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RESUMO

O presente trabalho resulta de um estagio efetuado no laboratério INOV LINEA
(Centro de Transferéncia de Tecnologia Alimentar), que é parte integrante da Tagusvalley —
Associacdo para a Promocao e Desenvolvimento do Tecnopolo do Vale do Tejo, localizada
em Abrantes.

O estéagio previsto no plano curricular do curso de Mestrado em Tecnologia Quimica,
ministrado pelo Instituto Politécnico de Tomar, decorreu nos meses Fevereiro a Julho de
2014 e teve como tema proposto “Analise de um Processo Fermentativo para
Desenvolvimento de um Produto Alimentar”, sendo este também o principal objetivo.

Inicialmente foi efetuada pesquisa bibliogréfica subordinada aos temas: fermentacdo
alcoolica e fermentacdo acética, também foi efetuada pesquisa relativamente a diversas
matérias-primas, tais como: bolota, batata, batata-doce, alfarroba, framboesa, figo da india,
marmelo, pimento, roméd, tremoco, castanha, figo e kiwi. Depois da anélise feita a pesquisa
bibliogréafica efetuada, nomeadamente a todos os parametros criticos e carateristicas da
matéria-prima, foi escolhida como matéria-prima a framboesa e como principal produto
alimentar a desenvolver, o vinagre de framboesa. O principal motivo pela escolha da
framboesa foi a identificacdo, por parte dos produtores, da necessidade de aproveitamento
de produto ndo conforme, ou seja, produto que pode ser vendido para processamento mas
ndo pode ser vendido ao consumidor final. O vinagre de framboesa foi obtido pelo processo
de fermentacdo alcodlica seguido de fermentacdo acética.

Anteriormente a realizacdo das fermentacbes alcodlica e acética para
desenvolvimento do produto alimentar (vinagre de framboesa), foram realizados ensaios de
fermentacdo acética e alcoodlica com marmelo a fim de identificar problemas de ordem
operacional e experiéncia a nivel de fermentacdes.

Posteriormente foi efetuada uma fermentacéo alco6lica com morango utilizando uma
diferente espécie de levedura para avaliar 0 seu comportamento.

Durante as fermentacfes alcoolicas e acéticas, foram registados varios parametros,
tais como: temperatura, pH, DO (oxigénio dissolvido) e foram retiradas amostras para
analise de °Brix.
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ABSTRACT

The current work is the result of a work placement in the INOV LINEA - Center for
Transference of Food Technology, integrated in the TAGUSVALLEY — Association for the
Promotion and Development of the Tagus Valley, located in Abrantes.

The work following the curricular requirements of the curricular plan of the Master
program in Chemical Technology, lectured at the Polytechnic Institute of Tomar, was done
in the months of February to July in 2014.

The main objective was “The development of a food product” obtained by
fermentation.

Initially it was made a bibliographical research under the topics: alcoholic
fermentation and acetous fermentation. It was also carried out research for several raw
materials, such as: Acorn, potatoes, sweet potatoes, carob, raspberry, prickly pear, quince,
plums, pomegranate, lupine, chestnuts, figs and kiwis.

After the analysis of the bibliographical research performed, including all critical
parameters and characteristics of the raw material, it was chosen the material more adapted
to the conditions of fermentation and possible food product development.

The raw material chosen was the raspberry and the food developed was raspberry
vinegar. The main reason for the choice of raspberry is the fact that this product was
identified, by producers, to need to be used as non-compliant product, that is, the product t
can be processed but it cannot be sold to the final consumer. The raspberry vinegar was
obtained by alcoholic fermentation process followed by acetous fermentation.

Prior to the completion of the alcoholic and acetic fermentations to food product
development (Raspberry vinegar), other fermentations were carried out trials in order to
identify operational problems and experience the level of fermentation. Alcoholic
fermentation was carried out also with strawberry using a different strain of yeast.

During the alcoholic and acetic fermentations, it was recorded several parameters,
such as: temperature, pH, DO (Dissolved Oxygen) and samples were taken for analysis of
°Brix.

Keywords: Raspberry; Vinegar; Alcoholic fermentation; Acetic fermentation
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1. Introducao

O estagio realizado no INOV'LINEA (Centro de Transferéncia de Tecnologia Alimentar)
(Figura 1) teve como tema “Analise de um Processo Fermentativo para Desenvolvimento de
um Produto Alimentar”.

O INOV'LINEA ¢é parte integrante da Tagusvalley — Associacdo para a Promogéo e
Desenvolvimento do Tecnopolo do Vale do Tejo, localizada em Abrantes.

Figura 1 - INOV'LINEA

Fonte: INOV'LINEA, 2014
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1.1 Enquadramento do tema

Atualmente, um dos principais objetivos das empresas consiste em desenvolver e
introduzir novos produtos no mercado. Durante o estagio, o principal objetivo de todos 0s
trabalhos desenvolvidos foi o estudo de um processo fermentativo para desenvolvimento de
um produto alimentar, nomeadamente vinagre de fruta, o vinagre de framboesa. Foram
realizadas diversas experiéncias de fermentagdes alcodlicas e fermentagdes acéticas com
matérias-primas diferentes. As matérias-primas utilizadas foram o marmelo, a framboesa e
0 morango.

Para cumprimento do objetivo, primeiramente foi realizada uma fermentagdo
alcodlica e uma fermentagdo acética de marmelo para estudo do processo fermentativo e
aquisicdo de experiéncia. A fermentacdo alcoolica foi realizada em fermentador de
laboratério com controlo de temperatura e foi utilizada a levedura Saccharomyces
cerevisiae, a fermentacdo acética foi realizada num depdsito de plastico a temperatura
ambiente e foi utilizado como in6culo, vinagre de diospiro ndo pasteurizado.

Seguidamente foram elaboradas trés fermentacdes alcodlicas e duas fermentacGes
aceticas de framboesa. Estas fermentacdes foram realizadas com o intuito do
desenvolvimento do produto alimentar proposto no objetivo, o vinagre de framboesa. Nas
fermentacdes alcodlicas foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae, e, como indculo,
nas fermentacdes acéticas, foi utilizado vinagre ndo pasteurizado proveniente de uma
industria vinagreira. Uma das fermentacdes alcodlicas foi realizada em fermentador de
laborat6rio com controlo de temperatura e foi feita a concentragcdo da polpa, as outras duas
foram realizadas num deposito de pléastico em estufa climatizada a temperatura de 30°C. A
fermentacdo acética da framboesa foi realizada num depdsito de plastico a temperatura
ambiente.

Finalmente foi realizada uma fermentacdo alcodlica de morango, utilizando uma
especie diferente de levedura, a Saccharomyces bayanus, para avaliar 0 seu comportamento
na fermentacdo. Esta fermentacdo foi realizada num fermentador de laboratorio com

controlo de temperatura.
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1.2 O INOV'LINEA

O INOV'LINEA parte integrante do Tagusvalley — Tecnopolo do Vale do Tejo,
localizado em Abrantes, é uma infra-estrutura de apoio a inovagdo no setor alimentar,
tem uma érea total de 735 m? e possui uma nave industrial, uma sala de provas, um

laboratdrio, uma cozinha, gabinetes técnicos e uma sala de formacéo.

Tem como objetivos principais:
e O apoio a empresas do setor agroalimentar;
e Aumento da qualidade de producdo e melhoria da competitividade do setor;

e Promocdo de transferéncia de tecnologia e inovacao na inddstria alimentar.

As principais linhas de atuacao sdo:
e Novos produtos;
e Processamento e conservacao;
e Valorizagdo dos produtos tradicionais, enquadrados na dieta mediterranea:
e Produtos autoctones: Hortofruticolas, como marmelo, roma, tomate, diospiro;
e Azeites e azeitonas;
e Produtos carnicos como enchidos, preparados e outros.

e Fomento e experimentacdo de tecnologias de conservacao inovadoras.

No ambito do SIR (Sistema da Industria Responsavel) disponibiliza um espaco
industrial licenciado para preparacdo e fabrico de compotas, doces, geleias, marmeladas,
concentrados ou purés, produtos carnicos entre outras atividades econémicas promovendo o
desenvolvimento do setor com um conceito de incubadora produtiva e possibilitando as
PMEs a testarem no mercado os produtos resultantes de ensaios.

Enquanto centro de transferéncia de tecnologia, 0 INOV'LINEA trabalha de forma
intensiva a vertente da inovacao privilegiando a relagdo com o mercado, de forma a aplicar
0 conhecimento cientifico resultante dos processos de I&D, responde a necessidades
concretas do sector agroalimentar promovendo um retorno financeiro através da melhoria da
competitividade do setor, faz reproducdo de processos industriais do setor hortofruticola,

olivicola e do processamento de carnes, a escala real, para uma maior eficacia em scale-up
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e ainda, realiza estudos e faz valorizacdo de produtos tradicionais que se enquadrem na
denominada dieta mediterranea.

As empresas tém ainda a possibilidade de realizar testes em varias tecnologias, retirando
varias vantagens, uma vez que ndo ha necessidade da aquisicdo de equipamentos, dos
servigos da empresa (humanos e infra-estruturas) e de paragem das linhas produtivas.
(INOV'LINEA, 2014)

1.3. Fundamentos tedricos e Revisao Bibliografica

1.3.1. O vinagre

O vinagre, assim como o vinho, é conhecido desde a antiguidade (COSTA et al.,
2006) A palavra vinagre deriva etimologicamente do latim Vinum acre, da qual deriva a
locucdo francesa vin aigre, equivalente em portugués a vinho azedo. (CRUZ, 2012)

O vinagre é um produto conhecido hd muito tempo, as primeiras referéncias datam
de h& cerca de 10 000 anos, data em que se referenciou a producdo de vinho e
consequentemente de vinagre, sendo a producdo referenciada na cultura babilonica ha cerca
de 5000 AC.

No século XVI1I Glauber obteve vinagre ao passar vinho através de rolhas de madeira,
método utilizado até hoje.

Becker, na segunda metade do século XVII, foi o primeiro a constatar que o ar era
imprescindivel para a obtencdo de vinagre e Rozier comprovou a afirmacdo em 1786 com a
experiéncia da bexiga cheia de ar que esvaziava com 0 avanco da reacao.

Em 1837, Kutzing, um botéanico alem&o, verificou a responsabilidade do
microorganismo na formac&o do &cido acético e relatou as suas experiéncias sobre a “mae
do vinagre”.

Berzelius, quimico prestigiado do século XVIII, afirmava em 1839 que a
transformacéo de etanol a acido acético era um processo exclusivamente quimico de ordem
catalitica. (PEDROSO, 2003)
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Em 1790 Lavoisier comprovou definitivamente a responsabilidade do oxigénio na
fermentacdo acética e Pasteur mostrou com detalhes a necessidade de um ser vivo para a
transformacéo de etanol em acido acético.

A primeira equacgédo quimica foi descrita por Débereiner em 1822 e a identificacao
dos microorganismos foi feita por Knieriem e Mayer em 1873. (POLA et al., 2008)

O vinagre consiste num alimento do grupo dos condimentos obtido por fermentacéo
alcoolica de matérias-primas agucaradas ou amilaceas, que converte agucares em etanol,
seguido de fermentacdo acética, que converte o etanol em &cido acético. Foi mencionado
pelos povos antigos como condimento aromatizante, conservador, bebida refrescante e
medicamento, tendo como a primeira indicagdo técnica redigida no século XIII por Gerber
que o submeteu a destilacdo. (POLA et al., 2008) Foi recomendado, também, para tratar de
disfuncdes respiratorias, feridas e ulceras, devido as suas propriedades desinfetantes e anti-
inflamatorias.

Na antiga China, o jarro com vinagre era tido como simbolo da vida. Ja ha 5000 anos,
0s egipcios, babilénios, indianos, gregos e persas conheciam a arte da fabricacdo do vinagre
e a sua versatilidade. O vinagre era mais do que um tempero picante para os alimentos, era
0 Unico meio de conservar a carne, peixe e os legumes. Somente assim os alimentos
pereciveis podiam ser transportados por longas distancias. (PEDROSO, 2003) Nas guerras,
0 vinagre era utilizado pelos soldados, principalmente quando atuavam em ambientes
humidos e fazia parte da alimentacdo diaria, para prevenir possiveis contaminacdes
microbianas, para desinfetar e temperar alimentos. Durante as epidemias de célera, o vinagre
foi utilizado para desinfecéo, sendo recomendado lavar as méos antes e depois de visitar um
doente e lavar as frutas e verduras antes do consumo com vinagre.

A qualidade do vinagre produzido pode ser influenciada pela matéria-prima utilizada
na sua elaboracdo, pelo processo de acetificacdo utilizado e ainda pela presenca ou ndo de

processos de envelhecimento em madeira. (CRUZ, 2012)
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1.3.2 Legislacéo e qualidade do vinagre

O Decreto-Lei n.° 174/2007 de 08 de Maio, estabelece as normas a que deve obedecer o

fabrico e a distribuicdo do vinagre comercializado em Portugal.

Na tabela 1, encontram-se apresentadas as principais carateristicas dos vinagres

comercializados em Portugal de acordo com a legislagao nacional.

Tabela 1 - Principais carateristicas dos vinagres de acordo com a legislagéo nacional.

Acidez total (g/L &cido acético) >60 >50

Alcool residual (%; v/v) <1.5 <0.5%

Aspeto Limpido, podendo admitir-se -
ligeiro deposito ou turvacéo.

Cor, Aroma e Sabor Proprios da natureza da matéria-prima e dos

ingredientes facultativos indicados no rétulo.

Segundo a legislacdo, os vinagres classificam-se, quanto a sua origem em:

¢ Vinagre de vinho: vinagre obtido exclusivamente do vinho pelo processo bioldgico
de fermentacao acética;

e Vinagre de fruta e vinagre de bagas: vinagre obtido da fruta ou bagas de fruta pelo
processo bioldgico de fermentacdo alcodlica e acética;

e Vinagre de sidra: vinagre obtido da sidra pelo processo bioldgico da fermentacédo
acética;

e Vinagre de alcool: vinagre obtido do alcool destilado de origem agricola pelo
processo bioldgico de fermentacdo acética;

e Vinagre de cereais: vinagre obtido, sem destilacdo intermédia, pelo processo
bioldgico de dupla fermentacgéo, alcodlica e acética, de cereais cujo amido tenha sido
convertido em agUcares pela diastase de cevada maltada ou por qualquer outro
processo;

e Vinagre de malte: vinagre obtido, sem destilacdo intermédia, pelo processo

bioldgico de dupla fermentacéo, alcodlica e acética, de cevada maltada com ou sem
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a adicdo de cereais, cujo amido foi convertido em aglcares unicamente pelo processo
da diastase de cevada maltada;

e Vinagre de malte destilado: vinagre obtido pela destilacdo do vinagre de malte, sob
pressao reduzida, contendo apenas os constituintes volateis do vinagre de malte de
que deriva;

e Outros vinagres: vinagres de outros produtos de origem agricola de dupla
fermentacdo ndo contemplados nas alineas anteriores, designadamente de mel, de
cerveja, entre outros;

e Vinagres aromatizados e vinagres com especiarias: os vinagres referidos nas
alineas anteriores aos quais sejam adicionadas plantas ou partes de plantas
aromatizantes, especiarias e extratos aromatizantes, que sejam organolepticamente
percetiveis. (DECRETO LEI N.° 174/2007)

A legislacdo nacional estabelece ainda que no fabrico de vinagre s6 podem ser utilizadas
matérias-primas em conveniente estado de conservacdo e que se apresentem isentas de
substancias ou matérias estranhas a sua normal composi¢éo, bem como de microorganismos
patogénicos ou de substancias destes derivados em niveis suscetiveis de prejudicarem a
satde do consumidor. No entanto, no fabrico de vinagres do setor vitivinicola s6 podem ser
utilizados vinhos cujas carateristicas estejam conformes com o estabelecido na legislacdo
em vigor, podendo, contudo, apresentar excesso de acidez volatil. (DECRETO LEI N.°
174/2007)

Na preparacédo do vinagre é permitida a adi¢do de:

e Plantas ou partes de plantas aromatizantes, especiarias e extratos aromatizantes;
e Sumos de fruta ou concentrados de sumo de fruta;

e Mel;

e Aclcar;

o Sal
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Na preparacédo do vinagre é proibida a adi¢do das seguintes substancias:

e Aromatizantes artificiais;

e Oleos de grainha de uva, naturais ou artificiais;

e Residuos de destilacdo, residuos de fermentacdo ou os seus subprodutos;

e Substancias extraidas de bagaco de todos 0s tipos;

e Acidos de todos os tipos, com exce¢do daqueles naturalmente contidos nas
matérias-primas utilizadas ou contidos em qualquer substancia cuja adi¢cdo nestas
seja permitida, como sejam, designadamente, os aditivos. (DECRETO LEI N.°
174/2007)

1.3.3 Producéo de vinagre

O vinagre é considerado um complemento indispensavel a alimentacdo humana, pela
acdo nutritiva e biorregulatoria. E produzido por dois processos bioquimicos distintos,
ambos resultantes da acdo de microorganismos, a fermentacdo alcoodlica, pela acdo das
leveduras sobre matérias-primas acucaradas e amilaceas e a fermentacdo acética, pela acéo
das bactérias aerdbias do género Acetobacter.

O fabrico do vinagre permite a utilizacdo de matérias-primas inaproveitaveis para o
consumo dos estabelecimentos industriais de frutas, e, especialmente de propriedades rurais,
que de outra forma, ndo poderiam competir no mercado. (BORTOLINI et al., 2001)

Os vinagres de frutas sdo considerados superiores em qualidades sensoriais e
nutritivas, quando comparados a outros tipos de vinagres, além de apresentarem elevados
teores de vitaminas, acidos organicos, proteinas e aminoacidos provenientes do fruto e da
fermentacao alcodlica. (CRUZ, 2012)

O vinagre, com o passar do tempo, torna-se mais suave com odor e sabor mais
agradaveis devido as reacOes que ocorrem durante o processo de envelhecimento, com
reacOes de esterificacdo que retiram os acidos e alcoois do meio, fornecendo ésteres
aromaticos. Outro tipo de reacdo que ocorre é as de oxidacao do grupo aldeido, que conferem
aspereza ao vinagre. Os vinagres de vinhos de frutas necessitam de alguns meses de

envelhecimento, enquanto os vinagres de alcool algumas semanas apenas. (SUMAN, 2012)
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1.3.4. Fermentacao

As fermentacdes utilizadas para producéo de vinagre, sdo a fermentacédo alcodlica e a acética.

A fermentacdo ocorre em duas etapas:

1) Glicdlise, em que ha degradacao da molécula de glicose em acido piravico;

2) Reducdo do acido piruvico, que conduz a formacdo dos produtos de

fermentacao.

Na glicdlise, a glicose é oxidada e formam-se duas moléculas de &cido piravico. O
agente oxidante é o NAD* que é transformado em NADH. Nesta etapa sdo formadas duas
moléculas de ATP (adenosina tri-fosfato).

O acido piravico, ou moléculas orgénicas que se formam a partir dele, sdo aceitadoras
dos eletrdes do NADH, o que permite regenerar o NAD*. O NAD" pode, assim, voltar a ser
utilizado na oxidacdao da glicose com formacao de duas moléculas de ATP.

Os produtos finais da fermentacdo dependem da molécula organica que é produzida
a partir do acido piravico.

Nas fermentac¢des alcodlicas, 0 acido piravico é convertido em etanol e CO2 (didxido
de carbono), nas fermentacGes acéticas, o etanol produzido na fermentacdo alcodlica é
convertido em &cido acético. (QUINTAS et al., 2008)

1.3.4.1. Fermentacdo alcodlica

A fermentacdo alcoodlica tem sido utilizada desde a mais remota antiguidade. Ha mais
de 4000 anos os egipcios fabricavam péo e produziam bebidas alcodlicas a partir de cereais
e frutas, sem conhecer a causa do processo fermentativo. Os primeiros indicios que a
fermentagdo era um fendmeno microbiolédgico apareceram por volta dos séculos XIV e XV.
(MONGELO, 2012)
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A fermentacdo é um processo catabdlico anaerébio em que h& degradagdo de
moléculas de agUcar, no interior das células de microorganismos (leveduras),com producéao

de etanol e CO>, havendo libertag&o de energia quimica e térmica. (CAETANO et al., 2011)

A fermentacéo alcoolica pode ser explicada pelo seguinte esquema (figura 2):

2NAD 2A0DP + 2P
2 NADH, 2 ATP
Acido piravico Acido pirGvico
(3C) (3C)
CO, CO,
Etanol Etanol
(C,H,0H) (C.H.OH)

Figura 2 - Esquema da fermentacao alcoodlica

Fonte: SILVA et al., 2013

A producéo de alcool por microorganismos pode ser resumida na seguinte equacao:

CsH1206 —» 2 C2HsOH + 2CO»

A fermentacéo alcodlica pode ser feita com leveduras presentes nos sumos de fruta e
em outras matérias-primas naturais, ou entdo com fermento. Para obtencdo de um aroma
agradavel no produto final € mais recomendado partir de uma cultura pura de Saccharomyces
cerevisiae. (POLA et al., 2008)

A levedura como entidade viva independente, realiza a fermentacdo do aglcar com

0 objetivo de conseguir energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia, sendo o etanol

10
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apenas um subproduto deste. A célula de levedura possui compartimentos para a adequacéo
da sua atividade metabdlica. (SALVATO, 2010)

As principais carateristicas que tornam as leveduras microorganismos interessantes

para 0s processos industriais séo:

e Capacidade de desenvolvimento em substrato barato e facilmente disponivel;
e Facilidade de obtencdo e multiplicacéo;

e Utilizacdo de nutrientes nas suas formas mais simples;

e Possibilidade de cultivo independente do ambiente;

e Pequena exigéncia de &dgua e de area;

e Formacéo de produtos de valor nutritivo. (R10, 2004)

A fermentacdo alcodlica industrial pode ser dividida em trés fases: pré-
fermentacdo, fermentacdo principal e pds fermentacao.

A pré fermentacdo inicia-se quando as leveduras sdo adicionadas ao mosto
devidamente preparado. A fermentacdo principal inicia-se ap6s aproximadamente 5 ou 6
horas e verifica-se 0 aumento da producéo de alcool, pouca espuma, grande libertacdo de
CO- e aumento da temperatura. Segundo Antonini (2004), a pés-fermentacéo € caraterizada
pela diminuicdo lenta e gradual da temperatura do mosto, diminuigédo da libertacdo de CO>
e ndo ha formacdo de espumas. Esta fase dura entre 6 a 8 horas. O mosto fermentado é
denominado vinho. Geralmente, este processo inicia-se com a colocacdo da matéria-prima
com substrato no biorreator, seguida da inoculacdo do microorganismo responsavel pelo
processo bioldgico e aguarda-se para que 0 processo ocorra. Apos um determinado tempo
de fermentacdo, retira-se o caldo fermentado do reator e executam-se as operacées unitarias

necessarias para a recuperacao do produto. (PACHECO, 2010)

11
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e Fatores que afetam o desempenho do processo fermentativo

A fermentacgdo alcodlica € um processo que depende de diversos fatores para além
do tipo de levedura utilizada. Entre estes fatores destacam-se a temperatura, a taxa de

oxigeénio, o pH e a natureza quimica dos nutrientes.

Temperatura
As leveduras apresentam uma baixa tolerancia a temperaturas extremas apresentando

uma temperatura 6tima, que maximiza a atividade da levedura e para temperaturas acima ou
abaixo desta o desempenho € limitado. Além disso apresentam uma temperatura maxima
que corresponde a temperatura mais elevada a qual se deteta crescimento da populacéo.
Além de afetar a atividade fermentativa a temperatura também pode ser responsavel pela

formacéo de produtos secundarios.

pH

Outro fator com elevada influéncia na fermentagéo é o pH do meio, sendo que o valor
Otimo para a maioria das leveduras varia entre 3 e 6. Embora o pH néo afete diretamente a
capacidade fermentativa das leveduras, afeta a sua capacidade de reproducéo e por isso, de

forma indireta, afeta a fermentacao.

Oxigénio

O fornecimento e o controlo de oxigénio sdo parametros de elevada importancia
mesmo para sistemas anaerobios. O oxigénio é sempre necessario para a manutencdo da
viabilidade celular em casos de baixa concentracdo de substrato. Sem o fornecimento de
oxigénio 0s microorganismos ndo conseguem reproduzir-se, o que faz com que a limitagédo
por oxigénio possa funcionar como método de controlo da flora microbiana, ao condicionar
a taxa de crescimento celular dos microorganismos e assim controlar o processo de

fermentacéo.

Nutrientes
O tipo de nutrientes presentes no mosto é também um fator de elevada importancia para

a fermentacdo ja que, na fase de crescimento exponencial, a multiplicacdo celular pode ser

12
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limitada pela escassez de substrato, entretanto precocemente em crescimento estacionario,
podendo provocar o inicio da fase de morte dos microorganismos levando ao termo do
processo de fermentacdo. (NOGUEIRA, 2009)

e Levedura Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces bayanus

Neste trabalho foram utilizadas diferentes espécies de leveduras, a Saccharomyces
cerevisiae na fermentacgdo alcodlica do marmelo e da framboesa e a Saccharomyces bayanus

na fermentag&o alcoolica do morango.

e Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae é uma espécie de levedura utilizada ha milhares de anos
na panificacdo e na fermentacdo de bebidas alcodlicas, sendo a levedura fermentativa por
exceléncia, tendo sido utilizada igualmente nos tltimos anos para produco de bioetanol. E
também muito importante como organismo modelo, quer em estudos fisiol6gicos (efeitos de
diversos tipos de stresse — osmético, oxidativo, etanol e &cidos fracos) quer na area da
Biologia Celular e Molecular, sendo o microorganismo eucariético mais estudado e aquele
cujo genoma foi o primeiro a ser sequenciado. (VIANA, 2009)

O género Saccharomyces, foi descoberto ha 150 anos e desde entéo, passou por varias
mudangas. A primeira publicagdo sobre taxonomia de leveduras foi anunciada por
Guilliermond, em 1912. O género Saccharomyces compreendia 46 espécies divididas em 6
grupos separados de acordo com a atividade fermentativa sobre agucares. Ocorreram outras
divisdes e foram descritas novas espécies, resultando em 41 espécies dentro do género
Saccharomyces no ano de 1970. (GUIMARAES, 2005)

A classificacdo taxondmica da espécie Saccharomyces cerevisiae foi proposta em
1883 por Meyen ex E.C. Hansen (VIANA, 2009) e encontra-se na seguinte tabela (tabela 2).

13
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Tabela 2 - Classificagédo taxondmica de Saccharomyces cerevisiae

Super reino Eukaryota

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Classe Saccharomycetes

Ordem Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Saccharomyces

Espécie Saccharomyces cerevisiae

Fonte: Adaptado de VIANA, 2009

As colbénias apresentam uma coloracdo que varia entre o branco
(predominantemente) e o creme (ocasionalmente), sdo convexas e lisas. (VIANA, 2009)

Existem varios formatos para a célula de levedura, esféricas, ovoides ou cilindricas
(Figura 4). O seu tamanho pode variar bastante, de 1 a 5um de diametro a 5 a 15um de
comprimento. (ALVES, 2008)

c € © <

OVAl ELIFTICA APICULADA TRIANGULAR

Figura 3 - Morfologia das leveduras

Fonte: SANTOS, 2008

O género Saccharomyces normalmente sdo fungos unicelulares diploides que se
reproduzem assexuadamente por brotamento, ou sexuada por esporulacdo (meiose,
segregacéo e formacéo de haploides) e cruzamento com formacgdo de diploides. Sdo capazes
de dividir-se cada 90 minutos em condic¢des nutricionais adequadas. Este género € composto
por dez espécies, as quais sao divididas em trés grupos.

A temperatura ideal para o seu crescimento pode variar entre 28 e 30°C e 0 seu

desenvolvimento é favorecido em meio acido. As leveduras Saccharomyces cerevisiae sdo

14
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classificadas como facultativas, tendo a habilidade de se ajustar metabolicamente em
condigdes de aerobiose como em condigdes de anaerobiose. (CARVALHO, 2001)

Saccharomyces cerevisiae e espécies filogeneticamente proximas sdo as mais
empregadas pelo homem, que as utilizam nas varias industrias de fermentacéo alimenticia e
de bebidas. (RIO, 2004)

A levedura Saccharomyces cerevisiae também possui a capacidade de retirar metais
pesados da 4gua, podendo ser usada como bio acumulador desses metais, sendo uma 6tima
alternativa para a descontaminag@o ambiental. (R10, 2004) Durante a fermentacao alcodlica,
converte os agucares fermentesciveis em etanol, produzindo igualmente um elevado nimero
de compostos volateis responsaveis pelo aroma do vinho, tais como éacidos gordos, alcoois
superiores e ésteres. (VIANA, 2009)

e Saccharomyces bayanus

A levedura Saccharomyces bayanus, € uma levedura de uma espécie diferente da
Saccharomyces cerevisiae, embora resulte da hibridacdo entre trés espécies de leveduras,
incluindo essa (Saccharomyces eubayanus, Saccharomyces uvarum e Saccharomyces
cerevisiae).

A levedura Saccharomyces bayanus também ¢é utilizada na producdo de
fermentados alcoolicos. (LIBKIND, 2011)

1.3.4.2. Fermentacdo acética

Hoje em dia, o processo de producdo de vinagre € igual ao que era ha milhares de
anos, embora tenha sofrido alteracdes no desenvolvimento da tecnologia.

Na fermentagéo acética o etanol é oxidado em acido acético por meio de bactérias
aceticas em meio aerobio (presenca de oxigénio). Além do acido acético sdo produzidas
pequenas quantidades de outros produtos como aldeidos, cetonas, ésteres e outros acidos

organicos, sendo o acetaldeido o composto secundario predominante. (SUMAN, 2012) Néo
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é comum o uso de culturas puras, mas sim de uma microflora mista de Acetobacter contendo
diferentes espécies ou variedades dessa bactéria. (PEDROSO, 2003)

A seguinte equacdo demonstra a oxidacdo realizada pelas bactérias acéticas:

CH3CH20H + O2 —» CH3COOH + H20

e Fatores que afetam o desempenho da fermentacéo acética

A fermentacdo acética deve realizar-se com o controlo de alguns fatores que,
desconhecidos, prejudicam seriamente o trabalho das bactérias ou, a qualidade do vinagre.
Os principais fatores sdo: a concentracdo alcoolica, acidificacdo inicial, suprimento de
oxigénio, perturbacdo da pelicula de bactérias, temperatura e pH.

A producdo de um bom vinagre depende de uma série de fatores como a espécie do
microorganismo, a matéria-prima, a concentracdo de alcool, a temperatura de fermentacéo
(na faixa de 20° a 30°C), a quantidade de Oz, pH 6timo na faixa de 5 e 6, a maturacdo e a

conservacgao, a clarificagdo, o envase, e a pasteurizagdo. (SUMAN, 2012)

Concentracao alco6lica

O teor alcodlico afeta muito o desenvolvimento das bactérias ou a qualidade do
vinagre, sendo que as concentragdes acima dos 13% de &lcool dificultam a acetificacéo,

sendo o alcool oxidado de maneira incompleta.

Acidificacao Inicial

Para que a acidificacdo se processe em boas condicdes e sejam evitadas as fermentacdes
paralelas indesejaveis, ha necessidade de haver certa acidez no liquido a ser acetificado, pelo

qual é normal a adicdo de vinagre forte ndo pasteurizado, na porcéo de 1:3 a 1:4 do vinho.

Suprimento de oxigénio

A acetificacdo do alcool é primordialmente uma oxidacdo e depende de abundante

suprimento de oxigénio para realizar-se normalmente.
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A falta deste elemento prejudica a vida aerObia das bactérias e, consequentemente, a

producéo de vinagre.

Perturbacdo da pelicula de bactérias

As bactérias nos processos lentos desenvolvem-se em forma de uma fina pelicula
sobrenadante chamada “mae do vinagre”, que ¢ constituida de bactérias acéticas e uma
substancia polimera gelatinosa produzida pelos proprios microorganismos que se mantém
em contato com o ar ambiente. A perturbacdo dessa pelicula acarreta 0 seu rompimento e,
consequente, imersdo. Submersas, as bactérias continuam a utilizar-se dos elementos

nutritivos da matéria-prima, porém pela privacao do ar, deixam de produzir acido acético.

Temperatura
As bactérias envolvidas na preparacdo do vinagre tém preferéncia em determinadas

temperaturas de crescimento. Desenvolvem-se rapidamente entre 27° a 30°C e crescem
lentamente abaixo desse limite, e acima mostram-se fracas, podendo perder a capacidade

funcional se ndo retomarem ao seu 6timo de temperatura.

pH
Em termos de pH, as bactérias acéticas podem mostrar crescimento 6timo entre 5 e

6,5, embora mostre grande capacidade de sobreviver em pH entre 3 e 4. (SUMAN, 2012)

e Bactérias acéticas

As bactérias acéticas pertencem a familia Acetobacteraceae e apresentam-se em dois
géneros Acetobacter e Gluconobacter. O grupo de bactérias com melhor produtividade de
fermentacdo acética sdo as Acetobacter. (CASSONI, 2008) As principais espécies de
Acetobacter, utilizadas na producdo de vinagre, apresentam-se em forma de bastonetes e
cocos, formando correntes e filamentos. O melhor rendimento obtido é entre os 25°C e 30°C,
embora suportem temperaturas minimas de 4°C a 5°C e maxima de 43°C. No entanto
temperaturas inferiores a 15°C e superiores a 35°C reduzem a atividade bacteriana e

consequente fermentagdo acética lenta. Quanto ao alcool, a maior parte das espécies suporta
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até 11,0% v/v e em relacdo ao &cido acético, 10,0% v/v. Quando jovens sdo gram-negativas
e as células velhas sdo gram-variaveis. Apresentam a capacidade de oxidar a molécula de
etanol e do &cido acético a CO2 e H,O. Formam uma pelicula na superficie da cultura,
vulgarmente chamada de “mae do vinagre”.

Embora existam mais de 100 espécies e variedades do género Acetobacter, poucas
sdo aquelas com qualidades industriais, isto €, produzir concentracGes elevadas de acido
acetico; ndo formar material viscoso; de preferéncia, ndo ter capacidade para completar a
oxidacdo ate dioxido de carbono e agua; ter tolerancia a concentracdes razoaveis de acido
acético e trabalhar a temperaturas entre 25°C e 30°C.

Sdo encontradas em frutas e vegetais e estdo envolvidas na acidificagdo bacteriana
de sumos de frutas e bebidas alcodlicas, cerveja, vinho, producdo de vinagre e fermentagédo
de sementes de cacau.

Além do &cido acético sdo produzidas pequenas quantidades de outros produtos
como aldeidos, cetonas, ésteres e outros acidos organicos, sendo o acetaldeido o composto
secundario predominante.

S8o de interesse industrial as bactérias Acetobacter aceti, A.xylinoides,
A.acetigenum, A. Schuetzenbachiii, A. Curvum e A. rances. A aceti suporta 11% de alcool e
produz 6,5% de 4cido acético, a sua temperatura 6tima de crescimento é os 34°C entre 0s
extremos de 5°C e 42°C. (PEDROSO, 2003)

Os principais processos industriais utilizados para a fabricacdo de vinagres sao
baseados nos métodos de Orléans, Alemao ou Submerso. (PEDROSO, 2003)

1.3.4.3. Processo de Orléans

Conhecido também como lento, superficial ou estacionario, € 0 processo mais antigo
(surgiu em 1670) utilizado até hoje para a fabricacdo caseira de vinagre.

O vinagre é elaborado em barris de mais ou menos 200 litros de capacidade, providos
de duas aberturas nas extremidades cobertas com tecido e um tubo em forma de J até ao

fundo. As aberturas laterais permitem a entrada de ar necessario para a oxidacao acética e
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impede a entrada de insetos e outros corpos estranhos. O tubo em forma de J serve para a
adicdo de vinhos sem rutura da pelicula sobre o liquido ou movimentagdo de particulas
decantadas. (COSTA et al, 2006)

O procedimento consiste em colocar no barril cerca de um terco da sua capacidade
com vinagre ndo pasteurizado e adicionando quantidades de vinho ou fermentado de fruta
entre 10 a 15 litros por semana, durante um més. Ao fim de cinco semanas extraem se
aproximadamente 20 litros de vinagre, substituindo-se por outro tanto de vinho novo,
repetindo-se desta forma o processo ao longo do tempo. (PEDROSO, 2003)

A temperatura ambiente para este processo ndo deve exceder os 25°C, evitando-se
assim perdas de alcool por evaporacdo. (CRUZ, 2012)

Quando é cuidadosamente produzido, o processo de Orléans, produz vinagre de
muito boa qualidade, praticamente limpido, dispensando clarificacdes e filtracdes. No
entanto, € um processo que ocupa muito espaco e de baixa produtividade, sendo apenas
viavel para a producdo doméstica de vinagre. O Unico fator limitante para a quantidade
produzida é o fornecimento de oxigénio, uma vez que o equipamento ndo possui nenhum
tipo de aerador. (PEDROSO, 2003)

Na figura seguinte (figura 4) estdo representados os recipientes utilizados para

obtencdo de vinagre pelo processo de Orléans.

Tubo para adigdo de vinho
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com tela paro entrada
de aor

Mde do vinagre

Nivel do mosto

. 7
Retirada
do vinagre
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Figura 4 - Recipiente usado no processo de Orléans para a producéo de vinagre

Fonte: PEDROSO, 2003
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1.3.4.4. Processo Alemao

Os processos rapidos, como é o caso do processo Alemao, sdo bastante utilizados
atualmente. Foram idealizados por Boerhave no comeco do século XVIII, ao descobrir que
a transformacdo do vinho em vinagre era bastante rapida quando deixava passar o vinho,
através de um recipiente cheio de bagacos de macd. (PEDROSO, 2003) Atualmente s&o
utilizados recipientes geradores, empacotados com material de enchimento dos mais
diversos tipos e materiais (por exemplo, a madeira). As bactérias acéticas colonizam a
superficie do material e oxidam o etanol em acido acético.

A matéria-prima é recirculada desde a parte inferior da tina até a parte superior. Este
material passa pela madeira, sabugo ou carvdo, onde as bactérias acéticas ficam fixadas,
transformando o conteudo alcodlico em acido acético. Uma vez corrido o processo total,
descarrega-se a metade da tina de depdsito, voltando a introduzir-se a mesma carga de vinho
base.

Através deste processo, obtém-se vinagre de boa qualidade, porém com baixo
rendimento.

Na figura seguinte (figura 5) esta representado o gerador utilizado para a producédo

de vinagre utilizado no processo Aleméo.

Saida de gases
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Figura 5 - Gerador para a producgéo de vinagre no processo Alemao

Fonte: PEDROSO, 2003
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Os geradores tém tamanho e formas diferentes. Geralmente sdo de forma cilindrica e
tém no fundo, um suporte perfurado que sustenta o material de enchimento. O ar a ser
utilizado na oxidacdo, passa pelos orificios de suporte. O material de enchimento deve
formar uma grande superficie, para permitir o contato intimo entre o liquido e o ar,
facilitando as trocas, sendo utilizadas vulgarmente aparas de madeira. Sobre o material de
enchimento descansa uma placa crivada, para permitir uma perfeita distribuicdo do vinho
que cai de um bico aspersor, colocado na parte superior

A acidez aumenta progressivamente conforme o liquido vai sendo passado,
sucessivamente, duas ou trés vezes pelo mesmo gerador ou através de geradores em serie.

Sendo o processo exotérmico, o liquido deve ser arrefecido antes de entrar novamente
no gerador. (CRUZ, 2012)

1.3.4.5. Processo Submerso

Os processos submersos surgiram em 1950. O método baseia-se em manter a cultura
de bactérias acéticas submergidas no vinho a acetificar, com fornecimento abundante de ar.
Apo0s a acetificacdo da matéria-prima, € feita a descarga de uma parte de vinagre, sendo
reposta com uma parte de vinho, sem parar 0 processo. O processo de transformagéo leva
em média 20 horas. (CRUZ, 2012)

O substrato alcoolico, por este processo, pode ser fermentado trinta vezes mais
rapidamente que por qualquer outro processo. Neste processo, 0 ar deve ser controlado
cuidadosamente, pois um decréscimo da pressao parcial de oxigénio altera o metabolismo
bacteriano. (PEDROSO, 2003)

Trata-se de um sistema muito eficiente e extremamente rapido, pois ha um contato
muito intimo entre as bactérias acéticas, o oxigéenio e o alcool, por todo o liquido. As perdas
sd0 minimas por evaporacgéo, pois 0 oxigénio ao invés de ser borbulhado continuamente, s6
é administrado quando a pressdo interna cai, devido ao consumo deste.

O vinagre produzido por este processo apresenta-se turvo, com qualidade inferior
aquele obtido pelo método lento (processo de Orléans). (CAMARGO et al., 2013) No

entanto, pode apresentar vantagens, tais como maior eficiéncia e rendimentos elevados
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O equipamento mais utilizado para a producdo de vinagre em cultura submersa €
conhecido por acetificador de Frings, fabricado e patenteado pela Heinrich Frings-Bonn,
Alemanha.

A produtividade média destes acetificadores é igual a %2 do seu volume util em litros
de vinagre a 10% ao dia.

Na figura 6 esta representado o acetificador Frings em a¢o inoxidavel utilizado na
producéo de vinagre. (PEDROSO, 2003)

Figura 6 - Acetificador Frings em ago inoxidavel

Fonte: POLA et al., 2008

Apesar dos processos descritos anteriormente (processo de Orléans, lento e
submerso) serem os mais utilizados para a producdo de vinagre, existem outros que surgiram

apos a observacao de que o oxigenio era o fator limitante do processo de acetificacéo.

Estes processos sio:

e Processo por gerador de mergulho;
e Processo Mackin;
e Processo Bourgenois;

e Processo Fardon;

22



Desenvolvimento de um produto alimentar

e Gerador por sifonagem;

e Tambor rotatorio;

e Acetificador por injecdo de ar em jatos;

e Fermentador em torre. (POLA et al., 2008)

1.3.5. Matérias-primas

Neste trabalho foram usadas trés matérias-primas: framboesa, marmelo e morango,
sendo a framboesa a principal matéria-prima utilizada.

Com as matérias-primas disponiveis na empresa, nomeadamente marmelo e morango
foram realizadas experiéncias de fermentacdo para adquirir experiéncia e identificar
problemas de ordem operacional.

Foi elaborada uma tabela com diversas matérias-primas e respetivos constituintes
(tabela 3). A matéria-prima foi escolhida tendo em conta varios parametros, tais como:
constituintes mais relevantes para a elaboracdo de uma fermentacao (hidratos de carbono),
disponibilidade e facilidade de obtencdo da matéria-prima e também pelo interesse da

indUstria na valorizacdo de produto de refugo.
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Tabela 3 - Comparacao das varias matérias-primas

Matéria- Agua  Proteina  Gordura Total de Total de Hidratos Mono
prima (9) (9) total Hidratos de de carbono +

(9) Carbono (Monossacéridos)  Dissacaridos

disponiveis @ @
)

Framboesa 4, , , 51 51 5,1
Batatadoce 47, 1,0 0 28,3 30,6 79
(crua)
Bolota 6-7 24 — 24,2 41 -42
Alfarroba
(farinha de 3,2 32 0,3 85,6 92,1 42,0
alfarroba)
Figo da india 87,55 0,73 0,51 9,57
Pimento (cru) 92,8 1,6 0,6 2,7 2,7 2,5
Roma 83,3 0,4 0,4 12,0 12,0 12,0
Marmelo 9,9 51 2,0 70,0 76,1 17,2
CEBEIN 9,9 5,1 2,0 70,0 76,1 17,2
(pilada)
Tremoco
(cozido e 66,1 16,4 2,4 7,2 7,9 0,5
salgado)
S e 791 0,9 0,5 16,3 16,3 16,3
variedades)
Figo seco 25,6 2,3 0,6 58,3 58,4 58,3
Batata (crua) 76,0 2,5 0 19,2 21,1 1,2
Kiwi 82,9 11 0,5 10,9 10,9 10,9

Fonte: Adaptado de INSA, Margo 2014

A framboesa foi escolhida para cumprir o objetivo principal do trabalho, foram feitas
fermentagdes alcodlicas e acéticas para desenvolvimento do produto alimentar, o vinagre de

framboesa.

1.3.5.1. A framboesa

A framboesa é um fruto suculento de sabor doce ou levemente é&cido, originario do centro
e norte da Europa e de parte da Asia. (GUIMARAES, 2012) De acordo com a taxonomia
pertence a familia das Rosaceae, género Rubus, e subgénero Idaeobatus. Muitas destas
espécies tém sido alvo de continua melhoria e selecdo, no entanto, apesar de toda a

diversidade, as framboesas vermelha e preta s&o as mais produzidas (SOUSA et al, 2007). E
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uma planta de grande rusticidade, com algumas exigéncias climéticas, que se adapta a climas
temperados-frios e frios. (AYALA, 1999)

Possui de 10 a 20 mm de diametro e ¢, frequentemente, confundida com a amora por
possuirem varias carateristicas em comum, mas ha algumas diferencas que permitem
diferencia-las. A mais evidente é o facto de a framboesa ser um fruto oco, enquanto o da
amora é consistente (Figura 7). (SOUZA et al., 2007)

Figura 7 - Fruto framboesa

Fonte: DIETA E SAUDE, 2014

Quando maduro, este fruto torna-se muito delicado, dificultando o seu
transporte e manuseio. (AYALA, 1999)
Por ser um fruto ndo-climatérico (ndo amadurece ap6s colheita), a framboesa deve ser
colhida madura, com todas as caracteristicas desejaveis para consumo. (P10, 2007)
De acordo com as espécies e as cultivares, a colora¢do dos frutos varia do amarelo ao

preto, incluindo tons alaranjado, rosa, vermelho claro e intenso purpura (Figura 8).

Figura 8 - Tonalidades da framboesa vermelha

Fonte: SOUZA et al., 2007

As framboeseiras sdo auto férteis, embora a polinizacdo com polen de outras variedades
contribua para o aumento da qualidade de producdo. (ALBANO et al, 2005)
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As cultivares mais generalizadas e cultivadas em Portugal séo as de fruto vermelho de
sabor agridoce, aroma agradavel, polpa com pequenas sementes e textura granulada.
(SOUZA et al.,2007)

De acordo com a Tabela de Composicao de Alimentos do INSA (Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge) (tabela 4), podemos verificar que a framboesa é muito rica em
agua. Além disso, fornece quantidades aprecidveis de fibra, vitamina C (antioxidante),
calcio, potassio, magnésio e ferro.

A &gua e os agucares dominam a composicao dos frutos maduros, sendo os agucares mais
comuns a frutose, a glucose e a sacarose, existindo também vestigios de maltose.

Os acidos organicos constituem componentes intervenientes no sabor e aroma dos frutos,
contribuindo quantitativamente para o teor de sélidos solUveis. Afetam diretamente o sabor
e o aroma dos frutos, regulam o pH celular e influenciam o aparecimento de diferentes
pigmentos no interior dos tecidos.

Nas cultivares de framboesa vermelha os principais acidos séo o citrico e o malico.
(SOUZA et al., 2007)
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Tabela 4 - Composi¢do nutricional da framboesa

Energia, kcal 34,0
Macroconstituintes

Agua, g 84,3
Proteina, g 0,9
Gordura total, g 0,6
Total de Hidratos de Carbono disponiveis, ¢ 51
Mono + dissacaridos, g 51
Fibra alimentar, g 6,7
Vitaminas

Vitamina A, g 2,0
Vitamina C, mg 30,0
Minerais

Sddio (Na), mg 1,0
Potassio (K), mg 229,0
Célcio (Ca), mg 26,0
Faosforo (P), mg 23,0
Magnésio (Mg), mg 20,0
Ferro (Fe), mg 0,5
Zinco (Zn), mg 0,3

Fonte: Adaptado de INSA, Marco 2014

Designa-se por alimento funcional, um alimento em relacdo ao qual esta
demonstrado possuir um efeito benéfico, relevante na melhoria do estado de saide, bem-
estar e na reducdo do risco de doencas. Este efeito vai além da satisfacdo das necessidades
nutricionais.

Os pequenos frutos como a framboesa, possuem teores caracteristicos e especificos
de compostos fenodlicos, constituidos essencialmente por antocianinas, flavonoides,
proantocianinas e acidos fendlicos, catequinas e isoflavonoides, compostos reconhecidos
pela capacidade antioxidante. (SOUZA et al., 2007)

Os antioxidantes desempenham um papel importante na satde humana, uma vez que
0s niveis de antioxidantes celulares podem sofrer varia¢cbes quando o organismo entra em
contato com fatores oxidantes exdgenos como a poluicdo do ar, tabagismo, e consumo

excessivo de alcool. Estes niveis de defesa podem ser reestabelecidos através do consumo
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de antioxidantes naturais presentes nos alimentos ou em suplementos vitaminicos.
(NOVAES et al., 2013)

1.3.5.2. O marmelo e 0 morango

e O marmelo

O marmeleiro (Cydonia oblonga Miller) é uma planta arbustiva da familia das
Rosaceas. Os frutos, os marmelos, sdo pomos amarelos muito perfumados, cobertos de
pilosidade. A espécie, originaria da regido do Caucaso, difundiu-se progressivamente até a
Europa Central e paises mediterranicos.

Na Antiguidade, eram usados como plantas medicinais pelos Gregos, e eram
conservados em mel pelos Romanos.

O marmelo € cultivado por toda a Europa e tem diversas utilizacdes. Por possuirem
forte acidez (pH~4), dureza e adstringéncia, raramente sdo consumidos in natura.
Industrialmente, podem ser utilizados em marmelada, geleia, sopa, licor, xarope e em finos
pratos salgados.

A pectina presente neste fruto, pode ser empregue na area alimentar como aditivo

alimentar, na area farmacéutica e cosmética. (NUNES et al.,2010)

Figura 9 - Fruto marmelo

Fonte: JARDIM DAS IDEIAS, 2014
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De acordo com a Tabela de Composicdo de Alimentos do INSA (Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge) (tabela 5), o marmelo tem um elevado teor em &gua e

fornece quantidades apreciaveis de fibra, calcio, potassio, fésforo e magnésio.

Tabela 5 - Composi¢do nutricional do marmelo

Energia, kcal 39,0
Macroconstituintes

Agua, g 83,6
Proteina, ¢ 0,3
Gordura total, g 0,2
Total de Hidratos de Carbono disponiveis, g 9,3
Mono + dissacaridos, g 9,3
Fibra alimentar, g 6,0
Vitaminas

Vitamina A, pg 2,0
Vitamina C, mg 14,0
Minerais

Sodio (Na), mg 4,0
Potéassio (K), mg 198,0
Célcio (Ca), mg 14,0
Faésforo (P), mg 14,0
Magnésio (Mg), mg 7,0
Ferro (Fe), mg 0,1
Zinco (Zn), mg 0,1

Fonte: Adaptado de INSA, Marco 2014

e (O morango

O morangueiro é uma planta herbacea, rasteira e pertence a familia Rosaceae, ou
seja, da mesma familia das rosas. Botanicamente a parte comestivel é um pseudofruto,
originario do receptaculo floral que se torna carnoso e suculento. Os frutos verdadeiros sdo

pequenos aquénios, vulgarmente denominados “sementes” (QUINATO, 2007) (Figura 10).
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arquénio
(fiuto seco)
receptaculo
(parte
comestivel)

Figura 10- Fruto morango

Fonte: BIOGIL, 2011

O morango tornou-se uma cultura ha relativamente pouco tempo, cerca de 250 anos
atras. As variedades que consumimos hoje sdo resultado de cruzamentos de espécies
diferentes que ocorriam naturalmente na Europa (Franca e Russia) e na América (Chile e
Estados Unidos). Apresenta matérias aromaticas que atuam nos nervos e olfato e do gosto
aumentando o apetite. E uma fruta que apresenta beneficios para a satide como maléficos em
alguns casos. Tem efeito estimulante do apetite, facilita a digestdo e € excelente alimento
para o figado pelo seu elevado teor de actcares naturais. (QUINATO, 2007)

O morango possui bioflavonoides anticancerigeno, como a antocianina (de coloragao
avermelhada) e o &cido eldgico. Assim, com todas estas carateristicas, 0 morango, é benéfico
na prevencdo e cura de infecdes, cicatrizacbes e também contribui para um bom
funcionamento do sistema nervoso, cardiaco e digestivo. Além disso, oferece resisténcia aos
tecidos, 0ssos e dentes e a sua ingestdo pode reduzir o colesterol e prevenir o escorbuto
(deficiéncia de vitamina C). (FRUTIBAIRRADA, 2013)

De acordo com a Tabela de Composicéo de Alimentos do INSA (Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge) (tabela 6), 0 morango tem um elevado teor em agua e € uma
fonte importante de algumas vitaminas, como a vitamina C, vitamina A e vitamina B9 e

fornece quantidades apreciaveis de potassio, célcio, fosforo e magnésio.
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Tabela 6 - Composi¢do nutricional do morango

Energia, kcal 46,0
Macroconstituintes

Agua, g 90,1
Proteina, ¢ 0,6
Gordura total, g 0,4
Total de Hidratos de Carbono disponiveis, g 5,3
Mono + dissacéridos, g 53
Fibra alimentar, g 2,0
Vitaminas

Vitamina A, g 4,0
Vitamina C, mg 47,0
Vitamina B9 (acido félico) 47,0
Minerais

Sodio (Na), mg 2,0
Potassio (K), mg 138,0
Célcio (Ca), mg 25,0
Faésforo (P), mg 26,0
Magnésio (Mg), mg 10,0
Ferro (Fe), mg 0,8
Zinco (Zn), mg 0,1

Fonte: Adaptado de INSA, Marco 2014
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2. Materiais e Métodos

Neste trabalho foram realizadas oito fermentacGes com trés matérias-primas distintas
(marmelo, morango e framboesa). De acordo com o objetivo principal do trabalho, a

principal matéria- prima utilizada foi a framboesa.

e Uma fermentacéo alcodlica e uma fermentagdo acética de marmelo;
e Trés fermentacdes alcoodlicas e duas fermentacOes acéticas de framboesa.
e Uma fermentacdo alcodlica de morango com uma espécie alternativa de

levedura.

As fermentacBes ocorreram em fermentador de laboratério com controlo de
temperatura e em depdsito de plastico a temperatura ambiente e em estufa climatizada.

As fermentagdes foram realizadas segundo fluxogramas elaborados contendo as
etapas a realizar para cada uma delas.

As fermentacdes alcoolicas foram realizadas todas em processo descontinuo.

As fermentacOes aceticas foram realizadas em sistema estatico semelhante ao
processo de Orléans (deposito de plastico) e em sistema dindmico (fermentador de

laboratdrio com controlo de temperatura, agitacdo e arejamento).

Todos os processos de fermentacdo, assim como a preparacdo dos respetivos
equipamentos, foram feitos tendo em conta boas préaticas para a diminuicdo da probabilidade

de qualquer contaminacédo possivel.

2.1. Fermentador de laboratorio com controlo de temperatura

O fermentador de laboratério utilizado tem marca New Brunswick, modelo Bioflo ®

115 com controlo de temperatura (Figura 11).
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Este equipamento é composto por:

e Um vaso com capacidade de 14L;

e Uma camisa de aquecimento;
e Uma sonda de pH;
e Uma sonda de DO.

Figura 11 - Fermentador de laboratério New Brunswick Bioflo® 115

O fermentador é provido de um visor com ecra tatil onde é possivel controlar a

temperatura e monitorizar o pH e a DO (Figura 12).

Air (1)

02

Figura 12 - Visor tétil de controlo de parametros do fermentador de laboratério

02 Enrh

02 Enrh
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As sondas de pH e DO devem ser calibradas antes de dar inicio a uma fermentacéo
para obtencéo de resultados corretos.

Este equipamento possui também um sistema para retirada de amostras para
realizacdo de analises necessarias no decorrer da fermentagéo alcodlica e é apresentado na

figura seguinte (Figura 13).

Figura 13 - Sistema para retirada de amostras no decorrer da fermentacéo alcodlica

2.2. Deposito de plastico a temperatura ambiente

O deposito de plastico em que foram conduzidas algumas fermentagdes acéticas

apresenta-se na figura abaixo (Figura 14).

Figura 14 - Depésito de pléstico a temperatura ambiente para fermentagdes acéticas

35



Desenvolvimento de um produto alimentar

O depdsito de pléstico é provido de uma entrada de ar, pois sem este as bactérias
acéticas ndo sobrevivem. Esta entrada tem de estar selada com tela para impedir a entrada
de insetos e outros corpos estranhos e permitir apenas a entrada de ar.

A torneira localizada na parte inferior do depdsito de plastico serve para a retirada de
amostras para a realizacao de anélises necessarias no decorrer da fermentacdo acética (Figura
15).

Figura 15 - Retirada de amostra de vinagre

2.3. Deposito de pléastico em estufa climatizada

O deposito de plastico, no qual foram efetuadas fermentagdes alcodlicas, € o que se
apresenta na figura seguinte (Figura 16).

Figura 16 - Dep6sito de plastico em estufa climatizada para fermentaces alcodlicas
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Como podemos verificar na figura acima (Figura 16), o deposito de pléstico contém
uma mangueira mergulhada num recipiente com agua. Este sistema permite a saida de CO>
e impede a entrada de O>. A torneira na parte inferior do deposito de pléastico é utilizada para
a retirada de amostras para a realizacdo de analises necessarias no decorrer da fermentacao
alcodlica.

O depdsito de pléstico € introduzido numa estufa climatizada a temperatura de 30°C,

temperatura na qual decorre a fermentacéo alcoolica.

2.4. Fermentacéao alcodlica e acética do marmelo

As fermentacdes do marmelo foram efetuadas com o principal intuito de identificar
problemas de ordem operacional e adquirir experiéncia a nivel das fermentacGes. Foi
realizada uma fermentacdo alcodlica em fermentador de laboratério com controlo de
temperatura e uma fermentacéo acética num depoésito de plastico a temperatura ambiente
(sistema tradicional).

O objetivo destas fermentacdes foi a obtencao de vinagre de marmelo.

As etapas das fermentagdes foram realizadas segundo o fluxograma seguinte (Figura 17).

Felmz?qtacao 1—‘ Inoculacdo H Decantacio ]1—[ Filtragio ]4—[ Vinho ]-I— Eamefﬂ_aa;ao
acética alcoolica

Vinagre

Clarificacio

Figura 17 - Fluxograma para elaboracéo de vinagre de marmelo
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O primeiro passo efetuado foi a preparacdo da matéria-prima, que consistiu na
lavagem e trituragdo dos marmelos. Seguidamente foi feita a preparacdo do mosto na qual
foi feita a adicdo de agua e sacarose.

A etapa de adicdo de sacarose € dado o nome de etapa de chaptalizacdo. Por fim,
inoculou-se a levedura e procedeu-se a fermentagdo alcodlica e fermentagdo acética, que

foram realizadas tendo em conta determinadas condicoes.

Tabela 7 - Condicdes gerais da fermentacao alcodlica de marmelo

°Brix 19,0 -20,0
Teor alcodlico pretendido 90 - 10°

A levedura utilizada na fermentacdo alcoolica foi a Saccharomyces cerevisiae
desidratada, sendo necessario 0 seu preparo antes de proceder a inoculacdo. A temperatura
de trabalho na qual foi conduzida a fermentacéo alcodlica no fermentador de laboratério foi
na ordem dos 30°C.

Relativamente a etapa de chaptalizacdo, foi feito um acerto do °Brix para cerca de
20, para se conseguir obter um fermentado alco6lico com teor alcodlico entre 9° a 10°.

A fermentacdo acética foi conduzida no depdsito de plastico, sendo a temperatura de
trabalho a temperatura ambiente. Foi inoculado vinagre de diospiro ndo pasteurizado
(contendo as bactérias acéticas necessarias para possivel desenvolvimento da fermentacao
acetica) ao fermentado alcoodlico de marmelo. Depois do vinagre de marmelo obtido,

procedeu-se a clarificacdo. Este processo obteve-se através de decantacdo.

e Preparacdo da matéria-prima

1) Mergulharam-se os frutos em NaClO (hipoclorito de s6dio) e deixou-se repousar

durante 30 minutos;

2) Apds os 30 minutos, passaram se os frutos por agua corrente, retirou-se o carogo e

cortaram-se de forma a poderem ser triturados;
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3) Trituraram-se os frutos na bimby, obtendo uma polpa bastante espessa.

Figura 18 - Marmelos triturados

Apds a preparacdo da matéria-prima, colocou-se a polpa num recipiente, pesou-se e
efetuaram-se analises de pH e °Brix. Foram retiradas e analisadas 3 amostras de polpa.

As carateristicas iniciais da polpa foram as seguintes:

Tabela 8 - Condicoes iniciais da polpa de marmelo

pH 38
9Brix 14,3

e Preparagédo do mosto

1) Adicionou-se ao mosto aproximadamente 3L de agua para obter uma polpa mais

diluida, sendo mais fécil de conduzir a fermentacéo;

2) Como o °Brix medido (14,3°Brix) foi inferior ao pretendido (19°-20° Brix) adicionou-

se 5509 de sacarose para obter o °Brix pretendido.

Depois da preparacdo do mosto, este apresentou um volume total de 3,5L e um °Brix
de 19.
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e Preparacdo do fermento

Foi necessaria a preparacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae antes da sua
inoculagcdo ao mosto.
A preparacdo da levedura foi efetuada de acordo com as indicagdes do fabricante e

consistiu nos seguintes passos:

1) Pesou-se um pouco de levedura desidratada e dissolveu-se em &gua para uma

concentracdo final de 10%;

2) Levou-se a estufa a 30°C, durante 30 minutos.

A B

Figura 19 - A — levedura desidratada, B — Dissolu¢do da levedura em agua

e Inoculacdo e Fermentacéo alcodlica

Depois das etapas de preparacdo da matéria-prima e do mosto, foi efetuada a
inoculacdo da Saccharomyces cerevisiae dando inicio a fermentacéo alcodlica.

Durante a fermentacdo alcodlica foram retiradas amostras do mosto e efetuadas
analises de °Brix para proceder ao calculo do teor alcodlico. A temperatura foi controlada e

0s parametros de pH e DO foram monitorizados.
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Figura 20 —A — Fermentac&o alcodlica, B — Amostras de fermentado alcodlico de marmelo

e Finalizacdo da fermentag&o alcoodlica

Apds o término da fermentacédo alcodlica no fermentador de laboratdrio, separou-se
a parte liquida da parte sélida. A parte liquida obtida contendo ainda restos de polpa foi
filtrada por filtragdo a vacuo, obtendo assim o fermentado alcodlico de marmelo pretendido
(vinho de marmelo). Apos a obtencdo do fermentado alcodlico foi medido o teor alcodlico

deste e calculado o respetivo rendimento.

Figura 21 - A — Aspeto do mosto apés término da fermentacédo, B — Filtracdo do mosto

fermentado, C — Fermentado alcodlico de marmelo apés filtracédo a vacuo
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¢ Conducéao da fermentacéo aceética

Com o fermentado alcodlico de marmelo (vinho de marmelo) obtido, procedeu-se a
fermentagdo acética para obtencdo do vinagre de marmelo. No decorrer da fermentacédo
acetica, foram retiradas amostras de mosto e foram efetuadas titulacdes para calculo da
acidez total. A temperatura foi controlada e o valor de pH foi monitorizado ao longo de todo
0 processo. A fermentacdo acética foi parada quando os valores de acidez calculados

permaneceram constantes.

A fermentacdo acética foi feita de acordo com o0s seguintes passos:

1) Inoculou-se ao fermentado de marmelo, vinagre de diospiro ndo pasteurizado;

2) Deixou-se repousar e ao longo do tempo foi se retirando amostras de vinagre para

calculo da acidez total;

3) Depois do vinagre de marmelo obtido, retirou-se o vinagre para recipientes e deixou-

se repousar (processo de clarificacéo).

Figura 22 - Vinagre de marmelo
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2.5. Fermentac6es alcodlicas e acéticas da framboesa

Foram efetuadas trés fermentacdes alcodlicas e duas fermentacGes acéticas de
framboesa. Duas fermentacGes alcodlicas foram feitas no depdsito de pléastico com estufa
climatizada, a outra em fermentador de laboratério com controlo de temperatura. No caso
das fermentacGes acéticas, uma delas foi feita em deposito de plastico a temperatura
ambiente e a outra em fermentador de laboratério com controlo de temperatura. Na
fermentac&o alcoodlica efetuada no fermentador de laboratério foi feita a concentragdo do
mosto.

Para realizacdo das fermentacbes da framboesa, foi utilizada framboesa
ultracongelada (Figura 23) e a levedura Saccharomyces cerevisiae. Antes de proceder a

inoculacdo, foi necessario o preparo da levedura.

Figura 23 - Framboesa ultracongelada

2.5.1. Fermentacdo alcoolica da framboesa com concentracao

da polpa

A realizacdo da fermentacéo alcoodlica realizada no fermentador de laboratério com
controlo de temperatura teve como principal objetivo a comparagdo do rendimento da
fermentacdo alcodlica realizada com concentracdo da polpa e fermentacdo alcoolica

realizada com adicdo de sacarose. Tanto a concentracdo da polpa como a adi¢do de sacarose
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ao mosto, tém como finalidade o aumento da concentragdo de aglcares no mosto, para obter
bons rendimentos de fermentagéo.

Esta fermentacdo foi realizada de acordo com o seguinte fluxograma (Figura 24).

Framboesa Descongelacio Trituraio | —» Concentragio Adi:%ﬁo de Inoculagdio
congelada da polpa nutrientes

Fermentacio
alcoolica

Vinho

l

Figura 24 - Fluxograma para elaboracéo de vinho de framboesa com concentragdo da polpa

Antes de proceder a fermentacdo alcoolica da framboesa, esta foi descongelada e de
sequida foi triturada. Seguidamente foi feita a preparacdo do mosto na qual foi feita a
concentragdo da polpa e a adigéo de nutrientes. Por fim, inoculou-se a levedura e procedeu-
se a realizacdo da fermentacdo alcoolica, tendo em conta determinadas condicdes.

A temperatura de trabalho na qual foi conduzida a fermentacédo alcoodlica foi cerca
dos 30°C.

Foram efetuadas analises de °Brix e pesagem da polpa, antes e depois da

concentracao.

e Preparacdo da matéria-prima

1) Deixou-se descongelar a temperatura ambiente a framboesa;

2) Apos a descongelacdo da framboesa, triturou-se com um passe Vvite;

3) Depois de obtida a polpa, procedeu-se a concentracao.
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Figura 25 - Trituracéo e polpa de framboesa: A- Trituracdo da framboesa, B — Polpa de
framboesa

e Concentracdo da polpa

A concentracdo da polpa foi feita através de uma evaporacdo sob vacuo a uma

temperatura cerca de 80°C e o0 esquema foi o0 seguinte (Figura 26):

Figura 26 - Esquema de montagem da concentracdo da polpa

Foi feita a pesagem e andlise do °Brix da polpa de framboesa, antes e apds a

concentragdo e os resultados foram os apresentados na tabela seguinte (tabela 9).

Tabela 9 — Peso e °Brix da polpa de framboesa, antes e ap6s concentracgéo

Antes da concentragio Apbs concentragio ‘

Peso °Brix Peso °Brix

9000g 11,12 6000g 14,15
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e Preparacdo do mosto

- Foram adicionados a polpa de framboesa o0s seguintes nutrientes, nas seguintes

concentragoes:

v" 0,2g/L de Sulfato de aménio
v" 1,0g/L de Fosfato de amdnio
v 0,1g/L de Sulfato de magnésio

e Preparacao do fermento

Antes da inoculacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae foi necessario a sua
preparacao prévia.
A preparacéo da levedura foi efetuada de acordo com as indicagdes do fabricante.

e Inoculagéo e fermentacéo alcodlica

Depois das etapas de preparagdo da matéria-prima e do mosto, foi efetuada a
inoculacdo da Saccharomyces cerevisiae dando inicio a fermentacéo alcodlica.

Durante a fermentacdo alcodlica foram retiradas amostras do mosto e efetuadas
analises de °Brix para proceder ao calculo do teor alcodlico. A temperatura foi controlada e

0s parametros de pH e DO foram monitorizados.

Figura 27 - Fermentacéo alcodlica da framboesa em fermentador de laboratdrio com controlo

de temperatura
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e Finalizacdo da fermentacéao alcoolica

Apos o término da fermentagdo alcodlica no fermentador de laboratorio, foi efetuada
a separacdo da parte solida da parte liquida. Primeiro a separacdo foi feita através de
decantacdo e depois centrifugacdo do mosto, durante 5 minutos a 250 rpm.

Apds a obtencdo do fermentado alcodlico foi medido o teor alcoolico e calculado o

respetivo rendimento.

Figura 28 - A — Separacéo do mosto fermentado, B — Decantacao do mosto fermentado, C -
Amostras de mosto fermentado para centrifugar, D — Centrifugacédo das amostras, E — Amostra de
mosto fermentado centrifugado, F - Fermentado alcodlico de framboesa
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2.5.2. Fermentac6es alcoolicas da framboesa no deposito de

plastico em estufa climatizada

Foram efetuadas duas fermentagdes alcoolicas realizadas no deposito de plastico em
estufa climatizada.

As fermentacGes foram realizadas segundo o seguinte fluxograma (Figura 29):

Framboesa - } N
Descongelagdo ]—'[ Trituragido

l;aD
| Chaptaizaic F’_
Fermentagio
alcodlica

|

Vinho

Figura 29 - Fluxograma para elaboragéo de vinho de framboesa realizado no depoésito de

plastico

O procedimento foi igual para as duas fermentacdes alcodlicas. Antes de proceder a
fermentacdo alcodlica da framboesa, esta foi descongelada e de seguida foi triturada.
Seguidamente foi feita a preparagdo do mosto na qual foi feita a adicdo de sacarose (etapa
de chaptalizacdo) e a adicdo de nutrientes. Relativamente a etapa de chaptalizacao, foi feito
um acerto de °Brix para cerca de 20, para conseguir obter um teor alcoolico entre 9° e 10°.
Por fim, inoculou-se a levedura e procedeu-se a realizacdo da fermentacdo alcodlica, tendo
em conta determinadas condigdes.

Tabela 10 - Condices gerais da fermentagéo alcodlica da framboesa

°Brix inicial 19,0 - 20,0
Teor alcodlico pretendido 90 -10°
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e Preparac¢do da matéria-prima

1) Deixou-se descongelar & temperatura ambiente a framboesa;

2) Apo0s a descongelacao da framboesa, triturou-se com o passe vite.

ApoOs a preparacdo da matéria-prima, pesou-se a polpa e efetuaram-se analises de °Brix e
foram medidos os pardmetros temperatura e pH.

Tabela 11 - Condigdes iniciais da polpa de framboesa

Massa () 7420 10000
pH 3,4 3’2
°Brix (9/100g) 12,5 12,8

e Preparacdo do mosto

1) Adicionou-se a polpa de framboesa 0s seguintes nutrientes, nas seguintes

concentragdes:

v 0,2¢/L de Sulfato de aménio
v" 1,0g/L de Fosfato de aménio
v" 0,1g/L de Sulfato de magnésio

2) Adicionou-se aproximadamente 580g e 700g de sacarose a primeira e a segunda

fermentagdo respetivamente.

Ap0s a preparacdo do mosto, a polpa de framboesa apresentava um valor de 19,9 e 20,1

°Brix para a primeira e para a segunda fermentagéo respetivamente.
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e Preparacdo do fermento

A preparacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae foi efetuada de acordo com as
indicagOes do fabricante.

e Inoculacéo e fermentacédo alcoolica

Depois das etapas descritas anteriormente, foi efetuada a inoculacdo da
Saccharomyces cerevisiae dando a fermentacéo alcoolica.
No decorrer das fermentacbes alcodlicas foram retiradas amostras de mosto e

efetuadas anélises de °Brix para proceder ao célculo do teor alcodlico.

e Finalizacdo da fermentag&o alcoodlica

Apds o término das fermentagdes alcoolicas no depdsito de plastico, foi efetuada a
separacgdo da parte liquida d parte solida através de decantacao.
Apobs a obtencdo dos fermentados alcodlicos, foi medido o teor alcodlico destes e

calculados os respetivos rendimentos.

2.5.3. Fermentacédo acética da framboesa em depoésito de

pléstico

Com o fermentado alcodlico de framboesa obtido, procedeu-se a realizacdo da
fermentacdo acética para obtencdo de vinagre de framboesa. Esta fermentacdo acética foi
realizada no deposito de plastico a temperatura ambiente. A fermentacdo acética foi parada

sO quando os valores de acidez calculados permaneceram constantes.

A fermentacéo acética foi feita de acordo com os seguintes passos:
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1) Inoculou-se o fermentado alcodlico de framboesa no depoésito de plastico com

vinagre de fruta ndo pasteurizado proveniente de uma industria vinagreira;

2) Deixou-se repousar e ao longo do tempo foi se retirando amostras de vinagre para

calculo da acidez total;

3) Depois do vinagre de framboesa obtido, retirou-se o vinagre para recipientes e

deixou-se repousar (processo de clarificacéo).

Figura 30 — A - Fermentacao acética da framboesa no depdsito de plastico, B — Vinagre de framboesa

2.5.4. Fermentacgdo acética da framboesa no fermentador de

laboratorio com controlo de temperatura

Com o fermentado alcodlico de framboesa (vinho de framboesa) obtido, procedeu-
se a fermentacdo acética realizada no fermentador de laboratério com controlo de
temperatura e agitacédo para obtencéo de vinagre de framboesa. Nesta fermentacdo como em
qualquer outra fermentacao acética, houve arejamento, necessario para as bactérias acéticas
desempenharem a sua funcéo.

O caudal de arejamento foi de 0,45 vvm e a velocidade de agitacdo de 250 rpm.
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Foi inoculado vinagre de fruta ndo pasteurizado, proveniente de uma industria vinagreira, ao
fermentado de framboesa e a aproximadamente a meio da fermentagéo foi adicionado cerca
de 20% do volume em vinho.

No decorrer da fermentacdo acética, foram retiradas amostras de mosto e efetuadas
titulagOes para calculo da acidez total. A temperatura foi controlada e o pH foi monitorizado
ao longo de todo o processo. A fermentacdo acética foi parada quando os valores de acidez
se mantiveram constantes.

Depois de obtido o0 vinagre, retirou-se para recipientes e deixou-se repousar (processo

de clarificacéo).

2.6. Fermentacdo alcodlica do morango

Esta fermentacdo foi realizada com o intuito de utilizar uma espécie diferente de
levedura usada na fermentacéo alcoolica do marmelo e comparar os respetivos desempenhos
de cada uma na conducao de uma fermentacdo alcoolica. A matéria-prima utilizada foi o
morango, matéria-prima disponivel na empresa.

A levedura utilizada para conducdo da fermentacdo alcodlica do morango foi a
Saccharomyces bayanus e foi necessario proceder a sua preparacdo antes da inoculagéo.

A fermentacdo alcoolica do morango foi efetuada no fermentador de laboratorio com
controlo de temperatura. As etapas de fermentacdo foram realizadas segundo o seguinte

fluxograma (Figura 31).
[ Morango ]—'[ Lavagem ]—'[ Trituragio Adiqjﬁo de —»| Chaptalizagéo }—.
nutrientes
Fermentacio
alcoodlica

'

Vinho

Figura 31- Fluxograma da fermentacao alcoolica do morango
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O primeiro passo efetuado foi a preparacdo da matéria-prima, que consistiu na
lavagem e trituracdo dos frutos, seguidamente, procedeu-se a preparagdo do mosto com a
adicdo de nutrientes e sacarose (etapa de chaptalizacdo). Por fim, inoculou-se a levedura e

procedeu-se a fermentacéo alcodlica, tendo em conta determinadas condices.

Tabela 12 — Condigdes gerais da fermentacao alcoolica do morango

°Brix inicial 19,0 - 20,0
Teor alcodlico pretendido 90-10°

A adicdo de nutrientes ao mosto foi efetuada para suprir possiveis insuficiéncias
nutricionais.

Relativamente a etapa de chaptalizacdo, foi feito um acerto do °Brix para cerca de
20, para se conseguir obter um fermentado alcodlico com teor alcodlico entre 9° a 10°.

A temperatura de trabalho na qual foi conduzida a fermentacdo alcodlica no

fermentador de laboratdrio foi na ordem dos 30°C.

e Preparacdo da matéria-prima

1) Mergulharam-se os frutos em NaClO e deixou-se repousar durante 30

minutos;

2) Passados os 30 minutos, trituraram-se os frutos com um passe vite e colocou-

se a polpa num recipiente.

Apos a preparacdo da matéria-prima, colocou-se a polpa num recipiente, pesou-se e

mediu-se o °Brix. Sendo a massa=8000g e o0 °Brix= 7,4.
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Figura 32 - Morangos utilizados na experiéncia

e Preparacdo do mosto

1) Adicionou-se a polpa de morango 0s seguintes nutrientes, nas seguintes

concentragoes:
v' 0,2g/L de Sulfato de aménio
v 1,0g/L de Fosfato de aménio
v" 0,1g/L Sulfato de magnésio

2) Adicionou-se aproximadamente 12009 de sacarose.

Ap0s a preparacdo do mosto a polpa de morango apresentava um °Brix de 21.
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Figura 33 - Mosto de morango

e Preparagéo do fermento

Antes da inoculacdo da levedura Saccharomyces bayanus foi necesséario a sua

preparacdo prévia.
A preparacdo da levedura foi efetuada de acordo com as indicagdes do fabricante e

consistiu nos seguintes passos:

1) Pesou-se um pouco de levedura e misturou-se um pouco de agua para uma
concentracdo final de 10%;

2) Adicionou-se um pouco de agucar;
3) Levou-se a estufa a 30°C, durante 30 minutos.

e Inoculagéo e fermentacéo alcodlica

Depois das etapas de preparagdo da matéria-prima e do mosto, foi efetuada a

inoculagéo da Saccharomyces bayanus dando inicio a fermentagéo alcodlica.
Durante a fermentacdo alcodlica foram retiradas amostras do mosto e efetuadas

analises de °Brix para proceder ao calculo do teor alcodlico, a temperatura foi controlada e

os parametros DO e pH foram monitorizados.
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Figura 34 - Fermentacao alcodlica do morango em fermentador de laboratério com controlo

de temperatura

e Finalizacdo da fermentacéo alcodlica

Apos o término da fermentacdo alcodlica no fermentador de laboratério, efetuou-se
a separacdo da parte sélida da parte liquida através de centrifugacdo. Centrifugou-se o mosto
durante 5 minutos a 4000 rpm.

Apos a obtencdo do fermentado alcoolico foi medido o teor alcodlico deste e

calculado o respetivo rendimento.

Figura 35 - Fermentacao alcodlica do morango terminada
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2.7. Meétodos analiticos

Antes e durante as fermentac6es foram realizadas diversas analises. Estas sdo: medi¢cdo
de pH, medicdo do °Brix, medicao do teor alcodlico e célculo da acidez total.

2.7.1. Medicao de pH

A medicdo do pH foi feita com um medidor de pH CONSORT C931 (figura 36).

Figura 36 - Medidor de pH

Este aparelho é constituido por um elétrodo e um circuito potenciémetro. O aparelho
é calibrado (ajustado) de acordo com os valores referenciados em cada solugéo de calibracéo.
Para a calibragdo, normalmente utiliza-se tampdes de pH 7,0 e 4,0. Uma vez calibrado o
aparelho estara pronto para efetuar medices.

A leitura do aparelho € feita em funcdo da leitura da tensdo que o elétrodo gera
guando submerso na amostra. A intensidade da tensdo medida é convertida para uma escala

de pH. O aparelho faz essa conversao, tendo como uma escala usual de 0 a 14.

2.7.2. Medicéo do °Brix

O °Brix ou indice refratométrico mede o teor de sélidos sollveis totais (SST) que séo

na sua maioria agucares.
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O °Brix é medido no decorrer das fermentagdes alcodlicas. Ha medida que o °Brix
diminui o teor alcodlico aumenta, o que significa que as leveduras estdo a consumir 0s
acucares e a produzir alcool, tal como pretendido.

A medicdo do °Brix foi feita com um refratdémetro HANNA Instruments Inc e modelo

HI1 96801 apresentado na figura seguinte (Figura 37).

Figura 37 — Refratometro

O refratometro € um instrumento ético utilizado para medir o indice de refracao.
O indice de refracdo de uma solucdo aquosa de sacarose varia conforme a
concentracdo de sacarose. O refratometro mede o indice de refracéo e relaciona com o valor

de concentragéo.

e Calibracéo

Antes de qualquer medicéo o refratometro deve ser calibrado. A calibragdo é feita da

maneira seguinte:

1) Ligar o refratometro no botdo “on / off”;

2) Gotejar 1 a 2 gotas de &gua destilada no local em que é introduzida a amostra
a analisar;

3) Pressionar o botao “Read”;

4) Verificar se o valor mostrado no ecrd é igual a 0.0. Caso o valor seja igual a
0,0 o aparelho esta calibrado se o valor mostrado no ecra for diferente de 0,0
passar ao passo 5);

5) Pressionar o botdo “Zero”;
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6) Verificar que o valor mostrado no ecrd é igual a 0,0;
7) O aparelho esta calibrado.

2.7.3. Medicéo do teor alcoolico

O teor alcoolico foi medido de duas formas, segundo uma ferramenta online chamada

Vinocalc (http://www.musther.net/vinocalc.html#monitorferment), ao longo do processo, e

através de destilacdo e picnometria no final do processo.

e Medicao do teor alcoolico com ferramenta online

Monitor Ferment Progress with a Refractometer:

Initial °Brix (refractometer)
Current “Brix (refractometer)
Initial Gravity
Current Gravity (SG)
Current Gravity (°Brix hvdrometer)
True °Brix
Residual Sugar (g/L)
Current alcohol (%ov/v)

Reset

Figura 38 — Vinocalc - ferramenta online para determinacao do teor alcoélico residual

Fonte: VinoCalc, 2013

A ferramenta Vinocalc funciona da seguinte maneira:

Primeiro € introduzido o °Brix inicial medido através do refratbmetro no campo
(Initial °Brix (refractometer). A medida que as fermentacBes alcodlicas decorrem sdo

retiradas amostras e sao feitas as medic¢des do °Brix, estas medi¢cdes vao sendo colocadas no
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campo “Current °Brix (refractometer)”. Com estes dois valores, ¢ dado o teor alcoo6lico no
campo (Current alcohol (%v/v)) e o valor de °Brix corrigido, dado que a medida que o teor
alcoolico aumenta o valor de °Brix medido pelo refratdbmetro € afetado pela presenca de

etanol, necessitando de ser corrigido.

e Medicdo do teor alcoodlico e teor alcoolico residual através de destilacdo e

picnometria

Para medicdo do teor alcodlico e teor alcodlico residual foi utilizado um método
adaptado do Regulamento (CEE) N.° 2676/90 da Comissdo de 17 de Setembro de 1990, que
determina os métodos de analise comunitarios aplicaveis no setor do vinho.

Primeiramente, a amostra foi destilada. Depois de obtida a mistura binaria de etanol
e agua, segue-se a determinacdo da densidade do destilado alcoolico. Esta determinacédo é

feita através da picnometria.

A densidade em relacdo a 4gua pura é uma ferramenta utilizada para determinar a %
de alcool em solucgbes hidroalcodlicas, a uma dada temperatura. Pode ser medida por varios
aparelhos, sendo o picndmetro, densimetro de leitura direta e hidrdmetro calibrado, os mais
utilizados. Neste trabalho o aparelho utilizado para determinar a % de alcool foi o
picnémetro.

O método com picnémetro consiste na medida de massa de um volume conhecido de
liquido num recipiente denominado picndmetro. O mesmo € calibrado em relacdo a massa

da &gua pura a 20°C. Da relacdo destas massas e volumes resulta a densidade relativa a agua.

e Procedimento

1) Lavar o picnémetro, enxaguar com alcool e, posteriormente com éter;
2) Deixar secar naturalmente e pesar;
3) Encher o picnébmetro com &gua a 20°C e pesar;

4) Lavar e secar 0 picnometro e proceder da mesma forma com a amostra.
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A equacdo usada para determinar a densidade relativa € a seguinte:

m —m
AP _ Densidade relativa 20°C/20°C (1)
my20— Mp

Em que,

m,,, = massa do picnémetro com a amostra
m,, = massa do picnémetro vazio

my,o = Massa do picndmetro com a dgua

Por fim, obtém-se a graduacdo alcodlica do destilado alcodlico a 20°C utilizando a
tabela referente a conversédo de densidade em % de alcool em volume. O resultado é expresso

em % de alcool em volume.

Figura 39 - Determinacéo do teor alcodlico residual

2.7.4. Acidez Total

Para calcular a acidez total das amostras das fermentacGes acéticas foram realizadas
titulacdes acido-base. Foi utilizado NaOH 1M (hidréxido de sddio) como titulante e como

indicador acido-base foi utilizado a fenolftaleina.
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As titulacGes acido-base foram efetuadas segundo os seguintes passos:

1) Com o auxilio de uma pipeta, transferiu-se 10mL de titulado (vinagre) para um
gobelé;

2) Adicionou-se 4gua destilada até perfazer um volume total de 200mL;

3) Adicionou-se 4 a 5 gotas de indicador fenolftaleina, ao titulado;

4) Completou-se o volume de uma bureta com solucdo titulante (NaOH 1M).

Com os passos acima efetuados, iniciou-se entdo a reagdo abrindo
vagarosamente a torneira da bureta, deixando cair gota a gota o titulante sobre o titulado.
Quando a cor do titulado mudou bruscamente, fechou-se a torneira da bureta, pois esta
mudanca de cor significa que a reacdo foi completa. Como o indicador acido-base
utilizado foi a fenolftaleina, no ponto de viragem ou ponto de equivaléncia (mudanca
de cor do titulado), a solugdo passou de incolor a rosa.

Finalmente, verificou-se o volume de titulante que foi necessario para neutralizar

o titulado. Com o volume inicial e final procedeu-se aos calculos de acidez total.

2.8. Caélculos de rendimento

Foram feitos os calculos de rendimento para as fermentacdes alcodlicas e acéticas

realizadas.

Os rendimentos calculados para cada fermentacdo foram: o rendimento em produto,

a produtividade e o rendimento da fermentacao.

As equac0es para realizacdo dos calculos foram as seguintes:
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e Rendimento em produto

__ Pf-PO (2
Ypis= So-sf

(FONTAN et al., 2011)

Em que, nas fermentacGes alcodlicas PO e Pf sdo as concentracdes (g/L) inicial e final do
etanol e SO e Sf sdo as concentracdes (g/L) inicial e final de sacarose.

Nas fermentagdes acéticas, PO e Pf sdo as concentragdes (g/L) inicial e final de acido acético
e SO e Sf séo as concentragdes (g/L) inicial e final de etanol.

e Produtividade

Pr= PEtXP @)

(FONTAN et al., 2011)

Em que, nas fermentacgdes alcoolicas Pexp é a concentragdo (g/L) de etanol experimental e
nas fermentacdes acéticas Pexp € a concentracdo (g/L) de acido acético experimental. Para
ambas as fermentacdes, t é o tempo de fermentacdo em h (horas).

e Rendimento da fermentacéo (%)

R= ’;ﬂ x 100 (4)

TEO

(FONTAN et al., 2011)

Em que, nas fermentacdes alcodlicas Pexp € a concentracdo (g/L) de etanol experimental e
Prteo € a concentracao (g/L) de etanol maximo tedrico.
Nas fermentacdes acéticas Pexp é a concentracao (g/L) de acido acético experimental e Pteo

é a concentragdo (g/L) de acido acético maximo teorico.
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Para a resolucdo dos célculos, é necessario calcular a % de etanol em m/v, uma vez que
o valor que obtemos estd em v/v. No caso das fermentacfes alcodlicas, uma vez que a
densidade varia com a concentracdo de sacarose (°Brix), € necessario calcular uma nova
concentracdo inicial e final da sacarose (SO e Sf) tendo em conta a densidade correspondente
ao °Brix da amostra.

Nas fermentacdes acéticas, € necessario corrigir a concentragdo inicial de etanol (S0),

tendo em conta o volume de in6culo adicionado.

Na tabela 13 encontram-se os valores de densidade para solucfes agucaradas.

Tabela 13 - Valores de densidade para solucGes acucaradas

1,0 1,0039
2,0 1,0078
3,0 1,01173
4,0 1,01569
50 1,01968
6,0 1,02369
7,0 1,02773
8,0 1,03180
9,0 1,03590
10,0 1,04003
11,0 1,04418
12,0 1,04837
13,0 1,05259
14,0 1,05683
15,0 1,06111
16,0 1,06542
17,0 1,06976
18,0 1,07413
19,0 1,07853
20,0 1,08297
21,0 1,08744

Fonte: SUCRANA, 2009
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Exemplo de calculo para fermentacdo alcoolica:

Os dados utilizados para a elaboracdo dos calculos do rendimento da fermentacao alcoodlica

do marmelo foram os seguintes:

Tabela 14 - Dados para realizacdo dos calculos de rendimento da fermentacao alcoolica do marmelo

°Brix (g/100g) 19 1,4
%Etanol (ml/100ml) 0 10,5
Tempo de fermentacao (h) 190

e Calculo do rendimento do produto

O célculo é efetuado através da equacdo (2) e os valores S0,Sf, PO em g/L sdo conhecidos
sendo 190,14 e O respetivamente. Pf é igual a 105mL/L sendo o célculo deste em g/L
efetuado sabendo a densidade (d) do etanol, que ¢ igual a 0,789g/ cm®.

Entdo,
m = Pf = 0,789 x 105 = 82,845g
Existem 82,845g de etanol num litro de mosto, ou seja Pf= 82,845¢g/L.

Consultando a tabela 13, podemos verificar que a densidade para um °Brix= 19 é
1,0785g/cm3. O valor de densidade utilizado para °Brix=1,4 foi o do valor para °Brix=1. O

valor de densidade para °Brix=1 é 1,0039g/cm?.

e (Célculo da concentracao inicial e final de sacarose

Para SO com °Brix = 19

o1 _p921L S0 =22 =22 — 204,915 g/L
d 1,0785

V= =
v 0.92
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Para Sf com °Brix = 1,4

= 0,996 L sf=2=_1% = 14055g/L

v~ 0,99

Substituindo os valores calculados na equacéo (2):

Pf-PO 82,845-0 etanol
SP9 = 0,434 -2

Yp/s= = = -
PIS S0-Sf 204915-14,055 g sacarose

O rendimento em produto € igual a 0,434 g etanol/ g sacarose.

e Calculo da produtividade

O célculo é efetuado através da equacao (3). A concentracdo do etanol experimental (Pgxp)

é a concentracdo de etanol final (Pf) e € igual a 82,845g/L. Sabendo que t=190h.
Substituindo na equacéo (3):

g
— L
=0,436 ;

A produtividade é igual a 0,436g.Lh™.

e Calculo do rendimento da fermentacéo alcodlica

O célculo é efetuado através da equacao (4):

P 82,845
R=—£X£ x 100 =
PrEo (204,915 —14,055 )x0,511

X 100 = 84,94%

O rendimento da fermentacéo alcodlica é igual a 84,94%.

66



Desenvolvimento de um produto alimentar

O valor 0,511 foi calculado tendo em conta a razdo das massas moleculares da glicose e do
etanol da equacédo da fermentacgdo alcodlica.

CesH1206 —» 2 C2Hs0OH + 2CO2

2 XMe (5)
Mg

Em que,

Me= Massa molecular do etanol

Mg= Massa molecular da glicose

A massa molecular do etanol € igual a 46g/mol e a massa molecular da glicose € igual a

180g/mol. Substituindo na equacéo (5):

2 X46
Yt= = 0,511
180

Exemplo de calculo para fermentacdo acética:

Os dados utilizados para a elaboracdo dos calculos do rendimento da fermentacao

acetica do marmelo foram os seguintes:

Tabela 15 - Dados para realizac¢do dos calculos de rendimento da fermentacéo acética do marmelo

%Acido acético (g/ml) 3,30 5,52
%Etanol (ml/100ml) 10,5 0,5
Tempo de fermentagéo (h) 552
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e Calculo do rendimento em produto

O célculo ¢ efetuado através da equacdo (2). Os valores de Sf, PO e Pfem g/L sdo conhecidos,
sendo 0,5; 33,0 e 55,2 respetivamente. SO e Sf sdo calculados em g/L tendo em conta a
densidade do etanol, que é igual a 0,789g/cm?. SO tem de ser calculado tendo em conta o
volume de indculo adicionado, neste caso o volume é igual a 0,3L.O volume de vinho € de
2,6L. Assim:

Vyinho
SOcorrigido =50 x —22
Vvinho*Vinsculo)

2,6
(2,6+0,3)

SOcorrigido = 0,105 X

x 100 =9,4137 %

Existem 9,4137 mL de etanol em 100 mL de vinho, ou seja, 94,137mL de etanol em
1L de vinho.

Entdo, para obtermos o valor de SOcorrigido €M g/L, temos em conta a densidade, fica:
m = SOcorrigido = 0,789 x 94,137 = 74,275 ¢

Existem 74,275 g de etanol num litro de mosto, ou seja SO= 74,275 g/L.

Substituindo na equacéo (2):

Pf—-P0 _ 552-33,0 _ 0.316 g acido acético
S0-Sf  74,275-3.945 ' g etanol

Ypis=

O rendimento em produto € igual a 0.316 g acido acético/ g etanol.

e Calculo da produtividade

A concentracdo de acido acético experimental (Pgxp) € a diferenca entre concentracéo de

acido acético final (Pf) e inicial (PO).
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Sabendo que t=552 h e substituindo na equagéo (3):

g
Pgxp 55,2-33,0 L
Pr= = = 4

t 552 0,0 h

A produtividade € igual a 0,04g.L*h™,
e Calculo do rendimento da fermentacéo acética

A concentracdo de acido acético méaximo teorico (Prge) € a dada pelo produto entre a
quantidade de etanol consumida e o fator 1,3. Pgxp € a diferenca entre concentracao de acido
acético final (Pf) e inicial (PO).

Substituindo na equacéo (4):

P 55,2-33,0
R= £ % 100 =

= o)
PrEo (74.275-3.945)x13 100 =24.28 %

O valor do rendimento da fermentacéo é igual a 24.28 %.

O valor 1,3 foi calculado tendo em conta a razdo das massas moleculares do acido acético e

do etanol da equacdo da fermentacédo acética.

CH3CH20H + O, —» CH3COOH + H20

vi=Ma 6)
Me

Em que,

Yt= Rendimento tedrico

Ma= Massa molecular do acido acético
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Me= Massa molecular do etanol

A massa molecular do acido acetico é igual a 60 g/mol e a massa molecular do etanol é igual

a 46 g/mol. Substituindo na equacéo (6):

2.9. Calculo da acidez total

Para calcular a acidez total foi utilizada a seguinte equacéo:

(Vf-V0)x0,6004
volume da amostra

% Acidez =

X 100 ©)

(Regulamento (CEE) N.° 2676/90 da Comissao de 17 de Setembro de 1990)

Em que Vf é o volume final e VO é o volume inicial em mL.

O fator 0,6004 tem em conta a massa molar do acido acético, o nimero de hidrogénios

ionizaveis e fatores de conversdo para que se obtenha o resultado em g &cido acético/100mL.

Exemplo de célculo:

Na fermentacdo acética de marmelo foram retiradas 3 amostras, as quais foi analisado a

acidez total. Para a primeira amostra, VO é igual a 0 mL, Vfé igual a 7,9mL e o volume da

amostra é igual a 10mL.
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Substituindo na equagéo (7):

% Acidez = (7'9_0)1% X 100

% Acidez = 4,74

Para as restantes amostras da fermentacdo acetica de marmelo e restantes fermentacdes

acéticas, o calculo da % acidez total foi efetuado de modo semelhante.
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3. Resultados e Discussiao

3.1. Fermentacao alcodlica de marmelo

Tabela 16- Tempo de fermentacgdo (h) e valores de °Brix, °Brix real e etanol (%v/v) para a

fermentacao alcodlica de marmelo

Tempo pH °Brix °Brix real Etanol
(h) (CARYAY))
0,00 4,05 19,0 19,0 0
46,00 4,17 18,3 17,7 0,9
69,00 4,12 12,2 9,6 6,1
75,00 4,13 14,0 12,0 4,6
94,00 4,08 12,0 9,4 6,3
100,00 4,08 10,8 7,7 7,2
166,00 3,94 7,2 2,8 9,8
173,00 3,97 6,33 1,6 10,4
190,00 3,98 6,2 1,4 10,5
°Brix %etanol
20 12
18 %
16 \ /F r 10
14 g
12 - _
10 6 == °Brix
8 -
i / N B
4 \* L,
2
0 ; ; ; 0
0 50 100 150 20é1oras

Figura 40 - Evolugdo do °Brix e da % etanol, ao longo do tempo, para a fermentacao alcodlica de

marmelo
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Como podemos verificar na tabela 16, a fermentacdo alcodlica de marmelo realizada no
fermentador de laboratdrio, decorreu a uma temperatura na ordem dos 30°C e teve uma
duracdo de 190 horas. A temperatura foi sempre controlada e o pH foi monitorizado.

A medida que a fermentac&o alcodlica ocorreu, foram retiradas amostras para analise de
°Brix. Como podemos verificar visualmente no gréfico (Figura 40), o °Brix foi diminuindo,
terminando nos 1,4 °Brix e a % etanol aumentando ao longo do tempo, terminando nos 10,5

% de etanol.

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento de fermentacéo

foram os seguintes:

Yp/s= 0,434 g etanol

g sacarose
g
— 1
Pr= 0,436 i
R =84,94%

O rendimento em produto para a fermentacdo alcodlica de marmelo foi 0,434g de
etanol/g de sacarose, o que significa que foram produzidas 0,434g de etanol por cada grama
de sacarose consumida. A produtividade foi de 0,436 g.L*h*, o que significa que foram

produzidas 0,436g/L de etanol, por hora e o rendimento da fermentacao foi de 84,94%.

3.2. Fermentacao acética de marmelo

Tabela 17 — Dias de fermentacéo, valores de pH e % de acidez para a fermentacéo acética de

marmelo

0 3,23 3,30
17 3,02 4,74
23 3,01 5,52
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pH Acidez Total
3,25 6
3,2 \ 5
3,15 \ 4
3,1 \ 3 T¥PH
3,05 \

2,95 T T T T 0
0 5 10 15 20 25 Dias

Figura 41 - Evolugdo do pH e da acidez total, ao longo do tempo, para a fermentacao acética

de marmelo

A fermentacdo acética de marmelo realizada no depdsito de plastico, decorreu a
temperatura ambiente e teve a duragdo de 23 dias. Foram retiradas amostras no decorrer da
fermentacdo e analisados os pardmetros de pH e acidez total.

O pH variou entre 0s 3,23 e 3,01 e a % acidez total final foi de 5,52.
Como podemos verificar no grafico (Figura 41), o pH decresceu a medida que a acidez foi

aumentando.

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao foram os

seguintes:

acido acético
Yris =0,316 gacdoacte

g etanol
g
\Pr =0,042 -
h
R= 24,28 %
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O rendimento em produto foi de 0.316g de acido acético/g de etanol, o que significa que
foram produzidas 0,316g de acido acético por cada grama de etanol consumida. A
produtividade foi de 0,04 g.L*h™, o que significa que foram produzidas 0,04g/L de &cido

acetico, por hora. O rendimento da fermentacgéo foi igual a 24,28%.

3.3. Fermentac6es alcodlicas da framboesa

3.3.1. Fermentacéo com concentracao da polpa

Tabela 18 - Tempo de fermentacéo (h) e valores de °Brix, °Brix real e etanol (%v/v) para a
fermentacao alcodlica de framboesa com concentragéo da polpa

0,00 32 151 15,1 0
24,00 303 85 6 5,9
36,00 301 85 6 5,9
108,00 307 85 6 59
132,00 303 85 6 5,9
252,00 303 85 6 5,9
6

300,00 3,07 8,5 5,9
348,00 3,05 7,5 4.6 6,7
2Brix %etanol
16* 8
14 7
12 - ’ — 6
10 - 5
8 11 4 === 2Brix
L‘ % etanol
4 - 2
2 - 1
O T T T T T T T 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 Horas

Figura 42 - Evolugdo do °Brix e da % etanol, ao longo do tempo, para a fermentacao alcoolica

de framboesa com concentracdo da polpa
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A fermentagdo alcodlica da framboesa com concentracdo do mosto, realizada no
fermentador de laboratdrio decorreu a uma temperatura na ordem dos 30°C e teve a duracéo
de 348 horas. Como podemos verificar no grafico (Figura 42), o °Brix teve uma descida
acentuada nos primeiros dias, de 15,1 °Brix para 0s 6°Brix, permanecendo constante durante
varios dias e sofrendo uma ligeira quebra, terminando nos 4,6°Brix. Por sua vez, a % de
etanol evoluiu de forma inversa, apresentando uma subida acentuada nos primeiros dias até
aos 5,9 % de etanol, permanecendo constante durante varios dias, sofrendo uma ligeira

quebra, terminando nos 6,7 % de etanol.

Para os calculos, considerou-se as 36 horas, pois a partir dai ndo houve alteracbes no °Brix
e na % de etanol.

A alteracdo aparente no ultimo momento de andlise foi devida a entrada de agua no reator,
levando a uma diminuicdo do °Brix por dilui¢do pelo que o aumento da % de etanol ndo é

real.

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentagédo foram os

seguintes:

Yris = 0,471 -2etanol

g sacarose

= |l~IQ

Pr=0,970

R=92,23 %

O rendimento em produto foi de 0,471g de etanol/ g de sacarose, o que significa que foram
produzidas 0,471g de etanol por cada grama de sacarose consumida. A produtividade foi
igual a 0,970 g.Lth' o que significa que foram produzidas 0,970g/L de etanol, por hora. O

rendimento da fermentacéo foi de 92,23%.
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3.3.2. Fermentacgbes alcoolicas no deposito de plastico em

estufa climatizada

e 12 Fermentacao

Tabela 19 - Tempo de fermentacéo (h) e valores de °Brix, °Brix real e etanol (%v/v) para a 12

fermentacao alcodlica de framboesa realizada no depésito de plastico

0,00 20,1 20,1 3,4 0
21,45 17,4 16,2 3,31 2,7
44 90 9,5 5,5 3,31 9,1
112,85 9,1 5 3,4 94
°Brix %oetanol
25 10
-9
20 \ 8
-7
15 6
\ s =@=OBrix
10 \ 4 %etanol
- 3
5 ? - 2
-1
0 T T T T T O
0 20 40 60 80 100 120 Horas

Figura 43 - Evolugdo do °Brix e %oetanol, ao longo do tempo, para a 12 fermentacéo alcodlica
de framboesa realizada no depdsito de plastico

A fermentacéo alcodlica realizada no depdsito de plastico em estufa climatizada decorreu a
uma temperatura na ordem dos 30°C, o pH esteve entre os 3,31 e 0s 3,4 e teve uma duracao
de 112,85 horas.

Através do gréafico (Figura 43), podemos verificar que o °Brix diminui até a um valor de 5,5,

mantendo-se praticamente constante durante varias horas, terminando nos 5 °Brix. A % de

78



Desenvolvimento de um produto alimentar

etanol teve um comportamento inverso, pelo que sofreu um aumento até aos 9,1%,

permanecendo constante e terminando nos 9%.

Para os calculos, considerou-se as 44,90 horas, pois a partir dai ndo houve alteracbes

significativas no °Brix e na % de etanol.

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao

foram os seguintes:

Yris= 0,445 Lm0

g sacarose
g
= L
Pr=1,599 o
R=87,07%

O rendimento em produto foi de 0,445¢g de etanol/ g de sacarose, o que significa que
foram produzidas 0,445g de etanol por cada grama de sacarose consumida. A produtividade
foi igual a 1,59 g.Lth o que significa que foram produzidas 1,59g/L de etanol, por hora. O
rendimento da fermentacao foi de 87,07%.

e 22 Fermentacao

Tabela 20 — Tempo de fermentacéo (h) e valores de °Brix, °Brix real e etanol (%v/v) para a 2?

fermentacéo alcodlica de framboesa realizada no depdsito de pléstico

0 19,9 19,9 0 3,2
23,5 18,5 17,7 1,6 3,21
42,5 g 4,9 o 3,2
47 8,4 4,1 9,7 3,21
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°Brix % Etanol
25 12
20 - 10
- 8

15
2Brix
- 6
=4=% etanol
10
/ B
5

0 T T T T 0
0 10 20 30 40 50 Horas

Figura 44 - Evolugdo do °Brix e %etanol, ao longo do tempo, para a 22 fermentacéo alcodlica
de framboesa realizada no depdsito de plastico

A segunda fermentagdo alcoodlica realizada no deposito de plastico em estufa
climatizada decorreu a uma temperatura na ordem dos 30°C, com pH nos 3,2, 3,21 e teve
uma duracéo de 47 horas.

Como podemos verificar no grafico (Figura 44), o °Brix diminui dos 19,9 °Brix,

terminando nos 4,1 °Brix. A % de etanol foi aumentando, terminando nos 9,7 %.

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao

foram os seguintes:

Ypis= 0,440 _g etanol

g sacarose

g

— L
Pr=1,628 P

R=86,12%
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O rendimento em produto foi de 0,440g de etanol/g de sacarose, o que significa que

foram produzidas 0,440g de etanol por cada grama de sacarose consumida. A produtividade

foi de 1,628 g.L*h o que significa que foram produzidas 1,628g/L de etanol, por hora e o

rendimento da fermentacéo foi de 86,12%.

3.4. Fermentac0es acéticas da framboesa

3.4.1. Fermentacéao acética em deposito de plastico

Tabela 21 - Dias de fermentacdo e valores de pH e %acidez para a fermentacao acética da

framboesa realizada no depdsito de pléstico

~N oo 01w o

11
12
13
16
17
18
20

3,23
3,27
3,23
3,25
3,23
3,31
3,28
3,21
3,06
3,02
2,99
2,92
2,96
2,96
2,96

3,33
3,45
3,69
3,9
3,87
4,2
4,62
5,94
7,35
8,17
8,83
9,13
9,13
9,19
9,19
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3,35
3,3
3,25
3,2
3,15
3,1
3,05

2,95
2,9

pH

Acidez Total
10
== -9
- 8
-7
-6
5 ==pH
-4
- -3
-2
" A—
. . 0
10 20 30 Dias

Figura 45 - Evolucéo do pH e da acidez total, ao longo do tempo, para a fermentacéo acética da

framboesa realizada no depdsito de pléstico

A fermentacdo acética realizada no depdsito de plastico, decorreu a temperatura

ambiente, com um pH entre 0s 2,92 e os 3,28 e a % final de acidez foi de 9,19.

Podemos verificar no grafico (Figura 45) que o pH apresentou algumas variacoes,

mas no geral foi sempre decrescendo e a % de acidez aumentando.

Para os calculos, considerou-se apenas os 18 dias, pois a partir dai, ndo se verificaram

alteracdes na % de acidez.

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentagdo foram os

seguintes:

g etanol
g
= L
Pr=0,144 L
R=81,16%

acido acétco
Ypis= 1,055 gacofo e
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O rendimento em produto foi de 1,055 g de acido acético/ g de etanol, o que significa que
foram produzidas 1,055g de &acido acético por cada grama de etanol consumida. A
produtividade foi de 0,144 g.L*h o que significa que foram produzidas 0,144g/L de &cido

acetico, por hora e o rendimento da fermentacéo de 81,16%.

3.4.2. Fermentagdo acética no fermentador de laboratdrio

com controlo de temperatura

Tabela 22 - Tempo de fermentacéo (h) e valores de pH e %acidez para a fermentacao acética

da framboesa realizada no fermentador de laboratdério

0 3,2 3,30
25 3,31 3,66
48,5 3,09 4,17
52,5 3,02 4,38
71,5 3,07 5,25
101,5 3,11 4,55
166 3,05 5,52
168,5 3,06 5,52
173,5 3,06 5,43
190,5 3,08 5,43
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pH Acidez Total

3,35 6

3,3 4\ |

3,25 \ - -5

3,2 ‘\ »

3,15 —

3,1 \ A 3 =—pH

3,05 / \_4 Acidez total
3 v -2

2,95 |

2,9

2/85 T T T T T T O Horas

25 48,5 52,5 71,5 101,5 166 168,55

Figura 46 - Evolugdo do pH e acidez total na fermentacéo acética da framboesa realizada no

fermentador de laboratoério

A fermentacdo acética realizada no fermentador de laboratério com controlo de
temperatura, decorreu a uma temperatura na ordem dos 30°C, com pH entre 0s 3,02 e 3,31 €
terminou com uma acidez final de 5,43%.

Podemos verificar no grafico (Figura 46) que o pH sofreu variacbes, mas no geral foi

decrescendo e a acidez foi aumentando.

Para os célculos, considerou-se as 173,5 horas, pois a partir dai, a % de acidez nao

sofreu alteracdo.

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao

foram os seguintes:

acido acético
Ypis= 0,451 252210

g etanol

Pr=0,163

= |l~I<n

R=34,72%
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O rendimento em produto foi de 0,451 g de &cido acético/ g de etanol, o que significa
que foram produzidas 0,451g de éacido acético por cada grama de etanol consumida. A
produtividade foi de 0,163 g.L*h* o que significa que foram produzidas 0,163g/L de &cido

acetico, por hora e o rendimento da fermentacéo de 34,72%.

3.5. Fermentacdo alcoodlica do morango

Tabela 23 - Tempo de fermentacéo (h) e valores de °Brix, °Brix real e etanol (%v/v) para a

fermentacao alcodlica de morango

0 4,03 21 21 0
20,5 3,23 15,7 13,6 5
28,5 3,21 11,5 7,9 8,4
44 3,39 7,1 1,8 11,5
52,5 3,68 6,5 1,0 11,9
74,5 3,23 6,3 0,7 12,1
140,5 3,32 6,3 0,7 12,1
°Brix %Etanol
25 14
- 12
20 b
\ - 10
15 g )
\ ==OBrix
10 \ - 6 %Etanol
\ -4
5
L -2
0 . : ® |l

0 50 100 150 Tempo

Figura 47 - Evolucdo do °Brix e %oetanol, ao longo do tempo, na fermentacgédo alcodlica de

morango

85



Desenvolvimento de um produto alimentar

A fermentacéo alcodlica de morango realizada no fermentador de laboratério, decorreu a
uma temperatura na ordem dos 30°C, pH entre 3,21 e 4,03 e teve uma duragéo de 140,5
horas.

Através do gréafico (Figura 47) podemos verificar que ao longo do processo de fermentacao,
0 °Brix diminuiu bruscamente até as 50 horas, de 21 °Brix para 1°Brix, depois estabilizou,
terminando nos 0,7°Brix. Em relagdo & % etanol, ocorreu inversamente o contrério do que
aconteceu com o °Brix. A % etanol aumentou bruscamente até as 50 horas, até aos 11,9 %
de etanol e manteve-se praticamente constante a partir desse tempo, terminando nos 12,1%

de etanol.

Para os célculos, considerou-se as 52,5 horas, uma vez que ndo houve grandes

alteracdes a partir dai, no °Brix e na % de etanol.

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao

foram os seguintes:

Yeis = 0,430 L2400

g sacarose

g
— L
Pr=1,788 o

R=84,19%

O rendimento em produto foi de 0,430g de etanol/ g de sacarose, o que significa que
foram produzidas 0,430g de etanol por cada grama de sacarose consumida. A produtividade

foi de 1,788 g/L de etanol, por hora e o rendimento da fermentacéo foi de 84,19%.
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Tabela 24 - Rendimento em produto, produtividade e rendimento das fermentagdes alcodlicas

Marmelo / fermentador de

de marmelo, morango e framboesa

laboratério 0,434 0,436 84,94 10,5 19,0-1,4 190
Morango/ fermentador de
laboratério 0,430 1,788 84,19 11,9 21,0-1,0 52,5
Framboesa 12 Depdsito de
plastico 0,445 1,599 87,07 91 20,1-55 44,90
2 2 Deposito de
plastico 0,440 1,628 86,12 9,7 199-41 47,0
Polpa
concentrada/
fermentador de 0,471 0,970 92,23 5,9 15,1-6,0 36,0
laboratério

Analisando a tabela 24, podemos verificar que os rendimentos em produto (Yrss) para
qualquer uma das fermentac@es, sdo muito proximos. O valor mais elevado é 0,471g etanol/g
sacarose e corresponde a fermentacédo alcodlica de framboesa com polpa concentrada.

Em relacéo a produtividade (Pr) obtiveram-se valores com alguma disperséo, desde
0,436 g.Lh! para a fermentacio alcoolica de marmelo a 1,788 g.Lth™* para a fermentagio
alcoolica de morango. Ambas as fermentacGes alcodlicas de framboesa realizadas em
deposito de plastico obtiveram valores muito proximos, aproximadamente de 1,600 g.Lth?

A fermentacdo de marmelo apresentou o valor mais baixo de produtividade devido
ao tempo de fermentacdo ser muito mais elevado que o das outras fermentac6es alcoodlicas e
possivelmente pela ndo adi¢do de nutrientes a0 mosto antes da fermentacdo, o que levou a
caréncia nutritiva e consequente pior desempenho da levedura.

Os valores dos rendimentos de fermentacdo (R) obtidos foram muito préximos,
embora o valor da fermentacédo alcodlica de framboesa com polpa concentrada se destaque
entre os outros, sendo de 92,23%, mas, apesar de ter valores de rendimento em produto e
rendimento de fermentacdo mais elevados, a produtividade ndo é a melhor em comparagéao
com as outras fermentagdes alcodlicas. O teor alcodlico final é bastante baixo e ndo é
adequado para o fabrico de vinagre. Este facto ndo se consegue explicar apenas pelo valor
de °Brix inicial ser inferior ao das restantes fermentagdes alcodlicas, uma vez que que o °Brix

final indica que ficou ainda uma parte significativa de agicares por consumir.
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As fermentagOes alcodlicas de framboesa revelaram uma maior quantidade de
acucares residuais, ou seja, quantidade de acUcares que ficaram por consumir. Nas
fermentacdes alcoolicas de marmelo e morango os valores obtidos foram mais baixos.

Relativamente ao teor alcoolico, as fermentacbes alcodlicas de framboesa
apresentaram valores mais baixos e a fermentacdo alcoolica de morango, o valor mais
elevado. Estes factos poderdo estar relacionados com algumas carateristicas das matérias-
primas e/ou com a adequabilidade das diferentes espécies de levedura utilizadas em relacéo
as matérias-primas.

Analisando os resultados obtidos para o rendimento de fermentagéo e produtividade
obtidos por outros autores, para fermentacdes alcodlicas de frutas, os resultados obtidos
neste trabalho sdo da mesma ordem de grandeza.

Assim por exemplo para o morango, o trabalho “Caracterizagdo Fisico — quimica do
fermentado de morango” elaborado por Andrade et al., refere valores de produtividade de
0,134 g.L'h? e rendimento de fermentacdo de 82,38%. Para o Kiwi, o trabalho
“Comportamento das fermentacdes alcoolica e acética de sucos de kiwi ” elaborado por
Bortolini et al., refere valores de produtividade entre 0,7 e 2 g.L*h? e rendimento de
fermentacdo entre 75% e 92%. Para a amora preta, o trabalho “Produgdo de vinagre como
estratégia de aproveitamento tecnoldgico da amora-preta: Avaliacdo do processo submerso
e do processo lento” elaborado por Lima, refere valores de rendimento de fermentacdo de
75%. Com estes valores de produtividade e rendimento de fermentacao, podemos verificar

que os valores obtidos neste trabalho, estdo dentro da gama desses valores.
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Tabela 25- Rendimento em produto, produtividade e rendimento das fermentacGes acéticas de

marmelo, morango e framboesa

Marmelo 0,316 0,042 24,28 3,30 — 5,52 10,5-0,5 528
Framboesa = Deposito de
plastico 1,055 0,144 81,16 3,33-9,19 9,4-0,2 408
Fermentador
de laboratério 0451 0163 34,72 3,30-543 9,7-0,67 1735

Analisando a tabela 25, podemos verificar, claramente, que os maiores valores
obtidos para o rendimento em produto (Yrss) e rendimento de fermentagéo (R) foram os da
fermentacdo acética de framboesa realizada no depdsito de plastico, tendo valores de 1,055¢
acido acético/g etanol e 81,16% respetivamente. No entanto a maior produtividade (Pr)
obtida foi de 0,163 g.L*h e corresponde & fermentacio acética de framboesa realizada no
fermentador de laboratério Os menores valores de rendimento em produto, produtividade e
rendimento de fermentacdo foram 0,316 g acido acético/g etanol, 0,042 g.L*h? e 24,28%
respetivamente e correspondem a fermentacgdo acética de marmelo.

Relativamente aos valores baixos de produtividade e rendimento de fermentacéao para
a fermentacdo acética de marmelo, estes poderdo ser devidos a qualidade do inéculo
utilizado, uma vez que, ndo foi possivel averiguar a sua viabilidade em termos
microbioldgicos.

As diferencas entre a fermentacdo acética de framboesa realizada no depdsito de
plastico e no fermentador de laboratorio, ao nivel de, rendimento em produto, rendimento
de fermentacao e % acido acético final, poderdo ser devidas a diferente frescura do in6culo
utilizado ou alguma condig¢do ambiental menos favoravel no fermentador de laboratorio.

Comparando os valores obtidos de produtividade e rendimentos de fermentacéo neste
trabalho, com valores obtidos por outros autores, verificamos que a produtividade é baixa
para todas as fermentacGes. Em relacdo aos rendimentos de fermentacdo, a fermentagdo
acetica de framboesa realizada no deposito de plastico esta dentro da gama de valores,
enquanto que, a fermentagdo acética de marmelo e a fermentacdo acética de framboesa
realizada no fermentador de laboratério tém valores de rendimento baixos.

Assim, para o kiwi, o trabalho “Comportamento das fermentac¢des alcodlica e acética

de sucos de kiwi” elaborado por Bortolini et al., refere valores de produtividade entre 0,3 e
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1,7 g.Lth e rendimentos de fermentacdo entre 81% e 93%. Para a amora, o trabalho
“Produ¢do de vinagre como estratégia de aproveitamento tecnoldgico da amora-preta:
Avaliagao do processo submerso e do processo lento” elaborado por Lima, refere valores de
rendimento de fermentacdo de 72%.

Relativamente a qualidade final dos vinagres obtidos, o vinagre de marmelo
apresentou um valor de acidez de 5,52% e um valor de &lcool residual de 0,5%. Os vinagres
de framboesa obtidos, apresentaram valores bastante diferentes, sendo que o vinagre de
framboesa obtido, realizado no fermentador de laboratorio obteve um valor de 5,43% de
acidez e 0,67% de &lcool residual, e, 0 vinagre de framboesa obtido, realizado no dep6sito
de pléstico, um valor de 9,19% de acidez e de 0,2% de &lcool residual.

Comparando estes valores com os valores do Decreto-Lei n.° 174/2007 de 08 de Maio ( >
50g/L para a % de acidez e < 0,5 % para o alcool residual), podemos verificar que apenas o
vinagre de framboesa obtido, realizado no fermentador de laboratério, apresentou um valor

de 0,67 % de alcool residual, ou seja, um valor um pouco acima do limite por lei.
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4. Conclusao

Neste trabalho foram desenvolvidos e analisados diferentes processos fermentativos
com vista ao desenvolvimento de um produto alimentar.

As matérias-primas utilizadas, nomeadamente marmelo, framboesa e morango
mostraram potencial para realizacdo das fermentacdes alcodlicas. Em relacdo as
fermentacdes acéticas, apenas se pode concluir que a framboesa mostrou potencial.

Pode-se concluir também que ao nivel das fermentacdes alcodlicas, em todas as
experiéncias foi possivel, embora com rendimentos e teores de agucares residuais variaveis,
a producao de etanol. Este facto indica que as leveduras utilizadas em cada um dos casos sdo
adequadas para 0 processo. Para as fermentacGes acéticas, foi possivel obter o produto final,
embora 0 processo necessite de maior otimizac¢do. Confirmou-se ainda que a qualidade do
indculo é de extrema importancia neste tipo de processo bioldgico.

Em particular a framboesa, de todos 0s processos estudados, o processo de
chaptalizacdo revelou-se o mais adequado para a obtencdo de um fermentado alcodlico
passivel de ser sujeito a uma fermentagdo acética, uma vez que o processo de concentracao
utilizado ndo permitiu a obtencdo de um mosto adequado. A fermentacdo acética em sistema
estatico (deposito de plastico), foi a que permitiu obter melhores resultados, embora, seja
importante repetir mais experiencias com o sistema dinamico (fermentador de laboratério),
de forma a otimizar o processo e a despistar possiveis problemas que possam ter ocorrido no
decorrer do trabalho. Tanto para as fermentacdes alcollicas e acéticas obtiveram-se
rendimentos de fermentacdo semelhantes a bibliografia, embora para a produtividade os
valores sdo inferiores.

Relativamente a qualidade final dos vinagres obtidos, vinagres de framboesa e
vinagre de marmelo podemos concluir que os valores de % de acidez estéo dentro dos limites
da lei e apenas o valor de % de alcool residual para o vinagre de framboesa obtido, realizado
no fermentador de laboratdrio, esta um pouco acima do valor limite por lei.

Como sugestdes de trabalho futuro a desenvolver a partir do trabalho realizado, para
alem da repeticdo de experiéncias de fermentagdes acéticas e alcoolicas em sistema

dindmico, sera ainda importante avaliar a fermentacdo alcodlica de framboesa com a
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levedura Saccharomyces bayanus e numa fase posterior avaliar o impacto das diferentes
alternativas de processo na qualidade fisico-quimica e sensorial de produto final.

Como conclusdo geral, desenvolveram-se e caraterizaram-se diversos processos
fermentativos que permitiram a obtencdo do produto alvo, o vinagre de framboesa. Assim

cumpriram-se 0s objetivos principais do trabalho.
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