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Resumo

O processo lento de obtencao de vinagre de fruta ¢ baseado em baixa velocidade de acetificagao,
boa reprodutibilidade em laboratorio e baixo custo. O estudo objetivou produzir um vinagre de
manga pelo método de acetificagdo ou método de Orleans. A fermentacao acética foi conduzida

com fermentado de manga contendo 7% de alcool e adicionado de 100mL de vinagre forte ndo
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pasteurizado como inéculo. A fermentagdo ocorreu por 28 dias, amostras foram retiradas a cada
sete dias (0, 7, 14, 21 ¢ 28). O vinagre de manga apresentou acidez volatil de 3,23 + 0,07 g.L"!,
acidez total 4,21+0,11 g.L"!, pH (3,28 + 0,03), etanol residual 0,95 + 0,01 g.L!, carotenoides
12,67+ 1,14 mg. 100mL"") e compostos fendlicos totais (31,80 = 2,00 mg catequina. 100mL™).
A conversdo em 4cido foi de 0,799+ 0,01 g. g'! e o rendimento Gesammte Konzentration (GK)
de 64,00 + 5,04%. O vinagre obtido apresentou niveis significativos niveis de carotenoides e
fendlicos. E possivel obter vinagre pelo método de acetificagio lenta, entretanto ¢ necessario o
desenvolvimento de estudos para aumentar a produtividade, eficiéncia do processo e aumento
do teor de 4cido acético.

Palavras-chave: Bactéria acido acéticas; Biotecnologia; Fendlicos; Compostos; Fermentagao.

Abstract

The slow process to obtain fruit vinegar is based on low speed of acetylation, with good
reproducibility in the laboratory and low expense. This study aimed to produce a mango vinegar
by the method of slow acetylation or Orleans method. The acetic fermentation was carried with
mango fermented with an alcohol content of 7% (v. v ) and added 100 ml of strong vinegar
unpasteurized as inoculum. The fermentation occurred for 28 days, samples were removed
every seven days (0, 7, 14, 21 e 28). Vinegar presented volatile acid content of 3.23 + 0.07 %,
total acidity (4.21 + 0.11 %), pH (3.28 + 0.03), residual ethanol (0.95 + 0.01 %), carotenoids
(12.67 + 1.14 mg. 100mL™) and total phenolic compounds (31.80 + 2.00 mg catechin. 100mL"
1Y, The acid conversion was 0.799 + 0.01 g. g* and the yield Gesammte Konzentration (GK) of
64.00 £ 5.04 %. The vinegar obtained showed significant levels of total carotenoids and
phenolics. It was possible to obtain sleeve vinegar by slow acetylation process, however it is
necessary the development of studies regarding acetylation method in order to increase the
productivity and efficiency of the process as well as to minimize evaporative losses, decrease
the chances of contamination and to increase the acetic acid content in obtaining vinegar
according to recommended in the current Brazilian legislation.

Keywords: Acetic acid bacteria; Biotechnology; Phenolic; Compounds; Fermentation.

Resumen

El lento proceso de obtencion de vinagre de frutas se basa en la baja velocidad de acetificacion,
buena reproducibilidad en el laboratorio y bajo costo. El estudio tuvo como objetivo producir
un vinagre de mango utilizando el método de acetificacion o el método Orleans. La
fermentacion acética se realizé con mango fermentado que contenia alcohol al 7% y se afiadid
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con 100 ml de vinagre fuerte no pasteurizado como inéculo. La fermentacion tuvo lugar a lo
largo de 28 dias, las muestras se tomaron cada siete dias (0, 7, 14, 21y 28). El vinagre de mango
mostré una acidez volatil de 3.23 £ 0.07 gL-1, acidez total 4.21 £ 0.11 gL-1, pH (3.28 + 0.03),
etanol residual 0.95 £ 0 .01 gL-1, carotenoides 12.67 + 1.14 mg. 100 ml-1) y compuestos
fendlicos totales (31,80 + 2,00 mg catg. 100 ml-1). La conversion de &cido fue de 0.799 £ 0.01
g. g-1 y el rendimiento de Gesammte Konzentration (GK) de 64.00 + 5.04%. EIl vinagre
obtenido mostro niveles significativos de carotenoides y niveles fendlicos. Es posible obtener
vinagre por el método de acetificacion lenta, sin embargo, es necesario desarrollar estudios para
aumentar la productividad, la eficiencia del proceso y aumentar el contenido de &cido acético.

Palabras clave: Bacterias del acido acético; Biotecnologia; Fendlicos compuestos;

Fermentacion.

1. Introducéo

O processo de acetificacao lenta, conhecido como método de Orleans, é o0 mais antigo e
tradicional na producéo de vinagre e a elaboracéo de vinagre de fruta por este método apresenta
boa reprodutibilidade e baixo custo. Este processo consiste na oxidagdo do vinho, em
recipientes semicheios, pelo contato com ar e pela acéo de bactérias acido acéticas (B.A.A).

B.A.A. sdo micro-organismos bastonetes, Gram-negativos, estritamente aerobios que
oxidam o etanol a &cido acético na presenca de oxigénio. A razdo area/volume é um parametro
importante para este processo, pois durante o processo fermentativo bactérias &cido acéticas
produzem polimeros de celulose que sdo depositados na superficie do liquido. A partir dessa
deposicdo é formada uma pelicula celulésica permitindo o suprimento de oxigénio atmosféricos
aos micro-organismos aerobios. Assim, os vinagres produzidos pelo método de acetificacdo
lenta apresentam composicao sensorial diferenciada pela maturacdo natural e gradual durante
0 processo (Aquarone; Borzani; Schmidell Netto & Lima, 2001; Rizzon & Meneguzzo, 2002;
Spinosa, 2002; Zilioli, 2011)

No que diz respeito ao vinagre, este € um produto fermentado conhecido ha milhares de
anos e sua origem estd intimamente relacionada a do vinho. No processo de producdo 0s
acucares fermentesciveis sao convertidos em etanol, pela acéo de leveduras, e em seguida, por
acao de bactérias acido acéticas, o etanol é convertido em &cido acético. Durante a fermentacéo
acética ocorre a producdo de compostos que compdem o aroma dos vinagres, destacando-se
trés grupos: acidos, alcoois e ésteres (Adams, 1985;Troncoso Gonzalez & Chozas, 1987;
Charles et al., 2000; Spinosa, 2002; Yamada & Yukphan, 2008; Zilioli, 2011).




Research, Society and Development, v. 9, n. 8, e127985593, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.5593

Fermentado acético ou vinagre é o produto proveniente da fermentacdo acética do
fermentado alcoolico de mosto de frutas, cereais, vegetais, da mistura de vegetais, mel ou ainda
uma mistura hidro alcodlica, devendo o alcool ser potavel e de origem agricola. O mesmo, deve
apresentar acidez volatil minima de 4% (g. 100mL™) expressa em acido acético e o grau
alcodlico ndo deve ultrapassar 1 °GL, devendo ser obrigatoriamente pasteurizado. O fermentado
aceético é, entdo, classificado de acordo com a matéria-prima que o originou, sendo designados
de fermentados acéticos ou vinagres, seguidos do nome da matéria-prima de origem (Brasil,
1999). Na literatura existem beneficios relacionados a utilizacdo do vinagre, tais como,
atividade antimicrobiana (Utyama, 2003; Pinto, Neves, Ledo, & Jorge, 2008), propriedades
cicatrizantes (Zandim et al., 2004) e antioxidante (Xu, Tao, & Ao, 2007).

A perda pds-colheita € um dos fatores de maior importancia para o aumento do
desperdicio de matérias-primas alimentares. No entanto, a utilizacdo de produtos de entressafra
com emprego de técnicas de baixo custo e facil acesso podem impactar positivamente na
reducdo do desperdicio e posterior geragdo de residuos. Diante do exposto, objetivou-se utilizar
matéria-prima de entressafra para produzir um vinagre de manga pelo método de acetificacdo

lenta e caracteriza-lo quanto aos parametros fisico-quimicos e cinéticos da fermentacéo.
2. Metodologia
O presente estudo consiste em pesquisa laboratorial (Pereira, Shitsuka, Parreira & Shitsuka
2018). Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia e Biocatalise da
Faculdade de Farmécia, UFMG.
2.1. Matéria-prima

A matéria-prima utilizada constituiu-se de mangas da variedade Palmer (Mangifera
indica) excedentes de safra, com grau de maturacdo uniforme, adquiridas no comércio local de
Belo Horizonte- MG.

2.2. Micro-organismos

No processo de fermentacdo alcodlica utilizou-se células de levedura Saccharomyces

cerevisiae isoladas de fermento comercial. O inoculo da fermentacdo acética consistiu de
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bactérias acido acéticas de vinagre forte ndo pasteurizado proveniente de industria de vinagre
de alcool.

2.3. Obtencéo e tratamento enzimatico da polpa de manga

Os frutos foram descascados, despolpados e a polpa foi tratada enzimaticamente com o
complexo enzimatico Pectinex Ultra SP® (Novozymes) com atividade de pectinase, celulase e
hemicelulase (4000PG). Foram adicionados 0,025g do complexo enzimatico para cada
quilograma de polpa e incubados a 30°C por 70 minutos. A inativacdo enzimatica ocorreu por
elevacdo da temperatura a 90°C por 5 minutos seguida por choque térmico em banho de gelo
(Lara, 2007).

2.4. Fermentacdo alcodlica

2.4.1. Preparo do mosto e acompanhamento da fermentacéo alcoolica

O mosto de fermentacdo (1:1) foi constituido de polpa de manga hidrolisada (2,5L),
agua estéril (2,5L), ajustado a 18° Brix e inoculado com 108 células. mL™ de leveduras. A
fermentagdo foi realizada em balGes de fundo chato a temperatura ambiente (27+2°C) por 48
horas. Ao final do processo o fermentado alcodlico foi caracterizado quanto a acidez total,
solidos soluveis totais e teor de cinzas (Instituto Adolfo Lutz, 2008), etanol (Salik & Povoh,
1993), acucares redutores totais (Miller, 1959), densidade (Brasil, 1999), carotenoides totais
por extracdo em hexano e leitura a 450nm de acordo com a metodologia da Association Of
Official Analytical Chemists (2007) e os compostos fendlicos totais extraidos em metanol 80%
(Zielinski & Koztowska, 2000).

2.4.2. Calculo da eficiéncia e rendimento da fermentacao alcodlica

e O rendimento da fermentacdo alcodlica foi calculado utilizando-se os valores de etanol
produzido (% p.v!) em relagdo aos aglicares consumidos (% p.vt) x 100 (Aquarone et
al, 2001).
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e A eficiéncia da fermentagdo foi calculada pela relagdo: alcool produzido (% p.v?)
/alcool tedrico (% p.vl) x 100. O élcool tedrico é calculado a partir dos aclcares
consumidos x 0,5111.

e A produtividade da fermentacdo foi calculada considerando-se o etanol produzido (p.v-
1y em relagdo ao tempo total de fermentacdo (horas), em (g.L™.h) de acordo com
Aquarone et al. (2001).

e Fator de conversdo de substrato em produto (Y p/s): calculado pela relacéo entre a
formacéo do produto e o consumo do substrato, tem como principio a estequiometria da
reacdo, onde 1 g de acucar originara 0,511 g de etanol.

e Velocidade de consumo do Substrato, determina a velocidade em que o aglcar é
consumido pela levedura para a producdo de biomassa e subprodutos, como por
exemplo, o etanol. E expressa em gramas de aglcar consumido por unidade de tempo
(9. ™),

e Conversdo de substrato (ART), determina a quantidade de acuUcares redutores
consumidos em relacdo ao total de aclcares disponivel no meio fermentativo. E

expresso em porcentagem (%).

2.5. Fermentacdo acética

2.5.1. Preparo da calda e acompanhamento da fermentacéo acética

O fermentado alcodlico de manga (calda) com teor alcodlico de 7 g. L foi
suplementado com 0,2 g de fosfato de amonia ((NH4)2HPQOj4), 0,04 g de fosfato de potassio
(K2HPOQ4), 0,03 g de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO47H20), 0,07g de bitartarato
de potassio (KC4HsOeg) e 1,0g de glicose (CsH1206) (Suman, 2012; Zilioli 2011).

O processo de acetificagdo, em triplicata, foi realizado em vinagreiras com capacidade
para 5 litros. Cada recipiente foi preenchido com 1000mL de calda, inoculadas com 100mL de
vinagre forte (8 g.L! de &cido acético), cobertos por tecido de algoddo e submetidos a
fermentacgdo por 28 dias a temperatura ambiente (28 + 2°C). Ao longo da fermentagédo foram
realizadas amostragens (0, 7, 14, 21 e 28 dias), sendo submetidas a quantificacdo da acidez
total, acidez volatil, acidez fixa e o pH de acordo com os métodos descritos pelo Instituto Adolfo
Lutz (2008). O teor de etanol foi pesquisado segundo metodologia proposta por Salik & Povoh
(1993).
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2.5.2. Tratamento final e caracterizagdo do vinagre de manga

Ao final do periodo de acetificacdo o vinagre foi filtrado em papel filtro, envasado em
frascos de vidro com capacidade para 500 mL e pasteurizados a 65°C por 30 minutos. O produto
final foi caracterizado quanto a acidez total, acidez volétil, acidez fixa, teor alcodlico, pH, teor
de cinzas e extrato seco de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2008), densidade, carotenoides
totais (Association of Official Analytical Chemists, 2007) e compostos fendlicos totais
(Zielinski & Koztowska, 2000).

2.5.3. Calculo do rendimento e produtividade da fermentacéo acética

e O rendimento GK (Gesammte Konzentration) foi calculado pela eficiéncia da
fermentacio expressa pela soma da concentracéo de etanol (% v.v?!) e acido acético (%
p. v'1) no inicio e final da fermentacdo, sendo Rendimento GK = (GK final/GK inicial)
x 100 (Ebner, 1982).

e A produtividade em &cido acético foi calculada pela quantidade produzida de acido

acético em relagdo ao volume e tempo (g.L.h%).

e Rendimento em &cido (Yacido), calculado pela razdo entre a quantidade de produto
formado pela concentracéo total de substrato e produto (calda), sendo Y scido = acidez do

produto (%)/concentragdo total calda de acordo com Schmidell Netto et al. (2001).

3. Resultados e Discussao

Os valores médios dos pardmetros analisados nas fermentacGes alcoolica e acética para

a obtencdo do vinagre de manga pelo método de Orleans estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Pardmetros fisico-quimicos das fermentagdes alcodlicas e acéticas na producdo de
vinagre de manga pelo método de Orleans.

Parametro

Vinho de manga

Vinagre de manga

pH

Acidez Total (g .100mL)™*
Acidez Fixa (g .100mL)!
Acidez Volatil (g .100mL)*
ART residual (g. L)
Cinzas(g.L™)

Extrato Seco (g . L)
ES/Cinzas

Carotenoides (mg .100mL)™?
Fendlicos Totais (mg catg.100mL)?
Etanol iniciar (V. V1)

Etanol finai (v . V1)
Produtividade (g. L. h'1)
Rendimento GK (%)
Rendimento em Etanol
Converséo de ART (%)

Y acido(9. 97)

Y p/s(g.97)

3,5+0,03

0,4 +0,01

1,13 +0,01

1,3+0,02

18,00+0,08
24,56+5,45

7,70+0,04

0,38+0,01

90,0 +0,70

93,0+0,9

0,494

3,28+0,03
4,21+0,11
0,98+0,17

3,23+0,07

1,5+0,02
11,33+0,12
7,55+0,10
12,67+1,14
31,80+2,00
7,04+0,10
0,95+0,01
0,005+0,001

64,0+5,04

0,799+0,01

Fonte: dados dos autores.
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3.1. Fermentagéo alcodlica

A fermentacdo alcoolica apresentou resultados satisfatorios quanto ao rendimento em
etanol (90,0 = 0,70), conversdo de ART (93,0 £ 0,9), eficiéncia (96,7), conversdo de substrato
em produto - Yy (0,494) e teor de etanol (7,70 £ 0,0), sendo possivel afirmar bom desempenho
do indculo de leveduras (Tabela 1).

3.2. Fermentacao acética

3.2.1. pH e acidez

O valor de pH do vinagre de manga (Tabela 1) foi de 3,28 + 0,03, sendo proximo aos
relatados por (Marques, Spinosa, Fernandes, Castro, & Caliari, 2010) para a producdo de
vinagres de frutas: laranja (3,40 + 0,02), maracuja (3,33 £ 0,01), maca (3,10 + 0,02) e tangerina
(3,51 + 0,02). O vinagre de manga apresentou acidez total de 4,21+0,11g. mL™ inferior aos
valores relatados por Zilioli (2011) ao estudar a composicdo de vinagres produzidos por
diferentes fontes vegetais. O autor relata valores de acidez total que variam entre 4,9 a 8,8¢.
mL1, sendo o vinagre de maracuj apresentando a menor acidez e o vinagre de uva com maior
acidez.

O parametro acidez volatil refere-se aos acidos organicos presentes no vinagre, sendo
0 &cido acético o mais abundante. Dessa forma, a concentragdo desse acido no produto esta
intimamente relacionada com suas caracteristicas sensoriais. O vinagre de manga (Tabela 1)
apresentou acidez volatil (3,23 + 0,07 g. 100 mL™) inferior ao valor, minimo de 4,0 g. 100 mL
! estabelecido pela legislagdo brasileira Brasil (1999). Marques et al. 2010), relataram acidez
volatil para vinagres de laranja (2,74 £ 0,070), manga (3,28 + 0,215), arroz (3,70 + 0,325), Kiwi
(3,10 + 0,070), maracuja (3,91 + 0,107), maca (4,17 = 0,041) e tangerina (4,01 + 0,070). A
reducdo dos valores de acidez volatil pode ser resultado de perdas por evaporacdo. Ainda em
relacdo a acidez do vinagre de manga, a acidez fixa determinada foi de 0,98 + 0,17g. 100 mL"
! sendo superior a maioria dos vinagres caracterizados por Zilioli (2011) com valores entre
0,24 e 0,93g. 100 mL™* e inferiores apenas aos vinagres de toranja (1,14g. 100 mL™) e maca
(2,03g. 100 mL™Y).
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3.2.2. Extrato seco, cinzas e razao ES/Cinzas

O extrato seco representa as substancias ndo volateis do fermentado alcodlico e os
valores elevados podem estar relacionados com a caramelizacdo dos acgucares da amostra
durante o processo de secagem, o que pode interferir na completa evaporagdo (Asquieri,
Candido, & Damiani, 2004; Asquieri, Da Silva Rabélo, & De Moura e Silva, 2008). O extrato
seco foi de 11,33+ 0,12 g. L%, sendo superior aos vinagres de maracuja (9,3 + 0,222) e de maca
(8,9 £ 0,311) e inferiores aos vinagres de manga (14,8 + 0,302), de laranja (38,3 = 0,675), de
arroz (14,3 + 0,378) e de kiwi (14,1 + 0,298) obtidos por Marques et al., 2010.

Zilioli (2011), determinou em seus vinagres diferentes valores para extrato seco (g. L™?)
compreendendo valores de 1,20 a 24,99 g. L™, sendo os vinagres de arroz (1,20) e maracuja
(24,99) os que apresentaram o0 menor e maior valor de extrato seco respectivamente. A
legislacdo brasileira vigente estabelece que vinagres provenientes de alcool apresentem extrato
seco maximo de 1,0 g. L%, ja para os de frutas o maximo é de 6,0 g. L. Os valores encontrados
no presente estudo estdo acima do estabelecido pela legislacdo (Brasil, 1999), portanto, esse
aumento pode ser explicado pela adi¢do de sacarose no mosto de manga para a padronizacao
dos teores de sélidos sollveis totais.

O teor de cinzas ou residuo mineral fixo do vinagre de manga, tabelal, (g. L™?) foi
inferior aos vinagres de manga (2,25 + 0,073), laranja (3,65 + 0,008), tangerina (2,93 + 0,03) e
arroz (3,75 £ 0,115), e proximo aos relatados para kiwi (1,66 = 0,019), maracuja (1,45 + 0,024)
e maca (1,49 = 0,024) como relatados por Palma (2001) e Marques et al. (2010) . O teor de
cinzas varia em func¢do do processo e da matéria prima utilizada e a reducdo no teor de cinzas
pode ser explicada pela necessidade de diluicdo do mosto na fermentagédo alcodlica (Palma,
2001)

A relacdo entre extrato seco e cinzas (Tabela 1) pode fornecer informagdes sobre
possiveis adicBes de acuUcares e outros compostos. Essas adi¢Oes apesar de aumentarem 0
extrato seco ndo interferem no contetdo mineral. O intervalo aceito para essa relacdo sdo
valores entre 3 e 8 (Troncoso e Guzman, 1987). O vinagre de manga produzido apresentou
relacdo extrato seco e cinzas (7,55) na faixa de valores estabelecido.

3.2.3. Compostos fenolicos e carotenoides

Para o vinagre de manga (Tabela 1) os teores de compostos fenolicos totais foi de 31,80

+ 2,00 mg de catequina em 100mL, sendo superior aos relatados por Marques et al. (2010) para

10
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vinagres provenientes de diferentes fontes vegetais: maca (22,61 + 0,218), kiwi (17,61 *
0,055), laranja (28,83 + 0,397), maracuja (9,79 + 0,247) e vinagres de vinho tinto (31,86 +
1,503) e vinho branco (9,53 + 0,308).

O contetido de carotenoides do vinagre de manga (12,67 +1,14 mg.100mL?) é superior
ao relatado em fermentado alcoolico de manga “Rosa” (9,8 £+ 0,26mg) por (Silva et al., 2011).
Verifica-se que o vinagre de manga do presente estudo apresenta quantidade expressiva de
compostos fendlicos e carotenoides tornando-se uma boa alternativa para a obtencdo desses

compostos e sua possivel associacdo para a melhoria e manutencao da sadde.

3.2.4. Teor de etanol, rendimento e produtividade

O conteudo de etanol final de 0,9 + 0,01 % encontra-se dentro do limite maximo de
1,0 % determinado pela legislacéo brasileira vigente (Brasil, 1999). De acordo com Avrtilles et
al. (1993) citado por Marques et al. (2010), os vinagres obtidos pelo método de acetificacao
lenta apresentam teor alcodlico residual maior e rendimento em &cido acético menor quando
comparados aos obtidos pelos métodos industriais, tal como 0 método submerso.

O rendimento em etanol foi superior aos relatados por (Alvarenga & Alvarenga, 2013)
em fermentacdo de mosto de manga (82,9 %) e banana (77,2 %). O rendimento GK do processo
de acetificacdo (64%) foi inferior quando comparados aos dados da literatura. O parametro leva
em consideracédo a razdo das somatorias inicial e final dos teores de etanol e acidez. De acordo
com White (1971) um processo de acetificacdo é considerado eficiente quando a conversdo de
etanol em &cido acético é de 70%, contudo podendo chegar a valores bem mais expressivos,
entre 90 e 98% dependendo do método empregado. O baixo valor para o rendimento esta
diretamente relacionado a perda de volateis por evaporagdo durante o processo de acetificagao.

O rendimento de substrato em acido Y scido do vinagre foi de 0,799 + 0,01, sendo proximo
dos relatados por Zilioli (2011) em processo de acetificagdo rapida para vinagre de arroz (0,79),
mel (0,78), kiwi (0,75), laranja (0,75), maca (0,74), maracuja (0,73) e uva (0,73).

4. Considerac0es Finais

O método de acetificacdo lenta, utilizando como indculo o vinagre forte ndo
pasteurizado, mostrou-se eficaz para a obtencao de vinagre de manga.
Os parametros fisico-quimicos e cinéticos analisados foram satisfatorios, entretanto

torna-se necessario o aumento da acidez volatil e diminuicdo das perdas por evaporacao.
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O vinagre produzido demonstrou-se como boa fonte para ingestdo de fendlicos e
carotenoides.

Uma vez que vinagres produzidos pelo processo lento apresentam caracteristicas
sensoriais superiores quando comparados aos demais métodos, torna-se necessario estudos que
minimizem o processo de evaporagdo durante o processo de acetificagdo e aumento do
rendimento. I1sso pode garantir vinagres de qualidade com maiores teores de acidez.
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