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RESUMO

O presente trabalho tem como principal objetivo o desenvolvimento de um
processo fermentativo para o desenvolvimento de um produto alimentar, nomeadamente o
vinagre de laranja e mel.

Este trabalho tem como base o estagio previsto no plano curricular do curso de
Mestrado em Tecnologia Quimica, ministrado pelo Instituto Politécnico de Tomar,
realizado no laboratorio 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, localizado em Alferrarede, concelho de
Abrantes.

O estagio decorreu entre 0s meses de fevereiro e julho de 2017 e teve como tema
“Otimizacdo de Processos Fermentativos a partir de Citrinos”, com base numa proposta
exterior para adaptacdo do processo as condicdes existentes na empresa, com a utilizacéo
de matéria-prima produzida no local e em condi¢cbes menos favoraveis, ou seja a
temperaturas mais baixas, que séo as condicOes existentes no local requerente do novo
produto.

Inicialmente foram feitos ensaios exploratorios quer da fermentacéo alcodlica quer
da acética para compreender melhor o desenvolvimento de cada uma delas e detetar
possiveis obstaculos que pudessem surgir devido a matéria-prima utilizada ou as condic¢des
em que se pretendia realizar.

Realizaram-se mais ensaios para a fermentacdo alcoolica e para a fermentacédo
acética, nos quais foram alterados trés fatores: tipo de levedura, °Brix e temperatura de
modo a avaliar como cada um deles interferia com a fermentacéo.

Durante as fermentacGes alcodlicas foi acompanhada a evolugdo do °Brix, para
verificar quando a fermentacdo terminava. Nas fermentacdes acéticas foi medido o pH
diariamente e acompanhado também a evolucdo da percentagem de acidez.

No final verificou-se que era possivel trabalhar em condi¢gdes menos favoraveis, as
fermentacOes alcodlicas ocorreram normalmente mesmo a temperaturas mais baixas com
rendimentos finais de cerca de 85%, o mesmo se verificou com as fermentac6es acéticas,

tendo sido obtido vinagre de laranja e mel com as caracteristicas desejadas.

Palavras-chave: Laranja; Mel; Vinagre; Fermentagéo alcodlica; Fermentacdo acética
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ABSTRACT

The presente work has as it’s main goal the development of a fermentative process
to produce a food product, in particular, the orange and honey vinegar.

This work is based on the curricular plan of the master’s degree in chemical
technology, taught by the Polytechnic Institute of Tomar, performed in the lab
INOV’LINEA (food technology transference center), that belongs to TAGUSVALLEY —
promotion and development partenership of Tecnopolo of Valo do Tejo, in Alferrarede,
Abrantes.

The stage took place between February and July 2017 and had as subject
‘Optimization of fermentative processes from citrus fruits’, based on an external proposal
to adapt the process to the company conditions, using raw materials from the local in less
propitious conditions like lower temperature, which are the conditions in the local where
the product is going to be needed.

Inicially were made exploratory tests for both alcoholic and acetic fermentation to
better understand the increase of each one of them and detect possible barriers that could
appear duo to the raw material or the conditions where it would be performed.

Further tests were carried on the alcoholic fermentations and the acetic
fermentations, in which three factors were changed: type of leaven, °Brix and temperature,
to see how each one of them would interfer with the fermentation.

During the alcoholic fermentation we followed the °Brix’s evolution to verify the
fermentation ending. In the acetic fermentation the pH was measured daily, followed by
the acidity percentage evolution.

In the end it was confirmed the success of alcoholic fermentation, even in less
favorable conditions like low temperature, with final income of 85%. The same occurred
with the acetic fermentation, allowing the production of orange e honey vinegar with the

desired characteristics.

Keywords: Orange; Honey; Vinegar; Alcoholic fermentation; Acetic fermentation
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1- INTRODUCAO

O estdgio realizado no ambito do trabalho final de Mestrado de Tecnologia
Quimica decorreu no INOV’LINEA (Centro de Transferéncia de tecnologia Alimentar)
representado na figura 1. O tema desenvolvido “Otimizacdo de Processos Fermentativos a
partir de Citrinos” teve como base um projeto para uma empresa exterior.

O que se pretendeu, foi desenvolver um novo produto, vinagre de laranja e mel, a
partir de uma determinada variedade de laranja a “Pala”, em condigdes menos favoraveis,
isto é, adaptadas as condigdes que o possivel produtor tem.

O INOV’LINEA ¢ parte integrante da Tagusvalley — Associacdo para a Promogao e
Desenvolvimento do Tecnopolo do Vale do Tejo, localizada na zona industrial de

Alferrarede, Abrantes.

1.1- Enquadramento do Tema

O trabalho realizado durante o estagio, teve como principal objetivo o estudo de um
processo fermentativo para o desenvolvimento de um produto alimentar, nomeadamente o
vinagre de laranja e mel. Foram realizadas vérias fermentacOes alcodlicas e acéticas, tendo
como matéria-prima a laranja e o mel, como ja foi referido.

Este trabalho teve como base um pedido de uma empresa exterior, que por sua vez
pretende saber qual o melhor processo, para ela propria poder produzir e comercializar o
produto em questdo. Outro grande objetivo passava por desenvolver o processo tendo em
conta as caracteristicas pretendidas para o produto final. E também adaptar o processo as
condigOes existentes na empresa requerente, dado que ndo podem operar dentro das
condi¢des 6timas, mais especificamente, as condi¢fes de temperatura ideais a0 processo.

Para cumprir os objetivos, comecou por se implementar o processo com condicfes
de desenvolvimento muito proximas as condi¢Bes 6timas, para uma melhor percecdo e
compreenséo das reagdes em questéo.

Nas primeiras fermentacGes alcoolicas a fonte de agucar utilizada foi a sacarose, s6
depois se passou para a utilizacdo do mel, para avaliar se haviam grandes diferencas entre
ambas. Nestas fermentacOes iniciais a levedura utilizada foi a Saccharomyces bayanus,

também com o intuito de avaliar o seu desempenho.
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Para a terceira fermentacéo alcoodlica o mel j& foi utilizado como fonte de sacarose,
mantendo a levedura e a temperatura de fermentacdo. As fermentacdes alcodlicas
ocorreram num depdsito de plastico em estufa climatizada.

Realizaram-se duas fermentacGes acéticas, em simultaneo, com o0s mostos
resultantes das fermentagdes alcodlicas anteriores, sendo utilizado como indculo o vinagre
de vinho ndo pasteurizado. As fermentagGes decorreram em barricas de madeira, numa sala
com temperatura controlada.

Para as fermentacBes alcodlicas foi utilizado um modelo de desenho de
experiéncias com trés fatores de dois niveis cada, para avaliar a importancia de cada um
dos fatores e como interfere na fermentacao.

Seguiu-se entdo um total de oito fermentacGes alcodlicas, nas quais variavam 0s
fatores: Temperatura, °Brix e tipo de levedura (Saccharomyces cerevisiae ou
Saccharomyces bayanus).

Foram ainda feitas mais trés fermentacdes acéticas, também estas para avaliar se
algum dos fatores apresenta melhor desempenho com o decorrer da fermentagéo acética.

Por fim, foi realizada uma fermentacdo alcodlica, com condi¢bes de temperatura

menos favoraveis, mais uma vez para analisar se seria possivel ocorrer a fermentag&o.

1.2- INOV’LINEA

O INOV’LINEA é parte integrante do TAGUSVALLEY — Tecnopolo do Vale do
Tejo é um parque de Ciéncia e tecnologia, localizado em Alferrarede, no Conselho de
Abrantes desde 7 de Novembro de 2003.

Figura 1: INOV’LINEA,;

Fonte: (Pinheiro, 2011)
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O Centro de Transferéncia de Tecnologia Alimentar, INOV’LINEA, é uma
estrutura de apoio a inovacao, focado na aplicacdo de novas tecnologias, desenvolvimento
de novos produtos e técnicas inovadoras no processamento e conservacdo de alimentos.

Tem como principais objetivos:

e O apoio a empresas do sector alimentar;
e O aumento da qualidade de producao e melhoria da competitividade do setor;
e Promocéo de transferéncia de tecnologia e inovacao na industria alimentar.
As suas principais vertentes de atuacao sao:
e Desenvolvimento de novos produtos alimentares;
e Desenvolvimento de novos processamentos e modos de conservacao;
e Valorizacao dos produtos tradicionais, enquadrados na dieta mediterranea:
- Produtos Autdctones: Hortofruticolas, como marmelo, roma, tomate, diospiro;
- Azeites e azeitonas;

- Carnes, como enchidos, preparados e outros.

O INOV’LINEA, trabalha de forma intensiva a vertente da inovagdo com a
aplicacdo de conhecimento cientifico de processo 1&D, e responde as necessidades
concretas do mercado das empresas do setor Agroalimentar.

Possui ainda, um vasto conjunto de servigos, como:

e Apoio a criacdo de novos negocios alimentares;
e Apoio técnico especializado;

e Desenvolvimento e/ou reformulagéo de produtos (Tagusvalley, 2017).

1.3- Fundamentos Tedricos

1.3.1- O Vinagre

A palavra vinagre derivada do idioma Francés vinaigre, que significa “vinho
azedo”, € um condimento obtido pelo processo de fermentacdo acética, que consiste na
transformacédo do alcool em écido acético, pela acdo de bactérias acéticas. Juntamente com o
vinho, foram os primeiros produtos de fermentacdo espontanea utilizados pelo homem na
sua alimentacdo (Schmoeller & Balbi, 2010).
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Entre as principais aplicacdes, pode-se salientar a utilizagdo como condimento, pois
a sua principal finalidade é atribuir gosto e aroma aos alimentos, mas também é utilizado

como aromatizante, conservante, bebida refrescante e medicamento.

As primeiras referéncias da existéncia de vinagre datam de 8000 anos a.C. Na época,
tratava-se de um condimento muito aproveitado devido as propriedades benéficas ao
organismo humano e a sua importancia na alimentacéo. Foi muito utilizado como bebida
refrescante, diluido na dgua e também como medicamento. Foi recomendado, também,
para tratar de disfuncbes respiratorias, feridas e Ulceras, devido as suas propriedades

desinfetantes e anti-inflamatérias.

Nas epidemias de cdlera que ocorreram, o vinagre foi utilizado para desinfecéo, para
isso recomendavam lavar as méos antes e depois de visitar um doente e lavar as frutas e
verduras antes do consumo. Estudos posteriores demonstraram que um vinagre com 5% de
acido acético é letal para os vibrides da colera, quando em contato por cinco minutos
(Rizzon & Meneguzzo, 2002).

O vinagre é uma solucdo diluida de &cido acético, resultado de dois processos
consecutivos: a fermentacdo alcodlica, representada pela conversdo de agucar em etanol
(alcool) e da fermentagdo acética, que corresponde a transformacdo do alcool em &cido
acético com a atuacdo de bactérias acéticas. Essas bactérias pertencem a familia
Pseudomonodaceae e aos géneros Acetobacter e Gluconobacter. As principais espécies de
bactérias acéticas sdo: Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, Acetobacter xylinum,
Acetobacter schiitzenbachii e Gluconobacter oxydans (Schmoeller & Balbi, 2010).

A bactéria acética ideal é aquela que resiste a elevada concentracdo de alcool e de
acido acético, com pouca exigéncia nutritiva, elevada velocidade de transformacdo do
alcool em acido acético, bom rendimento de transformacdo, sem hiperoxidar o &cido
acético formado, além de conferir boas caracteristicas gustativas ao vinagre (Rizzon &
Meneguzzo, 2002).

1.3.2- Legislacdo e Qualidade do Vinagre
O Decreto-Lei n® 174/2007 de 8 de Maio, decreta as normas a que deve obedecer o

fabrico e comercializacdo de vinagre em Portugal.
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Tendo em conta o decreto de lei em questdo, entende-se por “vinagre” o produto
obtido unicamente pelo processo biologico de dupla fermentacdo, alcodlica e acética, de
produtos de origem agricola.

De acordo com a origem 0s vinagres classificam-se:

e Vinagre de vinho: vinagre obtido exclusivamente do vinho pelo processo bioldgico
de fermentacdo acética;

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

e Vinagre de sidra: vinagre obtido da sidra pelo processo biolégico de fermentacéo
acetica;

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 fermentacdo, alcoolica e acética, de cereais cujo amido tenha
sido convertido em acucares 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, alcoodlica e acetica, de cevada maltada com ou sem
a adicdo de cereais, cujo amido foi convertido em acucares unicamente pelo
processo da didstase de cevada maltada;

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

e Qutros 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: 0s vinagres referidos nas alineas
anteriores, aos quais sejam adicionadas plantas ou partes de plantas aromatizantes,

especiarias e extratos aromatizantes, que sejam organolepticamente percetiveis.

Relativamente as matérias-primas o decreto-lei estabelece que, as mesmas so

podem ser utilizadas no fabrico do vinagre se estiverem em conveniente estado de
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conservacgao e se apresentem isentas de substdncias ou matérias estranhas a sua normal
composicdo, assim como de microrganismos patogénicos ou de derivados destes, em niveis
que prejudiquem a satde humana.

No setor vitivinicola s6 podem ser utilizados vinhos cujas caracteristicas estejam de
acordo com o estabelecido na legislagdo em vigor, podendo, contudo, apresentar excesso
de acidez volatil.

Na preparacdo do vinagre é permitida a adicdo de plantas ou partes de plantas
aromatizantes, especiarias e extratos aromatizantes, sumos de fruta ou concentrados de
sumo de fruto, mel, agUcar e sal.

Na preparagdo do vinagre é proibida a adicdo de aromatizantes artificiais, 6leos de
grainha de uva, naturais ou artificiais, residuos de destilacdo, residuos de fermentacéo ou
0s seus subprodutos, substancias extraidas de bagaco de todos os tipos, acidos e todos 0s
tipos (com excegdo daqueles naturalmente contidos nas matérias primas utilizadas ou
contidos em qualquer substancia cuja adicdo nestas seja permitida, como sejam,
designadamente, os aditivos).

De acordo com o decreto-lei o0s vinagres devem apresentar as seguintes
caracteristicas:

e Acidez total (g/L acido acético)
- Vinagre de vinho - minimo 60g/L;
- Outros vinagres - minimo 50g/L.
e Alcool residual (%; v/v):
- Vinagre de vinho — maximo 1,5%;
- Outros vinagres — maximo 0,5%.
e Aspeto:
- Vinagre de vinho — limpido, podendo admitir-se ligeiro dep6sito ou turvacao.
e Cor, aroma e sabor:
- Vinagre de vinho — proprios da natureza da matéria-prima e dos ingredientes facultativos

indicados no rétulo.
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1.3- Fermentagao

A fermentacdo é um processo no qual, ha libertagdo de energia que ocorre sem a
participacao do oxigénio, trata-se dum processo anaerobio. A fermentacdo compreende um
conjunto de reagdes enzimaticamente controladas, através das quais uma molécula
organica é degradada em compostos mais simples, havendo deste modo, libertacdo de
energia. A glicose é uma das substancias mais utilizadas pelos microrganismos como ponto
de partida na fermentacao.

Cada molécula de glicose é desdobrada em duas moléculas de piruvato (acido
piravico) e ha libertacdo de hidrogénio e energia, por meio de varias reacfes quimicas.
O hidrogénio combina-se com moléculas transportadores do mesmo (NAD), formando
NADH + H*, ou seja NADH, (Sobiologia, sd)

2ADP +2P 2ATP

| Glicose\ | 2écid(<; gi)n’wico
(60

2NAD 2 NADH,

Figura 2 - Esquema de processo de fermentacéo
Fonte: (Sobiologia, sd)

1.3.1- Fermentacdo Alcodlica

A fermentacdo alcoolica é utilizada ha muitos anos. H4 mais de 4000 anos os
egipcios fabricavam o pao e produziam bebidas alcoodlicas a partir de cereais e frutas. No
entanto, apenas recentemente foi possivel relacionar a fermentacdo com as leveduras,
fungo amplamente distribuido na natureza e com capacidade de sobrevivéncia tanto em
condigdes aerdbias como anaerdbias (Mongelo, 2012).

A fermentagdo compreende um conjunto de reagfes enzimaticamente controladas,
através das quais uma molécula organica é degradada em compostos mais simples

libertando energia. O processo tem inicio com a ativacao da glicose, que recebe em reacdes
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sucessivas dois fosfatos energéticos, fornecidos por duas moléculas de ATP (adenosina
trifosfato) que se transforma em ADP (adenosina difosfato). A glicose, por sua vez, é
transformada em gliceraldeido 1,3-difosfato. No final, cada gliceraldeido € transformado
em &cido piravico. O rendimento € de duas moléculas de ATP para cada molécula de
glicose utilizada (Corazza et al, 2001).

O processo descrito esta representado pelo esquema da figura 3, apresentada de

seguida.

Glicose
CesH1205
2 NAD 2 ADP + 2P
2 NADH, 2 ATP
Acido piravico Acido piravico
(3C) (3C)
co, co,
Etanol Etanol
(C.H,0H) (C,H,0H)

Figura 3 - Esquema Fermentagdo Alcodlica

Fonte: (Lima, 2014)

A fermentacdo dos mostos realiza-se em trés fases: pré-fermentacdo, fermentacédo
principal e pos-fermentacdo. A pré-fermentagdo inicia-se quando as leveduras que contém
o fermento sdo adicionadas ao mosto devidamente preparado. Esta fase é caraterizada pela
elevada multiplicacdo das células e pelo aumento lento e gradual da temperatura do meio.
Segue-se um periodo caraterizado pela formacdo de pouca espuma e inicia-se a
fermentacdo principal. Reconhecida pela rapida elevacdo da temperatura, queda da
densidade do mosto por reducdo dos agucares e formacgdo equivalente do alcool. A acidez
eleva-se e baixa o pH, consequentemente. Esta fase termina quando as espumas

desaparecem.
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A pos-fermentacdo é caracterizada pela diminuicdo lenta e gradual da temperatura
do mosto, diminui a libertacdo de CO, e ndo ha formacdo de novas espumas (Mongelo,
2012).

e Fatores que afetam a Fermentacdo Alcoolica
A fermentacdo € uma das principais etapas e destaca-se pela conversao do substrato
acucarado em etanol e outros compostos desejados. Assim sendo, alguns fatores exigem
um controlo mais rigoroso, como por exemplo a temperatura, pH, nutrientes, contaminacgéo
bacteriana, a concentracdo de etanol no meio a fermentar e a presenca de oxigénio, pois

interferem diretamente na fermentacéo alcoo6lica (Sousa & Monteiro, 2011).

Influéncia da Temperatura

A temperatura 6tima de fermentacdo depende da concentracdo de etanol no meio,
diminui com o aumento do teor alcodlico. As temperaturas Otimas para a producdo
industrial de etanol situam-se entre 0s 26 e os 35°C, contudo, a temperatura nas destilarias
alcanca os 38 °C. Temperaturas acima destas favorecem o desvio da via metabolica das
leveduras com a producdo de subprodutos indesejaveis, além disso, altas temperaturas
levam a maiores perdas de etanol por evaporacdo em dornas abertas. Para células de

leveduras imobilizadas hd uma maior tolerancia a altas temperaturas (Sousa, 2016).

Influéncia do pH

Para que ocorra um bom processo de fermentacdo o pH deve apresentar um valor
adequado para as leveduras, em torno de 5 a 6, que é considerado um valor 6timo para o
crescimento das mesmas. O pH ideal para a producdo de etanol, a partir de leveduras do
género Saccharomyces cerevisiae, deve apresentar valor em torno de 4,5 (Sousa &
Monteiro, 2011).

Outros autores defendem que o pH 6timo para fermentacdo esta entre 4 e 5. Para
processos com reciclo de células, faz-se o tratamento das mesmas com &cido sulfurico (pH
de 2 a 3,2) para reducdo da carga microbiana. Geralmente, fermenta¢6es conduzidas em
meios acidos conduzem a maiores rendimentos de etanol, pois restringem o crescimento
celular e reduzem a producdo de glicerol e também a contaminagdo bacteriana.

Fermentacdes com uma faixa de pH abaixo da citada anteriormente, além de ocasionarem
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perda de nutrientes como nitrogénio e potassio, aumentam a sensibilidade ao etanol, aos

acidos organicos e ao diéxido de enxofre (SO,) (Sousa, 2016).

Influéncia dos Nutrientes

Os nutrientes sdo necessarios para o bom desenvolvimento da fermentacédo, afetam
a velocidade e a multiplicagdo da levedura. A concentracdo adequada de nutrientes no
mosto é importante, pois se estiverem presentes em quantidades insuficientes ou
exageradas, vai-se refletir de forma negativa sobre o processo fermentativo.

Uma alta concentragdo, resulta num alto teor alcodlico, que pode ser toxico para a
levedura, pois desestabiliza a membrana plasmatica. Por outro lado, isto é benéfico, pois
controla a multiplicacdo excessiva, 0 que ocasiona desvio de agucar para a producdo de
biomassa em detrimento ao alcool.

A falta de nutrientes pode afetar consideravelmente o rendimento alcodlico e a
viabilidade celular da levedura. No caso quando uma quantidade de nutrientes €
insuficiente, o fermento reproduz e conduz a fermentacdo lentamente ou entdo a

reproducdo é mesmo impossivel (Sousa & Monteiro, 2011).

Contaminacédo (Bactérias e Leveduras)

A presenga de microrganismos patogénicos na fermentagdo alcodlica € o mais
frequente interferente do processo. Estes podem ser habitantes naturais da matéria-prima
utilizada para o meio fermentativo e/ou provenientes do processo de extracdo do mesmo.
Portanto, deve haver uma boa assepsia tanto das dornas quanto dos demais equipamentos
do processo.

Os efeitos da contaminagdo bacteriana, como consumo de acUcar, formagdo de
goma, floculacdo do fermento inibicdo e queda da viabilidade das leveduras, devido as
toxinas e acidos organicos excretados no meio durante a fermentacao, sdo visiveis pelas

perdas de rendimento e devem ser previstas no controlo de processo (Sousa, 2016).

Concentracéo do Etanol
O aumento da concentracdo de etanol durante a fermentacdo pode causar inibicdo
no metabolismo da levedura. Os fatores que influenciam a sensibilidade ao etanol

(temperatura, presenca de oxigénio, composicdo do meio) atuam direta ou indiretamente
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sobre as propriedades da membrana plasmatica, desnaturando-as e diminuindo a
produtividade (Sousa, 2016).

Presenca de oxigénio

O oxigénio é necessario ao desenvolvimento das leveduras no processo de
multiplicacdo, principalmente na fase inicial da fermentacdo dado que as condicgdes de
anaerobiose induzem a formacédo de etanol e de dioxido de carbono. (Sousa & Monteiro,
2011).

e Leveduras utilizadas na Fermentacédo Alcoolica

Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae € uma espécie de levedura utilizada ha milhares de
anos na panificacdo e na fermentagdo de bebidas alcodlicas, sendo a levedura fermentativa
mais utilizada, nos Gltimos anos tem sido utilizada também para producéo de bioetanol. E
também importante como organismo modelo quer em estudos fisioldgicos, quer na area de
Biologia Celular e Molecular, sendo o microrganismo eucariético mais estudado e aquele
cujo genoma foi o primeiro a ser sequenciado (Viana, 2009).

Muitos genes humanos que sdo homologos aos genes da levedura foram
identificados em relacdo a divisdo celular, sinalizacdo celular, processamento de proteinas,
entre outros, devido as suas semelhancas. As células da levedura existem de duas formas:
haploides e diploides. As células haploides crescem e sofrem divisdo de mitose. Em
condicBes de stress, as células diploides sofrem meiose e sdo convertidas em células
haploides sofrendo um crescimento adicional (Saraswathy & Ramalingam, 2011).

A figura que se segue (figura 4) apresenta um exemplo de leveduras

Saccharomyces cerevisiae.

11
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Figura 4: Levedura Saccharomyces cerevisiae

Fonte: (Labnetwork, 2016)

Em termos industriais a S. cerevisiae expressa fendtipos importantes em processos
comerciais, como a rapida e completa fermentacdo do acucar, aumento da producdo e
tolerancia do alcool, formacdo de aromas e aromas desejados, floculacdo melhorada,
capacidade de utilizar dissacarideos e trissacarideos, baixa propensdo a espuma entre
outros. A diversidade genética e fenotipica da S. cerevisiae representa adaptagdes em
ambientes industriais, como cervejarias, vinicolas e padarias, bem como uso repetido em
processos industriais. Devido as suas propriedades fisiologicas desejaveis e metodos
estabelecidos para a manipulacdo genética S. cerevisiae, deve continuar a ser 0 organismo
desejado para muitas aplicages industriais, incluindo as que se estendem para além da
biotecnologia de levedura "classica” de alimentos, bebidas e processos de alimentacéo
(Johnson & Echavarri-Erasun, 2011).

Saccharomyces bayanus

A saccharomyces bayanus é uma espécie de levedura cuja sua linhagem ainda nédo
foi estudada com precisdo, inclui linhagens geneticamente diversas, puras e hibridas.

No entanto, € uma levedura do género Saccharomyces, e é usada na vinificacdo e
fermentacdo de sidra. Esta estreitamente relacionada com Saccharomyces cerevisiae.
Possui diferentes estirpes, com diferentes caracteristicas genéticas e metabolicas, que
podem ter uma origem hibrida. Na atual classificacdo S. bayanus pode ser mais

corretamente considerada como um complexo de especies.
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1.3.2- Fermentacao Acética

Os fermentados acéticos ou vinagres sdo produzidos por dois processos
bioquimicos distintos, ambos resultantes da acdo de microrganismos, sendo a fermentacao
alcodlica pela acdo de leveduras sobre matérias-primas acucaradas e amilaceas e a
fermentagdo acética, pela acdo de bactérias aer6bias do género Acetobacter ou
Gluconobacter, pertencentes a familia Pseudomonaceae (Alvarenga, 2014).

Na fermentacao acética o etanol é oxidado a &cido acético. Essa etapa é feita por
bactérias acéticas em meio aerdbio. 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).

Para a fermentacdo acética ndo é comum o uso de culturas puras. Utiliza-se uma
microflora mista de Acetobacter contendo diferentes espécies ou variedades dessa bactéria,
que é considerada a mais eficiente (Suman, 2012). Deste modo, ap6s terminar a
fermentacdo alcoodlica, inocula-se o vinho com essa mistura de bactérias Gteis e ativas
adiciona-se “vinagre forte”, que ¢ o vinagre ndo diluido ¢ nao pasteurizado de uma

fermentacdo anterior, que contem altas concentragdes de bactérias acéticas.

e Bactérias acéticas

As bactérias que produzem &cido acético sdo gram-negativas ou gram-variaveis,
aerobias, ndo formadoras de esporos e apresentam-se na forma de bastonetes elipsoidais
que podem ocorrer sozinhos, em pares ou em cadeias. Seus tamanhos variam entre 0,4-1
pum de largura e 0,8-4,5 um de comprimento. S&o catalase positiva e oxidase negativa. O
pH 6timo para o crescimento é de 5 a 6,5, no entanto, também podem crescer em valores
de pH entre 3 e 4. Podem apresentar flagelos polares ou peri triquios.

H& pouco tempo atras, eram classificadas em dois géneros: Acetobacter e
Gluconobacter, porém atualmente outros dez géneros pertencentes anteriormente a familia
Alphaproteobacteria foram acomodados na familia Acetobacteraceae: Gluconacetobacter,
Asaia, Acidomonas, Kozakia, Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia, Granulibacter,
Tanticharoenia e Ameyamaea, sendo as oito Ultimas de ocorréncia bastante rara em
vinagres, vinhos e frutas. As principais representantes das bactérias acéticas pertencem ao
género Acetobacter e sdo usadas desde os primordios para a producdo do vinagre por
fermentacdo (Zilioli, 2011).

13
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e Fatores que afetam o desempenho da fermentacdo acética

A fermentacdo acética deve ser processada tendo em conta alguns fatores que
prejudicam o trabalho das bactérias ou, a qualidade do vinagre, se ndo forem devidamente
controlados. Os principais fatores sdo: a concentracdo alcoolica, acidificacdo inicial,
auséncia de oxigénio, perturbacdo da pelicula de bactérias, temperatura e pH. A producéo
de um bom vinagre depende de uma série de fatores como a linhagem e a sele¢do do
microrganismo, a matéria-prima, a concentracdo do alcool, a temperatura de fermentacéo
(na faixa de 20 ° a 30 °C), a quantidade de O,, pH 6timo na faixa de 5 e 6, a maturacao e a

conservacao, a clarificacdo, o envase, e a pasteuriza¢ao (Suman, 2012).

Temperatura

As bactérias envolvidas na preparacdo do vinagre tém nitida preferéncia a
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 retornarem ao seu G6timo de temperatura. Ndo existem
referéncias especificas a nenhuma temperatura minima para viabilidade, mas é considerado
que um crescimento abaixo de 10°C dificilmente seja possivel. Do mesmo modo, ndo
existem dados viaveis sobre a temperatura maxima, mas presume-se que seja por volta de
35°C.

pH
Em termos de pH a bactéria acética pode mostrar crescimento 6timo entre 5 e 6,5,

embora mostre grande capacidade de sobreviver em pH entre 3 e 4.

Concentracéo alcodlica

O teor alcodlico afeta muito o desenvolvimento das bactérias ou a qualidade do
vinagre, sendo que concentrac¢des acima de 13% de alcool dificultam a acetificacao, sendo
0 alcool oxidado de maneira incompleta.

Concentra¢@es muito baixas resultam em vinagres fracos, neste caso ha necessidade
de correcdo com alcool. Ja as concentragdes elevadas sao toxicas para as bactérias acéticas,
dificultando a fermentacdo, neste caso ha necessidade de diluicdo com agua ou 0 uso de

culturas tolerantes a alta concentracao alcodlica (Gomes et al, 2013).
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Perturbacéo da pelicula de bactérias

As bactérias nos processos lentos desenvolvem-se em forma de uma fina pelicula
sobrenadante chamada “mae do vinagre”, que ¢ constituida por bactérias acéticas € uma
substancia gelatinosa produzida pelos préprios microrganismos que se mantém em contato
com o ar ambiente. A perturbacao dessa pelicula pode levar ao rompimento e, consequente,
imersdo. Submersas, as bactérias continuam a utilizar os elementos nutritivos da matéria-

prima, porém pela privacédo do ar, deixam de produzir &cido acético.

Auséncia de oxigenio

A acetificagdo do alcool é primordialmente uma oxidacdo e depende do oxigénio
para decorrer normalmente.

Por se tratar de microrganismos aerobios necessitam de uma quantidade adequada
de O2 para que a fermentacdo ocorra normalmente. A velocidade da fermentacdo vai
depender da quantidade de ar fornecida bem como da transferéncia do mesmo as bactérias.
No entanto, se 0 oxigénio for excessivo pode levar a perda de alcool por evaporagdo, com
0 aumento exagerado da temperatura pelo excesso de atividade metabdlica e perda de

acido acético por oxidacdo (Gomes et al, 2013)

e Processos de Acetificacao
Os principais processos industriais utilizados para a fabricacdo de vinagres sdo

baseados nos métodos de Orleans, Aleméao ou Submerso.

Processo Lento, Orleans ou Francés

O processo Orléans é o mais antigo e tradicional método de producdo de vinagre.
Consiste em favorecer o contato do ar com uma fina camada gelatinosa, que se mantém na
superficie do vinho (mae do vinagre). O vinho é colocado em barris de madeira adaptados
e designados de acetificadores, para acetificar.

A figura 5 mostra fragmentos da “mae do vinagre” retirada de uma das barricas

onde decorria a fermentacéo aceética.
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Figura 5: “Mae do vinagre” retirada da barrica da fermentagdo acética 4.2, no final da fermentagao

Conhecido e utilizado desde a antiguidade, o seu aperfeicoamento tecnoldgico
iniciou-se ha cerca de 200 anos, ao observar-se barricas que continham vinho nao estavam
cheias, apresentavam “avinagramento” mais rapido devido a maior superficie de contato
com o ar, e, portanto, sujeita a um maior arejamento (Suman, 2012).

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 oxidagdo
acética mas impedem ao mesmo tempo 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
(“mae do vinagre”) ou movimentacao de particulas ja decantadas (Takemoto, 2000).

A figura 6, apresentada de seguida, exemplifica uma dessas barricas, onde sdo
visiveis todos os orificios que sdo falados e também o nivel a que a barrica deve de

funcionar.
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= -~ Entfld! do vinho

-L; J¢—Tormnelra

Figura 6: Processo tradicional de acetificacdo
Fonte: (Rizzon & Meneguzzo, 2002)

O procedimento consiste em colocar no barril cerca de um tergo de sua capacidade
com vinagre, e vao sendo adicionadas quantidades de vinho ou o fermentado de fruta entre
10 a 15 litros por semana, durante um més. Ao fim de quatro semanas ja se podem extrair
cerca de 15 litros de vinagre, substituindo-se por outro tanto de vinho novo, repetindo-se
desta forma o processo ao longo do tempo (Suman, 2012).

A temperatura ambiente para este processo ndo deve exceder 25°C, evitando-se
assim perdas de alcool por evaporacao.

O vinagre produzido por este método tem qualidade considerada superior a do
obtido por outros métodos, isto porque ocorre 0 amadurecimento natural no vinagre, antes
de ser retirado das barricas. Este amadurecimento reduz o sabor picante, préprio dos
vinagres recém produzidos, torna o liquido mais suave e consequentemente, mais
agradavel. O envelhecimento permite a lentiddo das transformagdes quimicas,
transformando residuos de acetaldeido, etanol, acido acético e outros, produzindo ésteres e
hemi-acetais, de sabores e odores mais agradaveis (Zilioli, 2011). No entanto, este tipo de
processamento é de baixa produtividade, ocupa muito espaco e atualmente é usado
exclusivamente para a producdo doméstica. (Suman, 2012).

Este processo também conhecido como processo tradicional, foi o utilizado no
trabalho em questdo, mas em escala mais reduzida barricas de 10 L, em vez de 200L como

¢ referido no texto acima.

17



Otimizacé&o de Processos Fermentativos a partir de Citrinos

Processo Rapido ou Alemao

Os processos rapidos sdo bastante utilizados atualmente. Foram idealizados por
Boerhave no comeco do século XVIII, ao descobrir que a transformacdo do vinho de
macas em vinagre era bastante rapida quando deixava passar o vinho, através de um
recipiente cheio de bagagos de maca (Takemoto, 2000).

Atualmente sdo utilizados recipientes geradores, empacotados com diversos tipos
de material de enchimento (por exemplo, a madeira). As bactérias acéticas colonizam a
superficie do material e oxidam etanol a 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 aceéticas se fixam, transformando o contetdo alcodlico em &cido
acético. A recirculacdo ocorre quantas vezes forem necessarias até a total transformacéo.
Uma vez ocorrido o processo total, metade da tina de depdsito é descarregada, voltando a
introduzir a mesma quantidade de vinho base (Suman, 2012).

Os geradores tém tamanhos e formas diferentes. O tamanho varia entre 15 a 30 cm
de diametro por 20 a 60 cm de altura. Tém forma cilindrica e um suporte perfurado que
sustenta o material de enchimento no fundo. Pelos orificios de suporte, passa o ar a ser
utilizado na oxidagdo. O material de enchimento tem de permitir o contato intimo entre
liquido e ar, de forma a facilitar as trocas, sdo utilizadas fibras de coco, carvdo-coque,
sabugo de milho ou outras. A acidez aumenta progressivamente conforme o liquido vai
sendo passado. Sendo o processo exotérmico, o liquido deve ser resfriado antes de entrar
novamente para o gerador (Suman, 2012).

O processo alemdo apresenta inconvenientes. Esta sujeito a gravissimas infestacGes
por insetos e moscas. Isso acaba for¢ando a desativacgdo total do recipiente, obrigando o
produtor a esterilizar todo o meio de enchimento, por vapor ou assepsia com etanol. E
também frequente o entupimento total dos locais de passagem do mosto e do ar, em virtude
do crescimento incontroldvel de bactérias acéticas indesejaveis. Neste caso, existe a

necessidade de substitui¢do anual de todo o material (Zilioli, 2011).

Processo submerso
O desenvolvimento da industria vinagreira foi muito lento devido ao baixo valor do
produto e ao carater artesanal das fabricas. Somente no século XX, em 1932, um alemao

chamado Frings patenteou um modelo de acetificador provido de dispositivos para
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controlo da temperatura, de arejamento forgado e para a renovagdo semicontinua da carga
de vinho-vinagre (Takemoto, 2000).

Na producdo de vinagre por este processo, as bactérias acéticas encontram-se
submersas no mosto, multiplicando-se e retirando energia da reagdo de oxidagdo do alcool
etilico a &cido acético. Para catalisar essa reacdo, que lhes fornece energia, as bactérias
aceticas necessitam da administracdo continua e adequada de oxigénio em todos os pontos
do tanque. Breves interrupc¢des no fornecimento de oxigénio, sobretudo nas fases finais de
fermentagdo, afetam quase definitivamente o rendimento (Zilioli, 2011).

A diferenca deste método para o processo alemdo é o fato da cultura de
microrganismos estar submersa sem a presenca de nenhum suporte (material poroso).

O processo de acetificacdo € exotérmico e assim, deve permitir, através de
serpentina, a dissipacao térmica, possibilitando, dessa forma, o controle da temperatura
dentro de uma faixa conveniente. O 6timo de temperatura de fermentacdo depende da
concentracdo do substrato, sendo a mesma por volta de 28°C. Um disco giratorio no espago
livre do tanque evita a formacao de excessiva espuma (Suman, 2012).

O processo de fermentacdo submersa apresenta uma série de vantagens como, alta
eficiéncia, dispensa tratamentos de clarificacdo e de filtracdo. A produtividade média
desses acetificadores € igual a 1/4 de seu volume util em litros de vinagre a 10% ao dia
(Suman, 2012).Outra vantagem oferecida pelo método é o menor espaco ocupado pelo
acetificador (Takemoto, 2000).

1.3.4- Matéria-prima

Qualquer fonte de hidratos de carbono fermentavel pode ser usada na produgéo de
vinagre. Um pouco por todo o mundo, diversas matérias-primas tém sido usadas, sendo o
vinho (uvas) considerado o mais tradicional. Também sdo considerados vinagres
tradicionais os vinagres feitos a partir de sidra (macds), saqué (arroz) e cerveja (malte),
porém diversas fontes ndo tradicionais tém sido citadas na literatura cientifica, como
laranja, mel, manga, banana, abacaxi, amora, caju, tamarindo, Kiwi, maracuja, jabuticaba e
cebola. No Brasil a imensa maioria dos vinagres produzidos tem com matéria-prima o
etanol de cana-de-acucar e nos Estados Unidos o vinagre de etanol de cereais,

especialmente o de milho é produzido em larga escala (Zilioli, 2011).
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A laranja (Citrus sinensis), pertencente a familia Rutaceae, é originaria da Asia e ¢
uma das principais frutas produzidas no mundo. Os &cidos organicos, acucares e
compostos fendlicos estdo entre os principais constituintes das frutas citricas. A sua
natureza e concentragdo interferem diretamente no sabor caracteristico e qualidade
sensorial. Os principais acidos organicos de frutas citricas sdo os acidos citrico e malico. O
teor de volateis do sumo de laranja pode ser alterado a partir da fermentacéo alcodlica,
devido a producdo de novos compostos pelo metabolismo das leveduras, como alcoois,
acidos organicos, aldeidos, cetonas e ésteres, sendo estes ultimos de particular importancia.
Nos Ultimos anos foi dada uma atencdo especial aos compostos fenolicos das frutas
citricas, pois ha fortes indicios de que estes possam desempenhar um importante papel na

capacidade antioxidante destas frutas (Zilioli, 2011).

Laranja

A laranja é o fruto produzido pela laranjeira, uma arvore da familia das Rutaceas.
Trata-se de um fruto hibrido, criado na antiguidade a partir do cruzamento do pémulo com
a tangerina.

A laranja foi trazida da China para a Europa, no século XVI, pelos portugueses. Na
segunda metade do século XIX descobriu-se na Baia, no Brasil, uma laranja que era mais
doce, sumarenta e agradavel a vista, sem carogos e com um umbigo no extremo oposto ao
pedunculo. Foi levada para os Estados Unidos da América, donde se converteu anos mais
tarde na rainha das laranjas, a variedade conhecida como Washington Nave (Omaiaa,
2011).

E uma fruta muito rica em vitamina C e em minerais como Calcio, Ferro e Fosforo.
Também é fonte de vitaminas A e do complexo B.

Entre as multiplas funcdes, a vitamina C ou acido ascorbico tem a capacidade de
combater os radicais livres, o que Ihe confere um papel essencial como antioxidante. A
vitamina C também ajuda na resisténcia a infe¢Bes, pode atuar na diminuigdo do risco de
doencas cardiovasculares, no tratamento da hipertensao, entre outros.

As principais variedades produzidas no nosso pais sdo:a Baia (Washington
Navel), Newhall, Dalmau (Navelina), Lane Late, Navel Late, Rhodee Barnfield, Valéncia

Late (clones: D. Jodo, Frost, Olinda), de Setubal e Jaffa.
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Em Portugal, a comercializacdo ocorre durante todo o ano, gragas a utilizacdo de
variedades temporas de meia estacdo e tardias. As variedades Dalmau e Newhall tém a sua
época de producdo entre Novembro e Marco, quanto as variedades Baia e Jaffa de
Fevereiro e Abril e as Valencia Late e Lane Late desde Margo a Agosto, estas Gltimas sdo
exclusivamente da regio algarvia.

Normalmente a comercializacdo da laranja é efetuada apos a colheita, pois as
estruturas de frio sdo escassas, recorrendo-se a estas apenas no caso de excesso de oferta e
apenas para conservagao, uma vez que a laranja ndo amadurece apds a colheita (Omaiaa,
2011).

A laranja é um dos frutos com maior protagonismo na gastronomia, dado que se
emprega nas diferentes cozinhas internacionais para acompanhar diversos pratos, na
confecdo de bolos, tortas, biscoitos, batidos e salada de fruta. E também um ingrediente
fundamental nos molhos agridoces tipicos da cozinha oriental, como acompanhamento

para pratos de carne.

e Laranja utilizada

Newhall

A variedade de laranja 'Newhall' € um fruto de tamanho médio a grande, com forma
oblonga a elipsoide, umbigo pequeno e casca cor de laranja intenso. A polpa é de textura
média e sabor agradavel, com 10 a 12 gomos e ndo contém sementes. O teor em sumo

varia entre 35% a 45 %. A época de maturacdo vai de Outubro a Fevereiro (Frustock, sd).

Pala

A laranja “Pala” é um fruto de tamanho muito irregular, varia de pequeno a médio e
grande consoante a altura do ano em que é colhido. A colheita desta laranja é feita durante
praticamente todo o ano.

Variedade tipica do norte, mais especificamente da Quinta da “Casa do Vale”. Tal
como no tamanho a nivel de estrutura e sabor também é uma laranja dificil de caraterizar,
apresenta um °Brix que varia de 11 a 16°Brix, alguns exemplares mais sumarentos outros
menos, dependendo também da altura do ano em que sao colhidos, assim como as grainhas

ndo sdo uma caracteristica comum. Laranja com a qual se pretende desenvolver o processo.
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2- MATERIAIS E METODOS

O trabalho realizado baseou-se essencialmente em fermentagdes alcodlicas e
acéticas da matéria-prima em estudo, ou seja da laranja, tendo em conta o principal
objetivo do trabalho, ou seja, 0 desenvolvimento de um produto alimentar, nomeadamente
0 vinagre de laranja e mel.

Realizaram-se no total doze fermentacGes alcodlicas e cinco acéticas. Sendo trés
alcoolicas e duas acéticas consideradas ensaios preparatérios.

As fermentacbes alcodlicas ocorreram num depoésito de plastico a temperaturas
diferentes, numa estufa climatizada. As acéticas foram realizadas em barricas de madeira,
pelo processo de Orléans.

Para o desenvolvimento do trabalho seguiu-se o diagrama de blocos apresentado na

figura 7:

Laranja |—=| Lavagem Descasque Separagéo/ Pastenrizacio

Trituracdo

!

FenmentacZo Inoculagéo Preparagdo Estabilizacio Chaptalizacio
Alcodlica [ < . — 40 le— | LAaptanzag
de indculo
Permerrltlado Filtracdo Inoculacio PEI‘EE[E*:HFEL;E&D Vinagre

Alcodlico . Acética
Adicao T Pasteurizacio
W
Embalamento

Figura 7: Diagrama de blocos utilizado para o processo em desenvolvimento
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2.1- Preparacdo da Matéria-prima
Antes de iniciar o processo a matéria-prima exige alguns cuidados e preparacao no

sentido de diminuir a probabilidade de haver contaminagGes.

O primeiro passo do processo consiste na lavagem da matéria-prima com algum
tipo de desinfetante. Para a lavagem o equipamento utilizado é uma cuba de lavagem, para
tornar o procedimento mais rapido e eficiente. A cuba utilizada esta representada na figura
8.

Figura 8: Cuba de lavagem utilizada

Apos a lavagem segue-se o descasque, onde é retirada a casca a matéria-prima
manualmente.

A separacdo e trituracdo sdo realizadas com o auxilio de um equipamento
especifico de separacdo e trituragdo, como por exemplo uma maquina de sumos. Nesta
fase, peles e grainhas sdo separadas do sumo final. A figura 9 apresenta o equipamento

utilizado.
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Figura 9: Méaquina de sumos utilizada

Apo6s a obtencdo do sumo, este € colocado num recipiente e sdo efetuadas analises
de pH e °Brix, para determinar as condigdes iniciais do sumo. A medigdo de pH é feita com
um potenciémetro, os graus Brix sdo medidos com o auxilio de refratometro.

Segue-se a pasteurizacao do sumo obtido, durante 30 minutos a uma temperatura de
70°C. O equipamento utilizado nesta tarefa é um robd de cozinha.

Este procedimento é necessario para, mais uma vez minimizar os riscos de
contaminac&o.

Para a Chaptalizacdo € necessario que a matéria-prima esteja a temperatura
ambiente, logo ha um periodo de espera até que arrefeca, por vezes é necessario refrigerar
para acelerar o processo.

A anélise do agucar é efetuada com o auxilio de um refratometro, o qual mede o
°Brix, como ja foi referido. O teor de agucares varia consoante a fruta, e mesmo quando se
trata da mesma fruta este parametro varia. No caso especifico da laranja utilizada os graus
Brix variam entre os 11 e os 16 °Brix de colheita para colheita.

Foi feito o acerto dos °Brix, com mel, para um valor entre 17 e 19°Brix consoante 0
ensaio e as condi¢Ges em que se pretendia trabalhar. N&o foi determinada a quantidade de

mel a adicionar, este era adicionado aos poucos até atingir os °Brix pretendidos.
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Apos a preparacdo da matéria-prima, segue-se um periodo de estabiliza¢do no qual

0 sumo ¢ colocado num deposito de plastico onde decorre a fermentacdo alcodlica.

2.2- Fermentacdo Alcodlica
Na fermentac&o alcodlica foram testadas duas leveduras distintas, a Saccharomyces
cerevisiae e a Saccharomyces bayanus com o intuito de determinar a mais adequada ao

trabalho em questéo.

Preparagdo do indculo

Considerando a Saccharomyces cerevisiae, esta necessita de um periodo de
ativacdo de 15 a 30 minutos a 37°C, de acordo com as indicacbes do fabricante. A
quantidade de levedura a utilizar também é determinada de acordo com o especificado na
embalagem, neste caso 20g para cada 100 L.

No caso da Saccharomyces bayanus, mais uma vez de acordo com as indicagdes do
fabricante, necessita de um periodo de ativacdo de 15 a 30 minutos a 32°C.

Nesta fase sdo também preparados 0s nutrientes necessarios a fermentagédo

alcoolica, nas concentracfes seguintes:

Sulfato de Amonio — 0,2g/L
Fosfato de Amonio — 1,0g/L

Sulfato de Magnesio — 0,1g/L
Inoculacéo

Depois das etapas de preparacdo do indculo, é efetuada a inoculacdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae ou da Saccharomyces bayanus e inicia-se assim a fermentagéo
alcodlica.

A fermentacdo alcodlica é acompanhada pela medi¢do do pH e do °Brix até que
este ultimo estabilize.

Durante a fermentacdo alcodlica também vai sendo determinado o teor alcodlico
com o auxilio de uma ferramenta online, sabendo o °Brix € possivel determinar o teor
alcodlico. Quando estabiliza é novamente determinado o teor alcodlico e 0 mosto sera

posteriormente filtrado.
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Os depositos de plastico utilizados para a fermentacdo alcoodlica, estdo

representados na figura seguinte (figura 10).

Figura 10: Depdsitos de plastico utilizados na fermentagdo alcodlica

A filtracdo é realizada com o auxilio de um pano de queijo. O mosto resultante é
armazenado em garrafdes de pléstico e refrigerado. E também calculado o respetivo

rendimento.

2.2.1- Ensaios Exploratdrios

e Fermentacdo alcodlica 1
Esta primeira fermentagéo, feita para perceber os parametros mais relevantes a ter
em conta e por onde comegar a trabalhar no sentido da aproximacéo as condicdes reais que
0 processo esta sujeito.
Inicialmente o °Brix apresentava um valor de 13°Brix antes da adicdo de acucar e
um pH de 3,65. Foram adicionadas 800g de aculcar a um volume de 10,2 L e passou para
18,5°Brix e um pH de 3,67.
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Foram adicionados 0s nutrientes necessarios nas respetivas proporcoes referidas
anteriormente.

A levedura utilizada foi a Saccharomyces bayanus. A primeira inoculacéo foi feita
dia 20 de fevereiro a uma temperatura de 28°C, como ndo fermentou, inoculou-se

novamente no dia 22 de fevereiro, sendo a temperatura aumentada para 30°C.

e Fermentacdo Alcoolica 2
Na segunda fermentag&o o °Brix inicial foi 13,6 antes da adi¢do de acucar e um pH
de 3,62. Foram adicionadas 450g de agucar a um volume de 7,35 L e passou para 18,8°Brix
e um pH de 3,65.
Foram adicionados 0s nutrientes necessarios nas respetivas proporcoes.
A levedura utilizada foi a Saccharomyces bayanus 2,205g de acordo com as

indicacdes da embalagem, a fermentagdo ocorreu a uma temperatura de 30°C.

e Fermentacdo Alcodlica (Mel)

Foi a primeira fermentacdo na qual foi utilizado o mel como fonte de sacarose,
depois de perceber como 0 processo decorria com a utilizagdo do agucar, € utilizado o mel
para averiguar se o processo ocorre do mesmo modo.

O brix inicial do sumo era de 13°Brix e o pH de 3,70. Foram adicionados 1,5 kg de
mel para um volume de 16 L, o Brix inicial da fermentacao foi de 18,6 e 0 pH manteve o
mesmo valor, ou seja 3,70.

Foram adicionados os nutrientes necessarios nas respetivas proporcoes.

A levedura utilizada foi novamente a Saccharomyces bayanus 4,814 g de acordo

com as indicacgdes da embalagem, a fermentac¢ao ocorreu a uma temperatura de 30°C.

2.2.2- Ensaios Realizados

Para estes ensaios era necessario avaliar alguns fatores, para determinar a ordem
com que esses fatores seriam analisados, assim como a relevancia dos mesmos foram
utilizadas referéncias de um curso online “Experimentacdo para Aperfeicoamento de
Processos”. O que resultou numa experiencia com trés fatores de dois niveis cada um, o
que da um total de 8 combinagoes.

Tendo em conta 0 modelo, foram realizadas oito fermentacdes alcoolicas, nas quais

variam 0s parametros apresentados na tabela seguinte.
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Tabela 1: Pardmetros da fermentacéo alcoolica

Alcoolica 3.1 27 S. bayanus 17
Alcodlica 3.2 27 S. cerevisiae 17
Alcoolica 4.1 23 S. bayanus 17
Alcoolica 4.2 23 S. cerevisiae 17
Alcodlica 5.1 27 S. bayanus 19
Alcoolica 5.2 27 S. cerevisiae 19
Alcodlica 6.1 23 S. bayanus 19
Alcodlica 6.2 23 S. cerevisiae 19

Estes ensaios foram sempre realizados dois a dois, apenas uma das condicOes

variava e a temperatura era igual para ambos.

e Fermentacgdo Alcoolica 3
Inicialmente 0 sumo tinha 16,2°Brix, 0 que por si s6 ja era um valor bastante
elevado, a quantidade de mel adicionada foi apenas de 0,180 kg para um volume de 17 L, 0
°Brix subiu para 17 que era o valor pretendido e o pH passou para 3,60.
Efetuaram-se duas fermentagdes em simultaneo, ambas a 27°C, diferindo apenas na
levedura, a fermentagdo 1 foi com a Saccharomyces bayanus e a fermentagdo 2 com a

levedura Saccharomyces cerevisiae.

Fermentacéo 3.1 e 3.2:
Foram adicionados 0s nutrientes necessarios nas respetivas propor¢des indicadas na

“preparacao do indculo”.

e Fermentacdo Alcoolica 4
A semelhanca da fermentacdo anterior e tal como nas seguintes foram feitas duas
fermentagdes em simultdneo a mesma temperatura, neste caso 23°C, diferindo novamente
na levedura, a fermentagéo 1 foi com a Saccharomyces bayanus e a fermentagdo 2 com a
levedura Saccharomyces cerevisiae.
Relativamente & caracteristicas iniciais do sumo, apresentava um °Brix de 16,0 e

um pH 3,50. O Brix acertou-se com mel para os 17°Brix, mais precisamente 17,4 e foram
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utilizados 0,280 kg de mel para um volume de 15 L, ou seja 7,5 L para cada uma das

fermentacdes. O pH alterou-se para 3,53.

Fermentacéo 4.1 e 4.2:
Foram adicionados os nutrientes necessarios nas respetivas proporgdes, tal como

referido na “preparacgao do in6culo.

Fermentacdo Alcoodlica 5
Mais uma vez as duas fermentagcdes ocorreram a0 mesmo tempo e a mesma
temperatura, neste caso 27°C, a levedura volta a ser diferente, a fermentacéo 1 foi com a
Saccharomyces bayanus e a fermentacdo 2 com a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Depois de pronto o sumo, apresentava um °Brix de 13,0 e um pH 3,75. O Brix foi
corrigido com mel para os 19°Brix e foram utilizados 1,64 kg de mel para um volume de

16 L, ou seja 8 L para cada uma das fermentacdes. O pH alterou-se para 3,77.

Fermentacéo 5.1 e 5.2:
Foram adicionados 0s nutrientes necessarios nas respetivas proporgdes tal como

esta referido na “preparagdo do indculo”.

e Fermentacdo Alcodlica 6
As duas fermentacBes ocorreram novamente em simultaneo e a mesma temperatura,
neste caso 23°C, a levedura volta a ser diferente, a fermentacéo 1 foi com a Saccharomyces
bayanus e a fermentacdo 2 com a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Inicialmente 0 sumo, apresentava um °Brix de 12,0 e um pH 2,75. O Brix foi
corrigido com mel para os 19°Brix e foram utilizados 2,04 kg de mel para um volume de

18 L, ou seja 9 L para cada uma das fermentacgdes. O pH alterou-se para 3,73

Fermentacéo 6.1 e 6.2:

Foram adicionados 0s nutrientes necessarios nas respetivas proporgoes.
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2.3- Fermentacdo Acética

Foram realizadas cinco fermentagdes acéticas, duas das quais considerados ensaios
exploratérios, decorreram em diferentes periodos de tempo, de acordo com as
fermentacdes alcodlicas efetuadas.

Tal como foi referido a fermentacdo acética decorreu em barricas de madeira numa
sala com temperatura controlada, entre 25 a 27°C. O pH foi medido diariamente, assim
como a acidez total, que por sua vez determina o fim da fermentacdo acética quando 0s
seus valores estabilizam.

A figura 11 apresenta duas das barricas utilizadas para a fermentacdo acética:

Figura 11: Barricas de madeira utilizadas na fermentagéo acética

Antes de encher as barricas, estas tem de ser previamente preparadas. Em primeiro
lugar é necessario lavar, depois de lavadas sdo cheias com agua quente para a madeira
expandir evitando deste modo perdas de liquido pelas possiveis brechas que esta possa
conter.

Como € possivel ver na imagem anterior as barricas possuem um orificio na parte
da frente e outro igual na parte de tras. Este tem de ser isolado de modo a que ndo entrem
contaminagOes exteriores, como por exemplo moscas e mosquitos. No entanto ndo podem
ser completamente tapados pois 0 processo necessita de oxigenio para que a fermentacéo
ocorra, entdo € utilizada gaze, que devido & sua malha fina evita contaminantes mas deixa

passar o ar.
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Na parte superior da barrica € colocado o tubo em forma de J por onde é
alimentada. Este ndo pode ser excessivamente grande de modo a tocar no fundo da barrica
mas também ndo pode ser muito curto, para quando a barrica € realimentada néo interferir
com a pelicula superior de baterias acéticas responsaveis pela producdo do vinagre.

Quando a barrica ndo esta a ser alimentada, o orificio do tubo também deve estar

devidamente isolado, pelos mesmos motivos acima referidos.

Inoculacéo

A inoculacdo é feita com vinagre ndo pasteurizado, numa razéo de 1:3, ou seja, um
terco do volume total corresponde ao indculo.

Deixa-se repousar e sao retiradas amostras diariamente para avaliar a sua evolugéo,
com a medicdo do pH e da acidez total. Quando os valores de acidez estabilizam é obtido
vinagre. Nesta fase a producdo poderd continuar ou entdo terminar a fermentacéo,
pasteuriza-se e embala-se para armazenar. Optando pelo primeiro caminho, faz-se uma
adicao.

Na inoculacao foram utilizados como inoculo dois tipos diferentes de vinagre. Na
primeira inoculagdo, ou seja a que corresponde aos ensaios exploratorios, foi feita com
vinagre de vinho, que em termos de sabor se afasta um pouco daquilo que era pretendido.

Na segunda inoculagdo, ou seja, na que corresponde aos ensaios realizados o
inoculo utilizado foi de outro fabricante e neste caso ja se tratava de um vinagre de fruta,
nomeadamente o vinagre de sidra. O que permite desde inicio uma maior aproximacao as

caracteristicas organoléticas finais desejadas.

Adicéo
Quando a fermentacdo acética ja estd a decorrer a adicdo de novo mosto é de 10%
do volume total de fermentado, apds a retirada desse mesmo volume de vinagre ja pronto.

O acompanhamento da fermentacdo mantém-se tal como antes até estabilize novamente.

Pasteurizacéo e Embalamento

Apos a retirada do vinagre da barrica sera novamente pasteurizado mais uma vez a
70°C durante 30 minutos para prevenir qualquer tipo de contaminagéo.

Depois do vinagre estar pronto e de acordo com a acidez total obtida no final da

fermentacao, este € diluido de modo que os valores de acidez total ndo ultrapassem o valor
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da legislagdo. Da mesma forma o teor alcodlico também é determinado através de
destilacdo e picnometria, para que tambeém estes ndo ultrapassem os valores legislados para
este parametro.

E por fim é embalado, tal como se pode verificar de seguida na figura 12.

n T

e

Figura 12: Produto final, vinagre depois de embalado

2.3.1- Ensaios Exploratérios
e Fermentacdo Acética 1 e 2 (Mel):

A fermentacdo acética, como ja foi referido realizou-se em barricas de madeira,
pelo processo conhecido como tradicional. Nesta primeira fermentacdo o mosto utilizado
foi o correspondente a fermentacéo alcodlica 2, sendo a barrica cheia com 4 L deste mosto
e inoculada com 2 L de indculo, isto é, vinagre ndo pasteurizado. O vinagre utilizado foi
vinagre de vinho, visto que ndo havia vinagre de outros frutos disponivel nesta altura.

Na “fermentagdo 2” correspondente a fermentacdo alcodlica do mel a barrica foi
cheia com 4 L deste mosto e inoculada com 2 L de inoculo tal como a anterior, também o
vinagre utilizado foi o vinagre de vinho, dado que ambas as fermentacdes se iniciaram na
mesma altura, logo o indculo utilizado foi 0 mesmo para ambas.

A fermentagdo foi acompanhada diariamente, com a medigdo do pH e da acidez

total
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2.3.2- Ensaios Realizados

Nesta fase, decorreram trés fermentacGes acéticas em simultaneo correspondentes
as fermentacOes alcodlicas efetuadas, mais uma vez ocorreram em barricas de madeira
numa sala com temperatura controlada. A temperatura inicial da fermentagéo foi de 27°C,
mas com o decorrer do tempo e também devido as elevadas temperaturas exteriores passou
a ser de 25°C.

e Fermentagdo Acética 3:

Esta fermentacdo corresponde a fermentacdo alcodlica 3, ou seja 0 mosto utilizado
na inoculacéo foi o resultante da fermentacéo alcodlica 3 (fermentacdo 1 e fermentacéo 2),
logo foram usadas duas barricas (Acética 3.1 e Acética 3.2), para avaliar se com 0 seu
desenvolvimento, haveria alguma interferéncia com o tipo de levedura utilizado.

O inoculo utilizado, neste caso ja foi vinagre de fruta, mais precisamente vinagre de
sidra ndo pasteurizado, 0 que por sua vez, ja tem carateristicas mais proximas ao produto
que se pretende obter no final.

A semelhanca das fermentagdes anteriores a inoculacio foi de 1:3, dois tercos do

volume com mosto e um terco de inoculo, num volume total de seis litros.

e Fermentacdo Acética 4:
Fermentacao correspondente a fermentacdo alcoolica 4, ou seja 0 mosto utilizado
na inoculacdo foi o resultante da fermentacdo alcodlica 3, mais especificamente a
fermentagdo 4.2, (Acética 4.2), a correspondente a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Também nesta o indculo utilizado foi vinagre de sidra ndo pasteurizado.
A semelhanca das fermentacdes anteriores a inoculacdo foi de 1:3, dois tercos do

volume com mosto e um terco de in6culo, mas neste caso o volume total foi de trés litros.

2.4- Métodos Analiticos

Ao longo do trabalho tal com tém sido referidas, sdo efetuadas analises nas varias
etapas do processo, como a medicao de pH, a medicdo do °brix, o calculo da acidez total e
a medicao do teor alcoolico.

Todas estas medigOes sdo relevantes para o acompanhamento e percecdo do

processo.
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2.4.1- Medigéo do pH

O medidor de pH é um instrumento utilizado para medir a acidez ou a alcalinidade
de uma solucao, também chamada de pH. O pH é a unidade de medida que descreve o grau
de acidez ou alcalinidade e ¢ medido numa escala de 0 a 14. O valor de pH expressa o grau
de acidez de um acido ou de uma base em relagdo a atividade dos ides de hidrogénio.

Figura 13: Medidor de pH utilizado

Neste caso, a medicdo de pH foi feita com o medidor CONSORT C931, tal como
mostra a figura anterior (figura 13). Este aparelho é constituido por um elétrodo e um
circuito potenciometrico, a leitura é feita em funcao da tensdo que o elétrodo gera quando
submerso na amostra, a intensidade da tensdo medida é convertida para uma escala de pH.

O aparelho tem de ser regularmente calibrado de acordo com valores de referéncia.

Para a calibracgdo séo utilizadas soluctes tampéo de pH 7,0 e 4,0.

2.4.2- Medicgéo do °Brix
O °Brix ou indice refratométrico é medido com um refratdmetro, este mede o teor de

solidos sollveis totais (SST) que sdo na maioria aglcares.
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O refratometro utilizado na medicdo foi um refratometro HANNA Instruments Inc. modelo
HI 96801, como apresenta a figura 14:

Figura 14: Refratometro utilizado

Em refratometria quando uma luz penetra num liquido ela muda de direcdo, o que
chamamos de refracdo. O angulo de refracdo ¢ medido em graus e indica & mudanga de
direcdo do feixe de luz. Entdo, um refratbmetro obtém e transforma os angulos de refragéo
em valores de indices de refracdo. A medida de indice de refracdo pode ser usada para
determinar a concentracdo de uma solucdo, pois o indice de refracdo dela varia com a
concentragéo.

O refratdbmetro é entdo um instrumento Otico utilizado para medir o indice de

refracdo e relaciona com o valor da concentracao de agucar.

2.4.3- Medigéo do Teor Alcodlico

e Medicao do teor alcoodlico pela ferramenta online

No caso da fermentacdo alcoodlica o teor alcodlico foi medido com o auxilio de uma
ferramenta online, ou seja, a ferramenta vinocalc, como mostra a figura 15.
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Monitor Ferment Progress with a Refractometer:

Initial “Brix (refractometer) 18
Current °Brix (refractometer) 16
Initial Gravity 1.075
Current Gravity (SG) 1.0581
Current Gravity (°Brix hydrometer) 143
True “Brix 15
Residual Sugar (g'L) 159
Current alcohol (%v/v) 2.1

Reset

Figura 15: VinoCalc — ferramenta online para determinacéo do teor alcoélico residual
Fonte: (Musther, 2016)

Para utilizar a ferramenta basta colocar o °Brix inicial medido pelo refratbmetro no
campo “Initial °Brix (refractometer)” e 0 °Brix correspondente &s varias leituras das
amostras retiradas, no campo “Current °Brix (refractometer)”. Com estes dados é possivel
obter o valor de °Brix corrigido, no campo “True °Brix”, uma vez que o valor deste
parametro medido no refratometro é afetado pela presenca de etanol, logo precisa de ser
corrigido.

E também obtido o teor alcodlico no campo “Current alcohol (%v/v)”, que é o

principal objetivo da utilizacdo da ferramenta.
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e Medicao do teor alcoodlico residual por destilagdo e picnometria

Em primeiro lugar é feita uma destilagcdo, no entanto como o acido acético pode alterar
os valores reais de etanol durante a titulacdo, uma vez que a amostra € muito cida, é feita
uma corre¢do do pH previamente. E utilizado hidroxido de s6dio 1M para corrigir o pH
para um pH neutro.

Depois deste procedimento segue-se entdo a destilagcdo, onde é obtida uma mistura
binaria de agua e etanol. Por fim é determinada a densidade do destilado alcodlico por
picnometria.

A densidade em relacdo a agua pura é uma ferramenta utilizada para determinar a
% de alcool em solucgdes hidroalcodlicas, a uma dada temperatura. Pode ser medida por
varios aparelhos, sendo os mais utilizados o picnémetro, o densimetro de leitura direta e o
hidrometro calibrado. Para este trabalho o aparelho utilizado foi o picnometro.

O método com picndmetro consiste na medida da massa de um volume conhecido
de liquido num recipiente denominado picnémetro. O mesmo € calibrado em relacéo a
massa da &gua pura a 20°C. Da relacdo destas massas e volumes resulta a densidade

relativa a agua.

Procedimento
Lavar o picndmetro, enxaguar com alcool e, posteriormente com éter. Deixar secar
naturalmente e pesar. Encher o picnémetro com agua a 20°C e pesar novamente. Lavar e

secar o picndémetro e proceder da mesma forma com a amostra.

Depois deste procedimento, para determinar a densidade relativa é utilizada a

seguinte equacao:

m,, —m
—28 P _ Dendidade relativa a 202/20°C (1)
mHZO - mp

Onde,
Mam - Massa do picndmetro com a amostra
mj, - massa do picnometro vazio

Mp20 - Massa do picnémetro com agua
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Com isto, obtém-se a graduacdo alcoolica do destilado alcodlico a 20°C. Para fazer
a conversdo da densidade em percentagem de alcool em volume é utilizada uma tabela de
conversao (“% de alcool em volume a 20°C (%v/v) correspondente a densidade relativa”).

O resultado final é expresso em % de &lcool em volume (%Vv/v).

2.4.4- Acidez Total

Em todas as amostras retiradas ao longo das fermentacGes acéticas foi necessario
fazer titulacOes &cido-base, para determinar a acidez total de cada amostra e a0 mesmo
tempo acompanhar o desenvolvimento da fermentacdo, de modo a perceber quando esta
terminava.

Nestas titulacBes foi utilizado hidroxido de sédio (NaOH) 1M como titulante e

como indicador acido-base foi utilizado a fenolftaleina.

e Procedimento
Com uma pipeta volumétrica, foram pipetados rigorosamente, 10mL de amostra
para um gobelé. Adiciona-se 3 a 4 gotas de fenolftaleina e a amostra é ento titulada com

NaOH 1M até atingir o ponto de viragem, ou seja, até ficar rosa carmim.

A partir do volume de titulante gasto é possivel calcular o valor da acidez total.

Para tal, utiliza-se a seguinte equacao:

(Vi — Vo) X 0,6004

% Acidez = 100 (2)

Vamostra

Onde, Vy e Vs correspondem respetivamente, ao volume inicial e final de titulante
gasto em cada ensaio. E o fator 0,6004 é um valor determinado a partir da massa molar do
acido acético e do numero de hidrogénios ionizaveis tendo em conta fatores de conversao

que permitem que o resultado obtido seja em g de acido acético/ 100mL.
2.4.4.1- Exemplo de célculo para a acidez total

Considerando a fermentacdo acética 1, no 38° dia, o volume inicial (Vo) € 0 mL, o

volume final (V) sdo 14,6 mL e o volume da amostra (Vamestra) € de 10 mL.
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Entéo, substituindo na equacéo (2):

) (14,6 — 0) x 0,6004
% Acidez = 10 X 100 = 8,766

Obtém-se uma percentagem de acidez de 8,766.
Este calculo foi idéntico para todas as amostras retiradas relativas a fermentacao

acetica, apenas diferendo nos volumes inicial e final de cada uma delas.

2.5- Calculos de Rendimento

Para avaliar de forma mais exata o desempenho das fermentagdes alcoolicas e
acéticas foram feitos céalculos de rendimento de ambas. Para cada fermentagdo foram
calculados: o rendimento em produto (Yps), a produtividade (Pr) e o rendimento da
fermentacdo (R).

As equacdes utilizadas, sdo as que se encontram apresentadas de seguida:

e Rendimento em produto

v :Pf_PO 3)
PSSy =5

Onde, nas fermentaces alcoolicas:
Po e Ps - concentracéo (g/L) inicial e final de etanol,

So € S¢ - concentracdo (g/L) inicial e final de sacarose.

Nas fermentacdes acéticas:
Po e Ps - concentracdo (g/L) inicial e final de acido acético;

So € S¢ - concentracdo (g/L) inicial e final de etanol.
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e Produtividade

Pr=—— 4

Onde, nas fermentacdes alcodlicas:

Pexp - concentracéo (g/L) de etanol experimental.

Nas fermentacdes acéticas:

Pexp - concentracdo (g/L) de &cido acetico experimental;

t — tempo de fermentacdo em horas (h), para ambas as fermentacdes.

e Rendimento da fermentacgéo (%)

P
R=-—2 %100 (5)

TEO

Onde, nas fermentaces alcoolicas:

Pexp - concentragéo (g/L) de etanol experimental;

Preo - concentracdo (g/L) de etanol méaximo tedrico.

Nas fermentacdes acéticas:

Pexp - concentracao (g/L) de acido acético experimental;

Preo - concentracdo (g/L) de acido acético maximo teorico.

2.5.1- Exemplo de célculo para a fermentacao alcotlica
Como exemplo de célculo, vao ser utilizados os dados referentes a fermentagéo
alcodlica 2 dos ensaios exploratorios. Os dados provenientes da fermentacdo necessarios

aos calculos de rendimento sdo os apresentados na tabela seguinte (tabela 2):
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Tabela 2: Dados retirados da fermentacgdo alcodlica 2

°Brix (g/1009) 18,5 1,9
% Etanol (mL/100mL) 0 9,9
Tempo de fermentagéo (h) 29

e Calculo do rendimento em produto
Para o célculo do rendimento em produto utiliza-se a equacédo (3), anteriormente
apresentada. Os valores de Sy, St e Py, sdo conhecidos, Ps tem de ser calculado através da
densidade (d) do etanol, em g/L. A densidade do etanol é de 0,789g/cm?.
Entdo,
m = P = 0,789 x99 = 78,11g

Isto significa que em cada litro de mosto, existem 78,11g de etanol. Ou seja,
P=78,11g/L.

Calculo da concentracao inicial e final de sacarose

Para este calculo € necessario saber a densidade para o °Brix a que se esta no inicio
e no final da fermentag&o. Estes valores também eram fornecidos pala ferramenta online
utilizada. Entdo com um °Brix inicial de 18,5 a densidade é de 1,077 g/cm®, e para o °Brix
final de 1,9 a densidade é 0,9942 g/cm®.

Para a concentracdo inicial de sacarose com °Brix = 18,5:

42



Otimizacé&o de Processos Fermentativos a partir de Citrinos

= 18,89 g/L

Com os valores necessarios em g/L, é sé substituir na equacéo (3):

v _ P — P, _ 78,11 -0 — 043 8etanol
P/S T Se—Sr 199,245-1889 ' geacarose

e Célculo da produtividade

O célculo da produtividade é feito com base na equacdo (4), onde a concentracdo do
etanol experimental (Pexp) € a concentracdo final de etanol (Ps), ou seja 78,11g/L. O tempo

de fermentacdo (t) foram 29h. Substituindo na equacao (4):

. PEXP _ 78,11 _ g
Pr = T = 29 = 2'6935L.h

e Calculo do rendimento da fermentacéo alcodlica

O calculo do rendimento da fermentacdo alcodlica é feito através da equacao (5), onde
mais uma vez (Pexp) corresponde a concentracdo final de etanol (Ps) e (Pteo) um valor
desconhecido que tem de ser calculado primeiro.

Prgo = (S — Sp) X Yt (6)

O valor de Yt é calculado a partir da razdo das massas moleculares da glicose e do etanol,

tendo em conta a equacdo da fermentacgéo alcodlica:

CeH,,04 — 2C,H;OH + 2CO,
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Entao,

_2><Me

Yt
Mg

Onde, Me é a massa molecular do etanol que é 46 g/mol e Mg a massa molecular da

glicose que é 180 g/mol. Deste modo é possivel calcular o valor de Yt:

246

5o = 0511
Substituindo na equacéo (5):
R = 2BXP 100 = 78,11 X 100 = 84,7545%
~ Preo (199,245 — 18,89) x 0,5111 I 0

2.5.2- Exemplo de calculo para a fermentacéo acética

Como exemplo de célculo, vao ser utilizados os dados referentes & fermentagéo
acética 1 dos ensaios exploratérios. Os dados provenientes da fermentacao necessarios aos

calculos de rendimento estdo apresentados na tabela 3:

Tabela 3: Dados retirados da fermentacéo acética 1

% Acido acético (g/mL) 0 8,65
% Etanol (mL/100mL) 9,9 0
Tempo de fermentacéo (h) 912

e Célculo do rendimento em produto

Para o calculo do rendimento em produto utiliza-se a equacgédo (3), anteriormente

apresentada. Os valores de Sy, Pse Py, sdo conhecidos, 0, 0 e 86,5, respetivamente. Sy e St
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sdo calculados através da densidade (d) do etanol, em g/L. A densidade do etanol é de
0,789g/cm?.

Entao,

m=S, =0,789 x 99 = 78,11g

Isto significa que em cada litro de mosto, existem 78,11g de etanol. Ou seja,
So=78,11g/L.

Substituindo na equacéo (3):

l:)f — l:)0 _ 78,11 -0 = 1,107 8acido acético

P/S TS, —S 865-0 Zetanol

O rendimento em produto € de 1,107 Qacido acético/ Uetanol-
e Calculo da produtividade

O célculo da produtividade é feito com base na equacdo (4), onde a concentracdo do

acido acético experimental (Pexp) é a diferenca entre as concentragdes inicial e final de
acido acético. Sabendo que o tempo (t) é de 912h.

P 865-0 g
Pr=—"="915 = 00% 3}

e Calculo do rendimento da fermentacéo alcodlica

O célculo do rendimento da fermentacdo acética é feito através da equacdo (5), onde
mais uma vez (Pexp) corresponde & diferenca entre as concentrages inicial e final de &cido

acético e (Pteo) um valor calculado através do produto entre a quantidade de etanol
consumida e o fator Yt.

Prgo = (So — Sp) X Yt
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O valor de Yt é calculado a partir da razdo das massas moleculares do &cido acético e do

etanol, tendo em conta a equacdo da fermentacgéo alcodlica:
CH5CH,OH 4 0, - CH3COOH + H,0
Entdo,

Vvt = Ma
= Mg
Onde, Me é a massa molecular do etanol que é 46 g/mol e Ma a massa molecular do

acido acético que é 60 g/mol. Deste modo é possivel calcular o rendimento teérico, Yt:

Yt = 00 _ 1,3
46
Substituindo na equacéo (5):
R=TEXP 00— 80570 00— 67 21Y%
~ Preo T (7811-0)x 1,3 R
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3- APRESENTACAO DE RESULTADOS

3.1- Ensaios Exploratérios

Como ja foi referido anteriormente foram realizados ensaios exploratérios quer da
fermentacdo alcoodlica quer da fermentacdo acética. Estes ensaios tinham como principal
objetivo perceber as condi¢Bes em que se poderia trabalhar, dado que a laranja é um citrino
e por vezes torna-se dificil produzir vinagre, dado que o &cido citrico interfere com a

fermentacao acética.

3.1.1- Fermentacdes Alcodlicas

Fermentacéo Alcoolica 1:

Tabela 4: Dados referentes a fermentacao alcodlica 1

0 18,5 18,5 0
2,5 18,3 18,5 0
18,5 18,8 18,5 0
23,5 18,4 18,5 0
26,5 18,7 18,5 0
42,5 18,3 18,5 0
47,5 18,6 18,5 0
50,5 18,3 17,9 0,5
66,5 15,3 e 3,1
68,5 14,3 12,2 4
71,5 12,9 10,8 51
74,5 11 8,2 6,6
90,5 6,8 2,5 9,7
95,5 6,8 2,5 9,7
98,5 6,8 2,5 9,7
162,5 6,8 2,5 9,7
169 6,8 2,5 9,7

Nesta primeira fermentacdo € notorio, o fato da fermentagdo ter sido inoculada uma

segunda vez, pois demorou cerca de dois dias a comegar a baixar o °Brix. A fermentacédo
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terminou depois de 90,5h no entanto manteve-se mais algum tempo para ter a certeza que

se continuava estavel.

O grafico que se segue mostra a varia¢do dos °brix e da % de etanol em funcdo do

tempo:

2Brix % Etanol
20 12

18

16 mn 1 - 10

14 — -8

12 I L2 2 Brix
10 u B % Etanol

8 - r4

6 -2

i I mE e -0

0 -2

0 50 100 150 200
Tempo (h)

Figura 16: Variagdo do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente a fermentacao alcodlica 1

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

foram calculados de acordo com as equaces 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 20.

Fermentacdo Alcodlica 2:

48

Tabela 5: Dados referentes a fermentacéo alcodlica 1

3,5

21
25
26
29
46

18,5
17,5
17,5
17,3
7,3
6,2
6,2
6,4
6,4

18,1
16,8
16,8
16,6
3,2
1,7
1,7
1,9
1,9

1,2
1,2
1,4
9,3
10,1
10,1
9,9
9,9
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Verifica-se pela tabela que apos 29h a fermentagdo termina. Os valores finais séo
idénticos aos da fermentacao anterior.
O grafico que se segue mostra a variacdo dos °brix e da % de etanol em funcdo do

tempo:

¢ Brix % Etanol
20 ‘ 12
18 —
[ | [ | - 10
16 - —
14
-8
12
10 3 2Brix
3 / \ =% Etanol
6 -4
4 -2
2 +mm o
0 . T T T T O
0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

Figura 17: Variagdo do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente a fermentacao alcodlica 2

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao,
foram calculados de acordo com as equacdes 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-
se sintetizados na tabela 20.

Fermentacéo Alcoolica Mel:

Tabela 6: Dados referentes & fermentagéo alcodlica mel

0 18,6 18,6 0
2 18,6 18,2 0,3
4 18,6 18,2 0,3
6 18,5 18,1 0,4
23 10,6 7,6 7
25 9,6 6,3 7,7
27 8,2 4,3 8,8
29 7,6 3,5 9,2
31 6,5 2 10
48 6,6 2,2 9,9
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A fermentacdo alcodlica termina cerca de 31h horas depois e mais uma vez 0s
valores finais sdo semelhantes aos das fermentacdes anteriores.
O grafico que se segue mostra a variacdo dos °brix e da % de etanol em funcdo do

tempo:

2 Brix % Etanol
2,0 - 12
1,8 o=
|| [ ] - 10
1,6 B ||
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1,2
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0,8 -4
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i -0
0,2 —
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Tempo (h)

Figura 18: Variacdo do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente a fermentacéo alcodlica mel

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacéo,
foram calculados de acordo com as equaces 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 20.
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3.1.2- Fermentacdes Acéticas
Fermentacdo Acética 1:

Tabela 7: Dados referentes a fermentacdo aceética 1

Otimizacé&o de Processos Fermentativos a partir de Citrinos

~N o o1k kO

12
13
14
18
19
20
21
22
25
27
28
29
32
33
34
35
38
39
40
41
45
46
46
47
47
48
49
52
54
55

3,33
3,31
3,31
3,31
3,30
3,30
3,29
3,22
3,20
3,17
3,17
3,09
3,07
3,07
3,04
3,02
2,97
2,95
2,95
2,95
2,94
2,92
2,90
2,89
2,83
2,83
2,90
2,89
2,87
2,86
2,90
2,89
2,93
2,96
2,92
2,90
2,85
2,85

2,522
2,522
2,522
2,522
2,522
2,522
2,588
3,179
3,256
3,465
3,674
4,779
5,078
5,317
5,466
5,586
6,332
6,721
6,785
6,965
7,325
7,505
7,805
7,985
8,766
8,646
7,565
7,565
8,346
8,646
7,565
7,985
7,025
7,145
7,2048
7,98532
8,34556
8,4056
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Nos dias assinalados a verde foi retirado vinagre ja pronto e feitas adi¢cGes de novo
mosto, no primeiro dia de retirada, ou seja no 38° dia de fermentacdo acética foram
retirados 500 mL de vinagre da barrica e adicionados 800 mL de mosto. Nos outros dois
dias em que houve retirada e nova adigdo, foram retirados 500 mL de vinagre a semelhanca
do anterior e adicionados 600 mL, ou seja os 10% correspondentes ao volume total da
barrica.

O grafico que se segue mostra a variacdo do pH e da % de acidez em funcédo do

tempo:
pH Acidez
3,4 10
-9
[
3,3 JO=C000 = =
" O -8
- (]|
32 an® s -7
’ O
| "2 pH
|
3,1 " 5
»—Acid
L cidez
3 lll 3
EE—EEEEE
2,9 2
-1
2,8 T T T T T 0
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (dias)

Figura 19: Variacéo do pH e da %acidez ao longo do tempo, referente a fermentagio acética 1

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacéo,
foram calculados de acordo com as equaces 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 21.
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Fermentacdo Acética 2 (Mel):

Os valores medidos diariamente para o pH e acidez encontram-se na tabela 8.

Tabela 8: Dados referentes a fermentacédo acética 2 (Mel)

Otimizacé&o de Processos Fermentativos a partir de Citrinos

0 ~NOoO 01~ O

Il el
B WN R

18
19
20
21
22
25
27
28
29
32

3,34
3,32
3,30
3,30
3,29
3,28
3,28
3,20
3,19
3,15
3,15
3,07
3,05
3,07
3,02
3,02
2,97
2,97
2,94
2,94
2,94

2,522
2,522
2,522
2,522
2,522
2,522
2,588
3,253
3,316
3,584
3,764
4,719
5,018
5,227
5,377
5,496
6,183
6,721
6,785
6,905
6,905

Nesta fermentacdo ndo houve novas adi¢Ges de mosto. Foi retirado todo o vinagre

produzido até a altura de uma s6 vez, pois foi contaminada.

tempo:

O gréfico que se segue mostra a variacdo do pH e da % de acidez em funcéo do
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pH Acidez
3,4 8
3,35
gui—H -7
3,3
- -6
3,25 m
- 5
3,2 m
3,15 c 4—PH
. .
31 . | ; Acidez
30; HN__EEENE A
-2
3
2,95 r 1
2’9 T T T T T T O
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (dias)

Figura 20: Varia¢do do pH e da %acidez ao longo do tempo, referente & fermentagdo acética 2 (Mel)

3.2- Ensaios Realizados

Estes ensaios ja foram realizados com a laranja que se pretendia estudar e as

condicdes adaptadas as das instalacfes nas quais o trabalho ira continuar a decorrer.

3.2.1- Fermentacdes Alcodlicas

Fermentacéo Alcoolica 3:
Fermentacéo 3.1:

A evolucdo do °brix e da percentagem de etanol estdo representados na tabela 9 e
no grafico correspondente logo de seguida.
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Tabela 9: Dados referentes a fermentacdo alcodlica 3.1

26 115 95 47
2 70 35 8

Nota-se nas primeiras 18h a diminuigdo do °brix é lenta, correspondendo & fase de
arranque da fermentagdo, no entanto vai ficando mais rapida, demorando apenas 42h até

concluir.

2 Brix % Etanol
18 9
16 GO N\ /F. 8

14 \ / 7

12 \\ / 6

10 5

K ==0==2 Brix
8 4
\ =% Etanol
6 \ 3
4 2

2 1

0 T T T T 0
0 10 20 40 50

30
Tempo (h)

Figura 21: Varia¢do do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente a fermentacdo alcodlica 3.1

55



Otimizacé&o de Processos Fermentativos a partir de Citrinos

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacéo,
foram calculados de acordo com as equaces 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 22.

Fermentacéao 3.2:

Tabela 10: Dados referentes a fermentacéo alcodlica 3.2

0 16,7 16,3 0
6 16,7 16,3 0,3
22 141 13 2,5
25 11,7 9,8 4,5
28 10,1 7,7 5,7
30 8,4 5,4 7
46 6,5 2,8 8,4

Comparando com a fermentacdo anterior, dado que foram feitas a0 mesmo tempo

diferindo apenas na levedura, esta na “fase de arranque” é mais rapida que a anterior.

2 Brix % Etanol

18‘

14 |

12

10

2 Brix

W% Etanol

O B N Wb u OO0 N 00 O

o N b~ O

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)

Figura 22: Variacdo do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente & fermentacéo alcodlica 3.2

56



Otimizacé&o de Processos Fermentativos a partir de Citrinos

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacéo,
foram calculados de acordo com as equacfes 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 22.

Fermentacdo Alcodlica 4:

Fermentacéo 4.1:
A evolucdo do pH, dos °brix e da percentagem de etanol estdo representados na
tabela 11, e no gréfico correspondente logo de seguida.

Tabela 11: Dados referentes a fermentacédo alcodlica 4.1

0 17,5 17,5 0
18,5 17,5 17,5 0
21 17,5 17,5 0
23 17,5 17,1 0,3
26 17,5 17,1 0,3
42,5 16,6 15,6 11
50 14,2 12,8 3,2
66,5 7,5 3,8 8,3
69 7,5 3,8 8,3

Neste caso, verifica-se que a “fase de arranque” é mais demorada que as
fermentacdes anteriores, tal como o tempo de fermentacédo, que foi de 66,5 horas. Para esta
fermentacdo a temperatura foi mais baixa, de apenas 23°C, o que pode influenciar o tempo

gue a mesma demora.
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2 Brix % Etanol
20 10
18 -9
Hn

16 - -8
14 -7
12 "6

- 5 )

10 2 Brix
-4

8 O L3 B % Etanol
6 -2
4 O = -1
2 m 1 -0
O T T T T '1
0 20 40 60 80
Tempo (h)

Figura 23: Variagdo do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente a fermentacao alcodlica 4.1

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao,
foram calculados de acordo com as equacOes 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 22.

Fermentacéo 4.2:
A evolugéo do °brix e da percentagem de etanol estdo representados na tabela 12, e

no gréfico correspondente logo de seguida.

Tabela 12: Dados referentes a fermentacao alcodlica 4.2

0 17,4 17,4 0
21 15,8 14,4 1,7
23,5 14,1 12,7 3,1
25,5 12,6 10,7 4,4
28,5 10,7 8,2 59
45 7,5 3,9 8,3
52,5 7,5 3,9 8,3
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Ainda que, realizada nas mesmas condi¢cdes, com a levedura S. cerevisiae, a
fermentacdo foi mais rapida que a anterior. Sendo cerca de 8 horas mais rapida que a

fermentacao equivalente mas onde foi utilizada a levedura S. bayanus.

2 Brix % Etanol

20 9

18 = | .

16 -7

14 - = |6

12 7 L«

10 m 2 Brix
8 — I 4l % Etanol
6 r M3

4 u -2

2 -1

(O T T T T T 0

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)

Figura 24: Variagdo do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente a fermentacdo alcodlica 4.2
Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacéo,

foram calculados de acordo com as equacfes 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-
se sintetizados na tabela 22.

Fermentacdo Alcodlica 5:
Fermentacdo 5.1:

A evolucéo do °brix e da percentagem de etanol estdo representados na tabela 13 e
no gréfico correspondente logo de seguida.
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Tabela 13: Dados referentes a fermentacao alcodlica 5.1

Os dados obtidos para esta fermentacdo, sdo muito semelhantes ao obtidos para a
fermentacdo 3.1 cujas condi¢fes sdo muito idénticas, aqui apenas varia o °Brix, que para
esta ultima é mais elevado (19°Brix).

2 Brix % Etanol

25 10
—H N

20 -8
\ 6
: >§
10 ?\ =% Etanol
-2
5 F./ o— o—> [0

0 T T T T '2
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)

4<==9 Brix

Figura 25: Variagdo do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente a fermentacao alcodlica 5.1
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Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao,
foram calculados de acordo com as equacfes 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 22.

Fermentacao 5.2:
A evolucdo do pH, dos °brix e da percentagem de etanol estdo representados na

tabela 14, e no grafico correspondente logo de seguida.

Tabela 14: Dados referentes a fermentacdo alcodlica 5.2

0 19,4 19,4 0
5,5 19,4 18,9 03
215 142 122 4.8
24,5 12,9 10,4 5.9
26,5 12 9,2 6,6
29,5 10,7 7.4 7.6
45,5 8 37 9,6
48,5 8 37 9,6

Apesar da levedura utilizada nesta fermentacdo ser a S. cerevisiae 0 tempo de
fermentacgdo foi semelhante & fermentacéo anterior.

2 Brix % Etanol
25 12
- 10
20 - | & |
m - 8
15 .. L6
| |
10 - 4 2 Brix
B % Etanol
-2
5
[ | u ()
0 T T T T T ‘2
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)

Figura 26: Variacdo do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente a fermentacado alcodlica 5.2

61



Otimizacé&o de Processos Fermentativos a partir de Citrinos

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentagéo,
foram calculados de acordo com as equaces 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 22.

Fermentacéo Alcoolica 6:

Fermentacao 6.1:
A evolucéo do °Brix e da percentagem de etanol estdo representados na tabela 15, e

no gréfico correspondente logo de seguida.

Tabela 15: Dados referentes a fermentacao alcodlica 6.1

0 19,4 19,4 0
6 19,4 18,9 0,3
23 19,1 18,6 0,6
26 19,1 18,6 0,6
28 18,9 18,4 0,7
31 18,5 17,9 1,1
47 8,6 4,6 91
55 8 3,7 9,6

Também neste caso, a “fase de arranque” foi muito demorada, também nesta

fermentacdo a temperatura foi mais baixa (23°C).
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°Brix % Etanol
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Figura 27: Varia¢do do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente & fermentacdo alcodlica 6.1

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao,
foram calculados de acordo com as equacfes 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 22.

Fermentacéo 6.2:
A evolucéo do °brix e da percentagem de etanol estdo representados na tabela 16 e

no grafico correspondente logo de seguida.

Tabela 16: Dados referentes a fermentacao alcodlica 6.2

0 19,4 19,4 0
6 19,4 18,9 0,3
23 18,4 17,7 1,2
26 17,3 16,3 2,2
28 17,3 16,3 2,2
31 16 14,6 3,3
47 11,6 8,7 6,9
55 9,9 6,3 8,2
119 7,9 3,6 9,6
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°Brix % Etanol
25 12
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Figura 28: Varia¢do do °Brix e da %etanol ao longo do tempo, referente & fermentacdo alcodlica 6.2

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao,
foram calculados de acordo com as equaces 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 22.
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3.2.2- Fermentagdes Acéticas
e Fermentagdo Acética 3:

Acética 3.1:

Otimizacé&o de Processos Fermentativos a partir de Citrinos

A tabela 17 apresenta os resultados obtidos durante o acompanhamento da

fermentacdo acética. Assim como o grafico que permite uma melhor visualizacdo da

evolucdo da mesma.

Tabela 17: Dados referentes & fermentagao acética 3.1

3,44
3,33
3,33
3,30
3,29
3,29
3,29
3,28
3,25
3,22
3,20
3,14
3,12
3,10
3,08
3,04
3,02
2,99
2,99
2,94
2,99
2,99
2,95
3,00
2,99
2,96
2,95
2,96
2,96
3,00
2,99
2,96
2,94

3,302
3,302
3,302
3,302
3,302
3,302
3,542
3,843
4,023
4,263
4,563
5,344
5,704
6,424
6,664
7,445
7,565
7,745
7,325
7,745
7,145
7,505
8,526
8,406
8,105
8,646
8,165
8,526
8,586
8,706
7,985
8,406
8,766
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Ao longo da fermentacdo foram feitas adi¢cbes de novo mosto & medida que era
retirado vinagre ja pronto, tal com antes as retiradas e adi¢cbes foram de 10% do volume
total, ou seja eram retirados 500 ml e adicionados 600 mL de mosto. Esta troca esta

assinalada na tabela, os dias correspondentes apresentam uma cor diferente.

pH Acidez
3,5 10
-9
m B
34 - [ | .71 | f
’ [] | L
O 8
o HE
O u [
- -7
3,3 -I
- 6
O H
= p
3,2 v, 5 .
O W Acidez
O
.l- -4
3,1 IN—NNEN 3
-2
3
-1
2,9 T T T T T 0
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias)

Figura 29: Variacdo do pH e da %acidez ao longo do tempo, referente a fermentacéo acética 3.1

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacao,
foram calculados de acordo com as equaces 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-
se sintetizados na tabela 23.

Acética 3.2:
A tabela 18 apresenta os resultados obtidos durante o acompanhamento da
fermentagdo acética. Assim como o grafico que permite uma melhor visualizacdo da

evolucdo da mesma.
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Tabela 18: Dados referentes a fermentagao acética 3.2

0 3,40 3,302
1 3,31 3,302
4 3,31 3,302
5 3,26 3,302
6 3,26 3,302
7 3,26 3,302
10 3,26 3,362
11 3,26 3,362
12 3,26 3,362
13 3,26 3,362
14 3,26 3,362
17 3,22 3,903
18 3,23 4,203
20 3,20 4,743
21 3,18 5,043
24 3,11 5,944
28 3,03 7,445
31 2,98 7,745
32 3,01 7,265
33 2,95 7,565
34 2,99 6,905
35 2,99 7,205
38 2,93 8,526
40 2,99 7,865
42 2,97 8,646
45 2,94 8,946
47 2,98 8,045
48 2,97 8,225
49 2,97 8,586
52 2,95 9,006
53 2,97 8,045
54 2,98 8,165
55 2,97 8,586

As adicdes ndo nem sempre eram equivalentes em todas as barricas, dependiam do
desenvolvimento da fermentacdo mas & semelhanca das anteriores correspondem a 10% do

volume total, ou seja eram retirados 500 ml e adicionados 600 mL de mosto.
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Figura 30: Variacdo do pH e da %acidez ao longo do tempo, referente a fermentacéo acética 3.2

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

foram calculados de acordo com as equaces 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 23.

Fermentacéo Acética 4:
Acetica 4.2:

A tabela 19 apresenta os resultados obtidos durante o acompanhamento da

fermentacdo acética. Assim como o grafico que permite uma melhor visualizagdo da

evolucédo da mesma.
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Tabela 19: Dados referentes a fermentagao acética 4.2

0 3,43 3,122
1 3,37 3,122
4 3,35 3,122
5 3,31 3,122
6 3,30 3,122
7 3,31 3,122
10 3,30 3,122
11 3,30 3,122
12 3,31 3,122
13 3,31 3,122
14 3,31 3,122
17 3,27 3,602
18 3,26 3,722
20 3,25 3,903
21 3,24 4,383
24 3,19 5,163
28 3,09 6,364
31 3,03 7,385
32 3,00 7,685
33 2,96 7,925
34 3,05 6,004
35 3,06 7,025
38 3,00 7,505
40 3,02 8,286
42 3,06 6,845
45 3,00 8,045
47 2,97 8,045
48 2,99 8,406
49 3,01 8,706
52 3,02 7,565
53 3,00 8,105
54 2,98 8,466
55 2,94 8,826

Neste caso, como o volume da barrica era menor, as retiradas eram apenas de 300

mL e adicionava-se igualmente os 600 mL, na tentativa de aumentar o volume da barrica.
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Figura 31: Variacdo do pH e da %acidez ao longo do tempo, referente a fermentacéo acética 4.2

Os valores de rendimento em produto, produtividade e rendimento da fermentacéo,
foram calculados de acordo com as equaces 3, 4 e 5 e 0s respetivos resultados encontram-

se sintetizados na tabela 23.
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4- DISCUSSAO DE RESULTADOS

4.1- Ensaios Exploratorios
4.1.1- Fermentagdes Alcodlicas

As primeiras fermentacdes alcodlicas realizadas, com a laranja Newhall, que néo
era a variedade que se pretendia estudar, mas permitiu analisar de que forma poderiam ser
alteradas as condi¢fes 6timas de forma ao processo decorrer normalmente, mas adaptado
as condicdes existentes na empresa.

A sintese dos resultados desta primeira abordagem exploratéria encontra-se na
tabela abaixo (tabela 20):

Tabela 20: Sintese dos resultados das fermentag@es alcodlicas referentes aos ensaios exploratoérios

Fermentacdo 1 | S.bayanus 30 18,5-2,5 9,7 90,5 0,44 0,85 85,92
Fermentacdo 2 | S.bayanus 30 18,5-1,9 9,9 29 0,43 2,69 84,75
Fermentacéo
v S.bayanus 30 18,6-2,2 9,9 31 0,44 2,52 85,67
e

A primeira fermentacdo alcodlica (fermentacdo 1) serviu para perceber como
decorria a fermentacdo, logo de inicio verificou-se que demorou muito tempo a comegar a
fermentar, provavelmente devido a erros de célculo referentes a preparacdo do indculo,
deste modo, teve de ser inoculada novamente.

O tempo de fermentacdo foi de 90,5h, mas ainda assim o rendimento em produto
foi de 0,44 Qetanol/Jsacarose, @ Produtividade de 0,85¢/L.h e o rendimento 85,92%.

Aqui a temperatura ainda estava dentro das condic¢des 6timas, pretendia-se verificar
se a levedura S. bayanus era vidvel para este estudo, o que se verificou.

Na fermentacéo alcodlica 2, as condi¢cBes mantiveram-se (temperatura, grau brix e
tipo de levedura), no entanto a fermentacdo ndo demorou tanto a comecar e foi mais
répida, o tempo de fermentacdo foi de apenas 29h, o que se refletiu no valor da

produtividade, mais significativo que o do ensaio anterior de 2,69 g/L.h. Ja os valores de
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rendimento em produto e rendimento da fermentagdo foram semelhantes aos da
fermentacdo anterior, 0,43 Qetanol/Usacarose € 84,75% respetivamente.

Para a fermentacdo alcoolica (Mel) tal como indicado, foi alterada a fonte de
acucar, que passou a ser o mel. Verificou-se que esta alteracdo nao interferia com o
desempenho da fermentagcdo alcodlica, pois o rendimento em produto foi de 0,44
Oetanol/Jsacarose, Mais uma vez semelhante aos anteriores, a produtividade de 2,52 g/L.h e o
rendimento de 85,67%. Ou seja valores muito idénticos aos obtidos nas fermentacdes
anteriores que permitem avancar no sentido do produto desejado, isto é o vinagre de

laranja e mel.

4.1.2- Fermentagdes Acéticas

As primeiras fermentacdes acéticas foram feitas a partir das fermentacGes
alcoolicas referentes aos ensaios exploratérios, também estas com o intuito de perceber
como decorria a fermentacdo, se haveria diferencas nas fermentacdes quando eram
alterados fatores como a fonte de agucar, na fermentagdo alcodlica, entre outros.

Pretendia-se também verificar o tempo da fermentacdo e quais 0s possiveis
problemas que se poderiam encontrar na realizacao desta fermentacéo.

A tabela 21 mostra uma sintese dos valores obtidos para cada uma das
fermentagdes acéticas, realizadas nesta fase, assim como as condi¢cdes em que as mesmas

foram feitas.

Tabela 21: Sintese dos resultados das fermentagGes acéticas referentes aos ensaios exploratérios

Fermentagéo 1 27 3,33-2,83  2,52-8,77 912 1,107 0,095 67,21
Fermentacéo 2
Mel

27 3,34-294  2,52-6,91 768 - - -

Ambas as fermentacdes foram inoculadas no mesmo dia, sendo também o indculo
igual para ambas, neste caso foi utilizado vinagre de vinho ndo pasteurizado. As condi¢cdes

iniciais da fermentacdo eram iguais tal como referido no capitulo de materiais e métodos.
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A fermentagdo acética 1 teve um periodo de aproximadamente 7 dias de adaptacdo
até a fermentacdo comecar e demorou 38 dias (912h) até atingir um valor de acidez
proximo daquilo que se pretendia tendo em conta a percentagem de etanol presente no
mosto utilizado, ou seja 0 mosto referente & fermentacdo alcoolica 2.

Os calculos referentes ao rendimento em produto, a produtividade e ao rendimento
da fermentacdo, sdo feitos apenas em relagdo & primeira tiragem de vinagre, pois 0 método
ndo nos permite fazer céalculos de rendimento intermédios, dado que ndo nos € possivel
medir a % de etanol existente, como se esta a trabalhar com um volume pequeno.

Relativamente aos rendimentos o valor que se afasta mais do que era esperado € o
valos da produtividade, no qual se obteve um valor de 0,095 g/L.h, este valor mais baixo é
explicavel pelo elevado nimero de horas que a fermentacdo demorou até atingir o seu
maximo.

A fermentacdo acética 2, cujo mosto utilizado foi o proveniente da fermentacédo
alcodlica mel, ndo foi concluida, pois foi contaminada com o Nematode do vinagre
(Turbatrix aceti), contamina¢dao muito frequente nos vinagres.

Esta contaminacdo foi percetivel, pois os valores de pH e de acidez deixaram de
baixar e aumentar, respetivamente e foi notoria uma turbidez nas amostras devido a
presenca do nematode.

Como a fermentacdo teve de ser interrompida devido a contaminacdo, ndo foram
feitos calculos de rendimento, dado que esta ndo chegou ao fim.

Estes primeiros ensaios permitiram verificar como a fermentacdo acetica decorria,
no entanto a contamina¢do poderia vir da fruta, passa entdo a ser necessario um maior
cuidado na preparacdo da matéria-prima e também a pasteurizagdo do mosto, para

certificar que ndo ha contaminacdes.
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4.2- Ensaios Realizados

4.2.1- Fermentacdes Alcodlicas
Os resultados obtidos nesta fase do trabalho baseiam-se num conjunto de dados

obtidos a partir de oito fermentagbes alcoolicas, os resultados das mesmas estdo

representados de forma sintetizada na tabela que se segue (tabela 22) para melhor

compreensdo dos mesmos.

Tabela 22: Sintese dos resultados das fermentagdes alcodlicas referentes aos ensaios realizados

Alcodlica 3.1
Alcodlica 3.2
Alcoolica 4.1
Alcodlica 4.2
Alcodlica 5.1
Alcoolica 5.2
Alcodlica 6.1
Alcodlica 6.2

S.bayanus
S. cerevisiae
S.bayanus
S. cerevisiae
S.bayanus
S. cerevisiae
S.bayanus

S. cerevisiae

27
27
23
23
27
27
23
23

16,7-3,4
16,7-2,8
17,4-3,8
17,4-3,9
19,1-3,7
19,1-3.7
19,4-3.7
19,4-3,7

8,1
8,4
8,3
8,3
9,4
9,6
9,6
9,6

45
45
66,5
45
43
45,5
55
70

0,44
0,44
0,43
0,44
0,43
0,43
0,43
0,43

1,42
1,44
0,99
1,46
1,73
1,67
1,38
1,08

86,5
86,1
85,7
86,9
85,8
85,8
85,8
85,3

De forma muito geral € possivel afirmar que a variacdo dos trés fatores em estudo (°

Brix, tipo de levedura e temperatura) ndo influencia de forma significativa a fermentacao

alcodlica, pois hd grandes discrepancias entre os valores de rendimento em produto,

produtividade e rendimento da fermentacdo, entre as varias fermentacdes. E também néo

condicionam a fermentacdo, pois em todas as situacdes esta decorre com maior ou menor

velocidade até terminar.

Para cada fermentacdo € apresentado um grafico do © Brix em funcdo do pH, na

apresentacédo de resultados, que permite visualizar o aumento da concentracdo de etanol

produzido pelas leveduras e consequente diminuicao do °Brix, dado gque estas consomem o

acucar presente no meio.

Ao avaliar o efeito do tipo de levedura no desenvolvimento da fermentagédo

alcodlica, verifica-se que onde h& mais oscilacdo € no tempo de fermentacéo.
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Tanto a S. cerevisiae como a S. bayanus para condi¢Ges idénticas apresentam
valores de Ypss, Pr e R, muito proximos.

Seria de esperar gque a S. cerevisiae apresenta-se um melhor desempenho, dado que
a S. bayanus ndo se adapta com muita facilidade a meios mais &cidos. No entanto,
verificou-se que a utilizagdo de ambas é viavel, dentro dos padrbes pretendidos.

Contudo, dado que se pretende chegar ao melhor método, a levedura mais
aconselhavel é a S. cerevisiae, atendendo as temperaturas do processo e ao tempo de
fermentacdo, esta é mais rapida a temperaturas mais baixas.

Isto, torna-se mais evidente no inicio da fermentacdo, mesmo que depois 0s tempos
totais da fermentacdo sejam idénticos, a temperaturas mais baixas a S. cerevisisae fermenta
mais rapido.

Relativamente & temperatura, mais uma vez verifica-se que a nivel de rendimento
da fermentacdo ndo ha grandes diferencas. Nesta situacdo o que se pretendia era analisar se
a temperaturas menos favoraveis a fermentacdo ocorreria normalmente.

O que realmente se comprovou, pois mesmo a temperaturas de 23°C o rendimento
em produto, a produtividade e o rendimento da fermentacdo mantiveram valores muito
proximos, novamente onde as diferencas sdo mais notorias em funcéo da temperatura é no
tempo de fermentagéo.

Na fermentacdo alcoodlica 6, foi onde se notou os tempos mais elevados, a 6.1 durou
55h e a fermentacdo 6.2 70h, enquanto a temperaturas mais elevadas, ronda as 45h
aproximadamente.

Outro fato relevante na fermentacdo 6 foi a levedura S. cerevisiae demorar muito
mais tempo que a S. bayanus a terminar a fermentacdo, mas tal como ja se tinha
evidenciado no inicio foi mais rapida que esta segunda.

O °Brix, outro dos fatores analisado durante o estudo em questdo, a semelhanca do
que ja foi dito anteriormente, no que diz respeito ao rendimento em produto e ao
rendimento da fermentacdo, ndo é um fator condicionante, os valores sdo idénticos em
todas as fermentacgoes.

Neste caso, a produtividade destacou-se em relacdo aos casos anteriores, ou seja,
com um Brix mais elevado (19,1°Brix) e também uma temperatura mais elevada (27°C) a
produtividade é mais alta. Isto verifica-se na fermentacéo alcodlica, onde a produtividade
da fermentacéo 5.1 foi de 1,73 g/L.h e na fermentagéo 5.2 foi de 1,67 g/L.h.
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O que ndo significa que maiores quantidades de aclcar leve a uma melhor
produtividade, dado que na fermentacdo 6 com o0 mesmo grau Brix mas com uma
temperatura mais baixa (23°C) os valores da produtividade também baixam.

Contudo, é também visivel que a percentagem de etanol produzida é maior quando
0 °Brix € mais elevado. O que se justifica pelo fato de haver maior producdo de etanol por
parte das leveduras, dado que ha mais substrato no meio para estas se alimentarem.

Comparando com resultados também referentes a fermentacdes alcoodlicas de sumo
de laranja, obteve-se, para uma temperatura de 28°C um tempo de fermentacdo de 48h. Em
fermentagdes cujo °Brix varia entre 18 e 22°Brix, tendo sido obtidos rendimentos da
fermentacdo entre 70 a 72% (Tessaro et al, 2010).

O rendimento em produto também varia entre 0,25 e 0,28 g/L.h (Tessaro et al,
2010). Logo, verifica-se que as fermentacdes realizadas obtiveram resultados melhores que
0 que seria esperado, pois os rendimentos em produto e rendimento, da fermentagédo
apresentam valores um pouco mais elevados que estes. Mesmo quando foram utilizadas

temperaturas mais baixas.

4.2.2- Fermentagdes Acéticas
As fermentagdes acéticas referentes aos ensaios realizados, tal como ja foi referido

anteriormente, foram feitas a partir de mosto proveniente das fermentagdes alcodlicas dos
ensaios realizados.

A fermentacdo acética 3.1 iniciou-se com mosto proveniente da fermentacédo
alcodlica 3.1, a fermentacdo acética 3.2 com mosto da fermentacdo alcodlica 3.2 e a 4.2 foi
de encontro as duas anteriores. Neste caso foi utilizado mais do que um mosto de uma
fermentagdo alcodlica, para a realimentacdo das barricas, no entanto foi sempre com o
mesmo tipo de levedura para cada uma das barricas.

Para estas fermentacGes, o inoculo foi diferente das anteriores, aqui foi utilizado
vinagre ndo pasteurizado de sidra, que por sua vez ja& € um vinagre mais doce que O
utilizado nas fermentacOes anteriores.

A tabela 23 mostra a sintese dos valores obtidos em termos de rendimento e
também algumas das condicdes iniciais e finais a que decorreram as fermentacdes, para

que se possa compreender melhor cada uma delas.
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Tabela 23: Sintese dos resultados das fermentacGes acéticas referentes aos ensaios realizados

Fermentagéo 3.1 27 3,44-3,08 3,30-6,66 504 1,042 0,132 63,25
Fermentacgdo 3.2 27 3,40-3,18 3,30-5,04 504 0,760 0,100 46,15
Fermentacéo 4.2 27 3,43-2,96 3,12-7,93 792 1,21 0,100 73,49

Ao comparar com os resultados obtidos na primeira fermentacdo referente aos
ensaios exploratorios, verifica-se que em termos rendimento em produto, produtividade e
rendimento da fermentacdo, os valores obtidos sdo idénticos. Com excecdo da fermentacao
acética 3.2, que apresenta valores um pouco mais baixos.

No caso das fermentagdes 3.1 e 3.2, a primeira tiragem de vinagre foi feita com
valores de acidez ainda muito baixos quando comparados com o0s de tiragens seguintes ou
mesmo da fermentacéo 4.2. Isto deve-se ao fato de ndo haver a certeza de quando o etanol
se esgotaria, como ndo se pretendia que a fermentacdo parasse ndo se deixava chegar a
valores muito elevados de acidez. Por exemplo, a nivel industrial, com maior volume
disponivel, é possivel fazer a medicdo do etanol para evitar este tipo de situacoes.

A fermentacdo acética 4.2 foi mais lenta que as outras, € importante referir que esta
tinha um volume mais pequeno que a 3.1 e 3.2. No entanto em termos de rendimento em
produto e rendimento da fermentacdo foi a que apresentou melhores resultados 1,210scido
acético/ Qetanol € 73,49% respetivamente.

Comparando também com resultados de fermentacOes acéticas feitas a partir de
mosto proveniente da fermentacdo alcoodlica de sumo de laranja, verificou-se que a
percentagem final de acidez variava entre 5,20 e 9,60 %, sendo as percentagens de etanol
inicial de 12 a 14% (Tessaro et al, 2010), ou seja também aqui se verifica que as
fermentagdes acéticas realizadas obtiveram rendimentos acima destas, pois para uma
percentagem de etanol mais baixa, os valores finais de acidez foram idénticos.

Relativamente a qualidade final dos vinagres é importante referir que para os trés
casos se obteve um vinagre isento de contaminagfes, limpido, com uma cor adequada

tendo em conta a presenca do mel. Mas entre os trés também ha diferencas o vinagre 3.1
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apresenta uma cor mais clara que o 3.2, e por sua vez este também é mais claro que o
vinagre 4.2.

Em termos de sabor todos os vinagres foram avaliados pela empresa, verificando-se
que as amostras resultantes dos ensaios experimentais tinham um perfil mais préximo do
pretendido que as resultantes dos ensaios exploratdrios.

No entanto, mais uma vez ha grandes diferencas entre eles, o vinagre resultante da
fermentacdo acética 3.1 é o que menos se aproxima do produto final pretendido é mais
acido e nao € tdo doce como os outros. O 3.2 ja é mais suave, mais adocicado, nota-se mais
a presenca do mel e ndo so6 da laranja. Contudo o vinagre resultante da fermentacao acética
4.2 esta de acordo com as caracteristicas finais pedidas para o produto, quer a nivel de
aspeto quer de sabor.

Ainda que todas tenham sido realizadas nas mesmas condi¢des os produtos finais
séo diferentes, isto pode ser explicado pelo fato das culturas bacterianas existentes em cada
uma das fermentagdes ndo serem as mesmas. Para confirmar tal hipotese, em trabalhos
futuros, ha a necessidade de fazer analises microbioldgicas as amostras para verificar quais
as culturas presentes.

A fermentacdo acética 4.2, ap0s as barricas serem todas totalmente despejadas, foi a
unica na qual se verificou a existéncia da camada fina gelatinosa chamada “mae do
vinagre”, 0 que mais uma vez, pode ser explicado pelas diferentes culturas de baterias

existentes na fermentacao.
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5- CONCLUSAO

Este trabalho, tal como foi referido inicialmente e ao longo do trabalho, teve como
principal objetivo, desenvolver um processo fermentativo que permitisse produzir vinagre
de laranja e mel, em condi¢fes menos favoraveis. Ou seja temperaturas mais baixas, um
processo maioritariamente tradicional quer na fermentacao alcodlica quer na acética.

Apobs concluidos os ensaios necessarios verificou-se que seria possivel ocorrer o
processo a temperaturas de 23°C. A fermentacdo alcodlica é possivel a esta temperatura
sendo recomendada a utilizacdo da levedura Sacharomyces cerevisiae, dado que esta
quando utilizada a temperaturas mais baixas € mais rapida.

Também foi testada a levedura Sacharomyces bayanus, que também apresenta bons
resultados, principalmente a temperaturas mais altas, no entanto a temperaturas mais
baixas torna-se mais lenta na fase inicial da fermentagéo.

Relativamente ao °Brix também se verificou que néo interferia diretamente com a
fermentacdo alcoodlica, os rendimentos para °Brix de 17 foram muito idénticos aos
rendimentos obtidos para um °Brix de 19. Este fator interfere mais diretamente com o
produto final, ou seja com o vinagre, que poderd ser mais ou menos adocicado tendo em
conta o mosto utilizado.

As fermentaces acéticas também decorreram a temperaturas ambiente, entre os 25
e 27°C, sendo feitas tiragens frequentes de vinagre, com posterior adicdo de mosto,
decorreram com normalidade, sendo atingidos valores de acidez e de rendimento, acima do
inicialmente previsto.

Os vinagres obtidos estdo de acordo com as caracteristicas pretendidas, mais uma
vez é de salientar que o vinagre proveniente da fermentacdo acética 4.2 é o produto que
retine todos os atributos a que se pretendia chegar inicialmente.

Como trabalho futuro sugere-se o desenvolvimento de um método que permita
calcular a percentagem de etanol presente quando é feita uma nova adi¢do de mosto apds a
retirada de vinagre ja pronto. Para que se possa saber o rendimento intermédio da
fermentacdo. Sugere-se também um estudo microbiolégico das culturas de bactérias
existentes em cada amostra de mosto diferente, pois € a partir desta que vém as diferentes
caracteristicas finais dos vinagres e da existéncia visivel da camada gelatinosa “mae do

vinagre”.
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