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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo estudar as carateristicas de produtos acetificados,
nomeadamente de vinagres dos frutos fermentados ameixa e framboesa, e ainda de
cerveja e gengibre. Estes produtos foram processados pelo método de Orleans e
engarrafados numa empresa do Algarve. Procedeu-se a sua caracterizacao fisico-quimica
(pH, acidez total, °Brix, cor, teor de compostos fenolicos e flavonoides, e atividade
antioxidante) e microbioldgica (contagens de microrganismos mesofilos, bactérias acido-
laticas, fungos filamentosos, leveduras e bactérias acéticas). Estudou-se ainda a atividade
antimicrobiana dos vinagres contra bactérias e leveduras utilizando o método da difuséo
em agar. O vinagre de framboesa foi 0 que apresentou valores mais elevados de pH (3,30),
acidez (6,82+0,06 g/100 ml), e compostos flavonoides (161,64+11,25 mg catequina/100
ml). O vinagre de ameixa possuia o0 nivel mais baixo de acidez (5,25+0,17 g/100 ml) e 0
de gengibre menores quantidades de compostos fendlicos (0,25+0,01 mg acido galico/100
ml) e flavonoides (50,73+12,54 mg catequina/100 ml). A atividade antioxidante mais alta
foi detetada no vinagre de framboesa (0,28+0,02 DPPH, mg Trolox/100 ml) seguida do
de cerveja (0,04+0,00 DPPH, mg Trolox/100 ml) que apresentou o maior contetdo em
compostos fenolicos (0,62+0,06 mg acido galico/100 ml) e pH menor (2,77+£0,03). As
amostras estudadas apresentaram uma elevada qualidade microbioldgica pois as
contagens realizadas estavam todas abaixo de 1 UFC/ml. Os vinagres revelaram uma
capacidade de inibicdo do crescimento das bactérias superior a detetada nas leveduras. O
crescimento das leveduras, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae e
Zygosaccharomyces bailii, ndo foi inibido pelos vinagres estudados. As enterobactérias
Cronobacter sakazakii e Salmonella Typhimurium foram as mais tolerantes aos vinagres
(10,00+0,00 - 17,33+£4,18 mm), enquanto Pseudomonas aeruginosa foi a bactéria mais
sensivel (28,40£3,21 - 39,00+1,00 mm) assim como as Gram + (Staphylococcus aureus,
Listeria innocua, Staphylococcus epidermidis) (23,80+2,39-30,50+£1,00 mm). A maior
atividade antimicrobiana foi detetada nos vinagres de framboesa e gengibre

provavelmente devido a elevada acidez.

Palavras-chave: produtos acetificados; vinagre; parametros fisico-quimicos e

microbioldgicos; atividade antioxidante; atividade antimicrobiana.



Abstract

The present work aimed to study the characteristics of acetified products, namely vinegars
of fermented plum and raspberry fruits, as well as beer and ginger. These products were
processed by the Orleans method and bottled in a company in the Algarve.
Physicochemical characterization (pH, total acidity, °Brix, color, content of phenolic and
flavonoid compounds, and antioxidant activity) and microbiological (counts of
mesophilic microorganisms, lactic acid bacteria, filamentous fungi, yeasts and acetic
bacteria) were performed. The antimicrobial activity of vinegars against bacteria and
yeasts was also studied using the agar diffusion method. Raspberry vinegar had the
highest values in pH (3.30), acidity (6.82+0.06 g/100 ml), and flavonoid compounds
(161.64+11.25 mg catechin/100 ml). Plum vinegar had the lowest level of acetic acid
(5.25+0.17 g/100 ml) and ginger vinegar was characterized by having smaller amounts
of phenolic compounds (0.25+£0.01 mg gallic acid/100 ml) and flavonoids (50.73+£12.54
mg catechin/100 ml). The highest antioxidant activity was detected in raspberry vinegar
(0.28+0.02 DPPH, mg Trolox/100 ml) followed by beer (0.04+0.00 DPPH, mg
Trolox/100 ml) which presented the highest content of phenolic compounds (0.62+0.06
mg gallic acid/100 ml) and lower pH (2.77+£0.03). The samples showed a high
microbiological quality since the microbial counts performed were all below 1 CFU/ml.
The vinegars showed an ability to inhibit the growth of bacteria superior to that measured
in yeasts. Some yeasts namely a strain of Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae
and Zygosaccharomyces bailii, were not inhibited by the vinegars. The enterobacteria
Cronobacter sakazakii and Salmonella Typhimurium were the most tolerant (10.00+0.00
- 17.33+4.18mm), while Pseudomonas aeruginosa was the most sensitive bacteria
(28.40+3.21 - 39.00£1.00 mm) as well as Gram + (Staphylococcus aureus, Listeria
innocua, Staphylococcus epidermidis) (23.80+£2.39-30.50+1.00 mm). Raspberry and
ginger vinegars induced the greatest antimicrobial activity which may be related to the
high acidity content.

Keywords: acetified products; vinegar; physicochemical and microbiological

parameters; antioxidant activity; antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A origem de produtos acetificados como o vinagre esta, certamente, ligada ao vinho pois
sendo um subproduto alimentar resultante da sua deterioracdo, se for exposto ao ar,
rapidamente acidifica e se transforma em “vinho azedo”, sendo possivel reconhecé-lo
tanto pelo seu cheiro quanto pelo seu sabor (Ho et al., 2017; Bourgeois e Barja, 2009),
apresentando propriedades muito diversas nomeadamente, de conservacdo, de
condimentacao, aromatizacao, terapéuticas e antimicrobianas, existindo referéncias ao
seu uso na medicina tradicional, ou mesmo na industria alimentar, como conservante
(Quintana et al., 2021; Budak et al., 2014). Desde a antiguidade que o “Vinum acre” ou
“Vinum acetum”, conhecido como vinagre, faz parte da alimentagdo humana existindo

inclusivamente, referéncias ao seu uso para outros fins (Solieri e Giudici, 2009).

1.1 Enquadramento Historico

De acordo com Johnston e Gaas (2006), a primeira utilizacdo, conhecida, do vinagre
ocorreu hd mais de 10.000 anos, julgando-se que os Egipcios, Sumérios e Babildnios ja
conheciam a versatilidade deste produto, evidenciando experiéncia e conhecimentos na

sua producdo a partir de diversos tipos de frutos (Solieri e Giudici, 2009).

O vinagre era bastante popular na Grécia e Roma antigas, sendo usado na preparacao de
alimentos e como remédio contra um grande niimero de doencas. Ja na Asia os primeiros
registos sobre o vinagre remontam a dinastia Zhou (1027-221 A.C.) e, provavelmente, os

antigos vinhos de arroz da China podem ter tido a sua origem em frutas, sendo

posteriormente substituidos por arroz (Solieri e Giudici, 2009).

Referéncias no Antigo Testamento e em Hipocrates (460-377 A.C.) indicam o uso de
vinagre para a higienizacéo e tratamento de ulceracdes e feridas (Johnston e Gaas, 2006)
e no séc. VIII, os guerreiros Samurais do Japdo usavam-no como um tonico, pois

acreditavam que este lhes dava poder e forca (Ho et al., 2017).

No séc. XVIII, médicos norte-americanos usavam vinagre para aliviar alguns sintomas,

como febre alta, dor de estbmago e edema (Tan, 2005) e Durande, quimico francés,



produziu, com sucesso, um acido acético glacial através de um concentrado de vinagre
(Ho et al., 2017).

Ja no séc. XIX na Alemanha, Schutzenbach desenvolveu uma técnica de fabricacdo de
vinagre que permitia que o produto fosse produzido em sete dias, sendo por esta razao,
designado por método répido (Ho et al., 2017). Anteriormente ao desenvolvimento deste
método, o vinagre era produzido através do método classico de Orleans, o qual requeria
varias semanas até a obtencdo do produto final desejado. Esta forma de processamento,

por oposicdo ao de Schutzenbach, também é designada por método lento.

No séc. XX e também na Alemanha, Hromatka desenvolveu um método mais sofisticado
de producdo de vinagre, designado por acetificacdo submersa, com um sistema de
arejamento e agitacdo melhorado, de modo a produzir vinagre num periodo de tempo
mais curto (Bourgeois e Barja, 2009).

N&do obstante a producdo de vinagre remontar a antiguidade, os primeiros tratados
relativamente a sua producdo referem-se ao séc. VIII. Jabir Ibn Hayyan, mais conhecido
pelo nome latino Geber, também denominado como “Pai da Quimica”, efetuou um estudo
intensivo dos produtos acetificados, devendo-se a ele a descoberta do acido acético,

através da destilacdo daquele produto (Solieri e Giudici, 2009).

No séc. XVIII, aprofundando os seus conhecimentos quimicos, Antoine Laurent de
Lavoisier, identificou a importancia do oxigénio na formacéo do vinagre. Registou uma
experiéncia sobre a fermentacdo alcodlica de uma solucdo de acucar, observando a
presenca de vinagre juntamente com alcool, acucar, leveduras, agua e dioxido de carbono.
Desta experiéncia concluiu que o oxigénio era o agente de transformacdo do vinho em

vinagre, devido a sua exposicdo ao ar (Solieri e Giudici, 2009).

No séc. XIX, Pasteur comprova que o processo de fermentacdo é causado pelo
crescimento de microrganismos e esse mesmo crescimento é causado pelo contacto com
0 oxigénio. No seu trabalho com leveduras, concluiu que apesar do ar ndo fazer parte do
processo de fermentacdo do vinho, 0 mesmo era essencial para a producdo do vinagre e
que, as bactérias Acetobacter aceti, oxidam o alcool em acido acético. Assegurou ainda,
que a producdo de vinagre podia ser melhorada pela adicdo de uma quantidade de

microrganismos & mistura de fermentag&o (Solieri e Giudici, 2009).



Ao longo do Renascimento, a industria do vinagre floresceu e originou vinagres variados,
com base em matérias-primas diversas, como as especiarias, as ervas, as frutas e até

mesmo as flores (Bourgeois e Barja, 2009).

Nos dias de hoje, o vinagre é principalmente utilizado, para fins alimentares, como na
preparacdo industrial e/ou caseira de molhos (ketchup, mostarda, maionese, vinagretes,
entre outros), marinadas e conservas (como por exemplo pickles e escabeche) (Costa,
2014).

1.2 Enquadramento Legislativo

O Decreto-Lei n° 174/2007, de 8 de maio, define as caracteristicas e classificacdo do
vinagre destinado a alimentacdo humana, estabelece as respetivas regras de
acondicionamento e rotulagem e descreve 0 vinagre como ‘“produto obtido
exclusivamente pelo processo bioldgico de dupla fermentacéo, alcodlica e acética, de

produtos de origem agricola”.

Com vista a producdo de produtos acetificados, impde-se a utilizacdo de matérias-primas
em conveniente estado de conservacdo, isentas de substancias estranhas a sua
composicao, e de microrganismos patogénicos ou de substancias em niveis prejudiciais a

salide do consumidor.

Em conformidade com disposto no Decreto-Lei n® 174/2007, de 8 de maio de 2007,

guanto a sua origem, os vinagres podem classificar-se em nove tipos (Tabela 1.1).



Tabela 1.1 - Classificacdo de vinagres (Decreto-Lei n® 174/2007)

Tipo de Vinagre

Processo de Obtencéo

Vinagre de vinho

Vinagre de frutae
vinagre de bagas

Vinagre de sidra

Vinagre de alcool

Vinagre de cereais

Vinagre de malte

Vinagre de malte
destilado

Outros vinagres

Vinagres aromatizados

e
vinagres com

especiarias

Acetificacdo exclusivamente do vinho;

Fermentacdo alcoolica e acetificacdo da fruta ou bagas;

Acetificacdo da sidra;

Acetificacdo do alcool destilado de origem agricola;

Dupla fermentagdo alcodlica e acetificagdo, sem destilagdo

intermédia;

Dupla fermentagdo alcodlica e acetificagdo, sem destilagdo

intermédia de cevada maltada, com ou sem adigdo de cereais;

Destilagdo do vinagre de malte, sob pressdo reduzida, contendo

apenas 0s constituintes volateis do vinagre de malte de que deriva;

Dupla fermentacdo de vinagres de outros produtos de origem
agricola ndo contemplados nos itens anteriores, nomeadamente,

de mel, de cerveja, entre outros;

Os vinagres referidos nos itens anteriores, aos quais sejam
adicionadas plantas ou partes de plantas aromatizantes,
extratos

especiarias e aromatizantes, que  sejam

organolepticamente percetiveis.




Ao longo do processamento do vinagre € permitida e inibida a adicdo de algumas
substancias, que sdo apresentadas na tabela 1.2. Contudo, conforme dispGe o art® 8°, do
Decreto-Lei n® 174/2007, de 8 de maio de 2007, séo admitidos agentes de filtragdo, de
clarificacdo e de acabamento aprovados para os vinhos e, em caso de necessidade de
multiplicacdo de acetobactérias, também, preparac6es de malte, amido liquido, glucose,

fosfatos e sais de amonio.

Tabela 1.2 - Processamento de vinagre: substancias permitidas e inibidas (Decreto-Lei n°
174/2007)

Ingredientes Facultativos Substéancias Proibidas

Plantas ou partes de plantas aromatizantes, ) o
o ) Aromatizantes artificiais;
especiarias e extratos aromatizantes;

Sumos de fruta ou concentrados dos ) ) S
Oleos de grainha de uva, naturais ou artificiais;

mesmos;
Residuos de destilacdo, residuos de fermentacédo
Mel, 0u 0s seus subprodutos;
) Substancias extraidas de bagaco (todos os tipos);
Acucar;
Acidos de todos os tipos, com excecao daqueles
naturalmente contidos nas matérias-primas
Sal. utilizadas ou contidos em qualquer substancia

cuja adicdo nestas seja permitida, como sejam,

designadamente, os aditivos.




No ambito do processo de producdo de vinagre, conforme estabelece o art® 9°, séo

permitidas as operacOes tecnoldgicas constantes da tabela 1.3.

Tabela 1.3 - Processamento de vinagre: operacdes tecnoldgicas admitidas (Decreto-Lei n°
174/2007)

Operag0es Tecnoldgicas

Mistura de vinhos;
Diluigdo dos produtos alcodlicos com agua potavel;

Diluicdo dos vinagres com &gua potavel;

Acetificagdo répida por meio de corrente de ar, oxigénio ou aquecimento e o emprego dos

mesmos meios para o seu envelhecimento;

Descoloragdo dos vinhos, outros liquidos alcodlicos e dos proprios vinagres com carvies

descolorantes;

Clarificacéo;

Trasfega, separac¢do liquido-solido e liquido-liquido e refrigeracao;
Coloragdo com caramelo;

Esterilizagdo e pasteurizacéo.

Quanto ao acondicionamento, o vinagre destinado ao consumidor final deve apresentar-
se pré-embalado, podendo encontrar-se a granel quando se destine a indUstrias grossistas
ou similares e, no que se refere ao material usavel em contacto com o vinagre, deve 0
mesmo ser impermedvel, inerte e indbcuo, bem como garantir a adequada conservacédo do
produto. Ja a rotulagem deve obedecer aos requisitos previstos no art® 11°, do Decreto-
Lei n®174/2007, de 8 de maio de 2007.

No que diz respeito ao processo de comercializacdo, os limites minimos e maximos de
acidez total e de alcool residual tém de ser observados em conformidade com os

parametros apresentados na tabela 1.4.



Tabela 1.4 - Pardmetros fisico-quimicos exigiveis para comercializagdo de vinagres (Decreto-
Lei n® 174/2007)

Acidez Total (em acido acético) Limite Minimo Limite Maximo
Vinagre de Vinho 6 g/ 100 ml -
Outros 59/ 100 ml -
Alcool Residual (a 20 °C)
Vinagre de Vinho - 1,5% v/v
Outros - 0,5% viv

1.3 Carateristicas do Vinagre

Os produtos acetificados resultam da fermentacdo alcodlica de substratos agucarados,
designadamente de frutos, realizada por leveduras, seguindo-se a conversdo do etanol em
acido acético levada a cabo por bactérias acéticas, denominando-se este processo por

acetificacao.

Para além de acidos organicos, estes produtos contém outros compostos de fermentacéo,
tais como os ésteres, as cetonas e o0s aldeidos, os quais estdo associados ao flavor e a cor,
sendo que estes produtos possuem também substancias com outras propriedades
bioldgicas - (antimicrobianas e antioxidantes), que podem ter origem na matéria-prima
ou surgir durante o processamento (Hutkins, 2018). Por seu lado, independentemente do
substrato alcoolico precedente, o acido acético é o componente principal dos vinagres,
devendo a sua concentracdo ser expressa em gramas de &cido acético por 100 mL de

vinagre (Suman, 2012).

Define-se entdo, que os vinagres ndo devem apresentar um teor de etanol superior a 0.5%
(v/v), devem conter pelo menos 4% de acido acético e apresentar um valor de pH entre 2
e 3,5 (Hutkins, 2018), assim como em conformidade com o disposto no Decreto-Lei n°
174/2007, de 8 de maio de 2007, a acidez total do vinagre de vinho ndo podera ser inferior
a 6 g/100 mL (6%), expressa em acido acético seco (isento de agua) e a acidez total dos

outros tipos de vinagre ndo podera ser inferior a 5 g/100 mL (5%).

De acordo com as tabelas de composicao nutricional do Instituto Nacional de Sadude Dr.
Ricardo Jorge (INSA - http://portfir.insa.pt/foodcomp/food?21017) e a National Nutrient
Database for Standard Reference (USDA - https://fdc.nal.usda.gov/fdc-app.htmi#/food-
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details/1102778/nutrients), a composicdo nutricional do vinagre (100 g), de forma
comparada e considerando apenas 0s componentes com representatividade comum, esta

sintetizada na tabela 1.5.

Tabela 1.5 - Composicdo nutricional do vinagre (INSA- Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo
Jorge, USDA- “National Nutrient Database for Standard Reference”)

Componentes INSA USDA
(http:/Iportir.insa pt/foodcomp/food?21017) (https://fcenal usda. gov/fdc-app.html#ffood-details/1102778/nutrients)
Energia 22,00 kcal 21,00 kcal
Agua 93,00 g 93,81 g
Proteina 0,30g 0,00g
Acucares 0,60 g 0,40¢
Célcio (Ca) 14,00 mg 7,00 mg
Potassio (K) 57,00 mg 73,00 mg
Sodio (Na) 16,00 mg 5,00 mg
Faésforo (P) 6,00 mg 8,00 mg
Magnésio (Mg) 5,00 mg 5,00 mg
Ferro (Fe) 0,30 mg 0,20 mg
Zinco (Zn) 0,10 mg 0,04 mg

1.4 Propriedades Benéficas do Vinagre

De acordo com alguns autores, o consumo regular de vinagre apresenta alguns efeitos
benéficos para a saude, nomeadamente na digestdo, estimulacdo do apetite, propriedades
antioxidantes, recuperacdo de exaustdo, reducdo do teor de lipidos e regulacédo da pressédo
arterial (Ho et al., 2017). Apontam-se ainda, como principais propriedades terapéuticas
funcionais a atividade antibacteriana, a reducéo dos efeitos da diabetes, a prevencao de
doencas cardiovasculares e 0 aumento da energia apos o exercicio fisico (Budak et al.,
2014). Diversos estudos mostraram que o acido acético pode prevenir a digestdo completa
dos hidratos de carbono complexos, aumentando a captacdo da glicose pelos tecidos,

resultando numa redug&o dos niveis de glicose no sangue (Ho et al., 2017).



Os produtos acetificados como o vinagre contém polifendis, que demonstraram prevenir
a peroxidacdo lipidica, a hipertensdo, a hiperlipidemia, a inflamacao, cancro e mesmo, a
hipertensdo (Ho et al., 2017; Dévalos et al., 2005).

Os microrganismos responsaveis pela fermentacdo acética do vinagre produzem, além do
acido acético, diversos compostos metabolicos que modificam o sabor do produto.
Alguns vinagres, como o balsamico e de frutas, em geral, sdo conhecidos por conterem
antioxidantes, compostos anti tumorais e outros metabdlitos bioativos que podem ser

responsaveis por efeitos benéficos na sadde (Solieri e Giudici, 2009).

Estudos recentes tém sugerido que compostos bioativos, como polifendis e vitaminas,
altamente disponiveis nos vinagres, podem minimizar a incidéncia de doencas
degenerativas, proporcionando efeitos antioxidantes e alguns trabalhos tém demonstrado
beneficios no tratamento de diabéticos pois, o vinagre pode melhorar a sensibilidade a
insulina no ser humano, ja que, a curva de resposta a insulina é diminuida em 20 % ap06s

0 consumo de sacarose co-administrada com vinagre (Ho et al., 2017).

Para a indUstria alimentar o vinagre apresenta uma série de funcionalidades, devido a sua
capacidade de reduzir o pH dos alimentos, inibindo o crescimento de bactérias,
prevenindo o crescimento de fungos, desinfetando os equipamentos e neutralizando

odores desagradaveis de alguns alimentos (Pazuch et al., 2015).

O seu potencial antioxidante depende da presenca de varios compostos bioativos, como
os acidos fendlicos e flavonoides, que tém origem na variedade de fruta utilizada como
matéria-prima, podendo o mesmo ser influenciado pelas diferentes técnicas de

processamento (Bakir et al., 2017).

O vinagre tem sido usado como um agente antiflngico e antibacteriano devido ao seu pH
extremamente baixo, resultante da presenca de acido acético. Todavia, verifica-se que a
atividade antifungica e antibacteriana destes produtos acetificados esta condicionada por
varios fatores, nomeadamente a estirpe microbiana, a temperatura, o pH, a concentragao

de &cido acético e a forca ionica (Samad et al., 2016).

No estudo de Hammouda et al (2021) a atividade antimicrobiana de vinagres foi testada
contra estirpes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como contra espécies
de fungos, revelando os resultados que, a maioria das amostras de vinagre foram

consideradas mais inibidoras contra as estirpes de bactérias do que contra os fungos.



Neste contexto e de forma generalizada, esses resultados indicaram o alto potencial dos
vinagres tradicionais de frutas da Tunisia, como agentes antioxidantes e antimicrobianos,

podendo ser usados como ingredientes alimentares funcionais.

Ja no que se refere ao &cido acético, sendo este o acido organico que predomina no
vinagre, constata-se que 0 mesmo causa a inibicao celular microbiana quando se difunde
através das membranas celulares dos microrganismos. Alids, varios investigadores
demonstraram que 0s vinagres inibem efetivamente o crescimento de microrganismos,
incluindo Aeromonas hydrophila, Bacillus. cereus, Escherichia coli 0157:H7,
Salmonella enterica Enteritidis, S. Typhimurium, Staphylococcus albus, Staphylococcus
aureus, Vibrio parahaemolyticus, Micrococcus catarrhalis e Diplococcus pneumonia
(Sengun et al., 2020). Por esta razdo, os produtos acetificados como o vinagre, podem ser
usados comummente para desinfecdo de equipamentos e superficies de preparacdo de
alimentos, e preservacdo de alimentos, observando-se igualmente que, 0s microrganismos
patogénicos também sdo eliminados com sucesso dos vegetais ap6s lavagem ou imersdo

dos mesmos, em vinagre (Sengun et al., 2020).

Sem alterar o sabor, a textura e o teor de nutrientes, as solucBes de &cido acético e 0s
vinagres tém sido usados, de modo a proteger alguns produtos, como a carne e 0s vegetais
(pe. a alface) contra E. coli, S. Typhimurium e Listeria monocytogenes (Samad et al.,
2016). A pdés-colheita da matéria prima é um dos processos mais importantes na linha de

producdo para garantir a qualidade do produto e a aceitacdo dos consumidores.

No estudo de Desai et al. (2014) o objetivo principal consistia em determinar a eficicia
antimicrobiana do vinagre na inibicdo do crescimento de microrganismos mesofilos e
bactérias acido-lacticas de modo a que se aumentasse o tempo de prateleira de amostras
de carne de frango, refrigeradas, em embalagens com atmosfera modificada (CO.). As
amostras de controlo e as amostras tratadas com vinagre (0,5%; 1,0%) foram analisadas
apos 0, 4, 8, 12, 16 e 20 dias de armazenamento refrigerado. As contagens de
microrganismos mesofilos e de bactérias acido-lacticas (BAL) ndo apresentaram
diferengas significativas apos 0 e 4 dias de armazenamento, porém a carga bacteriana
mesofila foi menor no tratamento com vinagre a 1,0% ap6s 8, 12, 16 e 20 dias de
armazenamento. As amostras de controlo aos 12 dias de armazenamento ja se
apresentavam numa fase deterioracdo e no dia 16 tinham um aroma muito alterado,
enquanto que as amostras com o tratamento com vinagre a 1,0% né&o apresentavam um
estado de deterioragéo no dia 20, como evidenciado nas amostras de controlo. Para as
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BAL, o tratamento com vinagre a 1,0% teve contagens mais baixas do que as amostras
de controlo nos dias 12 e 16. O tratamento com vinagre a 0,5% teve contagens bacterianas
mais baixas no dia 12 em relacéo as amostras de controlo, o que permitirad uma vida util

de prateleira de aproximadamente 16 dias.

As carateristicas bioativas (bioatividades), nomeadamente o potencial antioxidante e
antimicrobiano dos produtos acetificados como o vinagre, podem derivar do uso na sua
producdo, de uma grande variedade de frutas e vegetais, fonte de compostos fenolicos e

acidos organicos (Bakir et al., 2017).

1.5 Matérias Primas

Atualmente, existem varios tipos de vinagre produzidos globalmente e a maioria deles é
produzida a partir de matérias-primas baratas, podendo incluir subprodutos obtidos do
processamento de alimentos, frutas de baixa qualidade, excedentes agricolas e
desperdicio de frutas (Hutchinson et al., 2019), verificando-se que o0s vinagres obtidos de
frutos ou de malte possuem composicdo mais complexa que o vinagre de vinho, pois
contém praticamente todas as substancias sollveis existentes na matéria-prima, ou que se

formaram nos processos fermentativos alcodlicos e acético.

O vinagre tradicional € produzido a partir de matérias-primas que contenham agucar ou
amido, desenvolvendo-se este processo em duas fases de fermentacdo em que na primeira
é produzido etanol e, posteriormente &cido acético (Tesfaye et al., 2002). Contudo, 0s
vinagres de frutas sdo considerados superiores em qualidades sensoriais e nutricionais,

guando comparados a outros tipos de vinagre (Marques et al., 2010).

Os vinagres tradicionais produzidos a partir de sumos de frutas como uva, macé ou
ameixa, normalmente, resultam de fermentacGes longas, que duram um més ou mais,
usando o vinagre obtido de uma acetificagdo anterior como cultura inicial (mde do
vinagre). Ja o vinagre industrial pode ser fabricado, aproximadamente, num dia (Budak
etal., 2014).
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1.5.1 Frutos Fermentados

A fruta representa uma das principais fontes de nutrientes com propriedades funcionais,
sendo uma fonte de fitoquimicos com atividade antioxidante, e também sabores, cores e
aromas. Os antioxidantes presentes nas frutas sdo associados aos seus beneficios
nutricionais, devido a sua capacidade de eliminar e inibir os radicais livres formados
durante o metabolismo oxidativo com efeitos prejudiciais para saude humana (Coelho et
al., 2017).

Muitos &cidos orgénicos sdo encontrados, de forma natural, em diversas frutas e alimentos
fermentados, como por exemplo, os acidos acético, lactico, ascérbico, citrico, mélico,
succinico e tartarico e, em niveis ndo excessivos, nenhum desses acidos é perigoso para
a saude humana (Budak et al., 2014).

Todas as frutas e vegetais contém &gua, acucares, vitaminas, polissacarideos, minerais e
proteinas em quantidades minimas, contudo, através de processos fermentativos, 0s
acucares podem ser adicionados, de modo a aumentar o teor de acido final (Shah e
Singhal, 2017).

A fermentacdo produz &cidos, ésteres, alcoois, vitaminas, entre outros, ocorrendo em
simultaneo, a degradacdo de fatores anti nutricionais e toxicos, caso existam. (Shah e
Singhal, 2017).

No que se refere a microbiota, verifica-se que esta se desenvolve utilizando os aglcares
e algumas proteinas assim como outros nutrientes presentes na matéria-prima (Shah e
Singhal, 2017).

1.6 Microrganismos Envolvidos no Processamento do Vinagre

As bactérias acéticas, as acido-lacticas e as leveduras desempenham um papel
fundamental na producgéo de produtos acetificados como o vinagre e tém uma influéncia

na sua qualidade (Hammouda et al., 2021).
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1.6.1 Bactérias Acéticas

As bactérias acéticas (BA) integram um grupo da familia Acetobacteriaceae e sao
aerobias obrigatdrias, Gram-negativas ou Gram-variaveis, ndo formadoras de esporos e
apresentam-se sob de forma de bastonetes elipsoidais. Possuem catalases e oxidases.
Apresentam um crescimento 6timo no intervalo de temperatura compreendido entre os
25 ° e 30 °C e o pH 6timo para 0 seu crescimento situa-se entre 0s 5 e 0s 6.5 (Budak et
al., 2014). As principais espécies responsaveis pela producdo do vinagre pertencem aos
géneros Acetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter e Komagataeibacter devido a
sua alta capacidade de oxidar o etanol em acido acético e alta resisténcia ao acido acético
libertado no meio fermentativo. Estas bactérias tém uma capacidade de produzir
polimeros extracelulares, por exemplo, a celulose bacteriana, que é principalmente
sintetizada por espécies dos géneros Gluconacetobacter e Komagataeibacter. Este
polimero é altamente versatil, com propriedades Unicas nomeadamente, alta capacidade
de retencdo de agua, estrutura de rede ultrafina, biocompatibilidade, alta cristalinidade,
carateristicas que conduzem a uma variedade de aplicagdes comerciais. O genero
Acetobacter foi classificado com base na presenca/auséncia de flagelos peritricos e na
capacidade de oxidar acetato e lactato. O género Gluconobacter foi classificado com base
na presenca/auséncia de flagelos polares, incapacidade de oxidar acetato e lactato e a
capacidade de oxidar d-glicose em gluconato, e depois de oxidar o gluconato em 2-
cetogluconato e 5-cetogluconato (Gomes et al., 2018).

As espécies das bactérias acéticas sdo conhecidas por terem uma elevada capacidade de
oxidar alcoois, aldeidos e acglcares na presenca de oxigénio. Como resultado dessas
atividades oxidativas, os produtos de oxidacdo correspondentes, tais como A&cidos
carboxilicos, acumulam-se no meio de cultura. Essas reacfes oxidativas sdo catalisadas
por desidrogenases primarias que se localizam na superficie externa da membrana
citoplasmatica. Muitas outras espécies bacterianas também sdo capazes de oxidar o etanol
sob condigdes aerdbicas, no entanto sdo incapazes de o fazer em condicGes altamente
acidas. O acido acético produzido é libertado no meio de crescimento, onde se acumula
até um maximo de 5 a 10% nas espécies de Acetobacter e de 10 a 20% nas espécies de
Komagataeibacer. Alguns géneros podem oxidar ainda mais o acido acético em CO; e
H.O (superoxidacdo), sendo esta habilidade atil para a distingdo do género
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Gluconobacter, que ndo possui esta capacidade. Esta condicdo depende da composicao

do meio, especialmente quando o etanol € usado pelas bactérias (Gomes et al., 2018).

Na ultima década, com base em andlises genéticas e carateristicas fenotipicas foi proposto
um novo genero, Komagataeibacter que compreende espécies que pertenciam ao género
Glucanoacetobacter. Estes dois géneros diferenciam-se um do outro pela producéo de
um pigmento castanho solivel em agua e pela motilidade celular. As espécies de
Gluconacetobacter geralmente, produzem um pigmento castanho solivel em agua e sdo
moveis, enquanto que as especies de Komagataeibacter ndo produzem o pigmento e sdo
imoveis. As espéecies do género Gluconacetobacter estdo associadas a plantas e isoladas
principalmente de frutas, flores, café e cana-de-agUcar e, por outro lado, as espécies do
género Komagataeibacter tém sido isoladas principalmente de varios substratos que
contém acUcar e etanol, como alimentos fermentados- vinagre, kombucha, nata de coco

e sumo de frutas (Gomes et al., 2018).

Durante a acetificacdo, as espécies das bactérias acéticas surgem dependendo da
concentracdo de acido acético. Na primeira etapa de acidificagdo - baixa concentragdo de
acido acético - ha predominio do género Acetobacter. Posteriormente, quando a
proporcéo de massa por volume de acido acético excede 5%, a populacdo de espécies do
género Komagataeibacer ¢ a que domina. Portanto, as espécies incluidas no género
Komagataeibacer sdo as principais estirpes envolvidas na fermentacdo submersa de acido
acético para produzir vinagre. As espécies K. europaeus, K. intermedius e K. oboediens
sdo representantes tipicas durante a producdo natural de vinagre com acidez acima de 6%,
e K. europaeus é descrita como uma das BA mais frequentemente encontradas e isoladas
em fermentadores de vinagre submersos. Este comportamento resulta de uma maior
resisténcia desses microrganismos as maiores concentrac@es de acido acético e sua maior
adaptacdo a acidez extrema. Em contraste, espécies dos géneros Acetobacter sdo as
principais responsaveis pela producao de superficie tradicional de vinagre, em que o teor
final de &cido acético ndo ultrapassa 8%, sendo este considerado o limite de acido acético
para essas bactérias. Alem dos métodos de fermentacdo e da concentracdo de acido
acetico, as espécies de BA presentes no meio de fermentagdo também s&o
significativamente afetadas pelas matérias-primas utilizadas na producdo do vinagre
(Gomes et al., 2018).

As principais propriedades dos géneros das bactérias acéticas associadas a producao de
vinagre sdo apresentadas na tabela 1.6.
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Tabela 1.6 - Principais propriedades dos géneros Acetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter
e Komagataeibacter. Adaptado de Gomes et al. (2018)

Carateristica Acetobacter  Gluconobacter ~ Gluconacetobacter ~ Komagataeibacter
. 3 Peritrico ou Polar ou néo- Peritrico ou néo- y
Motilidade e flagelagao L ) ) Néo tem
ndo-movel movel movel
Oxidacdo do etanol em
) » + + + +
acido acético
Oxidacdo do &cido acético
+ - + +
em CO; e H.0
Oxidacdo do lactato em
+ - + +
CO, e HO
Crescimento em 0,35%
) o + + + +
acido acético
Crescimento na presenca de
) - +0u - +0U - n.d.
30% D-glicose
Producéo de celulose - - +0u- +0u-
Producéo de
dihidroxiacetona a partir de +0u- + +0u- +0u -
glicerol
Producéo de &cido a partir
de:
Glicerol +0U - + + n.d.
D-Manitol +0U - + +0uU - -
Rafinose - - - n.d.
Producdo de pigmento B B
) ) - Variavel Variavel -
castanho solGvel em &gua
Producdo de D-glicose a
partir de:
2-keto-D-gluconato +o0u- + +0u- +0u-
5-keto-D-gluconato +o0u- +o0u- +0u- +0u-
2,5-diketo-D-gluconato +o0u- +o0u- +0u- -
Principal ubiquinona Q9 Q10 Q10 Q10

Legenda: + = 90% ou mais das estirpes positivas; - = 90% ou mais das estirpes negativas; n.d. =

ndo determinado.
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1.6.2 Bactérias Acido-LAacticas

As bactérias acido-lacticas (BAL) sdo os principais microrganismos responsaveis pela
fermentacdo &cida de frutas e legumes (Shah e Singhal, 2017). S&o anaerdbias
facultativas, ndo formam esporos e tém complexos requisitos nutricionais. Para o seu
crescimento, requerem um meio que contenha todos os aminoacidos e muitas vitaminas,
que ndo sejam capazes de sintetizar. S&o Gram-positivas e ndo possuem catalases, com
excecdo de um namero de espécies do género Pediococcus. Algumas espécies das BAL
sdo mesofilicas e outras termofilicas, sendo que estas Ultimas apresentam uma
temperatura 6tima de crescimento acima dos 40 °C. Apresentam crescimento num pH de
7, contudo também conseguem crescer em habitats com valores de pH muito baixos.
Algumas espécies, homo ou heterofermentativas, podem crescer em valores de pH
compreendidos entre 3 e 4, verificando-se, ndo obstante, que apresentam capacidade de
produzir &cidos com valores de pH mais baixo que o do préprio substrato de crescimento
(Solieri e Giudici, 2009). Com base nas suas necessidades de carbono e de energia, a BAL
sdo classificadas como heterotroficas e quimiorganotréficas, o que significa que requerem

carbono organico pre formado como fonte de energia (Hutkins, 2018).

Sdo amplamente usadas no processo de fermentacdo de bebidas alcodlicas conseguindo
crescer antes e depois do processo de fermentacdo. Em algumas situagdes sdo usadas
como culturas “starter”, contudo noutroS €asosS 0 Seu crescimento € considerado
prejudicial. Algumas BAL podem ser usadas para, no caso da cerveja, diminuir o pH do
mosto garantido estabilidade bioldgica ao produto final, sendo que no caso do vinho, as
mesmas podem ser benéficas na reducdo da acidez total. Contudo, o crescimento das BAL
na cerveja, apés fermentacdo do mosto e no produto final, € considerado prejudicial, ja
que potencia a turvacao do produto e aumenta os niveis de acidez de forma excessiva. Na
producdo de vinagre, o crescimento das BAL ndo afeta o desempenho das bactérias
acéticas (Solieri e Giudici, 2009).
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1.6.3 Leveduras

As leveduras pertencem ao reino Fungi, e dependendo do seu modo de reproducdo, séo
distribuidas fundamentalmente pelos grupos Ascomycota, Basidiomycota, e Zygomycota,
sendo que, para a producédo de vinagre, o filo que inclui o maior nimero de espécies de
interesse é 0 Ascomycota. Sao organismos mesofilicos, que apresentam como temperatura
Otima de crescimento o intervalo compreendido entre os 20 ° e 40 °C. Algumas
conseguem crescer abaixo dos 20 °C, tornando-as microrganismos psicrotroficos ou
psicrofilicos. Todavia, algumas espécies de levedura podem crescer e ser
metabolicamente ativas em temperaturas extremas, como € o0 caso de algumas espécies
do género Kluyveromyces, que mantém a capacidade de reproducdo e fermentacdo a
temperaturas acima dos 40 °C. Ja algumas espécies do género Saccharomyces apresentam
uma temperatura minima muito baixa para o seu crescimento e podem fermentar a
aproximadamente 0 °C. Algumas espécies do género Zygosaccharomyces sdo tolerantes
a altas temperaturas e podem sobreviver a temperaturas que séo letais para as células e
para 0s esporos de todos 0s outros géneros. O género Zygosaccharomyces inclui espécies
envolvidas na degradacdo de alimentos muito tolerantes em ambientes acidos (Solieri e
Giudici, 2009).

As leveduras apresentam um bom crescimento num pH compreendido entre 3 e 5,
demonstrando dificuldades em pH neutro, sendo que 0S compostos essenciais ao seu
crescimento sdo o carbono, nitrogénio, vitaminas, minerais e outros elementos como o
fosforo, enxofre, potassio e magnésio, ainda que em menores quantidades (Solieri e
Giudici, 2009).

Tratam-se de microrganismos com metabolismo respiratério que conseguem crescer na
presenca de oxigénio, usando uma grande variedade de compostos de carbono. Por outro
lado, na auséncia de oxigénio, varias espécies de leveduras apresentam um metabolismo
fermentativo, especialmente quando metabolizam monossacéaridos (Solieri e Giudici,
2009).
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1.7 Fermentacdo Alcodlica e Acetificacéo

O processamento de produtos acetificados inicia-se por uma fermentacao alcodlica, que
ocorre na auséncia de oxigénio, em que os agucares simples (mono e dissacaridos) das
matérias-primas sdo convertidos em etanol por leveduras, como por exemplo
Saccharomyces cerevisiae, obtendo-se um fermentado alcodlico. Nesta fase de
fermentacao anaerdbia, de acordo com Li et al., (2015) deve ser mantida uma temperatura
controlada de 20-30 °C.

A fermentacdo alcodlica para obter vinagres de frutas pode ocorrer em resultado de
fermentacdes naturais realizadas por leveduras naturalmente presentes nos frutos, nos
equipamentos ou no ambiente, ou resultar da inoculacgdo de culturas puras (“starters”) do
género Saccharomyces. Nas producdes artesanais, esta fermentacdo ocorre sempre
naturalmente, mas nas producdes industriais em grande escala é realizada adicionando-se
uma cultura inicial, principalmente do género Saccharomyces e da espécie S. cerevisiae
(Li et al., 2015). Apds a etapa de fermentagdo alcoolica, as leveduras ficam inativas e
comecam a autolisar-se (Solieri e Giudici, 2009).

A fermentacdo alcodlica é um processo, em que ha degradacdo de moléculas de agUcar,
no interior das células de microrganismos (leveduras), com producao de etanol e didxido
de carbono (Figura 1.1) (Henriques, 2014). Os acUcares sdo convertidos nos
monossacaridos glicose e frutose. Posteriormente, a glicose e a frutose sdo convertidas
em piruvato durante a glicolise, e o piruvato é convertido em etanol e CO2. Numa primeira
etapa, o piruvato é descarboxilado e forma-se o acetaldeido. Na segunda etapa, o
acetaldeido é reduzido a etanol. A fermentacdo também produz biomassa celular e outros

produtos como glicerol e acidos organicos (Rodrigues et al., 2018).
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Figura 1.1 - Esquema da via metabdlica da fermentacédo alcodlica. Adaptado de Rodrigues et al.
(2018)

A via do acido acético é fundamentalmente levada a cabo por bactérias dos géneros
Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter, Komagataeibacter e outras bactérias
acéticas, sendo um exemplo de uma oxidacao incompleta. Na maioria das vias oxidativas,
como por exemplo, o ciclo de Krebs (ciclo do &cido citrico), os substratos organicos sao
normalmente oxidados a diéxido de carbono e a 4gua. No entanto, na acetificacdo, as
bactérias do acido acético geralmente oxidam o substrato - etanol, apenas em acido
acético. Existem, excecBes onde pode ocorrer a oxidacdo completa com obtencdo de
dioxido de carbono (Hutkins, 2018).

A acetificagéo é realizada em duas etapas principais, que consistem na oxidacéao do etanol
em acetaldeido, e depois na oxidacao do acetaldeido em acido acético. Verifica-se ainda,
a existéncia de uma etapa intermédia em que o hidrato de acetaldeido é formado, sendo o
oxigénio essencial como recetor de eletrdes. A conversdo de etanol em acido acético

ocorre de modo a que ap0s a conclusao das reagdes, a concentracao de &cido acetico seja

19



igual a do etanol do produto inicial. A via do acido acético produz energia, mas ndo por
fosforilagdo ao nivel do substrato. Neste caso, as reacdes de oxidacdo estdo ligadas a
cadeia respiratdria que gera ATP através da cadeia de transporte de eletrdes e das reacdes
de fosforilacdo oxidativa. A producdo do acido acético decorre fundamentalmente no
periplasma das bactérias ja que tanto o substrato (etanol) quanto o produto (acido acético)
sdo toxicos para as células, quando em concentragfes acima de certos valores (Figura 1.2)
(Hutkins, 2018).

Etanol Acido Acético

t

Membrana

Externa  MUUUUUMUUUSUUUUUUYUUUUUUUUUUMUUUUUUUUDOBMUUUUUUUUL

000090000000 0000000000000 0000000000000 T

v [ v

Periplasma Etanol Acetaldeido Acido Acético
Membrana AIDH AcDH
Citoplasma 4

Etanol Acetaldeido Acido Acético
NAD NADH, NAD NADH, Acetilcoenzima A

Figura 1.2 - Reagdes de oxidacdo em membrana bioldgica. Adaptado de Hutkins (2018)

A figura 1.3 traduz as etapas da producdo do vinagre, que decorrem em dois processos de

fermentacdo - alcodlica e acética.
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Figura 1.3 - llustrag&o das etapas envolvidas na producéo de vinagre. Adaptado de Hutchinson et
al. (2019)

1.8 Processos de Acetificacdo

A acetificacdo com vista a obtencdo de vinagre pode realizar-se por trés processos
tecnoldgicos: o método lento (de Orleans), 0 método rapido (de Schutzenbach) e o método
de acetificagdo submersa (de Frings).

O sucesso da acetificacdo e a qualidade do vinagre obtido dependem de varios fatores,
tais como a matéria-prima e o seu teor alcoodlico, o pH, a temperatura, a disponibilidade
de oxigénio e a natureza das bactérias acéticas (Suman, 2012).

O teor alcodlico do substrato a acetificar afeta o crescimento das bactérias acéticas e a
qualidade do vinagre, uma vez que concentracfes acima de 13% de alcool dificultam a
acetificacao, pois nestas condi¢des o alcool ndo € completamente oxidado (Suman, 2012).
Outro fator muito importante na acetificacdo é a disponibilidade em oxigénio, pois as
bactérias produtoras de acido acético sdo aerdbias obrigatdrias. A capacidade de as
bactérias acéticas produzirem 4acido acético é limitada principalmente pela
disponibilidade e transporte do oxigénio da atmosfera para a superficie das células
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bacterianas. O aumento da taxa de oxidacdo do etanol nos processos tecnologicos depende
muito da area de contacto do ar com as bactérias acéticas e com o liquido a acetificar, a
qual deve ser maximizada (Hutkins, 2018).

1.8.1 Apreciacdo Comparativa dos Diferentes Processos Tecnologicos

Os trés processos basicos de producdo de vinagre podem oferecer produtos de 6tima
qualidade, desde que os requisitos bésicos de cada processo sejam rigorosamente
observados. As diferencas entre si sdo enormes, nomeadamente em relagéo a fatores como
0 custo do equipamento, produtividade, facilidade operacional, entre outros. A tabela 1.7

compara as principais diferencas entre os trés processos (Aquarone et al., 2001).

Tabela 1.7 - Comparag&o entre processos de acetificacdo. Adaptado de Aquarone et al. (2001)

Lento Rapido Submerso

Qualidade do vinagre Otima Depende do Depende de clarificacdo
envelhecimento e envelhecimento

Custo do equipamento Baixo Alto Alto
Rendimento do processo Variavel Variavel Alto
Produtividade Baixa Variavel Alta
Facilidade operacional Grande Média Grande
Manutencao do Simples Trabalhosa Simples
equipamento
Volume de producéo Pequeno Médio Grande

1.8.2 Meétodo Lento (de Orleans)

O método classico de Orleans é um dos processos mais antigos de producédo de vinagre.
Conhecido e utilizado desde a antiguidade, o seu aprimoramento tecnologico teve inicio
h& cerca de 200 anos, apos a observacdo de que quando os barris que continham vinho
ndo estavam cheios, apresentavam um ““avinagramento” mais rapido pelo facto de existir
uma maior superficie em contacto com o ar. A partir dai, surgiram técnicas para facilitar

0 arejamento, tais como, a promogao de aberturas laterais nos recipientes para passagem
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de ar, a manutencéo do barril em posicdo horizontal e a utilizacdo de volumes de substrato

alcodlico a acetificar (vinho ou outros) menores (Suman, 2012).

Este processo € realizado em recipientes (barris) de acetificacdo aos quais se adiciona o
substrato alcodlico num volume de 60-70% da sua capacidade, sendo o in6culo uma
cultura de vinagre produzido recentemente, contendo uma pelicula localizada na interface
liquido-ar designada “mae do vinagre” onde estdo as bactérias acéticas. A acetificacdo é
lenta, ocorrendo preferencialmente junto a superficie do liquido, onde existe oxigénio
suficiente que garanta a conversdo do alcool em acido acético. Porém, como a
disponibilidade de oxigénio é reduzida, este processo é realizado em barris ou recipientes
com aberturas (orificios), que permitem o contato do ar com a superficie do liquido
(Figura 1.4) (Hutkins, 2018).

Figura 1.4 - llustracdo esquematica do barril usado no método de Orleans. Adaptado de Hutkins
(2018).

A temperatura a que este processo deve ocorrer ndo deve exceder os 25 °C, evitando-se
assim perdas de alcool por evaporacgdo. Todas os orificios do barril devem ser protegidos
com gaze para evitar a presenca de insetos que sdo atraidos pelos odores dos substratos e
dos produtos da acetificagdo (Suman, 2012). Na extremidade inferior do recipiente
posiciona-se uma torneira para retirar o produto final. Quando concluida a producéo do
acido acético, é possivel retirar uma parte (de um terco a dois tercos) do vinagre obtido e
adicionar um volume da matéria-prima desejada, atraves de um dispositivo de enchimento
posicionado na parte superior do barril até a parte inferior interna, de forma a que a
producdo de acido acético prossiga sem interromper o processo (processo semi-continuo),

evitando destruir a “mae do vinagre” (Figura 1.5) (Ho et al., 2017).
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Figura 1.5 - llustracéo de corte transversal de barril frequentemente utilizado para a produgao de
vinagre pelo método de Orleans. Adaptado de Aquarone et al. (2001)

Cada ciclo de acetificagdo completo pode demorar entre duas a trés semanas, ou mais,
dependendo da temperatura, da taxa de troca de ar (Hutkins, 2018), assim como da
composicdo inicial da solucdo alcodlica, a natureza dos microrganismos, contacto da
superficie liquido/ ar, entre outros. Apos o ciclo completo da acetificacdo, retira-se do
recipiente 60 a 70% do volume original, o qual € substituido por matéria prima, sendo o

processo de acetificacdo repetido (Dabija e Hatnean, 2014).

Neste processo o vinagre € produzido de maneira “estatica” e as bactérias acéticas tendem
a acumular-se na superficie do liquido a acetificar, dando origem a uma pelicula
gelatinosa, constituida por exopolissacaridos sintetizados pelas bactérias acéticas (mae do
vinagre). Por esse motivo, este processo também é chamado de método de superficie,
contrariamente aos métodos submersos, onde as bactérias sao dispersas no liquido de
fermentagdo (Argyro Bekatorou, 2019; Mohammad Rahman, 2020). A perturbag&o dessa
pelicula leva ao seu rompimento e, consequente, imersao. As bactérias submersas podem
sobreviver utilizando os nutrientes disponiveis, porém e devido a caréncia de oxigénio,

deixam de produzir acido acético (Suman, 2012).

No que diz respeito ao produto final, a qualidade do vinagre produzido pelo método de
Orleans é considerada muito superior a dos vinagres produzidos pelos métodos mais
rapidos (Ho et al., 2017).

24



Os vinagres estudados no presente trabalho foram produzidos pelo método de Orleans.

1.8.3 Meétodo Rapido (de Schutzenbach)

O método rapido de obtencdo de vinagre é realizado em acetificadores ou geradores de
gotejamento. Este método foi designado de método rdpido por oposicdo ao método
disponivel anteriormente, o0 método cléssico de Orleans, em que a producdo de vinagre
ocorria em barris e demorava varias semanas. Os primeiros exemplos de geradores de
gotejamento usados industrialmente foram desenvolvidos por Schutzenbach e Ham em
1823 e 1824, respetivamente. Nestes sistemas, que ainda sdo amplamente usados, 0s
substratos etanolicos sdo circulados ou gotejados para tanques de acetificacao cilindricos
ou tonéis contendo materiais inertes, como aparas de madeira ou espigas de milho que
permitem aumentar bastante a area de interface entre o ar e o liquido a acetificar. No
entanto, podem ser usados outros materiais de boa qualidade, que possuam uma area

superficial grande, desde que néo alterem o sabor do produto final (Hutkins, 2018).

Os acetificadores ou geradores de gotejamento sdo equipamentos com trés seccles - a
seccao superior onde a matéria-prima ou o substrato alcodlico € introduzido, a se¢do
média constituida por materiais inertes com uma area superficial grande (pe. aparas de
madeira) que servem de suporte as bactérias acéticas, e, a seccao inferior, onde o vinagre
é recolhido num reservatdrio. O ar entra no sistema através de aberturas laterais, a
matéria-prima ou o substrato alcodlico desce por gravidade entrando em contacto com as
bactérias imobilizadas na secdo média do recipiente, sendo que ao longo desse percurso,
parte do etanol da solug&o introduzida é convertido em &cido acético. O liquido ao chegar
a parte inferior do tanque é re-circulado para a parte superior até todo o etanol ter sido

convertido em &cido acético (figura 1.6) (Ho et al., 2017).
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Figura 1.6 - llustracdo de gerador utilizado no processo rapido para a producéo de vinagre
Adaptado de Aquarone et al. (2001)

O processo demora aproximadamente 3-7 dias para completar a produgédo do vinagre.
Dois tercos do produto final de vinagre sdo retirados do tanque e uma nova matéria-prima
¢ adicionada lentamente na parte superior do acetificador. A temperatura 6tima para este
método é de 30 °C (Ho et al., 2017).

1.8.4 Meétodo de Acetificacdo Submersa (de Frings)

O método de acetificacdo submersa decorre num reator com uma fase liquida, o substrato
alcoolico, com uma determinada composicao em etanol, onde se encontram dispersas as
bactérias acéticas e as bolhas de ar, de uma forma homogénea. Este processo é baseado
na tecnologia desenvolvida, nos anos 40, por uma empresa alema. Os equipamentos
utilizados na acetificagdo submersa consistem em tanques de fermentacdo de aco
inoxidavel com uma capacidade de 10,000 L a 40,000 L, munidos com varios dispositivos
que permitem a monitorizacdo e automatizacdo de algumas operagdes, tais como: a) um
sistema de fornecimento de ar (compressor), b) um sistema de arrefecimento (serpentina),
c) um sistema de controlo de espuma, e d) valvulas de carga e descarga, entre outros
(Figura 1.7) (Ho et al., 2017).
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Figura 1.7 - llustracdo de um acetificador para a produgéo de vinagre pelo método de acetificacdo
submersa: a) turbina de ar; b) compensador de ar; c) dispositivo para coletar liquido de
condensacdo; d-e) dispositivo para controlar a formagdo de espuma; f) dispositivo para medir o
alcool; g) serpentina para refrigeracdo; h) dispositivo para refrigeracédo; i) termémetro; j) bomba
para entrada do vinho; k) bomba para retirada do vinagre. Adaptado de Veloso (2013)

As trés principais etapas deste processo sdo a introducdo de matérias-primas e inoculos
no reator, a acetificacdo e o descarregamento completo do produto acetificado. Parte do
produto acetificado é descarregado, e a outra parte, cerca de 10 - 20%, é deixada no reator,

constituindo o indculo para o ciclo de acetifica¢do seguinte (Ho et al., 2017).

O arejamento deve ser controlado cuidadosamente, pois um decréscimo da presséo parcial
de oxigénio altera o metabolismo bacteriano e condiciona a acetificagdo. Um disco
giratdrio no espaco livre do tanque de reacdo evita a formacgédo de espuma excessiva. O
processo de acetificacdo é exotérmico e assim, 0 sistema deve permitir, através de uma
serpentina, a dissipagdo térmica, possibilitando, dessa forma, o controlo da temperatura
dentro de uma faixa conveniente. A temperatura Otima da acetificacdo depende da
concentracdo do substrato, no entanto deve ser cerca de 28 °C (Suman, 2012). Neste

processo, o substrato alcoolico pode ser acetificado trinta vezes mais rapidamente do que
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em qualquer dos outros processos, devendo o ar ser controlado cuidadosamente, pois um
decréscimo da pressdo parcial do oxigénio altera o metabolismo bacteriano (Henriques,
2014).

1.9 Operacdes de Acabamento

Apos a acetificagdo, o vinagre produzido ndo deve permanecer no recipiente onde
decorreu a sua producao, pois se isto acontecer, as bactérias, ndo tendo mais alcool para
metabolizar, podem comecar a oxidar o acido acético e, consequentemente, o0 vinagre vai
perdendo as suas caracteristicas quimicas e organoléticas (Tesfaye et al., 2002). Sendo
assim, o vinagre deve ser acondicionado em recipientes apropriados e estes devem ser
mantidos num local sem contato com o ar, pois sem oxigénio as bactérias sdo inibidas
(Suman, 2012).

As etapas pds-acetificacdo podem incluir as seguintes operagdes: filtracdo, clarificacdo,

diluicdo, aromatizacdo, estabilizacdo, envelhecimento, pasteurizacao e o engarrafamento.

A filtracdo tem como objetivos recolher e reservar a “mae do vinagre”, bem como
remover as possiveis particulas em suspensdo. O tipo de filtracdo geralmente utilizado é
uma microfiltracdo com membranas tangenciais com um didmetro de poro muito
reduzido (um), permitindo assim a retencao das particulas mais pequenas (Prodanov et
al., 2019).

Segue-se uma diluicdo com agua até a concentracdo desejada e posterior engarrafamento,
obtendo-se assim o vinagre acabado. A dilui¢do do vinagre € uma etapa muito importante
para os fabricantes de vinagre, uma vez que um erro nesta etapa, decorrente do nao
cumprimento das especificacOes legais do produto, pode representar uma elevada perda

econdmica/ problemas.

O engarrafamento dos vinagres pode ser realizado em garrafas de vidro, policloreto de
vinilo (PVC) ou de polietileno tereftalato (PET), fechadas com tampas plasticas. Apds o
engarrafamento € feita uma pasteurizacdo a uma temperatura de 60 a 66 °C, durante 30
minutos, em alternativa, uma pasteurizacao continua e posterior embalagem (Cruz, 2012).
A grande desvantagem do material PET € a sua permeabilidade aos gases que, embora
pequena, existe, ao contrario do vidro que ndo apresenta permeabilidade aos gases.

Depois da acetificacdo, o perigo de deterioracdo é muito baixo, uma vez que o acido
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acetico tem uma forte atividade antibacteriana e um pH baixo (Makhdoumi et al., 2021;
Costa, 2014).

Com o passar do tempo as carateristicas do vinagre, como o odor e o0 sabor tornam-se
mais suaves e agradaveis, devido as reacBes que ocorrem durante o0 processo de
envelhecimento, porém este processo € complexo, acarretando uma série de reagdes
quimicas e alteracGes fisicas, como oxidacao, esterificacdo e condensacdo (Wang et al.,
2017). As reacOes de esterificacdo retiram acidos e alcoois do meio, fornecendo ésteres
aromaticos, proporcionando aromas agradaveis, e a reacdo de oxidacdo é a que confere
aspereza ao vinagre. Os vinagres de vinhos de frutas necessitam de alguns meses de
envelhecimento enquanto que os vinagres de vinho, apenas requerem algumas semanas
(Suman, 2012).

Dependendo da maneira como ocorre a acetificagdo, o vinagre pode ser relativamente
claro (sem particulas em suspensao), se o produto for envelhecido em barris, ou muito
turvo, se a acetificacdo ocorreu pelo método submerso. Ja o vinagre obtido pelo método
Orleans ou ap6s envelhecimento e a posterior transferéncia para barris, ndo exige filtracdo
(Suman, 2012). No caso de acetifica¢cbes submersas, a remocao de células suspensas no
vinagre geralmente requer tratamentos de filtracdo mais elaborados, bem como, os

vinagres produzidos através do método rapido.

Muitas vezes séo utilizados tratamentos térmicos nos vinagres, como a pasteurizacdo, que
permite evitar a sua contaminacdo (bactérias do acido acético, bactérias do acido lactico,
leveduras e fungos) e manter as suas caracteristicas fisico-quimicas e organoléticas
durante o periodo de comercializagdo (Hutkins, 2018). A pasteurizacdo consiste em tratar
0 vinagre a temperaturas altas, durante um determinado periodo de tempo, de modo a
destruir totalmente 0os microrganismos e desativar as enzimas que sdo predominantemente
a causa mais importante das alteracGes (oxidacdo do acido acético) do vinagre. O
tratamento do vinagre mediante calor pode ser uma alternativa eficaz e segura para uma
melhor conservacao do produto (Suman, 2012). A pasteurizacdo do vinagre pode ocorrer
de duas formas - répida e lenta. A rapida ocorre num intervalo de temperaturas de 75 ° a
80 °C, durante 30 a 40 segundos, e a lenta ocorre num intervalo de temperaturas de 50 °
a 65 °C, durante 20 a 30 minutos (Cruz, 2012).
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1.10 Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar as caracteristicas de produtos
acetificados (vinagres) obtidos a partir de frutos fermentados (ameixa e framboesa),
cerveja e gengibre, através da determinacdo de parametros fisico-quimicos e

microbioldgicos.

Ao longo do trabalho, pretendeu-se estudar diversas caracteristicas fisico-quimicas dos
vinagres, nomeadamente, o pH, acidez, °Brix, densidade, cor, composi¢cdo de compostos
fendlicos e flavonoides, bem como proceder & determinacgéo da atividade antioxidante de

cada vinagre.

Em relacdo aos parametros microbiologicos um dos principais objetivos foi estudar a
qualidade microbioldgica dos vinagres, através da contagem de microrganismos
mesdfilos aerdbios (MMA), bactérias acido-laticas (BAL), fungos filamentosos,

leveduras e bactérias acéticas (BA).

Por ultimo, estabeleceu-se como objetivo deste trabalho, o estudo da atividade
antimicrobiana dos vinagres sobre bactérias e leveduras, através do método da difuséo

em agar.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Os vinagres estudados foram obtidos a partir de frutos fermentados (ameixa, e framboesa)
e de cerveja e gengibre. Estes produtos foram processados através do método de Orleans
e engarrafados numa empresa da regido do Algarve (Algoz) e, comercializados com a

marca “Fateixa”. Todos os vinagres foram adquiridos em garrafas de vidro de 250 ml.

2.2 Parametros Fisico-Quimicos

Os reagentes utilizados para as determinagdes fisico-quimicas foram obtidos através de

diversas fontes comerciais.
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2.2.1 Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi realizada utilizando um medidor de pH de laboratério PHM
220 (MeterLAb), com o auxilio de um elétrodo e uma sonda de temperatura. Antes da
determinacdo do valor de pH de cada amostra o aparelho foi calibrado utilizando duas
solugdes padrdo, uma com pH 4 e outra com pH 7, encontrando-se a temperatura das

solugdes entre os 20 ° e 25 °C.

2.2.2 Determinacdo da Acidez Total

A acidez total (%) foi determinada por titulacdo de 1 ml da amostra de vinagre, ao qual
se adicionou previamente 100 ml de &gua destilada e 4 a 5 gotas de solucdo de
fenolftaleina alcodlica a 2% (May e Baker), usando uma solugdo 0,1 M de hidréxido de
sodio (Riedel-de Haén) como titulante. A percentagem acidez de cada amostra de vinagre

foi realizada em triplicado.

A percentagem de acidez é determinada a partir da seguinte equacao:

1. A.

. o) —
Acidez (%) % 10

(Eq. 1)

onde, I.A. é o indice de acidez (g/ml) e p é a densidade (g/ml) da amostra de vinagre.

O indice de acidez (I.A.) foi determinado através da seguinte equacao:

Vo X M X 60

I.A.
i

(Eq. 2)

onde, V; € o volume (ml) da amostra de vinagre, V, é o volume (ml) da amostra de NaOH,
M é a molaridade (mol/ml) da solucdo titulante e 60 representa a massa molar (g/mol) do

acido acético.
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2.2.3 Determinacao do °Brix

A determinacdo do residuo seco soluvel (°Brix) foi realizada de acordo com a NP 785
(IPQ, 1985).

Com uma pipeta colocou-se 1-2 gotas da amostra do vinagre na superficie do prisma do
refratometro ABBE (ATAGO 1T), fechando-se a tampa e ajustando-se com o botéo de
medida, de forma a ser possivel ver uma imagem nitida do contraste da area clara/escura.

Para cada amostra, as leituras dos valores Brix foram feitas a uma temperatura de 20 °C.

2.2.4 Determinacdo da Densidade

A densidade de cada amostra de vinagre foi determinada com um picnémetro (25 ml). O
picnémetro foi calibrado com agua destilada, ou seja, pesou-se o picnémetro vazio e de
seguida encheu-se com agua para a sua correta calibracdo. De seguida, descartou-se a
agua e com a ajuda de uma pipeta, colocou-se uma amostra de vinagre no picnémetro e

procedeu-se a sua pesagem.
A densidade (g/ml) de cada amostra foi calculada através da seguinte equacéo 3:

_Pa-Pp

Vp (Eq. 3)

p

onde, p ¢ a densidade (g/ml) da amostra de vinagre, P. € 0 peso (g) do picnometro
contendo a amostra, Pp € 0 peso (g) do picnémetro vazio e Vp é o volume (ml) do

picnémetro.

2.2.5 Determinagéo da Cor

As determinagdes de cor foram caracterizadas pela leitura direta de refletancia do sistema
de coordenadas retangulares “L*” (luminosidade que varia entre preto (0) e branco
(+100)), “a*” (define a tonalidade da cor, varia de vermelho (+100) a verde (-100)) e “b*”
(define a intensidade ou pureza da cor - intensidade de amarelo (+100) a azul (-100)),

“C*” (saturag@o ou vivacidade da cor) e “h°” (tonalidade da cor). O colorimetro foi
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previamente calibrado com os padrdes de referéncia branco e preto. Foi aplicada a escala
de Hunter, com iluminante Deo € angulo de observacdo de 10°, utilizando-se um
colorimetro (PCE-CSM 10, PCE Instruments spectrophotometer). Para cada amostra de

vinagre realizaram-se cinco leituras (EI Sheikha et al. 2010).

2.2.6 Determinacdo dos Compostos Fenolicos Totais

A concentracdo total de compostos fendlicos nas amostras de vinagre foi determinada de
acordo com Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventos (1999). Adicionou-se a 0,2 ml de
cada amostra de vinagre, 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau (Merck) (0,2 N) e 0,8 mli
de solucdo saturada de carbonato de sédio (Merck) (7,5 %) e de seguida, agitou-se no
vortex. A mistura reacional foi colocada em repouso durante 30 minutos e ao abrigo da

luz e em seguida foi lida a absorvancia a 765 nm num espetrofotometro (Genesys 10UV).

A concentracdo em compostos fenodlicos totais nas varias amostras de vinagres foi
calculada com base numa curva de calibracdo de acido galico (Fluka) com diferentes
concentracgdes (0,025; 0,05; 0,10; 0,15 mg/ml) e os resultados foram expressos em mg de

acido galico/100 ml de amostra (figura 2.1).

Para a determinacdo dos compostos fenolicos totais a reta de calibracéo (equacédo 4) usada

foi:

Abs 765 nm = 7,6752 x [Acido Galico] + 0,0189 (Eq. 4)

Onde, R? = 0,9937.

2.2.7 Determinacdo dos Compostos Flavonoides Totais

A concentragcdo em compostos flavonoides totais foi determinada com base no método
descrito por Zhishen et al. (1999). Misturou-se a 1 ml da amostra de vinagre, 4 ml de dgua
destilada, 0,3 ml de NaNO: (Riedel-de Haén) (5%), agitou-se a solugdo no vortex e esta
permaneceu em repouso, no escuro, durante cerca de 5 minutos. De seguida adicionou-se
0,3 mL de AICI3 (Riedel-de Haén) (2%), agitou-se novamente no vortex e colocou-se a

amostra novamente em repouso, no escuro, durante 6 minutos. Por fim, adicionou-se a
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mistura 2 ml de NaOH (1 M) e 2,4 ml de agua destilada e foi determinada a absorvancia

a 510 nm num espetrofotometro (Genesys 10UV).

Os compostos flavonoides totais foram determinados com base numa reta de calibracéo
de catequina (Sigma) com diferentes concentragdes (10, 50, 100, 200, 300, 400, 500
mg/ml) e os resultados foram expressos em mg de catequina/100 ml de amostra (figura
2.2).

Para a determinacdo dos compostos flavonoides a reta de calibragdo (equagdo 5) usada
foi:

Abs 510 nm = 0,0022 X [Catequina] + 0,0079 (Eq. 5)

Onde, R? = 0,9905.

2.2.8 Determinacédo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante presente nas amostras de vinagre foi determinada através do
método DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazilo) (Aldrich) de acordo com Bakir et al. (2017).

Em tubos de ensaio, misturaram-se 5 ml de DPPH e 0,1 ml da amostra e de seguida estes
foram agitados no vortex, tendo sido colocadas as amostras, na auséncia de luz, durante
13 minutos, num banho de &gua a 27 °C. Em seguida foram lidos os valores de

absorvancia a 515 nm num espetrofotometro (Genesys 10UV).

A atividade antioxidante foi calculada com base numa reta de calibracéo utilizando-se o
Trolox (Aldrich), como antioxidante padrdo de referéncia, com diferentes concentracdes
(0,08, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4 mg/ml) e os resultados foram expressos em mg
de Trolox/100 ml de amostra (figura 2.3).

Para a determinacéo da atividade antioxidante a reta de calibracdo (equacédo 6) usada foi:
Abs 515 nm = —0,4504 X [Trolox] + 0,5635 (Eq. 6)

Onde, R? = 0,9948.
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2.3 Parametros Microbioldgicos

Os microrganismos testados, bactérias e leveduras, foram repicados no Laboratério de

Microbiologia do Instituto Superior de Engenharia, na Universidade do Algarve.

Os meios de cultura e os discos de papel utilizados foram obtidos através de diversas

fontes comerciais.

2.3.1 Avaliacéo da Qualidade Microbioldgica

A avaliagdo da qualidade microbioldgica dos diferentes produtos foi realizada em trés
garrafas de cada vinagre. Para tal, estudaram-se os seguintes parametros microbiologicos:
microrganismos mesoéfilos aerobios (MMA), bactérias acido-laticas (BAL), fungos
filamentosos, leveduras e bactérias acéticas (BA). Todo o material usado, como pontas
de pipetas, espalhadores, placas de Petri e gobelets, foi antecipadamente esterilizado.

Para realizar este estudo foram previamente preparados meios de cultura esterilizados e
armazenados em refrigeracdo. Os meios preparados, foram: “Plate Count Agar” (PCA)
(VWR), “Man Rogosa and Sharpe Agar” (MRS) (Scharlau), “Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol” (DRBC) (Biolife), “Malt Extract Agar" (ME) (Scharlau), e “Acid
Acetic Bacteria Medium (BAA). O pH dos meios de cultura foi acertado com uma solugéo
de &cido cloridrico 1M. Todos os vinagres foram diluidos 10 vezes (10%), misturando 10
ml de cada um deles com 90 ml de solucéo de Ringer (Oxoid).

2.3.1.1 Contagem de Microrganismos Meséfilos Aerdbios (MMA)

A enumeragdo dos microrganismos mesofilos aerébios (MMA) foi realizada de acordo
com a norma 1SO 4833-1 (1SO, 2013), com algumas alteracGes. Para a contagem deste
grupo microbiano foi usado 0 meio de cultura PCA, com pH 5.5. Na superficie do meio
de cultura inoculou-se 0,2 ml de vinagre puro, seguindo-se o espalhamento da amostra.
Procedeu-se do mesmo modo para as diluicbes decimais dos vinagres. Os vinagres e as
suas dilui¢bes foram inoculados em duplicado. As placas foram incubadas numa estufa a
30 °C, durante 72 h. Apds o periodo de incubagédo fez-se o registo das contagens de

colobnias expressas em UFC/m.
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2.3.1.2 Contagem de Bactérias Acido-Lacticas (BAL)

A enumeracao das bactérias acido-lacticas (BAL) foi realizada de acordo com a norma
ISO 15214 (ISO, 1998). Nas placas de Petri, vazias e estéreis, inoculou-se 1 ml do vinagre
puro e de seguida incorporou-se 0 meio MRS fundido (pH 5,5) suplementado com &cido
sorbico. Distribuiu-se uniformemente a amostra no meio de cultura realizando
movimentos circulares suaves. Apos a solidificacdo do meio de cultura adicionou-se uma
segunda camada do mesmo meio. Procedeu-se do mesmo modo para as diluicdes
decimais dos vinagres. Os vinagres e as suas dilui¢cbes foram inoculados em duplicado.
Apos a solidificagdo da segunda camada de meio de cultura, as placas foram incubadas
numa estufa a 30 °C, durante 72 h. Ap6s o periodo de incubacdo fez-se o registo das

contagens de coldnias expressas em UFC/ml.

2.3.1.3 Contagem de Fungos Filamentosos

A enumeracéo de fungos filamentosos foi realizada de acordo com a norma ISO 21527-
2 (ISO, 2008). Para a contagem deste grupo microbiano foi usado o meio de cultura
DRBC. Na superficie do meio de cultura inoculou-se 0,2 ml de vinagre puro, seguindo-
se 0 espalhamento da amostra. Procedeu-se do mesmo modo para as diluigdes decimais
dos vinagres. Os vinagres e as suas dilui¢des foram inoculados em duplicado. As placas
foram incubadas numa estufa a 25 °C, durante 5 a 7 dias. Ap6s o periodo de incubacéo

fez-se o registo das contagens de coldnias expressas em UFC/ml.

2.3.1.4 Contagem de Leveduras

A enumeracdo de leveduras foi realizada no meio de cultura ME com pH 5,5. Na
superficie do meio de cultura inoculou-se 0,2 ml de vinagre puro, seguindo-se 0
espalhamento da amostra. Procedeu-se do mesmo modo para as dilui¢cbes decimais dos
vinagres. Os vinagres e as suas dilui¢cdes foram inoculados em duplicado. As placas foram
incubadas numa estufa a 25 °C, durante 5 a 7 dias. Ap6s o periodo de incubacéo fez-se o

registo das contagens de coldnias expressas em UFC/ml.
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2.3.1.5 Contagem de Bactérias Acéticas (BA)

A enumeracdo das bactérias produtoras de acido acético foi realizada de acordo com o
método descrito por Kim et al. (2019). Para a contagem deste grupo microbiano foi usado
0 meio de cultura BAA, sendo este constituido por: 50 g glucose (Scharlau), 10 g extrato
de levedura (Biokar) 20 mg azul de bromofenol, 20 g agar, 950 ml &gua. Os ingredientes
foram misturados e esterilizados na autoclave durante 15 minutos e apds o arrefecimento
a 50 °C num banho de agua, adicionou-se, assepticamente, 1 ml acido acético glacial
(Merck), 50 ml etanol puro (Panreac). Na superficie do meio de cultura inoculou-se 0,2
ml de vinagre puro, seguindo-se o espalhamento da amostra. Procedeu-se do mesmo
modo para as diluicbes decimais dos vinagres. Os vinagres e as suas diluicdes foram
inoculados em duplicado. As placas foram incubadas numa estufa a 30 °C, durante 72 h.
Apdbs o periodo de incubacdo fez-se o registo das contagens de colonias expressas em
UFC/ml. As coldnias de bactérias acéticas distinguem-se pela sua cor verde e formacao
de halos amarelados, que as diferencia de outros microrganismos concorrentes. O azul
de bromofenol, um indicador de pH usado neste meio, desempenha um papel fundamental
na diferenciacdo destas coldnias que adquirem uma cor verde com um halo amarelado,
devido ao facto destes microrganismos serem produtores de acido. Este meio seletivo é
apropriado para o crescimento deste tipo de bactérias, o que permite ajudar os
investigadores de laboratério a encontra-las ou isola-las, consoante a necessidade (Kim
etal., 2019).

2.4 Estudo da Atividade Antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas de vinagres obtidos a partir de fermentados de ameixa,

cerveja, gengibre e framboesa foram avaliadas em bactérias e leveduras.

Para esta avaliacdo testaram-se as seguintes bactérias: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Bacillus cereus (ATCC 10876),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Salmonella enterica Typhimurium (ATCC 14028), Listeria innocua (ATCC 33090) e
Cronobacter sakazakii (ATCC 29544). As culturas de bactérias foram testadas em meio
de cultura solido “Mueller-Hinton” (M.H.) (Oxoid) com pH 5,5, previamente preparado,

esterilizado e armazenado em refrigeragéo.
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No caso das leveduras, as espécies estudadas foram Candida albicans (ATCC 10231),
Candida albicans (ATCC 90028), Cryptococcus neoformans (YPO 186), Saccharomyces
cerevisiae (PYCC 3507), Pichia membranifaciens (PYCC 2489), Zygosaccharomyces
bailii (PYCC 4806), Debaryomyces hansenii (PYCC 2968). Inicialmente o estudo foi
realizado em dois meios de cultura diferentes, o meio “Mueller-Hinton” com a adi¢do de
2% de glucose (M.H. 2% G) e o meio “Yeast Mold Agar” (YM) (Pronadisa). Porém, apos
0S primeiros testes, as estirpes de Candida albicans, foram testadas em M. H. 2%, e as
restantes espécies foram estudadas no meio YM. Estes meios de cultura foram
previamente preparados, esterilizados e armazenados em refrigeracdo. O pH de todos os

meios de cultura foi ajustado a um valor de 5,5.

A atividade antimicrobiana dos vinagres foi realizada através do método de Kirby-Bauer,
também designado por método de difusdo em agar, de acordo com os protocolos do
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST 2000).
Prepararam-se suspensdes, estéreis, em tubos de 5 ml com solucéo salina (0,85% NaCl)
dos microrganismos a testar, tendo-se recolhido as colénias necessarias de modo a obter
suspensdes microbianas com uma turvacdo correspondente ao padrdo 0,5 de Mc Farland
(Biomerieux). As placas de Petri com os respetivos meios foram inoculadas utilizando
zaragatoas estéreis, que foram mergulhadas na suspensdo microbiana anteriormente
preparada. Apos a inoculacdo, colocou-se em cada quadrante da placa discos de papel
(Oxoid; 6 mm de diametro), esterilizados. Os discos foram impregnados com 20 pL de
cada um dos vinagres em estudo. Preparou-se ainda, um disco impregnado com 20 pL de

solugdo salina estéril (controlo negativo).

Tanto para as bactérias, como para as leveduras testaram-se, respetivamente, antibidticos
e antimicoticos de referéncia com concentracfes especificas (controlos positivos). No
caso das bactérias utilizaram-se quatro antibiéticos diferentes, nomeadamente a
ampicilina (10 pg/disco) (Oxoid), a penicilina G [10 unidades (U)/ disco] (Oxoid), a
cloranfenicol (30 pg/disco) (Oxoid) e a eritromicina (15 pg/disco) (Liofilchem). Para as
leveduras usaram-se trés antimicéticos de referéncia, a anfotericina B (10 pg/disco)
(Liofilchem), o fluconazol (25 pg/disco) (Oxoid) e a nistatina [100 unidades (U) disco]
(Oxoid). Estes discos de antibioticos e antimicéticos também foram colocados nas placas
de Petri previamente inoculadas com a suspensdo do microrganismo pretendido, como
descrito anteriormente para as amostras de vinagre. Depois da inoculacéo e apos cerca de

15 minutos, as placas inoculadas foram incubadas a 30 °C. No caso das bactérias, a
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incubacdo decorreu durante um periodo de 24 h e no caso das leveduras, durante 48 h.
Apos o periodo de incubagdao registaram-se os valores dos diametros dos halos de inibi¢do
do crescimento microbiano (em mm), para as bactérias e para as leveduras, sendo que
estas ultimas foram logo de seguida colocadas na incubadora para completar o restante
tempo de incubacéo (48 h) e, aquando as 48 h mediram-se, novamente, os diametros dos

halos de inibic&o.

2.5 Analise Estatistica

Os valores experimentais foram representados como a média de varias medidas
(consoante 0 método de anéalise) + o desvio padrdo. A andlise de variancia (ANOVA) foi
realizada, tanto para os resultados dos parametros fisico-quimicas, como para 0s
microbioldgicos, e as médias foram comparadas através do teste post-hoc de comparacées
multiplas de Tukey quando a ANOVA se revelou significativa. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. A andlise estatistica foi feita
usando o software SPSS versdo 28.0 (IBM SPSS Statistics 28.0).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros Fisico-Quimicos

As amostras de vinagre obtidas a partir de ameixa, cerveja, framboesa e gengibre foram
estudadas de forma comparada, em relacdo aos parametros de pH, acidez, °Brix,

compostos fendlicos, compostos flavonoides, atividade antioxidante e cor.

3.1.1 Carateristicas Fisico-Quimicas dos Vinagres

As carateristicas fisico-quimicas, nomeadamente o pH, acidez total e °Brix, dos diferentes

vinagres estdo apresentadas na tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Carateristicas fisico-quimicas dos diferentes vinagres

Parametros Ameixa Cerveja Gengibre Framboesa

pH 3,07£0,04>  2,77+0,03*  3,03£0,01°  3,30+0,00°

Acidez (g/100 ml &cido acético)  5,25+0,17%  5,56+0,10°  5,62+0,06" 6,82+0,06°
°Brix 6,45£0,071°  5,00+0,00°  4,95+0,07*°  5,50+0,00°

Os valores representam médiastdesvios-padrdo das amostras. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)

Os valores de pH e de acidez dos vinagres estdo compreendidos entre 2,77 a 3,30 e 5,25
a 6,82 % de acido acetico, respetivamente. Avaliou-se a conformidade das amostras de
vinagre quanto ao limite minimo legal estabelecido, de acordo com o Decreto-Lei n°
174/2007, de 8 de maio, relativamente a acidez total (5 g/ 100 ml) e verificou-se que todas
as amostras cumprem o determinado neste requisito. J& no estudo de Bakir et al. (2017),
o intervalo dos valores de pH e da acidez situava-se entre 2,8 a 3,9 € 0,7 a 6,6 % de acido
acetico, respetivamente, constatando-se que nem todos 0s tipos de vinagre cumprem com
o requisito legal estabelecido. Porém, em Ozturk et al. (2015), o pH e a acidez total de
amostras de vinagres tradicionais e industriais variaram de 2,63 a 3,90 e 0,32 a 7,20% de
acido acético, respetivamente, verificando-se que a maioria dos vinagres tradicionais,
cerca de 80%, ndo estava conforme o valor estabelecido, no caso, pelo menos 4% de acido
acetico, conforme dispdem as normas reguladoras da Turquia e Estados Unidos (Sengun
et al., 2020).

Em Sengun et al. (2020), o valor pH e acidez total das amostras de vinagre varia de 3,22
a 3,85 e 1,11 a 561 % de acido acético, respetivamente, verificando-se grande
discrepancia de conformidade, em funcdo da regulamentacdo aplicada. Em
correspondéncia com o estabelecido pelo Decreto-Lei n® 174/2007, de 8 de maio, apenas
10% dos vinagres estdo conforme os requisitos definidos, ja mediante aplicacdo da

legislagdo da Turquia e Estados Unidos, 90% dos produtos estdo conformes.

No que se refere ao pH, os vinagres de ameixa e gengibre ndo sdo significativamente
diferentes (p>0,05), e ja no que se refere a acidez, 0 mesmo se pode concluir relativamente

a acidez total dos vinagres de cerveja e gengibre (p>0,05).

Relativamente ao vinagre de framboesa, 0 mesmo é significativamente diferente (p<0,05)
de todas as amostras, revelando valores mais elevados tanto para o pH, como para a

acidez.
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Relativamente ao °Brix, este representa a percentagem de um residuo seco soltvel e é um
parametro que se altera em funcao do tipo de vinagre (Sengun et al., 2020). Ozturk (2020)
conclui que o °Brix indica a percentagem de sélidos sollveis incluindo agUcares, sais e
proteinas numa amostra liquida. No entanto, representa habitualmente, acUcares

equivalentes em amostras como as dos vinagres, omitindo outros materiais soluveis.

No estudo desenvolvido, conforme dados da tabela 3.1, os valores de °Brix
compreendem-se entre 4,95 a 6,45, correspondendo respetivamente, aos vinagres de
gengibre e ameixa. Curiosamente, no estudo de Sengun et al. (2020), tendo por base 0s
vinagres analisados, também a ameixa corresponde ao valor de °Brix mais elevado de

todos os vinagres (5,00).

Os vinagres de cerveja e gengibre foram os que apresentaram os valores mais baixos de
°Brix e, ndo séo significativamente diferentes (p>0,05) entre si, contrariamente ao vinagre

de ameixa (p<0,05) que apresentou o valor mais alto.

No estudo de Ozturk et al. (2015), os valores de °Brix em vinagres, demonstraram uma
acentuada variacao, de 1,02 a 20,80. De acordo com os autores, os valores do °Brix estdo
fortemente relacionados com a fermentacdo, ao nivel do decréscimo dos acUcares e
também com a atividade dos microrganismos na fermentacdo, sendo que as culturas
iniciais (“starter”) e a matéria-prima sdo outros dos fatores responsaveis pela

variabilidade dos valores do °Brix nos diferentes vinagres.

3.1.2 Bioatividade dos Vinagres

As carateristicas bioativas, nomeadamente os compostos fendlicos, flavonoides e a
atividade antioxidante (DPPH) dos diferentes vinagres estdo presentes na tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Bioatividade dos diferentes vinagres

Parametros Ameixa Cerveja Gengibre Framboesa

Compostos Fenolicos Totais
o o 0,51+0,02° 0,62+0,06° 0,25+0,01° 0,55+0,01°¢
(mg &cido galico/100 ml)

Compostos Flavonoides Totais
) 86,41+10,93" 52,32+1,93% 50,73+12,54% 161,64+11,25°
(mg catequina/100 ml)
Atividade Antioxidante

(DPPH, mg Trolox / 100 ml)

0,10+0,01° 0,04+0,00° 0,01+0,00? 0,28+0,02¢

Os valores representam médias+desvios-padrdo das amostras. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)
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O menor teor de compostos fenolicos e flavonoides totais foi detetado no vinagre de
gengibre, apresentando valores de 0,25 mg de acido galico/ml e 50,73 mg de
catequina/ml, respetivamente. Estas carateristicas bioativas refletem valores mais
elevados para o vinagre de cerveja (0,62 mg de acido galico/ml) e de framboesa (161,64
mg de catequina/ml). Em relacdo aos compostos fendlicos totais, o vinagre de framboesa
ndo €, simultaneamente, significativamente diferente (p>0,05) ao de ameixa e cerveja. Ja
nos compostos flavonoides totais, os vinagres de cerveja e gengibre ndo sao
significativamente diferentes (p>0,05). Com base nos resultados obtidos néo foi possivel
observar uma tendéncia clara entre os parametros, no entanto, o vinagre de gengibre foi

aquele que sempre apresentou valores mais baixos para todos eles.

No estudo de Ozturk et al. (2015) no que se refere as amostras dos vinagres estudados, 0s
valores dos compostos fendlicos e flavonoides variaram entre 0,040 a 2,229 mg de &cido
galico/ml e 0,011 a 0,349 mg de catequina/ml, respetivamente. No estudo de Sengun et
al. (2020) verificou-se que os valores dos fendlicos se situam na linha de valores
compreendidos entre 0,933 e 1,162 mg de &cido galico/ml e os compostos flavonoides no
intervalo 0,067 e 0,471 mg de catequina/ml. Em Bakir et al. (2017) o intervalo de valores
referentes para estas propriedades bioativas mostrou ser mais elevado, visto que, para 0s
compostos fenolicos, os valores encontram-se entre de 17 e 255 mg de acido gélico/ml e

para os compostos flavonoides entre 2,4 e 96 mg de catequina/ml.

A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH e os valores variaram de
0,01 a 0,28 mg trolox/ml, sendo que correspondem ao vinagre de gengibre e de
framboesa, respetivamente. Neste pardmetro, podemos considerar todos os vinagres

estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).

Nos estudos de Bakir et al. (2017) e Sengun et al. (2020), os valores da atividade
antioxidante dos vinagres foram bastante diferentes entre si, sendo que no primeiro 0s
valores compreendem-se entre 13 e 517 mg trolox/ml e no segundo, num intervalo entre
0,1302 e 0,047 pg trolox/ml.

As grandes discrepancias de resultados nestas propriedades bioativas dependem, em
grande parte, da composicéo e estado de maturacdo da materia-prima, das técnicas de
producéo, bem como, das condi¢bes de envelhecimento do vinagre (Ozturk et al., 2015;
Cruz, 2012).
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3.1.3 Propriedades da Cor dos Vinagres

Os parametros de cor dos vinagres apresentam-se na tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Pardmetros de cor dos diferentes vinagres

Parametros Ameixa Cerveja Gengibre Framboesa
L* 28,49+0,16° 28,19+0,27° 28,22+0,27>¢ 27,710,242
a* -0,17+0,05" -0,34+0,072 -0,41+0,072 0,20+0,14¢
b* 3,13+0,11° 3,11+0,16° 2,06+0,08? 3,26+0,15°
Cc* 3,13+0,10° 3,12+0,16° 2,10+0,08? 3,27+0,16°
he 93,00+0,99° 96,08+1,36° 101,24+1,88¢ 86,58+2,35?

Os valores representam a médiatdesvio-padrdo das amostras. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)

As propriedades da cor foram avaliadas quanto a coordenada L* (luminosidade), a*
(componente de cor verde/vermelha), b* (componente de cor azul/amarela), C*
(saturacdo de cor) e h° (tonalidade) e os valores estdo compreendidos entre 27,71 e 28,49;
-0,41 e 0,20; 2,06 e 3,26; 2,10 e 3,27; 86,58 e 101,24, respetivamente.

Para a coordenada L* verifica-se que o vinagre de framboesa € estatisticamente diferente
(p<0,05) do resto das amostras e, portanto, tem menor luminosidade. No entanto, para o
vinagre de ameixa, é possivel confirmar que este tem o valor mais alto, ndo sendo
significativamente diferente (p>0,05) ao vinagre de gengibre que, por sua vez, também
ndo o é em relacdo ao de cerveja. Para as coordenadas a*, b* e C* verificou-se a mesma
tendéncia para os vinagres de framboesa e gengibre, sendo que no que se refere ao
primeiro, os valores obtidos foram sempre os mais altos e no segundo, 0s mais baixos.
Relativamente a coordenada a*, o vinagre de gengibre mostrou nédo ser significativamente
diferente (p>0,05) do de cerveja, sendo que o vinagre de ameixa e o de framboesa sdo
diferentes (p<0,05) entre todos. Ja no que as coordenadas b* e C* diz respeito, constata-
se que os vinagres de ameixa, cerveja e framboesa ndo sdo estatisticamente diferentes
(p>0,05) entre si, sendo que o de gengibre é (p<0,05), em relacdo a todos os outros. No

que se refere ao angulo de tonalidade, h°, o vinagre de gengibre é aquele que apresenta
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um maior angulo em oposicdo ao vinagre de framboesa. Neste pardmetro todas as

amostras de vinagre se mostraram significativamente diferentes (p<0,05) entre si.

Num estudo de Hammouda et al. (2021) também foram estudadas a propriedades de cor
em vinagres (uva, figo, figo da india e timara) e os valores das coordenadas L*, a*, b*
correspondiam, respetivamente, aos seguintes intervalos: 0,13 a 68,83; 1,15 a 9,98; 0,34
a 30,34. De acordo com os autores, os valores das coordenadas L* e b* estavam em
concordancia com o aspeto visual, tendo sido o vinagre de uva a apresentar os valores
superiores, enquanto que para a coordenada a* o seu maior valor foi registado para o
vinagre de figo. Os valores de C* e h° foram varidveis entre as amostras de vinagre,
indicando, assim, que as propriedades de cor das amostras eram muito diferentes umas
das outras. Estes autores justificam essa diferenca como resultado, provavelmente, do
conteddo de fitoquimicos nas matérias-primas que influenciam a cor do produto final do
vinagre. Em Ozturk et al. (2015), os valores de L* variaram entre 0,28 e 20,15. Os
vinagres tradicionais de macé alcangaram valores de L* extraordinariamente altos, de
forma bastante generalizada. Os valores de a* e b* presentes nas amostras variaram
bastante (a*= -0,54 a 14,88; b*= 0,43 a 14,11) no conjunto das amostras, indicando

grande diferenca das propriedades de cor dos vinagres, entre si.

Ja segundo Sengun et al. (2020) e considerando que as propriedades de cor dos vinagres
de fruta fornecidas por L*, a* e b* variam entre 3,11 a 8,17; -1,50 a 0,60 e 0,82 a 3,47,
respetivamente, verifica-se que, em todas as amostras, os valores de L* sdo mais altos em
vinagres de uva e de figo, enquanto que, no que se refere aos valores de a* e b*, é o
vinagre de amora a alcancar os valores mais altos, concluindo desta forma, que os
resultados obtidos ndo evidenciam uma correlacdo entre os valores da cor e 0s compostos

totais de fendlicos e flavonoides contidos nos vinagres.

3.2 Parametros microbiologicos: Avaliacdo da Qualidade dos Vinagres

A qualidade microbiolégica dos vinagres foi estudada através da enumeragdo de
microrganismos aerébios mesoéfilos (MAM), bactérias acido-lacticas (BAL), fungos
filamentosos, leveduras e bactérias acéticas. Os resultados obtidos estdo resumidos na
Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 - Contagem (UFC/ml) dos microrganismos nos diferentes vinagres (n=3)

Microrganismos Ameixa Cerveja Gengibre  Framboesa
Microrganismos Meséfilos Aerdbios <1 <1 <1 <1
Bactérias Acido-Lacticas <1 <1 <1 <1
Bactérias Acéticas <1 <1 <1 <1
Fungos Filamentosos <1 <1 <1 <1
Leveduras <1 <1 <1 <1

As amostras testadas de vinagre de ameixa, cerveja, gengibre e framboesa nao
apresentaram qualquer tipo de crescimento microbiano, conforme se pode observar na
Tabela 3.4. O nimero dos varios grupos microbianos estudados encontrava-se em todos
0s vinagres, abaixo do limite de detecdo (1 UFC/ml).

De acordo com o estudo de Ozturk et al. (2015), que consistia em comparar vinte vinagres
tradicionais com cinco vinagres produzidos industrialmente, cerca de 52% das amostras,
nove vinagres tradicionais e quatro industriais, apresentaram valores abaixo dos limites
de detecdo para as contagens de bactérias acido-lacticas (BAL). Esta percentagem de
amostras também se verificou para as bactérias acéticas (BA), no entanto para estas
bactérias os valores abaixo do limite de detecdo verificaram-se para oito vinagres
tradicionais e cinco industriais. No que diz respeito a leveduras e fungos filamentosos
64% das amostras, das quais doze vinagres tradicionais e quatro vinagres produzidos
industrialmente, apresentaram valores abaixo do limite de detecdo. No resto das amostras,
as contagens de BA foram relativamente mais elevadas do que em BAL, leveduras e
fungos. Em 36% das amostras (nove vinagres tradicionais) foi possivel detetar, em
simultaneo, populaces de BAL e BA, em que os niveis de detecdo variam entre os
valores 2,6 x 10 UFC e 1,1 x 10° UFC/ml, enquanto que 28% das amostras (quatro
vinagres tradicionais e trés vinagres industriais) ndo apresentaram qualquer tipo de
crescimento microbiano consideravel tanto para as contagens de BAL, BA, leveduras e
fungos, isto é, os valores foram <10 UFC/ml. De acordo com os autores do estudo, o
estado microbiologico do vinagre pode mudar dependendo de condicGes intrinsecas
(composicdo do meio) e de parametros extrinsecos, como a temperatura e a humidade.
Como o etanol e &cido sdo produzidos nas etapas iniciais da fermentacdo alcodlica,

principalmente por leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e BAL, respetivamente, estes
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compostos inibem o crescimento de microrganismos indesejaveis e prolongam a vida Util
do vinagre. Posteriormente, na segunda fase do processamento do vinagre, o &cido acético
é produzido por BA e inibe 0os microrganismos intolerantes ao &cido. No entanto, existe
um grande risco de deterioracdo do vinagre produzido por fermentacdo natural devido a

dificuldade de controlar todas as etapas do processamento.

No estudo de Sengun (2013) um dos principais objetivos foi estudar as propriedades
microbiologicas de vinagres tradicionais utilizando diferentes tipos de matérias-primas
assim como diferentes condicGes de fermentacdo. As contagens de leveduras das amostras
variaram entre 0,00 a 6,49 log UFC/ml, enquanto que ndo foi observado crescimento de
fungos filamentosos em oito amostras de vinagres. Para as amostras de vinagre de figo
seco e de figo fresco ndo houve crescimento de leveduras, enquanto que para as restantes
amostras as contagens de leveduras foram significativamente diferentes umas das outras
(valores entre 2,49 log UFC/ml e 6,49 log UFC/ml). Neste estudo as BAL foram
enumeradas, também, no meio MRS (pH 6,2) e as suas contagens variaram de 0,81 log
UFC/ml a 8,20 log UFC/mI. De acordo com o autor, a contagem mais alta de BAL estara
relacionada com a acidez da amostra, porque neste caso, a amostra com uma maior
populacdo de BAL também apresentava uma maior acidez em relacdo as restantes
amostras. E relatado que as populacbes de BA apresentam nimeros muito altos em
amostras de vinagre, como 102 células/ml (Torija et al., 2010), no entanto no estudo de
Sengun (2013) contaram-se valores inferiores na maioria das amostras e, a razao paratal,
dever-se-a as propriedades extremas do vinagre e a quantidade significativa de microbiota
que ndo pode ser cultivada nas condi¢Bes laboratoriais atualmente disponiveis. Em
relacdo as BA, o seu cultivo, isolamento e identificacdo sdo particularmente dificeis em
fermentacdes naturais (espontaneas), onde podem estar presentes no estado viavel, mas
ndo cultivavel e podem estar em competi¢do com outros grupos microbianos (Milanovié¢
etal., 2018).

No estudo de Sengun (2013), tal como no presente estudo, ndo foram detetados fungos
nas amostras estudadas o que, de acordo o autor, podera significar que 0s vinagres
analisados foram produzidos em condi¢Oes higiénicas e de fermentacdo adequadas. Por
outro lado, a composi¢do quimica do produto final, como o seu alto valor em &cidos,
também pode afetar a qualidade microbioldgica das amostras e, assim, apresentar o efeito
bactericida ou bacteriostatico contra 0s microrganismos patogénicos e deteriorantes.

Atente-se que os vinagres utilizados no presente estudo foram submetidos durante o seu
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processamento a diversas operacdes tecnoldgicas de diminuic¢do da carga microbiana tais

como a filtracéo e a pasteurizacao.

3.3 Estudo da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos vinagres de ameixa, cerveja, gengibre e framboesa foi
estudada através do método de difusdo em agar em bactérias Gram-positivas (
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria innocua (ATCC 33090), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) e Bacillus cereus (ATCC 10876)) em bactérias Gram-
(Enterobacter) (ATCC 29544) Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Escherichia coli (ATCC 25922),
aeruginosa (ATCC 27853)) e ainda em diferentes espécies de leveduras (Candida
albicans (ATCC 10231), Candida albicans (ATCC 90028), Cryptococcus neoformans
(YPO 186), Saccharomyces cerevisiae (PYCC 3507), Pichia membranifaciens (PYCC
2489), Zygosaccharomyces bailii (PYCC 4806) Debaryomyces hansenii (PYCC 2968)).

negativas (Cronobacter sakazakii

Pseudomonas

3.3.1 Efeito dos Vinagres em Bactérias

As tabelas 3.5 e 3.6 mostram, respetivamente, o efeito dos antibiéticos e dos vinagres

contra as bactérias.

Tabela 3.5 - Atividade antimicrobiana dos antibi6ticos contra as bactérias (n=6)

Bactérias Ampicilina Penicilina Cloranfenicol Eritromicina
S. aureus (ATCC 25923) 36,15+2,45°  42,20+1,80¢ 31,10+2,12° 19,70+1,25°
L. innocua (ATCC 33090) 35,70+4,32"  36,55+5,14>  35,25+1,99° 25,00+2,37?
C. sakazakii (ATCC 29544) 28,10+1,79°  8,38+1,51? 30,15+0,71¢ -
S. Typhimurium (ATCC 14028)  30,10+1,65°  19,10+2,32? 32,95+2,01¢ -
E. coli (ATCC 25922) 24,15+1,63°  7,88+0,63? 32,45+1,92¢ -
S. epidermidis (ATCC 12228) 28,80+3,02°  23,22+1,79° 36,39+2,78¢ 23,83+2,572
B. cereus (ATCC 10876) 28,83+9,46%° 22 .41+7,15%  31,82+3,54° 23,27+1,442
P. aeruginosa (ATCC 27853) - - 12,36+1,95% 19,50+4,23P

Os valores representam médiastdesvios-padrdo dos halos inibitdrios e estdo expressos em
milimetros (mm); (-): auséncia de halo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas
significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)
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A penicilina foi o antibidtico que mostrou ser mais eficaz contra S. aureus (42,20+1,80
mm) - figura 3.1, e L. innocua (36,55+5,14 mm), no entanto para E. coli (7,88+£0,63 mm)
- figura 3.2 e C. sakazakii (8,38+1,51 mm) induziu halos inibitérios muito pequenos e
ndo formou halos para P. aeruginosa. O cloranfenicol foi aquele que mais conseguiu
inibir C. sakazakii (30,15+0,71 mm). J& a eritromicina ndo teve qualquer acao para esta
bactéria como, também, para S. Typhimurium e E. coli. A eritromicina obteve os maiores
halos contra a L. innocua (25,00+2,37 mm) - figura 3.3, S. epidermidis (23,83+2,57 mm)
e B. cereus (23,27£1,44 mm).

Figura 3.1 - Efeito da penicilina em S. aureus

Figura 3.2 - Efeito da penicilina em E. coli
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Figura 3.3 - Efeito da eritromicina em L. innocua

De acordo com o presente estudo, S. aureus e L. innocua sdo mais sensiveis a penicilina
e mais tolerantes a eritromicina. C. sakazakii, S. Typhimurium e E. coli mostraram
resisténcia a eritromicina e uma sensibilidade ao cloranfenicol. S. epidermidis (figura 3.4)
e B. cereus sdo mais resistentes a penicilina e sensiveis ao cloranfenicol. P. aeruginosa

foi a que mostrou maior sensibilidade a eritromicina e tolerancia a ampicilina e penicilina.

Figura 3.4 - Efeito do cloranfenicol em S. epidermidis
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Tabela 3.6 - Atividade antimicrobiana dos diferentes vinagres contra as bactérias (n=6)

Bactérias Ameixa Cerveja Gengibre Framboesa
S. aureus (ATCC 25923) 25,00+0,00*  28,33+2,89*°  30,50+1,00° 28,75+2,63%"
L. innocua (ATCC 33090) 26,00+0,00*  29,33+0,58°  29,00+1,26°  29,75+1,89"
C. sakazakii (ATCC 29544) 11,33+0,58*  11,67+0,58*  12,75+1,71*  17,33+4,182
S. Typhimurium (ATCC 14028)  12,67+1,53*  10,00+0,00*  13,33+2,66*  13,50+1,29°
E. coli (ATCC 25922) 16,33+1,15%  19,33+2,08*"  27,33+0,58° 24,83+3,87"¢
S. epidermidis (ATCC 12228) 29,67+0,58°  29,00+1,00°  23,80+2,39°  29,25+1,50°
B. cereus (ATCC 10876) 22,00+£3,46*  21,00+1,73*  25,00+0,00*"  28,67+2,31°
P. aeruginosa (ATCC 27853) 28,40+3,21*  30,00+5,77¢  39,00+1,00° 32,20+3,03%"

Os valores representam médiastdesvios-padrdo dos halos inibitérios e estdo expressos em
milimetros (mm). Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas de acordo
com o teste de Tukey (p<0,05)

Os resultados resumidos na tabela 3.6 revelaram que as amostras de vinagre
apresentaram, de um modo geral, uma capacidade de inibicdo do crescimento das
bactérias relevante e que, quanto maior a acidez, maior a capacidade inibitéria dos
vinagres em estudo. Em alguns casos registaram-se halos de inibicdo do crescimento
superiores aos induzidos por alguns antibioticos (pe. a eritromicina). De uma forma geral,
as bactérias Gram-negativas, com excecdo de P. aeruginosa, apresentaram halos de
inibicdo do crescimento inferiores aos apresentados pelas bactérias Gram-positivas.

O vinagre de ameixa induziu a formagdo dos maiores halos de inibi¢do na a espécie S.
epidermidis (29,67+0,58 mm) - figura 3.5, seguindo-se P. aeruginosa (28,40£3,21 mm)
e L. innocua (26,00+0,00 mm). As bactérias que se mostraram menos sensiveis a este
vinagre foram as Gram-negativas, C. sakazakii (11,33+0,58 mm) - figura 3.6, S.
Typhimurium (12,67£1,53 mm) e E. coli (16,33£1,15 mm).
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Figura 3.5 - Efeito do vinagre de ameixa em S. epidermidis

Figura 3.6 - Efeito do vinagre de ameixa em C. sakazakii

O vinagre de cerveja causou uma forte inibicdo do crescimento de P. aeruginosa
(30,00+£5,77 mm) - figura 3.7, S. epidermidis (29,00+1,00 mm), L. innocua (29,33+0,58
mm) e S. aureus (28,33+£2,89 mm). S. Typhimurium foi a menos inibida (10,00+0,00 mm)
- figura 3.8, em relacdo ao vinagre de cerveja, seguida de C. sakazakii (11,67+0,58 mm).
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Figura 3.7 - Efeito do vinagre de cerveja em P. aeruginosa

Figura 3.8 - Efeito do vinagre de cerveja em S. Typhimurium

O vinagre de gengibre produziu o maior halo de todos os ensaios realizados (39,00+1,00
mm) na bactéria P. aeruginosa (figura 3.9). Este vinagre, também mostrou ter uma acao
inibitéria maior do que todos os outros vinagres contra E. coli (27,33+0,58 mm), S. aureus
(30,50£1,00 mm) e L. innocua (29,00£1,26 mm). As bactérias C. sakazakii e S.
Typhimurium mostraram-se mais tolerantes a este vinagre (12,75+1,71 mm e 13,33£2,66
mm, respetivamente) - figura 3.10.
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Figura 3.9 - Efeito do vinagre de gengibre em P. aeruginosa

Figura 3.10 - Efeito do vinagre de gengibre em C. sakazakii e S. Typhimurium

O vinagre de framboesa foi o que apresentou os melhores resultados em relagdo as
bactérias L. innocua (29,75+1,89 mm), B. cereus (28,67+2,31 mm), C. sakazakii
(17,33+4,18 mm) e S. Typhimurium (13,50+1,29 mm) - figura 3.11, que se mostraram
mais sensiveis para este produto do que para 0s outros vinagres testados. Este vinagre
também apresentou boas capacidades de inibicdo do crescimento de S. aureus
(28,75£2,63 mm), E.coli (24,83+3,87 mm), S. epidermidis (29,25+1,50 mm) e P.
aeruginosa (32,20+3,03 mm) - figura 3.12.

53



Figura 3.11 - Efeito do vinagre de framboesa em S. Typhimurium

Figura 3.12 - Efeito do vinagre de framboesa em P. aeruginosa

Os vinagres de framboesa e de gengibre caracterizaram-se por possuirem uma acidez
superior aos outros vinagres testados assim como um valor de pH inferior, justificando

assim as capacidades de inibicdo das bactérias superiores que apresentaram.

De uma forma geral, na presencga dos vinagres em estudo, as bactérias Gram-positivas
apresentaram halos de inibicdo do crescimento superiores aos apresentados pelas
bactérias Gram-negativas, com excecao de P. aeruginosa. O crescimento da bactéria S.
aureus foi mais fortemente inibido pelo vinagre de gengibre (30,50+1,00 mm), no entanto
o0s vinagres de cerveja e framboesa também causaram halos de inibi¢do do crescimento
da bactéria que ndo foram significativamente diferentes dos induzidos pelo vinagre de
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gengibre (p>0,05). L. inocua foi inibida (p>0,05) em niveis semelhantes pelos vinagres
de cerveja, gengibre e framboesa 0s quais causaram halos de inibi¢do do crescimento de
29,33 mm, 29,00 mm, 29,75 mm, respetivamente. Relativamente a S. epidermidis os
maiores niveis de inibicdo observaram-se na presenca de vinagres de ameixa, cerveja e
framboesa que resultaram em didmetros de halos semelhantes (p>0,05) de 29,67 mm,
29,00 mm, 29,25 mm, respetivamente. Os vinagres de framboesa e gengibre foram os que
causaram maior nivel de inibicdo do crescimento na bactéria Gram-positiva B. cereus,
dando origem a halos de 28,67 mm e 25,00 mm, ndo havendo diferencas significativas

entre estes valores (p>0,05).

As bactérias Gram-negativas C. sakazakii e S. Typhimurium, foram as que apresentaram
halos de inibi¢do do crescimento menores, imediatamente seguidas de E. coli, permitido
afirmar que as bactérias Gram-negativas foram as mais tolerantes aos vinagres. O vinagre
que maior inibicdo causou em C. sakazakii e S. Typhimurium foi 0 processado com
framboesas, o qual induziu halos de 17,33 mm e 13,50 mm, respetivamente. No que diz
respeito a E. coli, os vinagres que maior inibicdo causaram foram os de gengibre
(27,33+£0,58 mm) e framboesa (24,83+3,87 mm) (p>0,05). P. aeruginosa foi a espécie
Gram-negativa que apresentou a maior sensibilidade relativamente aos vinagres testados,
apresentando valores de didmetros de halos de inibi¢do do seu crescimento de 28,40 mm,
30,00 mm, 39,00 mm, 32,20 mm, na presenca dos vinagres de ameixa, cerveja, gengibre
e framboesa, respetivamente. Todos 0s vinagres testados causaram inibicdes superiores
as causadas pelos antibioticos (cloranfenicol e eritromicina) utilizados como controlos

positivos no caso de P. aeruginosa.

A atividade antimicrobiana de vinagres também foi reportada por varios investigadores
usando o método de difusdo em agar. Num estudo realizado por Karaagac et al. (2016), a
atividade antimicrobiana do vinagre de amora, produzido tradicionalmente, foi testada
em S. aureus, Streptococcus pyogenes, Klebsiella oxytoca, E. faecalis, B. subtilis, B.
cereus, Erwinia carotovora, E. coli e Candida albicans. As duas bactérias Gram-
positivas, S. aureus (28 mm) e B. subtilis (23,3 mm), foram as mais sensiveis ao vinagre
de amora, enquanto E. coli (Gram-negativa) foi a mais tolerante (5,3 mm). No caso do
presente estudo, também se observou que as espécies Gram-positivas como S. aureus

foram mais sensiveis aos vinagres testados do que E. coli.

Hammouda et al. (2021) estudaram o efeito de diversos vinagres tradicionais da Tunisia
(uva, figo, figo da India e tAmara) contra as bactérias E. coli, S. aureus, E. faecalis e L.
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monocytogenes, tendo obtido didmetros de inibicdo que variaram de 10 - 23 mm, 15,5 -
24 mm, 11 - 17 mm e 14,5 - 17,5 mm, respetivamente. Neste trabalho ndo se observou
que as Gram-negativas testadas fossem mais tolerantes aos vinagres do que as Gram-

positivas.

Num outro estudo de Ozturk et al. (2015) varios microrganismos (B. cereus, E. coli, E.
coli O157: H7, Klebsiella pneumoniae, L. monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus vulgaris, S. Typhimurium, S. aureus, Yersinia enterocolitica) mostraram
sensibilidades variaveis em relacdo a vinagres produzidos de forma tradicional (uva,
maca, limdo, alcachofra, roma, espinheiro) tendo sido medidos halos de inibigédo do
crescimento num intervalo entre 6,18 - 23,56 mm. A espécie B. cereus foi inibida por
todos os vinagres estudados, podendo observar-se que E. coli e S. Typhimurium

apresentaram halos de inibicao do crescimento inferiores a B. cereus (Ozturk et al., 2015).

De acordo com Bakir et al. (2017) amostras de vinagre (macd, uva, roma, balsamico,
amora, alcachofra, liméo, rosa mosqueta, espinheiro, mirtilo, timara, amora, damasco e
arroz) mostraram atividade antibacteriana contra S. aureus (9 - 13 mm), S. Typhimurium
(9 - 16 mm) e E. coli (9 - 14 mm). Os valores dos halos de inibigdo do crescimento
encontrados por estes autores foram, de uma forma geral inferiores, aos observados no
presente trabalho. Resultados semelhantes também foram detetados por Kelebek et al.
(2017), que investigou vinagres de macd e uva em termos de atividade antimicrobiana
contra S. aureus (9 - 13,33 mm), E. coli (9,33 - 14,67 mm) e P. aeruginosa (11,83 - 15,50

mm).

Estes estudos mostraram que as atividades antimicrobianas das amostras de vinagre
podem estar parcialmente relacionadas com os seus valores de pH, acido acético e 0s

compostos fendlicos (Sengun et al., 2020).

3.3.2 Efeito dos Vinagres em Leveduras

As tabelas 3.7 e 3.8 representam, respetivamente, o efeito dos antimicoticos e dos

vinagres em leveduras.

56



Tabela 3.7 - Atividade antimicrobiana dos antimicéticos contra as leveduras (n=6)

Leveduras Fluconazol Anfotericina B Nistatina
C. albicans (ATCC 10231) - 23,00+1,33? 29,65+1,94°
C. albicans (ATCC 90028) 30,45+5,50° 16,70+0,67° 17,70+1,49°
C. neoformans (YPO 186) 15,53+3,08? 13,63+0,92° 26,19+1,07°
S. cerevisiae (PYCC 3507) 12,80+2,772 10,40+1,82% 23,56+2,26°
P. membranifaciens (PYCC 2489) - 8,13+0,83? 24,06+3,99°
Z. bailii (PYCC 4806) - 10,44+1,05% 21,56+2,44°
D. hansenii (PYCC 2968) 31,9245,37° - 8,67+1,25°

Os valores representam médiastdesvios-padrdo dos halos inibitorios e estdo expressos em
milimetros (mm); (-): auséncia de halo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas
significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)

O fluconazol foi o antimicdtico que mostrou ser mais eficaz contra D. hansenii
(31,92+5,37 mm) - figura 3.13, e C. albicans (ATCC 90028) (30,45+£5,50 mm), no
entanto para S. cerevisiae (12,80£2,77 mm) - figura 3.14, apresentou halos inibitérios
mais pequenos e ndo induziu a formacdo de halos em C. albicans (ATCC 10231), P.

membranifaciens e Z. bailii.

Figura 3.13 - Efeito do fluconazol em D. hansenii
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Figura 3.14 - Efeito do fluconazol em S. cerevisiae

A nistatina foi aquele que melhor conseguiu inibir C. albicans (ATCC 10231)
(29,65+1,94 mm) - figura 3.15, C. neoformans (26,19+1,07 mm), S. cerevisiae
(23,56+2,26 mm), P. membranifaciens (24,06+3,99 mm) e Z. bailii (21,56+2,44 mm).

Figura 3.15 - Efeito da nistatina em C. albicans (ATCC 10231)

A anfotericina B foi o que obteve os menores halos para as leveduras, exceto para a D.
hansenii, que ndo conseguiu inibir e, relativamente a nistatina, esta levedura apresentou-

se como sendo a mais resistente (8,67+1,25 mm) - figura 3.16.
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Figura 3.16 - Efeito da anfotericina B e nistatina em D. hansenii

No que toca a levedura C. albicans (ATCC 90028), a anfotericina B e a nistatina
apresentaram, estatisticamente, um comportamento semelhante (p>0,05).

Ja para C. neoformans e S. cerevisiae, o fluconazol e a anfotericina B mostraram ter um
comportamento semelhante (p>0,05), contrariamente a nistatina que apresentou

diferencas significativas (p<0,05) para estas leveduras.

Tabela 3.8 - Atividade antimicrobiana dos diferentes vinagres contra as leveduras (n=6)

Leveduras Ameixa Cerveja Gengibre Framboesa
C. albicans (ATCC 10231) - - - -
C. albicans (ATCC 90028) 8,67+1,03? 8,50+1,38%  9,00+0,00? 9,67+0,58
C. neoformans (YPO 186) 9,33+0,58? 9,00+1,00°  11,67+0,58° 11,00+1,00*°

S. cerevisiae (PYCC 3507) - - - -
P. membranifaciens (PYCC 2489) 7,670,582 7,67+0,58? - -
Z. bailii (PYCC 4806) - - - -
D. hansenii (PYCC 2968) 12,33+1,37¢  12,33+1,03* 13,67+0,58*" 15,00+1,00°

Os valores representam médiastdesvios-padrdo dos halos inibitdrios e estdo expressos em
milimetros (mm); (-): auséncia de halo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas
significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)

A observacéo da tabela 3.8 permite afirmar que os vinagres estudados causaram niveis de

inibicdo do crescimento das leveduras muitos inferiores aos causados nas bacteérias.
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As leveduras testadas sao mais tolerantes aos vinagres, do que as bactérias. Por exemplo,
as espécies C. albicans (ATCC 10231), S. cerevisiae, Z. bailii ndo foram inibidas por
nenhum dos vinagres, ou seja, S0 microrganismos resistentes aos vinagres estudados e a
espécie P. membranaifaciens nao foi inibida pelos vinagres de gengibre e framboesa. Os
menores halos de inibicdo (7,67+£0,58 mm) foram medidos nesta levedura na presenca
dos vinagres de ameixa e cerveja (figura 3.17), o que mostra que esta levedura € muito

tolerante a este tipo de produtos.

Figura 3.17 - Efeito dos vinagres de ameixa e cerveja em P. membranaifaciens

No que diz respeito a C. neoformans os vinagres de gengibre e framboesa foram os mais
inibitorios, ndo havendo diferengas significativas entre eles (p>0,05) (11,67+£0,58 mm e

11,00+£1,00 mm, respetivamente).

A levedura D. hansenii foi a mais sensivel aos vinagres estudados, sendo o de framboesa
0 que induziu maior acdo inibitoria (15,00+1,00 mm) - figura 3.18. O mesmo se verificou
para C. albicans (ATCC 90028) que foi a mais sensivel para o vinagre de framboesa
(9,67+0,58 mm) - figura 3.19.
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Figura 3.18 - Efeito do vinagre de framboesa em D. hansenii

Figura 3.19 - Efeito do vinagre de framboesa em C. albicans (ATCC 90028)

Relativamente ao estudo de Karaagac et al. (2016), a atividade antifingica do vinagre de
amora foi testada apenas em C. albicans (ATCC 10231) e, tal como no presente trabalho,
esta estirpe mostrou ser pouco tolerante ao vinagre, formando um halo de inibicdo de 9,6

mm.

No estudo de Hammouda et al. (2021), a atividade antifingica de amostras tradicionais
de vinagre (uva, figo, figo da india e tamara) foi avaliada contra seis fungos filamentosos
(Fusarium equiseti, Trichothecium roseum, Nothophoma quercina, Penicillium
sumatraense, Paecilomyces variotii e Alternaria alternate) e os resultados mostraram que
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apenas os vinagres de figo e de figo da india foram capazes de inibir o crescimento das
espécies F. equiseti (figo = 14+2,1 mm; figo da india = 12+0,00 mm) e T. roseum (figo
= 110,71 mm; figo da india = 12+0,5 mm), verificando-se que o efeito inibitorio mais
forte foi observado contra F. equiseti pelo vinagre de figo. Os autores relataram que estes
resultados poderiam dever-se ao maior contetido fenolico total para os vinagres de figo,
em comparagdo com os de uva e tdmara. No presente estudo ndo foi possivel verificar

essa relacdo.

Relativamente ao estudo de Ousaaid et al. (2021), a atividade antifingica de diferentes
vinagres de maga (“red delicious”, “golden delicious”, “royal gala” e outras variedades)
foi observada em duas leveduras C. albicans e Candida tropicalis. A amostra de vinagre
“red delicious” foi a que mais inibiu C. albicans e C. tropicalis, com diametros de inibicéo
entre 12+0,5 mm e 11+£0,7 mm, respetivamente, enquanto que as restantes amostras ndo
mostraram ter efeito inibitorio contra estas leveduras. De um modo geral, neste estudo
também se observou que as leveduras testadas mostraram ser mais tolerantes aos vinagres
do que as bactérias. A atividade antimicrobiana é, certamente, influenciada pela presenca

de &cidos organicos fracos, em especial, o acido acético.
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4 CONSIDERACOES FINAIS/CONCLUSAO

As carateristicas de produtos acetificados (vinagres) obtidos a partir de frutos
fermentados (ameixa e framboesa), cerveja e gengibre, foram estudadas com base na

determinacdo de parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos.
Os resultados obtidos permitem tecer algumas consideragdes finais e conclusoes.

No que se refere aos parametros fisico-quimicos, o vinagre de framboesa apresenta o
maior pH, a maior acidez, bem como o maior teor de compostos flavonoides e atividade
antioxidante. Em contrapartida, os vinagres de gengibre e cerveja apresentam os menores
valores relativamente a essas duas propriedades bioativas, destacando-se 0s mesmos, no

parametro compostos fendlicos, pelo seu teor menos e mais elevado, respetivamente.

Verificou-se que, em relacdo ao parametro da cor, nomeadamente em relacdo as
coordenadas a*, b* e C*, os vinagres de framboesa e gengibre evidenciaram valores muito
diferentes, sendo que para o primeiro foram alcancados os valores mais altos e para o
segundo os valores mais baixos. No parametro relativo ao angulo de tonalidade, os

resultados alcangcados foram opostos.

Ja no que se refere aos vinagres de cerveja e ameixa, 0 primeiro apresenta 0 menor pH e
0 maior teor de compostos fendlicos, sendo que o0 segundo se destaca pela menor acidez,
menor °Brix e maior L*, sendo que esta coordenada apresenta o valor mais baixo no

vinagre de framboesa.

Relativamente aos parametros microbiol6gicos, verificou-se que as amostras de todos 0s
vinagres em estudo, nomeadamente aos parametros associados a qualidade do produto,
apresentaram valores abaixo de 1 UFC/ml, evidenciando uma excelente qualidade
microbioldgica o que se explica pelo facto de os vinagres terem sido submetidos, durante
0 seu processamento, a diversas operacOes tecnoldgicas de diminuicdo da carga

microbiana, tais como a filtracéo e a pasteurizacao.

Adicionalmente, concluiu-se que os vinagres estudados apresentaram, de uma forma
geral, uma capacidade de inibi¢do do crescimento das bactérias, superior a revelada nas

leveduras.
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As bactérias Gram-negativas apresentaram-se mais tolerantes aos vinagres, com excecao
de Pseudomonas aeruginosa. J& as espécies Cronobacter sakazakii e Salmonella
Typhimurium foram aquelas em que os halos de inibi¢&o do crescimento medidos, foram
mais pequenos, seguidas da espécie Escherichia coli. A bactéria Pseudomonas
aeruginosa foi a espécie Gram-negativa que apresentou uma sensibilidade maior a todos
0s vinagres, constatando-se que essa sensibilidade foi superior a manifestada em relacéo

aos antibidticos testados, nomeadamente ao cloranfenicol e a eritromicina.

As bactérias Gram-positivas estudadas foram as que revelaram maior sensibilidade aos

vinagres, contudo, Bacillus cereus foi a menos sensivel de todas as Gram-positivas.

O crescimento das leveduras Candida albicans (ATCC 10231), Saccharomyces
cerevisiae e Zygosaccharomyces bailii ndo foi inibido pelos vinagres estudados, porém o
crescimento da espécie Pichia membranifaciens foi inibido apenas na presenca dos
vinagres de gengibre e framboesa. Das leveduras usadas neste estudo, a que manifestou

maior sensibilidade aos vinagres testados foi Debaryomices hansenii.

Relativamente ao cumprimento dos parametros legais estabelecidos, nomeadamente no
que se refere a acidez total, todas as amostras de vinagres estudadas apresentaram valores

em conformidade.

5 PERSPETIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Considera-se de manifesto interesse dar continuidade a estudos que permitam conhecer
melhor as diferentes variedades de vinagres produzidos no Algarve, aprofundando alguns

aspetos tais como:

e Caracterizar os acidos organicos, assim como 0s compostos fenélicos existentes
nos vinagres;

e Acompanhar os processos de fermentacdo alcoolica e acetificacdo que dé&o
origem aos varios vinagres, através da determinacdo de parametros fisico-
quimicos e microbiolégicos;

e Estudar os subprodutos do processamento do vinagre, com vista a melhor

conhecer as suas propriedades e possiveis aplicaces/utilizacoes.
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