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Producao e caracterizacao das propriedades funcionais de

vinagre de didspiro (Diospyros kaki)

RESUMO

O vinagre quando associado a alimentacdo apresenta beneficios para a saude humana,
combatendo doencas como a hipertensdo e o colesterol. Ja o didspiro, um fruto de origem
asiatica, € largamente conhecido pelas suas propriedades terapéuticas gracas ao elevado
numero de compostos que apresentam atividade antioxidante (vitamina A e C, carotenoides e
taninos). Assim, a producédo de um vinagre tendo o didspiro como matéria-prima pode associar
as potencialidades de ambos resultando num produto com valor acrescentado.

No decorrer deste trabalho foram realizados diversos ensaios com a finalidade de otimizar a
producao de vinagre de diospiro. Parametros como a temperatura, a diluicdo do mosto, a
pasteurizacdo do fruto, a temperatura e o inoculo para a acetificacdo foram avaliados. Verificou-
se que uma pasteurizacdo inicial do fruto acompanhada de diluicdo do mosto inicial facilita o
decorrer fermentativo, tendo-se otimizado este processo. A etapa acética apresentou uma maior
dificuldade na otimizacdo, sendo que foi para uma temperatura de 25 °C e um arejamento
pouco intenso que se obteve o melhor resultado em concentracdo final de acido acético.
Simultaneamente, procedeu-se ao isolamento de diferentes bactérias acéticas existentes em
sumos e vinagres contaminados com o intuito de selecionar uma estirpe com elevado
rendimento em acido acético. Duas de cinco bactérias isoladas apresentaram comportamento de
bactérias acéticas. De forma a avaliar a evolucdo da atividade antioxidante ao longo da producéo
do vinagre, foram realizados diferentes ensaios antioxidantes (ABTS, DPPH, FRAP e NO) que
demonstraram um aumento da capacidade antioxidante do inicio até ao fim da fermentacéo
alcoolica. Adicionalmente, foram também realizados os mesmos ensaios antioxidantes para o
produto final obtido da acetificacdo e para um vinagre comercial de cidra, de forma a comparar
a capacidade antioxidante de ambos. Estes ensaios vieram mostrar que, no geral, o vinagre
produzido ao longo deste protejo apresenta uma maior capacidade antioxidante do que o vinagre

de cidra.

Palavras-chave: Diospiro, fermentacao alcodlica, acetificacao, bactérias acéticas, atividade

antioxidante
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Production and Characterization of Functional Properties of

Persimmon Vinegar

ABSTRACT

Vinegar has a lot of benefits for human health, helping to prevent some diseases such as
hypertension and cholesterol. On the other hand, persimmon, a fruit with Asian origin, is widely
known for its therapeutic properties due to the high number of compounds with antioxidant
activity (vitamins A and C, carotenoids, tannins and polyphenols). Thus, the production of vinegar
made from this fruit can incremented the antioxidant capacity and health benefits.

The aim of this work was the optimization of persimmon vinegar production. Parameters such as
temperature, mash dilution, fruit pasteurization, temperature and inoculum were evaluated. It
was observed that an initial pasteurization of the fruit accompanied by dilution of the initial mash
facilitates the fermentative course, and this process was optimized. The acetic step presented a
greater difficulty in the optimization. The best results considering final acetic acid concentration
were obtained from 25 °C and a reduced aeration. Simultaneously, different acetic bacteria were
isolated from juices and vinegars to select the one with the highest acetic acid yield. Two of five
bacteria isolated (C e Pg showed behavior of acetic bacteria. In order to evaluate the evolution of
the antioxidant activity during vinegar production, different antioxidant assays (ABTS, DPPH,
FRAP and NO) were carried out, which demonstrated an increase in the antioxidant capacity from
the beginning until the end of the alcoholic fermentation. In addition, the same antioxidant assays
were also carried out for the final acetification product obtained and for commercial cider
vinegar, to compare the antioxidant capacity of both. These trials have proven that, overall, the

vinegar produced in this study has a higher antioxidant capacity than cider vinegar.

Keywords: Persimmon, alcoholic fermentation, acetification, acetic acid bacteria, antioxidant

activity
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Capitulo / - Introducéo

1. INTRODUCAO

“Vinum acre” ou “acetunn?’, comumente chamado de vinagre, remonta a antiguidade e as suas
primeiras referéncias datam de 8000 anos a.C.. Porém, o seu uso ndo era exclusivamente
culinario, onde, tal como hoje, servia de tempero: existem relatos do seu uso na medicina, para
fins terapéuticos, bem como na industria alimentar, como conservante.**

A producao do vinagre tem por base dois processos fundamentais: a fermentacéo alcodlica
seguida de acetificacdo. Para a sua producdo podem ser utilizados diferentes métodos bem
como diferentes matérias-primas ricas em hidratos de carbono, destacando-se alguns cereais e
os frutos, como macas, uvas e didspiros.”

As diferentes qualidades de vinagre tém sido alvo de inimeros estudos que vieram comprovar a
existéncia de propriedades benéficas para a salde humana, quer por se comportar como um
agente antimicrobiano quer pela sua capacidade na prevencdo de algumas doencas. O acido
acético, resultante da acetificacdo, € um dos compostos que apresenta estas propriedades
terapéuticas. A sua atividade recai sobre a reducao de substratos essenciais a sintese de acidos
gordos e do colesterol bem como sobre o melhoramento da lipolise.* Adicionalmente, a
existéncia de diferentes compostos fendlicos pode incrementar estas mesmas propriedades,
ajudando na prevencado e no combate da diabetes mellitus, da hipertensao, do cancro, entre
outros.* Assim, um vinagre rico em compostos fenolicos pode ser uma mais-valia para o
Homem, constituindo um produto com valor acrescentado.

A nivel comercial muitos dos frutos produzidos, e até mesmo vegetais, sdo descartados por nao
apresentarem a conformacdo adequada para comercializacdo (tamanho inadequado,
deformacbes e sobreproducédo). Contudo, grande parte destes produtos poderiam ser
reaproveitados para diversos fins, como por exemplo a producao de vinagre.’

O diospiro, um fruto de origem asiatica, € um destes frutos visto que é consumido fresco e
rapidamente perecivel. Este apresenta diversas bioatividades sendo tradicionalmente utilizado na
China para fins medicinais (para tratamentos de hipertensdo, queimaduras, paralisias e
dispneia). Estes efeitos tém sido estudados e assume-se que as propriedades nutracéuticas

deste fruto estdo relacionadas com os seus compostos antioxidantes, vitaminas e carotenoides.®
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Capitulo | - Infroducéo

Deste modo, aliando o diospiro, que apresenta uma elevada quantidade de compostos
antioxidantes, a producdo de vinagre podemos obter um produto com uma capacidade
antioxidante melhorada. O vinagre produzido através deste fruto pode conter uma elevada
quantidade de acidos organicos do ciclo de Krebs e também acido acético, bem como uma
elevada quantidade de taninos, capazes de reduzirem a pressao arterial e de fortalecerem os
vasos sanguineos.”™° Para além disso, o mosto deste fruto apresenta um elevado rendimento no
processo fermentativo, resultando num produto de elevada qualidade'' e com um sabor
caracteristico quando comparado com outros vinagres.’

O presente estudo recai sobre a producdo e caracterizacdo das propriedades funcionais de um
vinagre de diospiro, tentando otimizar os parametros fermentativos para futuramente ser possivel

um scale-up a nivel industrial.

1.1 Enquadramento historico

Pensa-se que os babilonios, egipcios, persas, gregos e romanos ja conheciam a versatilidade do
vinagre bem como a sua importancia para as populacées.*?

Registos indicam que ja os babildnios, no quinto milénio antes de cristo, utilizavam tamaras para
fazer vinho e vinagre. Nesta altura, o vinagre por eles produzido era principalmente destinado a
conservar os alimentos. Cré-se também que o povo egipcio fez uso do vinagre, tendo sido
encontrados vestigios de vinagre em urnas egipcias antigas. Existe ainda uma passagem
historica que descreve que Cledpatra preparava uma bebida solubilizando pérolas em vinagre. Ja
na Grécia antiga era comum entre o povo beber “Oxycraf’, nome dado a mistura de agua,
vinagre e mel. Ha ainda registos de que Hipdcrates, considerado “o pai da medicina”, prescrevia
esta bebida para tratar feridas e doencas respiratérias.”**** Os romanos adotaram uma bebida
idéntica, diferindo apenas pelo facto de nao conter mel, & qual deram o nome de “Posca”.
Acreditavam que esta daria forca, ao contrario do vinho (“Posca fortem, vinum ebrium
facit”).**'* Durante as guerras, foi muito utilizada pelos militares como ténico de fortalecimento
e energizacdo, tendo sido usada regularmente tal como o era pelos samurais japoneses.*

A natureza antisséptica do vinagre incrementou o seu uso por parte dos soldados tendo sido

largamente utilizada para desinfetar e acelerar a cicatrizacao de feridas."
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No que respeita ao seu uso como conservante, o vinagre foi crucial para tornar possivel o
transporte de alimentos pereciveis a grandes distancias, como a carne, o peixe e os legumes.'**®
Apesar de ser mais conhecido pelas suas propriedades terapéuticas e conservantes, ja o0s
romanos utilizavam o vinagre nas suas receitas. Apicius, um famoso gastrénomo da época
romana, ficou conhecido por fazer uso do vinagre em todas as suas receitas.'? “De Re
Coquinaria’ trata-se de uma compilacao de receitas culinarias tendo por base 0s manuscritos de
Apicius. Neste livro encontram-se cerca de 468 receitas onde um dos dez principais ingredientes
¢ o vinagre. Segundo este, o vinagre era essencial numa receita, encontrando-se na sexta
posicdo numa lista de dez ingredientes imprescindiveis.™"’

Apesar da sua producao remontar a antiguidade, os primeiros registos apenas relatam algumas
métodos e materiais usados na sua preparacao, sendo considerado um produto resultante de
uma alteracao natural do vinho. O primeiro tratado relativamente a sua elaboracdo tem registo
no século VI, gracas ao processo de destilacado desenvolvido por Jabir Geber, um quimico
arabe, com a finalidade de purificar o vinagre. S6 mais tarde, em 1790, Antoine Lavasoier
esclarece a importancia do oxigénio na formacao de vinagre. No seu livro “Tratado de Quimica
Elementar” explica que o vinagre ndo passava de vinho acetificado gracas a absorcdo do
oxigénio. Contudo, 74 anos depois, Louis Pasteur vem confirmar que a elaboracdo depende
principalmente de fermento vivo e que sem este nao ha formacao de vinagre. Demonstrou que a
transformacao do vinho em vinagre é devido a bactérias acéticas que se desenvolvem formando
uma camada gelatinosa. Inicialmente, Pasteur designou-as por Micoderma vini; tendo
posteriormente sido classificadas em trés espécies pertencentes ao género Bacterium de acordo
com o seu aspeto morfologico. S6 em 1898 passaram a classificacdo atual em que se incluem
no género Acetobacter.***#%

Foi durante o renascimento que a industria do vinagre floresceu e deu origem a diversos
vinagres tendo como base diferentes matérias-primas: varias especiarias, ervas, frutas e até
mesmo flores. Supde-se que no século XVIII ja existiiam mais de cem variedades de vinagres
infundidos disponiveis.'*"

Ao longo dos tempos a curiosidade e o desejo por dominar a sua producéo levou a que hoje se

conheca as diferentes etapas de producao de vinagre bem como diferentes técnicas.
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1.2 Legislacao

Atualmente, e segundo o Decreto-Lei n® 174/2007, de 8 de maio de 2007, entende-se por
vinagre “o produto obtido exclusivamente pelo processo bioldgico de dupla fermentacao,
alcoolica e acética, de produtos de origem agricola”.?!

Para a producao e comercializacao de vinagres em Portugal deve-se obedecer as normas que
constam neste decreto. Segundo este, as matérias-primas para o fabrico de vinagre tém de estar
em conveniente estado de conservacao, isentas de substancias ou matérias estranhas a sua
normal composicao e de microrganismos patogénicos ou das substancias destes derivados em

niveis que prejudiquem a saude do consumidor.?’ Segundo este mesmo decreto, quando

classificado quanto a sua origem, o vinagre pode ser de oito tipos (tabela 1).

Tabela 1 - Classificacao dos diferentes tipos de vinagre segundo a legislacdo em vigor?!

Tipo de vinagre Processo obtencao
Vinagre de vinho Exclusivamente pela fermentacao acética do vinho
Vinagre de fruta e vinagre de A partir de frutas ou das suas bagas por fermentacao alcodlica
bagas seguida de fermentacao acética
Vinagre de sidra Fermentacéo acética de sidra
Vinagre de alcool Acetificacao do alcool destilado de origem agricola
Vinagre de cereais Fermentacao alcodlica seguida de acetificacdo de cereais, sem a

existéncia de destilacdo intermédia

Vinagre de malte Dupla fermentacao, alcodlica e acética, de cevada maltada, sem
destilacao intermédia, com ou sem adi¢do de cereais

Vinagre de malte destilado Por destilacdo do vinagre de malte anteriormente referido, sob
pressao reduzida e contendo somente os constituintes volateis do
vinagre de malte que deriva

Outros vinagres Resultante de outros produtos de origem agricola (mel, cerveja,
entre outros) por dupla fermentacéo

Vinagres aromatizados e Qualquer vinagre que sofra a adicdo de plantas ou partes de
vinagres com especiarias plantas aromatizantes, especiarias e extratos aromatizantes e que
sejam organolepticamente percetiveis

Ainda durante a preparacdo do vinagre alguns ingredientes/substancias sdo permitidos(as) e
outras proibidas, encontrando-se descritos(as) na tabela 2. O uso de agentes de filtracdo, de
clarificacao, de preparacoes de malte, amido liquido, glucose, fosfatos e sais de amonio sao

permitidos.?
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Tabela 2 - Ingredientes/substancias permitas e proibidas segundo a legislacao?:

Ingredientes Facultativos Substancias proibidas

Plantas ou partes de plantas aromatizantes, Aromatizantes artificiais

especiarias e extratos aromatizantes

Sumos de fruta ou concentrados dos mesmos Oleos de grainha de uva, naturais ou artificiais

Mel Residuos de destilacao, residuos de fermentacédo

ou 0s seus subprodutos

Aclcar Substancias extraidas de bagaco (todos os tipos)

Sal Acidos de todos os tipos, com excecdo daqueles
naturalmente  contidos nas matérias-primas
utilizadas ou contidos em qualquer substancia cuja

adicao seja permitida

As operacdes tecnoldgicas no decorrer do fabrico, preparacdo e conservacdo do vinagre sao
também elas regulamentadas por este Decreto-Lei, sendo que na tabela 3 encontram-se as

operacdes permitidas.?!

Tabela 3 - Operacdes tecnoldgicas permitidas no decorrer da producao de vinagre %

Operacoes tecnolégicas permitidas

Mistura de vinhos

Diluicao de produtos alcodlicos com agua potavel

Acetificacao rapida por meio de corrente de ar, oxigénio ou aguecimento e 0 mesmo para o seu

envelhecimento

Descoloracao dos proprios vinagres com carvoes descolorantes

Clarificacao

Trasfega, separacdo liquido-solido e liquido-liquido e refrigeracao

Coloracao com caramelo

Esterilizacao e pasteurizacao

No que diz respeito ao acondicionamento, o vinagre deve-se apresentar pré-embalado, podendo

encontrar-se a granel quando se destine as industrias, a grossistas ou a outras entidades
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similares. O material utilizado para o efeito deve ser impermeavel, inerte e indcuo em relacédo ao
contelido de forma a garantir uma conservacdo adequada.?*

Para a comercializacdo de vinagres existem limites minimos e maximos obrigatorios a ter em
atencado (Tabela 4), sendo que o produto final deve ter um aspeto limpido, admitindo-se um
ligeiro depésito ou turbacao, e apresentar cor, aroma e sabor proprios da natureza da matéria-

prima e dos ingredientes facultativos devidamente indicados no rétulo.?

Tabela 4 - Parametros obrigatorios para comercializacdo de vinagres, em Portugal %

Limite
Acidez total (em acido acético) Minimo Maximo
Vinagre de vinho 6 g/100mL —
Outros 5g/100mL —
Alcool residual, em volume
Vinagre de vinho — 1,5%v/v
Outros — 0,5 %v/v

A nivel internacional os parametros modificam ligeiramente em relacdo ao alcool residual e

surgem novos parametros (Tabela 5).

Tabela 5 - Parametros obrigatorios para comercializacao de vinagres, a nivel internacional®®

Limite
Acidez total (em acido acético) Minimo Maximo
Vinagre de vinho 6 g/100mL —
Outros 5 g/100mL —
Alcool residual, em volume, a 20 °C
Vinagre de vinho — 0,5%v/v
Outros — 1%v/v
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1.3 Tecnologia de Producao de Vinagre

A producdo de acido acético requer duas etapas principais: inicialmente, o acucar é convertido
em alcool - fermentacdo alcoolica — que posteriormente, por duas reacdes de oxidacdo, é
convertido em 4cido acético — acetificacéo.”

Durante o decorrer da fermentacao alcoélica, as leveduras utilizam o acucar existente no
meio de maneira a obter energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia, sendo o etanol um
produto resultante deste processo (Figura 1). Para além de depender do tipo de levedura
utilizada, a fermentacao alcodlica depende ainda de outros fatores, tais como a temperatura, a
16,23

taxa de arejamento, o pH e a concentracao de acucares existente.

Glicose

2 NAD" 2 ADP + 2P

2 NADH, 2 ATP

Acido pirivico «———— Acido piriivico

co
co, Z

Etanol Etanol

Figura 1 - Producao de etanol a partir de actcar no decorrer da fermentacéao alcoolica.

Saccharomyces cerevisiae é a levedura comumente utilizada para a producdo de vinho.?* Tal
deve-se ao facto de esta realizar fermentacdes rapidas e confidveis, com uma elevada producao
de etanol e com uma elevada tolerancia aos subprodutos fermentativos e as alteracdes de pH
que possam ocorrer. As estirpes desta levedura sdo conhecidas por oferecerem um produto final
de qualidade e de boa aceitabilidade.**

Manter uma temperatura adequada ao crescimento da levedura utilizada é fundamental para
que se consiga obter uma producdo adequada de etanol. Na sua maioria, as leveduras
apresentam baixa tolerancia para temperaturas extremas, sendo que se deve manter a

temperatura dentro dos parametros otimos de crescimento da levedura utilizada maximizando o

seu desempenho. Para S. cerevisiae a faixa de temperatura o6tima de crescimento encontra-se
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entre os 25 — 35 °C.2** Contudo, é ainda essencial regular a temperatura para ndo ocorrer a
formacao de outros produtos secundarios, quer por reacdes quimicas que possam existir com o
aumento da temperatura quer pelo favorecimento de outro tipo de microrganismos nao
desejados.'*?

A presenca de oxigénio no meio também é um fator determinante neste processo. Apesar das
leveduras normalmente utlizadas na fermentacao alcodlica serem anaerobias facultativas, €
fundamental a presenca de uma concentracdo basal para a manutencéo da viabilidade celular.*®
O pH é um outro fator a ter em conta no processo fermentativo uma vez que este também
condiciona o crescimento das leveduras. O pH 6timo da maioria das leveduras é acido, variando
entre os 4 e os 6, sendo que valores muito inferiores ou muito superiores condicionam a sua
capacidade reprodutiva.?**>?’

A concentracao de aclcares fermentesciveis no meio condiciona o etanol produzido.?®* A fim de
ter uma avaliacdo rapida do teor de acucares totais no meio pode recorrer-se a medicdao do
“brix. Neste processo um refratometro converte o indice de refracdo da amostra para a
concentracdo de acucar total provavel na amostra em unidades de percentagem por peso.** O
°brix da matéria-prima pode ser ajustado para valores superiores, com adicdo de acuUcar, ou
para valores inferiores, diluindo com agua, de forma a se obter uma producdo de alcool
satisfatoria para posteriormente se proceder & acetificacio.”

Pertencente a familia Acefobacteraceae, as bactérias acéticas tém um metabolismo estritamente
aerobico e sdo as grandes responsaveis pela segunda etapa na producdo de vinagre: a
acetificacao. Nesta fase, as bactérias acéticas convertem, por duas oxidacdes sucessivas, 0
etanol resultante da fermentacéo alcoolica em acido acético. Estas oxidacoes sao catalisadas por
duas enzimas produzidas pelas proprias bactérias: a alcool desidrogenase que inicialmente
converte o etanol a acetaldeido, e a acetaldeido desidrogenase que converte o acetaldeido em
acido acético (Figura 2). No decorrer do processo existe ainda a formacao de varios compostos
secundarios, como aldeidos, cetonas, ésteres e outros acidos organicos sendo o acetaldeido o

composto secundario predominante.?!%332

10
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Alcool Acetaldeido
desidrogenase . desidrogenase = .
Etanol / \: Acetaldeido / \: Acido acético
NAD* NADH + H* NAD NADH + H*

Figura 2 - Reacao de oxidacéo responsavel pela conversao do etanol a acido acético.

No decorrer da acetificacao também se torna importante o controlo de determinados fatores que
podem condicionar a qualidade do vinagre. Para além do microrganismo utilizado, da
temperatura, do pH e da taxa de arejamento também se torna essencial controlar fatores como
a concentracao alcodlica e a acidificacao inicial.

Contrariamente a fermentacdo alcodlica, os microrganismos utilizados na acetificacdo sdo
aerobios requerendo uma taxa de arejamento muito mais elevada do que as leveduras utilizadas
na etapa anterior. Deste modo, a taxa de arejamento deve ser otimizada de forma a obter um
crescimento maximo das bactérias acéticas facilitando a acetificacao.?**!

A temperatura 6tima deste tipo de bactérias encontra-se também entre os 25 — 30 °C, sendo
que crescem muito lentamente quando a temperatura se encontra fora desta faixa, podendo
mesmo chegar a perder a sua capacidade funcional se a temperatura nao for retornada para a
sua faixa 6tima.'®?**!

No que respeita ao teor alcodlico, quando este se encontra em demasia pode condicionar o
desenvolvimento das bactérias acéticas e, consequentemente, reduzir a qualidade do vinagre.
Concentracdes de etanol superiores a 12-13 % dificultam a acetificacdo e, assim, o alcool
presente no meio n&o é completamente oxidado.***3*

A acidificacao inicial torna-se importante uma vez que suprime outros tipos de fermentacoes que
sao indesejaveis e, simultaneamente, cria um ambiente mais propicio ao crescimento das
bactérias acéticas.’®>* E por esta razdo que normalmente se observa a adicdo de um vinagre

forte ndo pasteurizado nesta epata fermentativa.

Para a producao de vinagre existem diferentes metodologias:

e Processo lento (Orfeans),
e Método rapido,

e Método submerso. >

11
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1.3.1 Processo Lento (Orfeans)

O nome deste processo lento, que é o mais antigo e tradicional método de producéo de vinagre,
tem origem em Franca, onde em Orleans foi aperfeicoado. Apesar do seu processo remontar ao
século XVIl e desde entao se terem desenvolvidos outros métodos mais sofisticados, este tipo de
producdo arrastou-se até aos dias de hoje. Tal pode ser explicado pela forma lenta e pela
existéncia de alcool residual que permite a formacéo de ésteres e outros compostos volateis que
conferem aroma e um sabor mais peculiar aos vinagres que assim séo elaborados.*”

Produzido em barris de madeiras adaptados (Figura 3), comumente chamados de acetificadores,
este método tem por base o favorecimento do contato do ar com uma fina camada gelatinosa
que se desenvolve na superficie do vinho — conhecida como a mae do vinagre — que contem as
bactérias acéticas responsaveis pela acetificacdo.?***’

O barril deve apresentar uma dimensao adequada a quantidade do vinagre que se pretende
elaborar, as aberturas para a passagem de ar devem ser devidamente protegidas para evitar a

entrada de diversos contaminantes e deve estar armazenado num local onde a temperatura seja

suficiente, mesmo de inverno, para que ocorra a acetificacao.

Tubo para odigdo de vinho

Aberturas protegidas
com tela para entrada
de ar

Nivel do mosto

/
Retirada
do vinogre

Figura 3 - llustracao de barril frequentemente utilizado para a producdo de vinagre pelo método de
Orleans. ?

O inicio do processo ocorre quando, em norma, se acrescenta um vinagre forte nao pasteurizado
que funciona como pé-de-cuba. Se o mosto apresentar as substancias nutritivas necessarias ao

desenvolvimento das bactérias acéticas, a acetificacdo nao carece de adicdo de nutrientes.’

12
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Apds a acetificacdo, retira-se uma parte do vinagre formado até entdo que passa a ser
substituido, no mesmo volume, pelo resultado alcodlico da matéria-prima que esta a ser
utilizada. Logo apos a obtencdo do vinagre este mesmo processo volta-se a repetir, tornando
assim o processo continuo.*** Ao longo da retirada do vinagre é essencial efetuar analises para
verificar a composicao e a qualidade do vinagre.

Tanto o vinagre forte como o vinho sao adicionado por um tubo especifico que leva o adicionado
até ao fundo do barril mantendo a pelicula gelatinosa sempre constante, ou seja, sem levar ao
seu rompimento e a sua consequente precipitacdo no fundo do barril.** Pelo mesmo motivo, é
ainda, necessario um cuidado extra aquando da retirada do vinagre.

Apesar de se conseguir obter um vinagre com uma elevada qualidade, este método apresenta
alguns aspetos negativos, como a possibilidade de proliferacao de bactérias ndo desejadas e um

baixo rendimento na transformacéo do alcool em &cido acético.’

1.3.2 Processo Rapido

Foi no inicio do século XIX, com o recurso a diferentes materiais porosos, que se desenvolveu o
processo rapido para a producdo de vinagre. A fim de aumentar a superficie de contacto das
bactérias acéticas com o mosto fermentado recorreu-se ao uso de sabugo de milho, carvdo
vegetal e, mais recorrentemente, serradura de madeira. Este contém diversos orificios,
permitindo a ventilacdo a partir das paredes laterais, e apresenta-se como suporte para a
agregacao de bactérias acéticas. Preenchendo a parte intermédia do interior do acetificador é
através deste que também decorre a percolacdo, ou seja, a circulacao e filtracdo do fermentado
que facilita o arejamento e pde em contacto o fermentado com as bactérias acéticas. Esta
recirculacdo ocorre da base para o topo, sendo que a medida que o fermentado desce se injeta
ar no sentido contrario (Figura 4). Este processo é repetido as vezes que forem necessarias para
se obter a quantidade de acido acético desejado. Apds a obtencao do vinagre é possivel a sua
retirada através do compartimento inferior.2**

De forma similar ao processo lento, quando a concentracao de alcool se aproximar de 0,3 % v/v

retira-se uma dada quantidade de vinagre, substituindo-o pelo mesmo volume de vinho de forma

a reiniciar o processo.>*®

13
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Em comparacdo com o método de Orfeans, este apresenta uma vantagem: a acetificacdo ocorre
mais rapidamente. Contudo, e apesar de ja apresentar um notavel avanco tecnoldgico na
producao de vinagre, o processo ainda apresenta alguns pontos negativos: a perda de
substancias volateis por evaporacao e a facil contaminacao do material poroso. Existe também a
possibilidade de proliferacdo de Acetobacter xilynum que pode levar ao entupimento do material

poroso, uma vez que esta produz uma elevada quantidade de substancia gelatinosa.**

AR
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Figura 4 - Acetificador utilizado para o processo rapido, contendo um suporte poroso. A - Crivo; B -
Suporte poroso; C — Alimentacao automatica; D — dispersor de vinho: E - arrefecedor; F - condensador.?

1.3.3 Processo Submerso (Método de Frings)

O melhoramento dos acetificadores nao parou no processo rapido, tendo-se mais tarde
desenvolvido o processo submerso, também conhecido como método de Frings, que face a sua
rapidez ¢ utilizado atual e frequentemente na industria. Ao contrario dos processos descritos
anteriormente, este processo baseia-se na presenca de bactérias acéticas submersas no vinho
para que ocorra a acetificacao, promovendo um maior contacto com o oxigénio devido ao
intenso arejamento. Normalmente este sistema opera em modo semi-continuo sendo que a
alimentacao do acetificador é continua até que se atinja o limite do mesmo, nao perturbando as

reac0es bioguimicas que continuam a decorrer sem que 0 vinagre seja descarregado,

14
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funcionando assim em ciclos. Deste modo ¢é favorecida a atividade das bactérias acéticas, uma
vez que estas, em processo continuo, podem facilmente ser inibidas por uma elevada
concentracdo de etanol o que resulta num baixo rendimento em acido acético. Apds cada ciclo,
um determinado volume do vinagre é retirado e na mesma proporcao é adicionado o fermentado
alcoolico para uma nova acetificacdo e assim sucessivamente.?*13338

Frequentemente, este tipo de processo combina dois biorreatores em série sendo que o primeiro
contém o indculo acético proveniente do ciclo anterior e o segundo contém o fermentado
alcoolico que lentamente ¢ adicionado ao primeiro para acetificar.?*®

O processo fermentativo e acético ocorre com um rigoroso controlo automatizado da
temperatura, de acido acético, etanol e oxigénio, sendo que a privacao deste ultimo em qualquer
etapa pode ser prejudicial para as bactérias acéticas. Assim, o acetificador utilizado (Figura 5) &,
regra geral, de aco inoxidavel, com uma turbina de ar no fundo e uma serpentina que envolve
todo o fermentador por onde circula a agua para refrigeracdo. O ar dispensado durante a
acetificacdo ¢é fornecido de forma homogénea e sob a forma de microbolhas de ar.
Simultaneamente, a agitacdo constante evita a formacao de regides de baixa tensdo de oxigénio,
desfavoravel a atividade metabolica das bactérias acéticas. O controlo da temperatura, que
idealmente se encontra perto dos 30 °C, é realizado por um sistema interno de refrigeracao

através da serpentina.?*®

Figura 5 - Acetificador para producéo de vinagre pelo processo submerso.’
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As vantagens deste processo em relacdo aos apresentados anteriormente recaem sobre a
reducéo das perdas por evaporacao, a possibilidade de incorporar sistemas automaticos para
carga e descarga do fermentador bem como para controlo de temperatura, a diminuicdo no
tempo de acetificacdo, o elevado rendimento e uma mais facil higienizacdo e resisténcia a
corrosao. Em contrapartida, o vinagre obtido por este método apresenta-se turvo e com menor
qualidade quando em comparacdo com o método lento, tal acontece devido a acentuada e

persistente quantidade de ar introduzido sob pressdo para a acetificacdo.”’

1.3.4 Parametros de producao

A elaboracao de vinagre apresenta-se como um processo complexo que pode envolver diferentes
metodologias e variacdes nos parametros fermentativos e acéticos. Diversos estudos foram
realizados de forma a otimizar a producao de diferentes vinagres encontrando-se assim descritas

diferentes metodologias que apresentam condicoes de producao distintas (Tabela 6).

Tabela 6 - Diferentes condicdes de producao de vinagre encontradas na literatura.

Tipo de Producao Condicoes de producao Referéncias

Fermentacdo  alcoodlica e  posterior Aditivos:

acetificacdo totalmente espontaneas Dioxido de enxofre (para evitar
crescimento microbiano indesejavel)
[5,6]
Depectil extra-garde FCE e Depectil
clarification
Fermentacao alcodlica com inoculacédo de Inéculo alcodlico:
levedura seguindo-se acetificacdo  Saccharomyces cerevisiae [39]
espontanea Saccharomyces cerevisiae bayanus [5,6]
QA23
Saccharomyces ellipsoideus [40]
Aditivos na fermentacao
alcodlica:
Dioxido de enxofre (para evitar [5,6]

crescimento microbiano indesejavel)
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Depectil extra-garde FCE e Depectil [5,6]
clarification
Temperatura de acetificacao:
29 °C
35°C [40]
41 °C
Fermentacdo alcodlica espontdnea e Temperatura de fermentacao
posterior acetificacdo com inoculacao alcodlica:
25 °C
Aditivos na fermentacao
alcodélica: [41]
Viscozyme
Inéculo acético:
Acetobacter aceti
Fermentacao alcoolica e acetificacdo com Inéculo alcodlico: [16, 23, 31,
inoculacdo de leveduras e de bactérias Saccharomyces cerevisiae 41-44]
acéticas respetivamente Temperatura de fermentacao:
25°C [31, 41, 42]
28 °C [23, 43]
pH 3,3 [42]
Aditivos na fermentacao
alcodlica:
Sulfato de aménio [16, 23, 42]
Fosfato de amonio [16,23]
Sulfato de magnésio [16]
Metabissulfito de sédio (23, 42, 44]
Viscozyme [41]
Celulose quimicamente inerte
Cloridrato de tiamina
Vitamina B1 [23]
ENOVIT
Inéculo acético:
Vinagre forte (16, 31, 44]

Pelicula gelatinosa de bactérias de
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acido aceético de origem da industria
vinicola

Acetobacter aceti

Bactérias acido-acéticas isoladas de
um vinagre nao-pasteurizado
Aditivos na acetificacao:
Acetozyn

Temperatura de acetificacao:
25°C

28 °C

30 °C

[42]
[41, 43]

[23]

[23]

[31]

[44]
[23, 31, 42]

No que respeita, especificamente, a producdo de vinagre de diospiro, a temperatura de

fermentacao normalmente encontra-se por volta dos 30 °C, e o pH por volta dos 3-4. Ha quem

proceda a pasteurizacao antes do processo fermentativo como ha quem a realize no fim deste

processo. A adicao (ou ndo) de metassulfito de sodio, de didxido de enxofre, de Viscozyme, de

pectinase, de enzimas pectoliticas, de £NVOVIT, de ciclodextrina, de lactose e de maltodextrina é

também ela uma diferenca no método de producao de vinagre. Sendo que o principal objetivo

recai normalmente sob a producdo de um vinagre funcional com uma elevada composicado de

compostos antioxidantes, apresentando um elevado valor comercial, com um baixo custo de

producao.

Algumas metodologias correspondentes a producéo de vinagre de didspiro em particular ja se

encontram patenteadas (Tabela 7).

Tabela 7 - Patentes relativas a producao de vinagre de diospiro.

Patente Descricao

Persimmon vinegar Producdo de vinagre de diospiro com um teor de acidez total de 4% ou

and preparation  superior, preparado por fermentacao de didspiros adstringentes.

therefor * e Os frutos sdo inicialmente esmagados e submetidos a fermentacao alcodlica

a uma temperatura de 20 a 30 °C ap6s inoculacdo com estirpe de

leveduras de fermentacdo alcodlica e com Saccharomyces kluveri DJ97

(KCTC 0591BP).
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e Posteriormente sucede-se a fermentacao acética, a mesma temperatura e a
uma taxa de arejamento de 220 a 250 rpm durante 150 a 170 horas, com

0 auxilio de bactérias acéticas.

Production of Producdo de vinagre de diospiro.

persimmon vinegar

a6

e Maturacao rapida dos frutos com etileno e esmagamento dos frutos.

e Adicao de uma grande quantidade de células de levedura cultivadas para
promover a fermentacado alcodlica.

e Separacao do produto fermentado em sumo e em polpa.

e Ao sumo ¢ adicionado uma grande quantidade de bactérias Acefobacter

cultivadas para promover a acetificacao.

Method for Este processo baseia-se nos processos convencionais de producdo de vinagre

producing

de didspiro, através de acetificacdo apos a fermentacao alcodlica. Mas com

persimmon fruit  uma diferenca:

vinegar*

¢ Quando o vinho de diéspiro atinge uma concentracdo de alcool prescrito, a
fermentacdo ¢ interrompida por esterilizacao da levedura. Assim, o vinagre,
tendo a quantidade de acido e o grau de aclcar dentro das gamas
prescritas, pode ser produzido sem a realizacao da suplementacdo com

acido acético ou de diluicao com agua.

Persimmon vinegar Processo de preparacao de vinagre de diospiro em po.

powder and process
for preparing the

same®

e Concentracdo de um vinagre de didspiro comercial (obtencdo de um °Brix
entre 12-18)

e Adicao de 15-30 % do extrato das folhas de didspiro (lavagem das folhas de
diéspiro — vaporizacao a 100-120 °C, por 10 minutos — secagem durante
1 a2 horas a 35-50 °C — adicao de 8-12 I/kg de folha seca — extracao a
90-100 °C, por 10-30 minutos — compressao filtrando o extrato, obtendo
um liquido Unico — concentracao do liquido até obter um °Brix de 12-18,
utilizando concentradores de vacuo)

e Adicao de ciclodextrina; dissolucdo de 1-5 % em peso de lactose, 25-35 %
em peso de maltodextrina e 59 % em peso de goma na solucdo mista —
homogeneizacao da solucdo usando um homogeneizador de alta pressao a
uma temperatura de 0-20 ° C durante 2 a 10 minutos — secagem por

pulverizacdo sob condicdes de temperatura de entrada de ar de 150-180 °
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C, de temperatura de saida de ar de 80-100 °C, a 15000-25000 rpm e com
uma taxa de entrada de solucdo homogeneizada de 20-40 ml/min —

obtencao de vinagre de didspiro em pd

(A lactose ¢ adicionada para suavizar o sabor amargo do vinagre de diospiro,
bem como a ciclodextrina que suaviza o gosto e o cheiro. A maltodextrina
ajuda na pulverizacdo do vinagre.)

De acordo com a presente invencdo, o gosto amargo do vinagre de didspiro &

eliminado e um sabor caracteristico da sua folha é adicionado.

1.4 0 mercado do vinagre

O vinagre, um produto muito versatil e com diferentes aplicacdes, tem sido usado em todo o
mundo. Devido as suas propriedades multifuncionais tem ganho popularidade entre os
consumidores registando-se ainda a entrada de novos produtos no mercado. Utilizado em
diferentes areas, como na alimentacao, salde, limpeza e agricultura, o comércio do vinagre tem
vindo a desenvolver-se. Segundo um relatorio de IMARC, entre 2009 e 2016 observou-se um
crescimento global de CAGR (Compound Annual Growth Rate) de 2,1% tendo apresentando um
valor global de aproximadamente 1,07 mil milhdes de euros em 2016.

Responsavel por cerca de 50% do mercado, a Europa domina o comércio global do vinagre,
seguindo-se a América do Norte e a Asia-Pacifico. Até 2022 prevé-se que o comércio continue a
crescer e que o valor global suba para 1,2 mil milhdes de euros.*

O mercado apresenta uma grande variedade de vinagres, sendo o vinagre balsamico o que
apresenta maior procura, seguindo-se o vinagre de vinho tinto e o vinagre de cidra.*

Em Portugal, o nivel de importacées de “bebidas, liquidos alcodlicos e vinagres” registaram em
2016 um aumento de 1.2% face a 2015 totalizando 424,7 milhdes de euros. Contudo, as
exportacoes reduziram cerca de 4,3% relativamente ao ano anterior, atingindo um valor de
1013,9 milhdes de euros.*

O acréscimo que se observou nas importacoes proveio dos Paises Baixos que apresentaram um
aumento de 1,4% tendo subido do 4° para o 2° maior fornecedor em 2016. A Italia e a Bélgica
também ajudaram nesta subida das importacdes. A Espanha manteve-se como o principal

fornecedor deste tipo de produtos em 2016, concentrado mais de metade das importacdes
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totais, porém, apresentando uma perda de 2,7 pontos percentuais quando comparado com o

ano anterior.*® (Figura 6.A)

A Ordenagio B Franga | ordenagao
Espanha 13.2%
56,2%
PaisesBaixos
Reino Unido 9.4%
82% 9 Reino Unido
o 82%
@ Franga
83% L Paises Bai
L] Italia 5
Alemanha 6,5% Angola
3,9% 4.7% Alemanha
O 4.9%
-12 -10 -8 -6 -4 -2 0 2 R 6 8 -120 -100 -80 -60 -40 -20 0 "20 40 60
Variagdo anual 2016/2015 (Milhdes de euros) Variagdo anual 2016/2015 (Milhdes de euros)

Figura 6 - A Variacao anual 2016/2015 em milhdes de euros relativamente a importacdes de “bebidas,
liquidos alcodlicos e vinagres”. B - A Variacao anual 2016/2015 em milhdes de euros relativamente a
exportacoes de “bebidas, liquidos alcodlicos e vinagres”. (A dimensdo dos globos representa o peso
relativo de cada pais no total de entrada de bens em 2016). *°

No que respeita as exportacdes, a reducdo acentuada verificada deveu-se principalmente a
reducdo das exportacdes para Angola, cerca de -70% quando comparado com 2015. A Angola
passou, assim, do principal destino das exportacdes portuguesas para 0 9° maior destino, tendo
sido substituida pela Franca.” (Figura 6.B)

O balanco final comercial destes produtos atingiu em 2016 um valor de 589,2 milhdes de euros
0 que corresponde a uma diminuicdo de 50,7 milhdes de euros quando comparado com 2015.%°
Adicionalmente, tem se observado um aumento de interesse por parte da sociedade em
alimentos com valor-acrescentado, nomeadamente produtos provenientes da agricultura
bioldgica.”® O vinagre de didspiro pode assim ter um elevado interesse no mercado na medida
em que pode ser um produto de elevada qualidade que apresenta diversos beneficios para a
saude. lgualmente, uma elevada quantidade de didspiro proveniente da agricultura biologica que
nao é totalmente escoada pode ser reaproveitada para a producao deste produto.

O vinagre de didspiro podera apresentar uma novidade nos mercados portugués e europeu, uma

vez que estes nado dispéem de uma grande quantidade de produtos derivados do diospiro.
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1.5 A matéria-prima: o didspiro

Ebenaceae, uma familia que apresenta cerca de 755 espécies, essencialmente de clima tropical
e subtropical, engloba os géneros Diospyros, Euclea e Lissocarpa.”*>* Dentro destes, o Diospyros
apresenta-se como o género contendo um maior numero de espécies diferentes com cerca 731
enquanto os géneros Euclea e Lissocarpa apresentam, respetivamente, 16 e 8. °° Para além
de apesentar uma grande variedade de espécies, o0 género Diospyros € também o que apresenta
uma maior importancia econoémica.> Dentro das 731 espécies, o Diospyros kaki e o Diospyros
virginia apresentam uma elevada importancia comercial sendo 0s mais comuns para 0 consumo
humano.

O diospiro (Diospyros kaki Lf) é nativo da Asia Oriental, sendo que o seu cultivo comecou

fundamentalmente na China, no Japdo e na Coreia tendo-se mais tarde espalhado para

55,56

diferentes locais do globo (Figura 7).

Figura 7 - Imagens representativas do cultivo de diospiro em diferentes anos: em 1900, a esquerda, e
em 2010, a direita. Os pontos a amarelo representam os cultivares de diéspiro.”’

Apesar de nao ser um dos principais produtores Portugal apresenta cultivo de diospireiro e
embora espalhado por todo o pais a zona do Algarve descata-se como a maior zona de
producao.

Diospyros kaki € uma planta de porte arboreo e de folhas caduca, apresentando um
desenvolvimento inicial lento mas com uma longevidade de varias dezenas de anos.
Respetivamente a frutificacdo, a maioria das variedades produz frutos partenocarpicos, ou seja,

que frutificam mesmo que nao ocorra polinizacao, resultando assim em frutos sem sementes.
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De forma esféria e levemente achatada o fruto apresenta uma cor que varia de amarelo a
vermelho, sendo o seu interior maioritariamente consituido por polpa de aparéncia gelatinosa e
normalmente rico em fibras soluveis, actcares, vitaminas A e C, carotendides e taninos.’

O fruto pode ser divido em dois tipos: os adstrigentes e os nao adstringentes. Esta variacéo
ocorre devido aos diferentes teores de taninos presentes. Os adstringentes apresentam teores
elevados de taninos soluveis que precipitam as proteinas presentes na saliva, como a amilase, e
que uma vez ligadas aos recetores de sabor causam uma sensacao de secura no palato. Pelo
contrario, o tipo ndo adstringente apresenta um teor de taninos reduzido.*®

A sua ingestdo esta associada a um elevado beneficio para a salude humana gracas as elevadas
concentracdes de polifenois, especialmente de taninos, carotendides, aclcares e acido ascorbico
que contribuem para uma elevada capacidade antioxidante do fruto. Diversos estudos tém sido

realizados demonstrando o grande potencial que este fruto pode apresentar combatendo e/ou

59,60 59,60

retardando doencas cardiovasculares bem como o colesterol elevado , a diabetes , a

hipertensao ®°, o cancro e até mesmo efeitos de intoxicacao.®***!
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2. ISOLAMENTO DE BACTERIAS ACETICAS E OTIMIZACAO DO SEU

CRESCIMENTO

Pertencentes a familia Acefobacteraceae, as bactérias acéticas apresentam-se como gram-
negativas, de forma elipsoidal a alongada, com uma largura que varia entre 0,4 e 1 um e um
comprimento entre 0,8 e 4,5 um revelando deste modo pleomorfismo celular.**?

Apresentando um metabolismo aerobio obrigatorio e o oxigénio como aceitador final de eletrdes
estas bactérias apresentam uma respiracao aerobica (contrariamente a designacao incorreta
frequentemente utilizada que refere que estas realizam fermentacao acética). Tém alguma
mobilidade devido a presenca de flagelos polares ou peritriquios e nao apresentam forma de
resisténcia por formacdo de enddsporos.*®

A sua taxa de crescimento otima ocorre para temperaturas entre os 25 e os 30 °C e a um pH
entre os 5,0 e 0s 6,5.3%%%%2

Podendo oxidar acucares e alcoois, estas bactérias sao frequentemente encontradas em meios
acucarados, alcoolizados e um pouco acidos como flores, frutos e os seus sumos, cerveja, vinho,
cidra, vinagre e mel.?*%

Diferentes estirpes apresentam diferentes preferéncias pelos substratos. As pertencentes a
Gluconobacter preferem meios ricos em acucar enquanto a grande maior parte das estirpes
pertencentes a Acefobacter e Gluconacetobacter preferem ambientes ricos em etanol. Porém,
apesar de ndo os terem como preferéncia, elas também conseguem oxidar a glucose a acido
glucdnico, a galactose a acido galactonico e a arabinose a acido arabinoico.*

Na producdo de vinagre, estas bactérias apresentam um papel fundamental na obtencdo do
acido acético, sendo este o resultado de sucessivas oxidacoes por elas realizadas - tal como
explicado na seccdo 1.3. Para a producao de vinagre de didspiro apenas tinhamos acesso a uma
estirpe de Acefobacter aceti, que fora isolada anteriormente de cerveja contaminada. Assim, a
fim de obtermos uma maior diversidade de estirpes para compararmos as suas atividades e
otimizarmos o processo de producao de vinagre procedeu-se ao isolamento de bactérias acéticas
a partir de diferentes meios contaminados, tais como sumos e vinagres. No total isolaram-se
diferentes bactérias acéticas a partir de 6 amostras diferentes.

Para utilizacao das bactérias isoladas no processo de acetificacao torna-se necessario o cultivo

prévio destas bactérias para producdo de uma quantidade suficiente de indculo. A bactéria
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acetica inicialmente utilizada para a acetificacdo, Acefobacter aceti NCCB 47001, em meio YPM
(2,5% manitol, 0,5% extrato de levedura, 0,3% peptona)®®, a uma temperatura de 30 °C e com
uma agitacao de 200 rpm (numa incubadora orbital B. Braun - Certomat BS 3), necessitou de
um periodo de quatro dias para atingir uma quantidade de biomassa satisfatdria para o decorrer
da acetificacdo. Contudo, a incerteza sobre o tempo de fermentacao alcoolica, que varia
consoante a quantidade de acucar inicial presente no meio bem como com a temperatura,
requer uma obtencao mais rapida da bactéria acética, de forma a que esta seja inoculada logo
apos o termino da fermentacdo. Assim, foram testados diferentes meios de crescimento com o
intuito de diminuir o tempo necessario para a propagacao das bactérias acéticas até se atingir

uma quantidade suficiente de biomassa.

2.1 Material e Métodos

2.1.1 Isolamento de bactérias acéticas em meios seletivos

Colocou-se 20 pl de amostra em placas contendo meio YPM (0,5% extrato de levedura, 0,3%
peptona, 2,5% manitol e 2% agar) suplementado com cicloheximida, tendo-se incubado na estufa
(Forma Scientific 3770) a 30 °C durante 7 dias. Cada amostra foi plagueada em duplicado.
Observando-se crescimento de bactérias neste meio seletivo procedeu-se a sua repicagem para
meio de Frateur (1% de extrato de levedura, 2% de etanol, 2% carbonato de calcio e 2% de agar)
tendo-se incubado a 30 °C durante 5 dias.

Este processo foi também realizado com uma cultura pura de Acefobacter aceti ssp. aceti NCCB

47001, usada como controlo positivo.

2.1.2 Coloracao de Gram

A fim de se proceder a coloracdo de gram inicialmente preparou-se o esfregaco. Para ftal,
colocou-se uma gota de agua desionizada sobre uma lamina, tendo-se posteriormente
adicionado uma colonia da bactéria em questdo. De seguida, procedeu-se ao espalhamento da
gota pela lamina, tendo-se fixado a bactéria pela passagem rapida pela chama por cinco vezes.

Por fim, deixou-se a lamina a arrefecer.
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Apds o esfregaco preparado, adicionou-se cristal violeta a lamina, que ficou em repouso durante
1 minuto. De seguida, lavou-se a lamina com agua destilada e colocou-se uma solucdo de lugol
que também foi deixada repousar sobre a lamina durante 1 minuto. Procedeu-se a lavagem da
lamina com agua destilada e posteriormente inclinou-se a lamina e gotejou-se a mesma com
etanol, sendo que de imediato se procedeu a lavagem com agua destilada. Seguiu-se a adicao
de safranina tendo-se esperado 45 segundos antes da ultima lavagem com agua destilada.
Finalmente, deixou-se a lamina secar a temperatura ambiente e observou-se a coloracdo das

bactérias ao microscopio 6tico.

2.1.3 Propagacao de Acetobacter acetiem diferentes meios de cultura

Para preparacdo de um pré-indculo, cultivou-se a bactéria Acefobacter aceti ssp. aceti NCCB
47001 em meio YPM a 30°C sob agitacdo constante de 200 rpm numa incubadora orbital (5.
Braun - Cerfomat BS 3), durante 4 dias. Desta cultura retirou-se a mesma quantidade de
bactérias para os diferentes meios a testar: YGM (1% de extrato de levedura, 2% glucose, 2%
manitol, 2,5% etanol, 0,6% acido acético),** AAM (1% glucose, 0,5% etanol, 0,3% acido acético,
1,5% peptona, 0,8% extrato de levedura)®, YPM suplementado com &cido acético (1%) e etanol
(2,5%) e 0 YPM usado para comparacao.

Posteriormente, todas as culturas foram incubadas numa incubadora orbital (B. Braun -
Certomat BS 3 a 30 °C e a 200 rpm.

Ao fim de 3 dias, e de forma a avaliar o seu crescimento, procedeu-se a leitura da densidade

otica (DO) a 600 nm num espectrofotometro de luz visivel (7hermo scientific — Genesys 20).

2.2 Resultados e Discussao

2.2.1 Isolamento de bactérias acéticas

O meio YPM suplementado com ciclohexamida, usado na primeira etapa do isolamento, permitiu
que desde logo se inibisse o crescimento de fungos, possibilitando apenas o desenvolvimento de
bactérias. Tal acontece porque a cicloheximida inibe a sintese proteica em eucariotas.®®

As amostras A, B e C foram obtidas de vinagres comerciais contaminados, a amostra D foi

obtida de um sumo comercial contaminado e as amostras Pg e Vin foram obtidos de vinagres
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caseiros. Dentro destas apenas cinco (A, C, D, Pg e Vin) apresentaram crescimento de uma
populacdo bacteriana homogénea neste meio seletivo, sendo que na outra amostra (B) ndo se
observou qualquer crescimento.

Na segunda etapa, onde se colocou as bactérias em meio de Frateur ®%%

, observou-se a
formacao de halos a volta de dois isolados e da cultura de Acefobacter aceti utilizada como

controlo positivo (Figura 8).

Figura 8 - Placas contendo meio de Frateur para onde foram repicadas as diferentes bactérias isoladas

e Acetobacter aceti spp. aceti NCCB 47001, apresentando 7 dias de incubacdo. No topo estdo
representadas as bactérias C, Pg e Acetobacter aceti; respetivamente da esquerda para a direita. Na
base, da esquerda para a direita, encontram-se as bactérias isoladas Vin, De A.

O meio de Frateur apresenta uma cor esbranquicada, devido ao carbonato de calcio, sendo que
na presenca de bactérias acéticas ocorre a sua neutralizacdo levando & clarificacdo do meio.*
Isto significa que as trés bactérias das placas superiores sao produtoras de acido acético. Para
uma delas seria de esperar este resultado, uma vez que ja tinhamos a sua identificacao -
Acetobacter aceti ssp. aceti NCCB 47001 -, as restantes duas bactérias, as quais se deram os
nomes de Ce Pg, foram isoladas de dois vinagres contaminados e, portanto, ndo se conhecia a

sua identidade.
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A partir da figura 8, e tendo em conta que se repicou aproximadamente a mesma quantidade
de bactéria nas diferentes placas, que estas cresceram exatamente nas mesmas condicdes e
que apresentam o mesmo tempo de incubacdo, supdem-se ainda que as bactérias C e Pg
produzam uma maior quantidade de acido acético, ou entdo mais rapidamente, visto que se
observa uma maior neutralizacdo do carbonato de calcio quando comparada com a estirpe

Acetobacter aceti ssp. acetiNCCB 47001.

2.2.2 Coloracao de Gram

Apds a realizacdo da coloracdo de Gram, verificou-se que as mesmas trés que apresentaram
halos no meio Frateur apresentavam cor avermelhada enquanto as outras apresentavam cor

azul/roxo (Figura 9).
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Figura 9 - Imagens captadas apds a coloracdo de gram realizada para as diferentes bactérias
(Acetobacter aceti ssp. aceti NCCB 47001, A, C, D, Pge Vin). A escala encontra-se representada pelo
traco que corresponde a 100 pm.

A coloracdo avermelhada das bactérias aparece quando estas sao gram-negativas enquanto a
coloracao azul/roxo indica que as bactérias sdo gram-positivas. Tal deve-se as diferencas
existentes entre as paredes celulares dos dois tipos de bactérias. As gram-positivas apresentam

uma parede mais espessa, nao estratificada e constituida principalmente por peptidoglicanos.
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Assim, o precipitado insoltvel que se forma gracas ao lugol fica retido no interior da camada
espessa de peptidoglicanos. Deste modo, estas células nao sdo descoradas permanecendo a
coloracdo do primeiro corante utilizado (cristal violeta). Ja as bactérias gram-negativas
apresentam uma parede celular estratificada, constituida por uma camada mais fina que contem
peptidoglicanos € uma membrana externa. Como a camada de peptidoglicanos é mais fina e a
membrana externa é parcial ou totalmente solubilizada pelo agente de descoloracao (etanol),
este tipo de bactérias ndo retém o cristal violeta apds a lavagem com etanol, apresentando
assim a cor do segundo corante, a safranina.®’

Como as bactérias produtoras de acido acético sao regra geral gram-negativas, a coloracdo de
gram veio assim reforcar os resultados obtidos pelo método de meio de Frateur.

Desta forma, para além da Acefobacter aceti, duas bactérias isoladas apresentaram perfil de
bactérias acéticas: formacao de halos em torno das suas colonias em meio Frateur, o que indica

a producao de acido acético, e gram-negativas, caracteristica das bactérias acéticas.

2.2.3 Crescimento de Acefobacter acetiem diferentes meios de cultura

No que respeita a otimizacdo do crescimento de Acefobacter aceti ssp. aceti NCCB 47001, ao
fim de trés dias verificou-se diferentes crescimentos para os diferentes meios selecionados, tal

como se pode verificar pela analise do grafico (Figura 10).
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Figura 10 - Grafico representativo da densidade otica obtida ao final de 3 dias de incubacdo de
Acetobacter aceti nos diferentes meios (YPM+ corresponde ao meio YPM suplementado com acido
acético e etanol).
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A partir dos resultados obtidos verifica-se que para as condicdes utilizadas existe uma maior
producdo de biomassa no meio AAM (1% glucose, 0,5% etanol, 0,3% &acido acético, 1,5%
peptona, 0,8% extrato de levedura) comparativamente com os restantes meios que n&o
apresentaram diferencas entre eles. Assim, a utilizacdo do meio AAM para a obtencdo de
biomassa de bactérias acéticas demostra ser mais vantajoso na medida em que se consegue

mais rapidamente a biomassa suficiente para a conducao da acetificacao.
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3. PRODUCAO DE VINAGRE DE DIOSPIRO

As condicdes a utilizar durante os processos fermentativo e acético a nivel industrial tém de ser
previamente otimizadas para a matéria-prima a ser utilizada. Inicialmente, é fundamental iniciar
este processo a nivel laboratorial a fim de se efetuarem varios ensaios com diferentes condicdes
a um baixo custo e manutencao. Uma vez ja conhecido o comportamento do mosto ao longo de
todo o processo, sabendo como é que os diferentes parametros e condicdes podem interferir
com a qualidade do produto final, pode-se entdo proceder ao scale-up. Contudo, é sempre
necessario um ajuste dos parametros e das condi¢cdes no novo reator.

Assim, nesta tese foram efetuados varios ensaios com a finalidade de otimizar a producao de

vinagre de diospiro para mais tarde ser possivel a realizacao de um scale-up.

3.1 Material e métodos

3.1.1 Crescimento de Saccharomyces cerevisiae

Previamente, com 17-20 h de antecedéncia em relacdo ao inicio da fermentacdo, colou-se a
estirpe de levedura selecionada, Saccharomyces cerevisiae PYCC 4072, a crescer em meio de
cultura YPD (1 % extrato de levedura, 1% peptona e 2% glucose), a 30 °C e com uma agitacao de

200 rpm numa incubadora orbital (5. Braun — Certomat BS 3).

3.1.2 Crescimento de bactérias acéticas

As bactérias acéticas utilizadas nos diferentes ensaios foram sempre cultivadas em meio YPM
(2,5% manitol, 0,5% extrato de levedura, 0.3% peptona), a 30 °C, com uma agitacdo de 200 rpm

durante 3 a 4 dias numa incubadora orbital (8. Braun — Certomat BS 3).

3.1.3 Ensaio preliminar

Preparacdo do mosto inicial

Inicialmente realizou-se um ensaio preliminar de forma a perceber como se comportava o mosto
constituido por diéspiro durante o processo fermentativo. Para tal, apds a obtencdo dos frutos,

gentilmente cedidos pela empresa DinamykLizard, com data de colheita de novembro de 2016,
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procedeu-se a lavagem de 900 gramas de diospiro em agua corrente e triturou-se num Blender,
tendo-se obtido cerca de 900 ml de polpa de didspiro. A partir desta polpa foram realizados
quatro ensaios com diferentes condicdes:

A - 300 ml de polpa de didspiro

B - 150 ml de polpa de diéspiro + 150 ml de agua desionizada

C - 300 ml de polpa de diospiro pasteurizada

D - 150 ml de polpa de diospiro pasteurizada + 150 ml de agua desionizada.

A pasteurizacao foi realizada a 60-65° C durante 30 minutos.

Antes de se proceder a fermentacdo, mediu-se em °brix a quantidade de acuUcar total presente
em cada ensaio recorrendo a um refratometro (Hanna HI 96813 - Wine Refractorneter) usado

normalmente na industria vinicola.

Fermentacdo alcodlica

Com o intuito de iniciar a fermentacao alcodlica, que decorreu em baldes de Erlenmeyer de 500
ml, procedeu-se a adicdo do indéculo de levedura. Para a preparacdo de cada indéculo foram
recolhidos 15 ml de cultura obtida como descrito em 3.1.1, a uma D.0. (640 nm) igual a 5,42,
sendo este volume centrifugado e o sedimento ressuspendido em 1 ml de agua desionizada.
Esta suspensdo foi entdo adicionada ao meio a fermentar (mostos A e D) em baldes de
Erlenmeyer que foram incubados a temperatura ambiente (23-25 °C).

Durante todo o processo fermentativo foram retiradas amostras que foram submetidas a

analises de “brix e pH.

Acetificacao

Quando se observou uma constancia nos valores de °brix, alteraram-se as condicoes de
incubacao dos baldes a fim de facilitar o inicio da acetificacao espontanea. Assim, iniciou-se o
arejamento forcado das culturas recorrendo ao uso de bombas de ar de aquario e de agitacao
utilizando uma placa de agitacdo e magnetos, acompanhado de um aumento da temperatura
para 30 °C, em banho de agua.

Ao longo do tempo foram também retiradas amostras a fim de fazer a caracterizacdo do mosto.
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3.1.4 Otimizacado do processo de acetificacao

Apo6s o ensaio preliminar foram realizados novos ensaios a fim de selecionar as melhores

condicoes fermentativas e acéticas para a producdo de vinagre de didspiro.

Fermentacdo alcodlica

A fermentacao alcodlica decorreu sempre do mesmo modo nos diferentes ensaios: inoculacao
com Saccharomyces cerevisiae @ mesma concentracdo usada no ensaio preliminar, a 25 °C.
Todos os ensaios decorreram agora em frascos de plastico de 500 ml com tampa.

Durante o decorrer da fermentacdo, procedeu-se a remocdo de amostras a fim de se verificar a
evolucdo dos valores de “brix e de pH bem como para posterior quantificacdo de compostos
(acucares, etanol e acido acético) por cromatografia de alta eficiéncia (HPLC) e para a analise da

atividade antioxidante.

Mosto inicial e Acetificacdo

Foram realizados varios ensaios variando a diluicio do mosto inicial, o ind6culo acético
selecionado, as condicdes de arejamento e a temperatura. As diferentes condicdes encontram-se
descritas na Tabela 8.

A adicdo de uma dada quantidade de indculo pressupde sempre a sua centrifugacdo, a 4500 x g
durante 5 minutos e ressuspensdo do sedimento (células) em 1 ml de dgua desionizada.

Tal como se sucedeu durante a fermentacdo e com o mesmo objetivo, ao longo da acetificacao

foram retiradas amostras periodicamente.
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Tabela 8 - Condicées de mosto inicial, Indculo acético e condicdes de acetificacdo nos diferentes

ensaios realizados.

Ensaio Mosto inicial

Indculo acético

Condicoes acetificacao

E 300 ml de polpa 10 mL de um inéculo  Arejamento com bomba de
pasteurizada de Acefobacter aceti  ar de aquario
(D.0.(600nm) =9,7) 30°C
F 150 ml de polpa 10 mL de um inéculo  Arejamento com bomba de
pasteurizada + 150 ml de de Acefobacter aceti  ar de aquario
uma solucéo de sacarose (D.0.(600nm) =9,7) 30°C
250 g/l
G 150 ml de polpa 18 mL de um inéculo  Arejamento com bomba de
pasteurizada + 150 ml de de Acefobacter aceti  ar de aquario
uma solucéo de sacarose (D.0.(600nm) = 1) 30°C
500 g/|
H 150 ml de polpa 31 mL de um in6culo  Arejamento com bomba de
pasteurizada + 150 ml de de Acefobacter aceti  ar de aquario + placa
agua (D.0.(600nm) = 0,48) agitacdo e magneto
30°C
| 150 ml de polpa 20 mL de vinagre Arejamento com bomba de
pasteurizada + 150 ml de forte nao pasteurizado ar de aquario + placa
agua agitacao e magneto
30°C
J 150 ml de polpa 20 mL de vinagre Arejamento com bomba de
pasteurizada + 150 ml de obtido num ensaio ar de aquario + placa
agua anterior agitacao e magneto
30°C
L 150 ml de polpa Sem Inéculo Arejamento com bomba de
pasteurizada + 150 ml de ar de aquario + placa
agua agitacao e magneto
30°C
M 150 ml de polpa 15 mL de um inoculo  Acetificacdo apenas com a
pasteurizada + 150 ml de de pg(D.O. (600 nm) parte liquida resultante da
uma solucao de sacarose =1,51) fermentacao
250 g/l Agitacdo a 170 rpm
25°C
N 150 ml de polpa 15 mL de um inoculo  Agitacao a 170 rpm
pasteurizada + 150 ml de de pg(D.0. (600 nm) 25°C

uma solucao de sacarose
250 g/l

=1,51)
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0 150 ml de polpa Sem Indculo Acetificacdo apenas com a
pasteurizada + 150 ml de parte liquida resultante da
uma solucao de sacarose fermentacao
250 g/| Agitacdoa 170 rpm e

arejamento com bomba de
ar de aquario

25°C

P 150 ml de polpa Sem Inéculo Agitacdo a 170 rpm e
pasteurizada + 150 ml de arejamento com bomba de
uma solucao de sacarose ar de aquario
250 g/I 25°C

Q 150 ml de polpa Sem Inéculo Agitacdo a 170 rpm
pasteurizada + 150 ml de 25°C
uma solucao de sacarose
250 g/I

3.2 Resultados e Discussao

Durante as primeiras 24 horas fermentativas dos ensaios preliminares A e B, que foram
realizados com polpa de didspiro nao pasteurizada, verificou-se um vazamento do mosto.

Assim, desde cedo se percebeu que seria essencial proceder a pasteurizacdo da polpa de
diéspiro antes da etapa fermentativa. Tal justifica o facto de os restantes ensaios serem todos
efetuados com polpa de didspiro previamente pasteurizada.

O vazamento observado pode ser justificado pela presenca de diversos microrganismos, que
existem naturalmente no fruto, e que utilizam os aclcares e nutrientes do meio para obter
energia resultando numa elevada libertacao de compostos gasosos. A pasteurizacdo previne que
tal aconteca, pois consiste num aquecimento com um determinado periodo de tempo da
matéria-prima para que a grande parte dos microrganismos existentes ndo sobrevivam. ® Isto
garante que apenas as leveduras adicionadas utilizem os acucares presentes no mosto.

Desta forma, do ensaio preliminar apenas foram concluidos o C e o D. A medicédo do “brix e do

pH realizadas ao longo das diferentes etapas encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9 - Valores de pH e “brix obtidos nos diferentes tempos para os ensaios preliminares C e D (A
seta é representativa do inicio do periodo de acetificacdo).

C D
Tempo (h) °brix pH Tempo (h) °brix pH
0 18,6 490 0 9,8 4,96
23 16,7 4,31 23 79 4,13
31 15;1 4,16 31 6,8 3,96
46 12,6 4,02 46 5,4 3,84
70 9,6 3,86 70 3.8 3,68
78 8,38 3,81 78 3,4 3,60
98,5 6,7 376 — 98,5 2,7 3.55
107 5,1 3,79 107 2,6 3,61
— 118 5,2 3,73 118 2,1 3,59
148,25 3,5 3,68 148,25 1,4 3,62
166 3,4 3,65 166 14 3,61

A partir da analise da tabela é possivel observar que o valor de °brix inicial ¢ aproximadamente
metade no ensaio D quando comparado com o ensaio C. Tal seria de esperar uma vez que no
ensaio D se procedeu a diluicdo da polpa de didspiro com agua na razao de 1:1 enquanto no
ensaio C ndo ocorreu diluicdo da polpa. Assim, e como o volume de mosto inicial era igual,
existia metade do aclcar no ensaio D comparativamente com o C para a fermentacao alcodlica,
justificando o inicio da acetificacado mais cedo no ensaio D.

Apds o estabelecimento das condicdes para a acetificacdo espontanea seria de esperar uma
queda no pH do mosto como consequéncia da producdo de &cido acético. Contudo, tal ndo se
verificou em nenhum dos ensaios, tendo-se o pH mantido dentro dos mesmos valores aquando
do inicio da acetificacdo. Posteriormente, € a fim de se perceber a constituicdo quimica do
mosto e para se comprovar a producdo de acido acético, procedeu-se a analise de HPLC (ver
capitulo V - 5.2).

E ainda de salientar que neste primeiro ensaio acético se verificou que o mosto nao diluido
apresenta uma grande desvantagem a nivel de arejamento quando comparado com o mosto
diluido. Torna-se dificil o arejamento da polpa nao diluida devido & sua viscosidade, sendo que
nos dois dias de acetificacdo a que esteve sujeito verificou-se ainda uma elevada evaporacao do

mosto fermentado. De forma a tentar resolver este problema os ensaios seguintes foram
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maioritariamente diluidos procedendo-se posteriormente ao ajuste do °brix, de forma a néo
condicionar o rendimento em etanol. Foi ainda com base neste resultado que se decidiu testar
diferentes tipos de arejamento: utilizacdo de bomba de aquario e/ou agitacdo a 170 rpm.

Para os ensaios E a Q realizaram-se as mesmas medicdes analiticas: a medicdo do “brix e do

pH (Tabela 10).

Tabela 10 - Valores de pH e °brix obtidos nos diferentes tempos para os ensaios E, F, G, H, I, J, L, M,
N, O, P e Q. (A seta é representativa do inicio do periodo de acetificacéo).

E F G
Tempo (h) °brix pH Tempo (h) °brix pH Tempo (h) °brix pH
0 19,8 5,84 (1] 19,0 5,76 (1] 27,0 5,59
22,5 17,1 3,94 22,5 17,8 4,05 22,5 259 4,23
46,5 145 3,78 46,5 15,6 373 46,5 241 3,90
95 11,1 3,73 95 132 3,63 95 21,7 3,76
118,5 10,2 3,75 118,5 12,4 3,62 118,5 20,8 375
143 92 372 143 116 3,60 143 19,8 373
167,5 86 3,71 167,5 10,6 3,59 167,5 18,8 3,70
b 4 189,5 75 3,70 — 189,5 9,4 3,59 189,5 18,0 3,71
213 6,3 3,61 213 6,6 3,55 213 17,6 3,68
263,5 6,7 3,67 263,5 46 3,55 263,5 15,7 3,70
287 6,9 3,89 287 45 351 — 287 119 3,57
309 6,6 3,62
335 6,3 3,52
359 7.5 3,55

H | J
Tempo (h) °brix pH Tempo (h) “brix pH Tempo (h) °brix pH
0 21,2 5,17 0 21,2 5,17 0o 21,2 5,17
23 17,3 4,19 23 17,3 414 23 18,1 4,23
47 131 4,07 47 13,33 4,09 47 135 4,14
71 10,5 397 71 10,4 3,98 71 10,8 3,97
93 8,7 3,92 93 85 3,92 93 8,8 393
144 6,3 3,88 144 6,2 3,86 144 6,5 3,89
— 165 6,0 3,91 — 165 58 3,88 — 165 5,6 3,90
190 3.1 3.77 190 48 3,79 190 4,6 3,87
214 2,7 3,84 214 47 3,82 214 44 3,85
237 27 3,88 237 4,7 3,83 237 29 3,78
260 2.7 3,89 260 4.8 3,87 260 2,6 3,83
310 2,7 3,89 310 47 3,87 310 2,6 3,65
334 2,8 3,83 334 43 3,88 334 2,7 3,65
359 3.1 3,63 359 41 3,92 359 2,8 3,65
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(Continuacao tabela 10)

L M N

Tempo (h) °brix pH Tempo (h) °brix pH Tempo (h) °brix pH
0 21,2 5,17 0 15,6 5,35 0 15,4 5,35

23 175 4,14 24 11,5 4,22 24 11,9 4,20
47 13,1 4,04 71 6,3 3,80 71 58 3,79
71 10,2 4,00 96 41 375 96 44 3,76

93 8,4 391 120 41 3,74 120 4.4 3,78
144 6.3 3,85 144 41 3,74 144 4.4 3,78
— 165 6,0 3,89 167 4,6 371 167 4.6 3,73
190 3,5 3,86 191 4.6 3,63 191 44 3,89
214 35b 3,89 237 4,6 3,66 237 43 3,98
237 35 391 261,5 44 3,68 261,5 42 4,20
260 2,6 3,89 285 4,4 357 285 4,0 4,23
310 2,6 3,82 315 44 323 315 3.7 421
334 3,0 3,78 339 4,5 318 339 3,5 4,29
359 3,0 373 363 44 3.15 363 3,1 427
411 45 3,05 411 3,1 4,34

(1] P Q

Tempo (h) °brix pH Tempo (h) °brix pH Tempo (h) °brix pH

0 15,6 5,30 (1] 15,4 5,33 (1] 15,5 5,30

24 11,8 4,23 24 11,6 4,24 24 11,8 4,15

71 59 3,78 71 5.7 3,77 71 58 377

96 39 3,73 96 43 ] 96 4,2 3,73

120 39 3.75 120 43 3,78 120 4,2 3,78

— 144 3,9 375 —> 144 43 3,78 — 144 4,2 3,78

167 23 3,42 167 25 3,71 167 4,6 3,83

191 3 3,48 191 2,0 3,69 191 4,3 3,86

237 10 3,74 237 2,0 3,65 237 4.4 3,88

261,5 4,5 4,50

285 4,0 4,10

315 3,8 411

339 36 4,20

363 3.5 4,22

411 35 431

A analise dos resultados mostra que seis dos ensaios (ensaios E, F, H, I, J e L) se iniciaram com
0 mosto apresentando o valor de ° brix por volta dos 20, um ensaio (ensaio G) se iniciou com 27
“brix e os restantes (ensaio M, N, O, P e Q) com cerca de 15 °brix. E ainda possivel observar
que todos os ensaios apresentam um pH inicial por volta dos 5 sendo que as diferentes diluicdes

nao modificam em muito este valor. E importante que ndo existam grandes variacées de pH uma

vez que é dentro desta gama que as leveduras facilmente se reproduzem.
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A excecao do ensaio G, todas as acetificacdes tiveram inicio quando se verificou uma constancia
no valor de °brix. Neste ensaio procedeu-se de forma diferente devido a elevada quantidade de
acucar inicial que levou a que a fermentacdo alcodlica fosse mais longa. Simultaneamente, caso
se produzisse etanol em excesso este poderia inibir a atividade das bactérias acéticas, que
apenas suportam até cerca de 12% de alcool. Desta forma, tomou-se a iniciativa de iniciar a
acetificacdo ainda com 15 ° de brix.

Os ensaios que apresentaram um tempo de acetificacdo maior sao aqueles em que o
arejamento apenas foi assegurado por agitacdo (ensaio M e Q). Alguns dos ensaios,
nomeadamente aqueles em que o arejamento foi efetuado apenas por bomba de ar de aquario,
apresentaram uma desidratacao elevada do mosto.

De todos os ensaios realizados destaca-se o ensaio M pelo fato de neste ter resultado o pH mais
baixo, de 3,05. Assim, é de esperar que este ensaio tenha resultado numa maior producao de
acido acético. Porém, é crucial verificar que esta acidez é resultado do aumento da quantidade
de acido acético e nao de outros tipos de acidos passiveis de serem formados por outro tipo de
reacoes (como por exemplo da fermentacado lactica). Tal foi comprovado por uma analise de
HPLC. Este tipo de analise esclareceu também a quantidade de etanol formado nos diferentes
ensaios. Esta analise servira de base para a decisao quanto ao melhor método a adotar para a
producdo de vinagre de diospiro. (ver Capitulo V)

Através destes resultados, pode-se concluir que é fundamental a realizacdo de dois processos
antes da etapa fermentativa: a pasteurizacdo da polpa bem como a sua diluicao, e que também

€ necessario um arejamento pouco intenso na etapa de acetificacao.

45






Capitulo IV - Andlise qualitativa e quantitativa do
vinagre de diospiro







Capitulo IV — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

4. ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA DO VINAGRE DE DIOSPIRO

Varios métodos sao utilizados para a afericdo da qualidade do vinagre, em particular a
determinacao dos seus teores de &cido acético.>” 4%

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) apresenta-se como um valioso método de
separacao de compostos e € frequentemente utilizada nas mais diversas areas da ciéncia,
nomeadamente na industria alimentar para analise qualitativa e quantitativa. Tal se deve a sua
elevada capacidade de separar e quantificar diferentes compostos presentes em diversos tipos
de amostras, com uma alta resolucéo, eficiéncia e sensibilidade num curto espaco de tempo. "
O botanico russo Mikhail Tswett é considero o inventor da cromatografia liquida, sendo o
primeiro cientista a descrever a técnica, em 1903, demonstrando a sua capacidade na
separacdo dos pigmentos de diferentes extratos de plantas. Com o passar dos anos novas
metodologias de cromatografia foram-se desenvolvendo face a necessidade crescente dos
cientistas em caracterizar misturas complexas. Atualmente a cromatografia compreende um
vasto grupo de métodos que permitem separar compostos muito semelhantes em misturas
complexas. Nestas separacdes a amostra é transportada através de uma fase mével que é
forcada a passar por uma fase estacionaria que se encontra numa coluna ou numa superficie
sdlida. "

No caso da cromatografia liquida de alta eficiéncia, a fase movel é um liquido — eluente — e a
fase estacionaria pode ser constituida por resinas poliméricas, compostos idnicos, ou silicas com
modificacdes variadas incluidas numa pequena coluna de vidro ou aco. A separacdo dos
compostos acontece pela existéncia de divergentes estruturas moleculares e grupos funcionais
que as fases estacionarias possuem e a afinidade do(s) composto(s) a esta matriz. Deste modo,
0 composto com uma maior afinidade para a fase estacionaria (em detrimento do eluente) sera
mais retido por esta matriz e mais dificilmente eluido. 2

Apesar de se terem desenvolvidas novas técnicas de cromatografia, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, devido as vantagens enumeradas, € atualmente das técnicas mais utilizadas.
Assim, para se proceder a analise qualitativa e quantitativa do vinagre de didspiro realizou-se

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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4.1 Material e Métodos

4.1.1 Preparacao das amostras

Previamente a analise de HPLC-RI procedeu-se a desproteinizacdo das amostras, sendo que se
procedeu do mesmo modo para todas as amostras retiradas ao longo dos diferentes ensaios.
Para tal recorreu-se ao uso de acido perclorico (PCA), preparando-se uma solucao a 60%. As
amostras foram inicialmente centrifugadas, a 4500 x g durante 5 minutos. O sobrenadante e o
sedimento foram separados sendo que para este tipo de analise apenas se utilizou a parte
liguida. A 725 ul de amostra (sobrenadante) juntou-se 25 pl da solucdo de PCA a 60% e
posteriormente colocou-se em gelo durante meia hora. Ao fim da meia hora procedeu-se a
centrifugacdo a 4°C, a uma velocidade de 5000 rpm durante 10 minutos recorrendo ao uso de
uma centrifuga de eppendorfs refrigerada (Sigma 1-14K). Por fim, recolheu-se o sobrenadante,
sujeitando-0 a uma filtracdo com seringa usando filtros de 0,2 um (PALL - Acrodisc Syringe
Filters), para os vials adequados ao HPLC.

Simultaneamente, foram preparadas solucdes padroes de glucose, frutose, sacarose, acido
acetico, acido latico, acido ascérbico, acido citrico, glicerol, etanal e etanol, de concentracdes
conhecidas. Estas solucdes padroes foram utilizadas para se proceder a quantificacdo dos

diferentes compostos na amostra pelo método de padrao externo.

4.1.2 Método de HPLC

Para a determinacdo e quantificacdo dos compostos presentes na amostra por HPLC utilizou-se
um aparelho cromatogréfico (LaChrom Elite-Demo - Hitah) com uma coluna HyperREZ XP
Carbohydrate H+ 8 um (Thermo Electron Corporation), a uma temperatura constante de 40 °C,
sendo a fase movel constituida por uma solucao de acido sulfurico a 0,25 mM, com um fluxo de
0,5 ml/min. 20 pl de volume de amostra sao injetados, apresentando um tempo de corrida de
30 minutos, e os compostos foram detetados por um detetor RI (refractive index) a 30 °C.

Apds a obtencao dos tempos de retencao e das respetivas areas procedeu-se a quantificacao dos
diferentes compostos pelo método de padrdo externo. Ou seja, os diferentes padrdes foram
injetados nas mesmas condices das amostras, mas com uma concentracao conhecida. Assim,
para cada padrao é conhecido o seu tempo de retencdo bem como a area do pico

correspondente a concentracao colocada. Procedeu-se assim a quantificou-se dos acucares
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totais (glucose e frutose), do etanol e do acido acético das diferentes amostras. Apos essa
quantificacao e para uma interpretacao mais facil, os dados foram tratados em forma de grafico

no programa GraphPad Prism 5.

4.2 Resultados e Discussao

Inicialmente foram injetadas as solucdes padrdes tendo-se determinado os tempos de retencao
dos diferentes compostos (Tabela 11). Simultaneamente, verificou-se que nas condi¢des

escolhidas os picos apresentavam-se de forma clara no cromatograma.

Tabela 11 - Tempos de retencao obtidos para as diferentes solucdes padrao.

Nimero Composto Tempo de Retencao (min)
1 Sacarose 10,35
2 Acido citrico 10,95
3 Glucose 11,70
4 Frutose 12,56
5 Acido ascorbico 13,16
6 Acido latico 15,90
7 Glicerol 16,51
8 Acido acético 18,79
9 Etanal 21,45

10 Etanol 25,46

Posteriormente, as amostras dos diferentes ensaios foram injetadas tendo-se determinado as

concentracdes de acucares totais, etanol e acido acético nos diferentes ensaios (Figura 11).
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Figura 11 - Graficos representativos da concentracdo de aclcares totais, etanol e acido acético,
determinados por HPLC, ao longo do processo fermentativo e acético nos diferentes ensaios (C, D, E, F,
G, H I,J,L, M, N, O, PeQ).Alinha vertical a tracejado (:) representa o inicio da acetificacao.
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A partir da analise da Figura 11 verifica-se que um mosto inicial de diéspiro com 15 °brix
apresentou uma concentracdo de acUcares totais (glucose e frutose) de aproximadamente 80 g/|
(ensaios M, N, O, P, Q). J& para o mosto inicial que apresentou um valor de °brix de
aproximadamente 20 obteve-se uma concentracao total de acucares de 100 g/I (ensaios C, E, F,
H, I, J, L). O ensaio D com um °brix inicial de 9,8 apresentou 40 g/| de acucares totais
presentes no mosto inicial.

Antes de sofrer as diluicdes que foram necessarias para o decorrer da acetificacdo, o didspiro
apresentou 20 °brix (100 g/I de acucares totais) tal como obtido por outros autores’, sendo que
a concentracao inicial de acucares totais de um mosto constituido apenas por didspiro era de
110,1 g/l. Porém, este tipo de comparacao varia consoante os frutos. Num estudo para a
producdo de vinagre desenvolvido a partir de sumo de roma os autores obtiveram 171 g/I de
acUcares totais para 17,4 °brix.** Tal pode ser explicado pelo facto de o refratometro indicar, em
°brix, a concentracao de solidos soltuveis totais e ndo apenas a concentracao de aculcares totais.
Este fruto apresenta uma elevada concentracdo de acucares totais quando comparado com
outros frutos também utilizados para a producdo de vinagre, tais como o morango, que
apresenta concentracdes de aclcares totais de 70 g/I”* e 28,4 g/I°, e a manga, onde estudos
apontam para concentracdes de acucares totais de 36 g/I* e de 16,05 g/I**.

Ainda a partir da analise da Figura 11, verifica-se que em todos os ensaios obteve-se uma
elevada producao de etanol durante os primeiros dias, sendo que alguns ensaios obtiveram uma
producdo de cerca de 80-90 g/l (10,1-11,4 °GL). Assim, e sabendo que 1% de etanol pode ser
transformado em 1% de acido acético®, o etanol produzido nos diferentes ensaios, excetuando-
se 0 ensaio D, seria suficiente para obter uma percentagem final de acido acético superior a 5 %,
como obriga a legislacdo.? Contudo, tal ndo se verificou.

A excecdo do ensaio M, o etanol produzido nos diferentes ensaios nao foi convertido em &cido
acetico. Tal pode ser justificado pelo elevado arejamento aquando da acetificacao que pode ter
levado a uma rapida evaporacao do etanol.

Para o ensaio M, que apresentou um mosto inicial com 80 g/| de acucares totais, obteve-se uma
concentracdo de 60 g/I de etanol, ou seja 7,6 °GL, resultado da fermentacdo alcodlica. Estes
resultados demonstram que ocorreram erros experimentais no doseamento de acucares totais

uma vez que teoricamente 180 g de acucar (1 mol) apenas podem formar 92g de etanol (2
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mol). Assim, teoricamente a producao maxima de etanol que se poderia obter neste ensaio seria
de 40,89 g (5,2 °GL). "*”®

Uma quantidade de alcool similar foi obtida por outros autores que produziram de forma idéntica
vinagre de diospiro, sendo que o mosto inicial por eles desenvolvido apresentava 110,1 g/I de
acUcares totais.” O tempo da fermentacdo alcodlica obtido por estes autores foi de oito dias®
enquanto a fermentacao alcodlica realizada no ensaio M foi apenas de 6 dias.

Foi para este ensaio (M), onde a acetificacdo decorreu com um arejamento pouco intenso
(apenas devido a agitacédo), que se obteve uma maior producao de acido acético. Contudo, e
apesar da acidificacdo do meio ir de encontro com o aumento da concentracdo de acido acético
(Figura 12), torna-se essencial verificar que ndo existiu a producdo de outros acidos que

poderiam também acidificar o meio.
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Figura 12 -Variacao da concentracao de acido acético desde o inicio até ao fim da acetificacdo bem
como a variacao do pH ao longo do mesmo, para o ensaio M.

A partir da analise do cromatograma obtido para a amostra final do ensaio M (Figura 13)
consegue-se perceber que nao existiu a formacao de outros acidos, sendo que os compostos
com uma maior concentracdo sao o acido acético (pico 8), o etanol (pico 10) e provavelmente o

glicerol (pico 7).
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Figura 13 - Cromatograma obtido por HPLC para a amostra final do ensaio M. Os picos 7, 8 e 10

correspondem, respetivamente, a glicerol, acido acético e etanol.

O glicerol ¢ um dos principais subprodutos formados durante a fermentacao alcodlica realizada
pela levedura Saccharomyces cerevisiae. A sua producdo ocorre simultaneamente com a
producao de etanol. A producao de etanol por estas leveduras pode facilmente ser explicado pela
via glicolitica onde a glicose é oxidada a gliceraldeido-3-fosfato e a diidroxiacetona fosfato.
Posteriormente, o gliceraldeido-3-fosfato € convertido a piruvato e, este ultimo, descarboxilado a
acetaldeido, o qual é reduzido a etanol pela enzima alcool desidrogenase. A diidroxiacetona

formada aquando do gliceraldeido-3-fosfato pode ser convertida neste ultimo, que posteriormente

.”® Assim,

segue a via enunciada anteriormente, ou como alternativa pode ser reduzida a glicero
a presenca de glicerol € uma consequéncia da fermentacdo alcoolica sendo que indiretamente
diminuiu o rendimento em etanol ”’. Vinagres produzidos por outros autores, nomeadamente
um vinagre de jabuticaba onde a fermentacdo alcoolica decorreu com inoculacdo de S.
cerevisiae também apresentou glicerol na sua constituicgo.’®

Ainda a partir do grafico M da Figura 11 e do cromatograma da Figura 13, é possivel concluir
que ainda existia uma elevada concentracao de etanol no mosto quando se deu por terminada a
acetificacdo (cerca de 4 °GL). Assim, prevé-se que caso se deixasse a acetificacdo ocorrer
durante mais tempo, e nao apenas durante 11 dias, poder-se-ia obter uma maior percentagem

final de acido acético do que aquela que se obteve (de aproximadamente 3%) e que ainda se

encontra fora dos parametros da legislacdo que aponta uma percentagem minima de 5% de
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acido acético. Este facto é ainda reforcado por outros autores. Uma producdo de vinagre de
diospiro similar a realizada na presente tese desenvolvida por outros autores obteve
aproximadamente 4,5% de &cido acético ao final de 30 dias de acetificacdo.”* Se compararmos a
quantidade de acido acético e de etanol que estes autores obtiveram ao 11° dia de acetificacao
com o produto final obtido no ensaio M, verificamos valores similares. Para 0 11° dia os autores
obtiveram uma percentagem de etanol aproximada de 4% (= 4 °GL) e uma percentagem de
acido acético, por titulacdo, de aproximadamente 2,5%.° Deste modo, se a acetificacdo tivesse

ocorrido por mais 20 dias seria de esperar uma concentracao similar a obtida por estes autores.
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5. CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DO VINAGRE DE

DIOSPIRO

Durante o metabolismo celular normal existe a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e de nitrogénio (RNS) que, apesar de apresentarem beneficios para o organismo, como por
exemplo atuando como agente citotoxico contra bactérias ou outros parasitas, podem provocar
danos nos tecidos normais do corpo humano, levando mesmo & morte celular.”” A formacéo
deste tipo de espécies, que acontece naturalmente, nao sao apenas produto metabdlico sendo
que as radiacdes UV, IV, ionizante, a poluicdo atmosférica e a ma nutricado sdo também
responsaveis pela formacao deste tipo de espécies. 7%

Como resultado da reatividade dos ROS e RNS, varias defesas antioxidantes sdo formadas nas
células aerdbicas, como a glutationa, a catalase e o superdxido dismutase. Este tipo de defesas
consistem em moléculas que conseguem interagir rapidamente com os radicais livres e terminar
com a reacdo quimica antes de estes provocarem danos nas moléculas vitais.”*®*' Contudo, na
presenca de uma elevada quantidade de radicais livres, a producdo de antioxidantes pelo
organismo pode ser insuficiente no combate da oxidacdo. Para além do envelhecimento, muitas
sao as doencas associadas ao excesso da presenca de radicais livres, como o cancro e a
diabetes. E, assim, crucial para o organismo manter um equilibrio entre os antioxidantes e os
oxidantes, de forma a evitar que os oxidantes causem danos celular.”

O corpo humano consegue absorver diversos antioxidantes presentes nos alimentos. Apds a
absorcdo pelo intestino, o antioxidante é armazenado no figado onde pode sofrer modificacdes
para as suas formas ativas bem como pode ser usado nas funcdes hepaticas ou sofrer um
sistema de recirculacdo para outras partes do organismo.”®

Varios antioxidantes derivados dos alimentos tém sido reportados como modeladores do stress
oxidativo, tais como a vitamina A, C e E, os flavondides e os micronutrientes como o selénio e o
zinco.

Diversos frutos, vegetais e sementes providenciam uma fonte exdgena de antioxidantes muito
importante que aumenta a resposta celular ao stress oxidativo resultando numa diminuicao e/ou

atraso dos danos celulares.”*®
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O vinagre apresenta também ele capacidades antioxidantes, tendo sido alvo de inumeros
estudos. A suplementacédo alimentar com vinagre pode funcionar como um medicamento com
uma grande eficiéncia e a um baixo custo. O dioéspiro, como referido no capitulo |, € um fruto
que apresenta uma grande capacidade antioxidante, gracas a presenca de vitaminas A e C, de
polifendis, de carotenoides e de tocoferdis. Assim, um vinagre elaborado a partir deste fruto pode
apresentar melhorias na capacidade antioxidante comparativamente com o0s vinagres
comerciais.

A capacidade antioxidante de um determinado composto ou mistura de compostos é
normalmente medida por meio de efeitos que determinados antioxidantes proporcionam no
controlo da oxidacao, ndo se podendo ler diretamente. Existem diversos métodos que tém sido
utilizados para determinar a atividade antioxidante /n vitro, permitindo uma rapida selecao de
compostos e/ou misturas potencialmente interessantes na prevencdo de variadas doencas.
Muitos desses métodos estao relacionados com a capacidade que muitos antioxidantes possuem
em sequestrar os radicais livres, como é o caso dos métodos que determinam a atividade
antiradicalar utilizando compostos como o ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)),
o DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), o Fe** e o NO (6xido nitrico).

Com o intuito de perceber a evolucdo da capacidade antioxidante desde o inicio da fermentacdo
alcodlica até ao final da acetificacdo no ensaio M foram efetuados estes quatro ensaios
antioxidantes.

O meétodo que determina a atividade antiradicalar da amostra utilizando o ABTS tem por base a
reducdo do oxidante ABTS®', de cor azul esverdeada, a ABTS, incolor. Este tipo de reacéo
acontece gracas a presenca de diferentes compostos antioxidantes que cedem eletrdes ao
radical ABTS®" (Figura 14). Assim, na presenca de antioxidantes verifica-se uma perda da
coloracao do meio reacional sendo possivel determinar a atividade antioxidante de diferentes

amostras.
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Figura 14 - Reducéo do radical ABTS, de cor esverdeada, a ABTS, incolor, por acdo de antioxidantes.

Similarmente, a atividade antiradicalar pode ser também determinada utilizando o DPPH". Este
radical é estavel, apresenta cor violeta e uma absorcdo maxima na faixa de 515-520 nm. A
reducdo do radical DPPH" pode ser observada pelo decréscimo da absorvancia durante a reacao

uma vez que o DPPH apresenta cor amarelada (Figura 15).
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Figura 15- Reducdo do radical DPPH, de cor violeta, a DPPH, de cor amarela, por acdo de
antioxidantes.

A producdo do ido Fe?" a partir da reducdo do ido Fe® presente no complexo Fe(lll)(TPTZ),Cls,
sendo que TPTZ corresponde a 2,4,6-tripiridil-s-triazina, (Figura 16) também se apresenta como
um meétodo de determinacdo da capacidade antioxidante da amostra. Quando ocorre esta reacéo
de reducao, resultante da atividade de compostos com atividade antioxidante, observa-se uma
alteracao na cor do meio reacional de roxo claro para um roxo mais intenso. Esta alteracao pode

ser medida por absorvancia a um comprimento de onda de 595 nm.
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Figura 16 - Producéo do id0 Fe*" a partir da reducéo do iao Fe*' presente no complexo Fe(lll)(TPTZ),Cls
pelo antioxidante.

Por sua vez, a determinacao da capacidade antioxidante utilizando o oxido nitrico consiste na
capacidade de alguns compostos em captar os radicais de NO. O radical NO*, facilmente gerado
in vitro a partir do nitroprussiato de sédio (SNP), na presenca de oxigénio origina nitrito que pode
ser determinado a partir da reacdo de Griess: o croméforo formado pela diazotacdo do nitrito
com a sulfanilamida e subsequente ligacdo a N-(1-naftil)-etilenodiamina pode ser determinado a
um comprimento de onda de 562 nm (Figura 17). Porém, na presenca de compostos capazes

de captar o radical NO" a producao de nitrito reduz e, assim, a absorvancia diminui.
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Figura 17 - Reacéo de Griess.
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5.1 Material e Métodos

5.1.1 Determinacao da atividade antiradicalar usando o ABTS

Preparacdo do radical ABTS"*

Inicialmente dissolveu-se 19 mg de ABTS em 5 ml de agua destilada a fim de se obter uma
solucdo a 7 mM de ABTS. Simultaneamente preparou-se uma solucao a 148 mM de persulfato
de potassio dissolvendo 38 mg deste ultimo num ml de agua destilada.

Aos 5 ml de solucdo ABTS preparada adicionou-se 88 pl da solucéo de persulfato de potassio
tendo-se homogeneizado a mistura e deixado repousar por 12-16 horas no escuro e a

temperatura ambiente. Deste modo, obteve-se uma solucdo concentrada do radical ABTS ™.

Preparacdo da solucdo de trabalho ABTS™*

A fim de diluir a solucdo concentrada obtida, comecou-se por preparar um tampdo a 20 mM de
acetato de sddio, sendo que o seu pH foi posteriormente ajustado para 4,5 pela adicao de acido
acético.

A 0,5 ml da solucao concentrada de ABTS adicionou-se 44 ml do tampao e homogeneizou-se.
Esta solucao diluida deve apresentar uma absorvancia de 0,7+0,02 a um comprimento de onda
de 734 nm, sendo que se necessario pode-se proceder a adicdo da solucdo concentrada de

ABTS"* ou de tampao de forma a aumentar ou diminuir, respetivamente, a absorvancia final.

Preparacao das amostras

Trés amostras foram selecionadas do ensaio M para se proceder a esta analise. Selecionou-se as
amostras correspondentes ao inicio da fermentacdo alcoodlica, ao final da mesma (que
simultaneamente corresponde ao inicio da acetificacao) e ao final da acetificacdo. Para tal, as
amostras foram inicialmente centrifugadas a 4500 x g durante 5 minutos, tendo-se apenas
utilizado o sobrenadante.

Adicionalmente, foi obtida uma amostra de vinagre comercial (vinagre de cidra com 5% de

acidez) para posterior comparacdo com o vinagre de didspiro produzido.
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Determinacao da capacidade antioxidante

Para a realizacado deste teste recorreu-se ao uso de microplacas contendo 96 pocos. Realizou-se
um controlo do ensaio (12 ul de solucdo tampado e 188 ul da solucdo de trabalho ABTS™), em
triplicado, um branco para cada amostra (12 pl de amostra e 188 ul da solugcdo tampao) e
amostras em ftriplicado (12 ul de amostra foram adicionados a 188 ul da solucéo de trabalho
ABTS™).

Incubou-se a microplaca, para permitir as possiveis reacdes, a temperatura ambiente sob
protecdo da luz, durante 30 minutos. Por fim procedeu-se a leitura da absorvancia a 734 nm
num leitor de microplacas SpectraMaxPlus ( Thermo Fisher Scientific).

A fim de verificar a reprodutibilidade deste método e de reduzir possiveis erros, realizaram-se
trés ensaios independentes.

A percentagem de capacidade de reducéo do radical ABTS"" foi calculada da seguinte forma:

Abs 734 nM controio — (Abs 734 N gmostra — AbS 734 M prgnco)
Abs 734 nm controlo

% reducdoygrs = 100 X

Onde, a Abs 734 nm ... COrresponde a absorvancia do branco realizado para a amostra, a Abs
734 nm Lmestra COrresponde a absorvancia da amostra e a Abs 734 nm oo COrresponde a
absorvancia obtida para o controlo, a 734 nm.

Os resultados obtidos foram posteriormente tratados no GraphPad Prism 5, onde também se

realizou a analise estatistica.

5.1.2 Determinacao da atividade antiradicalar usando o DPPH

Preparacao das amostras

As amostras retiradas no decorrer das fermentacdes (mosto inicial e final da fermentacao
alcodlica) bem como a polpa de diospiro (ndo pasteurizada) foram inicialmente centrifugadas a
4500 x g durante b minutos, tendo-se separado a parte liquida da parte sélida. Posteriormente,
a parte sdlida foi liofilizada recorrendo ao uso de um liofilizador (Bioblock Scientific Christ Alpha
2-4 LD Plus). Apds a liofilizacdo, procedeu-se a extracdo dos compostos presentes na amostra
seca utilizando metanol 100% na proporcédo de 1 g: 20 ml. A extracdo decorreu durante 7 dias a

temperatura ambiente e sob protecdo da luz. Ao final dos 7 dias procedeu-se a filtracdo sob
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bomba de vacuo e a concentracdo das amostras, evaporando o metanol existente, recorrendo ao
uso de um rotavapor sob vacuo (Blichi RE 121) a uma temperatura de 40 °C. Por fim, o residuo
obtido foi ressuspendido em DMSO (Dimetilsulfoxido).

Adicionalmente, a parte liquida do produto final obtido foi também testada comparando-a com

um vinagre comercial (vinagre de cidra com 5% de acidez).

Preparacdo da solucdo concentrada de DPPH

A fim de preparar uma solucao concentrada de DPPH (1 mM), dissolveu-se 19,7 mg em 50 ml

de etanol absoluto. Esta solucédo pode ser conservada em aliquotas a -20 °C até a sua utilizacao.

Preparacao da solucao de trabalho de DPPH

A 60 ml de etanol absoluto adicionou-se 40 ml da solucdo concentrada de DPPH, sendo que a

sua absorvancia a 515 nm foi ajustada para o intervalo de 0.9-1.

Determinacdo da capacidade antioxidante

Para o decorrer do ensaio recorreu-se também ao uso de uma microplaca de 96 pocos,
realizando-se um controlo, em triplicado, (10 ul de etanol absoluto e 140 ul de solucdo de
trabalho), um branco para cada amostras (10 ul de amostra e 140 ul de etanol absoluto) e as
amostras (10 ul de amostra e 140 pl da solucéo de trabalho DPPH) em triplicado.

A absorvancia foi monitorizada por 60 minutos a 515 nm num leitor de microplacas
SpectraMaxPlus (Thermo Fisher Scientific) de forma a assegurar que a reacao estabilizou.

A fim de verificar a reprodutibilidade deste método e de reduzir possiveis erros, realizaram-se
trés ensaios independentes.

A percentagem de capacidade de reducéo do radical DPPH" foi calculada da seguinte forma:

Abs 515 nm controto — (Abs 515 NN gostra — AbS 515 nM prgnco )

% reducao =100 x
§30pppH Abs 515 nm controto

Onde, a Abs 515 nm .. COrresponde a absorvancia do branco realizado para a amostra, a Abs

515 nm Lmewa COrresponde a absorvancia da amostra e a Abs 515 nm oo COrresponde a

absorvancia obtida para o controlo, a 515 nm.
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Os resultados obtidos foram posteriormente tratados utilizando o programa GraphPad Prism 5,

onde se realizou a analise estatistica.

5.1.3 Determinacao da capacidade antiradicalar pela reducéo do ido ferro (Fe**) (FRAP)

Preparacdo das amostras

A preparacao das amostras seguiu a mesma metodologia da secao anterior (5.1.2).
Simultaneamente prepararam-se diferentes concentracées (de 3 mM a 0,09375 mM, por

sucessivas de diluicdes de 1:1) de FeSO, de forma a se obter uma curva padrao.

Preparacao do tampao de acetato de sodio

Dissolveu-se 3,10 g de acetato de sddio trihidratado num litro de agua ultrapura, acertando o pH

a solucdo para 3,6 com acido acético glacial.

Preparacdo da solucdo de acido cloridrico (HCI)

A 49,803 ml de agua ultrapura foi adicionada 197 ul de HCI concentrado, tendo-se obtido uma

solucédo a 40 mM.

Preparacao da solucao de TPTZ

Dissolveu-se 156 mg de TPTZ em 50 ml da solucao de HCI anteriormente preparada.

Preparacéo da solucao de FeCl;.6H,0

Em 50 ml de agua ultrapura dissolveu-se 270 mg de FeCl;.6H,0.

Preparacdo do reagente “FRAP”

A preparacao deste reagente consistiu na adicdo da solucao tampao, da solucao de TPTZ e da
solucdo de FeCl;.6H,0 na razdo de 10:1:1, respetivamente. Antes de se realizar o ensaio, esta

solucao foi aquecida a 37 °C.
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Determinacao da capacidade antioxidante

Para a realizacdo do ensaio recorreu-se ao uso de uma microplaca de 96 pocos tendo-se
realizado um controlo, em ftriplicado, um branco para cada amostras e as amostras em
triplicado. A amostra consistiu na adicao de 20 ul de amostra, 15 ul de agua ultrapura e 150 pl
de solucao de trabalho; o branco da amostra consistiu em 20 ul de amostra e 165 pl de agua
ultrapura; e o controlo foi realizado pela adicao 20 ul de tampao, 15 ul de agua ultrapura e 150
ul de solucao de trabalho.

A microplaca foi protegida da luz, tendo-se deixado em repouso por 30 minutos.

A absorvancia foi lida aos 30 minutos a 595 nm num leitor de microplacas SpectraMaxPlus
(7hermo Fisher Scientific).

A fim de verificar a reprodutibilidade deste método e de reduzir possiveis erros, realizaram-se
trés ensaios independentes.

A percentagem de reducdo de FRAP foi calculada tendo por base a curva de calibracao do
FeSO,. Apos a obtencao da equacao obtida pela curva de calibracdo, que é do tipo Y = (Y0 -
Plateau)*exp(-K*X) + Plateau, substituiu-se o X pela densidade otica obtida para as amostras (ja
com a subtracdo do branco da amostra efetuada). Apds a obtencdo do Y, a percentagem de
atividade de reducdo radicalar foi realizada dividindo o valor de Y pela densidade 6tica do
controlo e multiplicando por cem.

Os resultados obtidos foram posteriormente tratados utilizando o programa GraphPad Prism 5,

onde também se realizou a andlise estatistica.

5.1.4 Determinacao da capacidade antioxidante usando o NO

Preparacdo das amostras

As amostras seguiram a mesma metodologia da secéo 5.1.2.

Preparacdo de tamp&o HsPO*

Adicionou-se 2,35 ml de H;PO* a 85% a 37,65 ml de agua ultrapura.

Preparacdo da solucdo de sulfanilamida

400 mg de sulfanilamida foram dissolvidas em 40 ml de solucdo tampao anteriormente

preparada.
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Preparacdo da solucdo NED (N-(1-naftil)-etilenodiamina)

A 40 ml de agua ultrapura foi adicionada 40 mg de NED.

Preparacdo da solucao de Griess

Juntaram-se 40 ml de solucao de sulfanilamida e 40 ml da solucéo de NED.

Preparacdo da solucdo de nitroprussiato de sodio (SNP)

239 mg de SNP foram dissolvidos em 40 ml de agua ultrapura.

Determinacado da capacidade antioxidante

Recorrendo ao uso de uma microplaca de 96 pocos, o0 ensaio consistiu inicialmente num
controlo (100 pl de tampao fosfato + 100 ul de SNP), realizado em triplicado, num branco do
controlo (100 ul de tampao fosfato + 100 ul de SNP), no branco da amostra (100 ul de amostra
+ 100 pl de SNP) e nas amostras (100 pl de amostra + 100 ul de SNP). A microplaca foi

colocada a luz durante 60 minutos tendo-se posteriormente acrescentado:

e a0 branco da amostra: 100 ul de tampéo fosfato,
e aamostra: 100 pl de solucao de Griess,
e ao branco do controlo: 100 ul de tampao fosfato,

e ao controlo: 100 ul de solucdo de Griess.

Por fim, as microplacas foram incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente,
protegidas da luz, e a absorvancia foi posteriormente lida a 562 nm num leitor de microplacas
SpectraMaxPlus.

A fim de verificar a reprodutibilidade deste método e de reduzir possiveis erros, realizaram-se
ainda trés ensaios independentes.

A percentagem de reducao de NO foi calculada da seguinte forma:

Abs 562 nM copiro10 — (AbS 562 M gposera — AbS 562 MM pranco )
Abs 562 nm controlo

% redugioy, = 100 X

68



Capitulo V — Caracterizacdo das propriedades funcionais

Onde, a Abs 562 nm .., COrresponde a absorvancia do branco realizado para a amostra, a Abs
562 NM .mesra COrresponde a absorvancia da amostra e a Abs 562 nm o COrresponde a
absorvancia obtida para o controlo, a 562 nm.

Os resultados obtidos foram posteriormente tratados utilizando o programa GraphPad Prism 5,

onde também se realizou a analise estatistica.

5.2 Resultados e Discussao

5.2.1 Evolucao da capacidade antioxidante durante a producao de vinagre de didspiro

A capacidade antiradicalar obtida pelo uso do radical ABTS*" (Figura 18) apresentou diferencas

significativas entre as amostras (valor p < 0.05).

100+

" redugdo ABTS+

Figura 18 - Percentagem de reducao de ABTS nas diferentes amostras. “Inicial” = Inicio da fermentacao
alcodlica, “Intermédio” = Final da fermentacao alcodlica/Inicio da acetificacdo, “Final” = Final da
acetificacdo. As barras com diferentes letras apresentam diferencas significativas (valor de p < 0,05,
calculado a partir da analise t test entre as amostras no programa GraphPad Prism 5).

O mesmo se verificou para a capacidade antiradicalar obtida pelo uso dos radicais DPPH™" e
Fe*" (Figura 19). Contrariamente, a capacidade de captacdo do radical NO ndo apresentou

diferencas significativas para as diferentes amostras (Figura 19).
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Figura 19 - Percentagem da atividade antioxidante determinada pelos diferentes ensaios nas diferentes
amostras (na concentracdo de 1 mg/ml). “Fruto” = Polpa do fruto de didspiro, “Inicial” = Inicio da
fermentacao alcoolica, “Intermédio” = Final da fermentacédo alcodlica/Inicio da acetificacdo. As barras
com diferentes letras apresentam diferencas significativas (valor de p < 0,05, calculado a partir da analise
t test entre as amostras no programa GraphPad Prism 5) (a,b,c — ensaio DPPH; A, B, C - ensaio NO; x, v,

Z - ensaio FRAP).

Os resultados obtidos para a determinacao da capacidade antioxidante variam de acordo com os
diferentes ensaios, que apresentam diferentes mecanismos de reacdo. Os ensaios que utilizam
os radicais ABTS " e DPPH"*, que diferem no tipo de meio reacional, testam a capacidade de os
compostos presentes na amostra cederem eletrdes a estes radicais.*® Os radicais ABTS"" e
DPPH'™ ndo existem naturalmente nas células, apresentando-se como uma fonte de radicais
“nao fisioldgicos”. Porém, os métodos para medicao da capacidade antiradicalar a partir destes
compostos sao frequentemente utilizados por se apresentarem como métodos faceis, rapidos,
com um baixo custo e com uma elevada reprodutibilidade.®

A determinacao da capacidade antiradicalar usando o iao ferro também se baseia na capacidade
de cedéncia de eletrdes por parte dos compostos. Apesar de este radical se encontrar

naturalmente nas células, ao contrario dos radicais ABTS'™ e DPPH'", este também néao
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reproduz reacdes que acontecem fisiologicamente mas apresenta-se como um método facil,
rapido e com um baixo custo.®

Contrariamente aos ensaios de determinacao da capacidade antiradicalar, o método que utiliza o
oxido nitrico nao testa a capacidade de cedéncia de eletrdes por parte dos compostos, mas sim
a capacidade que estes tém em captar os radicais de oxido nitrico. ¥ As células sdo capazes
de produzir espécies reativas de nitrogénio a partir da reacao do radical do oxido nitrico com o
0,"" formando ONOO™ (peroxinitrito) e NO," (radical dioxido de azoto). Por sua vez, o NO,’
apresenta uma grande capacidade de nitrar aminoacidos aromaticos bem como de provocar
lesdes a nivel de DNA e de oxidar tiois, fazendo parte das principais espécies reativas que
danificam as macromoléculas.*

A atividade antiradicalar determinada pela reducéo do radical ABTS " apresentou ser maior para
0 mosto fermentado comparativamente com o mosto inicial. A amostra inicial do mosto de
didspiro apresentou uma atividade de 49%, sendo que apos a fermentacao alcoolica se verificou
um aumento na ordem dos 49% da capacidade antiradicalar, atingindo-se cerca de 98% de
atividade. A acetificacdo nao interferiu na capacidade radicalar da amostra, ndo se tendo
observado diferencas significativas (valor p = 0,1427).

Compostos fendlicos ligados aos polissacaridos das paredes celulares por interacoes
hidrofébicas e por pontes de hidrogénio tém sido reportados.® Assim, o aumento da capacidade
antioxidante verificado pode ser justificado pelas diversas reacdes que ocorrerem durante a
producéo de vinagre e que podem levar a quebra das interacdes hidrofébicas e das pontes de
hidrogénio libertando compostos com capacidade antioxidante.® Adicionalmente, a levedura
utilizada para a fermentacao alcodlica pode também interferir na capacidade antioxidante, sendo
que existem estudos que relatam que estas podem libertar compostos com atividade
antioxidante a partir das suas células.®

No que respeita a capacidade antiradicalar pelo uso do radical DPPH"", observou-se uma
diminuicao significativa (p < 0,0005) entre o fruto e 0 mosto inicial de didspiro. Uma vez que o
mosto inicial € constituido por diéspiro pasteurizado, as condicdes de pasteurizacdo parecem ter
um efeito prejudicial na capacidade de reducédo do radical DPPH"". Tal era esperado visto que
existem estudos realizados por outros autores que demonstraram que o aquecimento inerente a

pasteurizacdo reduz a capacidade antioxidante da polpa de didspiro.®***
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Porém, apos a fermentacdo alcoodlica a capacidade de reducdo do radical DPPH™™ ¢é
restabelecida, apresentando uma capacidade antiradicalar igual a obtida para o fruto. Este
aumento da capacidade antiradicalar pode ser igualmente explicado pela libertacdo de
compostos durante a fermentacao alcodlica, tal como explicado anteriormente nos resultados da
atividade antiradicalar pelo uso do composto ABTS"".

Os resultados de capacidade antiradicalar obtidos pelo uso do ido ferro apresentam o mesmo
comportamento que o ensaio anterior, verificando-se diferencas significativas entre o fruto e o
mosto inicial (p = 0,0025) bem como entre o mosto inicial e o0 mosto fermentado (p < 0,0001),
sendo que se obteve uma maior atividade para o mosto fermentado (=88%).

O ensaio realizado que testa a capacidade de os compostos da amostra captarem os radicais de
oxido nitrico ndo mostrou a mesma variacao de atividade quando comparada com os restantes
ensaios, tal como se pode verificar pela analise do grafico da figura 19. Tanto o fruto como o
mosto inicial e 0 mosto fermentado apresentaram os mesmos valores de percentagem de
captacado do radical oxido nitrico, nao se tendo observado assim diferencas significativas (p >
0,05). Deste modo conclui-se que a pasteurizacao e a fermentacao alcodlica nao interferem com
a capacidade de captacao do radical oxido nitrico.

De uma forma geral, verificou-se que a producdo de vinagre incrementa a capacidade
antiradicalar do mosto inicial ndo interferindo na capacidade de os compostos captarem radicais
de NO".

Os resultados obtidos na literatura apresentam diferentes resultados no que respeita a evolucao
da capacidade antioxidante durante a producdo de vinagre, estas diferencas podem ser
explicadas pelas diferentes metodologias adotadas. Um vinagre de didspiro produzido por outros
autores, com uma metodologia similar a desenvolvida na presente tese mas sem pasteurizacao
prévia do fruto e com adicdo de diferentes enzimas, nao obteve diferencas significativas para a
capacidade de reducéo do radical DPPH"* entre o fruto, o mosto fermentado e o vinagre obtido.°
Ja para o vinagre de roma um estudo aponta uma diminuicdo da capacidade de reducao do
radical DPPH"* durante a sua producéo, sendo que o vinagre obtido apresenta 55% menos de
atividade comparativamente ao mosto inicial.”” Um vinagre elaborado a partir de jujuba
apresentou também um aumento da capacidade antioxidante entre o mosto inicial e o mosto
fermentado para os ensaios que utilizam os compostos ABTS e DPPH. Contudo, para a

capacidade de reducdo do Fe®" verificaram uma diminuicdo entre o mosto inicial, 0 mosto
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fermentado e o vinagre.”® Assim, a metodologia adotada nesta tese para a producéo de vinagre
aparenta ser mais vantajosa na medida em que a fermentacao alcodlica incrementou a atividade

antioxidante do mosto inicial (para os ensaios que utilizam os compostos ABTS, DPPH e Fe*').

5.2.2 Comparacao da atividade antioxidante do vinagre de didspiro com um vinagre de cidra

comercial

Os mesmos ensaios antioxidantes foram realizados para o vinagre de diospiro e para um vinagre

de cidra comercial, sendo que os resultados podem ser observados na Figura 20.
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Figura 20- Percentagem da atividade obtida para os diferentes ensaios antioxidantes realizados no

vinagre de diospiro e no vinagre comercial. (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).

Um vinagre de cidra comercial foi selecionado do mercado de forma a comparar a atividade
antioxidante com o vinagre de didspiro produzido nesta tese.

A percentagem da capacidade de reducao do radical de DPPH obteve valores mais elevados
para o vinagre de diospiro (=40%) comparativamente com o vinagre de cidra comercial (=17%),
tendo-se verificado diferencas significativas (p = 0,0005). Assim, no que respeita a capacidade
de reducao do radical DPPH"", o vinagre de diospiro apresenta uma melhor capacidade do que o

vinagre de cidra comercial.

73



Capitulo V — Caracterizacdo das propriedades funcionais

O mesmo se observou para a capacidade antiradicalar determinada pelo uso do radical ABTS ",
registando-se diferencas significativas (p = 0,0025), sendo que o vinagre de didspiro apresentou
uma média de 95% e o vinagre comercial obteve uma média 73% de atividade antiradicalar.

A capacidade de reducdo do Fe®' reforcou os resultados obtidos pelos ensaios anteriores, tendo-
se também verificado diferencas significativas (p < 0.0001). O vinagre de diospiro apresentou
uma atividade de 100 % enquanto que o vinagre de cidra comercial apresentou uma capacidade
de reducéo radicalar mais baixa, de 78 %, sendo mais ineficaz na cedéncia de eletrées ao Fe*'.
Contudo, no que respeita a capacidade de captacdo do radical de éxido nitrico o vinagre de cidra
apresentou valores mais elevados (34%) comparativamente com o vinagre de didspiro produzido
(23%), tendo-se verificado diferencas significativas (p = 0.0110).

Deste modo, conclui-se que o vinagre de diospiro apresenta uma maior capacidade na reducao
de diferentes radicais, como o ABTS'*, o DPPH'" e o Fe®*, mas apresenta uma menor
capacidade de captacao de radicais de oxido nitrico.

Os resultados obtidos pelos ensaios antioxidantes realizados que demonstraram que o vinagre
de diospiro apresenta de uma forma geral uma maior capacidade antioxidante sao similares aos
resultados obtidos por outros autores. Um estudo que compara a capacidade que diferentes
vinagres tém em reduzir o radical DPPH"" apresentou uma capacidade mais elevada para o

).%° Contudo, uma

vinagre de diospiro (52.1%) comparativamente com o vinagre de maca (11.2%
comparacao direta dos resultados nao & possivel uma vez que a concentracao da solucao de
DPPH no meio reacional foi mais baixa no ensaio realizado neste estudo do que no ensaio

realizado no decorrer deste projeto.
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6. CONCLUSOES

Durante o decorrer do presente trabalho foram desenvolvidos varios ensaios com o intuito de se
identificarem as condicdes 6timas para a producao de vinagre de didspiro para futuramente se
realizar um scale-up a nivel industrial.

O vinagre apresenta-se como um produto versatil, utilizado diretamente na alimentacao ou
incorporado noutros produtos industriais, como bebidas funcionais e até mesmo na saude e na
higiene. Por sua vez, o didspiro apresenta-se como um fruto com elevada capacidade
antioxidante, alvo de inimeros estudos que comprovam os seus beneficios na saude humana.
Contudo, o mercado portugués e europeu nao dispde de produtos derivados de diospiro,
nomeadamente de vinagre. Adicionalmente, existe um aumento do interesse por parte da
comunidade em produtos de elevada qualidade e com valor-acrescentado. Assim, a producao de
vinagre de diospiro pode apresentar-se como uma mais-valia na saude humana bem como uma
novidade no mercado portugués e europeu.

A matéria-prima selecionada para a obtencédo deste vinagre (o didspiro) apresenta potencial para
a realizacdo dos processos fermentativo e acético, sendo que a fermentacdo alcodlica foi
facilmente otimizada. Este facto indica que a estirpe de levedura selecionada, a temperatura e o
° brix inicial do mosto sdo adequadas para o decorrer da fermentacao alcoolica.

Tal nao se verificou na acetificacdo, onde se observaram dificuldades operacionais no
arejamento. Em quase todos os ensaios, 0 arejamento, talvez por ser demasiado, levou a uma
rapida evaporacdo do etanol, retirando assim a possibilidade de as bactérias acéticas o
converterem em acido acético. Contudo, num dos ensaios finais, no ensaio M, foi possivel obter
uma percentagem final de acido acético satisfatoria (cerca de 3%). Tendo em conta que ainda
existia uma elevada quantidade de etanol no meio quando se deu por terminada a acetificacao,
as condicdes utilizadas neste ensaio apontam para as condi¢des étimas de acetificacdo. Conclui-
se assim que seria fundamental repetir todo o processo do ensaio M mas permitindo que a
acetificacado se conclua.

Respetivamente as atividades antioxidantes, e pelos ensaios realizados, percebe-se que as
etapas fermentativa e acética incrementam a capacidade antioxidante do mosto inicial, sendo

que o produto final pode apresentar diversos beneficios na saude humana tal como descreve a
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bibliografia. E ainda possivel concluir que o vinagre produzido a partir de didspiro apresenta uma
maior capacidade de reducdo de radicais ABTS'*, DPPH"* e FE*" comparativamente com um
vinagre de maca comercial, embora a capacidade de captar radicais de oxido nitrico seja
ligeiramente inferior.

Assim, embora nao se tenha obtido uma percentagem de acido acético final de 5%, pode-se
concluir que o objetivo deste trabalho foi cumprido na medida em que se conseguiu otimizar os
processos fermentativo e acético e que o produto final, no geral, obteve uma capacidade
antioxidante superior ao vinagre de maca comercial. O vinagre de didspiro produzido nesta tese
podera assim apresentar diversas propriedades funcionais ja descritas para outros vinagres. Por
exemplo, a funcdo antibacteriana é relatada em vinagre de uva, devido & composicdo em acido
acético.®® A capacidade antioxidante também ¢é relata para o vinagre de vinho tinto, devido aos
diferentes compostos antioxidantes existentes.®” O vinagre de maca, similarmente ao de didspiro,
tem capacidade de controlo dos niveis de glucose no sangue, podendo ajudar no combate da
diabetes e da obesidade.®*® A regulacdo do metabolismo lipidico também é associada a
ingestdo de vinagre, nomeadamente de diospiro.*

Num futuro préximo seria fundamental identificar as bactérias produtoras de acido acético
isoladas a partir dos vinagres contaminadas, nomeadamente as bactérias Ce Pg visto que estas
aparentam ser melhores produtoras de acido acético comparativamente a Acetobacter aceti.
Adicionalmente, e para além de se repetir o ensaio M com um tempo de acetificacdo mais
prolongado, seria interessante proceder a adicao de alguns compostos durante a acetificacao. A
adicdo de pectinase e celulase, por exemplo, pode trazer efeitos positivos no que respeita a
capacidade antioxidante do produto final. Tal se deve ao facto de muitos compostos com
atividade antioxidante se encontrarem ligados aos polissacaridos das paredes celulares. Se tal se
verificasse e se fosse economicamente viavel, a proxima etapa consistiria em realizar um scale-
up a nivel industrial disponibilizando o produto para venda.

Simultaneamente, seria ainda interessante proceder a estudos antioxidantes no residuo gerado
durante a producéo do vinagre que nao é comercializado, de forma a perceber se € possivel o
seu reaproveitamento para outros produtos, como por exemplo, para a cosmética e para bebidas
funcionais. As bebidas funcionais também representam um produto com valor-acrescentado na
medida em que podem apresentar diferentes compostos benéficos para a saude humana

podendo-se refletir num produto de elevada expansdo comercial.
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