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Producao de bebidas inovadoras a base de maca
Resumo

Com o presente trabalho pretendeu-se dar uso as macas que nao podem ser vendidas: produzindo
um sumo que juntasse as vantagens da maca, a matéria-prima, aos beneficios dos microrganismos
probidticos e produzindo um vinagre para garantir a utilizacao das macas que se encontrassem numa
fase de maturacao mais avancada.

Alimentos funcionais sao alimentos que para além do valor nutricional ainda tém efeitos metabdlicos
e fisiolégicos no organismo do consumidor. Alimentos probioticos s@o, por sua vez, alimentos que
regulam o equilibrio intestinal do consumidor, melhorando a sua saude. Habitualmente este tipo de
produtos sao consumidos na forma de iogurtes, no entanto, por causa da intolerancia a lactose nem
todas as pessoas tém acesso a tais produtos naturalmente nutricionais. Assim, aliou-se a maca a
um microrganismo probidtico: a bactéria latica Lacticaseibacillus casei. Por sua vez, apesar de nao
ser tdo reconhecido como tal, o vinagre também ¢é caracterizado como um alimento funcional gracas
as inumeras vantagens associadas ao seu consumo.

De forma a obter um sumo probiotico, obteve-se sumo de maca e inoculou-se com Lacticaseibacillus
casei, estudando a adaptacao da bactéria com a presenca e auséncia de extrato de levedura. Para
obter o vinagre, inoculou-se sumo de maca com fermento de padeiro e posteriormente com vinagre
nao pasteurizado ou com Acefobacter syzygii.

Relativamente ao sumo, verificou-se que na presenca de extrato de levedura, a bactéria cresce mais
rapidamente, consome mais acucares e, consequentemente, produz mais acido latico. Na presenca
de extrato de levedura, a bactéria produz mais do dobro de acido latico comparativamente quando
a bactéria ndo tem extrato de levedura no meio. Foram feitas analises sensoriais onde foram
comparados sumos fermentados e nao fermentados, daqui concluiu-se que os provadores tiveram
mais preferéncia pelos sumos nao fermentados. Por outro lado, entre os sumos fermentados, o sumo
de maca Golden Delicious foi o que obteve melhor apreciacdo, tendo sido caracterizado como o
melhor nos parametros de aspeto geral, cor, aroma, sabor, docura e apreciacao global, por outro
lado.

Relativamente ao vinagre, verificou-se que para o vinagre nao pasteurizado, obteve-se melhores
resultados quando nao houve remocado do inoculo da fermentacdo alcoodlica, obtendo-se um

rendimento de 1,82 gécidoacético/getanol. Por outro lado, o procedimento que obteve melhor

produtividade em acido acético foi o procedimento onde o fermentado da fermentacéo alcodlica foi
apenas centrifugado, obtendo-se uma produtividade de 2,88 g/(L d) de acido acético. Quando se
usou a bactéria acética, obteve-se baixos valores de rendimento e de produtividade em acido acético:

0,16 ;140 acetico” Eetanol € 0,04 &/(L d), respetivamente. Assim, o uso de vinagre nao pasteurizado

obtém melhores resultados comparativamente ao uso de uma bactéria.

Palavras-chave: sumo probidtico; vinagre; maca; Lacticaseibacillus caser;



Production of innovative beverages from apple
Abstract

The main goal of the current work was to avoid wasting apples that cannot be sold. To solve this
problem functional beverages were produced: an apple beverage with probiotic function as well as
an apple vinegar.

Functional food consists of food that beyond their nutritive value also have metabolic and physiological
effects on the body of the consumer. Probiotic food is food that regulate the intestinal balance of the
consumer, improving their health. These types of products are typically consumed as yogurt,
however, due to lactose intolerance, not all human beings can consume such nutritional products.
This way, apple juice was inoculated with a probiotic microorganism: the lactic bacteria
Lacticaseibacillus casei. However, even though it is not recognized as such vinegar is also
characterized as functional food due to the numerous advantages associated with its consumption.

In order to obtain a probiotic juice, apple juice was obtained and inoculated with Lacticaseibacillus
casei, afterwards the adaptation of the bacteria with the presence and absence of yeast extract was
studied. On the other hand, to obtain the vinegar, apple juice was inoculated with yeast and then with
unpasteurized vinegar or Acefobacter syzygii.

Regarding the juice, it was found that in the presence of yeast extract, the bacteria grow faster,
consume more sugars, and consequently produce more lactic acid. In the presence of yeast extract,
the bacteria produce more than twice as much lactic acid compared to when the bacteria do not
have yeast extract in the medium. Sensory analyzes were carried out where fermented and non-
fermented juices were compared, from which it was concluded that the tasters had more preference
for non-fermented juices. However, among the fermented juices, Golden Delicious juice was the one
that got the best appreciation, having been characterized as the best in terms of general appearance,
color, aroma, flavor, sweetness and global appreciation.

Regarding vinegar, it was found that for unpasteurized vinegar, better results were obtained when
there was no removal of the inoculum from the alcoholic fermentation, obtaining a yield of
1,82 g tic aciOl/gethanol. On the other hand, the procedure that obtained the best productivity in
acetic acid was the procedure where the fermentation from alcoholic fermentation was only
centrifuged, obtaining a productivity of 2,88 g/(L d) of acetic acid. When acetic bacteria were used,
low yield and productivity values in acetic acid were obtained: 0,16 gaceticacid/gethanol and

0,04 g/(L d), respectively. In short unpasteurized vinegar showed better results than when using a
single strain of bacteria.

Key-words: probiotic beverage; vinegar; apple; Lacticaseibacillus caser
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1 Objetivo

Estima-se que em Portugal se produzam 350 mil toneladas de macas anualmente. Desta quantidade,
cerca de 20 % nao chega a ser consumida por ndo estar integrada nos padrdes definidos pela Unido
Europeia como fruta aceitavel para venda [1].

O desenvolvimento de uma empresa esta dependente da sua capacidade de inovacéo. Atualmente, com
a preocupacao pelo meio ambiente e com a sustentabilidade da sobrevivéncia humana, tenta-se que
inovacao e sustentabilidade evoluam lado a lado, nunca descuidando a qualidade do produto.

O objetivo principal deste trabalho foi juntar ambos estes fatores: a sustentabilidade da producao de fruta
e a inovacdo: procurando novas formas de usar a maca que ndo pode ser vendida e acaba por ser
desperdicada através da producao de um sumo que traga vantagens nutricionais para o consumidor.
Assim, tentou-se desenvolver um sumo probiotico.

Para cumprir o objetivo, foi estudada a fermentacao latica de sumo de maca com bactérias probioticas.
A bactéria escolhida foi a Lacticaseibacillus casei.

De forma a utilizar também as macas que se apresentassem num estado de maturacdo mais avancado,

e que ndo poderiam ser usadas para o sumo, foi também estudada a producao de vinagre de maca.



2 Introducao

2.1 Maca

A maca, de nome cientifico Malus domestica Borkh, é dos frutos mais consumidos pelo homem, seja na
sua forma mais simples, como fruto, seja incluida em sumos, pratos principais, sobremesas ou
acompanhamentos.

Estima-se que a maca seja um fruto inicialmente proveniente das montanhas da Asia, tendo-se espalhado
pelo resto do mundo através da intencado de venda, através dos animais ou por causas naturais [2].
Através da sua dispersao foi possivel chegar as agora cerca de 7500 variedades de macéa existentes.

A nivel mundial ha atualmente a producdo de cerca 80 milhdes de toneladas de maca, estando o
continente asiatico responsavel por cerca de 65 % da producéo total. Na Figura 1 pode-se comparar a
producdo de maca, em toneladas, nos varios continentes. Aqui verifica-se que a China é responsavel por

50 % da producao total [3].
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Figura 1: Producao de maca expressa como peso em funcdo do ano de producao (adaptado de[3]).

Independentemente da quantidade de fruta ou vegetal produzido, o interesse do consumidor pelo produto
s6 se mantém se este tiver qualidade e, neste caso, se se enquadrar nos gostos do consumidor. A
qualidade final de um fruto esta dependente de todos os passos desde a recolha da sua semente até a
sua colheita. Apesar de ser possivel plantar uma macieira através de uma semente, de forma a manter
a qualidade do produto entre geracdes é costume optar-se pelo método de enxertia, onde é possivel

controlar ao maximo possivel que o seu aspeto e o seu sabor se mantém entre geracoes [4]. Para além



do método de reproducdo, ha ainda alguns cuidados a ter com a planta para certificar que os frutos
obtidos tém as caracteristicas o mais semelhantes possivel, controlando, por exemplo, o tipo de solo, a
quantidade de sol que a arvore e o fruto apanham, bem como as condicdes meteoroldgicas a que esta
sujeita [4].

Em média, a maca madura é constituida por 89 % de agua (que capta uma grande quantidade de
minerais, como o potassio, magnésio, calcio e sodio), por 14 % de hidratos de carbono, 0,5 % de lipidos
e 0,3 % de proteinas. Dos 14 % de hidratos de carbono, cerca de 80 % sado acucares, como a D-frutose,
a D-glucose e a sacarose, a restante percentagem corresponde as fibras presentes na maca [5]. Estas

quantidades diferem consoante a variedade da maca, a forma como é cultivada e onde é cultivada.

2.1.1 As diferentes variedades da maca consumidas pelos Portugueses

Estima-se que em Portugal se produzam anualmente cerca de 350 mil toneladas de maca, sendo a
regido de Alcobaca a responsavel por quase 20 % desse valor [1], [6].

Entre as variedades de macas mais escolhidas pelos portugueses estdo a Golden Delicious, Casanova
de Alcobaca, Reineta, Red Delicious, Fuji, Jonagold, Royal Gala, Granny Smith e Pink [7].

As variedades de cor avermelhada sdo a maca Casanova de Alcobaca, a Red Delicious, a Fuji, a Pink, a
Jonagold e a Royal Gala. A maca Casanova de Alcobaca ¢ uma maca nacional, cuja aparéncia exterior
se caracteriza por ser vermelha, mas que pode apresentar manchas amarelas. E uma maga sumarenta
e agridoce [7]. A maca Red Delicious, ¢ uma maca levemente doce e crocante [8]. Tem uma aparéncia
avermelhada, com laivos amarelos. A maca Fuiji, é originaria do Japdo. E uma maca bastante doce,
sumarenta e firme [9]. A maca Pink originaria da Australia, € uma maca avermelhada com laivos
amarelos. Apesar de apresentar um alto teor de aclicares, tem um sabor agridoce. E bastante sumarenta
e crocante [7]. A maca Jonagold é caracterizada pelo tamanho grande, cor vermelha forte e sabor
bastante doce [10]. A maca Royal Gala é uma maca grande, cuja altura é superior a sua largura e cujo
sabor é também doce e com casca fina, mas com uma textura crocante [9]. Na Figura 2 estdo

representadas as macas de cor avermelhada.



Figura 2: Variedades de maca de cor avermelhada. A - Maca Casanova de Alcobaca [11], B - Maca Red Delicious [12], C - Maca Fuji[12],
D - Maga Pink [13], E - Macéd Jonagold [12], F - Maca Royal Gala [12].

Ja as macas das variedades Golden Delicious, Reineta e Granny Smith tém um aspeto entre o0 amarelo
e 0 verde. A maca Golden Delicious é uma maca de aparéncia amarelada; é considerada uma maca
suave, de casca fina e fragil, ndo aguentando muito tempo sem comecar a ficar marcada e com aspeto
pouco agradavel [9]. A maca Reineta, originaria da Franca, tem um aspeto rugoso cuja cor se destaca
por uma mistura de castanho com vermelho. E uma maca doce, mas com sabor afarinhado. O seu
formato ¢é arredondado e achatado no topo e no fundo [14]. A maca Granny Smith também com origem
australiana, possui uma pele brilhante que apesar de verde, comeca a criar um toque de vermelho
quando comeca a amadurecer. E uma macé tipicamente dura e acida, mas que apds cozida, adoca [9].

Na Figura 3 estao representadas as macas Golden Delicious, Reineta e Granny Smith.

A B C

Figura 3: Variedades de maca de cor esverdeada: A - Maca Golden Delicious [12].; B . Maca Reineta [15], C - Maca Granny Smith [12].



2.1.2 Importancia nutricional da maca

De uma forma geral, 0 consumo de qualquer fruta, seja em que formato for, traz bastantes vantagens,
nomeadamente na eliminacdo de toxinas e no efeito diurético [16]. No entanto, o consumo da maca,
direta ou indiretamente, esta cientificamente ligado a menores problemas de pulmdes, como o cancro
do pulmao e asma. O consumo da maca esta também relacionado com um menor risco de problemas
cardiovasculares, assim como um menor risco de diabetes e a uma perda de peso mais eficiente [17].
Todas as vantagens do consumo da maca estao ligadas aos componentes quimicos presentes tanto na
casca da maca, como no seu interior; a sua grande concentracao de flavonoides e de carotenoides
garante a importancia da maca numa dieta saudavel [17]. Ambos sdo compostos ligados aos produtos
ditos “vindos da Terra”, podendo ser encontrados em produtos “cultivados”, como por exemplo vegetais,

frutas e cereais, fornecendo-lhes a importancia numa dieta saudavel.

2.2 Alimentos funcionais

Apds a Segunda Guerra Mundial, os habitos alimentares dos japoneses aproximaram-se dos habitos
alimentares dos ocidentais: maior consumo de proteina animal, acucares e gorduras saturadas. O que
resultou na razao de morte dos japoneses aproximar-se da razao de morte dos ocidentais: morte por
problemas relacionados com o coracdo, como € o caso de hipertensao, colesterol, diabetes e cancro,
doencas relacionadas com a alimentacao [18].

Para combater essas doencas e tentar salvar a salude da sua populacdo, o Ministério da Saude e Bem-
estar japonés decidiu criar um sistema que se responsabilizasse por ajudar a prevenir e combater
doencas relacionadas com o estilo de vida das pessoas, o FOSHU (Food for Specified Health Use). Alguns
dos alimentos incluidos nesse sistema assemelham-se ao que atualmente conhecemos por alimentos
funcionais [18].

Qualquer alimento pode ser considerado como funcional, no entanto este termo é usado para especificar
aqueles alimentos que, para além das funcdes nutricionais, ainda produzem efeitos metabolicos e
fisioldgicos no organismo que os consome, ajudando a reduzir o risco da incidéncia ou apoiando o
organismo no combate a certas doencas [19].

Para que o efeito do consumo dos alimentos funcionais seja eficaz, é necessario que se registe um
consumo regular, integrado numa dieta a base de frutas, verduras e cereais. Alguns dos componentes
dos alimentos funcionais que lhes dao funcionalidade sdo os carotenoides, os flavonoides (presentes

também na maca), acidos gordos (como é o caso do dmega-3), probidticos e fibras [19].



Quando se fala em alimentos funcionais pode-se referir os compostos bioativos, suplementos
alimentares, ingredientes funcionais, produtos de saude naturais e nutracéuticos [20]

Apesar do consumidor geral estranhar aquilo que é novo, produtos que estejam cientificamente ligados
a um beneficio para a satde, sdo produtos que atraem a sua atencdo. Apesar de comparativamente aos
alimentos convencionais, os alimentos funcionais serem considerados inovadores, a aceitacéo e intencéo
de consumo destes alimentos esta dependente do estilo de vida e de fatores demograficos (género, idade

e nivel educacional) do respetivo consumidor [21], [22].

2.2.1 Alimentos probioticos

Dentro dos alimentos funcionais, destacam-se os alimentos probioticos.

O termo “probidtico” tem origem grega e significa “para a vida”. Comecou por ser usado para referir
compostos que, quando corretamente utilizados eram capazes de estimular o crescimento de outros
microrganismos [23]. Posteriormente, o termo foi redefinido para significar organismos vivos que, quando
ingeridos, tém beneficios na flora bacteriana intestinal do hospedeiro [24].

Atualmente, quando se menciona alimentos probidticos, esta-se a referir a alimentos que melhoram a
salide do consumidor através da regulacao do equilibrio intestinal com a repopulacao direta desse meio
[20]. Os probidticos sao considerados como bioterapéuticos, bioprotetores ou bioprofilaticos dada a sua
acao na melhoria das propriedades da microflora nativa [25].

A forma mais comum de probidticos sdo as bactéricas laticas, nomeadamente dos géneros
Lacticaseibacillus e Bifidobacterium, uma vez que fazem parte da microbiota do intestino [20]. Na Tabela

1 referem-se alguns microrganismos usados em formulac¢des probiéticas.

Tabela 1: Microrganismos com propriedades probidticas (adaptado de [18])

Lacticaseibacillus Bifidobacterium Outra§ pacterlas Mlcrorge}r?lsmos nao
laticas laticos
) ) . Bacill .
L. acidophilus B. adolescentes Enterococcus faecalis act ustgﬁgfus var
L. casei B. animalis Enterococcus faecium Sacchargmy ces
cerevisiae
L deslbrueckii B. bifidum Lactococcus lactis Saccharom)'/'ces
boulardii
) . L .y e
L. paracasei B. lactis euconoszfoc Escherichia coli Nissle
mesenteroides
L. plantarum B. longnum
L. gasseri B. thermophilum




2.2.2 Efeitos benéficos dos probioticos

0 efeito mais importante reconhecido dos microrganismos probidticos ¢ o seu papel inibidor dos
microrganismos patogénicos. No entanto, muitos outros efeitos tém sido registados como é o caso de
controlar a intolerancia a lactose e a glucose, e a prevencao e tratamento de doencas como a
hiperglicemia e a disfuncdo metabolica [26]. Na Figura 4 esta representado um esquema que indica os

efeitos dos probidticos nos varios érgaos do corpo humano.

Hipertensao O

Infecao por Mycobacterium
tuberculosis

Infecdo por P. aeruginosa
Alergias aos acaros da poeira

Obesidade oo

Hiperamonia n egao por '

Fenilcetonuria Helicobacter pylori
VIH

Diabetes (Tipo Alergias
Inflamacao

1 e Tipo 2)
Cancro

Infecdo por Clostridium
difficile

Infecdo por Shigella
dysenteriae

Infecdo por Vibrio cholera

O0¢0

Infegéo por
Enterococcus spp.

Figura 4: Esquema representativo das doencas alvo dos microrganismos probidticos nos varios orgaos (adaptado de [27]).

Current Opinion in Chemical Biology

Para proteger a microflora intestinal e combaterem certas doencas, as bactérias probiodticas competem
e consomem 0s nutrientes que de outra forma seriam usados por agentes patogénicos para proliferarem
[28] [29]. Por outro lado, o consumo por via oral de probioticos previne infecoes em partes do corpo nao
diretamente ligadas ao intestino, como ¢ o caso dos brénquios e das mucosas urogenitais [30]-[32].

Ao nivel das alergias, o consumo de probidticos ¢ uma solucdo no seu combate, uma vez que estes
microrganismos sao capazes de controlar a histamina responsavel pela resposta alérgica, bem como
ajudam a aliviar os sintomas associados a essa resposta [28]. Ja para ajudar a combater o cancro, as
bactérias probidticas envolvem-se em varios mecanismos, como por exemplo alterando a composicao da
flora intestinal, reduzindo o nimero de bactérias perigosas e patogénicas e reduzindo a reacao anti-
inflamatéria até se dar a degradacdo de células potencialmente carcinogénicas ou afetar a sua

proliferacdo [33], [34].



2.2.3 Probidticos na industria alimentar

A nivel industrial, os probioticos apresentam um grande potencial gracas aos varios beneficios para a
saude dos consumidores. No entanto, para as culturas destes microrganismos serem utilizadas na
producéo de produtos alimentares, as culturas devem ser empregues com base no seu desempenho
tecnoldgico para assim serem desenvolvidos produtos de aroma e textura adequados e que mantenham
inalterada a funcéo do microrganismo.

Alguns fatores que influenciam a viabilidade do produto final e das bactérias la empregues sao o género
e espécie da bactéria escolhida, a formulacdo e composicao do alimento e as condicdes em que o
produto final é preparado e armazenado. Para garantir que a qualidade de ambos & fixa e ndo diminui
ao longo da producdo, deve-se estudar a multiplicacdo do alimento, as propriedades sensoriais
adequadas e a estabilidade do produto durante o armazenamento.

A maioria dos produtos com probiéticos no mercado provém de lacticinios, como é o caso de leite
fermentado, iogurtes, gelado e queijo [35]. Embora as bactérias lacticas ajudem a combater a
intolerancia a lactose e a glucose, nao agem da mesma forma em todos os individuos alérgicos, pelo que
foi necessario desenvolver novos produtos que nao envolvessem lacticinios na sua formulacao, mas que
permitissem o consumo de bactérias probidticas, como por exemplo sumos, bebidas ndo lacteas,

alimentos a base de cereais e chocolate [26], [35].

2.3 Vinagre

A palavra vinagre resulta da aglutinacao de “wvinu/' e “acre’, palavras do latim que significam “vinho” e
“acre”, respetivamente [36]. O vinagre resulta da dupla fermentacdo (fermentacao alcodlica e
fermentacao acética) de um liquido de origem agricola.

Apesar de ndo se saber ao certo a origem do vinagre, ha referéncias ao seu uso como conservante e
enaltecedor de sabor datadas de 5000 a.C. Estima-se que os povos antigos o tenham descoberto
aquando da descoberta da vinicultura de forma casual, ao deixarem o vinho em condicdes adequadas
para a fermentacdo acética [37]. Desde entdo o vinagre tem sido usado de multiplas formas: como
bebida alcodlica dos mais desfavorecidos, uma vez que tinha origem no vinho que com o tempo perdia
qualidade no sabor e, portanto, perdia valor monetario enquanto bebida alcodlica, como composto de
produtos médicos ou como parte de receitas culinarias [38].

0O vinagre pode ser obtido de duas formas, a primeira através do sumo de uma fruta que ¢é colocado a
fermentar alcoolicamente, onde através de leveduras ou bactérias os acucares presentes no sumo sao

convertidos em etanol e, posteriormente, esse alcool é convertido em acido acético por bactérias



aceticas; e a segunda onde vinho de fruta é deixado a maturar ao ar, sem controlo, e o etanol presente
¢ diretamente convertido em acido acético através das bactérias que se desenvolvem no meio ou que

sao adicionadas com esse propésito.

2.3.1 Processos de fabrico

No passado, o vinagre era produzido pela exposicao da bebida alcodlica ao ar, sem nenhum controlo.
Atualmente, com a evolucdo do conhecimento sobre os varios processos biotecnolégicos envolvidos, a
producdo de vinagre ¢ muito mais controlada e variada. Os métodos mais usados para a producdo de
vinagre sdo o Processo lento ou Processo de Orledes ou francés, o Processo rapido ou alemao e o

Processo submerso.

Processo lento ou Processo de Orledes ou Processo francés

O Processo lento é o processo mais antigo usado na producao de vinagre e, tal como o nome indica, ¢
um processo lento que consiste em colocar a matéria-prima em barricas de madeira semi-cheias, sujeitas
a temperaturas altas, enquanto o substrato alcodlico fermenta, exposto ao ar [38].

De forma a permitir que o processo seja continuo, ha um orificio no topo na barrica para renovar o
substrato e outro, com torneira, no fundo para retirar o vinagre no fim da fermentacao [38].

Mais tarde, em Orledes, em Franca, o processo foi aperfeicoado, o que deu 0 nome do pais e da cidade
ao processo. As bactérias acéticas apresentavam-se na forma de uma camada gelatinosa, tendo sido
feitos buracos no topo da barrica, no sentido de melhorar o contacto das bactérias com o ar e assim
aumentar a velocidade da fermentacdo. Para garantir que, de cada vez que era adicionado novo
substrato, a camada de bactérias ndo sofria perturbacdes, ligou-se um tubo da entrada do orificio, no
topo, até um ponto abaixo da camada de bactérias. Ainda para aumentar a velocidade do processo
fermentativo estudou-se a relacdo entre a area superficial e o volume e concluiu-se que, com a barrica
deitada, como ha maior area de contacto entre o ar e as bactérias acéticas, o processo & mais rapido
[38]. Na Figura 5 esta representado um esquema da barrica.

De forma a iniciar o processo deve-se adicionar 10 % do volume util da barrica de um vinagre nao
pasteurizado, ou seja, de bactérias ativas, para se formar a camada gelatinosa, e passado 15 dias, retirar
10 % desse volume e adicionar 0 mesmo volume de substrato alcoolico. A partir desse passo, a recolha

e adicao de substrato alcodlico pode ocorrer semanalmente [38].



Como este vinagre é produzido de forma lenta, da-se 0 amadurecimento completo do produto, tornando
0 seu sabor mais suave e agradavel, fornecendo ao produto uma qualidade superior aos vinagres

produzidos por outros métodos [38].

<y Entrada do vinho
«— Algodiio ou I8

: ab Abertura com tela para

entrada de ar
Nfvel méximo do vinrho

Figura 5: Imagem ilustrativa do Método lento [39].

Processo rapido ou Processo alemao

Com origem na Alemanha no século XIX, este processo apresenta-se como uma versao mais rapida do
Método lento.

Neste método utiliza-se um tanque cilindrico dividido em trés partes: a seccao superior, onde o extrato
alcodlico sofre o processo de avinagramento, a seccao intermédia, preenchida por raspas de madeira ou
sabugos de milho, que tém como funcao facilitar o arejamento das bactérias acéticas, e a parte inferior,
onde ¢ depositado o vinagre. A passagem entre seccoes é feita através de gotejamento gracas a forca
gravitica. A entrada de ar é assegurada por orificios localizados no fundo falso da segunda seccdo e o
processo demora cerca de 10 dias até que se possa retirar cerca de 10 % do vinagre obtido [38].

Até todo o etanol ser convertido em acido acético, o liquido que chega ao fundo do tanque, é reciclado
para o topo para repetir o processo [37].

Na Figura 6 esta representado um esquema do tanque cilindrico onde é possivel ver as varias seccdes

do tanque.
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Figura 6: Esquema do tanque usado no Método rapido, A- grade de arejamento,; B- ripas de madeira; C- bomba para movimentacao do
liquido; D- dispersor do substrato, E- refrigerante de dagua, F- dispositivo de condensacéo de vapores (adaptado de [39]).

Processo submerso

E o processo usado atualmente na industria do vinagre gracas a sua elevada produtividade [37].

Num tanque de aco inoxidavel é colocado o substrato alcodlico e as bactérias acéticas submersas nele.
Pelo facto das bactérias estarem submersas, a oxigenacao de todo o liquido tem de ser bem controlada
em todos os pontos do tanque, para o que se usa ar comprimido injetado a partir do fundo do tanque. O
teor alcoolico € medido ao longo do processo por um sensor interno [38].

O substrato alcoolico é colocado no tanque e inoculado com vinagre nao pasteurizado ou bactérias
aceéticas. Apds a primeira recolha, é necessario adicionar mais substrato ao tanque, bem como mais
indculo de bactérias acéticas. Para se repor as bactérias pode usar-se parte do vinagre retirado da
primeira amostra. A partir dai, cerca de 25 % do volume do tanque pode ser retirado diariamente,
registando-se um aumento de 4 % na acidez do vinagre por dia [38].

Na Figura 7 esta representado o equipamento mais utilizado neste processo, tendo sido patenteado pela

empresa Frings [39].
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Figura 7: Esquema do tanque usado no Método submerso, a- turbina de ar; b- compensador de ar, c- dispositivo para recolher o liquido
resultante da condensacédo,; d/e- dispositivo controlador da formacédo de espuma, - dispositivo para medir o teor alcodlico,; g- serpentina
de refrigeracdo, h- dispositivo para refrigeracdo, i- termometro, - bomba para entrado do substrato alcodlico, k- bomba para refirar o
vinagre (adaptado de [39]).

2.3.2 Composicao do vinagre
A composicao de um vinagre depende da matéria-prima usada para a sua producao, no entanto os
vinagres produzidos através da dupla fermentacéo de frutos ou de malte possuem uma composicdo mais
complexa do que o vinagre de alcool, por conterem as mesmas substancias sollveis que a matéria-
prima. No entanto, de forma geral, o vinagre é constituido por:
e Acido acético; principal constituinte do vinagre, € o produto final da fermentacao acética e que
fornece o sabor caracteristico ao vinagre;
e Alcool etilico residual; produto da fermentacao alcodlica e substrato da fermentacéo acética.
Embora o objetivo final da fermentacao acética seja obter o valor maximo de producéo de acido

aceético, as bactérias acéticas nem sempre consomem todo o alcool etilico presente no meio;
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2.3.3

Extrato seco; corresponde as substancias nao volateis presentes no produto, tais como glicerol,
pectinas, entre outras. A quantificacdo do extrato seco é importante para verificar se houve fraude
na producao do vinagre;

Cinzas; o teor de cinzas representa os minerais presentes no produto. O valor deste constituinte

também permite determinar fraude na producao do vinagre [40].

Legislacao

No Decreto-Lei n° 174/2007 de 8 de maio estdo descritas as normas que os produtos e vendedores de

vinagre devem cumprir. Nele, o vinagre é definido como um produto obtido do processo bioldgico de

dupla fermentacao, que inclui a fermentacéo alcodlica e a fermentacéo acética, de produtos de origem

agricola.

Sé&o distinguidos os tipos de vinagre quanto a sua origem, distinguindo:

Vinagre de vinho, como sendo o vinagre obtido exclusivamente da fermentacao acética de vinho;
Vinagre de fruta e vinagre de bagas, como o vinagre obtido através de fruta ou bagas de fruta
fermentadas alcoolicamente e aceticamente;

Vinagre de sidra, o vinagre obtido da fermentacéo acética da sidra;

Vinagre de alcool, o vinagre obtido da fermentacéo acética de alcool destilado;

Vinagre de cereais, que é o vinagre obtido (sem recorrer a destilacdo intermédia) das
fermentacdes alcoolica e acética, de cereais cujo amido tenha sido convertido em acucares pela
diastase de cevada maltada ou por qualquer outro processo;

Vinagre de malte, vinagre obtido (sem destilacao intermédia) pelo processo bioldgico de dupla
fermentacao, alcodlica e acética, de cevada maltada com ou sem a adicdo de cereais, cujo amido
foi convertido em acucares unicamente pelo processo da diastase de cevada maltada;

Vinagre de malte destilado, é o vinagre obtido pela destilacao do vinagre de malte, sob pressao
reduzida, contendo apenas os constituintes volateis do vinagre de malte de que deriva;

Outros vinagres, sao vinagres de outros produtos de origem agricola que tenham passado pelas
fermentaces ja mencionadas, nomeadamente de mel, de cerveja, entre outros;

Vinagres aromatizados e vinagres com especiarias, sao 0s vinagres referidos nas alineas
anteriores aos quais sejam adicionadas plantas ou partes de plantas aromatizantes, especiarias

e extratos aromatizantes, que sejam organolepticamente percetiveis.

Sao definidas como matérias-primas adequadas para a producdo de vinagre as matérias que se incluam

nas seguintes caracteristicas: conveniente estado de conservacdo, que se apresentem isentas de
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substancias ou matérias estranhas a sua normal composicao, que nao apresentem microrganismos
patogénicos ou de substancias destes derivados em niveis suscetiveis de prejudicarem a saude do
consumidor. No fabrico de vinagre com produtos do sector vitivinicola sé podem ser utilizados vinhos
cujas caracteristicas estejam conformes com o estabelecido na legislacdo em vigor, podendo, contudo,
apresentar excesso de acidez volatil.

Ao longo da producao de vinagre é permitido adicionar plantas ou partes de plantas que funcionem como
aromatizantes, especiarias e extratos aromatizantes, sumos ou concentrados de fruta, mel, actcar e sal.
No entanto, é proibido adicionar aromatizantes artificiais, 6leos de grainha de uva, residuos de destilacao,
residuos de fermentacado ou outros subprodutos, substancias extraidas de bagaco de todos os tipos e
acidos de todos os tipos, excecionando os acidos naturalmente contidos nas matérias-primas ou noutra
substancia cuja adicao é permitida.

O produto final deve apresentar uma acidez total minima, expressa em acido acético, de 60 g/L caso
seja vinagre de vinho e 50 g/L no caso de ser obtido por outras matérias-primas. O volume de alcool
residual, expresso em volume, nao deve ultrapassar 1,5 % no caso dos vinagres de vinho e 0,5 % no caso

dos outros vinagres.

2.3.4 Vantagens do consumo de vinagre

Desde o reconhecimento da sua existéncia que o vinagre é utilizado nao so6 pelas suas qualidades como
condimento, como também pelos seus beneficios a satide de quem o consome.

Atualmente sabe-se que o vinagre tem efeito antioxidante, antidiabético, previne a formacao de tumores
e 0 aparecimento de doencas cardiovasculares. Todas estas vantagens estdo relacionadas com a sua
composicao [41].

O facto de o vinagre ter na sua composicdo uma concentracao significativa de acido acético e de
compostos fenolicos que garantem o seu efeito terapéutico: o acido acético consegue passar a
membrana celular de microrganismos patogénicos, levando a morte de bactérias prejudiciais a saude,
da mesma forma que consegue controlar a proliferacao de células cancerigenas, tendo assim efeito anti
microbioldgico e anti-tumoral. Os compostos fendlicos possuem efeito antioxidante, defendendo o
organismo de stress oxidativo e conseguem inibir a oxidacao de lipoproteinas, prevenindo doencas
cardiovasculares [41].

Na sua forma geral, o consumo de vinagre esta associado ao controlo de doencas como a obesidade e

a diabetes pois controla o efeito glicémico e aumenta a velocidade de saciedade apés uma refeicao,
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assim como diminui o nivel de glucose no sangue. A nivel cerebral, o vinagre melhora a funcao cognitiva
e previne o aparecimento e controlo dos sintomas de pacientes com Alzheimer [41].

Comparando o que foi descrito sobre os alimentos funcionais com os efeitos do vinagre, bem como o
porqué de o vinagre ser consumido, ou seja, para além de ser usado como condimento nas refeicoes,
também é consumido pelos seus efeitos benéficos, & possivel assumir que o vinagre ¢ um alimento

funcional.

2.4 Microrganismos

Os alimentos consumidos raramente sdo estéreis. Quer seja de forma propositada ou pelo simples
desenvolvimento gracas as condicdes favoraveis do alimento cru, varios microrganismos estao presentes
nos géneros alimenticios. O desenvolvimento dos microrganismos depende das propriedades dos
alimentos, da forma de como sdo armazenados e processados e das propriedades dos proprios
microrganismos [42].

Na maioria das vezes, o desenvolvimento de microrganismos, como é o caso de varios tipos de fungos,
esta associado a alimentos improprios para consumo. No entanto, ha microrganismos capazes de
produzir um efeito positivo nos alimentos através do seu desenvolvimento: no caso de certos fungos e
algas podem ser ingeridos como componentes dos alimentos; no caso de outros tipos de
microrganismos, podem alterar os alimentos, fornecendo-lhes novas propriedades, como alteracdo de
sabor e aparéncia, benéficos para o consumidor [42].

Qualquer microrganismo, quando na presenca de um meio propicio, com nutrientes e substrato
suficientes, desenvolve-se como uma curva de crescimento como a que se representa na Figura 8. Essa
evolucao celular pode ser estudada através da contagem direta dos microrganismos ou através da

refracado da luz pelo meio onde a bactéria esta presente [43, 44].

Abs

Tempo

Figura 8: Curva de crescimento bioldgico em meilo de cultura (adaptado de [45]).
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2.4.1 Leveduras

Leveduras sdo microrganismos unicelulares pertencentes ao reino fungi As leveduras sao
microrganismos capazes de sobreviver em meios acidos, com concentracdes de etanol até 18 % e meios
concentrados de sacarose entre 55 % e 60 % [46]. A identificacao e divisdao de leveduras é muito
importante em termos biotecnologicos pois garante a sua utilizacdo de forma segura e com maximo
rendimento [47].

A utilizacdo das leveduras é bastante vasta: as leveduras podem ser usadas em industrias como a da
fermentacao, por exemplo na producao de cervejas e bioetanol; na industria alimentar e nas industrias
do ambiente e cuidados de saude [47].

Apesar de haver mais de 70 géneros de leveduras conhecidas, apenas cerca de 14 sao de origem
alimentar. As leveduras mais usadas na industria alimentar sao as leveduras pertencentes aos géneros

Saccharomyces e Kluyveromyces [46].

2.4.2 Bactérias Acéticas

A fermentacao acética é realizada por um conjunto de bactérias pertencentes a familia Acefobacteraceae.
Dentro desta familia estdo identificados 19 géneros e apenas 4 sao responsaveis pela producao de
vinagre: Acefobacter, Gluconacetfobacter, Gluconobacter e Komagataeibacter [48].

As bactérias acéticas sdo microrganismos aerobicos, gram-negativos ou gram-variaveis, com crescimento
otimo a ocorrer a temperaturas entre 25 e 30 °C e pH ideal compreendido entre 5,0 e 6,5, conseguindo
sobreviver em meios mais acidos. Estas bactérias possuem alta capacidade para oxidar alcodis na
presenca de oxigénio, distinguindo-se de outras bactérias pela sua capacidade em fazé-lo em meio acido
[48].

Na fermentacdo acética ¢ costume usar culturas ndo puras, ou seja, culturas com mais do que um
género de bactérias acéticas, pois diferentes bactérias atuam em diferentes momentos da fermentacéo.
Por exemplo, num primeiro momento da fermentacao, quando ha menor concentracédo de acido acético,
as bactérias do género Acefobactertem uma atuacdo mais ativa, e, quando o volume de acido acético
ultrapassa os 5 %, bactérias pertencentes ao género Aomagataeibactertém uma atividade predominante
[48].

A producao de vinagre da-se em condicoes bastantes acidas o que implica a utilizacdo de bactérias
capazes de sobreviver em meio acido. O alto rendimento de conversao de etanol em acido acético é

também uma caracteristica procurada em bactérias acéticas para a producao de vinagre [48].
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2.4.3 Bactérias laticas

A fermentacao latica ocorre na presenca de bactérias laticas.

As bactérias laticas sao microrganismos gram-positivos, aerotolerantes e conseguem sobreviver em meio
acido [49]. Dividem-se em mais de 9 géneros, mas 0s géneros mais usados na industria como cultura
Starter sao Lacticaseibacillus, Lactococcus e Streptococcus e enquadrados em produtos probioticos sao
Lacticaseibacillus e Bifidobacterium [50].

A fermentacao por bactérias laticas pode-se dividir em dois tipos: fermentacdo homofermentativa caso o
unico produto obtido do consumo da glucose seja o acido latico ou fermentacédo heterofermentativa no
caso de, através do consumo da glucose, haver producao de acido latico, dioxido de carbono (CO,), etanol
e acido acético [49], [50].

As bactérias laticas podem ser encontradas em varios produtos como vegetais e frutas, produtos laticos,
bem como em algumas partes do corpo humano, como é o caso dos intestinos, boca, sistema respiratério

[49].
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3 Metodologia

Ao longo do trabalho foram desenvolvidos quatro ensaios de fermentacéo, onde em cada um foi estudada
pelo menos uma fermentacado alcodlica, uma fermentacado acética e uma fermentacdo latica. Num
primeiro ensaio foram determinadas as condicdes em que iria decorrer a fermentacdo, bem como os
periodos ideais para a recolha das amostras. No segundo e terceiro ensaios foi estudado o processo
fermentativo do sumo de maca de diferentes variedades de maca. No quarto e ultimo ensaio foi produzido
sumo fermentado de macéa ao qual se realizou uma analise sensorial.

No Anexo A estao referidos os equipamentos usados.

3.1 Sumo de maca
Para a producdo do sumo de macad estudaram-se as condicdes indicadas na Tabela 2: Condicdes

estudadas nos diferentes ensaios.

Tabela 2: Condicdes estudadas nos diferentes ensaios do sumo probidtico

Variedade °Brix Extrato de levedura
1° ensaio N&o discriminada 8 N&o adicionado
Fuiji
2° ensaio Golden Delicious 10 N&o adicionado
Royal Gala
Granny Smith
3° ensaio Golden Delicious 8 Nao adicionado
Royal Gala
Fuiji
4° ensaio Golden Delicious 7 Adicionado
Royal Gala

3.1.1 Preparacao do sumo

As macas foram lavadas com agua corrente, descascadas e por fim trituradas recorrendo a um robot de
cozinha da marca Moulinex. De seguida, a polpa obtida foi centrifugada a uma velocidade de
4000 min! durante 20 minutos e seguidamente filtrada com um filtro WHATMAN 0,2 um Mebrane Disc.
O sumo de maca foi diluido em agua destilada até perfazer um volume de 600 mL, mantendo uma

concentracdo de 50 % de sumo de maca no produto final. Por fim o °Brix foi corrigido para 8 com a

18



adicdo de sacarose no primeiro ensaio, para 10 no segundo ensaio, 8 no terceiro ensaio e por fim para
7 no quarto ensaio. Os valores de °Brix foram corrigidos para diferentes valores nos varios ensaios para
estudar a evolucao da fermentacao e a concentracdo final de acido latico nas diferentes condicdes, tendo
o cuidado de causar uma grande diferenca entre o valor inicial e o valor corrigido para evitar alteracdes
ao sumo inicial.

De forma a garantir que o sumo de macd ndo seguiria a fermentacao latica com contaminantes
indesejados, o sumo foi autoclavado antes de ser inoculado e foi sempre manuseado dentro de uma

camara de fluxo laminar, com material estéril.

3.1.2 Obtencao e ativacao do microrganismo
Previamente ao inicio da fermentacdo, com 4 dias de antecedéncia, colocou-se a bactéria selecionada,
Lacticaseibacillus casei UM3, a crescer em meio MRS broth (De Man, Rogosa e Sharpe) da marca Merck

a temperatura ambiente.

3.1.3 Formulacao do sumo com o microrganismo e fermentacao

Ao sumo diluido previamente preparado adicionou-se 10 mL de MRS contendo o microrganismo ativado
e deixou-se fermentar por 9 dias. As fermentacdes dos varios ensaios ocorreram numa incubadora orbital
(/KA 4000 contro)), a 30 °C e com uma agitacdo de 180 min-.

No ultimo ensaio, adicionou-se extrato de levedura da marca CULTIMED numa concentracéo de 4 g/L.
Durante todo o processo fermentativo foram retiradas amostras de 10 mL para analise do °Brix, do pH
e de absorbancia para estudar o crescimento microbiano e futura analise de HPLC para estudar a

evolucao dos substratos e produtos da fermentacao.

3.1.4 Analise da absorbancia
Para a leitura da absorbancia recorreu-se a um espectrofotémetro (Jasco V-560) e ao programa Spectra
Manager. Usou-se uma amostra com 5 mL que foi lida em cuvetes de 5 mL com um comprimento de

onda de 600 nm.

3.2 Vinagre de maca
Para a producao do vinagre estudaram-se as condicoes indicadas na Tabela 3: Condigdes estudadas nos

diferentes ensaios.
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Tabela 3: Condicdes estudadas nos diferentes ensaios da producao de vinagre

Indculo da
°Brix Autoclavagem Centrifugacao
fermentacao acética
1° ensaio Nao Sim
- Vinagre nao
2° ensaio Sim Nao
- 10 pasteurizado
3° ensaio Nao Nao
4° ensaio Nao Sim Acetobacter syzygii

3.2.1 Preparacao do sumo

As macas foram lavadas com agua corrente, descascadas e por fim trituradas recorrendo a um robot de
cozinha da marca Moulinex. De seguida, a polpa obtida foi centrifugada a uma velocidade de
4000 min durante 20 minutos e seguidamente filtrada com um filtro WHATMAN 0,2 um Mebrane Disc.
O sumo de maca foi diluido em agua destilada até perfazer um volume de 600 mL, mantendo uma
concentracao de 50 % de sumo de macéa no produto final. Por fim o °Brix foi corrigido com a adicao de
sacarose para 10 em todos os ensaios. O valor de °Brix foi assim corrigido para garantir a producéo
minima de etanol, durante a fermentacao alcoolica, em quantidade que permitisse uma producao minima
de acido acético durante a fermentacao acética, sem causar muitas alteracées no sumo inicial.

De forma a garantir que o sumo de maca nao seguiria a fermentacao alcoodlica com contaminantes
indesejados, o sumo foi autoclavado antes de ser inoculado e foi sempre manuseado dentro de uma

camara de fluxo laminar, com material estéril.

3.2.2 Obtencao e ativacao dos microrganismos

A fermentacao alcodlica procedeu-se com recurso a levedura Saccharomyces cerevisiae na forma de
fermento de padeiro da marca Vahiné, usando-se 7,7 g/L.

Para iniciar a fermentacao acética estudaram-se dois tipos de inoculo: vinagre-mae e bactérias acéticas.
Para os primeiros trés ensaios usou-se vinagre nao pasteurizado da marca Biona Organic. Para a quarta
fermentacao usou-se a bactéria Acectobacter syzygii cedida pelo Centro de Engenharia Biologica. Os
indculos foram escolhidos com base na sua facil e rapida obtencéo. A bactéria foi colocada a crescer em
meio constituido por 0,5 % Bacto peptona, 0,5 % extrato de levedura, 0,5 % glucose, 0,1 % sulfato de

magnésio heptahidratado.
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3.2.3 Formulacao do sumo com os microrganismos e fermentacao

Ao sumo diluido previamente preparado adicionou-se a quantidade ja especificada de fermento de
padeiro e deixou-se fermentar até que os valores de °Brix estabilizassem. Durante a fermentacao foram
retiradas amostras de 5 mL para analise de °Brix e de pH e posterior analise de HPLC para estudar a
evolucao dos substratos e produtos da fermentacao.

Antes de iniciar a fermentacao acética, estudaram-se 3 processos: centrifugar o fermentado, autoclavar
o fermentado e manter inalterado o fermentado proveniente da fermentacao alcoolica. De seguida, de
acordo com o indculo escolhido, adicionou-se cerca de 10 % do volume total de vinagre nao pasteurizado
ou 20 mL de meio com a bactéria acética. Ao longo do tempo, foram retiradas amostras de 25 mL para
analise de °Brix e de pH e posterior analise de HPLC para estudar a evolucao dos substratos e produtos
da fermentacéo e analise da acidez total.

Durante os varios ensaios, ambas as fermentacdes decorreram numa incubadora orbital (/A4 4000/

control), a 30 °C e com uma agitacao de 180 minm».

3.2.4 Determinacao da acidez total

Para determinar a acidez total das amostras da fermentacdo acética recorreu-se a técnica de titulacao
acido-base. O titulante usado foi uma solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol/L.

Mediram-se 5 mL de amostra que foi diluida em agua destilada numa proporcdo 1:4 (v:v).

As analises foram feitas recorrendo ao programa tiamo™ Metrohm e aos equipamentos 902 Titrando
Metrohm, responsavel por dispensar NaOH e ler os parametros recolhidos, e 801 Stirrer Metrohm,
responsavel por manter a solucéao agitada e assim garantir que o titulante e o titulado se misturam. No
programa o método ja esta pré-definido e para a titulacdo assim que atinge o ponto de viragem,
informando depois o volume de titulante gasto.

Com o volume de titulante gasto é possivel calcular o valor da acidez total recorrendo a Equacéo 1:

Acidez)% = Ve X 0,6004 X Myaon ., o Equacio 1
Va

[51]

Onde V; corresponde ao volume de titulante gasto, em mililitros, calculado pela diferenca entre o volume
inicial e o volume final de titulante gasto e V, ao volume de amostra de vinagre usado. O valor 0,6004
corresponde ao fator determinado a partir da massa molar do acido acético e do numero de hidrogénios
ionizaveis e que permite obter o resultado em g de acido acético/ 100 mL [51].

No Anexo B encontra-se o exemplo de calculo.
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3.3 Analise do pH e do °Brix

Para a leitura do °Brix usou-se um refratébmetro (HANNA Instruments HI-96801) onde se leu uma
amostra com um volume de 100 uL. Entre cada leitura, o equipamento foi lavado com agua destilada.
Para a leitura do pH recorreu-se a um medidor de pH (HANNA Instruments HI 2215 pH/ORP Meter
onde a sonda foi mergulhada na amostra até cobrir 0 elétrodo e anotou-se o valor apos este estabilizar.

O elétrodo foi lavado com agua destilada.

3.4 Analise dos aciucares e acidos organicos por HPLC

De forma a estudar a evolucdo dos substratos e dos produtos das varias fermentacdes realizou-se
analises de HPLC (High Performance Liquid Cromatography) com detecao por indice de refracédo (IR) e
ultravioleta (UV), cuja funcéo ¢é separar e quantificar compostos com base na forma como este reage
com a fase movel e a fase estacionaria, conseguindo distinguir os varios compostos de uma amostra

através do tempo de retencao de cada composto.

Preparacao da fase movel
A solucao usada como fase movel foi uma solucéo de acido sulfurico (H,SO,) com uma concentracao de
5 mmol/L preparada em agua destilada.
O volume de fase moével necessario para analisar as amostras recolhidas foi calculado pela Equacéo 2.
Como o magneto que assegura que o tubo por onde entra a fase mdvel no sistema tem de estar sempre
coberto por solucao, foi preparado sempre um volume de 150 mL de solucédo a mais.

Vim = N2 Q ¢, Equacdo 2
Onde Vg, € o volume de fase movel, N2, corresponde ao numero total de amostras que se deseja
analisar e t,. é o tempo necessario para obter os picos de todas as substancias que pretendemos analisar.
A solucédo de fase de mével foi filtrada usando um filtro Millipore 100 um Nylon Net, hydrophilic non-
sterile.

Antes de ser usada para as analises de HPLC foi desgaseificada.

Preparacao das amostras

Como mencionado anteriormente, ao longo das fermentacdes foram recolhidas amostras para analisar
0 comportamento dos microrganismos e estudar o tempo ideal de fermentacdo. Antes de serem
analisadas, todas essas amostras tém de ser preparadas para remover compostos que possam entupir

a coluna do equipamento.
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As amostras destinadas ao HPLC foram filtradas usando uma seringa acoplada a um filtro FilterBio Pes
Syring Filter 0,22 um, Figura 9. O liquido filtrado foi vertido para um wa/, Figura 10, que foi congelado a

-20 °C até ao dia das analises.

/a)
/|

- »
Figura 9: Filtro 0,22 um PES usado na filtracao Figura 10: Vial usado para armazenar as amostras de
das amostras de HPLC. HPLC:

Curvas de calibracao

Para ser possivel determinar a concentracdo dos componentes das amostras a partir da area dos seus
picos, bem como conhecer o seu tempo de retencdo € necessario preparar amostras-padrao de
concentracao conhecida e amostras isoladas dos componentes a analisar, respetivamente.

A partir dos dados obtidos pelas amostras-padrao € possivel obter uma curva de calibracdo com a
concentracdo conhecida dos compostos em funcao da area do respetivo pico.

Devido a problemas no equipamento entre ensaios foi necessario usar dois equipamentos diferentes para
analisar os compostos.

Na Tabela 4 estao apresentadas as concentracdes das solucdes-padrao usadas para cada composto para
obter a curva de calibracdo no primeiro equipamento usado. Na Tabela 5: Concentracoes dos respetivos
compostos analisados usados para obter a segunda curva de calibracdo estdo apresentadas as
concentracdes das solucbes-padrao usadas para cada composto para obter a curva de calibracdo no
segundo equipamento usado.

No Anexo C estdo representadas as curvas de calibracao obtidas e os limites de detecdo e de
quantificacao de cada método. O limite de detecao exprime a quantidade de analito que o método é
capaz de detetar sem quantificar, o limite de quantificacao representa a quantidade de analito que o
método é capaz de quantificar com precisao. Estes valores foram obtidos com base nas Normas da

Comissao Europeia utilizando o método de estimacéo por calibracao [52].
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Tabela 4: Concentracées dos respetivos compostos analisados usados para obter a primeira curva de calibracao

Concentracao (g/L)

Composto
1121 3 4 5 6
Sacarose 10} 5 12511251 0,625 | 0,31
Glucose 10| 5125|125 0,625 | 0,31
Frutose 10| 5125|125 0,625 | 0,31

Etanol 40 | 20 | 10 5 2,5 1,25
Acido citrico | 4 1 |05 | 025 |0,125
Acido latico | 4 | 2 | 1 | 05| 0,25 | 0,125
Acido acético 4 1 2 1 05| 0,25 |0,125

N

Tabela 5: Concentracdes dos respetivos compostos analisados usados para obter a segunda curva de calibracao

Composto Concentracao (g/L)
12 ] 3 4

Sacarose 80|20 | 5 1,25
Glucose 801|120 | 5 1,25
Frutose 80|20 | 5 1,25

Etanol 80|20 | 5 1,25

Acido citrico 401 10 | 2,51 0,625
Acido latico | 40| 10 | 2,5 | 0,625
Acido acético | 40| 10 | 2,5 | 0,625

HPLC

As amostras recolhidas durante as fermentacdes, bem como as solucdes-padrao foram analisadas por
HPLC. A coluna usada em ambos o0s equipamentos foi a coluna Aminex HPX-87P Column.

A quantidade de amostra analisada foi de 10 pL. O tempo de corrida escolhido foi de 25 min para garantir
a analise de todos os compostos que se pretendia analisar. De forma a ndo prejudicar nenhum composto,
a temperatura da coluna foi de 25 °C e o caudal de fase movel foi de 0,5 mL/min. Estes parametros

foram usados para ambos os equipamentos.

3.5 Analise sensorial

Os sumos finais do quarto ensaio foram analisados por 30 provadores inexperientes pertencentes a faixas
etarias aleatorias.

A cada provador foi entregue uma amostra de sumo fermentado, bem como uma amostra de sumo nao

fermentado da mesma variedade de maca, tratado pelas mesmas condicées que o sumo fermentado
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(centrifugado, filtrado, corrigido o °Brix e autoclavado), bem como uma garrafa de agua. Entre cada
prova, o provador teve de preencher um questionario referente a cada amostra. O questionario pode ser

consultado no Anexo D.
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4 Resultados e discussao

Para combater o desperdicio de fruta que ndo pode ser vendida, foi sugerida a producdo de um sumo
probiotico e de vinagre de maca. A escolha das variedades de maca foi limitada ao sfock existente nos
varios supermercados onde a fruta foi adquirida, pelo que foi escolhido trabalhar essencialmente com
trés variedades de maca (Royal Gala, Fuji e Golden Delicious), tendo também sido estudada maca Granny
Smith, para a formulacdo dos sumos e com maca da variedade Golden Delicious para a formulacdo do

vinagre.

4.1 Sumo

Foram realizados quatro ensaios de fermentacdo latica onde foi inoculado sumo de macad com
Lacticaseibacillus casel. No primeiro ensaio foram estudadas as condicdes de fermentacdo, bem como
qual o intervalo de tempo para retirar amostras. Nos ensaios seguintes foi estudado o comportamento

da bactéria nos sumos feitos a partir das variedades de maca mais consumidas.

4.1.1 Ensaio preliminar (12 ensaio)

Num primeiro passo estudou-se a fermentacao latica num sumo de maca simples independente da
variedade de maca.

Comecou-se por retirar amostras de hora a hora, mas como nédo havia alteracdes significativas entre os
valores, optou-se por retirar amostras de 24 em 24 horas.

Na Figura 11 e na Figura 12 estao representadas a evolucdo dos valores de °Brix, e de pH.

O °Brix inicial foi de 8,1 e foi aumentando até atingir um valor de 8,6. Em contrapartida, o pH comecou
em 3,91 e foi descendendo ligeiramente até atingir 3,86.

De forma a estudar o desenvolvimento da bactéria foi lida a absorbancia do produto ao longo do tempo.
A partir da analise da Figura 13 ¢é possivel ver que apesar de inicialmente a bactéria ndo se estar a
desenvolver como pretendido, a partir do quarto dia, apresenta algum desenvolvimento. Isto pode ter
acontecido uma vez que a bactéria, apds ser inoculada num novo meio, passa por um periodo de
adaptacdo e so no fim desse periodo comeca a desenvolver-se. O periodo de adaptacao pode ter ocorrido

até ao terceiro dia, onde houve perda de bactérias por inadaptacao ao meio.
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Figura 11. Evolucdo do °Brix em funcdo do tempo para o 1° ensaio. Figura 12: Evolucdo do pH em funcao do tempo para o 1° ensalo.
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Figura 13: Absorbancia lida a 600 nm para as amostras do 1° ensaio.

4.1.2 Fermentacdes simples (22 e 32 ensaios)
Nos ensaios a seguir apresentados foi estudado o comportamento da bactéria latica em quatro sumos
de maca diferente sem a adicdo de componentes extra: trés sumos do segundo ensaio (variedades Royal

Gala, Fuji e Golden Delicious) e um do terceiro (Granny Smith).

Evolucao do °Brix e do pH

Na Figura 14 e na Figura 15 esta representada a variacdo do °Brix e do pH ao longo dos respetivos
ensaios.

Para os ensaios com Maca Royal Gala, Fuji e Golden Delicious o °Brix foi corrigido para 10 enquanto no
ensaio com maca Granny Smith o °Brix foi corrigido para 8.

As quatro fermentacdes decorreram durante 9 dias a 30 °C. Através da analise dos graficos é possivel
ver que ao longo desse periodo o valor do °Brix manteve-se constante, exceto no caso da maca Granny
Smith (Figura 14.D) onde ¢ possivel ver uma ligeira diminuicao.

No caso do pH é possivel ver trés tendéncias: na macd Golden Delicious onde se percebe um ligeiro

aumento no valor (Figura 15.B2); uma ligeira diminuicdo no caso da maca Fuiji (Figura 15.A2) e na maca
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Granny Smith (Figura 15.D2); e uma diminuicao ligeira seguido de um aumento na maca Royal Gala
(Figura 15.C2). Os sumos das variedades Fuji, Royal Gala e Golden Delicious iniciaram a fermentacéo
com um pH perto de 4,00 (4,12; 3,62 e 3,90, respetivamente), enquanto o sumo de Granny Smith
iniciou a fermentacdo com pH de 3,30.

A diminuicédo do pH indica uma maior acidez do meio ao longo do tempo, que pode estar associada a
producao de acido latico. Esta producéo de acido latico estaria associada a um consumo de acucares,
que estaria representada na diminuicao do °Brix. Comparando os quatro pares de imagens (evolucao do
°Brix e do pH para os quatro sumos), verifica-se que onde ocorre diminuicdo de um, também se pode

observar uma alteracao no outro, por mais ligeira que seja.
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Figura 14. Evolucdo do °Brix ao longo do tempo para os sumos das variedades de maca Fuji (A), Golden Delicious (B), Royal Gala (C) e
Granny Smith (D) onde nao foi adicionados componentes extra.
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Figura 15. Evolucdo do pH ao longo do tempo para os sumos das variedades de maca Fuji (A), Golden Delicious (B), Royal Gala (C) e
Granny Smith (D) onde néo foi adicionados componentes extra.

Desenvolvimento da bactéria Lacticaseibacillus casei

O desenvolvimento da bactéria foi estudado por absorbancia a 600 nm. Na Figura 16 é possivel ver a
evolucao da absorbancia nos varios sumos.

Pela analise da Figura 16 é possivel ver que trés das quatro variedades apresentam um crescimento
positivo ao longo do tempo. Pela Figura 16.A é possivel ver que a bactéria teve um grande
desenvolvimento no sumo da variedade Fuji, 0 mesmo aconteceu na maca da variedade Royal Gala,
representado na Figura 16.C. No sumo de maca Golden Delicious houve um crescimento favoravel da
bactéria, no entanto muito menor do que nos dois sumos anteriormente mencionados, Figura 16.B. Na
Figura 16.D é possivel ver um ligeiro padrdo de crescimento nos dias 0, 1, 4, 6 e 8 (representado pelo
triangulo), nos restantes dias pode ter havia um erro na recolha da amostra, uma vez que parte da
amostra era filtrada para as analises por HPLC, a parte da amostra destinada ao espectrofotometro pode

ter resultado da amostra filtrada.
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Nos diferentes sumos verifica-se que a bactéria se desenvolveu de forma diferente, demorando mais ou
menos tempo a adaptar-se. Isto pode estar relacionado com as diferencas na composicdo dos sumos

que afetaram o desenvolvimento das bactérias.
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Figura 16. Evolugdo da absorbancia a 600 nm ao longo do tempo para os sumos das variedades de maca Fuji (A), Golden Delicious (B),
Royal Gala (C) e Granny Smith (D) onde néo foi adicionados componentes extra.

Em meio propicio a tal, as bactérias tém um crescimento bacteriano semelhante a uma curva
exponencial, comparando a Figura 8 e a Figura 16 é possivel ver que nas variedades Fuji e Royal Gala
essa curva esta bastante explicita, na curva do sumo de maca Golden Delicious a curva nao é tao
acentuada e no sumo da maca Granny Smith seguindo os pontos representados por tridangulos é possivel

ver uma tendéncia exponencial.

Teor de acidos e aciicares

De forma a estudar as varias fermentacoes de forma mais aprofundada, estudou-se o consumo dos
acucares e a formacao de acido latico. Um dos objetivos do sumo ¢ este ndo possuir teor alcodlico, pelo
que se estudou também a presenca ou auséncia de etanol no sumo.

Na Figura 17 esta representada a evolucao dos consumos dos acucares e da formacao de acido latico.
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Figura 17: Evolugéo da fermentacéo ao longo do tempo para os sumos das variedades de maca Fuji (A), Golden Delicious (B), Royal Gala
C) e Granny Smith (D) onde néo foi adicionados componentes extra: [Acucares totais] (g/L); -« [Etanol] (g/L);
[Acido lético] (g/1).

Para os sumos com °Brix equivalente a 10, os sumos de maca Fuji, Golden Delicious e Royal Gala
iniciaram a fermentacao com cerca de 65, 50 e 35 g/L de acucares totais. O sumo que iniciou a
fermentacao com °Brix equivalente a 8,5, 0 sumo da maca Granny Smith, iniciou a fermentacdo com
cerca de 60 g/L de acucares totais. Esta inconsisténcia nos valores de °Brix comparativamente aos
valores de acucares totais pode estar relacionada com o facto de que o °Brix representa ndo so a
presenca dos acucares nos sumos, mas também a presenca de outros compostos que variam de
variedade para variedade de maca, com a diluicdo do sumo e com a fase de maturacao dos frutos.

Pela analise dos graficos é possivel ver que no caso do sumo de Fuji ndo houve variacdo do consumo
dos acucares, correspondendo ao que foi analisado na evolucdo do °Brix (Figura 14.1). Por outro lado,
nos sumos de Golden Delicious, Royal Gala e Granny Smith, em certos dias, a evolucao do consumo dos

acucares mantém-se semelhante a evolucdo do °Brix (dias 0, 2 e 9;0,1e9e 0, 1,5, 6¢e8,

respetivamente).
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Comparando a formacao de acido latico com a evolucédo do pH ao longo do tempo nos varios sumos, ¢
possivel ver que no caso da maca Fuji, o pH tem uma alteracdo mais notavel e, igualmente, ha uma
maior formacao de acido latico. Nos outros trés sumos, ndo ha uma grande variacdo de pH nem uma
formacao de acido latico tao relevante. No sumo de maca Fuji, a concentracdo maxima de acido latico
ocorreu no nono dia, correspondendo a uma concentracao de 1,91 g/L, no sumo de maca Royal Gala,
a concentracdo maxima de acido latico ocorreu no sexto dia, correspondendo a 0,88 g/L, no sumo de
maca Golden Delicious, a concentracdo maxima de acido latico ocorreu no segundo dia, correspondendo
a uma concentracao de 0,98 g/L e no sumo de maca Granny Smith, a concentracdo maxima de acido
latico ocorreu no sexto dia, correspondendo a uma concentracédo de 1,13 g/L.

Em nenhum sumo foi registada a presenca de etanol, registando-se uma concentracdo constante de

0g/L.

4.1.3 Fermentacao com adicao de extrato de levedura (42 ensaio)

Nos ensaios seguintes foi estudado o comportamento da bactéria latica nos sumos de Maca Fuji, Royal
Gala e Golden Delicious com a adicao de extrato de levedura. O extrato de levedura foi adicionado para
estimular o crescimento da bactéria uma vez que é uma fonte de azoto e macronutrientes, de forma a
verificar se, na presenca deste composto, a bactéria aumentava a producao de acido latico, enquanto se

desenvolvia melhor.

Evolucao do °Brix e do pH

Na Figura 18 esta representada a variacao do °Brix e na Figura 19 do pH para os diferentes ensaios.
As trés fermentacdes decorreram ao longo de 9 dias a 30 °C. O °Brix de todas as fermentacdes foi
corrigido para 7 e o pH inicial foi de 3,80.

A evolucdo do °Brix nos trés ensaios foi mais notavel do que nos ensaios onde ndo ocorreu adicdo de
extrato de levedura, havendo neste caso uma diminuicao maior nos valores de °Brix, tendo atingido um
valor final de 6,9 nos trés ensaios.

No caso do pH é possivel ver que as trés fermentacdes tiveram evolucdes semelhantes, a partir do
primeiro dia o pH foi sempre em decréscimo, até atingir um valor final de cerca de 3,20 nas trés

fermentacoes (3,23, 3,21 e 3,18 respetivamente para os sumos de maca Fuji, Golden Delicious e Royal

Gala).
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Isto pode ter ocorrido uma vez que na presenca de extrato de levedura, a bactéria desenvolveu-se melhor
e consumiu mais acucares, resultando também numa maior producdo de acido latico que acidificou o

meio, causando assim, a diminuicdo do pH.
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Figura 18: Evolucdo do °Brix ao longo do tempo para os sumos das variedades de maca Fuji (A), Golden Delicious (B) e Royal Gala (C)
onde foi adicionado extrato de levedura.
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Figura 19: Evolucdo do pH ao longo do tempo para os sumos das variedades de maca Fuji (A), Golden Delicious (B) e Royal Gala (C) onde
foi adicionado extrato de levedura.
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Desenvolvimento do Lacticaseibacillus casei

Para estes ensaios, o desenvolvimento da bactéria também foi estudado por refratometria a 600 nm. Na
Figura 20 é possivel ver a evolucao da absorbancia nos varios sumos.

Pela analise da Figura 20 é possivel ver que nos trés sumos, a bactéria teve um crescimento positivo ao
longo do tempo.

Comparando a Figura 8 e a Figura 20 verifica-se que nos trés sumos houve um crescimento semelhante

ao esperado, nao sendo tao explicito no caso do sumo de maca Fuji (Figura 20.A).
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Figura 20: Evolucdo da absorbancia a 600 nm ao longo do tempo para os sumos das variedades de maca Fuji (A), Golden Delicious (B) e
Royal Gala (C) onde foi adicionado extrato de levedura.
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Teor de acidos e aciicares

De igual forma, para estudar as varias fermentacoes de forma mais aprofundada, estudou-se o consumo
dos acucares e a formacado de acido latico; também foi estudada a presenca ou auséncia de etanol no
sumo.

Na Figura 21 esta representada a evolucdo dos consumos dos acucares e da formacao de acido latico.
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Figura 21: Evolugcdo da fermentacao ao longo do tempo para os sumos das variedades de maca Fuji (A), Golden Delicious (B) e Royal
Gala (C) onde foi adicionado extrato de levedura. [Acticares totais] (g/L)—a [Ftanol] (g/L);— [Acido latico] (g/L).

Quando comparado com os valores de concentracdes obtidos anteriormente, estes valores sdo muito
inferiores. Isto pode resultar de erros ao criar a curva de calibracdo de um dos métodos que resulta
numa discrepancia tao grande entre as concentracdes dos compostos quando os valores de pH e de
°Brix entrem ensaios nao é tao discrepante.

O °Brix inicial dos trés sumos foi de 7 e a concentracao de acucares totais no inicio da fermentacao foi
diferente nos trés sumos, 16,81 g/L no sumo de maca Fuji, 16,74 g/L no sumo de macad Golden
Delicious e 19,24 g/L no sumo de macad Royal Gala. Ndo é possivel comparar estes valores com 0s

valores dos sumos das macas onde nao foi adicionado extrato de levedura, uma vez que estes valores
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de concentracao sao bastante inferiores aos outros. Ambos os sumos foram feitos com diferentes macas
compradas com um més de diferenca, o que pode alterar as caracteristicas nutricionais entre macas,
pelo tempo de maturacao apos a colheita, pelo tratamento que as macas levaram e pelo armazenamento.
Seria necessario reavaliar as amostras e obter nova curva de calibracéo.

Pela analise dos graficos é possivel ver que nos trés sumos ocorreu um consumo de acucar diferente:
no caso do sumo de maca Fuiji, a partir do primeiro dia, a quantidade de acucares totais foi diminuindo
até ao fim da fermentacdo; no caso do sumo de maca Golden Delicious a concentracdo dos acucares
totais foi variando ao longo dos dias, no entanto, se excluirmos o valor do nono dia, percebemos uma
diminuicdo nos valores a partir do terceiro dia. Por outro lado, no sumo de maca Royal Gala, os aclicares
foram consumidos até ao sexto dia e a partir, dai a concentracdo voltou a crescer. Esta alteracao da
concentracdo dos acucares totais pode ser explicada pelo facto de que a bactéria consome primeiro a
frutose, seguida da glucose e depois hidrolisa a sacarose em frutose e glucose, o que resulta numa
diminuicdo da concentracao de sacarose e simultaneamente um aumento de frutose e glucose [53].
Comparando a formacao de acido latico com a evolucédo do pH ao longo do tempo nos varios sumos, é
possivel ver que em todos 0s sumos houve uma formacdo semelhante de acido latico, assim como um
decréscimo semelhante de pH. No sumo de maca Fuiji, a concentracao maxima de acido latico ocorreu
no nono dia, correspondendo a uma concentracdo de 2,65 g/L; no sumo de macad Royal Gala, a
concentracao maxima de acido latico ocorreu no segundo dia, correspondendo a uma concentracao de
4,05 g/L, tendo depois baixado até ao sexto dia, onde atingiu uma concentracéo de 2,47 g/L e voltou a
subir até atingir uma concentracao de final de 2,70 g/L e no sumo de maca Golden Delicious, a
concentracao maxima de acido latico ocorreu no nono dia, correspondendo a uma concentracéo de
2,73 g/L.

De novo nao foi registada a presenca de etanol, obtendo, assim, em todos os sumos uma concentracao
constante de 0 g/L.

Comparando os resultados dos varios ensaios, verifica-se que onde foi obtida uma maior producao de
acido latico foi na fermentacdo onde foi adicionado o extrato de levedura. De igual forma, a bactéria
desenvolveu-se melhor nos sumos da ultima fermentacdo. Uma maior concentracao de acido latico em
meio com extrato de levedura comparativamente a meio simples, também ocorreu noutro estudo, foi
usada a mesma bactéria (Lacticaseibacillus casel) porém foi usado outro meio (puré de banana) onde o
meio com extrato obteve uma producdo de acido latico de cerca de 2,5 % (p/v), enquanto o meio nao

enriquecido apenas obteve 0,5 % (p/v) [53].
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4.1.4 Analise sensorial

No fim do quarto ensaio foram realizadas provas sensoriais onde foram comparados 0s Sumos
resultantes do quarto ensaio com sumos nao fermentados obtidos dos mesmos lotes de maca.

Para tal prepararam-se sumos de macd com as mesmas variedades, ou seja, sumo de maca das
variedades Fuji, Golden Delicious e Royal Gala, mas que nao foram fermentados: foram centrifugados,
filtrados, autoclavados mas nao lhes foi adicionado inéculo da bactéria, nem extrato de levedura.

Os resultados obtidos nas provas encontram-se no Anexo E.

Nas Figura 22, Figura 23 e Figura 24 estao representados os resultados médios obtidos nas provas
sensoriais realizadas pelos 30 provadores.

No caso da maca Fuji, os provadores consideraram que o sumo nao fermentado possuia melhor
pontuacao em todos os aspetos, inclusive que se sentia menor sabor acético. A nivel de apreciacao
global, docura e sabor, os provadores demonstraram que o sumo nao fermentado encaixava-se melhor

no seu paladar e gosto.
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Figura 22 Resultados médios da prova sensorial do sumo de maca da variedade Fuji.

No caso dos sumos da variedade Golden Delicious, apesar do sumo ndo fermentado apresentar
apreciacao muito superior a nivel global, da docura e do sabor, nos restantes parametros, a pontuacao
dos dois sumos é mais proxima, sendo que a nivel do sabor acético ambos 0s sumos sao equiparaveis.
A nivel do aspeto geral e da cor, 0 sumo fermentado demonstrou ser mais apreciado por parte dos

provadores.
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Figura 23: Resultados médlios da prova sensorial do sumo de maca da variedade Golden Delicious.

No caso dos sumos da variedade Royal Gala, o sumo nado fermentado foi o preferido entre os dois. Em
todos os parametros obteve melhor pontuacao: no caso da docgura, sabor, aroma e apreciacao global, a
diferenca entre os dois sumos é notavel. A nivel da cor e do aspeto geral, 0os dois sumos obtiveram
pontuacdes proximas uma da outra e a nivel do sabor acético, o sumo fermentado foi caracterizado como

melhor.
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Figura 24: Resultados médios da prova sensorial do sumo de macéa da variedade Royal Gala.
Comparando os resultados obtidos para os trés sumos fermentados com os dados obtidos por HPLC
verifica-se que no fim da fermentacdo o sumo da maca Golden Delicious tem uma maior quantidade de
acucares (18,32 g/L) comparativamente aos sumos Fuji e Royal Gala (17,55 e 17,09 g/L,
respetivamente). Por outro lado, o sumo da macéa Golden Delicious tem uma concentracéo de acido latico
de 2,74 g/L, superior a concentracao de acido latico dos sumos Fuji e Royal Gala 2,65 e 2,71 g/L,

respetivamente. No entanto, dos trés sumos, o que os provadores consideraram com um sabor mais
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aceético foi o sumo Fuji, o sumo com menor concentracdo de acido latico, estando o sumo Golden
Delicious apds este ultimo. Entre os trés sumos fermentados, o que interessou mais aos provadores
testados, foi 0 sumo de maca Golden Delicious, obtendo melhor resultado para todos os parametros

exceto Acidez/Acido acético.

4.2 Vinagre

Tal com foi dito anteriormente, para a producéo de vinagre estudou-se o tipo de inoculo da fermentacao
acética (vinagre nao pasteurizado e bactéria Acefobacter syzygi), bem como o procedimento efetuado
entre fermentacoes (centrifugacéo, ndo centrifugacao e autoclavagem).

Os primeiros trés ensaios foram inoculados com vinagre nao pasteurizado para a fermentacéo acética,
tendo alterado o procedimento entre fermentacdes: no primeiro ensaio, no fim da fermentacao alcodlica
o fermentado obtido foi centrifugado, no segundo ensaio, apos a fermentacao alcoolica, o fermentado foi
autoclavado, mas nao foi centrifugado e no terceiro ensaio, o fermentado obtido da fermentacao alcodlica
nao foi autoclavado nem centrifugado. No quarto ensaio, depois da fermentacao alcoolica, o fermentado

obtido foi centrifugado e inoculado com Acefobacter syzygii para a fermentacao acética.

4.2.1 Evolucao do °Brix e do pH
Ao longo das varias fermentacdes dos diferentes ensaios, o pH e o °Brix, foram estudados como forma

de avaliar a evolucdo da fermentacao.

Fermentacao alcoédlica

Na Figura 25 esta representada a variacdo do °Brix e na Figura 26 a evolucédo do pH para os diferentes
ensaios ao longo da fermentacao alcoolica.

A fermentacéo alcodlica decorreu até haver estabilizacdo do valor de °Brix.

Nos quatro ensaios o °Brix inicial foi corrigido para 10, tendo o primeiro ensaio iniciado em 9,7, o
segundo em 9,8, o terceiro em 10,4 e o quarto ensaio em 9,9. Seria de esperar que a evolucdo do °Brix
fosse semelhante nos quatro ensaios, no entanto, pela analise da Figura 25 é possivel ver que tal ndo
ocorreu: 0s quatro ensaios, com o mesmo indculo e sob as mesmas condicdes tiveram tempo de
estabilizacao diferentes: o primeiro e o segundo ensaio demoraram 2 dias até estabilizar, tendo a
fermentacao em si demorado 2,5 e 5 dias, respetivamente, o terceiro ensaio estabilizou no quarto dia e
0 quarto ensaio estabilizou ao fim de 1 dia. O tempo de fermentacdo do segundo e do terceiro ensaio

durou mais tempo pois apanhou o fim-de-semana. Estas evolucdes diferentes ao longo do tempo podem
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ter decorrido das diferencas da composicao dos sumos, diferindo na quantidade de glucose, que é a
principal fonte de carbono usada pela levedura, [54]. A saturacdo do meio também pode explicar o maior
tempo até estabilizar, uma vez que embora tenha preferéncia pela glucose, a levedura vai tentar
transformar todo o substrato presente em etanol e pela analise da Figura 25 é possivel ver que a
fermentacao que iniciou com °Brix superior a 10 foi a que demorou mais tempo a estabilizar.

As quatro fermentacdes acabaram com um °Brix de 3,6, 2,5, 5,1 e 2,9, respetivamente.
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Figura 25. Evolugcdo do °Brix durante as varias fermentacoes alcodlicas ao longo do tempo: - vinagre do 1° ensaio,
- Vinagre do 2° ensaio; - vinagre do 3 ° ensaio; - vinagre do 4 ° ensalo.

Por outro lado, pela Figura 26, é possivel ver que os quatro ensaios tiveram uma evolucdo semelhante.
O primeiro ensaio iniciou-se com um pH de 4,68, os restantes ensaios iniciaram-se com um pH de 4,05,
4,00 e 3,94, respetivamente. Ao longo do tempo o pH das fermentacdes foi diminuindo até atingir os
valores 3,94, 3,87, 3,67 e 3,60. No entanto, é possivel reparar que em certo momento da fermentacao,
0 pH aumenta e volta a baixar até estabilizar. A diminuicao do pH esta relacionada com a libertacao de
ides H+, que consoante alguns compostos vao sendo consumidos, ha uma constante libertacao de ides,
que causa a diminuicdo do pH. O aumento pode ser explicado pela mesma razdo: enquanto alguns
compostos vao sendo digeridos e libertando ides, outros acabam por se decompor e a parte que nao é
digerida pelo microrganismo, cria ligacbes com os ides anteriormente livres [55].

Comparando as duas figuras, é possivel ver que a estabilizacdo de ambos os fatores foi semelhante.
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Figura 26. Evolucdo do pH das fermentacdes alcodlicas ao longo do tempo. - vinagre do 1° ensalo; —™ - vinagre do 2° ensalo,
- vinagre do 3 ° ensalo, - vinagre do 4 ° ensaio.

Fermentacao acética

Na Figura 27 encontra-se representada a evolucdo °Brix e na Figura 28 a evolucdo do pH ao longo da
fermentacao acética dos varios ensaios.

Apds os diferentes processos entre as fermentacdes e a adicao dos inoculos, o valor de °Brix alterou-se,
iniciando-se assim as fermentacdes acéticas com os seguintes valores de °Brix: 3,9; 2,2, 5,0 e 3,8,
respetivamente.

O primeiro ensaio foi 0 que demorou mais tempo a estabilizar os valores de °Brix, atingindo 1,8 ao fim
de cerca de 15 dias de fermentacao. No segundo ensaio, nao se verificaram grandes alteracdes ao longo
da fermentacdo, pelo que foi interrompido ao fim de cerca de 5 dias. O terceiro ensaio, das trés
fermentacdes com o mesmo inoculo foi o que estabilizou mais rapidamente o valor de °Brix, estabilizando
a 3,7 ao fim de cerca de 8 dias. Isto pode ter acontecido uma vez que neste ensaio ndo houve remocéo
do ind6culo da 192 fermentacdo, resultando em dupla fermentacdo, potencializando ambas as
fermentacdes. O quarto ensaio foi a fermentacdo mais lenta, atingindo um °Brix de 3,4 depois cerca de
7 dias, esta fermentacéo teve de ser interrompida, pelo que estes valores poderiam diminuir mais caso
tivesse fermentado durante mais tempo. Como nesta fermentacao o substrato principal é o etanol, que

nao se reflete nos valores de °Brix, nao é tao notavel a diferenca nestes valores ao longo do tempo.
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Figura 27. Evolucdo dos SST ao longo das fermentacdes acéticas: - vinagre do 1° ensaio; - vinagre do 22 ensaio; -
vinagre do 32 ensaio; - vinagre do 42 ensaio.

De forma semelhante aos valores de °Brix, os valores de pH também alteraram aquando do inicio da
fermentacao acética, tendo os varios ensaios iniciado a fermentacao com pH de 3,66, 3,76, 3,44 e 3,69.
Ambos os parametros alteraram-se aquando a adicao do in6culo devido ao volume de in6culo adicionado,
uma vez que as bactérias nao foram isoladas e sim adicionadas diluidas no vinagre e no meio onde se
desenvolveram.

Pela analise da Figura 28 é possivel ver que a evolucdo do pH foi semelhante nos varios ensaios, tendo-
se verificado um menor valor no terceiro ensaio. No primeiro ensaio, o valor foi descendo até atingir 3,64
e voltar a subir, até atingir um maximo em 4,16 no 11° dia e voltar a descer até aos 3,91. Quando
comparando estes valores com a evolucdo do °Brix, verifica-se que esta subida e descida dos valores de
pH acontece quando ha uma descida mais notavel nos valores de °Brix. No segundo ensaio, tal como
aconteceu com os valores de °Brix, também né&o foi registada alteracdo nos valores de pH. Ja o terceiro
ensaio terminou com um pH de 3,27 ao fim de 8 dias. O quarto ensaio terminou a fermentacao ao fim
de cerca de 7 dias com um pH de 3,53. Tal como ja mencionado anteriormente, o substrato da
fermentacao acético € o etanol que nao é tao visivel quando se analisa o0 °Brix, no entanto, a formacao
de acido acético altera o pH do meio, tornando-o mais acido. Assim, pela analise da Figura 28 é possivel
antever que a producao de acido acético nao sera muito eficiente, uma vez que ha pouca alteracao dos

valores de pH.
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Figura 28: Evolugcdo do pH ao longo das varias fermentacoes acéticas. - vinagre do 1° ensaio, - vinagre do 2° ensaio;
vinagre do 3 ° ensaio; - vinagre do 4 ° ensalo.

A segunda fermentacdo, apos alguns dias foi interrompida, pois como ¢ possivel ver, os valores de °Brix
e de pH nao alteraram. Como o fermentado proveniente da fermentacdo alcoolica foi autoclavado, ou
seja, esteve sob condicoes de temperatura e pressao elevadas, assumiu-se que o etanol evaporou, dai

ndo haver alteracao nos valores de °Brix e de pH.

4.2.2 Teor de acidos e acucares

De seguida foi estudada a evolucao do consumo dos acucares e do etanol e da formacao de acido acético
ao longo da producdo de vinagre. Nas Figura 29, Figura 30 e Figura 31 pode-se ver essa evolucdo ao
longo dos diferentes ensaios. A reta tracejada separa a fermentacao alcodlica (lado esquerdo da reta) da
fermentacao acética (lado direito da reta).

Na Figura 29 encontra-se representada a evolucao do consumo dos aclcares totais e a producao de
etanol ao longo da fermentacao alcodlica e o consumo de etanol e de producao de acido acético ao longo
da fermentacao acética do primeiro ensaio. Neste ensaio o indculo da fermentacao alcodlica foi removido
por centrifugacao antes da fermentacéo acética. A fermentacao alcoolica decorreu durante 3 dias €, pela
analise do grafico, & possivel ver que nesse periodo ocorreu o consumo total dos acucares e a producéo
de etanol, a concentracao maxima de etanol atingida foi de 42,06 g/L. Esta fermentacéo iniciou-se com

um °Brix de 9,7 o que correspondeu a uma concentracao de acucares totais de 41,56 g/L e ao fim dos
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trés dias, atingiu uma concentracdo de 0,31 g/L. No fim da fermentacado alcodlica, atingiu-se um
rendimento de 1,04 Getanol/ Isubstrato» COM Uma produtividade em etanol de 15,77 g/(L d). A
fermentacao acética decorreu ao longo de quase 15 dias e atingiu 0 maximo de acido acético ao fim de
cerca de 2,5 dias de fermentacao acética, com uma concentracao de 10,49 g/L. A partir desse dia a
concentracao de acido acético comecou a diminuir, bem como a concentracao de etanol que comecou
a diminuir mais rapidamente. Este intervalo de diminuicao subita de concentracao de acido acético e de
etanol ocorre quando se verifica uma diminuicdo mais acentuada do valor do °Brix e aumento do pH,
esta alteracdo pode estar relacionada com o desenvolvimento de outros microrganismos no vinagre ou
entao poderia ser explicada quando ocorresse consumo total do etanol e as bactérias passariam a
consumir o proprio acido, [56]. Desde o inicio da fermentacao alcoolica que ha a presenca de cerca de
2 g/L de acido acético no meio, mas s6 com o inicio da fermentacao acética é que essa concentracédo é
alterada. No momento em que atingimos o valor maximo de acido acético produzido, no sexto dia, obtém-
se um rendimento de 1,50 Gicido acético/ Jetanol € Uma produtividade em &cido acético de
2,88 g/(Ld).
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Figura 29: Evolucdo da concentracéo dos substratos e produtos ao longo a’q fermentacao do vinagre do 1° ensaio: [Acucares totais]
(g/L); [Etanol] (g/L); [Acido acético] (g/L).

Na Figura 30 esta representada a evolucao do consumo dos acucares totais e a producao de etanol ao

longo da fermentacao alcoodlica e o consumo de etanol e de producdo de acido acético ao longo da

fermentacao acética do terceiro ensaio. Neste ensaio ndo houve remocao nem inutilizacdo do indculo da

fermentacao alcoolica. Neste ensaio, a fermentacao alcoolica durou 4 dias e a fermentacao acética durou

8 dias. Verifica-se que nao houve consumo total dos aclcares existentes e a quantidade de etanol
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produzida durante a fermentacao alcoolica foi menor. A fermentacao alcodlica iniciou-se com um °Brix
de 10,1 e com uma concentracdo total de acucares de 113,14 g/L. No fim da fermentacao alcodlica
atingiu-se uma concentracéo de etanol de 33,62 g/L, que correspondeu a uma produtividade em etanol
de 8,14 g/(L d) e um rendimento de 0,42 Getanol/ Isubstrato- A fermentacéo acética decorreu durante
8 dias e verificou-se que ao longo dos dias, o consumo de acucares foi continuado, bem como a producéo
de etanol. Pela analise da Figura 30 verifica-se que durante os primeiros 4 dias ocorreu consumo de
ambos os substratos das duas fermentacdes, aclcar e etanol, e producdo de acido acético, produto da
segunda fermentacdo. Isto aconteceu uma vez que ndo houve remocao do indéculo da fermentacéo
alcodlica e, assim, ambas as fermentacdes continuaram a ocorrer em simultaneo. Inicialmente, embora
ambos os substratos estivessem a ser consumidos, apenas acido acético estava a ser produzido, mas a
partir do oitavo dia, com um consumo maior de aculcares, é possivel verificar que houve nova producao
de etanol, superior a concentracao que estava a ser consumida para a producao de acido acético, e
também uma producdo mais significativa de acido acético. Trabalhos anteriormente realizados
concluiram que através desta fermentacéo dupla, o consumo dos aclcares ¢ maximizado, aumentando
a producao de etanol e consequentemente a producao de acido acético, [57]. A fermentacéo acética foi
interrompida no oitavo dia, mas pelo grafico percebe-se que teria continuado a haver producao de acido
acético. No fim da fermentacdo acética, atingiu-se um valor de 10,40 g/L de acido acético, que
correspondeu a um rendimento de 1,82 g4cido acético/ Jetanol € UMa produtividade de 1,24 g/(L d).
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Figura 30: Evolucdo da concentracdo dos substratos e produtos ao longo da fermentacdo do vinagre do 3° ensaio: [Acucares totais]
(g/L); [Etanol] (g/L); [Acido acético] (g/L).
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Na Figura 31 esta representada a evolucao do consumo dos acucares totais e a producdo de etanol ao
longo da fermentacao alcoodlica e o consumo de etanol e de producdo de acido acético ao longo da
fermentacao acética do quarto ensaio. Neste ensaio o indculo da fermentacédo acética foi alterando,
trabalhando-se com uma bactéria acética, Acefobacter syzygii e nao com vinagre nao pasteurizado,
sendo que entre as fermentacdes removeu-se o inoculo da fermentacao alcoolica por centrifugacdo. A
fermentacao alcoolica durou 2 dias e a fermentacdo acética durou 7 dias. A fermentacdo alcoolica,
iniciada com um °Brix de 9,9, iniciou-se com uma concentracao total de acuicares de 19,98 g/L e atingiu
valores perto de 0 ao fim do segundo dia, quando foi terminada a fermentacao alcodlica com a formacao
de 11,32 g/L de etanol. Apesar de se ter removido o ino6culo da fermentacdo alcodlica e de a
concentracao de acucares totais ter atingido um valor perto de zero e nao ter alterado até ao oitavo dia,
durante a fermentacdo acética ainda houve producédo de etanol. No fim da fermentacédo alcodlica a
produtividade em etanol foi de 5,30 g/(L d) e o rendimento foi de 0,54 Getanol/ Gsubstrator A
fermentacao acética durou 7 dias, ao longo desse periodo observa-se formacdo de etanol nos primeiros
2 dias, consumo de etanol nos restantes e uma maior producdo de acido acético nos ultimos 5 dias. O
valor maximo de etanol foi atingido no terceiro dia de fermentacdo acética com uma concentracdo de
14,23 g/L, terminando a fermentacado acética com 13,32 g/L de etanol, considerando este valor, a
produtividade em etanol e o rendimento ficam corrigidos para 2,74 g/(L d) e 0,69 Getanol/ Jsubstrato
respetivamente. O pico de acido acético foi atingido ao fim de 4 dias de fermentacao acética com uma
concentracdo de 0,65 g/L. Calculando o rendimento da fermentacao entre 0 momento em que se obteve
maior concentracao de etanol e o fim da fermentacdo acética, obtém-se uma produtividade em éacido
acético de 0,04 g/(L d) e um rendimento de 0,16 G4cido acético/ Jetanol- OS resultados deste ensaio
comprovam que uma Unica bactéria possui menor rendimento do que uma mistura de bactérias, como
€ 0 caso do vinagre nao pasteurizado. Neste ensaio nao se estudou a absorbancia do vinagre nao
pasteurizado nem do meio de bactérias acéticas antes destas serem adicionadas ao fermentado
alcodlico, a quantidade de bactérias presentes num meio e no outro pode ter sido bastante diferente,

explicando também a diferenca de produtividade e de rendimento entre os ensaios.
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Figura 31. Evolucdo da concentracdo dos substratos e produtos ao longo 0/? fermentacao do vinagre do 4° ensaio: [Acucares totais]
(g/L); [Etanol] (g/L); [Acido acético] (g/1).

Na Tabela 6 estdo sintetizados os valores da produtividade e rendimento em etanol e produtividade e
rendimento em acido acético dos tempos em que foi obtida a maior concentracéo do respetivo composto.
Comparando os varios valores entre as fermentacoes, observa-se que dos trés ensaios, o primeiro ensaio
obteve melhor produtividade tanto em etanol como em acido acético, ou seja, ao longo dos dias em que
se verificou producéo de etanol e de acido acético, no primeiro ensaio foi onde essa concentracao foi
maior. No entanto, a nivel de rendimento tanto de etanol como de acido acético, o terceiro ensaio obteve
melhores resultados significando que nesse ensaio houve maior conversao de acucar em etanol e
conversao de etanol em acido acético, isto pode ter acontecido devido a presenca continua de leveduras
e bactérias.
Seria de esperar que a nivel da fermentacao alcoolica os valores de rendimento e produtividade fossem
semelhantes, porém tal ndo se verificou. Essa diferenca pode ser explicada com o facto de que as
fermentacdes do primeiro ensaio realizaram-se com um pH mais elevado do que as fermentacdes do
terceiro e quarto ensaios; por outro lado, estes dados sao obtidos em funcédo da concentracao obtida por
HPLC e os ensaios 1 e 3 foram analisados por equipamento e por diferentes curvas de calibracao do 4°
ensaio, ou seja, o calculo da concentracdo do 4° ensaio pode ndo estar corretamente lida,

comparativamente aos outros dois ensaios.
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Tabela 6: Produtividade e rendimento em etanol e produtividade e rendimento em &cido acético

Produtividade Produtividade Rendimento de acido
Rendimento de etanol
em etanol em acido acético aceético
g/l— d getanol/gsubstrato g/l— d Yacido acético/getanol
1° ensaio 15,77 1,04 2,88 1,50
3° ensaio 8,14 1,24 0,42 1,82
4° ensaio 2,74 0,69 0,04 0,16

4.2.3 Acidez total

Como forma de se estudar e avaliar a fermentacdo acética, realizaram-se titulacdes com a amostra de
vinagre para perceber qual o ponto de acidez do vinagre

Na Figura 32 esta representada a evolucdo da acidez total ao longo do tempo de fermentacdo acética
dos ensaios 1, 3 e 4.

Ao longo da fermentacdo acética a concentracdo de acido acético aumenta, o que resulta numa
diminuicao do pH que traduz o aumento da acidez do meio. Assim ¢é esperado que a acidez total va
aumentando ao longo da fermentacéo acética.

Como visto anteriormente, ao longo do 1° ensaio a concentracao de acido acético aumenta ao longo dos
primeiros 2,5 dias e depois diminui até ao fim da fermentacdo acética. Com esta evolucdo da
concentracao de acido acético espera-se que a acidez traduza o mesmo: uma subida nos primeiros dias
e depois uma descida de acidez até ao fim do ensaio. Pela analise da Figura 32.A é possivel ver que tal
acontece: ao longo dos primeiros 5 dias de fermentacdo acética ha um ligeiro aumento da acidez até
8,38 %, no quinto dia de fermentacao e depois ha uma queda até aos ultimos dias de fermentacéao,
acabando com um valor de acidez de 3,12 %.

Ja no caso dos vinagres obtidos no 3° e 4° ensaios, a acidez do vinagre aumenta ao longo do tempo,
demonstrando que ha aumento de acido acético ao longo da fermentacédo o que vai de acordo com a
variacdo do pH ao longo da fermentacao acética. Na Figura 32.B é possivel ver que o vinagre do 3°
ensaio acaba a fermentacdo com 15,61 %. Na Figura 32.C vé-se que o vinagre do 4° ensaio acaba a

fermentacao com 5,27 %.
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Flgura 32: Evolucdo da acidez total ao longo da fermentacéo acética (t) do vinagre: A - 12 ensaio; B - 22 ensaio; C - 32 ensaio.

Dos trés ensaios, 0 Unico que se encontra dentro dos valores estabelecidos (50 g/L ou 5 %) é o vinagre
obtido pela bactéria Acetfobacter syzygii, sendo que os outros dois vinagres obtidos, no ponto maximo de
producéo de acido acético, teriam de ser diluidos para serem consumidos.

Comparando os valores de acidez com os valores da concentracdo de acido acético ao longo dos trés
ensaios, percebe-se que os valores obtidos pela segunda curva de calibracdo para a concentracao dos

compostos da 4° fermentacao ndo devem estar corretos, uma vez que os trés vinagres foram titulados
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segundo o mesmo protocolo e a razao entre os valores da acidez dos trés vinagres e a respetiva
concentracdo ndo correspondem. Por exemplo para uma acidez perto dos 50 % para o primeiro e quarto
ensaios corresponde mais ou menos aos dias 9 e 6,5 das respetivas fermentacdes e a concentracao de

acido acético para esses dias foi, respetivamente 0.59 g/L e mais ou menos 5 g/L.
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5 Conclusao

O objetivo deste projeto foi produzir um sumo probidtico que fosse tanto sustentavel como nutritivo:
utilizando as macéas que de outra forma acabariam por ser desperdicadas e, juntando as caracteristicas
saudaveis da maca, trouxesse beneficios para o consumidor. Com o mesmo objetivo projetou-se também
a producao de vinagre.

Relativamente ao sumo fermentado conclui-se que quando adicionado extrato de levedura numa
concentracao de 4 g/L, a bactéria Lacticaseibacillus casei desenvolve-se mais rapidamente, o que leva
a uma maior producao de acido latico. Quando comparando os sumos onde se adicionou extrato de
levedura com 0s que nao tiveram extrato de levedura adicionado, os primeiros tiveram uma concentracao
final de acido latico de 2,65 g/L, 2,74 g/L e 2,68 g/L, os segundos obtiveram uma concentracao final
de acido latico de 1,91 g/L, 0,64 g/L e 0,49 g/L para os sumos de maca Fuji, Golden Delicious e Royal
Gala, respetivamente.

Foram realizadas provas sensoriais com 0s sumos onde foi adicionado extrato de levedura e com sumos
idénticos ndo fermentados, daqui concluiu-se que os provadores tiveram mais preferéncia pelos sumos
nao fermentados. Entre os sumos fermentados, o sumo de Golden Delicious foi o que obteve melhor
apreciacao, tendo sido caracterizado como o melhor nos parametros de aspeto geral, cor, aroma, sabor,
docura e apreciacdo global, o sumo Fuji foi o considerado como o sabor mais acético

Assim pode-se concluir que é possivel produzir um sumo de maca probiotico e que para um sumo mais
saudavel, com maior concentracao de bactérias probidticas, deve-se adicionar extrato de levedura pois
estimula o seu desenvolvimento. Por outro lado, a sua fermentacao tem de ser controlada e com duracéo
inferior a 9 dias, para evitar que o produto final fique com um sabor semelhante a vinagre.
Relativamente ao vinagre, foram estudados dois indculos para a fermentacdo acética: vinagre nao-
pasteurizado e Acectfobacter syzygii e trés procedimentos entre fermentacées com o vinagre nao
pasteurizado: ndo autoclavar, com e sem centrifugacédo e autoclavar mas sem centrifugacdo. Dos trés
procedimentos o que obteve melhor resultados foi onde ndo houve autoclavagem nem centrifugacao
entre fermentacoes, obtendo um rendimento de 1,82 Getanol/ Isubstrato, POF OUtro lado o procedimento
que obteve melhor produtividade em acido acético foi o procedimento onde o fermentado da fermentacao
alcodlica foi apenas centrifugado com uma produtividade de 2,88 g/(L d) em acido acético. O ensaio
com a bactéria acética foi onde foram obtidos os piores resultados com
0,16 getanol/gsubstrato e 0,04 g/(L d) de acido acético.

Futuramente pode-se estudar a producao de sumos probidticos e de vinagre a base da mistura de varias

variedades de maca. De forma semelhante, pode-se estudar a producdo de ambos os produtos com
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outros microrganismos, nomeadamente outras bactérias probidticas e outras bactérias acéticas.
Relativamente aos processos fermentativos pode-se estudar a influéncia da producao de acido latico com

a opinido dos provadores e o arejamento na fermentacéo acética.
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Anexo A. Lista de equipamentos

Tabela A-1: Lista de equipamentos e respetivas especificacoes técnicas

Refratometro

Marca: HANNA HI 96841

Gama: 0 - 30 °Brix

Resolucao: 0,1 °Brix

Precisao: + 0,3 °Brix

Medidor de pH

Marca: HANNA HI 2215 pH/ORP Meter

Gama: -2,00 - 16,00 pH

QOO Resoluczo: 0,01 pH

Precisao: £ 0,1 pH

Espectrofotémetro

Marca: Jasco, V-560

Gama: 190 - 900 nm

Resolucao: 0,01 nm

Precisao: + 0,3 nm

Incubadora

Marca: IKA KS 4000 i control

Gama de temperatura: 5 - 80 °C

Estabilidade térmica: + 0,1 °C

Gama de velocidade: 10 — 500 min-
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Tabela A-2: Lista de equijpamentos e respetivas especificacoes técnicas (continuacao)

Titulador

Marca: Metrohm 902 Titrando

Resolucao: 0,001 pH

Intervalo de medicdo: 100 ms

Coluna de HPLC

Marca: Aminex HPX-87P Column

Diametro interno: 7,8 mm

Comprimento: 300 mm

Tamanho da particula: 9,0 um

pH estavel: 5,0 - 9,0
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Anexo B. Exemplo de calculos
Exemplo de calculo para a acidez total

Considerando o 14,74° dia da fermentacao acética do primeiro ensaio, durante a titulacao o volume
inicial () € 0 mL, o volume final (V) sdo 6,86 mL e o volume da amostra (V,....) € de 5 mL
Calculando o volume total V.

Vi=V;—=V,=686—-0=686mL
Entéo, substituindo na Equagédo 1:

6,86 x 0,6004 x 0,1
Acidez = c X 100 = 8,23 %

Obtém-se uma percentagem de acidez de 8,23 %

Este calculo foi idéntico para todas as amostras retiradas relativas a fermentacdo acética, apenas

diferendo nos volumes inicial e final de cada uma delas.

Exemplo de calculo do volume de fase moével gasto
Considerando um ensaio onde se pretende ler 40 amostras, com um caudal de 0,5 mL/min, onde se
sabe que o ultimo composto a ser analisado é lido aos 30 min e, portanto, usamos um tempo de leitura
de 35 min, usando a Equacao 2:

Vim = 40 X 0,5 % 35 =700 mL
Considerando que o volume de 150 mL de solucao a mais que é necessario preparar para assegurar a

preservacao do magneto, preparou-se assim 850 mL de solucao de H,SO, 5 mmol/L.

Exemplo de calculo da produtividade e do rendimento
A produtividade de produto de reacdo (A, é dada pela Equacdo 3, onde £ £, representam,

respetivamente, o tempo no fim e no inicio da fermentacdo e Ca concentracdo nos respetivos tempos.
_ AC _ Ci—C
CAt ti—t

Equacao 3

Considerando o 2,67° dia da fermentacao alcoolica do primeiro ensaio, onde a concentracao inicial e

final do etanol séo 0 e 42,06 g/L, respetivamente:
42,060

= 2,67——0= 15,77 g/(L d)

O rendimento de produto por substrato (Y, & dado pela Equacao 4, onde C representa a concentracao
do produto, £, e do substrato, S.

0

,o__AC_ GG
PIS™ " ACs ~ € — Cq

Equacao 4

0 f

Considerando as concentracdes inicial e final dos acucares totais e do etanol sdo 41,56 e 1,08e O e
42,06 g/L, respetivamente:
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42,06 — 0

Yp/s = m = 1,04 etanol/ Gsubstrato

Para o0 uso de ambas as equacdes tem de se estar atento a qual o produto, o substrato e o tempo correto

a usar.
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Anexo C. HPLC: curvas de calibracao, tempos de retencao e limites de detecao
e quantificacao

Por causa de problemas com o equipamento foi necessario recorrer a dois equipamentos de HPLC, tendo
ambos usado a mesma coluna e tendo sido realizada uma curva de calibracao e determinados novos
tempos de retencao para cada equipamento.
A primeira curva foi usada para calcular as concentracdes dos constituintes das amostras recolhidas ao
longo do primeiro, segundo e terceiro ensaios, para 0s sumos e para o vinagre. A segunda curva foi
usada para determinar as concentracdes dos constituintes das amostras recolhidas ao longo do quarto,

para 0S sumos e para o vinagre

Primeira curva de calibracao
Tempo de retencao
Os seguintes tempos de retencao foram usados para a detecdo de acucares, acidos organicos e um

alcool para eluente 5 mmol/L H,SO,, com um caudal de 0,05 mL/min a uma temperatura de 25 °C.

Tabela C-1: Tempos de retencao da primeira curva de calibracao de HPLC

Tempo de retencao
Composto _

min

Sacarose 9,19
Glucose 10,79
Frutose 12,02
Etanol 23,68

Acido citrico 7,43
Acido latico 15,458
Acido acético 18,09

Curva de calibracao
As curvas de calibracdo a seguir apresentadas foram obtidas através da concentracdo do composto em

funcao da area obtida para o pico no tempo de retencéo acima referido.
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Figura C-1. Curva de calibracao da sacarose.
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Figura C-2: Curva de calibracao da glucose.
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Figura C-3: Curva de calibracao da frutose.
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Figura C-5.: Curva de calibracao do acido citrico.
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Figura C-6: Curva de calibracao do acido latico.
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Figura C-7: Curva de calibracao do acido latico.

Limites de detecao e limite de quantificacao

Os limites de detecao foram calculados segundo a Equacéao C.1.

g Syx 14 72 Equacao C.1
XLop = 9, b , (= %)

Onde x.0p € o limite de detecao, S, , € o desvio padréo, b € o declive da curva de calibracéo, x ¢ a
média dos valores e x; é o valor do analito no ponto /da curva de calibrag&o.
O valor do limite de quantificacao foi calculado segundo a Equacéao C.2.
XroqQ = 3.3 X XLop Equacéo C.2
Onde x10¢ € o limite de quantificacao.
Na Tabela C-2: Limites de quantificacdo e de detecdo para a primeira curva de calibracdo estdo

representados os limites de quantificacdo e de detecao calculados para a primeira curva de calibracéo

de cada composto.

Tabela C-2: Limites de quantificacao e de detecdo para a primeira curva de calibracéo

Limite de detecao Limite de quantificacao
g/L g/L
Sacarose 1,29 4,26
Glucose 0,49 1,62
Frutose 0,28 0,93
Etanol 0,76 2,51
Acido citrico 0,61 2,03
Acido latico 0,63 2,07
Acido acético 0,60 1,99
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Segunda curva de calibracao
Tempo de retencao
Os seguintes tempos de retencao foram usados para a detecdo de acucares, acidos organicos e um

alcool para eluente 5 mM H,SO., com um caudal de 0,05 mL/min a uma temperatura de 25 °C.

Tabela C-3: Tempos de retencao da segunda curva de calibracao de HPLC

Composto Tempo de_ retencao
min
Sacarose 8,76
Glucose 10,37
Frutose 11,41
Etanol 24,42
Acido citrico 9,48
Acido latico 14,878
Acido acético 18,10

Curva de calibracao

As curvas de calibracdo a seguir apresentadas foram obtidas através da concentracdo do composto em
funcdo da area obtida para o pico no tempo de retencao acima referido.

Para obter uma curva de calibracao recomenda-se que se use pelo menos quatro pontos, porém a analise

do quarto ponto, que corresponderia a concentracdo mais alta nao foi efetuada corretamente, por isso

ndo estar constado no gréfico.

1.40E+07

1.20E+07

-
o
S
m
+

o
~

8.00E+06

6.00E+06

Area / (mw min)

4.00E+06

2.00E+06

0.00E+00 ¢ y =672349x - 206.26
0 5 10 15 Ryl 25
[Sacarose] / (g/L)

Figura C-8: Curva de calibracdo da sacarose.
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Figura C-11: Curva de calibracéo do etanol.
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Figura C-9: Curva de calibracéo da glucose.
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Figura C-10: Curva de calibracdo da frutose.
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Figura C-12: Curva de calibracdo do dcido citrico.
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Figura C-13: Curva de calibracao do dcido latico.
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Figura C-14: Curva de calibracdo do dcido acético.
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Limites de detecao e limite de quantificacao
Na Tabela C-4Tabela C-2: Limites de quantificacdo e de detecdo para a primeira curva de calibracdo
estdo representados os limites de quantificacdo e de detecdo calculados para a segunda curva de

calibracao de cada composto.

Tabela C-4: Limites de quantificacdo e de detecéo para a segunda curva de calibracao.

Limite de detecao Limite de quantificacdo
g/L g/L

Sacarose 0,001 0,003
Glucose 0,002 0,007
Frutose 0,001 0,002
Etanol 0,002 0,007
Acido citrico 0,0001 0,0002
Acido latico 0,0002 0,001
Acido acético 0,002 0,006
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Anexo D. Questionario da Analise sensorial

Cédigo da amostra:

Prova Sensorial

Este questionario insere-se num trabalho de investigagao para o desenvolvimento de um
sumo de maga a decorrer no ambito do Mestrado Integrado em Engenharia Biologica da
Universidade do Minho.

Todos os anos, toneladas de frutas e vegetais sao desperdicadas por nao se enquadrarem
nos padroes definidos. Os sumos que ira provar tencionam reduzir esse desperdicio.

O questionario € anénimo e a sua resposta é confidencial. Classifique a amostra
apresentada, atribuindo uma pontuacao entre 1 (desgosto extremamente) a 5 (gosto
extremamente) a cada um dos seguintes atributos, consoante a sua opiniao.

Sexo: F |:| M D
Idade: <20[ | 2030 | 3040 | 4050[ ] >s0[ ]

Aspeto Geral
1 2 3 4 5
Cor

1 2 3 4 5
Aroma

1 2 3 4 5
Sabor

1 2 3 4 5
Dogura

1 2 3 4 5

Acidez/Sabor acético
1 2 3 4 5
Apreciacdo global
1 2 3 4 5
Observagoes:

Obrigada pela colaboragio!

Ana Mangerona

Figura D-1. Questionario da Prova Sensorial.
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Anexo E. Resultados das provas sensoriais

Sumo de maca da variedade Fuji fermentado

Tabela E-1: Resultados das provas sensorials para o sumo fermentado da maca Fuji

Apreciacao
Global

2.47

Acidez/Sabor
aceético

3.10

Docura

2.03

Sabor

2.17

Aroma

2.57

Cor

3.10

Aspeto Geral

3.07

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25
26
27

28
29
30

Média
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Sumo de maca da variedade Fuji nao fermentado

Tabela E-2: Resultados das provas sensoriais para o sumo néo fermentado da maca Fuji
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Sumo de maca da variedade Golden Delicious fermentado

Tabela E-3: Resultados das provas sensoriais para o sumo fermentado da maca Golden Delicious
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Sumo de maca da variedade Golden Delicious nao fermentado

Tabela E-4: Resultados das provas sensorials para o sumo néo fermentado da maca Golden Delicious
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Sumo de maca da variedade Royal Gala fermentado

Tabela E-5: Resultados das provas sensoriais para o sumo fermentado da maca Royal Gala
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Sumo de maca da variedade Royal Gala nao fermentado

Tabela E-6: Resultados das provas sensoriais para o sumo nao fermentado da maca Royal Gala

Apreciacao
Global

3.73

Acidez/Sabor
aceético

2.90

Docura

3.93

Sabor

3.93

Aroma

3.70

Cor

3.33

Aspeto Geral

3.50

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25
26
27
28
29
30
Média
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