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RESUMO

A utilizagdo de polpa de frutas, verduras e hortalicas na formulagéo de vérios produtos
representa alternativa de aproveitamento dos mesmos, evitando desperdicios e agregando
valor, principalmente a producédo de fermentados alcodlicos das polpas e seus residuos. A
fermentacao alcoolica compreende um conjunto de reacdes enzimaticas controladas, ocorre
a oxidagdo anaerdbica parcial dos agucares, produzindo etanol, como principal produto, gas
carbonico (CO) e liberando energia, através da acdo do microrganismo comumente usado,
a levedura Sacharomyces cerevisiae. O tomate é uma das hortalicas mais produzidas e
consumidas no Brasil e no mundo, sendo consumido in natura ou processado, por conter
substancias antioxidantes como acido ascorbico, licopeno e compostos fendlicos, que
exercem papel preventivo, especialmente contra doencas crénicas ndao transmissiveis. O
objetivo desse trabalho foi a producdo de bebida alcodlica fermentada utilizando polpa do
tomate e caracterizar a cinética de fermentacdo através da modelagem da fermentacéo,
estudando-se as variaveis de processo como concentracdo de inoculo, de sacarose inicial e
producdo de etanol. Inicialmente foi feita a caracterizacdo fisico-quimica das polpas de
tomate, assim como a quantificagdo dos antioxidantes presentes, valores semelhantes aos
encontrados em literatura. Em seguida, foram realizados testes de fermentagcfes em batelada,
para avaliar a concentracdo de in6culo, variando em 1, 3 e 5 g/L, variando também as
concentracdes de aclcares em 55, 110, 230 g/L e fixando as condic¢des de fermentacdo em
pH de 5,5, 20 g/L de concentracdo de polpa a temperatura de 30°C. Foram assim
identificadas as melhores condic¢des do processo, em torno de 230 g/L de acUcar e 5 g/L de
indculo, produzindo-se um vinho dentro das normas brasileiras, com 1015 g/L de
concentracdo de etanol e 99,5% de eficiéncia de fermentacdo. Em relagdo a modelagem
cinética, os resultados mostraram que as constantes cinéticas obtidas (max) Situam-se entre
0,2-0,5 dia™ e valor da constante de semi-saturagdo (Ks) teve um valor médio 7,47 + 0,18
g/L, mostrando que a fermentagéo ocorreu de forma lenta, com, em torna de 4 dias quando
alcanca a fase estaciondria, possibilitando o fornecimento de parametros que auxiliam no
estudo de um modelo representativo do uso dessa biomassa na obtencdo de sua bebida
fermentada o qual foi descrito com eficiéncia pelo modelo de Monod. As taxas de consumo
de substrato e a produtividade de etanol obtiveram valores maximo com 5 g/L inicial de
indculo e com 230 g/L inicial de agucarde 4,545 g/(L h) e produto 1,39 g/(L h), respectively.
Em relacdo a inibigdo por substrato, testando-se o modelo de Andrews, foi obtido uma
pequena interferéncia por substrato, resultando em um K, elevado (508,16 + 5,16 g/L), sendo
assim o modelo de Monod o mais indicado para esse tipo de fermentagéo.

Palavras-chave: Hortalica, CondicGes de fermentagdo, Bebida alcodlica fermentada.



ABSTRACT

The use of fruit, vegetable and vegetable pulp in the formulation of various products
represents an valuable alternative, avoiding wastes and adding value, especially in the
production of alcoholic fermented. Alcoholic fermentation comprises a set of controlled
enzymatic reactions, partial anaerobic conditions and presence of high sugars concentration,
producing ethanol, as the main product, carbon dioxide (CO2) and releasing energy, through
the action of microorganisms, such as, Sacharomyces cerevisiae, main industrial ferment.
Tomatoes are one of the most produced and consumed vegetables in Brazil and in the World,
being eaten fresh or processed and posseses an important antioxidant content such as
ascorbic acid, lycopene and phenolic compounds, which plays a preventive role, especially
against chronic non-communicable diseases. The objective of this work was the production
of a alcoholic fermented (beverage) using tomato pulp and to characterize the fermentation
kinetics through process modeling, studying some process conditions such as inoculum
concentration and initial sucrose concentration. Initially, the physical-chemical
characterization of tomato pulps was made, as well as the quantification of antioxidants
presents in the pulp, similar values were found in literature. After that, a set of batch
fermentations were carried out to evaluate the inoculum concentration (1, 3 and 5 g/L) and
initial sucrose concentrations (55, 110, 230 g/L) at a pH of 5.5, 20 g/L of pulp concentration
and 30 °C. The best process condition was 230 g/L of sugar and 5 g/L of inoculum,
producing a wine within Brazilian legislation standards, with 101.5 g/L of ethanol and 99,
5% fermentation efficiency. Regarding the kinetic modeling, the results showed that the
obtained kinetic constants (Umax) Were between 0.2-0.5 day and the value of the semi-
saturation constant (Ks) had an average value of 7.47 + 0.18 g/L, showing that the
fermentation occurred slowly, around 4 days when it reaches the stationary phase and this
process was described with efficiency by Monod model. The rates of substrate consumption
and ethanol productivity reached maximum values when 5 g/L initial inoculum and with 230
g/L initial sucrose concentration were used, 0f 4.545g/ (L h) and 1.39 g/ (L h), respectively..
In relation to substrate inhibition, when Andrews model was used, a small interference by
substrate was verified, resulting in a high K, (508.16 £ 5.16 g/L), thus the Monod model was
the most suitable for this type of fermentation.

Keywords: Vegetable, Fermentation conditions, Fermented alcoholic beverage.
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1. INTRODUCAO

Uma das maiores preocupacdes nos tempos atuais € o desperdicio de alimentos,
principalmente de frutas, frutos, verduras e hortalicas, segundo a Organizacdo das NacGes
Unidas para Alimentagdo e Agricultura — FAO (2019), estimou-se que s&o perdidos e
desperdicados todos os anos 33% de todos os alimentos que sdo produzidos, cerca de 1,3
bilhdo de toneladas de alimentos, perdidos por exemplo, quando o alimento ndo é colhido
ou é danificado durante o processamento, 0 armazenamento ou O transporte, por nao
possuirem mais a qualidade exigida pelo consumidor, apresentando pequenos defeitos na
coloracgéo, na firmeza, nas cascas, entre outros. Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (2018), o Brasil infelizmente tem elevados indices de desperdicios, mesmo
ocupando o 14°lugar entre os maiores produtores mundiais de frutas e hortalicas, cerca de
26 milhdes de toneladas de alimentos se tornam residuo alimentar.

Devido a grande quantidade de tipos de frutas, frutos, verduras e hortalicas, com safra
praticamente em todo o ano, uma parte da safra é praticamente perdida ou desperdicada
(SANTOS et al., 2005). Nesse sentido, o processo fermentativo tem sido muito utilizado
como uma das alternativas para o aproveitamento, sendo uma tecnologia eficiente e de baixo
custo, apresentando novos caminhos para as industrias de alimentos e para producdo de
novas bebidas fermentadas mistas (SILVA et al., 2007). Praticamente todas as frutas ou
materiais acucarados podem ser utilizados na producéo de bebidas fermentadas, desde que
adequadamente corrigidos os teores de umidade e seus nutrientes para o crescimento do
fermento.

A nomenclatura utiliza das bebidas fermentadas mistas é dada a partir de bebidas
produzidas de outras matérias-primas, como as frutas, frutos e hortalicas, ja as bebidas
elaboradas a partir de uvas frescas e sds, € dada a nomenclatura de vinho, de acordo com a
Lei 7.678 de 8 de novembro de 1988 que regulamenta a producdo, comercializacdo e
circulacdo de vinho e derivados de uva (BRASIL, 1988a).

O grau alcodlico de bebidas fermentadas deve estar entre 9 e 14 % em volume, a
20°C, e esta deve ser obtida a partir da fermentagédo alcoolica do mosto de frutas, frutos e
hortalicas sas, frescas e maduras, de acordo de acordo com o Decreto n° 6.871, de 04 de
junho de 2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento (MAPA), que
regulamenta a Lei n°® 8.918, de 14 de julho de 1994. Pode-se classificar as bebidas
fermentadas em trés categorias de acordo com a quantidade de agucar residual, sendo os
fermentados classificados como tipo seco, tendo até 5 g/L de agucar residual, do tipo meio
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seco, tendo entre 5 e 20 g/L de agUcar residual, e como tipo suave, tendo mais de 20 g/L
(COSTA et al, 2017).

Uma mateéria-prima que pode ser utilizado para a producdo de bebida fermentada é o
tomate, uma hortalica bastante comercializada e consumida no Brasil, devido as suas
caracteristicas importantes para o processo fermentativo, tais como umidade e nutrientes.
Seu nome cientifico é Lycopersicon esculentum, sendo uma hortalica que tem em sua
composicdo compostos antioxidantes, como fendlicos e carotenoides, tendo principalmente
o licopeno, no qual confere a sua coloracdo avermelhada, assim na forma in natura ou
processada considera-se que sdo alimentos funcionais, podendo reduzir o risco de
desenvolver doencas cronicas ndo transmissiveis, como as cardiovasculares e alguns tipos
de canceres, principalmente de prostata, como alguns estudos comprovam (HEREDIA et al.,
2010; BENASSI e ANTUNES, 1988; BUETTNER e SCHAFER, 2004; CHANG e LIU,
2007).

A produgéo do tomate foi de 10,3 bilhdes de toneladas em 2019, com aumento de
1,2% em relacdo a 2018. A éarea plantada, de 64,6 mil hectares em 2018, ndo apresenta
mudanca para 2019, enquanto o rendimento médio apresenta crescimento de 4,2%, apesar
das quedas do preco, sendo os Estados de Sdo Paulo e Goiés 0s maiores produtores dessa
hortalica. Na regido do nordeste, a maior microrregido, sendo maior produtor do nordeste é
estado de Pernambuco na terceira colocacdo, com producdo em 2019 de 2,99 milhdes de
toneladas, tendo uma pequena retracdo em relacdo a 2018, que teve uma producédo de 3,1
milhGes de toneladas (CONAB, 2019).

Em muitos estudos é colocado que a fermentacgdo alcodlica acontece na alimentagdo
da levedura consumindo os agucares presentes no mosto, como a sacarose, sendo estes ja
contidos no alimento ou artificialmente adicionados, e na producéo, ou seja, obtendo como
produtos finais o gas carbonico, etanol e outros compostos. Assim, € importante o estudo da
fermentacdo para producdo de bebida fermentada de frutas, frutos e hortalicas para se obter
uma bebida de qualidade e aceitavel no mercado, através da observacdo das inumeras
variaveis presentes, principalmente através da cinética de fermentacdo, a qual permite a
observacdo do tempo necessario a obtencdo do produto com a qualidade
desejavel,eliminando custos desnecessarios a producdo (DALSENTER et al, 2015).

A fermentacdo € comumente estudada utilizando modelos cinéticos e inicialmente
simples e ndo estruturados. Para industrias é vantajoso obter um modelo totalmente adaptado
a direta aplicacdo em situagdo real. VVarios modelos séo estudos para suprir o crescimento do

interesse na producéo de bebidas pela fermentacéo alcoolica em batelada, como observacéao
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do crescimento microbiano, formacdo de produto e consumo de substrato associado ao
produto (VUCUROVIC et al, 2012). De acordo com Phisalaphong, Srirattana e
Tnathapanichakoon (2006), o modelo matematico do tipo Monod (1942) modificado é o
mais utilizado, por representar a inibicdo do crescimento da levedura por consumo do
substrato e produgdo do produto, sendo as leveduras as linhagens mais utilizadas em
processos industriais fermentativos. A modelagem matematica estabelece uma relacéo entre
parametros cinéticos e ambientais.

O presente trabalho teve como objetivo principal estudar a producdo de fermentado
alcodlico de tomate e caracterizar sua modelagem cinética em relagdo a consumo de
substrato, crescimento celular e producdo de etanol, caracterizando as constantes cinéticas
associadas, assim como também caracterizar a polpa do tomate (suas propriedades fisico-
quimicas e de compostos antioxidantes), avaliando a melhor concentracdo de levedura no
mosto e mais adequada concentracdo de sacarose adicionada ao mosto de forma a obter a
bebida fermentada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

A presente dissertacdo tem como objetivo geral estudar a produgédo de fermentado
alcoolico de tomate e caracterizar sua modelagem cinética em relacdo a consumo de

substrato, crescimento celular e producéo de etanol.

2.2 Objetivos Especificos:

e Caracterizar a polpa do tomate, por meio de analises fisico-quimicas e de antioxidantes;

e Promover fermentac6es em batelada para avaliar a melhor concentracéo de levedura no
mosto;

e Otimizar a chaptalizacdo do mosto, ou seja, o ajuste da melhor concentracdo de sacarose
adicionada ao mosto de forma a obter a bebida fermentada desejada;

e Realizar a modelagem cinética das fermentacdes em batelada caracterizando as

constantes cinéticas associadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fermentado alcéolico:

Na producdo brasileira, no setor de bebidas fermentadas destaca-se a comercializacao
de vinhos e cervejas, representando uma alternativa para os consumidores que procuram
novos produtos e uma grande variedade de sabores. Fermentado alcodlico € nomenclatura
dada as bebidas fermentadas com qualquer matéria-prima que néo seja uva, em tese qualquer
fruto, fruta ou vegetal comestivel sas, frescas e maduras, com umidade suficiente, agtcares
(mondmeros de aclcares e sacarose) e outros nutrientes importantes para o crescimento da
levedura, podem ser utilizados para producdo dessa bebida. A nomenclatura das bebidas
fermentadas provindas da fermentacdo da uva (Vitis vinifera) sdo exclusivamente chamadas
de “vinho” (OLIVEIRA et al., 2016).

Com a grande producdo no setor de agronegocio, devido ao melhoramento das
producdes dos alimentos, no aumento das atividades agroindustriais, tem gerado uma grande
quantidade residuos provenientes dessas atividades (BRASIL, 2000), estes representam
grandes perdas de matérias-primas e energia, causando problemas ambientais severos e
consequente perda de dinheiro, exigindo assim investimentos no tratamento da poluigédo
gerada (NETO et al., 2012). Um problema recorrente em relagéo ao descarte irregular do
residuo é o deposito de lixo alimentar no solo, causando producdo de odores pelo
apodrecimento da matéria organica, formacdo de chorume e liberacdo de gases toxicos,
podendo até contaminar os rios e len¢ois freaticos proximos (SANTQOS, 2008).

A agregacdo de valor das matérias-primas e aos seus residuos esté intimamente ligada
a obtencdo de uma renda qualificada advinda de particularidades sociais e ambientais para
familias no ambiente rural e agroindustrial, podendo expandir e alcancar novos mercados
(ANDRADE et. al., 2012). Agregar valor é considerado com muita frequéncia um fator que
proporciona elevacdo do desenvolvimento econdmico, pela busca da diferenciacdo e
qualidade, sendo um fator importante para quem maneja (DE PAULA et. al., 2012).

Os vinhos (bebida fermentada a partir da uva) podem ser divididos em quatro
categorias, de acordo com o Decreto n® 6.871, de 04 de Junho de 2009, classificados a partir
do teor alcodlico, onde tem-se o vinho de mesa com faixa de teor alcoolico entre 10 a 13°GL,
0 espumante, com teor alcodlico entre 7 e 10 °GL, espumante gaseificado, com teor alcodlico
entre 10 e 12,5 °GL e licoroso, com teor alcodlico entre 14 e 18 °GL, podendo ainda ter um

subdivisédo das classicas ja citadas, que podem ser tintos, rosados, ou brancos em cada caso.
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De acordo com a mesma lei, por outro lado, as bebidas fermentadas tem grau alcodlico de
bebidas fermentadas entre 9 e 14 °GL, a 20°C (DE PAULA et. al., 2012).

Segundo Melo (2019), a producdo de vinhos, sucos e derivados, foi de 542,15
milhGes de litros em 2018, sendo produzidos 218,37 milhdes de litros de vinhos de mesa e
38,71 milhdes de vinhos finos apresentando cerca de 10-15% de reducéo em relagéo a 2017.
Mesmo com a producgéo de uvas menor em 2018, a safra foi considerada normal, pois em
2017 a producéo superou todas as expectativas.

As bebidas fermentadas derivadas das matérias-primas acucaradas sdo produzidas
através do processo bioquimico, a fermentacdo alcoolica, apesar de terem propriedades
fisico-quimicas diferentes, como tipo de matéria-prima utilizada, teor alcodlico, entre outros.
A fermentacdo alcodlica ocorre quando um microrganismo, como por exemplo a levedura
mais comumente usados, se alimenta dos aglcares presentes no mosto, produzindo etanol e
géas carbonico (ANDRADE et. al., 2012).

Segundo Valim et. al. (2016), as melhores condic¢des de producdo do fermentado de
alcoolico da Carambola (Averrhoa carambola) foi encontrada com maior quantidade de
sdlidos sollveis iniciais entre 23,8 e 25°Brix (100g.gY), com pH inicial entre 4,8 e 5,0 e
concentragéo inicial de levedura entre 1,6 e 2,5 g/L, esse estudo foi feito com planejamento
experimental 23. Também segundo Almeida et. al, (2014), a otimizacéo feita na producéo de
fermentado alcodlico da acerola obtivendo-se as melhores condiges com maiores
concentracdes de inoculo, com a razdo de massa entre 1 e 2,5 g/L e quantidade de sélidos

solGiveis também maior entre 28,6 e 29°Brix.

3.2 Tomate e seus residuos:

O tomate faz parte do cenario do agronegdécio, sendo colocado como a principal fonte
de renda para muitos produtores, consumido tanto na forma in natura quanto processado,
além movimentar os outros setores envolvidos com a produc¢do ajudando no melhoramento
econdmico regional e nacional, como consumo de insumos, embalagens, maquinas
agricolas, equipamentos (MELO, VILELA, 2005).

Se por um outro lado a produgdo de tomate é a principal fonte de muitos produtores
e 0 crescente aumento na producdo dessa hortaliga, por outro lado, como consequéncia, tem-
se aumento na geracao de residuos nas agroindustrias e também pela forma inadequada no
manejo, tendo como residuos da industria processada as cascas, sementes, carogos e centro

de frutas, onde nesses encontramos agucares, fibras, vitaminas e sais minerais (LIMA, 2001).
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Para diminuir as perdas pos-colheitas, que representa uma parte significativa dessa
producdo, muitas técnicas tém sido estudadas, desenvolvidas e utilizadas afim de usar os
alimentos de formas completa, sem desperdicios. A fermentacdo alcoolica é a principal
técnica estudada e utilizada para elaboracédo de produtos com alto valor agregado, sendo uma
técnica facil e de baixo investimento, podendo ser usada como matéria-prima frutas,
hortalica e apresentando um ramo novo para a inddstria fruticultura (SILVA et. al., 2007).

Em 2019, a producéo de tomate tem Gtimas expectativas econdémicas e aumento da
area cultivadas a cada dia, por ser uma cultura de ciclo curto e de altos rendimentos. Como
o0 tomate é um produto de elevada variacdo de precos, em termos de sazonalidade, para 2019
estima-se ter uma producdo de 10,3 bilhdes de toneladas, 1,2% maior em relagdo a 2018.
Espera-se também um aumento no rendimento médio, cerca de 4,2% maior que em 2018,
mesmo ocorrendo queda nos precos, e a area plantada seja cerca de 64,6 mil hectares, mesmo
ocorrendo queda nos pre¢os. Os estados de Sdo Paulo e Goias 0s maiores produtores dessa
hortalica em Janeiro e Fevereiro de 2019, j& na regido do nordeste, maior microrregido, o
maior produtor é estado de Pernambuco, com producdo em 2019 de 2,99 milhdes de
toneladas, quase a mesma producdo que em 2018, com 3,1 milhGes de toneladas (CONAB,
2019).

O tomate tipo italiano (Lycopersicon esculentum Mill) € o mais utilizado na indUstria
de alimentos, destacando-se pelo sabor suave, devido a interacdo entre acglcar e acido.
Segundo Monteiro et. al., (2008), foram observadas diferencas nos teores analisadas deste
tipo de tomate sem semente e sem casca e 0 tomate com semente e com casca, Como mostra
a Tabela 1.

Tabela 1 — Composicao quimica do tomate tipo italiano (Lycopersicon esculentum Mill).

Frutas (%0) Tomate sem semente  Tomate com semente
sem casca e casca
Umidade 95,88 (+£0,05) 85,09 (x0,018)
Proteina 0,66 (x0,04) 2,06 (x0,018)
Lipideo 0,12 (+0,06) 0,26 (x0,01)
Fibra Alimentar 0,26 (£0,01) 0,28 (+£0,06)
Cinzas 0,41 (x0,03) 1,89 (+0,06)
Carboidratos 2,67(x0,02) 10,42 (£0,0)

Fonte: MONTEIRO et. al., 2008.
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O teor de sdlidos sollveis (SS) é o principal pardmetro que altera o sabor e a dogura
das frutas, frutos e hortalicas, sendo SS do tomate tem valor de 4 e 6°Brix, com maior
quantidade constituido com acucar (CHITARRA et al, 2005). Os solidos soluveis (SS) estéo
dissolvidos nos alimentos e o teor aumenta quanto maior a maturacdo, por causa da
degradacdo e/ou biossintese de polissacarideos (SHEN, CHEN, WANG, 2014).

Por outro lado, o pH do tomate varia numa faixa entre 4,0 e 4,5, diminuindo com a
desidratacdo, ajudando na conservacdo (BORGUINI, 2006). Os teores de agucares e acidos
organicos, onde os &cidos correspondem 1/10 dos solidos totais, onde junto com o pH
constituem os fatores que determina a aceitagdo do tomate, com a influéncia no sabor e no
aroma dos alimentos (SOUZA, 2018).

Com estudos que vem sendo realizados nas uUltimas décadas, descobriu-se que o
tomate e seus derivados é alimento funcional com efeitos benéficos & saude, demonstrando
os efeitos positivos na redugdo de risco de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), por
ter substancias antioxidantes, como a vitamina C, compostos fendlicos (quercetina,
kaenferol, naringenina, rutina e &cido clorogénico) e os carotenoides [-caroteno e,
principalmente, o licopeno (HEREDIA et al., 2010). Segundo Raffo et. al. (2006), o
processamento térmico interfere de forma significativa a composicdo do tomate,
principalmente os compostos antioxidantes, reduzindo os efeitos benéficos a satde (RAFFO
et. al., 2006).

O composto antioxidante mais importante presente no tomate, € o licopeno presente
cerca de 80% dos carotenoides nos tomates vermelhos maduro, este possui sem atividade de
vitamina e alto poder antioxidante. Entre os carotenoides, o licopeno é colocado o que tem
maior capacidade sequestrante do oxigénio singlete, este € muito mais oxidante que o
oxigénio molecular no seu estado fundamental, oxida muitas funcdes organicas ricas em
elétrons, como sulfetos, aminas e fendis (SHEN, CHEN, WANG, 2014).

O licopeno é o pigmento responsavel pela coloracdo vermelha tipica do tomate,
quanto mais amadurecido maior a quantidade do licopeno, pela degradagéo da clorofila e a
sintese de carotenoides. O aspecto avermelhado vivo € o principal fator de decisdo no
momento da compra, sendo sua preservacao essencial durante o processamento. (TOOR,
SAVAGE, HEEB, 2013).



21

3.3 Prospecgdo Tecnologica sobre Modelagem Cinética do Fermentado Alcodlico de
Tomate

Analisando a busca por novas tecnologias, realizou-se uma prospeccao tecnolégica
em base de patentes e de artigos cientificos buscando se confirmar a baixa disponibilidade
de literatura, como aforementioned. A prospeccao foi baseada no levantamento de artigos
cientificos, utilizando as bases SCIENCE DIRECT (SCIENCE DIRECT, 2018),
PERIODICOS CAPES (CAPES, 2018) E SCIELO (SCIELO, 2018). Na prospecgdo das
patentes, foram utilizadas as bases: Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI,
2018), World Intellectual Property Organization (WIPO, 2018), versdo free do Patent
inspiration (PI, 2018), EspaceNet Patent search (EspaceNet, 2018), Derwent World Patents
Index (DWPI, 2018) e Scopus (2018), sendo que a pesquisa de patentes ficou entre os anos
de 1997 a 2018, com algumas patentes protegidas pelo periodo de sigilo, mas incluidas na
investigacdo (VIEIRA et al., 2018).

Considerando a investigacdo referente as pesquisas cientificas em artigos publicados
em periddicos especializados, foram obtidos os resultados que estdo colocados na Tabela 2,
quanto ao nimero de artigos encontrados (VIEIRA et al., 2018).

Tabela 2 - Nimero de artigos recuperados a partir das palavras-chave por base de periddicos.
PALAVRAS CHAVES BANCOS DE DADOS

Periodicos Capes Science Direct Scopus  Scielo

“wine”
839.849 12.934 48339 49

wine” and I(}netlcs of 4516 3320 504 33
fermentation”

“wine” and “Kinetics of
fermentation” and 969 1007 19 0
“alcoholic fermented”

“wine” and “Kinetics of
fermentation” and

176 684 0 0
“alcoholic fermented” and
“modelling”
“wine” and “Kinetics of
fermentation” and 97 157 0 0

“alcoholic fermented” and
“modelling” and “tomato”

TOTAL 845.537 18.102 48862 82

Fonte: VIEIRA et al., 2018.
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Analisando a Tabela 1 pode-se observar que uma grande parte dos artigos sobre o
tema sdo relacionados a produgdo de vinho e cinética de fermentagdo, com 70% artigos
encontrados continham as palavras-chave “Wine” e “Kinetics of fermentation”, sendo
encontrados apenas 20 artigos significativos que tinham relacdo com tema abordado
(fermentado alcodlico de tomate e cinética de fermentacdo). A maioria dos artigos sdo
referentes a caracterizagdo fisico-quimica e de antioxidantes do tomate e seus residuos
(CHITARRA et al, 2005; SHEN, CHEN, WANG, 2014; BORGUINI, 2006; SOUZA, 2018;
HEREDIA et al., 2010), a producéo de fermentado alcoolico do tomate (JANG et al., 2010;
MANY et al., 2014; LEE, 2013) (Gnicos realmente ligados ao tema e como mencionados
ndo havia modelagem cinética do processo fermentativo), a cinética de fermentacdo de
mosto acucarado (VALIM et. al., 2016; ALMEIDA et. al, 2014; DANTAS e SILVA, 2017,
ALMEIDA et. al., 2011; SOUSA, BAPTISTA E ZAN, 2018;), caracterizacdo de tomates
organicos (LACERDA et al, 2016; ROSA et al, 2011; ARAUJO e TELHADO, 2015), e
outros temas menos expressivos (VIEIRA et al., 2018).

Por outro lado, no levantamento de informaces referentes as patentes disponiveis
nas bases de pesquisa, foram obtidos os resultados que estdo dispostos na Tabela 3 (VIEIRA
etal., 2018).

Observando os resultados dispostos na Tabela 3, foi possivel verificar que a
quantidade de patentes encontradas, utilizando as palavras chaves “wine”, “Kinetics of
fermentation”, “alcoholic fermented” e “tomato” ¢ inferior aqueles recuperados nas bases de
artigos cientificos, sendo encontrados 5 patentes significativas, mas ndo ligadas diretamente
ao estudo proposto nesse trabalho, referentes a producdo e desenvolvimento de fermentado
alcodlico de xarope acucarado (IZUMI et al, 2018), de fermentado de macd (NOGUEIRA
et al, 2013), fermentado de Baru (FERREIRA, ASQUIERI E DAMIANI, 2015), fermentado
de yacon (BRANDAO, DIMIANI e ASQUIERI, 2017) e estudo sobre cepas de leveduras (
DORIGNAC, QUIPORT e TBAIKHI, 2016). Logo percebe-se que hd uma potencialidade
para o desenvolvimento dessa tecnologia enquanto produto (VIEIRA et al., 2018).

Observou-se ainda a quantidade de patentes depositadas teve um crescimento
significativo entre o ano de 2014 a 2018, o que demonstrou um aumento na busca pelo
desenvolvimento de tecnologias para melhoramento das etapas da fermentacdo etandlica e
consequente obtencao de um fermentado (“vinho”) de qualidade, porém mesmo os efeitos

benéficos desse produto terem sido estudas, ndo se encontrou informagdes de seu processo
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em larga escala, nem da cinética de fermentacéo e sua estabilidade durante a estocagem (LEE
et al, 2013).

Tabela 3 - Nimero de documentos recuperados a partir das palavras-chave por base de patentes.

BANCOS DE DADOS

PALAVRAS CHAVES Patent
INPI  WIPO  Derwent EspaceNet

Inspiration
“wine” 105 43040 90427 4500 70448

(1% s 2 (13 s L
wine” and “Kinetics of 1877 16573 500 6287

fermentation”

“wine” and “Kinetics of
fermentation” and 3 396 18 12 66
“alcoholic fermented”

“wine” and “Kinetics of
fermentation” and

0 86 2 0 16
“alcoholic fermented” and
“tomato”
“wine” and “Kinetics of
= b2l
fermentation” and 0 5 0 0 0

“alcoholic fermented” and
“tomato” and “modelling”

TOTAL 203 45.404  107.020 5021 76817

Fonte: VIEIRA et al., 2018.

3.4. Formas de conducéao dos processos fermentativos para producéo de etanol:

Na elaboracdo de alimentos e bebidas alcodlicas no mundo inteiro e na geracdao de
combustiveis renovaveis no Brasil, notou-se a relevancia biotecnoldgica da levedura S.
cerevisiae e desta forma, este microrganismo passou a ser o mais estudado, possuindo assim
0 metabolismo mais conhecido e sendo 0 mais utilizado na fermentacéo alcodlica. De acordo
com a forma que o substrato é disposto e o produto retirado, pode-se classificar as formas de
conducdo, existindo, portanto, trés tipos basicos de formas para a obtencdo de etanol:
batelada (descontinua), batelada alimentada (semicontinuo) e continuo (TORRES, 2012).
Na fermentacdo de alimentos e bebidas, costumam-se ser utilizados as modalidades batelada
e batelada alimentada, por garantirem maior seguranca quanto a assepsia e estabilidade

microbiana, necessitar menor investimento devido a maior simplicidade.
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3.4.1. Fermentagdo em batelada:

Desde os primdrdios processos fermentativos, as fermentacfes descontinuas vém
sendo aplicadas em varias producdes. Denominada como fermentagédo descontinua séo feitas
de um reator, na maioria das vezes referida como dorna, sendo inoculada com o
microrganismo e incubada, como mostrado na Figura 1. Durante a fermentacdo penas
oxigénio (processos aerdbicos), antiespumante e acidos ou bases sdo acrescentados, quando
necessarios. Umas das particularidades basicas dessa forma é a constancia volumétrica, pois
ndo ha evaporacdo e nem perda de liquido, ou quando ocorre, pode ser desprezada, do mesmo
modo que ndo ha adicdes de solugbes no processo. O microrganismo a ser inoculado é
preparado e propagado em volumes maiores em uma relacdo de 1-20x a depender da
producdo até que a quantidade de in6culo necesséaria seja adequada na ultima dorna (DE
PAULA et. al., 2012).

Figura 1 - Representacao do processo em batelada.

In6culo

Meio

Meio Fermentado

Fonte: MENDES et. al., 2013.

O estudo cinético da fermentacdo consiste na analise da evolucdo dos valores de
concentracdo de indculo, substrato e produto, em funcdo do tempo de fermentagdo, que
permitirdo os tracados dos perfis cinéticos, como mostra a Figura 2. Cada condigdo de
trabalho, pode levar a diferentes perfis de concentracdo de substrato, células e produtos,
portanto diferentes perfis cinéticos podem ser obtidos e a partir disso pode-se dizer que a

modelagem e acompanhamento. (DE PAULA et. al., 2012).
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Figura 2 - Perfis de substrato, produto e indculo.

C
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Fonte: MENDES et. al., 2013.

O método de elaboracdo é compreendido em duas fases diferentes: a de laboratério e
industrial. E no laboratdrio que é realizado a inoculacdo de um pequeno volume de nutriente,
e que em condicdes favoraveis sdo incubados, sendo desta forma transferindo para um
volume maior e assim sucessivamente. A situacdo é aplicada até a fase industrial onde €
alcancado o volume preciso. De acordo com o objetivo da producdo os cuidados séo
modificados, sendo visto que as transferéncias devem ser feitas na fase logaritmica ou
exponencial (SILVA et. al., 2007).

Os processos fermentativos descontinuos costumam ser divididos em trés grupos
grandes: 1. Um in6culo é recebido por cada dorna; 2. Recirculagdo do microrganismo; 3.
Método por meio de cortes (SILVA et. al., 2007).

Quando um substrato € adicionada de uma s6 vez logo no comeco da fermentacéo,
pode trazer baixos rendimentos e/ou produtividade a esta fermentacéo descontinua, podendo
desempenhar efeitos de inibicdo, repressdo catabdlica ou até mesmo desviando o
metabolismo celular a produtos que ndo sdo de importancia e que podem inibir ou diminuir
0 metabolismo microbiano. Tempos mortos também sdo mostrados, periodos que o
fermentador ndo estd sendo empregado, nem como carga nem como descarga. Contudo
possui algumas vantagens que apresentam grande importancia, sendo menor o risco de
contaminacéo, possuindo grande flexibilidade de operacgéo, podendo ocorrer sucessivas fases
no mesmo fermentador, quando esta sendo gerado um determinado lote de produto possui a
capacidade de detectar todos os materiais relacionados. Possui uma grande aplicacdo na
industria alimentar, tendo itens de diversas producdes: chucrute, cerveja, iorgurte, vinho

entre outros. Podendo ser também utilizado na industria farmacéutica (VENTURUNI, 2010).
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A partir do periodo ou tempo de duplicacdo celular (tq), pode-se também calcular a
velocidade especifica de crescimento na fase exponencial, por meio da equacdo obtida
substituindo-se a concentracdo final pelo dobro da inicial, na Equacdo 1: (LEE &
ROBINSON & WANG, 1981)

In2 0,693
t; = — == 1
d Ux Ux ( )

onde pix € a taxa de crescimento celular, dada em unidade de tempo™ (como h ou dia™?).

3.4.2. Fermentagdo em batelada alimentada:

Pode ser definido como uma técnica em que um ou mais nutrientes sdo adicionados
ao fermentador durante o cultivo e em que os produtos permanecem ai até o final da
fermentacdo. Algumas caracteristicas importantes podem ser denotadas: A vazdo de
alimentacdo pode ser constante ou variar com o tempo. A adi¢do do mosto pode ser de forma
continua ou intermitente. Pode haver ou ndo mudanca de volume, pois depende da
concentracdo de substrato e da taxa de evaporacdo (TESSARO et. al., 2010). O modo de
operacdo estar ilustrado na Figura 3 (PHISALAPHONG, SRIRATTANA e
TNATHAPANICHAKOON, 2006).

Figura 3 - Esquema simplificado do processo de fermentagdo em batelada alimentada.
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Fonte: REIS, 2011.

De acordo com Tosetto (2002), ha alguns beneficios, como: economia de agucar
devido a baixa reproducéo celular; alta produtividade em etanol; retirada de contaminadores
pela centrifugacdo do vinho; fermentagdo mais pura, devido ao tratamento &cido do creme
de leveduras; destruicdo do emprego de cultura pura na preparacdo do pé-de-cuba,
restringindo a complexidade da fermentacé&o.
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3.4.3. Fermentagdo com Processo continuo:

O processo de fermentagdo continuo tem como caracteristica uma alimentacao
ininterrupta de meio de cultura (mosto) a uma vazao constante definida, possuindo o volume
de reacdo constante por meio da remoc¢do continua do caldo fermentado (FACCIOTTI,
2001). Quanto as suas possibilidades de a¢des, a forma continua é profundamente versatil.
Este pode ser de forma continuo em uma sé etapa (um Unico reator), sem ou com
reaproveitamento de células ou pode ser continuo inimeros estagios (n reatores em série),
com uma so alimentacdo (com ou sem reutilizacdo de células) ou com varias alimentacdes
(com ou sem reutilizacdo de células) (DALSENTER et. al., 2015).

O volume de meio no fermentador deve permanecer constante, para que sistema
alcance o requisito de estado estacionario, requisito no qual as varidveis (concentracdo de
células, de substrato limitante e de produto) continuam constantes com o passar do tempo de
operacdo do sistema (FACCIOTT]I, 2001).

O trabalho com a forma continua possui vantagens e estas estdo na diminuicdo de
tempos mortos, dispondo de um aumento na produtividade, no alcance de um meio
fermentado mais homogéneo e na maior capacidade de aproveitamento de controladores
(DALSENTER et. al., 2015). Na Figura 4 é apresentado o esquema do processo fermentativo

em modo continuo.

Figura 4 - Esquema simplificado do processo continuo de fermentag&o.
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Fonte: REIS, 2011.
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3.5. Bioquimica da fermentacéo alcodlica:

A fermentagdo é conjunto de 12 reacdes que acontecem em sequéncia ordenada,
sendo essas sdo catalisadas por enzimas especificas que estdo confinadas dentro do
citoplasma celular, onde é nessa area que reacdes da fermentacdo alcodlica ocorrem. A
fermentacdo alcoolica é um processo bioldgico em que a energia obtida pelas reagdes de
oxidacdo parcial é utilizada para o crescimento das leveduras usadas e a oxidacéo parcial
anaerobico dos agucares na producdo do alcool e gas carbbnico (CO2) (BERG &
TYMOCZKO & STRYER, 2008).

Existem dois tipos de carboidratos que podem ser utilizados pelas leveduras na
fermentacdo, os chamados exdgenos, que sdo fornecidos a levedura, temos como exemplo a
sacarose, glicose, frutose, entre outros e os chamados de enddgenos, que sao os constituintes
da levedura, como o glicogénio e a trealose (PARENTE et. al., 2014).

As reacOes da fermentacdo que fazem o processo de quebrar os agucares maiores
solGveis em moléculas menores pela a acdo da levedura, sendo as mesmas ocorrendo em
dois ciclos deferentes. A glicdlise (especialmente a rota de EMP; Embden-Meyerhof-Parnas)
é um desses ciclos, que faz a quebra da molécula de glicose até acido pirtvico, auxiliados
por enzimas catalisadas presentes no interior da célula. Quando ndo se tem presenca de
oxigénio, as enzimas piruvato-descarboxilase e enzimas alcool-desidrogenase tendem a
trabalhar no &cido piravico para que ocorra na producdo de etanol e agua, sendo usado a
Equacdo de Gay-Lussac para se faz o balago do ciclo. Na presenca de oxigénio, ocorre um
favorecimento da cadeia respiratoria (oxigénio € o aceptor final de elétrons) ocorre uma parte
do &cido piravico é levado para o ciclo de Krebs, formando mais ATP, NADH e FADH>,
esses duas ultimas coenzimas, irdo a cadeia transportadora de elétrons nas cristas
mitocondriais para produzir ATP, através da cadeia transportadora de elétrons e da enzima
ATP-sintase por meio da passagem de protons. Essa oxidacdo, produzird gas carbdnico
proveniente do ciclo de Krebs e agua a partir da acepcdo de elétrons pelo oxigénio e
combinando-se com 0s protons presentes na matriz mitocondrial. As Equacgdes de Gay-
Lussac (2) e Equacao do ciclo de Krebs (3) representam de forma resumida o balanco global
dos dois ciclos: (TEXEIRA et. al., 2014)

CsHy,04 + 2P, + 2ADP — 2C,HsOH + 2C0, + 2ATP + 2H,0 + 57Kcal (2)
C¢Hy,04 + 20, — 6C0, + 2H,0 + 30ATP + 688Kcal (3)
Ao metabolizar de forma anaerobica a levedura busca produzir energia em forma de

ATP, adenosina trifosfato, que é utilizada na realizacdo das fungdes fisiologicas, como
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excrecdo absorcdo, entre outras e também as funcbes de biossinteses que fazem a
manutencdo da vida, crescimento e multiplicacdo (TEXEIRA et. al., 2014).

Pela via glicolitica ou via Emden-Mayerhof-Parnas (EMP) ocorre a producdo do
etanol pela atuacdo da Saccharomyces cerevisiae e outras leveduras, onde a glicose (hexose)
sofre oxidagdo a gliceraldeido-3-fosfato e a dihidroxicetona fosfato. Na sequéncia o
gliceraldeido-3-fosfato € convertido em piruvato, sendo entdo descarboxilado, obtendo
acetaldeido. Apos isto, o acetaldeido produzido sofre reducdo a etanol, pela atuacdo da
enzima acool-desidrogenase usando NADH. A dihidroxicetona fosfato pode retornar o
ciclo, convertendo-se em gliceraldeido-3-fosfato, e depois em etanol, ou, alternativamente
reduzindo em glicerol. As duas moléculas de NAD+ que sdo formadas sdo utilizadas na
oxidacdo de outra molécula de glicose, mantendo o equilibrio interior na célula. A Figura 5
apresenta resumidamente a via glicolitica (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

Existem fatores que afetam de forma negativa as reacOes da fementacdo para
producdo de etanol, como altas concentracdo de etanol, temperatura, concentracdo de
substrato, pH, concentracdo de inoculo, contaminacdo bacteriana, tempo de alimentacéo,
entre outros (BERG & TYMOCZKO & STRYER, 2008).

Figura 5 — Via glicolitica da producdo de etanol e de glicerol a partir de glicose.
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Fonte: MELO, 2006.

A faixa 6tima de temperatura para uma 6tima atuacéo da levedura estar entre 25°C e

30°C, mesmo sabendo que as linhagens industriais da levedura S. cerevisiae sdo resistentes
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a altas de temperatura, um aumento afeta a viabilidade celular quando em sinergia com a
producéo de etanol ou em maio com pH baixo. Com aumento da temperatura, acima de 30°C,
ocorre perdas maiores de etanol devido a evaporacédo, assim como o enfraquecimento das
leveduras, tornando-a mais sensivel a toxidez do etanol produzido e favorece o crescimento
de outros microrganismo, tendo maior chance de contaminacao bacteriana, por outro lado a
diminuicdo da temperatura, abaixo de 25°C, deixa a levedura com atividade bastante
reduzida (SCHMIDELL & FACCIOTTI, 2001).

Para processos em que adotam regime de batelada e batelada alimentada, o tempo de
alimentacdo do biorreator influencia diretamente o rendimento fermentativo, através da
velocidade de alimentagdo, onde quando se tem altas velocidades ocorre aumento na
producdo de acido sucinico e glicerol, provado pelo estresse da levedura provocando perda
no rendimento de etanol (SHULLER & KARGIL, 2011), como colocado na Figura 6:

Figura 6 — Rendimento fermentativo versus alimentag&o do biorreator.
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Fonte: MARTINEZ, 2007.

Ainda com altos velocidade de alimentacéo, temos tempos de enchimento reduzidos,
provando producdo de excesso de espuma, causando perda do meio que estar sendo
fermentado, também ocorre acimulo de substrato, inibindo a atuacdo da levedura,
diminuindo assim a produtividade (SHULLER & KARGIL, 2011).

Outro fator que interfere no rendimento da producdo de etanol € a concentragéo de
inoculo, que estar diretamente ligada a concentracdo de agucares do mostro no inicio da
fermentagdo, que deve ser adequada com a composi¢do da matéria-prima, com a linhagem
de levedura utilizada e qual o tipo de processo serd empregado, para que nao ocorra falta de

leveduras para consumir o substrato. Aumento da concentracdo de agUcares, aumenta a
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producéo de etanol, interferindo a viabilidade das células, tonando a fermentacéo lenta e
incompleta, ja se tivermos reduzida concentragéo de agucares, teremos baixos rendimentos
na producéo do alcool, também reduzida viabilidade celular (SCHMIDELL & FACCIOTTI,
2001).

Como colocado o etanol € um produto que em concentragdes altas inibe a atuacdo da
levedura, afetando o crescimento da célula e por consequéncia a velocidade de producéo de
etanol é reduzido, sendo assim quando se tem uma concentracdo de etanol no mosto
fermentado acima de 8% v/v, ou seja cerca de 63 g/L, causa danos as organelas,
principalmente aos lipideos da membrana. O crescimento das leveduras é completamente
inibido quando se tem concentracdo acima de 95 g/L (AQUARONE et. al., 2011).

O pH é outro fator de importancia que afeta o controle do crescimento bacteriano,
afetando assim o crescimento celular, velocidade de fermentacéo e producéao de subprodutos.
Normalmente, o pH 6timo dos mostos industriais € mantida entre 4,5 e 5,0, controlando a
contaminag&o bacteriana e o crescimento das leveduras, onde, quando recirculadas, recebem
um tratamento com acido sulfarico por uma ou duas horas para reducdo da contaminacao
microbiana e retirada de células mortas para serem reutilizadas (COSTA et. al., 2017).

A contaminacao por outros microrganismo pode afetar o rendimento, pois competem
com as leveduras pelo mesmos substratos, produzindo subprodutos que inibem o
crescimento da levedura, como por exemplo as bactérias lacticas produzindo &cido lactico e
acetico que transformando o meio estressante para as células das leveduras que passam a
produzir menos etanol e mais biomassa. O crescimento das bactérias principalmente é
aumentado pelas alteracdes na temperatura, acidez, assepsia, preparacao do inoculo e outros.
De forma geral os outros microrganismos podem causar a inversao da sacarose, 0 aumento
da acidez, a producéo de biopolimeros, a floculacdo de leveduras e a formacéo de espumas,

0 consumir os acucares das leveduras (ALMEIDA et. al., 2011).

3.6. Cinética de fermentacao:

A velocidade de absorcdo de substrato e de surgimento de produto especifico de
fermentagdo empregando leveduras esta associado a cinética de biotransformacdo e
correlacionado também com a velocidade de crescimento celular, e o resultado que estas
sofrem por inducédo das condi¢des do meio (COSTA et. al., 2017).

Definimos a velocidade especifica de crescimento (ux) como sendo a multiplicagdo

do inverso da concentracdo celular (X) mantida no meio, com a taxa de crescimento da
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variagdo de concentragédo celular (X) no tempo (t) (PHISALAPHONG, SRIRATTANA e

TNATHAPANICHAKOON, 2006).
d
TR %-TX (4)

Hx = S aF
Pela equacéo 4, pode-se relacionar a taxa de crescimento microbiano (rx) dividido
com a velocidade especifica de crescimento pela equacdo 5, exibindo uma relacdo de
primeira ordem (PHISALAPHONG, SRIRATTANA e TNATHAPANICHAKOON, 2006).
Ty = pxX ®)
Para que haja relacdo entre a velocidade especifica de crescimento e as taxas de
consumo de substrato e do surgimento de produto, as relacfes sdo complicadas e carecem
de indicadores ou fatores de rendimento de reagdo denominados Y (PHISALAPHONG,

SRIRATTANA e TNATHAPANICHAKOON, 2006).
O rendimento ou fator de rendimento em massa celular (Yxs) possui relacdo com a

quantidade de massa celular gerada em base seca com o valor de substrato consumido. Este
fundamento é definido matematicamente pela equacdo 6 (SCHMIDELL & FACCIOTTI,

2001).
ax
Yx=—"f=12 (6)

onde a unidade dada por [g X (concentragdo celular, geralmente em massa) / g substrato

(actcar)].
Rearranjando a Equacéo 6, tem-se a Equacéo 7:
Ts = ;_); (7
S
Substituindo a Equacéo (5) na equacéo (7), temos a Equacéo 8:
ds - X
L o AR (8)

Yo =
S dt Yx

S

A Equacdo 8 relaciona a velocidade especifica de crescimento do microrganismo ()
com a taxa de consumo de substrato (SCHMIDELL & FACCIOTT]I, 2001).
O rendimento do produto (Yrss) tem relagdo com a massa de produto adquirido com
a massa de substrato consumida, sendo sua unidade dada por [g produto (etanol) / g substrato
(acucar)]. Este principio é estabelecido matematicamente pela equacéo (9) (SCHMIDELL

& FACCIOTTI, 2001).
dp
Yr = djs = :—: 9)
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Rearranjando a equacdo (9), temos a Equacéo (10):
Yx
Tp = T_g (10)
Substituindo a equacéo (8) na equacéo (10), temos a Equacdo 11:

Yp

=1, X (11)

_ar s
Yx X
5

P =%

A taxa de formacédo de produto com a velocidade de crescimento microbiano (i)

esta correlacionada com a equacdo (11). Esta equacéo é incontestavel em situagfes onde o

crescimento celular estd associado com o aparecimento de produto. Os rendimentos em

biomassa (Yxis) e em etanol (Yps) podem divergir entre autores (SCHMIDELL &
FACCIOTTI, 2001).

3.7. Modelos cinéticos de crescimento celular:

Existem 4 modelos cinéticos de fermentacdo que podem ser utilizados para descrever
a atividade microbiana, sdo eles: 1) Nao-estruturados e nao-segregados, nos quais a célula
de microrganismos é considerada como soluto; 2) Estruturados e ndo-segregados, onde as
células sdo tratadas como individuos de mdltiplos componentes, porém com composi¢do
média semelhante; 3) Nao-estruturados e segregados, onde as células sdo tratadas como seres
individuais distintos, porém descritos por um Unico componente; 4) Estruturados e
segregados, onde as células de microrganismos sdo consideradas como individuos distintos
e formados por multiplos componentes (SHULLER & KARGIL, 2011).

O tipo de modelo mais encontrado na literatura para descrever a fermentacao
alcodlica é o tipo ndo-estruturado e ndo-segregado. Sabe-se que devido a esta
complexidade, é pouco aconselhavel a utilizacdo de modelos que consideram as células
como individuos distintos constituidos de varios componentes e que utilizando modelos mais
simples, a imprecisdo que possa ocorrer ¢ compensada pela facilidade de obtencdo e
diminuigdo do numero de parametros cinéticos necessarios. O modelo deve ser formulado a
partir de algumas aproximagdes (SCHMIDELL & FACCIOTTI, 2001).

Os modelos néo-estruturados e ndo-segregados, em sua maioria, baseiam-se na
determinacdo da velocidade especifica de crescimento do microrganismo (w) ou da producéo
de etanol pelo decréscimo da velocidade especifica maxima através de alguns termos de
inibicdo e limitagdo. A equacdo mais simples para explicar e descrever o crescimento

microbiano é a equacdo de Monod, que expressa a velocidade especifica de crescimento do
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microrganismo (u), como uma funcdo da concentracdo de substrato limitante (S). Esta
equacdo € valida para sistemas onde ndo hé interferéncias significativas de inibidores, como
baixas concentragdes de etanol no meio de fermentacéo e estar colocada na Equagéo 12:
(BERG & TYMOCZKO & STRYER, 2008)

S
I = B g (12)

onde, umax € Ks séo, respectivamente, a velocidade especifica maxima de crescimento e a
constante de Monod.

Relacionada a bioguimica celular, sabe-se que a equacdo de Monod é uma grande
simplificacdo, assim como em outras areas da Engenharia, ha equacdes simples que
expressam inter-relacdes embora os significados fisicos dos parametros sejam
desconhecidos ou mesmo ndo existam. Observando a Equacdo de Monod, pmax € a taxa
maxima de crescimento alcancavel quando S >> Ks e as concentragcdes de todos 0s
componentes sdo inalteradas. Ks é a concentracdo de nutriente limitante na qual a velocidade
especifica de crescimento € metade do seu valor maximo, falando superficialmente, é a
divisdo entre o intervalo baixo de concentragdo, onde u se torna fortemente dependente
(linear) de S e intervalo alto de concentragcdo onde p se torna independente de S. Como
mostrado na Figura 7, os valores de Ks para o crescimento da E-coli em meios de glicose e
tryptophan s&o 0,22.10“M e 1,1 ng/mL respectivamente, mostrando a velocidade especifica
de crescimento (BERG & TYMOCZKO & STRYER, 2008).

Figura 7 - Dependéncia da velocidade especifica de crescimento limitante da E-coli (a) meio com
glicose e (b) Meio com triptofano.
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Onde: os valores de Ks para o crescimento da E-coli em meios de glicose e tryptophan séo 0,22.10°
“M e 1,1ng/mL respectivamente. Fonte: MARTINEZ, 2007.
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Em relacdo a essas constantes, pumax € KS, voltados para a fermentagdo etandlica
utilizando a equagéo de Monod; Ponce et al. (2016) na fermentac&o de melaco de cana-de-
acucar com decapagem de gas in situ, com 5 g/L inicial de inoculo, 200 g/L inicial de
sacarose em tempo de fermentacdo de 35 horas, obteve 85 g/L de etanol, uma taxa maxima
de crescimento (umax) de 0,244 h™t e uma constante de semi-saturacio (Ks) de 8,1 g/L. Por
outro lado, Veloso et al. (2018) que fez uma modelagem e otimizagdo da fermentacdo de
etanol para obter vinhos alcoolicos altamente concentrados, utilizando a levedura
Saccharomices cerevisiae, com 8,0 g/L inicial de inoculo, 180 g/L inicial de sacarose 30°C,
obtendo-se 80,2 g/L de etanol, uma taxa maxima de crescimento (umax) de 0,177 ht e
constante de semi-saturagéo (Ks) de 21,72 g/L.

Na literatura estdo disponiveis varios modelos cinéticos de crescimento celular ndo
estruturados e ndo segregados. Esses modelos podem ser divididos em dois grupos: os livres
de inibicdo; e os que consideram a parcela de inibicdo pelo substrato (S), produto (P) ou
mesmo pelas préoprias células (X). Na sequéncia sdo apresentados alguns desses modelos
(BERG & TYMOCZKO & STRYER, 2008).

3.7.1. Modelos cinéticos sem inibi¢do: (BERG & TYMOCZKO & STRYER, 2008)

e Modelo de Monod (1942), apresentado pela Equacdo 12, citada anteriormente.

e Modelo de Moser (1958), representado pela Equacédo 13:

u

= (13)

— ) s
:u - :umax KS"'CS
onde: Umax é a velocidade especifica maxima de crescimento celular (h!); Cs é concentragio

de substrato limitante (g.L™?); Ks é a constante de semi-saturacdo (g.L™?); u é uma constante
cinética do modelo (BERG & TYMOCZKO & STRYER, 2008).

e Modelo de Contois (1959), representada pela Equacgéo 14:

— Cs
U= Hmax Ks.Cx+Cs (14)

onde: Cs é a concentracdo de substrato limitante (g.L™); Cx é a concentrac&o celular (g.L™);
Ks ¢é a constante de saturacéo (g.L!) (BERG & TYMOCZKO & STRYER, 2008).
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3.7.2. Modelos cinéticos com inibicéo

A presenga de um inibidor no meio reacional diminui a velocidade especifica de
crescimento celular (p). O inibidor pode ser o proprio substrato limitante (S), um produto
gerado pelas células ou até a presenca das células em alta concentragdo no meio
fermentativo. Os modelos que inibicdo pelo substrato séo modelo de Andrews (1968) e
modelo de Wu (1988), para os modelos de inibigédo pelo produto temos o modelo de Aiba
(1968), modelo de Levenspiel (1980) e modelo de Hoppe e Hansford (1982), por fim temos
0 modelo por inibicdo por células, 0 modelo de Lee (1981) (BERG & TYMOCZKO &
STRYER, 2008).
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4. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no Centro de Tecnologia da Universidade Federal
de Alagoas e contou com a colaboracao da infraestrutura do Laboratério de Tecnologia de
Bebidas e Alimentos — LTBA, e do laboratério de Ensino em Engenharia Quimica - LEEQ.

O fluxograma da Figura 8 apresenta sequéncia das etapas desenvolvidas no trabalho.

Figura 8 - Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho.
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4.1. Coleta, preparo e trituracao do tomate:

A escolha dessa matéria-prima se deu, avaliando-se a acdo benéfica atribuida ao alto
potencial antioxidante do fruto, que é resultado da presenca de compostos fendlicos,

vitamina C e carotenoides, sendo o tomate considerado alimento funcional por muitos
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autores, a citar: Heredia et al. (2010); Raffo et. al. (2006); Shen, Chen, Wang (2014) e Toor,
Savage, Heeb (2013), devido ao seu alto teor de licopeno, proporcionando efeito positivo do
seu consumo na prevencao de doencas crénicas nao transmissiveis. Devido ao seu baixo
custo e a disponibilidade durante todo ano, seu consumo € observado em todas as classes
socioecondmicas, atingindo considerdvel parcela da populagdo brasileira, sendo também
amplamente cultivado no Brasil.

Os tomates foram selecionados de um Unico lote de 20 kg provindo da feira livre da
cidade de Maceio, sendo considerado o aspecto, aparéncia, maturacdo e sua origem, da
cidade de Petrolina-PE. Inicialmente, foi feito a sanitizagéo de todo o lote, com hipoclorito
de s6dio, com 100 ppm de agua sanitaria durante 15 minutos, logo apo6s foi feita a trituracéo,
em liquidificador industrial para alimentos SIEMENS SLP4, e foram armazenados em
congelador FRICON HCED-503, a 10°C.

4.2. Meétodos analiticos da caracterizacao fisico-quimica:

Foram feitas as seguintes analises para a caracterizacao da polpa do tomate: umidade,
acucares totais, proteina, fibras alimentares, lipidios, residuo mineral fixo (cinzas), pH e

solidos soluveis totais (°Brix). Todas essas analises serdo sequencialmente descritas abaixo.

4.2.1 Determinacdo de umidade:

Seguindo-se as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005) e AOAC
(2002). A umidade das amostras foi determinada empregando determinador de umidade
modelo ID50 (Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo Ltda) a 100 °C em modo automatico.
Para cada amostra, a determinacdo da umidade foi feita sempre em duplicata, usando-se o

valor médio seguidas de desvio padréo.

4.2.2. Determinacdo de agucares totais:

A determinacdo dos agUcares totais foi feita pelo método espectrofotométrico,
adaptada a partir de Trevelyan e Hanrrison (1952), que utiliza o reagente de antrona e com
medicdo da absorbancia realizada a 625nm. A composicdo do reagente de antrona é feito
com mistura de 36 mL de Acido sulfdrico (H2SO4), 14 mL &gua destilada e utilizando 0,1 g
de antrona, completando um volume final de reagente para 50 mL, ou seja, uma solucgéo

sulfarica a 71% com 1g/L de antrona. Com a solugéo faz-se a reacdo das amostras com o
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reagente antrona, misturando inicialmente em tubos de ensaio 0,2 ml da amostra, diluidas
adequadamente quando necessarias com 1,8 ml do reagente de antrona, em seguida os tubos
sdo levados a banho fervente por 10 min.

Para tal leitura, € necessario o preparo de uma curva padrao de glicose. Foi preparada
uma solucédo de glicose 0,3 g/L (solucdo mae), a partir da qual se formulou as diferentes
concentragdes presente na curva padrdo (0,03-0,3 g/L), por diluicdo.

No Gréfico 1 é apresentada a curva padrdo para a reacdo de antrona, e utilizada no
estudo.

Grafico 1 - Curva padrdo de Antrona em diferentes concentracdes de glicose.
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Fonte: Autor, 2020.

4.2.3. Determinacdo de lipidios - extracdo direta em Soxhlet:

Seguindo-se as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005), 032/1V.
Colocou-se em estufa a 105°C por no minimo 1 hora 0s copos do equipamento previamente
identificados. Transferiu-se para o dessecador por no minimo 15 min e pesou-se em balanca
analitica. Pesou-se 1 a 2 g de amostra em cartucho de Soxhlet ou feito com papel de filtro
qualitativo fechado com algoddo e devidamente grampeado. Adicionou-se sobre o0s
cartuchos, ja dentro dos copos, 100 mL de hexano. Acoplou-se 0s copos do equipamento
previamente tarados em conjunto de Soxhlet e 0 equipamento ja aquecido e assim procedeu-
se a extracdo continua por 1 hora e meia & 105 °C. Apds este tempo retirou-se os cartuchos
dos copos, e continuou-se o procedimento para a recuperacdo do hexano (recuperou-se uma
boa quantidade usada), até que ndo restou mais solvente nos copos a 130°C. Assim retirou-
se 0s copos do equipamento contendo os residuos e transferiu-se para uma estufa por cerca

de 1 hora a 105 °C e apds este tempo colocou-se 0s copos no dessecador por no minimo 15
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mim. Por fim, pesou-os, observando a diferenca de peso, calculando-se a porcentagem de
lipideos com a Equacéo 15.

100N
P

onde: N = massa de lipideos (massa final do baldo menos a tara do baldo); P = massa tomada

Lipideos (%) =

(15)

da amostra. (OBS: guarda-se a amostra seca e desengordurada contida no cartucho ou papel

de filtro para a andlise de fibras).

4.2.4. Determinacéo de fibra bruta:

O teor de fibra bruta foi determinado pelo método proposto por Hennemberg
(1864) citado por Giger-Reverdin (1995). Fibra € o residuo orgéanico obtido em certas
condigdes de extragdo e além da celulose, lignina e hemicelulose, areia e outras substancias
minerais presas aos tecidos celulares. O teor de fibras em alimentos varia de acordo com a
sua origem. As frutas e seus produtos podem apresentar de 0,1 a 6,8 %; leguminosas, de 2 a
4 %; cereais e seus produtos de 0 a 2,2 %. O método abordado simula in vitro a digestdo in
vivo, constando fundamentalmente de uma digestdo em meio &cido, seguida por uma
digestdo em meio alcalino. O residuo destas digestdes representa a “fibra bruta” e o residuo
da incineragdo desse material a “fragdo de fibra” do produto analisado.

Caso ndo se tenha a amostra desengordurada da analise de lipideos. Pesou-se cerca
de 5 g de amostra seca e adicionou-se 10 mL de solugdo alcool: éter (1:1). Agitou-se em
vortex por 1 min. Filtrou-se em papel de filtro qualitativo. Repetiu-se o procedimento por no
minimo 3 vezes. Manteu-se o residuo exposto ao ar por um certo periodo de tempo para que
se evaporem os solventes organicos residuais.

Pesou-se em um becker de 200 mL cerca de 1 g de amostra desengordurada e
adicionou-se 50 mL de H2S04 1,25 %. Deixou-se em ebulicdo por 30 min, completando com
agua destilada o volume do becker perdido por evaporacdo. Filtrou-se em papel de filtro,
lavando o material com 25 mL de agua destilada quente. Transferiu-se o material retido no
papel de filtro para um becker de 200 mL com a ajuda de 50 mL de NaOH 1,25 %. Deixou-
se em ebulicdo por 30 min, completando com agua destilada o volume do becker perdido
por evaporagéo. Filtrou-se em papel de filtro quantitativo previamente tarado, lavou-se com
100 ml de agua quente e secou-se em estufa a 100 °C por aproximadamente 2 horas. Pesou-
se 0 papel com residuo e anotou-se o peso, calculando a porcentagem de fibras bruta com a
Equacdo 16.

papel com residuo seco—papel inicial

Fibra Bruta (%) = ( ) * 100 (16)

massa da amostra
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4.2.5 Determinacédo de residuo mineral fixo (cinzas):

A determinacdo foi feita seguindo-se as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(IAL, 2005). As cinzas de um alimento correspondem ao residuo obtido por incineragdo em
temperaturas de 550 a 570 °C, ndo podem conter pontos de carvao e sdo geralmente brancas
ou acinzentadas.

O procedimento consistiu em colocar em mufla a 550 °C por no minimo 1 hora o
cadinho de porcelana previamente identificado. Transferiu-se para o dessecador por no
minimo 30 min (ou até temperatura ambiente) e pesou-se em balanca analitica. Pesou-se 2 a
10 g de amostra neste recipiente previamente tarado. Incinerou-se em mufla a 550 °C por 3
a 4 horas ou até que fiqguem brancas ou ligeiramente acinzentadas. Esfriou-se em dessecador

por no minimo 30 min e pesar. O percentual de cinzas é calculado pela Equacéo 17:

100*N
P

Cinzas (%) = a7
onde: N = massa de cinzas (massa final da amostra menos a tara do cadinho) e P = massa

tomada da amostra.

4.2.6. Determinacdo de acidez titulavel:

Para a determinacéo de acidez, foram pesados 5g ou pipetados 5 mL da amostra a ser
analisada, e passados para um erlenmeyer contendo 50 mL de &gua destilada. Foram
adicionadas 3 gotas de fenolftaleina a 1% como e indicar e titulado com a solugdo de
hidréxido de sddio 0.1N até o aparecimento da coloragdo rdésea (1AL, 2005).

Titulou-se com NaOH até o aparecimento da coloracdo résea. Terminada a titulacédo
anotou-se o volume de hidréxido gasto. Para determinar a acidez total, utiliza-se a Equacéo
18:

. __ VxNxfxEq
Acidez (%) = — T — (18)
onde: V = volume da solucdo de hidroxido de sodio gasto na titulagdo, em ml; N =
normalidade da solucdo de hidroxido de sodio (0,1n); f = fator da solucdo de hidréxido de

sodio; p = peso da amostra em gramas; eq = equivalente grama expresso em acido.

4.2.7. Determinagdo de sélidos soluveis totais (°Brix) — Método Refratométrico:
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Consiste na medida do indice de refracdo das soluges, e sua conversao a solidos
soluveis totais (°Brix). Como padrdo ¢é adotado o indice de refracdo a 20°C, e utilizou-se um

refratdmetro digital Hanna Instruments HI96801.

4.2.8. Determinagdo do pH:

Utilizou-se um pHgametro digital TCNAL TEC-5 previamente aferido com soluc6es

tampédo apH 4,0e 7,0.

4.2.9. Determinacdo de proteinas:

O método foi realizado pelo método de Kjedahl. O nitrogénio presente nos alimentos
pode ser protéico, como também proceder de sais de amonia, de bases nitrogenadas, etc. No
doseamento de proteinas pelo método de Kjeldahl, determina-se o nitrogénio total da
amostra, que através de calculo é transformado em nitrogénio protéico (proteina na amostra).
Para tanto, considera-se que cada 100 g de proteina contém, em média, 16 g de nitrogénio,
obtendo-se desse modo o fator 6,25 (100/16), que multiplicado pelo percentual de nitrogénio
total da amostra dara o percentual da fracdo protéica na mesma.

O método se baseia-se na combustdo Umida através de agquecimento com &cido
sulfarico concentrado na presenca de catalisadores, resultando na redugdo do nitrogénio
organico da amostra a aménia, que € capturado em solucdo alcalina formando sulfato de
amonia. A amdnia €, entdo, destilada em ignicdo com uma solucéo padrdo de acido diluido
(&cido bdrico) e finalmente titulada com solucdo padrdo de um éalcali (&cido cloridrico),
dando o contetdo de nitrogénio organico da amostra.

Etapas do procedimento:
e Digestdo da matéria organica, na Equacao 19:

matéria organica + acido sulfdrico = sulfato de amdnia + CO2 + SO (19)
e Destilagdo do nitrogénio, na Equagéo 20:
sulfato de aménia + 2 NaOH - 2 NH4OH + Na2SO4 (20)
e Titulacdo do nitrogénio, nas Equagdes 21 e 22:
6 NH4OH + 2 HsBO3 > 2 (NH4)3BOs + 6 H20 (21)
(NH4)3BO3 + 3 HCI &> 3 (NH4)CI + H3BO3 (22)
O procedimento foi realizado em trés etapas:
Etapa 1: digestdo da matéria organica: transferiu-se 0,5 g da amostra para um tubo
de Kjeldahl e adicionar 2 g de mistura catalitica (sulfato de sodio, sulfato de cobre e dioxido
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de selénio na proporg¢éo 100:1:0,8 misturados e triturados em almofariz e pistilo). Na capela
de exaustdo de gases, adicionou-se ao tubo cerca de 10 mL de acido sulfarico concentrado.
Deve-se tentar fazer com que a amostra e os reagentes caiam no fundo do tubo sem tocar as
paredes. Acoplou-se o tubo ao digestor de Kjeldahl, ajustando o aquecedor inicialmente
numa posicao de aquecimento baixo para evitar a digestéo violenta e consequiente perda do
material. A cada 15 min elevou-se a temperatura suavemente (50°C por vez) até que a mesma
cheguasse a 350°C. O tempo de digestao variou de 1 a 4 horas. A amostra estava digerida
quando apresentou coloracdo incolor ou levemente esverdeada. Desligou-se o aquecedor e
deixou-se 15 a 30 min para esfriar, colocando-se na boca do tubo um tampéo de algodao.

Etapa 2: destilacdo do nitrogénio: transferiu-se para um erlenmeyer de 250 mL, 25
mL de &cido bdrico a 4% e adicionou-se 2 gotas de indicador vermelho de metila 0,25 e 2
gotas de indicador verde de bromocresol 0,2%. Preparou-se o destilador de Kjeldahl,
mergulhando-se a saida do condensador no erlenmeyer, tendo o cuidado de observar se a
extremidade final deste estava completamente mergulhada na solugdo de &cido bdrico.
Adicionou-se ao tubo contendo a amostra digerida agua destilada até um pouco menos da
metade do tubo e 3 a 5 gotas de fenolftaleina 1%. Em seguida, acoplou-se o tubo ao destilador
de Buchi. Apds a solucdo estar aquecida, desligou-se o aquecimento e adicionou-se,
lentamente, NaOH 40% até conseguir pH alcalino (mudanca para coloracdo rosa). Fez-se a
destilagdo até recolher um volume de destilado de aproximadamente 100 mL.

Etapa 3: titulacdo do nitrogénio: titulou-se a solucdo do erlenmeyer com &cido
cloridrico 0,1 N padronizado até o aparecimento da coloracdo avermelhada. Foi calculada

pela Equacéo 23:

Proteina Total (ui)g) =L NP' AR (23)

onde: V = volume gasto na titulagdo com &cido cloridrico 0,1 N; f = fator de correcdo da
solugdo de acido cloridrico 0,1 N; F = fator de correspondéncia nitrogénio — proteina e P =

massa tomada de amostra. O valor de F para alimentos em geral ¢ 6,25.
4.3 Compostos Antioxidantes:

4.3.1. Teor e retencdo do licopeno e betacaroteno:

O teor de licopeno e betacaroteno foram determinados segundo o método proposto

por Nagata e Yamashita (1992). O licopeno foi extraido utilizando-se uma mistura de
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acetona e hexano (4:6). Os extratos foram submetidos a leitura em espectrofotdmetro em
diferentes comprimentos de onda (453, 505, 645 e 663 nm)

A concentracdo de licopeno foi calculada de acordo com a Equacdo 24:

m8 ) = 0,0458.A663 + 0,204.A645 + 0,372.A505 — 0,0806.A453  (24)

Licopeno (100mL
Os resultados foram transformados para serem expressos em pg g*. O percentual de

retencédo de licopeno foi calculado de acordo com a equagéo 25:

100
licopeno do tomate in natura(ug.lOO%)

%R = licopeno do tomate seco (ug. 100 Mis) X

(25)

Onde: MS = matéria seca.

4.3.2. Teor de acido ascorbico:

O teor de &cido ascérbico foi derterminado por andlises titulométricas de acordo com
0 procedimento descrito por AOAC (1995), modificado por Benassi et al., (1988), que
substituiu o acido meta fosférico por acido oxalico.

e Preparo do extrato:

A polpa do fruto foi extraida deste manualmente, pesou-se 1,0 g da polpa e adicionou-se
cerca de 30 ml de acido oxalico 0,5% (refrigerado), a homogeneizacédo dos tecidos realizou-
se no homogeneizador politron Omni[117105. A casca foi também extraida manualmente,
macerou-se em um cadinho com acido oxalico gelado, logo foi passada por politron para
homogeneizacdo dos tecidos. Apos a extracdo e homogeneizacdo da amostra, transferiu-se
para um baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com é&cido oxalico 0,5%
gelado. A solucdo foi armazenada em vidro escuro. Nos casos em que a analise nao foi
imediata, armazenou-se em geladeira ou freezer esta solugdo por até um dia sem alteracdes
significativas nos teores de acido ascorbico.

e Padronizacdo da solucdo de Tillman 0,02% com acido ascérbico:

A solucdo de Tillman, titulante, foi padronizada: 5 ml da solugdo estoque de acido
ascorbico (50 pg/ml) foram transferidos para um erlenmeyer de 125 ml, ¢ ajustado para 50
ml com &gua destilada. A titulacdo foi realizada com solucdo de Tillman até o ponto de
virarem, rdseo claro persistente por 15 segundos. O reagente foi reduzido de azul a incolor
e em meio 4cido, tornou-se roseo.

e Determinacdo de &cido ascorbico no extrato:
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Tomou-se 1ml do extrato em um erlenmeyer de 125 ml, ajustado a 50 ml com &gua
destilada, em seguida foi titulado com a solugdo de Tillman, até o ponto de virarem réseo

claro persistente por 15 segundos. Realizou-se como minimo quatro repeticdes por amostra.

4.3.3. Teor dos compostos fendlicos:

Para a extracdo dos compostos fenolicos, foram pesados 5 g de amostra, aos quais
foram adicionados 40 mL de alcool metilico 50%. Essa mistura foi homogeneizada por 2
minutos e deixada em repouso por 1 hora a temperatura ambiente, protegida da luz. Apos
esse periodo, a mistura foi centrifugada por 17 minutos. O sobrenadante foi coletado e foram
adicionados 40 mL de acetona 70% ao residuo. Este foi homogeneizado por 2 minutos e
deixado em repouso por 1 hora. Em seguida, centrifugou-se novamente, por 17 minutos. O
sobrenadante foi coletado, adicionado ao primeiro sobrenadante e o volume foi completado
para 100 mL com agua destilada.

O teor de fenodlicos totais foi determinado pelo método proposto por Waterhouse
(2002), empregando-se o reagente de Folin-Ciocalteu. Em resumo, 0,5 mL de extrato de cada
amostra foram adicionados aos tubos contendo 2,5 mL de solugdo de Folin-Ciocalteu 10%
(v/v). Em seguida, foram adicionados 2 mL de solucédo de carbonato de sodio 4% (v/v). Os
tubos foram agitados e deixados em repouso por 120 minutos, ao abrigo da luz. A cor azul
produzida pela reducdo do reagente Folin-Ciocalteu pelos fendlicos foi medida
espectrofotometricamente, na faixa de absor¢do de 750nm. O calculo do teor de fendlicos
foi realizado a partir da equacdo da reta obtida da curva padréo do acido galico. Os resultados
foram expressos em mg de equivalente de &cido galico por 100 g da amostra (mg EAG.100g-
1).

4.4. Fermentac0es alcodlicas

O Microrganismo utilizado para a fermentacg&o alcodlica foi a levedura Saccharomyces
cerevisiae, na forma de fermento biolégico seco instantaneo Fermix®. Os ensaios foram
baseados no trabalho de Silva et al. (2018).

4.4.1. Planejamento experimental — FermentacOes em batelada:

Para se obter as melhores condi¢des da concentracdo de levedura e de sacarose foram
realizados 9 experimentos, ocorrendo variagdo primeiramente a concentracdo inicial de

indculo (1, 3 e 5 g/L), ond geralmente se utilizam concentragdes de indculo entre 2-5 g/L na
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elaboracdo de bebida fermentada/etanol, como por exemplo, 2 g/L e 14 h de fermentacdo
(&gua residual da producéo de refrigerantes) (COMELLI, SULEY e ISLA, 2016); 2,5 g/L e
72 h de fermentacéo (xarope de sacarose, glicose e frutose) (PUTRA e ABASAEED, 2018);
5,4 g/L e 11 h de tempo de fermentacdo (caldo de cana-de-acucar) (RIVERA et. al., 2017);
5 g/L e 35 h de fermentagéo (fermentacdo do melaco da cana) (PONCE et. al., 2016). Por
essa razdo resolveu-se estudar as concentragdes de indculo de 1, 3 e 5 g/L.

Ocorreu também a variacdo da quantidade de solidos soluveis (55, 110 e 230 g/L),
sendo a concentracdo de substrato um fator importante, pois determina a quantidade de
produto que poderd ser formado assim como manter a viabilidade do in6culo (COMELLLI,
SULEY e ISLA, 2016). Por outro lado, o substrato, que nesse caso sdo aglcares, em
especifico, a sacarose, adicionada na etapa de chaptalizacéo, pode exercer papel de inibicédo
do crescimento microbiano. Isto é um resultado, em especial, do estresse osmotico que
ocorre quando a quantidade de soluto é grande o suficiente para interferir pressdo osmotica
da membrana celular (PUTRA e ABASAEED, 2018).

Foi fixado-se a concentracdo de solidos da polpa do tomate em 20 g/L de solidos,
como disposto no Grafico 2, pois concentragdes mais altas podem inteferir no crescimento
microbiano. Para um volume util de mosto de 600 mL, foram colocados em Erlenmeyer de
1L, 12 gda polpa do tomate e diluido com 488 mL com agua destilada, em seguida € feita
a afericdo do teor de sélidos totais com sacarose comercial (Crystal ®) e aferido o pH para
5,5 com bicarbonato de sédio em p6 (Synth) e acido sulfurico (10%) (Dindmica Quimica
Original) utilizando pHgametro digital TCNAL TEC-5. Com pH aferido, foram adicionados
o0s nutrientes, em g/L: 0,7 g de sulfato de magnésio, 2,66 g de ureia, 2,8 g fosfato de potéassio,
3,4 g de extrato de levedura (SONEGO et al., 2016). Os Erlenmeyers foram pasteurizados
em banho maria por 30 min a 60°C, conforme procedimento realizado por Costa et al. (2017).
Por fim, o indculo, as leveduras, foram previamente aclimatadas por 24 h a temperatura
ambiente com 0 mosto sendo composto por 20 g/L de tomate e com 5,5 °Brix (55 g/L de
sacarose) sendo adicionados ao mosto de fermentagdo em uma propor¢do massa/volume de
10%, mas contendo a quantidade de solidos totais (massa seca) indicada no planejamento
experimental de 1, 3e 5 g/L.

A solucéo de dicromato foi preparada utilizando-se 500 mL de &gua destilada, 325
mL de acido sulfurico concentrado e 33,678g de dicromato de potéassio padrdo. Foi
transferido a solugdo de dicromato para um erlenmeyer de 2L como 200 mL de &gua em

banho maria, sem aquecimento e vai transferindo o &cido aos poucos, agitando
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constantemente. Deixando esfriar e completar o volume para 1 litro, armazenando-se a

solugdo em vidro ambar.

Gréfico 2 - Planejamento experimental.

Planejamento Experimental
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Fonte: Autor, 2019.

A destilacdo foi realizada conforme Abud (1997). Destilou-se cada amostra por 3
minutos, contados ap6s o inicio da fervura, completando o volume para um baldo de 50 mL
com agua destilada. Foi transferido 2 mL deste destilado, o qual foi submetido a uma reagédo
a 60 °C por 30 minutos com 2 mL de solucdo de dicromato de potéssio e leitura da
absorbancia das amostras em espectrofotdbmetro a 600 nm. A concentracdo de etanol foi
determinada a partir de uma curva de calibracdo de etanol em concentracdes conhecidas,

submetidas a mesma destilagdo e reacdo, como mostra o Gréfico 3.

Grafico 3 - Curva de calibragdo do dicromato de potéssio.
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Fonte: Autor, 2019.
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4.4.2. Crescimento Celular:

Embora a polpa de tomate contenha uma certa quantidade de sélidos insolaveis, foi
feita a realizagdo da contagem celular em camera de Neubauer em microscopio éptico,
conforme Antonini (2004). A concentracdo celular da levedura S. cerevisiae foi calculada de
acordo com a Equacéo 26, e apds isso convertida por uma curva padrao de peso seco celular

(9/L) por concentracdo de células (células/mL):

mL

Cy (Células) _ (((celulas totais nos 5 campos de contagem)/5) 10% D> (26)

onde: Cx — concentracdo celular e D - diluicdo adotada para a amostra.

4.4.3. Rendimento e eficiéncia de Fermentacao:

O rendimento do processo (Rp) foi calculado pela relagéo entre a quantidade de etanol
produzido (g/L) e a quantidade de A.R.T. inicial do processo (g/L), através da Equacéo 27.
Por outro lado, a Eficiéncia bioquimica da fermentacdo (Ef) foi calculado utilizando a
quantidade de acUcares totais iniciais e finais além do fator de conversdo bioquimica de
monossacarideo (hexose) em etanol, através da Equacdo 28, sdo descritos como segue:

Etanol obtido (‘Z—])

P (Acgucares Totais iniciais )

%100 27)

Etanol obtido (%)

« 100 (28)

f= 0.511.(A¢lcares Totaispicio— A¢ucares TotaiSginal)
onde: 0,511 é a relacdo estequiométrica de conversdo da glicose em etanol, fator de Gay-

Lussac.

4.4.4 Equagdes cinéticas aplicadas:

Partindo das equacgdes de rx, rs e rp, (Equagbes 5, 8 e 11); correspondentes
velocidades instantaneas de crescimento celular, consumo de substrato e formacdo de
produto, (dX/dt, dS/dt e dP/dt), e resolvendo-se as integrais considerando-se a cinética de
Monod e os fatores de conversédo (Yx/s e Yp/s) obtém-se as seguintes Equacdes 29, 30 e 31,

para crescimento celular, consumo de substrato e formagéo de produto:

.S
umax )t

X =Xo e( Ks+S (29)
onde: Xo é a quantidade de indculo inicial; umax € taxa de crescimento maximo; S é

concentracdo de substrato; Ks € a constante de semi-saturacdo do modelo de Monod; t é

tempo de fermentacéo.
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_ _ 1 umax.S
S=S5o Yxls Ksis .t (30)
onde: Yx/s é consumo de substrato.
__ Yp/s pmax.S
"~ Yx/s' Ks+S X.t (31)

onde: P é concentracdo de etanol; Yp/s é taxa de producdo de produto.

4.4.5. Regressao ndo-linear e célculo do erro

As constantes cinéticas para os componentes de cada modelo foram estimadas usando
o0 Solver® ME, atraves do método Generalized Reduced Gradient (GRG). O erro preditivo
do modelo (MPE) entre a curva tedrica e 0s pontos experimentais foi calculado usando a

Equacdo 32 para validar os modelos testados:

100

MPE (%) = “=. 31,

Xexp~Xcalc

(32)

Xcalc

onde: x.,, representa os dados experimentais, x.q; representa os dados calculados e n o

namero de pontos experimentais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste topico foram abordados todos os resultados obtidos nesse trabalho bem como

sua discussao.

5.1. Caracterizacao fisico-quimica da matéria-prima:

Na Tabela 4 esté disposta a caracterizacao fisico-quimica da polpa de tomate (com

casCa € com semente).

Tabela 4 - Caracterizacao fisico-quimica das polpas de tomate (com casca e com semente).

Analises Medias Desvios (%)
Umidade (%) 94,08 0,036
Brix (°Brix) 4,50

pH 4,25

Acidez Total (meg/q) 4,43 0,20
Proteina (g/100g) 1,05 0,17
Cinzas (g/100g) 0,11 0,08
AcUcares totais (g/L) 29,14 0,02
Lipideos (g/100g) 0,18 0,02
Fibras Alimentares (g/100g) 1,04 0,21
Carboidratos (g/L) 38

Fonte: Autor, 2019.

Em relacdo a pH e acidez total obtidos, o valor de pH ficou bem proximo ao esperado,
segundo Guilherme et al. (2008), com valores dentro da faixa de variagdo de tomates
considerados ideais para tomates de qualidade cujo pH desejavel é inferior a 4,5 e superior
a 3,7 para ndo ter acidez elevada, pois um pH inferior a 4,5 é desejavel para impedir a
proliferacdo de microrganismos e valor de acidez total ficou acima do esperado. Segundo
Monteiro et al. (2008), valores superiores de acidez total acima 4,5 meq/g, requerem
periodos mais longos de esterilizacdo da matéria prima em um processamento térmico,
ocasionando maior consumo de energia e maior custo de processamento.

Para os valores de SST (°Brix) o tomate apresentou valor muito préximo ao esperado.
Para Nascimento et. al. (2013) no tomate convencional espera-se um teor de solidos soltveis

(°Brix) de 4,75. Essa variacdo pode ser atribuida as caracteristicas genéticas da prépria



51

hortalica, que € influenciada significativamente pela adubag&o, temperatura e irrigagdo. Em
geral, o teor de SST de tomates varia entre 4° e 6°Brix, sendo, na sua maior parte, constituido
de acucares.

Para os valores de acUcares totais, hd uma tendéncia de aumento do teor de solidos
soliveis com a evolugdo da maturacdo, devido a degradacdo e/ou biossintese de
polissacarideos. Segundo Chitarra e Chitarra (2005), o teor de solidos solGveis constitui
importante parametro sobre o grau de docgura dos frutos. O alto teor de agucares e acidos tem
sido indicado como maior atributo da qualidade sensorial do tomate, além de intensificar seu
sabor caracteristico (SOUZA, 2018).

Em relacdo aos teores de lipideos, proteinas, fibras alimentares e de cinzas ficaram
bem préximas aos esperados de acordo com TACO (2011), com valor de 0,2 g/100g de
tomate de proteina, 1,1 g/100g de tomate de lipideos, 1,2 g/100g de tomate de fibras
alimentaes e 0,5 g/100g de tomate de cinzas, devido ao fato de que o tomate possui baixos
valores caloricos, proteicos e fibrosos por ser uma hortalica.

Na Tabela 5 esta disposto a caracterizacdo de antioxidantes da polpa de tomate (com

casCa € com semente).

Tabela 5 - Caracterizacdo de antioxidantes das polpas de tomate (com casca e com semente).

Analises Medias Desvios (%)
Compostos Fenolicos (mg/100g) 117,6 0,04
Licopeno (mg/100g) 12,70 0,01
Vitamina C (mg/100mL) 2,90 0,01

Fonte: Autor, 2019.

O contetdo de fendlicos totais do tomate fica um pouco abaixo do esperando sendo
esperado uma variacao de 143,17 e 163,79 mg de &cido feralico por 100g de tomate (base
umida) (BORGUINI et al., 2006). Entretanto, estes valores sdo apenas um indicativo da
concentragdo de polifendis em tomates, uma vez que ndo had um Gnico metodo analitico que
seja capaz preciso na quantificacdo do contetdo total de polifenol de um alimento, por causa
da ampla variedade da estrutural encontrada entre os compostos fenolicos e a ampla varia¢éo
no conteddo, dependendo da natureza do alimento e da parte da planta que o contém. Os
compostos fendlicos sdo um dos maiores grupos de componentes dietéticos ndo-essenciais
que estdo associados a inibicdo da aterosclerose e do cancer. A bioatividade dos fendlicos
pode ser atribuida a sua habilidade de quelar metais, inibir a peroxidacéo lipidica e sequestrar
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radicais livres. As propriedades antioxidantes dos fenolicos ocorrem, principalmente, devido
a seu potencial de oxirredugdo, que os permitem atuar como agentes redutores, doando
hidrogénio e neutralizando radicais livres (CHEUNG et al., 2003).

O teor de licopeno do tomate obtido estar dentro do esperando sendo esperado,
segundo Shami e Moreira (2004), licopeno tem uma varia de 6 e 19 mg por 100g de tomate
(base umida), isso devido a trituragdo sofrida pelos tomates e também ao fato do estar
bastante maduro correlacionado com varios parametros decorrentes do estagio de maturacao.
Correlacgdes positivas entre o conteido de licopeno e teor de sélidos insoluveis, pH, teor de
solidos soluveis totais e angulo de cor dos tomates. Sugere-se que 0 modo de agdo do
licopeno na prevengdo de doengas cardiovasculares relacione-se as suas propriedades
antioxidantes, levando a protecdo das lipoproteinas contra a oxidacdo (SHAMI e
MOREIRA, 2004).

J& o teor de acido ascorbico do tomate ficou abaixo do esperando sendo esperado
uma varia de 10 e 12 mg por 100g de tomate (base Umida). Segundo Sahlin, Savage e Lister
(2004), valores menores de &cido ascOrbico podem ser atribuidos ao armazenamento
incorreto, pois pode ocasionar perdas expressivas do nutriente e 0s niveis de acido sofrem
variagdes de acordo com a maturacdo. Em geral, a contribuicdo da vitamina C para a
capacidade antioxidante total dos extratos de alimentos de origem vegetal varia de acordo
com o tipo de alimento. De acordo com Leong e Shui (2002), o &cido ascérbico possui a
habilidade de neutralizar a acdo de radicais livres no sistema bioldgico, tendo um papel

importante na prevencdo de doencas, como cancer.

5.2 Avaliacao da concentracao de indculo:

A concentracdo de in6culo € uma etapa fundamental para a otimizacdo da
fermentacdo, uma vez, que é o biocatalisador que nos fornecera o produto desejado, nesse
caso o etanol (COMELLI, SULEY e ISLA, 2016; PUTRA e ABASAEED, 2018; RIVERA
etal., 2017). Esse parametro atua diretamente na velocidade de reacéo, e consequentemente,
no tempo de processo.

Os perfis cinéticos foram similares nas diversas concentracfes de substrato iniciais
alcancando a fase estacionaria a partir do quarto dia, encerrando a fase exponencial de
crescimento; e obtendo-se concentraces iniciais e finais de levedura de 1 para 2, 3 para 12-
14 e 5 para 14-16 g/L (Figura 9A-C). As fermentagdes ocorreram até o oitavo dia de modo

a garantir que a fase estacionaria tivesse sido alcancada. Como o modelo de Monod prevé
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apenas o comportamento da fase exponencial, utilizou-se apenas 0s pontos experimentais
até o quarto dia de fermentacdo. Na Figura 9, também possivel observar que houve um ajuste
satisfatorio na modelagem cinética utilizando Monod dos dados experimentais, representada
pelas linhas cheias, para 55 g/L de sacarose inicial tem MPE de 2- 5% para 1, 3e 5 g/L de
concentracéo de levedura, respectivamente. Para 110 g/L de sacarose tem MPE 4-9% e para
230 g/L sacarose tem MPE 4-9%.

Figura 9 - Perfis cinéticos de crescimento celular em fungédo da concentracdo inicial de indculo (Xo)
e concentracdo inicial de substrato (Sp): A — 55, B — 110 e C — 230 g/L de substrato. Os simbolos
representam: (m) 1, (0) 3 e (A) 5 g/L de indculo. As linhas que contornam os pontos representam as

modelagens obtidas.
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Fonte: Autor, 2020.

Foi verificada também a viabilidade celular das leveduras ao longo das fermentagdes
e em todas, ndo apresentou um percentual de células mortas maior que 5%, e por isso a
cinética ndo englobou a taxa especifica de morte celular (SILVA e BERTUCCO, 2018).

Jang et al. (2010) produziram um fermentado de tomate, utilizando tomate maduro,
com concentracdo inicial de agucar de 240 g/L e com concentragdo de in6culo de 5% (v/v),
sendo esse inoculo preparado mantendo-o em meio batata dextrose (YPD) por 30 horas a
30°C. A fermentacdo foi feita sem agitacdo durante 7 dias, mantida a 30°C, obtendo-se 61

g/L de concentracdo final de agucar e um teor alcoolico de 80 g/L, tendo-se assim um
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rendimento de 87,46%, proximo ao encontrado nesse trabalho, confirmando que o mosto
contendo tomate e chaptalizado pode ser usado como matéria-prima e com reprodutibilidade
para fermentacdo etandlica. No entanto, esse trabalho, ndo avaliou nenhuma variacdo das
condicdes de fermentacdo, como por exemplo, concentracédo de indculo.

A fermentagdo do mosto com polpa de tomate se desenvolveu de forma lenta, com
taxa de crescimento maxima (Umax) situando-se entre 0,2-0,5 dia® e com cerca de 4 dias de
fase estacionaria (Tabela 6). No entanto, esse tempo de fermentacdo é compativel com as
que foram obtidas nos fermentados de polpas de frutas/verduras, embora dados cinéticos
COmMo 0 Umax NA0 tenham sido facilmente encontrados, a citar: para otimizagdo da produgéo
do fermentado de acerola foram 14 dias de fermentacdo com 86,8 g/L de etanol produzido,
com 3 g/L de concentracdo de indculo inicial (ALMEIDA et. al., 2014), para producao de
fermentado de umbu foram 11 dias de fermentagdo obtendo-se 102,6 g/L de concentracdo
de etanol, com 5 g/L de levedura inicial (DANTAS e SILVA, 2017), assim como também
para producdo de fermentado de laranja foram 7 dias obtendo-se 94,7 g/L de concentracdo
de etanol, com 5 g/L de concentracdo de indculo inicial (OLIVEIRA et al., 2015). Jang et
al. (2010) e Many et al. (2014) utilizaram entre 7-8 dias de fermentacédo para obter a bebida
fermentada de tomate com 80 e 68 g/L de concentracédo de etanol, respectivamente, ambos

utilizando a concentracéo inicial de indculo de 5% (v/v).

Tabela 6 - Constantes cinéticas do modelo de Monod para crescimento celular.

Xo (g/L)
1 3 5
So HMmax Ks MPE (%) Mmax Ks MPE (%) Hmax Ks MPE (%)
(g/L) | (dia™) | (g/L) (dia™) | (/L) (dia™) | (g/L)
55 0,250 | 7,63 3,27 0,480 | 7,20 5,04 0,390 | 7,60 2,26
110 | 0,226 | 7,50 9,47 0,450 | 7,20 4,43 0,373 | 7,70 2,60
230 | 0,199 | 7,40 9,32 0,450 | 7,60 4,50 0,340 | 7,40 2,50
Ksmédio 7,47 +0,18

Fonte: Autor, 2020.

Em comparacdo com alguns trabalhos cinéticos envolvendo fermentagGes etanolicas
a partir de xaropes de sacarose, glicose e frutose, esses valores de HPmax encontrados séo
considerados baixos. Alguns exemplos sdo: fermentacdo de xarope agucarada com duragao
de 72 h obteve-se um pmax de 7,01 dia (PUTRA e ABASAEED, 2018), fermentacéo de
melago da cana-de-agticar durante 72 h e obtendo-se pmax de 12,72 dia™ (PHISALAPHONG,
SRIRATTANA e TNATHAPANICHAKOON, 2006), fermentacdo do suco da palma com
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duracdo de 96 h e com valor de pPmax de 6,96 dial (SRIMACHAI et. al., 2015) e na
fermentagdo utilizando melago de cana-de-aglcar com duragdo de 35 h, onde foi obtido uma
constante cinética (Umax) de 8,33 dia® (PONCE et. al., 2016). No entanto, se observado, as
fermentacGes supracitadas ndo ultrapassam, em sua maioria, 2 dias (48 horas) de
fermentacgdo, constituindo-se de fermentacGes rapidas e geralmente preocupados com a
obtencéo de etanol combustivel.

Por outro lado, o objetivo do presente trabalho € a producdo de uma bebida
fermentada (“vinho”), ou seja, uma bebida alimenticia. Como discutido, na preparacdo de
bebidas fermentadas/vinhos, geralmente sdo obtidas fermentagdes lentas (ALMEIDA et. al.,
2014; DANTAS e SILVA, 2017). Por exemplo, na produgéo da cerveja com 9% de substrato,
se utilizou 6 dias de fermentacdo obtendo-se uma constante cinética (Umax) de 0,424 dia*
(PARCUNEV et. al., 2005), préximo desse trabalho.

Em relacdo a constante de semi-saturacdo do modelo de Monod (Ks), que em teoria
deve ser a mesma nas variadas concentracdes iniciais de substratos se mostrou adequada
com uma variacao menor que 3% e de valor médio 7,47 + 0,18 g/L. Esse valor esta de acordo
(proximo) com diversos autores que realizaram fermentacéo etanolica utilizando a espécie
S. cerevisiae em condicdes similares ao desse trabalho como: 14,16 g/L obtida na
fermentacdo etanoica utilizando glicose (ESFAHANIAN et. al., 2016); 6,88 g/L obtido na
fermentacdo de xarope agucarado (PUTRA e ABASAEED, 2018); 15,68 g/L na fermentacéo
da cana-de-acUcar para obter etanol (RIVERA et. al., 2017); 5,55 g/L obtido na fermentacgéo
em batelada de xarope acucarado (SCHEIBLAUER et. al., 2018); e 21,72 ¢g/L na
fermentacdo do caldo da cana-de-acucar (VELOSO et. al., 2018).

5.3 Fermentacg6es em batelada — Avaliacédo da concentracdo de substrato:

Como ja falado a concentracdo de substrato inicial determina a quantidade de produto
que podera ser produzido (COMELLI, SULEY e ISLA, 2016), assim como também pode
exercer papel de inibicdo no crescimento microbiano. (PUTRA e ABASAEED, 2018).

Os perfis cinéticos foram similares nas diversas concentragdes de substrato iniciados
alcancando a fase estacionaria a partir do quarto dia (as fermentagdes ocorreram até o
oitavo), encerrando a fase exponencial de crescimento obtendo-se concentragdes iniciais e
finais de substrato de 55 para 7-16; 110 para 14-23 e 230 para 60-80 g/L de acgucares (Figura
10A-C). De forma similar, como o0 modelo de Monod prevé apenas o comportamento da fase

exponencial, utilizou-se apenas 0s pontos experimentais até o quarto dia de fermentacdo. Na
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Figura 10, também possivel observar que houve um suficiente ajuste na modelagem cinética
utilizando Monod dos dados experimentais, para 1 g/L de concentracdo de inoculo inicial
tem MPE de 11-12% para 55, 110 e 230 g/L de concentracdo de sacarose, respectivamente.
Para 3 g/L de ino6culo tem MPE entre 7,94 -11,79% para 55, 110 e 230 g/L de concentracao
de sacarose, respectivamente e para 5 g/L de in6culo tem MPE entre 3,27 -5,64% para 55,
110 e 230 g/L de concentracdo de sacarose, respectivamente.

Segundo os estudos de Many et al. (2014), que fez uma otimizacdo das condicdes
de fermentacdo do fermentado do tomate, variando periodo de incubacéo (1 a 8 dias), ajuste
de Brix (20, 22, 24 e 26°Brix) e temperaturas de incubacdo (20, 25 e 30°C), com
concentragdo de indculo de 5% (v/v) (mas ndo estudou a cinética, fez apenas o planejamento
experimental analisando as concentrac@es inicial e final). Obtendo-se assim que quanto
maior 0 tempo de incubagdo, maior o conteddo de etanol resultante. O mais alto nivel de
etanol foi produzido no quarto dia com teor de etanol de 68,04 g/L, tendo concentracéo
inicial e final de agUcares de 220 e 48 g/L.

Figura 10 - Perfis cinéticos de crescimento celular em fungdo da concentragéo inicial de substrato
(So) e concentracéo inicial de inoculo (Xo): A -1, B—3 e C -5 g/L de levedura. Os simbolos
representam: (m) 55, (o) 110 ¢ (A) 230 g/L de substrato. As linhas que contornam os pontos

representam as modelagens obtidas.
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Como observado na Figura 10, na fermentacdo do mosto chaptalizado com sacarose
e com polpa de tomate, quanto maior a concentracdo de inoculo, maior foi 0 consumo de
acucares, tendo uma taxa de consumo maxima em torno de 4,545 g/(L.h) na maior
concentracdo inicial de indculo de 5 g/L e maior concentracdo inicial de substrato 230 g/L,

como disposto na Tabela 7.

Tabela 7 — Taxa de consumo (g/(L.h)) com consumo de substrato para crescimento celular.

Tempo de Fermentacao 1 5 3 4
(Dias)
0,773 0,254 0,222 0,134
1g/lL | Conc. de 55 +0,114 +0,097 +0,019 +0,056
0,587 0,197 0,112 0,089
_ de | substrato| 110 £0,114 +0,024 +0,019 +0,056
inéeulo | (g/L) 230 2,284 0,488 0,430 0,314
+0,169 +0,029 +0,021 +0,010
- 1,038 0,106 0,047 0,035
39/ | Conc. de +0,151 +0,012 +0,011 +0,008
1,602 0,204 0,178 0,081
_ de | substrato| 110 +0,036 +0,033 +£0,017 +£0,011
inoculo | (g/L) 3,796 0,242 0,132 0,088
230 +0,029 +0,010 + 0,006 +0,013
- 1111 0,075 0,045 0,036
5q/L | Conc. de + 0,065 +0,002 +0,003 +0,002
1,742 0,466 0,178 0,078
_ de | substrato | 110 +0,002 +0,027 +0,009 +0,002
inoculo | (g/L) 4,545 0,420 0,329 0,246
230 +0,043 +0,014 +0,006 +0,005

Fonte: Autor, 2020.

Da mesma forma que o tempo de fermentacdo foi longo e a taxa de crescimento
celular maxima também foi menor (pmax), houve também uma menor taxa de consumo de
substrato em relacdo a valores encontrados na literatura para mostos apenas acucarados,
apresentando uma taxa de consumo entre 9,0 — 11,0 g/(L.h) para fermentacdo de aguas
residuais agucaradas (COMELLI, SULEY e ISLA, 2016) e na fermentacdo de xarope
acucarado foi obtido uma taxa de consumo de substrato de 5,5 g/(L.h) (RIVERA et. al.,
2017).

No entanto para a producdo dos fermentados alcdolicos de frutas, a taxa méxima de
consumo ficou bem préximo ao encontrado: na otimizagéo para producédo de um fermentado
de acerola obteve-se uma taxa de consumo de 6,64 g/(L.h) para 14 dias de fermentagéo

(ALMEIDA et. al., 2014), na producdo de fermentado de laranja obtive-se um valor de 6,736
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g/(L.h) para 7 dias de fermentacdo (OLIVEIRA et al., 2015), na produgéo de fermentado de
umbu a taxa maxima de consumo foi de 5,283 g/(L.h) para 11 dias de fermentagdo
(DANTAS e SILVA, 2017), assim como também na producdo de fermentado de tomate;
pois, Jang et al. (2010), obtiveram uma taxa maxima de consumo de 3,283 g/(L.h) para 3
dias de fermentagdo e Many et al. (2014), obteve-se uma taxa de consumo de 4,065 g/(L.h)
para 4 dias de fermentagé&o.

5.4 Fermentacg6es em batelada — Avaliacdo da concentracdo de produto:

Em relacdo ao produto, a maior importancia se dar a respeito a concentracdo minima
de etanol para ser considerado como vinho/bebida fermentada, que segundo De Paula et. al.
(2012) deve situar-se entre 9 — 14 °GL (p = 0,789 g/cm?) se localizando entre 71 — 110,5 g/L
de teor de etanol.

De forma similar ao crescimento celular e consumo de substratos, os perfis cinéticos
alcancaram a fase estacionaria a partir do quarto dia (as fermentacGes ocorreram até o
oitavo), encerrando a fase exponencial de crescimento obtendo-se concentracfes finais de
etanol de 18-24; 40-46 e 81-102 g/L de etanol para 55, 110 e 230 g/L de agucares (Figura
11A-C). As modelagens utilizando 1 g/L de concentracdo de indculo inicial tiveram MPE
entre 9-19%, para 3 g/L entre 6,6-17,3% e 5 g/L entre 2-5,8%.

Os resultados encontrados para o etanol formado estdo de acordo com trabalhos da
literatura, a citar: Ponce et. al. (2016) encontrou um teor alcodlico de 82 g¢/L para
fermentacdo de melaco de cana-de-acUcar, com 5 g/L de levedura inicial, 200 g/L de
concentracdo de acucar e 35 h de fermentacdo. Por outro lado, Phisalaphong, Srirattana e
Tnathapanichakoon (2006), encontrou um teor alcodlico de 90 g/L para fermentacdo também
de melaco de cana-de-aclcar, com 2,0 g/L de levedura inicial, 230 g/L de concentragdo de
acucar e 72 h de fermentacdo. Rivera et. al. (2017), encontrou um teor alcodlico de 81 g/L
para fermentacdo de caldo de cana-de-agucar, com 5,4 g/L de levedura inicial, 171 g/L de
concentragdo de acucar e 11 h de fermentagdo. Por fim, Many et al. (2014), utilizando uma
concentracéo inicial de agucares de 240 g/L, obteve 64,8 g/L de etanol e teor de agucares
final de 58 g/L, mostrando que a partir da otimizacgdo das condi¢des que o tomate pode ser
convertido em produto com maior valor agregado produzindo um fermentado com qualidade

aceitavel.



59

Figura 11 - Perfis cinéticos de crescimento celular em fungdo da concentracdo inicial de inéculo
(Xo) e concentragdo inicial de substrato (Sg): A —1, B—3 e C -5 g/L de levedura. Os simbolos
representam a quantidade de etanol obtido a partir das concentra¢@es iniciais de agucares para: (m)
55, (o) 110 ¢ (A) 230 g/L de substrato. As linhas que contornam 0s pontos representam as

modelagens obtidas.
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Fonte: Autor, 2020.

De forma similar a taxa de consumo de substrato, uma vez que a producdo de etanol
é associada a ela, obteve-se um valor maximo de 1,39 g/(L.h) quando se usou 5 g/L de
indculo e 230 g/L de substrato inicial, como disposto na Tabela 8. Os valores de
produtividade obtidos também foram abaixo daqueles obtidos para mostos apenas
acucarados, a citar: Comelli, Suley e Isla (2016) encontraram uma produtividade de 5,5
g/(L.h) para fermentacdo de aguas residuais acucaradas, Putra et. al., (2018) encontraram a
produtividade entre 4,0 - 7,0 g/(L.h) para fermentacdo de melago de cana-de-agucar e para
Rivera et. al. (2017) na fermentacdo também de melago de cana encontraram uma
produtividade de 2,57 g/(L.h).

Na producdo de fermentados alcoolicos de frutas, a produtividade méxima
encontrada ficou proxima aos obtidos para esses fermentados, na otimizagédo para producgéo
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de um fermentado de acerola obtiveram uma produtividade de 0,258 g/(L.h) para 14 dias de
fermentacdo (ALMEIDA et. al., 2014), na producdo de fermentado de laranja obtiveram
uma produtividade de 0,399 g/(L.h) para 7 dias de fermentacdo (OLIVEIRA et al., 2015), na
producdo de fermentado de umbu obtiveram uma produtividade de 0,328 g/(L.h) para 11
dias de fermentacdo (DANTAS e SILVA, 2017), assim como também na producdo de
fermentado de tomate; Jang et al. (2010), obtiveram uma produtividade de 1,238 g/(L.h) para
3 dias de fermentacdo e segundo Many et al. (2014), obtiveram uma produtividade de 0,476

g/(L.h) para 4 dias de fermentacao.

Tabela 8 — Produtividade de fermentacao (g/(L.h)) com producéo de etanol para crescimento celular.

Tempo de Fermentacao
poder ¢ 1 2 3 4
(Dias)
55 0,278 0,151 0,094 0,013
Conc. de +0,005 +0,002 +0,005 +0,001
1g/L de substrato 110 0,489 0,058 0,082 0,016
inoculo +0,025 + 0,006 +0,001 +0,004
(g/L) 230 0,510 0,309 0,272 0,090
+0,002 +0,018 +0,005 +0,002
55 0,070 0,011 0,011 0,007
Conc. de + 0,006 + 0,006 +0,002 +0,002
3g/L de substrato 110 0,147 0,054 0,038 0,011
inoculo +0,003 +0,002 + 0,004 +0,003
(9/L) 230 0384 0,148 0111 0,046
+0,010 +0,009 +0,017 +0,009
55 0,119 0,020 0,012 0,005
Conc. de +0,001 +0,002 + 0,006 +0,001
59/L de substrato 110 0,137 0,110 0,082 0,017
inoculo +0,002 +0,001 +0,003 + 0004
(g/L) 230 1,396 1,128 0,033 0,009
+0,015 +0,001 +0,003 +0,012

Fonte: Autor, 2020.

5.5 Fatores de Conversao

Foram avaliados a dependéncia dos fatores de conversdo diretamente relacionados
com o substrato, como, o fator de conversao de células por substrato (Yx/s) e produto (Yp/s)
por substrato. A Figura 12 mostra valores de Yx/s e Yp/s obtidos, assim como seu
comportamento. Percebe-se que esses fatores de conversdo sdo fungédo da concentracdo de

agucares que da quantidade de inéculo.

Existe uma relacdo entre oxigénio disponivel, concentracdo de agucares e produgédo
de etanol com Saccharomyces cerevisiae. Quando oxigénio estd presente e ha baixa

concentracdo de acUcar (até 9 g/L) h&d um favorecimento pela cadeia respiratoria em
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Saccharomyces cerevisiae (ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa), a qual é capaz de
produzir mais energia celular através da sintese de ATP, que pode ser usada para outras
finalidades dentro da célula, como por exemplo, crescimento celular (AGGELIS e
SHIOTANE, 2007).

No entanto, a fermentacdo desse trabalho foi realizada em condicdo quase
anaerobica. Baixa concentracdo de oxigénio resulta em repressao catabdlica das primeiras
enzimas do ciclo de Krebs e com aumento simultdneo das enzimas da glicolise EMP
(Embden-Meyerhoff-Parnas), por exemplo, a fosfofrutoquinase; resultando em um
direcionamento do metabolismo celular para producao de etanol, efeito conhecido como
“Paster Effect” (SARRIS ¢ PAPANIKOLAOU, 2016).

Mesmo que exista uma pequena quantidade de oxigénio dissolvido no meio nao
aerado no inicio da fermentacdo, ele rapidamente € consumido com producdo de gas

carbdnico e condicdo semi-anaerdbica favorece a fermentagéo em etanol.

Por outro lado, a concentracdo de aglcar também pode favorecer a fermentacdo
etanolica. Alta concentracdo de agucares, mesmo em aerobiose, causam a degeneracdo da
mitocondria, diminuicdo de acidos graxos e esterdis (necessarias a sintese da membrana
plasmatica, por exemplo, durante o crescimento celular), assim como de enzimas do
metabolismo oxidativo (ciclo de Krebs e cadeia respiratoria) levando a repressao catabélica
e estimulo da fermentacdo etandlica (PRONK, STEENSMA e DIJKEN, 1996; AGGELIS e
SHIOTANE, 2007; SARRIS e PAPANIKOLAOU, 2016).

Diante no exposto, é possivel verificar a coeréncia com os resultados expressos na
Figura 12, onde mostram que 0 aumento da concentracdo de agucares resultam em menores

conversoes em células e maiores conversoes em etanol.

O segundo fator é a dependéncia da concentracao inicial de indculo, que se percebe
uma correlacdo. Por exemplo, uma maior concentracdo de indculo aumenta o fator de
conversdo Yx/sembora que em concentragdes elevada de indculo (3-5 g/L) esses valores se
mantém muito proximos. Por outro lado, em relagdo a producdo de etanol, hd um aumento

do fator Yp/s até 3 g/L de inoculo, decaindo em 5 g/L.
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Figura 12 — Fatores de conversdao em fungdo da concentracéo de indculo e de substrato. Os simbolos

(m) 1, (0)3 e (A)5 g/L representam a concentracdo inicial de inoculo.
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Fonte: Autor, 2020.

Esses resultados estdo de acordo com autores que realizam fermentacéo etandlica a
partir de S. cerevisiae. Putra e Abaseed (2018) encontraram Yx/s de 0,22 para 0,25 g.g™*
quando a concentracdo de indculo foi de 2,5 para 9 g/L, e de 48 para 78 g/L de acUcar inicial
(ou seja, muito préximos). Rivera et al. (2017) encontrou Yxs entre 0,455-0,446 quando a
concentracdo de inoculo se alterou de 12 para 20 g/L (com concentracgdo inicial de acuUcar
em sacarose entre 180-207 g/L). Por fim, Ponce et al. (2016) considerando uma concentracdo
de in6culo inicial de 2,5 g/L encontraram Yx/s de 0,03 g.g-1 para ambas as fermentagdes

com 170-250 g/L de acucar.

Em relacdo aos valores de Yp/s, diminuiu quando a concentracdo de indculo
aumenta. Putra e Abaseed (2018) encontraram Yp/s de 0,043 para 0,0024 g.g* quando a
concentracdo de in6culo foi de 2,5 para 9 g/L. Rivera et al. (2017) encontraram Ypss entre
0,06-0,036 g.g* quando a concentragdo de indculo se alterou de 12 para 20 g/L. Srimachai
et. al. (2015) encontraram Ypss entre 0,47-0,37 g.g™* quando se aumentou a concentragao
entre 23-33 g/L. Por fim, Ponce et al. (2016) encontraram Yps entre 0,33-0,29 g.g* para
ambas as fermentagdes com 170-250 g/L de agucar inicial, com uma concentracdo de indculo
inicial de 2,5 g/L.

Provavelmente ao se aumentar a concentracdo de inéculo para valores elevados,
geralmente maiores a relacdo substrato para células diminui e consequentemente ha mais
células para converter o substrato em produto (agucar em etanol) diminuindo o fator de

conversao Yp/s.
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Os erros preditivos do modelo sdo encontrados na Tabela 9. E possivel observar que
a maioria das modelagens ndo obtiveram desvios em relacdo aos dados experimentais maior

que 10% para a fermentacao etanolica, representando bons ajustes.

Tabela 9 — Erros preditivos (%) do modelo de Monod para o consumo de substrato e formacéo do
produto das fermentacdes realizadas.

Concentragéo de Concentracéo de inéculo
AcuUcar (o/L)
(g/L) 1 | 3 | 5

Modelagem da curva de consumo de S (sacarose) e determinacéo de Yx/s
55 12,01 11,79 11,65
110 7,94 5,06 8,27
230 5,64 3,67 3,65

Modelagem da curva de formacao de P (etanol) e determinacéo de Yp/s
55 8,68 19,06 14,53
110 17,30 7,93 6,61
230 5,82 5,19 1,29

Fonte: Autor, 2020.
5.6 Eficiéncia das fermentacoes:

Percebe-se avaliando-se os perfis cinéticos das Figuras 9-11 que a fermentacédo
etandlica é do tipo associada ao crescimento celular (GADEN, 1959) e simples conversdo
majoritaria de um substrato em produto (DEINDOERFER e WEST, 1960), assim o
rendimento de processo é expressa em valores quantitativos a eficacia com que as leveduras
transformam o acucar disponivel em etanol, enquanto que a eficiéncia de fermentacéao leva
em consideracdo a quantidade efetiva do aglcar consumido e sua conversdo bioquimica

(JANG et al., 2010). Como pode ser observado, através da Figura 13.

A eficiéncia de fermentacdo varia entre 0-100% pois leva em conta o rendimento
bioquimico. O valor de eficiéncia de fermentacdo foi proxima aos encontrados na literatura,
como na fermentacdo com caldo de cana-de-agucar obteve-se uma eficiéncia de 92,2%, com
teor alcoolico de 81 g/L e 171 g/L de concentracdo inicial de sacarose (RIVERA et. al.,
2017), na fermentacdo do suco da palma utilizando a levedura Saccharomices cerevisiae,
obtiveram-se uma eficiéncia de 77,31%, com 11,50 g/L de etanol e 31,26 g¢/L inicial de
sacarose e 2,0 g/L de sacarose final (SRIMACHAI et. al., 2015).
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Figura 13 — Eficiéncias Bioquimicas e Rendimentos de processo em funcéo da concentracéo
de in6culo e de substrato. Os simbolos (m) 1, (o) 3 ¢ (A) 5 g/L representam a concentragdo

inicial de in6culo.
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Fonte: Autor, 2020.

Jang et al. (2010), que fez um estudo das caracteristicas da qualidade do fermentado
do tomate, utilizando tomate maduro, com concentragéo inicial de sacarose de 240 g/L,
obtiveram-se 61 g/L de concentracao final de acucar e um teor alcodlico de 80 g/L, tendo-se
assim uma eficiéncia de 87,46%, bem proximo ao encontrando nesse trabalho. O mesmo
ocorreu segundo os estudos de Many et al. (2014) obteve um fermentado do tomate com um
teor de etanol de 68,04 g/L, concentracdo inicial de acucar de 220 g/L e 48 g/L de
concentracdo de final aclcar, encontrando uma eficiéncia de fermentacdo de 78,93%,
confirmando que o mosto contendo tomate e chaptalizado pode ser usado como matéria-
prima para fermentac&o, e obter eficiéncias elevadas.

O rendimento de processo varia de 0-51,1% e reflete a utilizacdo dos agucares iniciais
para o etanol produzido. Ele é importante em relacdo acucar residual do fermentado e atua
na classificacdo do vinho. Segundo De paula et. al. (2012), o vinho pode ser classificado de
acordo com acucar residual em vinho seco é aquele que possui até 5 g/L de acucar residual,
0 vinho meio Doce (demi-sec) é aquele que possui de 2-5 g/L acUlcar e vinho suave é aquele
que possui mais de 20 g/L de agucar. Em comparagdo com os fermentados produzidos nesse
trabalho, percebe-se que para alcangar o teor alcodlico desejado, entre 9-14 °GL (71-110
g/L) de etanol, apenas as fermentagdes com concentracdo inicial de 230 g/L de sacarose, em
torno de 25 °Brix de sélidos soluveis totais, e possuiam um teor de agucar residual maior que

20 g/L, portanto sendo considerado um vinho doce.
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5.7 Inibic&o por substrato e por produto

Muitos autores mencionam considerar a inibicdo por substrato quando se utiliza
elevadas concentracdes de acucar (PUTRA e ABASAEED, 2018; RIVERA et al., 2017). O
modelo mais comum associado a modelagem desse tipo de efeito tem sido o modelo de

Andrews, utilizando a Equacéo 33:

max-s
p= -tmex (33)

KS+S+K_I
Para fermentado alcodlico a partir do mosto acucarado, geralmente essa inibicao
passa a ocorrer a partir de 100 g/L e vai aumentando gradativamente de acordo com o
aumento da quantidade de substrato (PUTRA e ABASAEED, 2018; SRIMACHAI et. al.,
2015; RIVERA et al., 2017). Nesse sentido, realizou-se uma modelagem utilizando-se os
valores das taxas de crescimento méximas obtidas nas fermentacgdes, uma vez que, observou-

se uma diminuicdo dessas taxas com o aumento da concentracdo de acucar (Tabela 6).

No entanto, foram utilizadas apenas 3 concentra¢6es de acucar inicial (55,110 e 230),
sendo 3 pontos ineficientes na modelagem de uma equacdo nao-linear como a de Andrews.
Nesse sentido, realizou-se duas adicionais fermentacdes com 82,5 e 170 g/L de agucar

inicial.

Como se pode verificar na Figura 14, houve uma leve inibicdo com o aumento da
concentracdo de substrato simulada com um menor MPE em compara¢cdo com a 0 modelo
de Monod (Fig. 14A), pelo modelo de Andrews (Fig. 14B), apresentando um MPE médio
de 7,5 e 3%, respectivamente (Tabela 10). No entanto, com MPEs baixos e proximos, usar
0 modelo de Monod se torna mais conveniente por resultar em equacgdes de trabalho mais
simples (Equacdes 29, 30 e 31). Em relagdo a dependéncia da taxa méxima de crescimento
(Umax) com a concentracdo de inoculo (Fig. 14C), se verificou que ao aumentar a
concentracdo de inoculo, ha um aumento de pmax até 3g/L de indculo inicial, decrescendo a
partir disso. Esse comportamento foi verificado por Silva, Meneghello e Bertucco (2018),
que utilizaram concentrac@es de inoculo entre 0,2-12,5 g/L.
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Figura 14 — Modelos Monod e Andrews em funcdo da concentracdo inicial de substrato (So) e da
concentragdo inicial de inoculo (Xo) com as taxas maximas de crescimento para cada fermentacéo
(Umax): A —Modelo de Monod, B — Modelo de Andrews e C —taxas méaximas de crescimento de cada
fermentacéo. Os simbolos representam em A e B, a taxa de crescimento méaxima obtida a partir das
concentracgdes iniciais de agucares para: (m) 1, () 3 ¢ (A) 5 ¢g/L de indculo. As linhas que contornam
0s pontos representam as simulagfes obtidas. Os simbolos representam em C, a taxa de crescimento
obtido a partir das concentragdes iniciais de indculo para: (m) 55, (1) 82,5, (#)110, (c)170e (A) 230

g/L de acucares. As linhas que contornam os pontos representam as simulacdes obtidas.
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Fonte: Autor, 2020.

A constante de inibicdo encontrada foi em torno de 508,16 + 5,16 g/L (Tabela 10). O

valor dessa constante é bastante controversa em literatura quando se trata de fermentacdes
etanolicas, se situando em alguns casos entre 25-50 g/L, como delimitados pelos trabalhos
de Putra e Abasaeed et al. (2018) (fermentacdo de xarope de sacarose, 2,5 g/L inicial de
indculo e 78 g/L inicial de substrato) Comelli, Suley e Isla (2016) (fermentacdo de agua
residual da producdo de refrigerantes, 2 g/L inicial de indculo e 100 g/L inicial de substrato);
Esfahanian et al. (2016) (fermentagdo de mosto glicosado, 15 g/L inicial de indculo e 100
g/L inicial de substrato) e Scheiblauer et al. (2018) (fermentacdo em batelada de xarope

acucarado, 6,0 g/L inicial de in6culo e 22,50 g/L inicial de substrato).
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No entanto Veloso et al. (2018) (fermentacdo do caldo da cana-de-acucar, 8,0 g/L
inicial de indculo, 180 g/L inicial de substrato) encontraram um valor de K, de 170 g/L e
Ponce et al. (2016) (Fermentacdo de melaco de cana-de-acucar com decapagem de gas in
situ, 5 g/L inicial de inoculo, 200 g/L inicial de substrato) em torno de 250 g/L, mostrando
assim ordens no minimo 5-10 vezes maiores que as anteriormente citadas, corroborando
assim, o significado fisico do K; encontrado nesse trabalho, uma vez que o Modelo de Monod
ajustou com boa acuracidade os dados experimentais e a reducdo da taxa de crescimento
microbiana diminuiu levemente, mostrando que nesse tipo de mosto, a inibi¢cdo pelo

substrato se mostrou menos acentuada refletindo-se em um K, elevado.

Tabela 10 — Constantes associadas ao modelo de Monod e Andrews considerando as taxas maximas
de crescimento de cada fermentacdo, permitindo encontrar a taxa de crescimento maxima global

(Mmax.globat) € @ constante de inibicdo (Kj).

Constante Concentracéo de Inoculo
(g/L)
1 | 3 | 5
Modelo de Monod
HMmax global (dia™) 0,2376 0,4746 0,4050
MPE (%) 9,26 6,84 6,00
Modelo de Andrews
Mmax,global (dia™t) 0,2966 0,5970 0,4880
Ki(g/L) 515,47 501,13 510,00
Ki medio (g/L) 508,16 + 5,16
MPE (%) ‘ 1,21 3,61 3,87

Fonte: Autor, 2020.

Outro tipo de inibicdo que pode ser significativa, € a por produto, no caso,
concentracdo de etanol. No caso de fermentacdes etandlicas, geralmente, uma concentracdo
a partir de 80 g/L de etanol influencia na atividade microbiana (VELOSO et. al., 2018; DIAS
et. al., 2018). Dentre as fermentagdes observadas nesse trabalho apenas a fermentacdo com
5 g/L de indculo e 230 g/L de agucar inicial obteve um valor maior que esse, no entanto,
proximo, em torno de 100 g/L, restando-se constante do quarto ao oitavo dia de fermentag&o.
Outros trabalhos também relatam que a partir de 100 g/L de etanol ndo ha incremento
significativo na producdo de etanol por S. cerevisiae (VELOSO et al., 2018;
PHISALAPHONG, SRIRATTANA e TNATHAPANICHAKOON, 2006). Por essas razdes,

a cinética de inibicéo por produto, ndo foi considerada nesse trabalho.
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6. CONCLUSOES:

Foi possivel obter uma bebida fermentada da polpa do tomate chaptalizada, com 110
g/L de concentracdo de etanol, estando de acordo com legislacdo brasileira, que exige que o
teor de etanol fique entre 71 — 110,5 g/L, obtendo-se também uma eficiéncia maxima de

fermentacao de 99,5 % e um rendimento de processo maximo de 40,29%.

Os parametros cinéeticos do modelo de Monod obtidos a partir das 9 fermentacdes em
batelada, foram capazes de predizer satisfatoriamente o comportamento das fermentaces.
A fermentacdo se desenvolveu de forma lenta, com taxa de crescimento méaxima (Jmax)
situando-se entre 0,2-0,5 dia™* e com cerca de 4 dias de fase estacionaria, estando de acordo
com estudos de fermentados de polpas de frutas/verduras, assim como também a constante
de semi-saturacdo do modelo de Monod (Ks), com valor médio 7,47 £ 0,18 g/L, se mostrou

adequada com uma variagdo menor que 3%.

Em relag&o as taxas de consumo de substrato e a produtividade de etanol, foram obtidos
valores méaximos de 4,545 g/(L.h) e 1,39 g/(L.h), respectivamente, quando se utilizou a maior
concentracdo inicial de indculo de 5 g/L e maior concentracdo inicial de substrato 230 g/L,
sendo os valores encontrados, préximos aos da literatura de fermentados de frutas e verduras,
mostrando que quanto maior a concentragdo de inoculo, maior foi 0 consumo de agucares,

para tempos de fermentagdes maiores.

Foi possivel avaliar que o fator de conversao de células por substrato (Yx/s) e produto
(Yp/s) por substrato estdo diretamente relacionados com o substrato, do que com a
quantidade de in6culo, o fator de converséo Y x/saumentou com uma maior concentragéo de
indculo e de substrato, embora que em concentracfes elevada de indculo (3-5 g/L) esses
valores se mantém muito préximos, ja o fator de conversdo Yp/s aumentou até 3 g/L de
inéculo e decaiu em 5 g/L, aumentando-se com aumento do substrato. Esse comportamento
se d& pelo fato de que é um processo quase que anaerdbico e em altas concentracdes de
acucares ocorre o favorecimento metabolismo celular para producéo de etanol, ao invés do

crescimento celular.

Na analise da inibicdo por substrato, utilizando o0 modelo de Andrews, obtendo-se
um K; médio de 508,16 + 5,16 g/L, proximo aos estudos de fermentados alcoolicos de
frutas/verduras, observando-se que a reducdo leve da taxa de crescimento microbiana,

ressaltando que para este tipo de mosto a inibicdo pelo substrato é pequena,
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consequentemente obtendo um K, elevado, e portanto; sendo possivel utilizar apenas o
modelo de Monod e os fatores de conversdo para predizer as fermentacGes. Ja a inibi¢do por
producdo ndo foi avaliada, por ter obtido um teor alcodlico de 101 g/L praticamente
constante do quarto ao oitavo dia de fermentagéo, néo interferindo na fase exponencial da

crescimento.

Como sugestdo de estudo para trabalhos futuros, pretende-se realizar a analise
sensorial do fermentado obtido dentro da legislacdo brasileira, também verificar a
estabilidade do produto e sua capacidade antioxidante, produzir o vinagre de tomate e
caracterizar sua modelagem cinética em relacdo a producdo de acido acético, crescimento

celular e producéo de etanol.
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