de sédio na etapa de sulfitagem. Desta forma, a partir dos resultados
obtidos conclui-se que o fermentado obtido encontra-se dentro dos limites
preconizados pela legislacéo brasileira, que é de 200 mg/L de SO, total (BRASIL,
2013).

Por fim, conforme descrito na Tabela 5 ndo foi detectado &cido acético no
fermentado alcodlico, indicando que a fermentacdo alcodlica ocorreu

adequadamente, sem contaminacdes ou desvios de rota.



75

Em relagdo aos compostos fendlicos totais foram encontrados conteudos de
199,25 mg GAE / L. Verifica-se reducdo na concentracdo de compostos fendlicos
presentes no vinho em relacdo a fruta bruta. O contetudo de fendlicos no vinho foi
20% inferior ao verificado na amostra de fruta bruta submetida a extracdo com
acetona (933,35 mg GAE / 100g que corresponde a 245,83 mg GAE / L) e cerca de
53% inferior em se tratando da extracao realizada com acetona (1702,52 mg GAE /
100 g de fruta correspondendo a 425,63 mg GAE / L).

A reducéo do conteudo de fendlicos totais do fermentado alcoolico em relagéo
a matéria-prima pode estar relacionado ao fato do mosto ter sido formulado com a
polpa da fruta, ou seja, sem cascas e sem sementes. De fato maiores contetdos de
polifendis sdo encontrados nas cascas e nas sementes das frutas.

Os resultados do presente estudo foram comparados com fermentados
alcodlicos de outras frutas, pelo fato de que existem poucos trabalhos na literatura
cientifica quantificando compostos bioativos de vinho de amora-preta, assim como
diferem em relacdo as metodologias utilizadas.

Semelhante ao contetudo de fendlicos observado no vinho de amora-preta,
Mena et al. (2012) ao elaborarem vinho de roma a partir do suco de roma da
variedade Mollar de Elche proveniente de Alicante, Espanha descreveram conteudo
de 158 mg GAE / L de vinho. Budak e Guzel-Seydim (2010) ao avaliarem a contetdo
de compostos fendlicos totais em vinhos de uvas Ulugbey Karasi produzidas na
Turquia encontraram valores bastante inferiores (21,33 mg GAE / L). Por outro lado,
Ubeda et al. (2013) ao analisarem os compostos fendlicos em vinho de morango
encontraram valores superiores, na ordem de 868 mg GAE/L.

Su e Chien (2007) descrevem conteudos de 85,8 mg GAE / 100mL (858 mg
GAE/L) em vinhos de mirtilo fermentados sem casca e de 115 mg GAE/100mL (1000
mg GAE/L) em vinhos fermentados com casca. Os resultados descritos por SU e
Chien (2007) sugerem que a presencga de cascas no mosto durante fermentacdo
pode contribuir para maior conteido de compostos fendlicos totais no fermentado
alcodlico.

Similarmente ao observado com o conteudo de polifendis, ocorreu decréscimo
no contetdo de antocianina (cianidina-3-glicosideo) no vinho de amora-preta (51,93
mg cianidina-3-glicosideo / L) em relacdo a fruta, independentemente do tipo de

solvente usado para extracdo na fruta (88 mg cianidina-3-glicosideo / L em extrato
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etandlico e 99,85 mg cianidina-3-glicosideo / L em extrato obtido com acetona),
correspondendo a valores 41% e 48% menores respectivamente. Mena et al. (2012)
relataram conteudos entre 1360 mg cianidina-3-glicosideo / L e 230 mg cianidina-3-
glicosideo / L em suco de roma& da variedade Wonderful e Mollar de Elche
respectivamente, no entanto, ao realizarem a vinificagao tais compostos reduziram
46% e 61%.

Muleiro, Pardo e Zafrilla (2010) descrevem conteudos 5,7 vezes superiores
em vinhos de uva tradicional (296,6 mg cianidina-3-glicosideo / L) e 6,7 vezes
superiores em vinhos de uva orgéanica (344,7 mg cianidina-3-glicosideo/L).

Su e Chien (2007) descrevem valores similares de antocianinas em
fermentado alcodlico de mirtilo obtidos com mostos fermentados com casca (56 mg
cianidina-3-glicosideo / L) e maiores com mosto fermentado sem casca (99,6mg
cianidina-3-glicosideo / L).

A pesquisa de atividade antioxidante através dos métodos de captura dos
radicais DPPH e ABTS mostrou que vinho de amora-preta apresenta atividade
antioxidante. Possivelmente a atividade antioxidante do produto esta associada a
presenca de compostos polifendlicos, flavonoides e antocianinas, entre outros
oriundos da matéria-prima.

O vinho de amora-preta apresentou atividade antioxidante de 139,52 pmol
TEAC / mL pelo método DPPH e de 21,24 mM pelo método ABTS.

Budak e Guzel-Seydim (2010) verificaram valores inferiores em vinhos de
uvas (Ulugbey Karasi) ao quantificar antioxidantes pelo método ABTS. Tais autores
descrevem valores de 11,20 mM. Da mesma forma, Muleiro, Pardo e Zafrilla (2010)
ao avaliarem a atividade antioxidante (método ABTS) de vinhos de uva tradicional e
organica encontraram atividade de 6,78 mM em vinho de uvas organicas e 6,02 mM
no vinho de uvas tradicionais.

Igualmente, Villafio et al. (2004) ao avaliarem a capacidade antioxidante de
vinhos brancos e vinhos bordds, descrevem valores inferiores aos observados no
presente trabalho. Tais autores relatam conteudos de 0,26 mM em vinhos brancos e
5,01 mM em vinhos de uvas bordds.

Com relagédo ao vinho Ubeda et al. (2011) ao realizarem a avaliagdo da
atividade antioxidante de vinhos de morango pelo método DPPH, descrevem valores
de 1758 pmol TEAC/kg, 1838 umol TEAC/kg, 1870 umol TEAC/kg, obtidos em
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fermentacdes conduzidas de forma espontanea com leveduras selvagens nativas
(sem inoculacdo) e 1421 umol TEAC/kg, 1649 pmol TEAC/kg, 1699 umol TEAC/kg

conduzidas em fermentacdes alcodlicas inoculadas.

7. Fermentacado acética conduzida em vinagreira de grapia

No Grafico 2 estdo descritas as curvas relativas a produ¢cdo média de acido
acético e consumo médio de etanol no decorrer de cada uma das trés bateladas

sucessivas de fermentacéo acética conduzida em vinagreira (barril acetificador).
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Gréfico 2: Curvas de consumo etanol e producéo de acido acético na fermentacéo acética em barril
acetificador realizada em trés ciclos sucessivos.

O indculo constituido por bactérias acido-acéticas isoladas de vinagre colonial
de uva (vinagre néo pasteurizado) produzido no municipio de Pato Branco, Parana
demonstraram boa habilidade na conversdo de etanol a acido-acético no mosto
formulado com vinho de amora-preta. Foi verificado bom desempenho microbiano ao
longo das trés bateladas sucessivas de fermentagéo acética.

Pode ser verificado que a primeira batelada teve duracao de 144 h quando foi
verificado consumo de 85% do conteudo de etanol presente no fermentado alcodlico
e producdo de 47,95 g/L de acido acético (Gréfico 2, Tabela 6). J& na batelada
sucessiva (segunda batelada) foi observado reducdo no tempo de fermentacéo
passando de 144 h (primeira batelada) para 72 h (segunda batelada) quando foi

observado producéo de 52,99 g / L de acido acético e consumo de substrato 78,8%.
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A reducéo do tempo de fermentacdo em 50% na segunda batelada em
relacdo a primeira pode estar associada a maior quantidade de bactérias acido-
acéticas no interior da vinagreira. De fato, no segundo ciclo de fermentacéo ja havia
completa formacdo da pelicula superficial conhecida como mée do vinagre. Tal
pelicula é constituida de polissacarideos e permite o contato das bactérias acido-
acéticas com o oxigénio superficial. Possivelmente no primeiro ciclo de fermentacao
a auséncia inicial de tal pelicula (formada ao longo do processo) contribuiu para
menor eficiéncia da oxidacdo acética (conversdo do etanol em acido acético) pelas
bactérias.

No entanto, verifica-se aumento do tempo de fermentacdo acética no terceiro
ciclo (96 h) em relacdo ao segundo (72 h). Neste terceiro ciclo de fermentacéo foi
verificada producdo de 53,84 g/L de acido acético em 96 h acompanhado de um
consumo de 79,1% do substrato de etanol (Grafico 2, Tabela 6). Possivelmente o
aumento do tempo da converséo acética no terceiro ciclo (em relagdo ao segundo)
pode estar associado ao acumulo de biomassa (exopolissacarideos e células
microbianas) na camada gelatinosa superficial (mée do vinagre) o que pode ter
dificultado a absor¢do de oxigénio pelas bactérias acido-acéticas tendo como
consequéncia reducdo na atividade de conversdo oxidativa de etanol em &cido
acético. De acordo com Aquarone e Zancanaro (1983) e Tesfaye (2002) esta
diminuicdo pode estar associada ao fato da existéncia de cepas bacterianas da
subespécie Acetobacter xilynum que produzem material gelatinoso conhecido como
zooglea que causa a obstrugdo e troca de ar, reduzindo a cinética do processo
fermentativo. Na producéo de vinagre a disponibilidade de oxigénio é fator limitante
no processo de acetificacao (Ql et al. 2013).

QI et al. (2013) menciona que a ativacdo das bactérias acéticas é observada
guando a acidez é inferior a 20g/L de acido acético, desta forma, a acidez do meio
pode influenciar o crescimento bacteriano e metabolismo, sendo que concentragbes
superiores a 40g/L podem diminuir o desenvolvimento bacteriano e por conseguinte

a producéao de acido acético.
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Tabela 6: Parametros fermentativos do fermentado acético de amora-preta
produzido em vinagreira

Primeiro C iclo Segundo Ciclo Terceiro Ciclo
Parédmetros do Processo
Batelada 1 Batelada 2 Batelada 3
Producao Final (g/L) 47,95 +5,02° 52,99+1,82° 53,84+0,31°
Consumo Global de etanol (%) 85+1,86° 78,8+ 5,28° 79,8+2,42°
Rendimento em &cido acético (%) 63,3°+0,05 76,2°+0,02 77,39+ 0,08
Rendimento GK ( Gesmment . b a
. 72,07 £0,03 86,56 + 0,00 87,35+ 0,00
Konzentration) (%)
Produtividade  volumétrica (Q p) . a b
0,31+ 0,00 0,5+ 0,00 0,381+ 0,00

(g/Lh)

*GK: Gesammte Konzentration. Médias na mesma linha com letras diferentes diferem

estatisticamente ao nivel de 5% (p < 0,05) de significancia de acordo com o Teste t student.

Conforme pode ser verificado na Tabela 6, houve aumento no rendimento em
acido aceético na segunda batelada (76,2%), o qual permaneceu constante na
terceira batelada (79,8%). Assim como, verifica-se diferenca significativa ao nivel de
5% (p<0,05) entre as bateladas sucessivas. Tais rendimentos sao inferiores aos
descritos por Bortolini et al. (2001) que obtiveram rendimento de 94,33% ao
elaborarem fermentado acético a partir de vinho de kiwi. No entanto, a produtividade
encontrada por tais autores foi inferior (0,83 g/Lh). llha et al. (2009) elaboraram
fermentado acético a partir de hidromel com 5 ciclos sucessivos (batelada repetidas)
e descrevem rendimentos variando de 91,2% a 92,17%.

Ja analisando os valores de rendimento GK verifica-se mudanca do valor do
mesmo na segunda batelada em relacdo a primeira batelada o qual permaneceu
constante na batelada seguinte. Alguns autores (Bortoli et al. 2001; llha et al. 2000)
usam o GK para calcular o rendimento da fermentacdo acética. Em um processo
eficiente de acetificacdo 1 mL de etanol rende 1,034 g de acido acético. Sem perdas
resultantes de evaporacdo ou sobreoxidacéo, a concentracao total ou GK (contetudo
de etanol v/v + concentracdo de acido acético m/v) permanece constante durante o
periodo de acetificacéo.

A variacdo no valor do GK da primeira para a segunda batelada pode estar
associada a possivel perda de etanol e/ou acido aceético por evaporagdo ou

sobreoxidacdo do etanol devido ao maior tempo de processo fermentativo (144 h).
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J& na segunda e terceira bateladas verifica-se manutencdo dos valores de GK
indicando que ndo houve perdas por evaporacdo ou sobreoxidacdo. No entanto,
este valor n&o difere estatisticamente entre as trés bateladas ao nivel de 5%.
Bortolini et al. (2001) encontraram valor de rendimento GK entre 98,07% a
100,21%, valores estes superiores aos encontrados no presente trabalho. Ilha et al.
(2009) obtiveram rendimento GK que variaram entre 98,73% a 100% em vinagre de

hidromel.

7.1 Perfil do pH e conteudo de acido acético no decorrer da fermentacéo acética

No Grafico 3 sdo apresentadas as variagfes de pH e acido acético durante

os ciclos sucessivos da fermentacao acética (trés bateladas).
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Gréfico 3: Acompanhamento do pH e acidez durante fermentacao acética em barril acetificador de
grapia

Pode-se constatar que houve pouca variacado de pH ao longo dos sucessivos
ciclos de acetificacdo. Foram verificadas variacdes de 3,04 a 2,62 no pH da primeira
batelada, passando para 2,8 o pH inicial na segunda batelada a qual foi finalizada
em 2,63. J& na terceira batelada o pH inicial foi de 3,04 e final de 2,69. Referente ao

pH, Rizzon (2006), descreve que para vinagres de vinhos brancos o pH pode estar
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situado entre 2,69 e 2,83, enquanto que para vinagres de vinho tinto este é de 2,72 a
2,81, sendo em média 2,79.

Em contrapartida a formacéo de acido acético foi crescente ao longo de cada
ciclo de acetificacdo com variacbes de acidez de 47,95 g/L, no primeiro ciclo,
passando para 53 ¢g/L na segunda batelada e finalmente 53,84 g/L na terceira
batelada.

O pH e a acidez influenciam decisivamente na qualidade e aceitabilidade
sensorial dos vinagres, pois tais parametros estdo relacionados a percepcéo
sensorial. Em vinagres com acidez de 5% o pH apresenta-se em intervalos de 2,46 a
3,18, entretanto, tais caracteristicas podem variar de acordo com a matéria-prima
utilizada como frutas (uvas, maca, laranja, entre outros), assim como, se Sao

provenientes de destilados (Marques et al. 2010).

7.2 Caracterizacéo fisico-quimica do fermentado acético obtido em vinagreira

Os parametros de caracterizacao fisico-quimicas estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7: Caracterizacdo fisico-quimica do fermentado acético de amora-preta
produzido em vinagreira

(continua)
Parémetros Analisados Valores Observados

1% Batelada* 2% Batelada * 3?Batelada *
pH 2,62° +0,00 2,63° +0,00 2,69%+0,01
Acidez total titulavel (g/100mL) 4,91° + 0,41 4,09°+ 0,08 4,53° 0,02
Solidos Sollveis (Brix) 5% 52 52
Residuo mineral (g/L) 3,73° £ 0,00 3,9%+0,05 3,74° + 0,00
Extrato Seco Total (g/L) 44,32° + 0,04 33,31 +0,05 32,02°+0,21
Extrato Seco Reduzido (g/L) 15,68° + 0,06 26,69° + 0,06 26,98% + 0,01
Densidade (g/L) 1077,3°+0,11  1077,8%+0,05 1077,7% £0,05
Sulfatos 0,0256% + 0,00 0,0256° + 0,00 0,0256° + 0,00
Etanol (g/L) 0,995° + 0,84 1,005% + 1,20 0,99° + 0,49
Compostos fendlicos Totais ( mg 138,95" 151,8° 165,22

GAE /L)
Antocianinas ( mg/L) 26,05° 34,23° 62,782
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Tabela 7: Caracterizacao fisico-quimica do fermentado acético de amora-preta
produzido em vinagreira
(concluséao)

Atividade antioxidante - método 103,5° 107,35% 107,73%
DPPH (umol TEAC/mL)

Atividade antioxidante - método 15,63° 17,36° 19,03%
ABTS (mM)

* Ciclo de fermentacdo acética. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem

estatisticamente ao nivel de 5% de significancia de acordo com o Teste Tukey.

Conforme pode ser verificado na Tabela 7 ndo houve variagdo do pH nas
bateladas sucessivas. Quanto a este parametro a legislacdo vigente nao estabelece
limites ou valores a serem seguidos.

A variagcdo do pH entre diferentes vinagres esta ligado a matéria-prima
utilizada. Na literatura cientifica sé@o relatados estudos referente a verificacdo do pH
em fermentacdes acéticas. Marques et al. (2010) descrevem valores semelhantes
analisados em vinagres comerciais provenientes de frutas tais como vinagre de
manga (2,65), vinagre de vinho tinto (2,69) e valores levemente superiores em
vinagres de vegetais como milho (3,05) e arroz (2,89). Em fermentacdo acética a
partir de vinho de laranja com 18Brix, Tessaro et al. (2010) observaram valores
superiores de pH (3,56).

A acidez total titulavel em acido acético corresponde ao teor de acido acético
presente no vinagre, sendo este elemento mais importante. Varios estudos sao
relatados na literatura cientifica quanto a acidez final dos vinagres, a qual esta
relacionada a graduacdo alcodlica do vinho empregado como matéria-prima.
Entretanto esta ndo deve ser elevada em funcéo da aceitabilidade sensorial.

Brasil (2013) preconiza que vinagres obtidos de frutas devem conter acidez
titulavel de no minimo 4,00 g /100mL. Tal parametro foi fixado no presente trabalho
como valor minimo para determinar a finalizacdo em cada uma das bateladas
sucessivas. Ja Hidalgo et al. (2010) ao elaborarem vinagre de vinho tinto
estabeleceram como critério de finalizacdo da oxidacao acética o conteudo de 6 g /
100 mL de &cido acético. Budak e Guzel-Seydim (2010) descrevem valores

superiores em vinagre elaborado a partir de vinho de uvas Ulugbey Karasi (8,515 g/
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100mL). Vinagres comerciais de vinho de arroz foram avaliados por Zhang et al.
(2006). Tais autores descreveram valores de 4 g / 100mL e 4,4 g / 100 mL. Saha e
Banerje (2013) obtiveram vinagre de banana contendo 4,67 g / 100 mL de &cido
acetico.

Com relagdo aos sOlidos solaveis observou-se que este permaneceu
constante no final de cada uma das bateladas de fermentacdo acética (5 Brix).
Observa-se que houve pequena queda no valor de SST em relacdo ao verificado no
vinho de amora-preta (6 Brix). Tal reducédo no teor de sdlidos solUveis pode star
relacionado a possivel consumo de acgucares presentes no fermentado alcodlico
durante a oxidacao acética.

O residuo mineral fixo em cada uma das trés bateladas ndo diferiu
estatisticamente ao nivel de 5%. Tais valores identificados foram 3,73 g / L na
primeira batelada, 3,9 na segunda batelada e de 3,74 na terceira batelada. Em
relacdo a legislacdo vigente, esta estabelece que vinagres de frutas devem conter
no minimo 1 g / L e maximo de 5g/L. Rizzon (2006) descreve as principais
caracteristicas de vinagre de vinho branco e de vinho tinto, os quais contem entre
1,36 g/ L e 1,34 g/ L em vinagres de vinho branco e de 1,23 g/L e 1,70 g/ L.
Valores superiores ao do presente trabalho foram identificados por Marques et al.
(2010) em vinagres de laranja com mel ( 5,15 g / L), assim como valores préximos
em vinagre de laranja (3,65 g / L) e de tangerina (3,46 g / L). Caracteristicas
inerentes a amora-preta bem como a etapa de filtracdo para obtencéo da polpa para
a fermentacgéo alcodlica pode ter contribuido para os teores de cinzas identificados
no presente trabalho.

Referente ao extrato seco total, ndo ha limites estabelecidos pela legislacéo
brasileira para tal parametro (BRASIL, 2012). Este parametro demonstra o contetudo
de minerais e materiais organicos que permanecem apds a evaporacao da agua e
de substancias volateis do vinagre. Quando sao relatados valores muito baixos
podem indicar fraudes. Tal parametro diferiu estatisticamente entre as bateladas
com valores de 44,32 g/L na primeira batelada, 33,31 g/L na segunda e 32,02 na
terceira batelada. Valores semelhantes sdo observados por Marques et al. (2010)
em vinagres de laranja com mel ( 48,8 g/ L) e de laranja (38,3 g / L). Xavier et al.

(2011) observaram valores superiores em vinagres de fisalis (59,4 g/L). A utilizacao
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de barril acetificador pode ter influenciado em tais valores, pois este pode contribuir
para maiores valores de extrato seco total.

O extrato seco reduzido em vinagres de frutas € verificado para avaliar se
foram realmente elaborados a partir do vinho proveniente da matéria-prima em
questao (INMETRO, 1997). Esta afirmacédo enfatiza que vinagre de vinho tinto deve
conter como matéria-prima o vinho de uvas tintas. Desta forma a legislacéo brasileira
estabelece que vinagres de frutas devem conter no minimo 6 g / L. No presente
trabalho foram descritos valores de 15,68 g/ L, 26,69 g/ L e 26,98 g/L na primeira,
segunda e terceira batelada respectivamente. Tais valores apresentaram diferenca
significativa ao nivel de 5%.

Em relacdo a densidade, a legislacdo em vigor ndo relata qual deve ser o
valor minimo ou maximo, no entanto, Rizzon (2006) indica que em vinhos tintos a
densidade situa-se entre 1009,8 a 1010,7 g/L. No presente trabalho as densidades
descritas ficaram entre 1077,3 g/ L, 1077,8 g /L e a 1077,8 g / L. Tais valores nao
apresentaram diferenca significativa entre as trés bateladas executadas. Valores
inferiores séo relatados por Marques et al. (2010) ao analisarem vinagres comerciais
vinagre de laranja com mel (1.020,6 g/L) e em vinagre de cana-de-ac¢ucar com milho
(1007,7 g/ L).

Araujo et al. (2012) ao produzirem vinagre de laranja lima encontraram teores
de extrato seco de 6,18 g/L; 5,07g/L e 6,97 g/L em vinagres obtidos na primeira,
segunda e terceira batelada, e teores de cinzas de 1,63 g/100mL; 3,30 g/100mL e
3,43 g/100mL na primeira, segunda e terceira batelada respectivamente. Em relagéo
ao pH tais autores descrevem valor similar (2,41) ao observado no presente
trabalho. Com relacdo a acidez estes encontraram 4,30 g/100mL, 5,05 g/100mL e
5,23 g/100mL apos envelhecimento dos mesmos por 8 meses.

Com relacdo ao conteudo de sulfatos, os vinagres de fruta devem conter no
méximo 1g/L (BRASIL, 2012). Os valores encontrados nas trés bateladas foram de
0,0256 g/L estando, portanto dentro do limite estabelecido pela legislacéo.

A legislacéo brasileira preconiza que vinagres de frutas ndo devem exceder
1% (v/v) em élcool. De acordo com os dados apresentados na Tabela 7 os valores
obtidos nas trés bateladas em vinagreira estavam em consonancia com a legislacéo
vigente (0,995%, 1,00% e 0,99%, respectivamente). Bortolini et al. (2001) elaborou

vinagre de kiwi obtendo um vinagre com 1% de etanol.
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Rizzon e Meneguzo (2006) relatam que no processo lento de producao de
vinagre a presenca de residual alcodlico beneficia o desenvolvimento de ésteres e
outros compostos volateis que atribuem aroma e sabor peculiar aos vinagres
elaborados por este método. Assim como tal composto € importante para que 0S
micro-organismos presentes ndo degradem o acido acético produzido.

Quanto aos compostos bioativos presentes em vinagres sao ressaltados em
especial os compostos fendlicos totais, 0s quais estdo diretamente associados a
matéria-prima utilizada, bem como as quantidades de frutas empregadas no inicio
da fermentacdo alcodlica. Foram verificadas quantidades apreciaveis de tais
compostos no presente trabalho. De acordo com os dados da Tabela 7 verifica-se
conteudo de: 138,95 mg GAE/L na primeira batelada, 151,8 mg GAE/L na segunda
batelada e 165,2 mg GAE/L, ndo havendo diferenca significativa entre a primeira e
segunda batelada. Valores inferiores foram relatados em estudos realizados por
Cerezo et al. (2008). Tais autores realizaram as fermentacdes em diferentes tipos de
barris e constataram que nao houve alteracdo nas diferentes acetificacbes em barris
de acécia (28,51mg GAE / L), cerejeira (85,9 mg GAE / L), castanheira (77,90 mg
GAE / L) e em barril de carvalho (30,25 mg GAE/L). No entanto Marques et al.
(2010) descreveram valores superiores em vinagres comerciais de vinho tinto (318,6
mg GAE/L) e em vinagre de laranja (288,3 mg GAE/L). Valores inferiores sao
descritos por Sakanaka e Ishihara (2008) os quais encontraram 799 ug GAE/mL em
vinagres de caqui da variedade Saijyo.

Ubeda et al. (2013), descrevem gue o aumento no conteudo de polifendlicos
em vinagres armazenados em barris de madeira sdo devidos a extracdes de
compostos da propria madeira, extracdo de compostos fendlicos do vinho durante o
processo de acetificacdo e ainda salienta que a troca limitada de oxigénio durante a
acetificagdo contribui para menor perda de tais compostos por oxidacdo em relacéo
a processos com injecao de ar.

As antocianinas contribuem para a coloracdo caracteristica da amora-preta,
coloracdo esta que permaneceu nos vinhos e vinagres obtidos. Em relacéo a esta
fruta o composto antocianico majoritario € a cianidina-3-glicosideo, desta forma os
resultados de quantificacdo das antocianinas foram expressos em cianidina-3-
glicosideo / L. Ja Ubeda et al. (2013) quantificou antocianinas em vinagre de

morango como perlagonidina-3-glucosideo. Cerezo et al. (2008) ao avaliarem
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antocianinas em vinagre balsamico e de cereja, expressaram 0s resultados em
malvidina-3-glicosideo. No presente trabalho as antocianinas diferiram
estatisticamente ao nivel de 5% entre si nas trés bateladas com valores de 26,05 mg
cianidina-3-glicosideo/ L na primeira batelada, 34,23 mg cianidina-3-glicosideo na
segunda batelada e 62,78 mg cianidina-3-glicosideo na terceira batelada. Valores
inferiores (entre 1,20mg cianidina-3-glicosideo/ L e 0,45 mg cianidina-3-glicosideo/
L) foram observados por Cerezo et al. (2008) em vinagres de uvas vermelhas
elaborado em barril de carvalho. Su e Chien (2007) descreveram conteudos
inferiores em fermentados acéticos de mirtilo (Vaccinium ashei) oriundos de vinhos
sem casca (9,7 mg cianidina-3-glicideo/L em vinagres provenientes de vinhos
fermentados e de vinagres de vinho fermentados com casca (32,2 mg cianidina-3-
glicosideo/L). Por outro lado, Ubeda et al. (2013) descreveram valores de 10,6 mg
perlagonidina-3-glucosideo/kg em vinagres de morango (Fragaria ananassa var.
camarosa).

Diversos estudos verificando atividade antioxidante pelo método DPPH e
ABTS sdo relatados na literatura cientifica, em diferentes tipos de frutas. No entanto,
h& poucos relatos descrevendo atividade antioxidante em vinagres de frutas. Outro
ponto a ser ressaltado € a dificuldade de comparacdo de resultados em funcédo da
diversidade de unidades em que a atividade antioxidante € expressa.

Conforme verificado na Tabela 7, constata-se que o fermentado acético de
amora-preta apresentou atividade antioxidante frente a captura dos radicais DPPH e
ABTS. Com relagdo ao método DPPH, foram verificados valores similares de
atividade antioxidante nos vinagres obtidos nas sucessivas bateladas de
fermentacao (103,5 umol TEAC/mL, 107,35 pumol TEAC/mL e 107,73 pmol TEAC/mL
na primeira, segunda e terceiras bateladas respectivamente). Tais valores sao
superiores aos descritos por Budak, Guzel-Seydim (2010) em vinagre de uva (13,50
umol TEAC/mL). J& Ubeda et al. (2013), descreveram valores entre 3227 umol
TEAC/ kg a 3388 umol TEAC/ kg em vinagres de morango.

Similarmente ao observado com a metodologia DPPH, a atividade
antioxidante frente ao radical livre ABTS foi semelhante em ambas as bateladas.
Foram verificadas atividades de 15,63 mM na primeira batelada, 17,36 mM na
segunda batelada e de 19,03 mM na terceira batelada. Valores superiores foram

relatados por Echavarria et al. (2012) em fermentados acéticos de bambu as quais
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variaram de 500 mM a 950 mM. Por outro lado, Ubeda et al. (2013) ao avaliarem
vinagres de morango obtidos através de fermentacdo espontanea descreveram
valores de 11,06 pumol Trolox/kg e oriundos de fermentacédo inoculada valores de

10,13 pumol Trolox/kg.

8. Fermentacédo acética conduzida em biorreator de bancada

No processo de acetificagdo do vinho de amora-preta pelo processo
submerso em fermentador de bancada foi utilizado como inéculo o vinagre (néo
pasteurizado) de amora-preta produzido na vinagreira. A quantidade de inoculo
utilizada no processo submerso (50% v/v) foi bastante superior (5 vezes superior) a
utilizada no processo lento (10%). Tal proporcéo foi empregada no fermentador em
funcdo de estudos realizados previamente, 0os quais evidenciaram que as bactérias
acido-acéticas nao demonstraram boa habilidade na conversao de etanol em acido
acético em ambiente com maior aeracéo e agitacdo mecanica. Menores quantidades
de in6culo (10% e 20%) mostraram-se ineficientes para o processo de acetificacdo
no fermentador, levando a prolongados tempos de fermentacdo que acarretaram
perdas de etanol e acido acético.

Conforme pode ser verificado no Grafico 4, o emprego de 50% (v/v) de
inodculo no inicio da fermentacao foi responsavel pela detec¢cdo de maior quantidade

de &cido acético (27 g / L) no inicio da fermentacéo (primeira batelada).
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Gréfico 4: Curva de consumo de etanol e producao de acido acético na fermentagéo acética
conduzida em biorreator (método submerso).
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Menores periodos de acetificacdo, em ambas as bateladas, foram verificadas
nas fermentac¢des acéticas conduzidas em fermentador em relacdo as fermentagfes
conduzidas em vinagreira. A primeira batelada no fermentador foi conduzida em um
periodo de 36 h, correspondendo a um tempo 75% inferior ao verificado na
vinagreira (144 h). Similarmente nas bateladas seguintes do processo submerso os
vinagres foram produzidos em 36 h, correspondendo a uma redugcdo de 50% e
62,5% na segunda e terceira batelada, respectivamente em relacdo ao processo
lento.

Os menores tempos verificados em ambos os ciclos de fermentacéo acética
produzidos no fermentador em relacdo as fermentagfes realizadas em vinagreira,
podem estar relacionados a maior quantidade de in6culo empregado no processo,
in6culo adaptado e adequadas condi¢cdes de disponibilidade de oxigénio.

Diferente do observado na acetificacdo conduzida em vinagreira verificou-se
um menor consumo do substrato (etanol) na acetificacdo conduzida em fermentador
nas trés bateladas. No final da primeira batelada da fermentacdo acética em
fermentador foi verificada producéo de 40,3 g / L de acido acético e um residual
5GL (consumo de 23,0%). No final da segunda batelada no fermentador foi
verificado producdo de 42,1 g / L de &cido acético e um residual 3,9 GL (consumo
de 48,76%). No final da terceira batelada da fermentacdo acética em fermentador foi
verificado producdo de 44,24 g / L de éacido acético e um residual 4,08 GL
(consumo de 49,09%).

Tais resultados sugerem a possibilidade de ter acontecido uma sobreoxidacao
de etanol em &cido acético, visto que, em menores espacos de tempo quantidades
apreciaveis de acido acético foram acumulados no meio, nas fermentacbes em
fermentador. Possivelmente uma maior disponibilidade de oxigénio no fermentador
contribuiu para maior eficiéncia na oxidacdo etanol/acido acético. Esta
sobreoxidacdo levou a interrupcdo das fermentagbes acética ainda havendo
elevados contetudos de etanol no meio fermentativo, uma vez que ja havia sido
atingido o conteudo de acido acético minimo exigido pela legislacdo (4,0 g / 100 mL)
e dentro de limites sensorialmente adequados.

Desta forma, foram verificadas concentracbes de etanol nos fermentados
acéticos finais superiores aos preconizados pela legislacdo brasileira (1% v/v).

Possivelmente o uso de fermentado alcodlico (vinho) com menor graduacao
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alcodlica associada a condi¢cdes otimizadas de oxidacdo acética no fermentador
contribuiriam para melhor assimilacdo do substrato (etanol) e menor conteldo

residual deste.

8.1 Perfil pH e conteudo de acido acético no decorrer da fermentacéo acética
(Submersa)

No Gréafico 5 estdo representados o perfil do pH e conteudo de acido acético

no decorrer da fermentacao acética em biorreator de bancada.

50 - 3,15
45 L 31
S 40
~ - 3,05
E 35
-3
g 30
¥ 25 295 T Acido Acético (m/v)
Q Q
< 20 - 2,9 —O0—pH
S 15
S - 2,85
210
5 - 2,8
0 T T T T T 2,75
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (h)

Gréfico 5: Perfil da produgéo de acido acético e mudanca de pH no decorrer da fermentacao acética
em biorreator

O comportamento do pH e contetdo de acido acético foi similar em ambos os
processos (lento e submerso). Pode-se constatar que houve pouca variagcao de pH
ao longo dos sucessivos ciclos da fermentagéo acética em biorreator. Foi verificada
variacdo de 3,13 a 2,99 no pH na primeira batelada. Na segunda batelada foi
verificado valor de pH de 3,11 no inicio do processo e de 2,82 no final. J& na terceira
batelada o pH variou de 2,91 a 2,77.

A producdo de acido acético foi crescente ao longo de cada ciclo de
acetificacdo com variacfes de acido acético de 40,30 g/ L (Grafico 5 e Tabela 8), no
primeiro ciclo, passando para 42,25 g / L na segunda batelada ( Grafico 5 e Tabela

8) e finalmente 44,24 g / L na terceira batelada ( Grafico5 e Tabela 8).
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Na tabela 8 estdo demonstrados os parametros fermentativos da fermentacao

acética realizada em biorreator.

Tabela 8: Parametros fermentativos da fermentacéo acética em biorreator

Primeiro Ciclo Segundo Ciclo Terceiro Ciclo
Parédmetros do Processo
Batelada 1 Batelada 2 Batelada 3
Produc&o Final (g/L) 40,30+0,05° 42,25+1,12° 44,24+0,02°
Consumo Global de etanol (%) 23,8+0,01° 48,76+ 0,01° 49,09+ 0,01°
Rendimento em &cido acético (%) 83,5+0,05° 64,4+0,02" 62,7%+ 0,08 °
Rendimento GK ( Gesmment a b .
. 97,62 + 0,00 86,58 + 0,00 86,03 £ 0,01
Konzentration) (%)
Produtividade  volumétrica (Q p) b a a
0,32°+ 0,00 0,66 + 0,00 0,67°+ 0,00

(g/Lh)

Conforme pode ser verificado na Tabela 8, foram observados valores
superiores de rendimento em acido acético no processo submerso na primeira
batelada (83,5%) e rendimentos inferiores na segunda (64,4%) e terceira batelada
(62,7%) em relacdo ao processo lento.

Tais rendimentos podem ser considerados baixos, comparados a alguns
trabalhos descritos na literatura. Bortolini (2001) descreve rendimentos variando
entre 81% a 98,34% em vinagres de kiwi elaborados em fermentador de bancada.
llha et al. (2009) descreveram rendimentos entre 91,20% a 97,17% em vinagres de
mel. E Qi et al. (2013) entre 91,03% a 91,84% em vinagres elaborados em
biorreator.

Foram observadas produtividades volumétricas de 0,32 g/ Lh na primeira
batelada, 0,66 g / Lh na segunda batelada e de 0,67 g / Lh na terceira batelada.
Valores intermediarios (0,55¢g / Lh) foram descritos por Silva et al. (2007) em vinagre
de caju. Ja produtividades inferiores (0,437 g / Lh) sdo observados por Torres Neto
et al. (2005) em vinagre de palma forrageira. No entanto, Qi et al. (2013)
descreveram valores superiores de produtividades volumétricas (1,65 g/Lh e 1,82
g/Lh) em vinagres obtidos em biorreator. Ja Silva et al. (2007) descreveram valores
semelhantes de produtividade volumétrica ( 0,78 g / L h) em vinagres de vinho de

caju produzidos em reator.
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Analisando o rendimento GK, observa-se que houve diferenca significativa ao
nivel de 5% (p < 0,05) entre as bateladas sucessivas. Verifica-se diferenca na
primeira batelada (97,62%) em relacdo a segunda batelada (86,5%), assim como em
relacdo a terceira batelada (86,3%). Os valores de GK permanecem constantes
entre o segundo e terceiro ciclos de fermentacéo, indicando que néo houve perdas

por evaporagao ou sobreoxidagao.

8.2 Caracterizacao fisico-quimica do vinagre de amora-preta obtida em biorreator
(método submerso)

Na Tabela 9 estdo demonstrados os parametros fisico-quimicos avaliados nos
vinagres obtidos em cada uma das trés bateladas realizadas em fermentador de

bancada.

Tabela 9: Caracterizagdo fisico-quimica vinagre de amora-preta produzido em
biorreator

R _ Resultados Observados
Parametros analisados

17 Batelada 2° Batelada 3% Batelada
pH 2,99 +0,00° 2,82 +0,00° 2,77 £0,00°
Acidez volatil (g/100mL) 4,11 0,00° 4,26 £0,00" 4,59 £0,00°
Solidos Soluveis (Brix) 5% 5° 52
Residuo mineral (g/L) 3,17+0,00" 3,47+0,00° 3,13+0,00°
Extrato Seco Total (g/L) 45,64 40,20 36,93+0,04° 35,21 40,45 °
Extrato Seco Reduzido 14,36 +0,02 ¢ 23,07+0,01° 24,79+0,00°
Densidade (g/L) 1075,8 + 0,05 1072,3 +0,05° 1071,5+0,11°
Sulfatos (g/L) 0,025 0,00 ® 0,025 + 0,00 0,025 40,00
Etanol (% v/v) 3,95 +0,00° 3,700,002 4,08 £0,00°
Compostos fenodlicos Totais ( 160,5 + 1,48° 159,5 + 7,28° 173,9 + 11,66"
mg GAe/L)

Antocianinas ( mg/L) 45,92 +0,53% 59,11 + 0,06* 56,27 +0,15°
Atividade antioxidante - método 107,5 + 2,82° 107,21 + 13,05% 106,7+ 2,35%
DPPH (umol TEAC/mL)

Atividade antioxidante - método 16,01 + 5,24° 13,76+ 6,54° 21,38 +8,4%
ABTS (mM)

Médias seguidas por letras diferentes na horizontal diferem estatisticamente ao nivel de 5% de

significancia de acordo com o Teste Tukey.
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Em relagdo ao pH s&o observados valores proximos entre as bateladas, os
quais situaram-se entre 2,99 (primeira batelada), 2,82 (segunda batelada) e 2,77
(terceira batelada). Valores estes que diferem estatisticamente ao nivel de 5%.
Foram relatados por Massino et al. (2008) valores inferiores em vinagres balsamicos
do tipo Orange label (2,49), 2,48 em vinagre balsamico denominados como silver
label e 2,40 em vinagres balsdmicos denominados gold label, esta denominacao é
utilizada por conterem maiores quantidades de acucares, residuo seco e menores
guantidades de &cido acético.

Os valores de acidez titulavel em acido acético observados nos vinagres
obtidos nas trés bateladas (Tabela 9) demonstram que a acidez em acido acético
dos vinagres obtidos estdo em consonancia com a legislacéo brasileira. Silva et al.
(2007) em fermentados acéticos de caju descreveram valores de 4,0 g / 100 mL de
acido acético, a partir de vinhos contendo etanol entre 4,8% e 6,0%. J& Masino et al.
(2008) relataram valores inferiores em vinagres balsamicos Orange label (2,65 g /
100 mL). Marques et al. (2010) relataram valores semelhantes de acidez em vinagre
de maca (4,17 g / 100 mL), assim como valores superiores em vinagre de vinho tinto
(5,0 g/ 100 mL).

Quanto ao residuo mineral os valores observados no presente trabalho
atenderam a legislacdo vigente, uma vez que a mesma estabelece como padrdes
para vinagres valor minimo de 1 g /L e maximo de 5 g / L. Estudos realizados por
Marques et al. (2010) relataram valores semelhantes em vinagre de tangerina com
milho (3,54 g / L), assim como valores superiores em vinagre de laranja com mel
(5,14 g/ L) e inferiores em vinagre de manga ( 2,25 g/ L).

Em relacdo ao extrato seco total os valores encontrados foram de 45,649 / L,
de 36,93 g / L e 35,21 ¢g/L para a primeira, segunda e terceira batelada
respectivamente. Tais valores tiveram diferencga significativa ao nivel de 5%. Valores
semelhantes foram descritos por Marques et al. (2010) em vinagre de laranja e mel
(48,89 / L) e em vinagre de laranja (38,3g/ L).

O extrato seco reduzido apresentou diferenca significativa, ao nivel de 5%,
entre as bateladas. A legislacdo determina que os vinagres devem ter no minimo 69
/ L, desta forma, o vinagre de amora-preta realizado em biorreator atendeu a

legislacdo. No entanto, Rizzon (2006) descreve que vinagres de vinhos tintos
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apresentam em média 8,86 g / L de extrato seco reduzido, enquanto que em vinagre
de vinho este valor reduz para 8,22 g / L.

As densidades dos vinagres obtidos foram semelhantes aos valores obtidos
na vinagreira os quais situaram-se entre 1071,5 e 1075,8 g/L. Tais valores obtidos
sao superiores aos descritos por Pedroso (2003) em vinagre de maca a qual variou
de 1011 a 1013 g/L. Ja Filho e Araujo (2007) ao elaborarem vinagre a partir de cana-
de-acucar obtiveram densidade de 1019 g/L.

Em relacéo ao conteudo de sulfatos os valores encontrados (0,025 g / L nas
trés bateladas) estédo consonancia com a legislagéo.

Valores similares de compostos fendlicos totais sdo observados em ambos os
processos de acetificacdo. Foram observados contetudos de 160,5 mg GAE / L na
primeira batelada, 159,5 mg GAE / L na segunda batelada e de 173,9 mg GAE / L na
terceira batelada. Valores inferiores sdao demonstrados por Sakanaka e Ishihara
(2008) ao quantificarem os compostos fendlicos totais em vinagres comercializados
no Japao. Tais autores relataram quantidades de 452 ug GAE / mL em vinagres de
caqui da variedade Hiratanenaschi e de 733 ug GAE/mL em vinagres de arroz.
Alonso et al. (2004) obtiveram valores superiores em vinagre obtidos de vinhos
Jerez (600mg GAE/L). Ja Ubeda et al. (2013) descrevem valores de compostos
fendlicos em vinagres de morango na ordem de 1605 mg GAE / kg. Wang et al.
(2012) demonstraram valores de 269,7 mg GAE/g em vinagres tipo Shanxi
(fermentado acético da China cozido a uma temperatura de 85 T por seis dias e
envelhecido, o qual € obtido a partir de vinho contendo como matérias-primas trigo
tipo mourisco, aveia, farelo de trigo e ervilha e posteriormente durante fermentagao
acética). Ubeda et al. (2011) descreveram em fermentados acéticos de caqui
compostos fendlicos totais de 317,5 mg AG / kg. Por outro lado Xu, Tao e Ao (2007)
ao avaliarem vinagres aromaticos da China obtiveram valores de 53,7 ug GAE/ mg.

Foram observados conteudos de 45,92 mg de cianidina-3-glicosideo/L, 59,11
mg de cianidina-3-glicosideo/L e 56,27 mg de cianidina-3-glicosideo na primeira,
segunda e terceira bateladas, respectivamente. Os conteudos de antocianinas
verificados na primeira e na segunda batelada sdo 76,3% e 72,7% superiores aos
verificados na fermentacdo em vinagreira. Ja& na terceira batelada foi verificada
pouca diferenca no conteddo de antocianinas entre os processos de acetificacao

(62,78 mg de cianidina-3-glicosideo/L e 56,27 mg de cianidina-3-glicosideo / L).
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Su e Silva (2006) ao avaliarem fermentagfes acéticas de mirtilo obtiveram 2,3
mg de cianidina-3-glicosideo / g. Ja Ubeda et al. (2013) descreveram valores de ,8
mg de perlagonidina-3-glicosideo / kg em vinagres obtidos a partir de vinho de
morango inoculados com cepas de S. cerevisiae RP1. Cerezo et al. (2010) ao
identificarem compostos antocianicos em vinagres de Carbenet Sauvignon
obtiveram valores de 53, 04 mg de malvinina-3-glicosideo / L.

Com relacdo aos compostos antioxidantes determinados pela metodologia
DPPH, foram observados valores de 107,5 umol TEAC / mL, 107,21 umol TEAC /
mL e 106,7 TEAC pmol / mL na primeira, segunda e terceira bateladas,
respectivamente. Tais valores sdo bastante similares aos verificados na acetificacao
em vinagreira. Cerezo et al. (2010) ao avaliarem a atividade antioxidante obtiveram
10,3 mmol TEAC / g em vinagres de Cabernet Sauvignon. Ja Ubeda et al. (2013)
3210 umol TEAC / kg em vinagres de morango.

Da mesma forma em relacdo a atividade antioxidante determinada pela
metodologia ABTS, os vinagres obtidos pelo processo submerso e pelo processo
lento apresentaram valores similares. Foram observados valores de 16,01 mM na
primeira batelada, 13,76mM na segunda batelada e de 21,38mM na terceira
batelada. Resultados inferiores sao descritos por Alonso et al. (2004) em vinagres de
Jerez (4 mM a 6 mM).

9. CONCLUSAO

Os frutos de amora-preta cultivados regido Sudoeste do Parana apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas similares a frutos cultivados em outras regides
brasileiras descritas na literatura cientifica. Quantidades apreciaveis de compostos
fendlicos totais, bem como antocianinas expressas em cianidina-3-glicosideo foram
verificadas bem como elevada atividade antioxidante frente aos radicais DPPH e
ABTS.

A levedura Saccharomyces cerevisiae r.f. bayanus mostrou ser eficiente na
fermentacdo alcodlica de mosto de amora-preta, sendo produzido vinho de amora-

preta com aroma e sabor agradaveis. Foram verificados rendimento de fermentacao
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alcodlica de 0,39 g/g, produtividade volumétrica em etanol de 1,77 g/ L h e eficiéncia
de 75,5%. O vinho de amora-preta apresentou elevados conteudos de compostos
fendlicos totais e antocianinas, bem como elevada atividade antioxidante.

O indculo isolado de vinagre colonial de uva produzido no municipio de Pato
Branco foi eficiente na fermentacdo acética conduzida tanto em vinagreira de grapia
como em biorreator de bancada. Foram obtidos vinagres com agradavel sabor e
aroma. Os parametros fisico-quimicos de qualidade de ambos o0s vinagres
apresentaram-se dentro dos padrbes de qualidade exigidos pela legislacédo
brasileira, exceto com relagcéo aos teores de etanol residual nos vinagres produzidos
pelo método submerso. Assim como observado no vinho de amora-preta, 0s
fermentados acéticos apresentaram conteudos apreciaveis de compostos fendlicos
totais e antocianinas, bem como elevada atividade antioxidante.

A realizacdo da fermentagdo acética de vinagre de amora-preta mostrou-se
vidvel no que se refere ao aproveitamento de uma matéria-prima sazonal e de alta
perecibilidade. Os vinagres produzidos podem ser considerados vinagres do tipo
gourmet, podendo ser uma estratégia de agregacao de valor a cadeia produtiva de
amora-preta, colaborando para disseminacédo da cultura no Brasil.

A producao de vinagre de amora-preta pelo processo lento em vinagreira
pode ser uma opcao de renda a ser explorada por produtores familiares
considerando a rusticidade do cultivo da fruta e simplicidade do processo de

producado do vinagre em vinagreira.
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ANEXO A: Curva padrdo de acido galico para determinacdo de compostos fendlicos

totais
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ANEXO B: Curva padrao de DPPH para determinacdo de atividade antioxidante
pelo método DPPH
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ANEXO C: Curva padrao de trolox para determinagéo da atividade antioxidante pelo

método ABTS

Absorbancia (nm)
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ANEXO D: Curva padréo de glicose para determinacdo de acucares redutores
totais pelo método DNS
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