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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano e antioxidante
de vinagres obtidos a partir de frutos fermentados de damasco e malagueta, através da
avaliacdo de parametros microbioldgicos e fisico-quimicos. Os vinagres foram
processados (Método de Orleans) e engarrafados no Algarve. O vinagre de damasco
apresentou valores de pH, acidez total, °Brix e concentracdo de compostos fendlicos totais
e flavonoides totais de 3,23+0,01; 7,33+0,05 g/100 ml de &cido acético; 5,13+012; 0,15
+0,15 mg de acido galico/100 ml e 52,79+3,00 mg catequina/100 ml, respetivamente.
Para o vinagre de malagueta obtiveram-se valores de pH, acidez total, °Brix e
concentracdo de compostos fendlicos totais e flavonoides totais de 2,71+0,01; 6,09+0,15
9/100 ml de &cido acético; 5,10+0,00; 0,34+0,16 mg de acido galico/100 ml e 34,34+2,34
mg catequina/100 ml, respetivamente. O poder antioxidante do vinagre de damasco foi
superior (0,34+0,01 DPPH, mg de Trolox/100 ml) ao detetado no vinagre de malagueta
(0,02+0,01 DPPH, mg de Trolox/100 ml). Realizou-se uma avaliacdo da qualidade
microbioldgica, através da contagem de bactérias acéticas, bactérias éacido-laticas,
leveduras, fungos filamentosos e microrganismos aerobios. Utilizando o método de
difusdo em agar procedeu-se ao estudo da atividade antimicrobiana dos vinagres contra
diversas bactérias e leveduras. Ambos 0s vinagres apresentaram contagens de
microrganismos inferiores a 1 UFC/ml, o que confirma a sua qualidade microbioldgica.
Estes produtos demonstraram uma capacidade de inibi¢cdo do crescimento das leveduras
inferior a detetada nos antimicéticos testados e revelaram uma atividade antibacteriana
superior a atividade antifangica. As bactérias Pseudomonas aeruginosa (36,06+3,10 -
40,17+2,72 mm), Escherichia coli (30,89£3,86 - 32,00+1,6 mm) e Staphylococcus aureus
(31,11+2,41 - 30,67£1,80 mm) foram as mais sensiveis aos vinagres, pelo contrario
Salmonella Typhimurium (18,72+2,50 - 23,39+2,48 mm) foi a menos tolerante. O
crescimento das leveduras Candida albicans (ATCC 10231), Saccharomyces cerevisiae,

Pichia membranifaciens e Zygosaccharomyces bailii ndo foi inibido pelos vinagres.

Palavras-chave: vinagre; parametros microbioldgicos; parametros fisico-quimicos;
atividade antimicrobiana; atividade antioxidante.



Abstract

The present work aimed to evaluate the antimicrobial and antioxidant potential of vinegar
obtained from fermented apricot and chilli fruits, through the evaluation of
microbiological and physicochemical parameters. The vinegars were processed (Orléans
Method) and bottled in Algarve. The apricot vinegar presented values of pH, total acidity,
°Brix and concentration of total phenolic compounds and total flavonoids of 3,23+0,01;
7,33£0,05 g/100 ml of acetic acid; 5,13+0,12; 0,15 +0,15 mg of gallic acid/100 ml and
52,79+3,00 mg catechin/100 ml, respectively. For chilli vinegar, pH, total acidity, °Brix
and concentration of total phenolic compounds and total flavonoids were 2,71+0,01;
6,09+£0,15 g/100 ml acetic acid; 5,10+0,00; 0,34+0,16 mg gallic acid/100 ml and
34,34+2,34 mg catechin/100 ml, respectively. The antioxidant power of apricot vinegar
was higher (0,34+0,01 DPPH, mg Trolox/100 ml) than that detected in chilli vinegar
(0,02+£0,01 DPPH, mg Trolox/100 ml). An evaluation of microbiological quality was
carried out by counting acetic bacteria, lactic acid bacteria, yeast, filamentous fungi and
aerobic microorganisms. The antimicrobial activity of the vinegars against different
bacteria and yeasts was studied using the agar diffusion method. Both kinds of vinegar
showed microorganism counts lower than 1 CFU/ml, which confirms their
microbiological quality. These products showed a lower capacity to inhibit yeast growth
than the antimycotics tested and showed antibacterial activity higher than antifungal
activity. The bacteria Pseudomonas aeruginosa (36.06+3.10 - 40.17£2.72 mm),
Escherichia coli (30.89£3.86 - 32.00+1.6 mm) and Staphylococcus aureus (31.11+2.41-
30.67£1.80 mm) were the most sensitive to the vinegars. On the other hand, Salmonella
Typhimurium (18.72+2.50 - 23.39+2.48 mm) was the least tolerant. The growth of the
yeasts Candida albicans (ATCC 10231), Saccharomyces cerevisiae, Pichia

membranifaciens and Zygosaccharomyces bailli was not inhibited by the vinegar.

Keywords: vinegar; microbiological parameters; physicochemical parameters;

antimicrobial activity; antioxidant activity.
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1- Introducéo

A palavra “vinagre” tem origem na palavra francesa “vinaigre”, que significa
“vinho azedo”, a qual deriva do termo latim “Vinum acre” ou “Vinum acetum”. Como
tal, o surgimento do vinagre estd associado ao vinho, uma vez que constitui um
subproduto resultante da sua acidificacdo, quando exposto ao ar, apresentando um cheiro
e sabor caracteristicos (Bourgeois & Barja, 2009).

O vinagre é definido como um produto obtido através de um processo biologico
de dupla fermentacdo, alcoodlica e acética, a partir de qualquer fonte de hidratos de
carbono fermentaveis, como por exemplo, frutos, horticolas, cereais, mel e vinho (APN,
2017). O seu consumo apresenta varios beneficios para a saude, gracas as suas
propriedades funcionais e medicinais, que incluem, sobretudo, a atividade antibacteriana
e atividade antioxidante (Budak et al., 2014).

1.1 - Aplicacbes e Tendéncias de Mercado do Vinagre

O vinagre tem vindo a ser produzido desde a antiguidade, sendo que a sua primeira
utilizacdo ocorreu had cerca de 3000 anos a.C. pelos Babilénios, que ja tinham
conhecimento das suas propriedades, aplicando-o como um conservante de alimentos e
enaltecedor de sabor. Desde a era de Hipdcrates que o vinagre tem sido utilizado como
agente antimicrobiano para o tratamento de infecdes e doencas. Residuos deste produto
também foram encontrados em urnas egipcias que datam de aproximadamente 3000 anos
a.C. Em 1864, Louis Pasteur demonstrou que o vinagre resulta de um processo natural de
fermentacdo (APN, 2017; Bourgeois & Barja, 2009; Hailu et al., 2012).

De forma geral, os vinagres apresentam propriedades diversas de conservacéo,
condimentacdo, aromatizagdo, antimicrobianas e medicinais. Além de poderem ser
consumidos diretamente, estes sdo aplicados na producdo de diferentes géneros
alimenticios, fazendo parte de alguns condimentos, que incluem a mostarda, o ketchup e
a maionese. Outra opc¢éo € a producédo de picles de uma ampla gama de produtos, desde
vegetais (por exemplo, alface, repolho, pepino, beterraba, cenoura), fruta (por exemplo,
azeitona) e carnes (por exemplo, salsichas), constituindo um método de conservagdo, em
que os alimentos s&o imersos em vinagre, com posterior adi¢do de agucar e/ ou sal para

evitar a sua deterioracdo. A acidez do vinagre impede o crescimento microbiano e ao



mesmo tempo adiciona sabor e aroma aos produtos em conserva (Bekatorou, 2020; Ho et
al., 2017; Hailu et al., 2012)

O facto de o vinagre possuir diversas aplicagdes faz com que este seja considerado
um dos produtos alimentares com maior valor de mercado. Em 2017, a estimativa de valor
de mercado global foi de 1,26 bilides de dolares. A taxa de crescimento anual composta
(CAGR) entre 2010 e 2017 foi de 2,1%, de acordo com a informacao disponibilizada pelo
grupo IMARC (Bekatorou, 2020; Radiant Insights, Inc ,2018).

Segundo o Expert Market Reaserch (EMR), em 2020 a estimativa de valor de
mercado global foi de 1,32 bilhdes de ddlares e estima-se que a CAGR entre 2021 e 2026
seja de 1,6% (EMR, 2022). Em 2017, a Europa apresentou 0 maior consumo de vinagre,
seguida da América do Norte, Asia, América Latina, Médio Oriente e Africa
(Bekatorou,2020). De acordo com o relatério do Global Dressing Vinegar Market
Analysis and Forecast, em 2015 o mercado de vinagres correspondeu a: 36,710 mt para
0 vinagre balsdmico; 8,686 mt para o vinagre de sidra; 9,673 mt para o vinagre de vinho
branco; 21,078 mt para o vinagre de vinho tinto; 4,901 mt para o vinagre de arroz; e 5,588
mt para o vinagre de malte. Até 2024, o mercado devera atingir: 54,772 mt para o vinagre
balsdmico; 13,427 mt para o vinagre de sidra; 14,297 mt para o vinagre de vinho branco;
31,720 mt para o vinagre de vinho tinto; 7,539 mt para o vinagre de arroz; e 8,541 mt
para o vinagre de malte (Persistence Market Research, 2017).

Segundo Goncalves (2017), entre 2016 e 2017, os consumidores portugueses
gastaram cerca de 11,4 milhdes de euros na compra de vinagres, notando-se uma procura
crescente de produtos inovadores, fabricados a partir de matérias-primas diferentes das
tradicionais, e com valor acrescentado. Contudo, apesar da diversidade de produtos, o
vinagre de vinho branco continua a ser 0 mais consumido em Portugal (67%), seguido do
vinagre de sidra. Na relacdo de Portugal com o exterior, verificou-se entre 2012 e 2020
um saldo comercial positivo, uma vez que as exportagdes superaram as importacoes
(Figura 1.1).
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Figura 1.1- Balanca comercial de vinagre em Portugal de 2012 a 2020. Adaptado de INE
(2013, 2014, 2015, 2016, 2017, 2018, 2020).

1.2 - Legislacio e Qualidade do Vinagre

As normas a que deve obedecer o fabrico e a comercializacdo do vinagre sdo
estabelecidas pela legislacdo portuguesa através do Decreto-Lei n.° 174/2007 de 8 de
maio.

Segundo o presente Decreto-Lei, entende-se por vinagre “0 produto obtido
exclusivamente pelo processo bioldgico de dupla fermentacao, alcodlica e acética, de

2

produtos de origem agricola”. Na Tabela 1.1 estdo apresentadas as principais

caracteristicas dos vinagres comercializados em Portugal, conforme a legislacdo em
vigor.



Tabela 1.1 - Principais caracteristicas dos vinagres de acordo com o Decreto-Lei n.°
174/2007 de 8 de Maio.

] ] Outros
Parametro Vinagres de vinho )
Vinagres
Acidez total (g &cido acético /100 ml) > 6 g/100 ml >5 g/100ml
Alcool residual (% (v/v), a 20 °C) <1,5% <0,5%

Limpido, podendo
Aspeto admitir-se ligeiro deposito -

ou turvacao

Proprios da natureza da matéria-prima e dos
Cor, aroma e sabor ingredientes facultativos indicados no

rétulo

De acordo com este diploma legal nacional, os vinagres classificam-se em nove

grupos quanto a sua origem:

Vinagre de vinho: “vinagre obtido exclusivamente do vinho pelo processo
bioldgico de fermentacéo acética”;

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

Vinagre de sidra: “vinagre obtido da sidra pelo processo bioldgico de fermentacao
acética”;

Vinagre de alcool: “vinagre obtido do alcool destilado de origem agricola pelo
processo bioldgico de fermentacao acética”,

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

Vinagre de malte: “vinagre obtido, sem destilacdo intermédia, pelo processo
bioldgico de dupla fermentagéo, alcoodlica e acética, de cevada maltada com ou
sem a adi¢do de cereais, cujo amido foi convertido em agucares unicamente pelo

processo da diastase de cevada maltada”;



e Vinagre de malte destilado: “vinagre obtido pela destilacéo do vinagre de malte,
sob pressdo reduzida, contendo apenas os constituintes volateis do vinagre de
malte de que deriva”;

e Outros vinagres: “vinagres de outros produtos de origem agricola de dupla
fermentacgdo nao contemplados nas alineas anteriores, designadamente de mel, de
cerveja, entre outros”;

e Vinagres aromatizados e vinagres com especiarias: “vinagres referidos nas
alineas anteriores aos quais sejam adicionadas plantas ou partes de plantas
aromatizantes, especiarias e extratos aromatizantes, que  sejam

organolepticamente percetiveis”.

A legislacdo também estabelece que para a obtenc¢do de produtos acetificados s6
podem ser utilizadas matérias-primas que se encontrem em conveniente estado de
conservacao e que estejam isentas de substancias ou matérias estranhas a sua normal
composicdo, assim como de microrganismos patogénicos e substancias em niveis
suscetiveis de prejudicarem a salde do consumidor (Artigo 3° do Decreto-Lei n.°
174/2007 de 8 de maio).

Durante a preparacdo de vinagre é permitida a adicdo de ingredientes facultativos
e proibida a adicdo de determinadas substancias, os quais se encontram enumerados na
Tabela 1.2 conforme descrito nos artigos 4° e 5° do Decreto-Lei n.° 174/2007 de 8 de

maio.



Tabela 1.2 - Ingredientes facultativos permitidos e substancias proibidas na preparacao

de vinagre.

Ingredientes facultativos

Substancias proibidas

Plantas ou partes de plantas
aromatizantes, especiarias e extratos

aromatizantes

Aromatizantes artificiais

Sumos de fruta ou concentrados de

Oleos de grainha de uva, naturais ou

sumo de fruta artificiais

Mel Residuos de destilacdo, residuos de
fermentacao ou os seus subprodutos

Acucar Substéancias extraidas de bagaco de todos
0s tipos

Sal Acidos de todos os tipos, com excecio

daqueles naturalmente contidos nas
matérias-primas utilizadas ou contidos em
qualquer substéncia cuja adi¢do nestas seja
permitida, como sejam, designadamente,

os aditivos

De acordo com o Artigo 8° do Decreto-Lei n.° 174/2007 de 8 de maio s&o ainda

admitidos durante o processo de fabrico de vinagres os agentes de filtracdo, clarificagéo

e acabamento aprovados para 0s vinhos. No caso de ser necessaria a multiplicacdo das

bactérias acéticas é permitida a utilizacéo de preparacdes de malte, amido liquido, glucose

e substancias inorganicas, como os fosfatos e sais de amonio.

Segundo o Artigo 9° do Decreto-Lei n.° 174/2007 de 8 de maio relativamente ao

fabrico, preparacdo e conservacdo dos vinagres sdo autorizadas diversas operacdes

tecnoldgicas mencionadas nos seguintes pontos:

e Mistura de vinhos;

e Diluicdo dos produtos alcoolicos com &gua potavel,

e Acetificacdo rapida por meio de corrente de ar, oxigénio ou aquecimento e o

emprego dos mesmos meios para o seu envelhecimento;

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

com carvoes descolorantes;



Clarificacdo;

Trasfega, separacdo liquido-solido e liquido-liquido e refrigeracéo;

Diluicao dos vinagres com agua potavel;

Coloracdo com caramelo;

Esterilizacdo e pasteurizagéo.

Em relagdo ao acondicionamento de vinagres, a legislacdo portuguesa estabelece
que este produto destinado ao consumidor final deve apresentar-se pré-embalado,
podendo encontrar-se a granel quando se destine as industrias, a grossistas e a outras
entidades similares. Quanto ao material em contacto com o vinagre, este deve ser
impermeéavel, inerte e in6cuo em relacdo ao conteudo e garantir uma adequada

conservacao (Decreto-Lei n°® 174/2007, de 8 de maio).

1.3 - Compostos Funcionais dos Vinagres e Propriedades Benéficas

Os vinagres sdo produtos ricos em nutrientes e compostos bioativos, cuja
concentracdo esta dependente das matérias-primas utilizadas, tecnologias de
processamento, reacdes quimicas, mudancas fisicas e tipos de fermentacdo aplicados
durante o processo de producdo. Estes compostos funcionais ndo s6 contribuem para
definir os sabores e aromas dos vinagres, como desempenham um papel importante no
tratamento e prevencdo de algumas patologias, através das suas propriedades
antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatdrias, efeitos anticolesterolemicos, anti-
hipertensivo e implicacfes no metabolismo glicidico (Xia et al., 2020).

O vinagre apresenta um papel importante na Industria Alimentar, pois tem a
capacidade de reduzir o pH dos alimentos (resultante da presenca de &cido acético),
impedindo o desenvolvimento de bactérias, prevenindo o crescimento de fungos,
neutralizando alguns odores desagradaveis dos alimentos e “desinfetando” os
equipamentos. No entanto, a atividade antibacteriana e antifungica destes produtos pode
ser condicionada por varios fatores, destacando-se as estirpes microbianas, concentragdo
de acido acético, pH e temperatura (Pazuch, et al., 2015; Samad et al., 2016). Assim, a
atividade antimicrobiana dos vinagres permite a sua utilizacdo na higienizacdo dos
alimentos, contribuindo para a inibicdo de alguns microrganismos e consequente

diminuig&o da ocorréncia de toxinfecoes alimentares (APN, 2017).



Os antioxidantes consistem em substancias produzidas pelos seres vivos (por
exemplo, plantas) para combater radicais livres. Estes compostos também podem ser
obtidos por meio da ingestdo de produtos de origem sintética ou natural. Entre os
antioxidantes naturais podem citar-se os tocoferdis, vitamina C, carotenoides e compostos
fenolicos (Silveira et al., 2018). A atividade antioxidante dos vinagres esta dependente da
presenca de varios compostos bioativos, que tém origem nas diversas frutas utilizadas
como matéria-prima, podendo também ser influenciada pelas técnicas de processamento
aplicadas (Bakir et al., 2017). Este potencial antioxidante ajuda a reduzir o stress
oxidativo e dessa forma contribui para a diminuicdo da incidéncia de doencas
relacionadas com a presenca de radicais livres, como é o caso de algumas doengas
degenerativas (APN, 2017).

O vinagre também proporciona um efeito protetor sobre doencas
cardiovasculares, uma vez que reduz o stress oxidativo e a oxidacdo do LDL, evitando o
inicio ou progressdo da aterosclerose (APN, 2017).

Segundo alguns estudos, o vinagre pode reduzir a pressdo sanguinea, uma vez que
este impede a atividade da enzima conversora da angiotensina no sistema de regulacdo da
pressdo arterial (APN, 2017).

O vinagre também potencia a reducdo dos valores de glicemia. No caso dos
individuos diabéticos ou com resisténcia a insulina, os resultados apontam para melhorias

na resposta insulinica em refeicdes com um indice glicémico mais elevado (APN, 2017).

1.3.1 - Nutrientes

Os constituintes nutricionais que fazem parte da composi¢do dos vinagres
incluem: aminoacidos, acucares, vitaminas e microelementos. Estes compostos sao
responsaveis por manter o equilibrio acido-base, regular o metabolismo celular, fornecer
energia e regular o sistema imunolégico (Chou et al., 2020).

Os aminoéacidos séo sobretudo provenientes das matérias-primas ou de proteinas
de decomposicdo microbiana. Segundo os autores Xia et al. (2020), nos vinagres de
frutas, um dos aminoacidos mais frequente é o acido glutamico. De acordo com um estudo
efetuado por Chinnici, et al. (2015) foram detetados 24 aminoacidos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) em vinagres balsamicos e vinagres de cereja. Os

aminoacidos sdo nutrientes importantes na regulacdo do metabolismo celular e



contribuem para o desenvolvimento cerebral e manutencdo do sistema imunoldgico.
Alguns aminoécidos, como a histidina, metionina, cisteina, triptofano e tirosina possuem
atividade antioxidante. Na etapa de fermentacdo acética para producdo de vinagre é
sintetizado um aminoacido ndo proteico, 0 acido gama-aminobutirico (GABA), que
promove a diurese, reduz os niveis lipidicos e a pressao arterial, possuindo ainda efeitos
ansioliticos (Koyama et al., 2017; Xia et al., 2020).

S80 varios os acucares que podem estar presentes nos vinagres, como 0S
monossacaridos que incluem a glucose, frutose, xilose e manose. A frutose e a glucose
surgem sobretudo nos vinagres de fruta providenciando o respetivo sabor doce
caracteristico. Além disso, também podem estar presentes dissacaridos, como a sacarose
e a maltose, e polissacaridos, que surgem em pequenas quantidades em alguns destes
produtos. Estes acglUcares apresentam varios beneficios para a salde, devido as suas
propriedades antioxidantes, anticoagulantes e imunorreguladoras (Koyama et al., 2017;
Pinu et al., 2016).

As principais vitaminas que fazem parte da composic¢ao nutricional dos vinagres
sdo a vitamina B e C. A niacina (vitamina Bs3) potencia a vasodilatagdo dos vasos
sanguineos e desempenha um papel importante na excrecdo de colesterol. A vitamina C
apresenta atividade antioxidante, uma vez que inibe a peroxidacdo lipidica e reduz o stress
oxidativo (Ganji et al, 2003; Rodrigo et al., 2008). Alguns dos minerais presentes nos
vinagres estdo mencionados na Tabela 1.3, onde esta representada a respetiva composicao
nutricional do vinagre, de acordo com o Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge-
INSA (INSA, 2022). Minerais como 0 zinco e 0 potassio sdo essenciais para manter o
equilibrio &cido-base do organismo e prevenir processos de acidificacdo do sangue. As
vitaminas e minerais presentes nos vinagres asseguram necessidades nutricionais diarias,
que sdo fundamentais para promover o crescimento e desenvolvimento e regular as

funcdes fisiologicas (Xia et al., 2020).



Tabela 1.3 - Composi¢édo nutricional do vinagre por 100 gramas de acordo o Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge- INSA (INSA, 2022).

Nome do Quantidade (por 100 gramas de vinagre)
componente
Minerais
Caélcio 14,0 mg
Ferro 0,3 mg
Faésforo 6,0 mg
Magnésio 50mg
Potassio 57,0 mg
Sodio 16,0 mg
Zinco 0,1 mg
Macroconstituintes
Aculcares 0,69
Proteina 0,39
Agua 939

1.3.2 — Formacéao de Compostos Bioativos no Processo de Produgéo do Vinagre

Os compostos bioativos sdo constituintes extra-nutricionais, que incluem:
compostos fenolicos, melanoidinas e tetrametilpirazina. Estes componentes apresentam
diversos beneficios para a saude, devido sobretudo as suas propriedades antimicrobianas
e antioxidantes (Ho et al., 2017).

Os sabores e aromas do vinagre sdo adquiridos durante o processo de fermentagédo
acetica. Além do acido acético, a presenca de acidos organicos volateis, ésteres, cetonas
e aldeidos também contribui para as propriedades organoléticas dos vinagres. Estes
compostos sdo produzidos durante os processos de fermentagdo e envelhecimento,
servindo o &cido acético como um dos principais precursores para a sua formacgdo. As
materias-primas e 0s metodos de producdo utilizados para o fabrico do vinagre
influenciam diretamente a formacao de compostos volateis (Bekatorou, 2020).

Os acidos organicos que surgem nos vinagres incluem acidos organicos volateis
(como o &cido acético, acido férmico, acido propionico, acido butirico e acido quinico) e
acidos organicos ndo volateis (como o acido latico, acido malico, acido piroglutamico,

acido citrico e acido succinico). O &cido acético e o acido latico sdo os compostos
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predominantes, sendo gerados sobretudo durante a fermentacdo acética e fermentacao
alcodlica. As frutas constituem uma matéria-prima fonte de 4&cidos organicos,
nomeadamente de &cido mélico, &cido citrico, acido tartarico e acido latico (Cocchi et al.,
2006). Os acidos organicos, sobretudo o acido acético, apresentam propriedades
antimicrobianas, pois tém a capacidade de penetrar as membranas celulares das bactérias,
provocando uma diminuigdo do pH interno e uma destabilizacdo da respetiva membrana
devido a libertacdo de protées H*, levando a morte celular (Figura 1.2). Para além disso,
estes compostos também suprimem a acumulacdo de gordura, evitando a hiperlipemia,
melhoram a resisténcia a insulina e permitem o controlo da tenséo arterial (Ousaaid et al.,
2022).

=
o "\.- B
' .| Acidos organicos Destruigio da membrana bacteriana
vl . .
L Q_‘,‘- {E}:\:{}H}

P H".a-—""/‘-‘. Q{}Ddﬁ‘jﬁ
AH-> ‘*: + H” - x"- Jl.dﬁ-%

Inibz = oy g
Replicagio, transerigio suprims
‘\_\ translagio

Figura 1.2 - Mecanismo de acdo dos vinagres contra bactérias patogénicas. Adaptado de
Ousaaid et al. (2022).

Relativamente aos compostos fendlicos que surgem nos vinagres, estes sdo
sobretudo provenientes das matérias-primas. Estudos demonstram que as matérias-primas
utilizadas na producdo de vinagres de frutas contém compostos fenolicos abundantes,
como por exemplo: catequina, acido siringico, acido galico, &cido clorogénico,
epicatequina, cido cafeico, &cido ferdlico, &cido protocatecuico, acido p-cumarico e
rutina (Aykin et al., 2015; Veberic et al., 2010). Segundo Xia et al. (2017), a concentracao
total de polifendis nos vinagres aumenta com o tempo de envelhecimento dos produtos,
sendo por isso um fator crucial. De forma geral, os compostos fendlicos existentes nos
vinagres apresentam uma elevada atividade antioxidante, que permite a reducdo do stress
oxidativo e ajuda na regulacdo do metabolismo lipidico, controlo da tensdo arterial,
prevencdo de doengas cardiovasculares, protecdo hepética e efeito anticancerigeno
(Varzelloni et al., 2007).
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As melanoidinas constituem compostos macromoleculares formados pela
combinacdo de acglcares e compostos azotados (proteinas, aminodcidos, péptidos),
através de reacdes de Maillard (Wang et al., 2011). A formacéo destes compostos em
vinagres ocorre sobretudo durante o processamento térmico ou na etapa de
envelhecimento, o que influencia diretamente as propriedades organoléticas e a atividade
antioxidante e antimicrobiana do produto. As melanoidinas tém a capacidade de reduzir
a acumulagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células hepaticas, protegendo
o figado do stress oxidativo (Yang et al., 2014). Além disso, segundo Xia et al. (2017),
as melanoidinas de alto peso molecular apresentam uma atividade antibacteriana
significativa contra a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.

A tetrametilpirazina é um composto bioativo que resulta de reacdes de Maillard,
que ocorrem sobretudo durante o processamento térmico ou na etapa de envelhecimento
de vinagres. O processo de fermentacdo permite a acumulacao dos precursores essenciais
para a sua sintese. Além de definir o sabor dos vinagres, a tetrametilpirazina também
apresenta varias propriedades benéficas, pois inibe a agregacdo plaquetéaria, evita a

hiperlipemia e possui atividade antioxidante (He et al, 2021).

1.4 - Matérias-primas

O vinagre é produzido a partir de varias matérias-primas ricas em hidratos de
carbono ou aclcares fermentaveis. Atualmente existem inimeros vinagres produzidos a
partir de matérias-primas menos dispendiosas, que incluem subprodutos resultantes do
processamento de alimentos, frutas de baixa qualidade e excedentes agricolas
(Hutchinson et al., 2019).

A qualidade do produto final estd dependente do tipo e composicao quimica da
matéria-prima, dos processos de pré-tratamento aplicados e dos processos de producao e
envelhecimento (Raspor & Goranovié, 2008; Tesfaye et al., 2002).

1.4.1 - Frutos Fermentados

Os vinagres de frutos podem ser produzidos a partir de sumos ou subprodutos de
frutas, sendo de destacar que estes apresentam qualidades nutritivas e sensoriais
superiores aos restantes tipos de vinagres por serem ricos em vitaminas, &cidos organicos,
proteinas e aminodcidos, provenientes do fruto e da fermentacéo alcodlica (Marques et

al., 2010). Na Industria Alimentar é feito o reaproveitamento de subprodutos de frutas
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para a producdo de vinagres, permitindo a valorizacdo de excedentes e frutas de segunda
qualidade, sem nunca comprometer a qualidade do produto final (Quintana et al, 2021).

O fabrico de vinagres de fruta envolve a preparagdo da matéria-prima e
subsequentes fermentacao alcoolica e acetificacdo (Bekatorou, 2020). A fermentacdo é
considerada 0 método mais antigo de preservacao de frutas. Tradicionalmente, as frutas
eram fermentadas para preservacao e posterior consumo em periodos de indisponibilidade
ou escassez. Todas as frutas contém agua, aglcares, vitaminas, polissacarideos, minerais
e proteinas em pequenas quantidades, porém dependendo do grau de maturacgéo, o nivel
de acUcares pode variar, tendo implicacdo no teor final de &cido. A fermentacdo €
responsavel por produzir &cidos, ésteres, vitaminas, compostos bioativos e, a0 mesmo
tempo, pode ocorrer degradagdo de substancias toxicas (Shah & Singhal, 2017).

Diferentes matérias-primas, como o damasco e a malagueta, tém sido utilizadas
para a producdo de vinagre de frutas. A malagueta € um fruto proveniente da América do
Sul, pelo que ambientes quentes e com muito sol favorecem o seu desenvolvimento.
Existem enumeras variedades de malaguetas, que variam ndo sé no seu aspeto e cor, mas
também ao nivel do sabor picante, que se caracteriza por ser uma propriedade
organolética resultante da presenca de capsaicina (Compo; Portugal Fresh- Frutas
Legumes Flores, 2018). A composi¢do bioquimica das malaguetas frescas estd
dependente da espécie, das condi¢cBes ambientais de crescimento e do estagio de
maturacdo. Estes frutos sdo ricos em acidos gordos, compostos volateis e pigmentos. A
sintese de carotenoides (pigmentos) ocorre durante a fase de maturagédo e é responsavel
pela cor vermelha das malaguetas. A capsantina (vermelho) é o pigmento mais frequente
nas malaguetas vermelhas apresentando poder antioxidante. Outros pigmentos
importantes incluem o B-caroteno (laranja), violaxantina (amarelo) e anteraxantina
(amarelo). Além disso, as malaguetas também sdo ricas noutros compostos como
vitamina C, vitamina E e flavonoides, que apresentam propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatorias (Watts et al., 2018).

O damasco é um fruto que se desenvolve sobretudo em climas continentais
temperados, apresentando um grande valor nutritivo. E rico em minerais como o ferro,
potassio, magnésio, fosforo e apresenta atividade antioxidante, pois contém polifendis,
flavonoides, vitamina C, vitamina A e uma alta concentracdo de carotenoides (sobretudo
[-caroteno) (Centro de Frutologia Compal, 2022; SEMAGRO, 2015).
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1.4.2 - Pré-tratamentos das Matérias-primas para Producédo de Vinagre

Os pré-tratamentos das matérias-primas para producéo de vinagre englobam todos
0s processos de extracdo de agucares fermentaveis, que variam dependendo do tipo de
produto utilizado. Posteriormente a estas etapas segue-se a conversdo dos hidratos de
carbono fermentaveis em etanol e a respetiva oxidacdo do etanol em &cido acético (Figura
1.3).
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Figura 1.3 - Pré-tratamentos das diferentes matérias-primas utilizadas na producdo de
vinagres. Adaptado de Bekatorou (2020).

A fermentacdo direta é aplicada a matérias-primas que contém apenas agucares
fermentéaveis, como o0 mosto de uva ou sumos de outras frutas. Nestes casos podem ser
sujeitas a uma diluicdo com agua, adicdo de acUcar, filtracdo e pasteurizacdo. Por
exemplo, os vinhos com alto teor alcodlico (10%) requerem uma dilui¢do prévia antes do
processo de acetificacdo (Bekatorou, 2020). A agua de coco, que é considerada um
subproduto da industria do coco, também é utilizada para producdo de vinagre por
fermentacdo direta apds a adicdo de aclcar. A agua de coco sofre uma filtragdo com
posterior adicdo de acucar, procedendo-se a uma pasteurizagdo que antecede a

fermentacdo (Othaman et al., 2014).
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A sacarificacdo consiste num processo de hidrélise de um hidrato de carbono
complexo nos respetivos monomeros e resulta da aplicagdo de tratamentos
fisico/quimicos ou enzimaticos. Matérias-primas como o trigo, arroz e cevada necessitam
de ser submetidos a este processo para conversdo do amido em agucares fermentaveis,
que serdo utilizados nas fermentagdes alcoolica e acética (Bekatorou, 2020; Souza &
Magalhaes, 2010).

Quanto a extracdo do sumo de frutas, inicialmente é feita uma selecdo e lavagem
de forma a remover as frutas danificadas ou impurezas. Dependendo do fruto em questéo,
poderdo ser aplicadas etapas de descasque, corte e remocdo da pele e sementes. Apos 0
despolpamento, é aplicado um processo de esmagamento para facilitar a extracdo do suco
contido no fruto, sendo que em alguns casos se recorre a tratamentos enzimaticos (adi¢ao
de celulases e pectinases) e térmicos, que facilitam a prensagem, recuperacdo do caldo,
fixacdo da cor e melhoram o sabor do produto final (Lozano, 2006; Rajauria & Tiwari,
2017). A prensagem mecanica tem sido muito utilizada na produgdo de vinagre,
verificando-se que a textura e tamanho da fruta sdo fatores cruciais para a selecdo dos
equipamentos adequados. O liquido resultante deste processo é composto por agua,
acucares, acidos organicos, vitaminas, pigmentos, proteinas, minerais, compostos
aromaticos e pequenas quantidades de proteinas e gorduras. Para evitar a turvacdo ou
presenca de sedimentos no produto final realiza-se uma clarificagéo (Lozano, 2006).

A recuperacdo de o6leos essenciais pode ser necessaria antes da etapa de
esmagamento da fruta, uma vez que sdo constituidos por compostos bioativos com
atividade antimicrobiana, que pode afetar a etapa de fermentacdo. Os métodos
tradicionalmente mais utilizados para isolar estes compostos sdo a destilagdo a vapor,
hidro-destilacdo, hidro-difusdo e extracdo através de solventes (Leonel et al, 2015).

O processo de concentracdo é aplicado sobretudo em sumos de fruta com o intuito
de aumentar o contetido de agucar e concentrar o aroma e sabor do produto. As frutas séo
trituradas para extracdo do suco e seguidamente sdo submetidas a um aquecimento até se
atingir uma densidade de aclcar de 28 a 40 °Brix. Apo6s a fermentacdo alcodlica
(antecedida por uma pasteurizagdo), o mosto é centrifugado para remocéao do fermento e
particulas solidas e é diluido com agua esterilizada para obter o teor alcodlico desejado.
Posteriormente, 0 mosto € inoculado com bactérias acéticas para iniciar 0 processo de
acetificacdo (Coelho et al, 2017).

O acabamento ou clarificagdo é um processo aplicado tanto nas matérias-primas

como no vinagre e tem como objetivo reduzir o aspeto turvo do produto devido a presenca
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de proteinas, pectinas, taninos, entre outros componentes. Os métodos de clarificacdo das
matérias-primas incluem a sedimentacdo, filtracdo simples e utilizacdo de enzimas
pectinoliticas. Quanto a clarificacdo enzimética com pectinases verifica-se que a
viscosidade do sumo de frutas diminui devido a degradacdo da pectina, o que leva a
formacéo de particulas floculantes, que séo posteriormente removidas por filtragdo. Os
processos de acabamento incluem a adi¢do de compostos como a gelatina e bentonite que
permitem a remocao de particulas indesejaveis. Contudo, uma das desvantagens deste
processo é a possivel remocdo de polifendis que sdo essenciais para manter o aroma e
sabor do produto final (Heikefelt, 2011).

1.5 - Processos Bioquimicos Envolvidos na Producdo de Vinagre

O fabrico de vinagre assenta em dois processos fermentativos distintos, que
promovem a conversdo das matérias-primas em &cido acético, através da acdo de
microrganismos. Como se verifica na Figura 1.4, numa primeira etapa ocorre uma
fermentacdo alcoolica conduzida por acdo de leveduras, a partir de matérias-primas
acucaradas ou amilaceas e numa segunda etapa sucede-se uma acetificacdo (processo
oxidativo) desenvolvida por bactérias, a partir de matérias-primas alcodlicas (Hutkins,
2019; Maestre, 2017).

A fermentacdo compreende um conjunto de reacdes controladas enzimaticamente,
através das quais uma molécula organica é degradada em compostos mais simples,
havendo deste modo, libertagcdo de energia (Corazza et al, 2001). Este processo engloba
fundamentalmente duas etapas: 1) glicélise, em que ha degradacdo da molécula de glicose
em acido piravico; 2) reducdo do &cido piruvico, que desencadeia a formacdo dos
produtos de fermentacdo. Na fermentacdo alcodlica, o &cido pirGvico é convertido em
etanol e didxido de carbono. Durante a etapa de acetificagdo, o etanol produzido (na

fermentacdo alcoolica) é transformado em &cido acético (Henriques, 2014).
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Figura 1.4 - Esquema dos processos fermentativos que ocorrem durante o processamento
de vinagre. Adaptado de Bekatorou (2020).

1.5.1 - Fermentacédo Alcodlica

Por defini¢do a fermentacdo alcoolica é um processo anaerdbio que compreende
a degradacdo de moléculas de agucar por parte de leveduras com o objetivo de produzir
energia celular (adenosina trifosfato, ATP), dioxido de carbono e etanol (Figura 1.4). As
leveduras realizam a fermentacdo dos aglcares com o intuito de obter energia quimica
necessaria a sua sobrevivéncia, sendo o etanol um subproduto resultante (Henriques,
2014; Maestre, 2017). Durante a fermentacdo alcodlica também sdo produzidos um
elevado nimero de compostos volateis responsaveis pelo aroma do vinagre, como por

exemplo &cidos gordos e ésteres (Henriques, 2014).

e Leveduras

As leveduras pertencem ao reino Fungi e sdo classificadas em diversos grupos, de
acordo com o modo de reproducdo: Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota,
Zygomycota. Na produgéo de vinagre as espécies com maior interesse pertencem ao filo
Ascomycota (Solieri & Giudici, 2009).

As leveduras sdo organismos mesofilos que apresentam uma temperatura étima
de crescimento, variando entre os 20 °C e os 40 °C. Contudo, algumas espécies tém a

capacidade de crescer e ser metabolicamente ativas a temperaturas extremas. Por
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exemplo, algumas espécies do género Kluyveromyces conseguem reproduzir-se e
desencadear processos de fermentacdo a temperaturas superiores a 40 °C. Pelo contrério,
algumas espécies do género Saccharomyces reproduzem-se a uma temperatura minima
muito baixa e conseguem fermentar a uma temperatura de 0 °C (Solieri & Giudici, 2009).

As leveduras apresentam crescimento a pH entre 3 e 5 e a presenca de
determinados compostos fornecedores de carbono, nitrogénio, fatores de crescimento
(vitaminas e minerais) e outros elementos em menores quantidades (fosforo, potéssio,
magnésio, enxofre) sdo essenciais para o seu desenvolvimento (Solieri & Giudici, 2009).

Quanto ao metabolismo respiratorio, determinadas leveduras tendem a crescer na
presenca de oxigénio, utilizando uma grande variedade de compostos de carbono,
enquanto outras apresentam uma atividade fermentativa na auséncia de oxigénio,
especialmente ao metabolizar monossacaridos (Solieri & Giudici, 2009).

A espécie Saccharomyces cerevisiae € a mais utilizada na fermentacéo alcodlica,
uma vez que é tolerante a elevadas concentracdes de acucar e etanol e baixos valores de
temperatura e pH (Bekatorou, 2020). Este microrganismo consegue converter 0s
diferentes agUcares em glicose e frutose, que sdo posteriormente convertidos em piruvato
durante a glicolise. Numa primeira fase, cada molécula de piruvato é convertida em
acetaldeido através de uma descarboxilacdo, libertando-se uma molécula de CO.. Na
segunda fase, o acetaldeido formado é reduzido a etanol. Durante a fermentacéo também
ocorre a producdo de biomassa celular e de outros produtos como &cidos organicos e
glicerol (Rodrigues et al., 2018).

S8o varias as caracteristicas que tornam as leveduras microrganismos
interessantes para processos industriais nomeadamente: facilidade de obtencdo e
multiplicacdo; utilizacdo de nutrientes nas suas formas mais simples, capacidade de
desenvolvimento em substratos facilmente disponiveis e pouco dispendiosos; pequena

exigéncia de agua; e formacdo de produtos com valor nutritivo (Henriques, 2014).

e Fatores que Afetam o Desempenho da Fermentacao Alcodlica

A fermentacéo alcodlica esta dependente de um conjunto de fatores para além do
tipo de levedura utilizada, que sdo a temperatura, a disponibilidade de oxigénio, o pH, a
natureza quimica dos nutrientes, a contaminacao bacteriana e a concentragéo de etanol no

meio a fermentar (Henriques, 2014).
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A temperatura afeta a atividade fermentativa, pois as leveduras apresentam uma
temperatura Gtima, que maximiza a sua atividade. O pH é outro fator que influencia
diretamente a capacidade de reproducéo das leveduras, o que afeta de forma indireta a
fermentacdo alcoodlica. O controlo e fornecimento de oxigénio em sistemas anaerobios
também é de extrema importancia. O oxigénio permite a manutencdo da viabilidade
celular em casos em que a concentracdo de substrato € baixa. A limitacdo de oxigénio
funciona como método de controlo da microbiota e consequentemente do processo de
fermentacdo. Sem fornecimento de oxigénio 0s microrganismos ndo conseguem
reproduzir-se, o que condiciona a sua taxa de crescimento celular. O tipo de nutrientes
presentes no mosto utilizado para a producdo de vinagre também é de extrema
importancia para a fermentacdo. Na fase de crescimento exponencial, a multiplicagdo
celular pode ser limitada pela escassez de substrato, entrando precocemente em
crescimento estacionario, o que pode desencadear a morte dos microrganismos e o termo
do processo de fermentacdo (Henriques, 2014). A presenca de microrganismos
patogénicos (provenientes, por exemplo, da matéria-prima) na fermentacdo alcodlica
constitui um dos principais interferentes neste processo. O consumo de agUcar e a inibigédo
e queda da viabilidade das leveduras (devido as toxinas e acidos organicos excretados
durante a fermentacdo) séo efeitos da contaminacgéo bacteriana e traduzem-se numa perda
de rendimento. O aumento da concentra¢do de etanol durante a fermentagéo pode inibir

0 metabolismo das leveduras (Luis, 2017).

1.5.2 - Acetificacao

A acetificacdo é um processo que ocorre em meio aerdbio e consiste na oxidagédo
do etanol (produzido na fermentacdo alcodlica) em éacido acético por acdo de bactérias
aceticas (Figura 1.4). Além do &cido acético sdo produzidas pequenas quantidade de
outros compostos como aldeidos, cetonas, ésteres e outros acidos organicos, verificando-
se que o acetaldeido é o composto secundario predominante (Luis, 2017).

Inicialmente ocorre a oxidacdo do etanol em acetaldeido, reacdo catalisada pela
enzima alcool desidrogenase (AIDH) e posteriormente o acetaldeido formado é oxidado
em é&cido acético pela enzima acetaldeido desidrogenase (AcDH). As enzimas
intervenientes neste processo estdo localizadas na membrana citoplasmatica das células
das bactérias acéticas. Numa etapa intermedia ocorre ainda a formacdo de hidrato de

acetaldeido, em que o oxigénio funciona como um recetor de eletrées (Figura 1.5). A
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conversao de etanol em acido acético ocorre de forma equimolar, ou seja, a concentragdo
de &cido acético € igual & concentracdo inicial de etanol (Hutkins, 2019).

A via de producédo do acido acético produz energia, pois as reacdes de oxidagdo
estdo acopladas a cadeia respiratoria que gera ATP, atraves da cadeia de transporte de
eletrbes e fosforilacdo oxidativa. As bactérias acéticas possuem uma notavel capacidade
para tolerar baixos valores de pH e altas concentrac@es de etanol e &cido acético, uma vez
que as reacGes metabdlicas ndo ocorrerem no citoplasma, mas sim no espago

periplasmatico e na membrana citoplasmatica (Figura 1.5) (Hutkins, 2019).

e Bactérias Acéticas

As bactérias acéticas (BA) pertencem a familia Acetobacteraceae. Os géneros
Acetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter e Komagataeibacter sdo 0s mais
comuns no processamento de vinagre porque possuem uma elevada capacidade para
oxidar o etanol em &cido acético e resisténcia ao acido acetico libertado durante a
acetificacdo (Gomes et al., 2018).

As BA sdo microrganismos estritamente aerobios, Gram-negativos ou Gram-
variaveis, ndo formadores de esporos, catalase-positivo, oxidase-negativo, elipsoidais ou
em forma de bastonete, surgindo isoladamente, em pares ou em cadeia. Além disso, sdo
microrganismos mesofilos, apresentando uma temperatura 6tima de crescimento entre 0s
25 °C e 0s 30 °C, apesar de algumas espécies serem reconhecidas como termotolerantes.
O pH étimo para a sua reproducéo varia entre 5,0 e 6,5, porém também conseguem crescer
com valores de pH mais baixos. Apresentam um metabolismo aerdbio obrigatorio,
funcionando o oxigénio como aceitador final de eletrées. (Mamlouk & Gullo, 2013).

Durante o processo de acetificacdo, o surgimento das diferentes espécies de BA
esta dependente da concentracdo de acido acético. Na primeira fase, caracterizada por
uma baixa concentracdo de &cido acético, ha predominéncia do género Acetobacter.
Posteriormente, quando a concentracdo de acido acético excede 0s 5%, outros géneros
como Komagataeibacter e Gluconacetobacter podem dominar (Gomes et al., 2018).

Em geral, os critérios utilizados para distinguir os diferentes géneros de BA
utilizados para producdo de vinagre baseiam-se em propriedades bioquimicas e
fisiolégicas (Gomes et al., 2018).

A classificacdo do genero Acetobacter é baseada em varios critérios bioquimicos
nomeadamente: presenca de catalases, oxidacdo do &cido latico em &cido carbonico,

oxidacéo do glicerol em di-hidroxiacetona e producdo de &cido a partir da D-glucose.
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Fisiologicamente as espécies deste género caracterizam-se pela presenca ou auséncia de
flagelos peritriquios. O género Gluconobacter foi classificado de acordo com a
presenca/auséncia de flagelos polares, incapacidade de oxidar acido acético e &cido latico,
capacidade de oxidar D-glucose em &cido gluconico, o qual é posteriormente oxidado em
2-cetogluconato e 5-cetogluconato. Os géneros Acetobacter, Gluconacetobacter,
Komagataeibacter, com excec¢do do género Gluconobacter, tém a capacidade de oxidar
0 acido acético produzido em CO; e H20. Os diferentes generos de BA apresentam
semelhancas quanto a abundéncia da enzima AIDH. Contudo, esta enzima € menos
estdvel no género Gluconobacter, em condi¢des acidas. Este facto explica a maior
resisténcia das células do género Acetobacter ao acido acético e maior produtividade
comparativamente ao género Gluconobacter. As espécies do género Gluconobacter
possuem a coenzima Q10, engquanto as espécies do género Acetobacter possuem a
coenzima Q9. As espécies do género Gluconacetobacter produzem um pigmento
castanho solivel em &gua e sdo moveis, enquanto as espécies do género
Komagataeibacter ndo produzem este pigmento e sdo imdveis. Os varios géneros de BA
também apresentam diferencas na capacidade de oxidacdo do etanol e dos agUcares: a
producdo de acido gluconico a partir da D-glucose e a cetogénese a partir do glicerol séo
fracas no género Acetobacter mas bastante significantes no género Gluconobacter. A
oxidacdo do etanol, D-glucose, acido glucénico, glicerol e sorbitol nas espécies do género
Gluconobacter ocorre gracas a existéncia de potentes catalisadores. Pelo contrario, 0s
géneros Acetobacter, Gluconacetobacter, e Komagataeibacter possuem um poderoso
sistema para oxidacdo do etanol, mas uma baixa atividade oxidativa sobre os agUcares
(Gomes et al., 2018).

Durante o processo de acetificacdo do vinagre, as células produtoras de &cido
acetico sdo submetidas a concentracfes de etanol acima de 12 %. Como o etanol €
convertido em acido acético, o crescimento vigoroso destes microrganismos € mantido
mesmo quando a concentracdo de &cido acetico atinge mais de 10 %. Algumas espécies
dos géneros Acetobacter, Gluconacetobacter e Komagataeibacter conseguem tolerar
concentragOes de acido acético até 20 %. S&o varios 0s mecanismos moleculares que
garantem esta resisténcia das BA a elevadas concentracdes de acido acético (Figura 1.5)
(Hutkins, 2019):

e Membranas citoplasmaticas menos permeaveis: sao constituidas por fosfolipidos

(fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina) que reduzem a difusdo do &cido acético

(Hutkins, 2019; Matsushita et al, 2016);
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e Utilizacdo do &cido acetico no Ciclo de Krebs: o gene aarA codifica a enzima
citrato sintase e o gene aarC codifica a coenzima A transferase (Matsushita et al,
2016);

e Transporte do ido acetato intracelular: transporte do acido acético para o exterior
do citoplasma atraves de transportadores ABC (ATP Binding Cassete) e de bombas
de efluxo dependente da forga motriz de protdes (H™) (Matsushita et al, 2016);

e Proteinas citoplasmaticas com efeito protetor contra a desnaturacao (Matsushita et
al, 2016).
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Figura 1.5 - Representacdo esquematica do processo de acetificacdo e estratégias
moleculares que conferem as bactérias do género Acetobacter e Gluconacetobacter
resisténcia ao acido acético. AIDH (enzima alcool desidrogenase); AcDH (enzima
acetaldeido desidrogenase); AarC (gene que codifica a coenzima A transferase); AarA
(gene que codifica a enzima citrato sintase); CS (citrato sintase); ACN (aconitase).
Adaptado de Hutkins (2019); Matsushita et al. (2016); Saichana et al. (2015).

e Fatores que Afetam o Desempenho da Fermentacao Acética

Durante a acetificacdo deve realizar-se o controlo de alguns fatores que
prejudicam a atividade das BA ou a qualidade do produto final. Exemplos de fatores a ter
atencdo sdo, a concentracdo alcoolica, o fornecimento de oxigénio, a perturbacdo da

pelicula de BA, a temperatura e o pH (Henriques, 2014).
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O teor alcoolico afeta o desenvolvimento das bactérias e a qualidade do vinagre,
sendo que concentracdes superiores a 13 % de alcool dificultam a acetifica¢do, pois o
alcool é oxidado de forma incompleta. A acetificacdo esta dependente do fornecimento
abundante de oxigénio. Caso este elemento esteja em falta, 0 metabolismo das bactérias
aceticas é afetado, o que prejudica a producéo de vinagre. A temperatura e o pH também
afetam a atividade oxidativa das bactérias acéticas, pois estas possuem valores de
temperatura e pH 6timos, como referido anteriormente, que potenciam o seu rapido
desenvolvimento, melhorando assim o rendimento do processo. Nos processos lentos as
bactérias desenvolvem-se em forma de uma fina pelicula sobrenadante (constituida por
bactérias acéticas e polimeros gelatinosos). A perturbacdo dessa pelicula resulta no seu
rompimento e consequente imersdo. Desta forma, embora as bactérias submersas
continuem a utilizar os elementos nutritivos da matéria-prima, sdo incapazes de produzir

acido acético devido a privacdo de oxigénio (Henriques, 2014).

1.6 - Tecnologias de Producéo de Vinagre

Os vinagres comerciais podem ser produzidos por processos de acetificacdo rapida
ou lenta. Os processos lentos séo sobretudo utilizados para processamento de vinagres
tradicionais, em que a acetificacdo ocorre lentamente ao longo de semanas ou meses. O
método artesanal permite a obtencdo de vinagre de fruta com maior qualidade (adquirindo
sabores e aromas diferenciados) devido a maior interacdo entre 0s microrganismos e 0s
substratos, o que leva a formacao de novos compostos com diversas funcdes bioldgicas.
Este processamento requere intervencdes tecnoldgicas minimas (Figura 1.6) (Hailu et al.,
2012; Ousaaid et al., 2022).

Contrariamente, 0s processos industriais requerem intervencdes tecnolégicas,
sobretudo de forma a garantir um alto suprimento de oxigénio para acelerar 0 processo
de acetificagdo, em condigdes controladas. Inicialmente é adicionado um “vinagre mae”
proveniente de uma acetificacdo anterior (que contém as culturas bacterianas) ao
substrato, utilizando-se seguidamente um sistema de oxigenacgdo continuo. Os processos
rapidos de producéo de vinagre tém uma duragéo entre vinte horas e trés dias, contudo, 0
fornecimento excessivo de oxigénio na etapa da fermentacdo acética pode degradar
moléculas bioativas, ndo permitindo a formacdo de novos compostos bioativos, como

acontece nos métodos artesanais (Figura 1.6) (Ousaaid et al., 2022).
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Matérias-primas que contém acucares

l

Inoculacdo de Saccharomyces cerevisiae (levedura a 3 %)
com/sem maceragao

l

Fermentacéo alcodlica: 7 dias a 25 °C

l

Fermentados alcodlicos

Processamento “Tradicional” de Processamento Industrial de
vinagre vinagre
Acetificagdo por culturas microbianas Acetificagéo por culturas
presentes na superficie do liquido a microbianas submersas, com
acetificar em contacto direto com o oxigenacdo simultanea (inoculacdo
ar/oxigénio (inoculacdo prévia com prévia com vinagre, proporcao 1:3)
vinagre, proporc¢éo 1:3)

l l

Acetificagéo Acetificagéo
(cerca de 2 meses a 25 °C) (20a24ha30°Ce60L.h?tde
0xigeénio)

L. Estagio < \

Figura 1.6 — Comparacdo entre métodos gerais de produgdo de vinagre (tradicional e
industrial). Adaptado de Perestrelo et al. (2018).

1.6.1- Processo Lento, de Orleans, Francés ou em Superficie

O processo Lento € 0 mais antigo e consiste na producdo de vinagre a partir de um

substrato alcodlico colocado em barricas de madeira parcialmente cheias e decorre a
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temperatura ambiente (que pode ser temperatura elevada). Neste caso, a acetificacéo
acontece devido a acdo de bactérias acéticas que se desenvolvem a superficie do liquido
a acetificar, na sequéncia da exposicéo do substrato alcodlico ao ar. As barricas possuem
na parte superior uma entrada para o substrato alcodlico, o qual é renovado a medida que
0 vinagre € produzido e extraido pela torneira de saida (Figura 1.7) (Veloso, 2013).

Para dar inicio ao processo é recomendado adicionar cerca de 10 % do volume
util do acetificador de um vinagre néo pasteurizado, isto €, contendo bactérias ativas, com
0 objetivo de constituir um indculo, que contribuira para uma rapida acetificacéo inicial.
Apbs quinze dias pode retirar-se 10 % do volume do vinagre da barrica, acrescentando-
se 0 mesmo volume de substrato alcodlico. Posteriormente, a retirada do vinagre e a
colocagéo do substrato pode ser realizada semanalmente (Veloso, 2013).

O vinagre produzido atraves deste método apresenta uma boa qualidade, sendo
praticamente limpido, pelo que, em geral, ndo é necessario aplicar processos de filtracdo
ou clarificacdo. Contudo, este tipo de processamento apresenta baixa produtividade,
ocupa muito espaco e o fornecimento de oxigénio constitui um fator limitante, pois ndo

tem nenhum sistema de arejamento acoplado (Suman, 2012).

Entrada de ar

Indicador de nivel

Figura 1.7 - Recipiente utilizado para a elaboracdo de vinagre pelo processo de Orleans.
Adaptado de Veloso (2013).

1.6.2 - Processo Rapido ou Aleméo

O método Réapido ou Alemao surgiu na Alemanha no inicio do século XIX, a partir
da observacdo da importancia do arejamento no processo Lento, tendo sido o principal

método de producéo industrial de vinagre até meados do século XX (Veloso, 2013).
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Este sistema de producdo utiliza um gerador em formato de tanque cilindrico, o qual
se encontra dividido em trés compartimentos: uma Sec¢do superior; uma Secgdo
intermédia, a qual é preenchida com aparas de madeira, sabugos de milho ou outro
material que promova a passagem de ar; e uma secc¢do inferior. Inicialmente o liquido é
colocado na parte superior através de um dipositivo borrifador. Seguidamente a mateéria-
prima passa para a sec¢ao intermédia por gotejamento, cujo material de suporte contém
as bactérias acéticas imobilizadas a superficie, que promovem a oxidagdo do etanol a
acido acético. Finalmente, o liquido passa da parte central para a parte inferior, ja sob a
forma de vinagre, onde é depositado. A entrada de ar ocorre através de orificios
localizados na sec¢do intermédia. Esse ar é aquecido e libertado na parte superior do
equipamento, evitando ultrapassar a temperatura de 30 °C, com o auxilio de serpentinas
refrigeradoras (Figura 1.8). Durante o processo, circula pelo gerador cerca de 10 % do
liquido a ser acetificado, sendo necessario aproximadamente dez dias para que possa ser
retirado 10 % do volume inicialmente adicionado (Veloso, 2013).

O processo Rapido pode apresentar dificuldades na manutencdo, tanto do espaco
fisico (deve ser amplo), quanto dos cuidados com a estrutura dos materiais, como o
ressecamento da madeira. Durante o processo podem ocorrer contaminag6es do recipiente
(insetos), o que inviabiliza a sua utilizagio (devendo ser submetido a uma desinfec¢éo ou
esterilizacdo), ou o entupimento dos locais de passagem de liquido e de ar devido a
proliferacdo de bactérias acéticas indesejaveis. O custo para implementar alteracdes neste
tipo de tecnologia de producdo de vinagre € muito alto, pelo que alguns produtores

continuam a utilizar este método (Veloso, 2013).

Saida de gases

Recirculagdo do vinagre
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Figura 1.8 - Acetificador utilizado no processo rapido para a producéo de vinagre.
Adaptado de Aquarone et al. (2001).
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1.6.3 - Processo Submerso

O processo Submerso surgiu em 1950 e consiste em manter a cultura de bactérias
aceticas submersas no liquido a acetificar, local onde se multiplicam e oxidam a mistura
alcoolica em vinagre. Para catalisar esta reacao é necessario um fornecimento continuo e
adequado de oxigénio (Veloso, 2013). Os equipamentos utilizados neste processo
consistem em tanques de fermentacdo geralmente de &cido inoxidavel, com uma
capacidade de 10.000 L a 40.000 L, e sdo constituidos por dispositivos que permitem a
monitorizacao e automatizacdo de varios sistemas operacionais, nomeadamente: sistema
de fornecimento de ar, sistema de arrefecimento, sistema de controlo de espuma, sistema
de monitorizacdo do etanol, e valvulas de carga e descarga (Figura 1.9) (Ho et al, 2017).

O substrato alcodlico é colocado no fermentador e é inoculado com bactérias
aceticas ou com um vinagre (proveniente da acetificacdo anterior). O produto final
resultante da acetificagdo é recolhido (vinagre) de forma automatica. O teor alcodlico
devera ser de 0,2 %. Uma parte do produto acetificado é recolhido e a restante parte
permanece no tanque, servindo como indculo para o substrato alcodlico a ser adicionado
no proximo ciclo de acetificacdo (Ho et al, 2017). O ar deve ser controlado
cuidadosamente, uma vez que o decréscimo da pressao parcial de oxigénio altera o
metabolismo bacteriano. A existéncia de um disco giratério no espaco livre do tanque
evita a formacdo excessiva de espuma. Além disso, o processo de acetificacdo €
exotérmico, sendo fundamental um controlo da temperatura (dentro de uma faixa
conveniente) pela dissipacdo térmica através de uma serpentina. A temperatura 6tima de
acetificacdo ronda os 28 °C, dependendo da concentragdo do substrato. O processo de
transformacdo tem uma duracdo média de cerca de vinte horas, sendo que o substrato
alcoolico pode ser fermentado trinta vezes mais rapidamente do que em qualquer outro
método (Aquarone et al., 2001; Suman, 2012).

O equipamento mais utilizado para producdo de vinagre em cultura submersa é
conhecido por Acetificador de Frings, o qual foi desenvolvido na década de 50 e
patenteado pela Heinrich Frings-Bonn, Alemanha (Aquarone et al., 2001). Trata-se de
um sistema muito eficiente e extremamente rapido, uma vez que hd um contacto
homogéneo entre as bactérias acéticas, o oxigenio e o alcool em todo o liquido. As perdas
por evaporacao sdo minimas, pois 0 oxigenio em vez de ser borbulhado continuamente,
sO6 € administrado quando a pressdo interna cai, devido ao consumo deste (Henriques,

2014). Desta forma, este processo de producdo de vinagre destaca-se por apresentar uma
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produtividade superior relativamente aos outros métodos. Contudo, apresenta alguns
aspetos negativos, tais como elevado custo de investimento inicial, mé&o-de-obra
especializada para os procedimentos de manutencéo e necessidade de manter a produgéo
continua, pois pequenas interrupcdes no fornecimento de oxigénio podem comprometer
0 processo. Além disso, 0 vinagre obtido pode apresentar-se turvo, sendo necessario

recorrer, por exemplo a uma filtrag&o para obter a limpidez adequada (Veloso, 2013).

Figura 1.9 - Corte transversal de um acetificador para producéo de vinagre pelo método
de acetificagdo em cultura submersa: a) turbina de ar, b) compensador de ar, c) dispositivo
para recolher liquido da condensacdo, d-e) dispositivo para controlar a formacgdo de
espuma; f) dispositivo para medir o alcool; g) serpentina para refrigeracdo; h) dispositivo
para refrigeracdo; i) termometro; j) bomba para entrada do substrato alcodlico; k) bomba
para recolha do vinagre. Adaptado de Veloso (2013).

1.7 - Processos de Finalizacdo do Vinagre

Antes da comercializacdo do vinagre, o produto resultante da acetificacdo tem de
ser submetido a alguns processos tecnoldgicos por forma a melhorar as suas
caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e respetiva estabilidade. Estas operagdes
incluem o armazenamento apds a acetificacdo, processos de clarificacdo, filtracao,
envelhecimento e engarrafamento. Em primeiro lugar, o vinagre ndo deve permanecer no

mesmo recipiente onde decorreu a acetificacdo, pois caso as bactérias ndo tenham mais
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alcool para metabolizar oxidam o &cido acético, alterando a concentracao deste acido no
produto final. Como tal, o vinagre obtido deve ser acondicionado em recipientes
apropriados, sem contacto com o ar, pois a privacao de oxigénio inibe a acao das bactérias
(Suman, 2012).

A clarificacdo é a operacao que permite diminuir a turvacao do produto, através
da remocéo de particulas sélidas. Os métodos mais comuns de clarificacdo incluem: a
utilizacdo de substancias organicas ou inorganicas como clarificantes (albumina, argilas,
bentonite, caseina, entre outros), a decantacdo e a utilizacdo de filtros ou membranas
poliméricas (Carneiro et al, 2012; Suman, 2012). A filtracdo é uma técnica geral de
clarificacdo e é definida como a separacdo de impurezas e microrganismos do liquido
com recurso a um material filtrante, como cartuchos filtrantes, membranas filtrantes,
filtros rotativos a vacuo e fibras vegetais, permitindo obter um vinagre limpido. O tipo de
filtracdo geralmente mais utilizado é a microfiltracdo com membranas tangenciais com
um didmetro de poro muito reduzido, que facilita a retencdo de particulas de menores
dimensdes (Aquarone et al, 2001). Posteriormente, e quando necessario o vinagre é
diluido, de forma a cumprir os valores de acidez total exigidos por lei (Costa, 2014).

De acordo com a matéria-prima utilizada, o vinagre pode ser envelhecido por um
periodo de tempo superior a um ano. Durante este processo ocorrem reacgdes de oxidagao
e esterificacdo, as quais sdo responsaveis pela melhoria do sabor e do aroma dos vinagres,
ocorrendo também uma intensificacdo da cor, limpidez e brilho, o que completa a boa
qualidade do produto final (Aquarone et al, 2001).

Para o engarrafamento podem ser utilizadas garrafas de vidro ou de tereftalato de
polietileno (PET). No entanto, a desvantagem de utilizar o material em PET é a sua
permeabilidade aos gases, que embora seja pequena, existe (Costa, 2014).

A estabilizacdo microbioldgica do vinagre pode ser mantida atraveés, por exemplo,
da aplicacdo da técnica de pasteurizacdo, que consiste em submeter o produto a
temperaturas variaveis entre 50 a 80 °C, com o objetivo de destruir microrganismos e
inativar enzimas, que sdo uma das causas mais importantes de alteracbes do vinagre
(oxidacdo do &cido acético). A pasteurizacdo pode ser rapida, ocorrendo a 75-80 °C
durante 30 a 40 segundos ou lenta, a 50-65 °C, durante 20 a 30 minutos (Suman, 2012).
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1.8 - Avancos Tecnoldgicos na Producdo de Vinagre atraves de Biocatalisadores
Imobilizados

A imobilizacao de biocatalisadores é uma estratégia que pode ser utilizada para a
conducédo de bioprocessos de processamento de vinagre. Esta tecnologia constitui uma
ferramenta fundamental para aumentar a eficiéncia dos processos biotecnoldgicos e,
consequentemente, reduzir os custos de producdo. Os biocatalisadores imobilizados séo
enzimas ou células fisicamente confinadas ou localizadas numa regido definida do
espaco, com retencdo das suas atividades cataliticas, as quais podem ser utilizadas
repetida ou continuamente (Carvalho et al, 2016).

As dificuldades de recuperacao das enzimas livres do meio reacional, aliada a
instabilidade e inadequabilidade para o uso em determinados solventes e/ou condicdes de
pH, temperatura e exposi¢do a agentes desnaturantes podem ser superadas através da
imobilizagéo. Contudo, algumas reages comercialmente importantes envolvem sistemas
complexos, que requerem energia e a utilizacdo de cofatores, o que eleva
consideravelmente o valor do produto final. Para esses casos recorre-se a imobilizacéo de
células, ao invés de enzimas propriamente ditas, garantindo-se assim a eliminacéo da
necessidade de extracéo e purificacdo, a regeneracao natural de cofatores, a estabilidade
operacional superior, 0 menor custo e 0 maior rendimento de atividade. A utilizacdo de
células imobilizadas tem funcionado como uma alternativa para aumentar a produtividade
das fermentacdes, tradicionalmente realizadas com células em suspensdo, uma vez que
permite o trabalho com elevadas concentrac6es celulares no reator, em sistema continuo,

com possibilidade de recuperacdo da biomassa (Carvalho et al, 2016; Ochoa et al., 2011).

1.8.1 - Células Imobilizadas

A imobilizacao de células pode ser realizada com diferentes suportes que deverdo
caracterizar-se por apresentar qualidade alimentar, baixo custo, disponibilidade, nédo
serem degradaveis e suportarem baixos valores de temperatura e pH (Carvalho et al,
2016). A imobilizacdo de células pode ser realizada através de diferentes técnicas
representadas na Figura 1.10, nomeadamente:

a) Imobilizacdo de células numa superficie solida por estabelecimento de ligacoes
covalentes, aprisionamento em cavidades da superficie solida, ou retengdo por
adsorcéo fisica, forcas eletrostaticas e outras forcas fracas (Bekatorou ,2020;
Carvalho et al, 2016);
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b) Imobilizacdo em matrizes porosas, que solidificam numa suspensdo de células
permitindo aprisiona-las (Carvalho et al, 2016);

c) Imobilizacdo por contencdo em membranas, em que as células podem ser restritas
a uma membrana semipermeavel ou ser aprisionadas numa microcapsula
(Bekatorou ,2020; Carvalho et al, 2016);

d) Imobilizacdo por meio de auto-agregacdo, que envolve a floculagdo das células de
forma natural ou artificialmente induzida (Carvalho et al, 2016).

Tipos de imobilizacdo de células inteiras

i

d) Imobilizagdo por auto-agregagio

Célula

Superficie solida

Forgas eletrostaticas

Outras forcas fracas
Ligacdes covalentes/ligagdes cruzadas

Capsula/membrana

a) Imobilizagdo b) e c¢) Imobilizacdo g
. Matriz
em suporte em matriz ou por
solido contencdo em
membrana

Figura 1.10 - Representacdo esquematica dos tipos de imobilizacao celular. Adaptado
de Bekatorou (2020).

As BA sdo bactérias sensiveis, pelo que a utilizacdo de técnicas de imobilizacdo
melhora a sua eficiéncia (Hutchinson et al., 2019). Segundo Hutchinson et al. (2019), no
geral ndo existem procedimentos 6timos para imobilizacdo de BA, contudo o método
mais utilizado nos sistemas de fermentagdo industrial é a adsor¢do de células em
superficie solida, que melhora consideravelmente a producdo em comparacdo com as
células livres em suspensdo. A ligacdo por meio de adsor¢do/ interacdes ionicas € um
método simples e pouco dispendioso, apresentando, contudo, como desvantagem a
vulnerabilidade de perda dos biocatalisadores imobilizados para 0 meio reacional. Por
outro lado, a imobilizacdo por meio de ligagBes covalentes permite uma interagdo
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biocatalisador-suporte mais forte, possuindo como desvantagem o risco de danos na
membrana celular das células (Bekatorou ,2020; Carvalho et al, 2016).

O metodo de aprisionamento em matriz porosa também é comum, embora seja
aplicado sobretudo a escala laboratorial (Hutchinson et al., 2019). A natureza da matriz
porosa deve permitir a difusdo dos substratos e dos produtos, pelo que a imobilizacdo na
forma de esferas é geralmente preferida devido a elevada area superficial. Os materiais
mais utilizados como matrizes de imobilizagdo sdo os polimeros hidrofilicos, como os
hidrogéis de polissacaridos naturais (alginatos, agar, pectinas), celulose, gelatina,
colagenio, quitosano e polimeros sintéticos (poliacrilamida, alcool polivinilico). A
imobilizacdo em matrizes hidrofilicas permite a protecdo das células contra condi¢Bes
nédo adequadas de pH, temperatura, solventes organicos e compostos inibidores presentes
no meio de fermentacdo. Este processo é sobretudo utilizado a escala laboratorial
(Carvalho et al, 2016).

Kocher & Dhillon (2013) produziram um vinagre a partir de um caldo de cana-
de-agUcar por fermentacdo alcodlica utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae,
seguida de uma acetificacdo semi-continua utilizando células Acetobacter aceti
imobilizadas em aparas de madeira num reator de leito fixo, como se encontra

representado na Figura 1.11.
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Figura 1.11 - Diagrama de producgéo de vinagre de cana-de-agucar utilizando bactérias A. aceti
imobilizadas por adsor¢do em aparas de madeira. Adaptado de Bekatorou (2020).
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1.9 - Objetivos

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano e
antioxidante de vinagres obtidos a partir de frutos fermentados (damasco e malagueta),
através da analise das caracteristicas de qualidade microbioldgicas e fisico-quimicas.

Relativamente aos pardmetros microbioldgicos, um dos objetivos principais foi
avaliar a qualidade microbiolégica dos vinagres, através da contagem de bactérias
aceticas, bactérias acido-laticas, leveduras, fungos filamentosos e microrganismos
mesofilos aerobios. Além disso, pretendeu-se também determinar a atividade
antimicrobiana dos vinagres em estudo sobre diversas bactérias e leveduras, atraves do
método de difusdo em agar.

Quanto a qualidade fisico-quimica o principal objetivo foi determinar varios
parametros, tais como a densidade, acidez total, pH, cor, °Brix, composicdo em

compostos fenolicos e flavonoides e capacidade antioxidante dos vinagres em estudo.

2 - Material e Métodos

2.1 - Amostragem

Os vinagres em estudo foram obtidos a partir de frutos fermentados,
nomeadamente malagueta e damasco, através de um método de producdo artesanal, o
Método de Orleans. A empresa Fateixa é responsavel pela producdo e engarrafamento
destes produtos estando localizada em Algoz (Algarve). Os vinagres foram fornecidos em
garrafas de vidro com 250 ml. Do ponto de vista quimico, o vinagre de malagueta possui
uma acidez de 6 % e o vinagre de damasco uma acidez de 7 %. Para efetuar 0s ensaios

laboratoriais utilizaram-se sempre 3 garrafas de cada vinagre.

2.2 - Parametros Fisico-quimicos

Nesta etapa foi efetuada uma avaliacdo de parédmetros fisico-quimicos dos
vinagres de damasco e malagueta. Os ensaios foram realizados em trés garrafas diferentes

de cada um dos produtos.

2.2.1 - Determinacéo da Densidade

A densidade das amostras de vinagre foi determinada através de dois picnémetros
de 25 ml, sendo um utilizado para as amostras de vinagre de damasco e o outro para as

amostras de vinagre de malagueta. Os picndmetros foram calibrados com agua destilada,
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pesando-se primeiramente 0 picnometro vazio e posteriormente com a amostra de agua,
em excesso (cobrindo o picnémetro). A amostra de agua foi descartada com auxilio de
uma pipeta de Pasteur e colocou-se cada uma das amostras de vinagre no respetivo
picnémetro procedendo-se a sua pesagem.

A densidade das amostras foi calculada matematicamente através da seguinte

férmula;

__ Pa—Pp

" (Equacdo 1)

onde, p representa a densidade da amostra de vinagre (g/ml), Pa 0 peso do picnémetro
contendo a amostra de vinagre (g), Pp 0 peso do picnémetro vazio (g) e Ve 0 volume do

picnometro (ml).

2.2.2 - Determinacéo da Acidez Total

A acidez total dos vinagres corresponde ao teor de acido acético e foi determinada
de acordo com o método adaptado de OENO 52-2000 (Organizacdo Internacional da
Vinha e do Vinho). Este parametro foi determinado por titulacdo de 1 ml de cada amostra
de vinagre, ao qual se adicionou 100 ml de agua destilada e cerca de 4 a 5 gotas de solugédo
de fenolftaleina alcodlica a 2 % (May e Baker), utilizando-se como titulante uma solucgéo
de hidroxido de sodio 0,1 M (Riedel-de Haén), até se obter uma cor rosa persistente. A
acidez total foi expressa em percentagem, sendo calculada matematicamente através da
seguinte equacéo:

LA.
px10

Acidez (%) = (Equacéo 2)

onde, I.LA. corresponde ao indice de acidez (g/ml) e p a densidade de cada amostra de
vinagre. O indice de acidez (I.A.) foi calculado através da equacéo:

_ V1x0,1x60
- V2

1.A. (Equacéo 3)

em que, V1 corresponde ao volume da amostra de NaOH (ml); V2 ao volume da amostra
de vinagre (ml); 0,1 a molaridade (M) da solucdo de NaOH (mol/ml); e 60 ao volume
molar do acido acético (g/mol).
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2.2.3 - Determinacéo do pH

Os valores de pH foram determinados por medicdo direta com um potenciometro
(PHM220 Lab pH meter, Meter Lab), constituido por um elétrodo e uma sonda de
temperatura. Antes da leitura do pH das amostras, o aparelho foi calibrado recorrendo-se

a duas solugdes padrdo, uma com pH 4 e outra com pH 7.

2.2.4 - Determinacéo da Cor

Este parametro foi determinado através de um colorimetro (PCE-CSM 10, PCE
Instruments spectrophotometer). O seu funcionamento baseia-se nos principios de
reflexdo da luz, permitindo medir vérias coordenadas de acordo com as escalas de cor
Hunter Lab /CIE Lab (Figura 2.1) com iluminante Deo € angulo de observacdo de 10°
(Rigolon et al, 2022):

L- “Luminosidade”, que define a cor relativamente a ser mais clara ou mais escura,
variando entre preto (0) e branco (100) (HunterLAB, 1996);
a- Define a “tonalidade” da cor, variando entre vermelho para valores positivos ¢ verde
para valores negativos (HunterLAB, 1996);
b- Define a “intensidade ou pureza” da cor, variando entre amarelo para valores positivos
e azul para valores negativos (HunterLAB, 1996);
C- “Cromaticidade”, que consiste na satura¢do, que ¢ definida como a distancia radial do
centro do espaco até ao ponto da cor (x-rite Pantone, 2016);
he- “Angulo Hue”, que consiste no angulo de tonalidade e é expresso em graus (por
exemplo: 0° é vermelho e 90° é amarelo) (x-rite Pantone, 2016);
O colorimetro foi previamente calibrado com padrdes de referéncia branco e preto,

tendo-se efetuado 4 leituras para cada amostra de vinagre.

35



A B Branco

L*=100
(Amarelo) 100
+b* 90
v P a0
Tonalidade
170
Verde Amarelo
) _a* +b*
Croma C . 2
o Angulo da ’
(v;fge) tonalidade h, 50 Azul / Nezmelke
2 (Vermelho) . -b* +a
4@’ |40
--30
120
W Preto
PO, L*=0
Lo
L*

Figura 2.1 Escalas de cor. A: Esquema de espaco cor CIE Lab. Adaptado de x-rite
Pantone, (2016) e Konica Minolta, (2022); B: Esquema de espaco cor Hunter Lab.
Adaptado de HunterLab, (1996).

2.2.5 - Determinacao do Residuo Seco Soluvel (°Brix)

A determinacdo do residuo seco solGvel nas amostras de vinagre foi realizada
segundo a NP 785 atraves de um refratometro ABBE (ATAGO, digital thermometer).
Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur 1 a 2 gotas de amostra de vinagre na superficie
do prisma, fechou-se a tampa e ajustou-se com o botdo de medida até obter uma imagem
nitida do contraste area clara/escuro. O equipamento foi calibrado com agua destilada e

as amostras foram lidas a uma temperatura de 17,8 °C.

2.2.6 - Determinacao dos Compostos Fenolicos Totais

A pesquisa de compostos fenolicos totais nas amostras de vinagre foi efetuada
através do método de Folin-Ciocalteau de acordo com o Regulamento (CEE) N° 2676/90
(1990), com algumas adaptacGes. O reagente de Folin-Ciocalteau, constituido por uma
mistura de acido fosfotungstico e de acido fosfomolibdico, é reduzido, aquando da
oxidagdo dos fendis, numa mistura de Oxidos azuis de tungsténio e de molibdenio
(Regulamento CEE N° 2676/90 ,1990).

Para preparacdo dos tubos das amostras para o ensaio procedeu-se inicialmente a
uma dilui¢do dos vinagres na razéo de 1:10. Em seguida, adicionou-se 0,2 ml de cada
amostra de vinagre diluida, 1 ml de reagente de Folin-Ciocalteau 0,2 N (Sigma) e 0,8 ml

de solugéo saturada de carbonato de sodio 7,5 % (Merck), homogeneizando-se no vortex.
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A mistura foi colocada em repouso durante 30 minutos, ao abrigo da luz, de modo a obter
a estabilizacdo da reacdo. A absorvancia das amostras foi lida a 765 nm num
espectrofotdmetro (Genesys 10 UV scanning).

Recorreu-se a uma curva de calibracdo de acido galico com vérias concentracoes,
nomeadamente 0,025; 0,05; 0,1 e 0,15 mg/ml, para calcular a quantidade de compostos
fendlicos totais nas diversas amostras de vinagre. As soluc¢des padrdo foram preparadas
através da adicdo de agua destilada e solucdo de acido galico (Acros Organics) nas
respetivas concentracfes. Os resultados foram expressos em mg de acido galico/100 ml
de amostra. A reta de calibracéo utilizada foi:

Abs 765 nm=3,4881 x [Acido galico] + 0,1833, onde R?= 0,9716 (Equac&o 4)

2.2.7 - Determinagéo dos Compostos Flavonoides Totais

A concentracdo de compostos flavonoides totais foi determinada segundo o
método descrito por Zhishen et al. (1999). Inicialmente misturou-se 4 ml de &gua e 0,3
ml de NaNO: (5 %) (Riedel-de Haén) a 1 ml de cada amostra de vinagre e agitou-se a
solucdo no vortex, a qual permaneceu cerca de 5 minutos em repouso, no escuro. Em
seguida adicionou-se 0,3 ml de AICIs (2 %) (Riedel-de Haén), homogeneizou-se a solugéo
no vortex, a qual permaneceu também em repouso, no escuro, durante cerca de 6 minutos.
Por ultimo adicionou-se 2 ml de NaOH (1 M) e 2,4 ml de agua destilada a mistura e
determinou-se a absorvancia a 510 nm no espectrofotdmetro (Genesys 10 UV). O catido
aluminio forma complexos estadveis com o0s compostos flavonoides em metanol,
facilitando a sua quantificacdo (Lianda & Castro, 2008).

A determinacdo dos compostos flavonoides foi realizada com base numa reta de
calibracdo de catequina a partir de solugdes padrdo com diferentes concentracoes,
nomeadamente 10, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/ml, e os resultados foram expressos
em mg de catequina/100 ml de amostra. A reta de calibracdo obtida foi:

Abs 510 nm = 0,0025 x [Catequina (mg/L)] - 0,0133, onde R? = 0,9803 (Equac&o 5)

2.2.8 - Determinacdo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das amostras de vinagre foi determinada através do
método DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazilo) (Aldrich) descrito pelo autor Bakir et al.
(2017). O radical da molécula apresenta cor violeta escuro e apds a reagcdo com a

substancia antioxidante torna-se amarelo ou violeta-claro (Silveira et al., 2018).
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Primeiramente misturaram-se 5 ml de DPPH e 0,1 ml de cada amostra de vinagre em
tubos de ensaio, os quais foram seguidamente homogeneizados no vortex. As solucdes
foram colocadas num banho de agua a 27 °C, na auséncia de luz, durante 13 minutos.
Posteriormente, os valores de absorvancia foram lidos a 515 nm num espectrofotometro
(Genesys 10 UV).

Os valores de atividade antioxidante foram calculados através de uma reta de
calibracdo de Trolox (Aldrich), que constitui um antioxidante padréo de referéncia, com
solucgdes padrdo com diferentes concentragdes: 0,08; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35 e 0,4
mg/ml, sendo que os resultados foram expressos em mg de Trolox/ml de amostra. A reta
de calibracdo determinada foi:

Abs 515 nm = -0,4548 x [Trolox (mM)] + 1,0644, onde R? = 0,9923 (Equac&o 6)

2.3 - Parametros Microbiologicos

Nesta etapa foi realizada uma avaliacdo da qualidade microbioldgica e da
atividade microbiana dos vinagres em estudo. Estas analises microbioldgicas foram
efetuadas no Laboratorio de Microbiologia do Instituto Superior de Engenharia da
Universidade do Algarve. Os ensaios foram realizados em trés garrafas diferentes de cada
um dos produtos, sendo que as amostras de vinagre foram utilizadas no estado puro, sem

se proceder a qualquer diluicéo.

2.3.1 - Avaliacdo da Qualidade Microbiologica

A avaliacdo da qualidade microbioldgica dos vinagres foi efetuada atraves do
estudo de diversos parametros microbiologicos, nomeadamente: bactérias acéticas,
bactérias acido-laticas, leveduras, fungos filamentosos e microrganismos mesofilos
aerdbios.

Para proceder a este estudo foram preparados antecipadamente diferentes meios
de cultura, cujo pH foi corrigido para 5,5 utilizando uma solucéo de acido cloridrico 1M:
“Acid Acetic Bacteria Medium” (BAA) (Kim, et al. ,2019), “Man, Rogosa and Sharpe
Agar” (MRS) (Scharlau, Sentmenat), “Malt Extract Agar” (MEA) (Scharlau, Sentmenat),
“Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol” (DRBC) (Biolife, Milano), “Plate Count
Agar” (PCA) (HiMedia, Mumbai). Estes meios de cultura foram esterilizados em

autoclave (Uniclave 88 AJC) e submetidos a refrigeracdo até a sua utilizacéo.
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Todo o material utilizado, tais como pontas, espalhadores, frascos (Duran) e

gobelets, foi previamente esterilizado.

2.3.1.1 - Bactérias Acéticas (BA)

A contagem de BA foi realizada de acordo com o método referido por Kim, et al.
(2019). Para a enumeracao destas bactérias utilizou-se o meio de cultura BAA, o qual foi

obtido a partir da juncédo de diversos constituintes, descritos na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Composi¢cdo do meio de cultura BAA.

Constituinte Quantidade
D (+)- Glucose 50¢
Extrato de levedura 10g
Azul de bromofenol 20 mg
Agar 209
Agua 950 ml
Acido acético glacial 1ml
Etanol puro 50 ml

Inicialmente misturou-se D (+) - glucose (Scharlau), extrato de levedura (Biokar),
azul de bromofenol, agar (V.R) e agua, seguindo-se a sua esterilizacdo em autoclave
(Uniclave 88 AJC) durante 15 minutos a 121 °C. Apds arrefecimento a 50 °C, num banho
de &gua, adicionou-se assepticamente &cido acético glacial (Merck) e etanol puro
(Panreac), utilizando-se material estéril.

A técnica consistiu na inoculacdo de 0,2 ml de vinagre em cada placa de Petri, na
superficie do meio de cultura, seguido do espalhamento da amostra. No total foram
inoculadas 5 placas para cada garrafa de vinagre. As placas foram incubadas a 30 °C numa
estufa (Binder) durante 7 dias. Apds o periodo de incubacdo procedeu-se a contagem do
namero coldnias e os resultados foram expressos em unidades formadoras de col6nias por
unidade de volume (UFC/ml).
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2.3.1.2 - Bactérias Acido-La4cticas (BAL)

A contagem de BAL foi realizada com base no procedimento descrito na norma
ISO 15214 (1S0O,1998). Neste método utilizou-se 0 meio de cultura MRS (Scharlau), que
favorece o crescimento, isolamento e contagem de bactérias laticas, que possam estar
presentes em determinados alimentos e bebidas (Scharlau, 2022a).

A técnica foi realizada através da inoculacdo de 1 ml de vinagre no centro das
placas de Petri (estéreis e vazias) seguida da incorporacdo do meio MRS fundido (em
forno de micro-ondas) e com pH de 5,5. O meio de cultura foi misturado com as amostras
através da rotacdo lenta das placas de Petri, ficando em repouso para solidificar.
Posteriormente, adicionou-se uma segunda camada do mesmo meio as placas e deixou-
se solidificar. As placas foram depois incubadas numa estufa (Binder) a 30 °C durante 7
dias. No total foram inoculadas 12 placas, ou seja, 2 placas para cada garrafa de vinagre.
Apbs o periodo de incubacdo procedeu-se a contagem do namero de coldnias e 0s

resultados foram expressos em UFC/ml.

2.3.1.3 - Leveduras

A contagem de leveduras foi realizada com base no procedimento descrito na
norma ISO 21527-2 (1SO, 2008), utilizando o meio de cultura MEA (Scharlau), com pH
5,5. Este meio permite a detecdo, isolamento e contagem de fungos, particularmente
leveduras (Scharlau, 2022b).

O procedimento consistiu na inoculacdo de 0,2 ml de vinagre na superficie do
meio de cultura seguido do espalhamento da amostra. No total foram semeadas 30 placas,
ou seja, 5 placas para cada garrafa de vinagre. As placas foram incubadas numa estufa
(Binder) a 25 °C durante 7 dias. Ap6s o periodo de incubagdo procedeu-se a contagem do

namero colonias e os resultados foram expressos em UFC/ml.

2.3.1.4 - Fungos Filamentosos

A contagem de fungos filamentosos foi realizada com base no método descrito na
norma ISO 21527-2, tendo-se utilizado o meio de cultura DRBC (Biolife). Este meio é
utilizado para o isolamento seletivo e enumeragdo de leveduras e bolores em produtos

destinados ao consumo humano com atividade da dgua superior a 0,95 (1SO, 2008).
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O procedimento consistiu na inoculacdo de 0,2 ml de vinagre na superficie do
meio de cultura seguido do espalhamento da amostra. No total foram inoculadas 30
placas, ou seja, 5 placas para cada garrafa de vinagre. As placas foram incubadas numa
estufa (Binder) a 25 °C durante 7 dias. Ap6s o periodo de incubagdo procedeu-se a

contagem do nimero colonias e os resultados foram expressos em UFC/ml.

2.3.1.5 - Microrganismos Mesdfilos Aerobios (MMA)

A contagem de MMA foi realizada com base no método descrito na norma I1SO
4833-1, com algumas modificacbes (1SO, 2013).

Para contagem destes microrganismos utilizou-se o meio de cultura PCA
(HiMedia) com pH 5,5. Este meio de cultura é recomendado para a enumeragdo de
microrganismos em alimentos e &guas.

A técnica foi realizada através da inoculacdo de 0,2 ml de vinagre na superficie
do meio de cultura seguido do espalhamento da amostra. No total foram inoculadas 60
placas, ou seja, 10 placas para cada garrafa de vinagre. As placas foram incubadas numa
estufa (Binder) a 30 °C durante 7 dias. Apds o periodo de incubacdo procedeu-se a

contagem do nimero colonias e os resultados foram expressos em UFC/ml.

2.3.2 - Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

As propriedades antibacterianas e antifingicas de vinagres obtidos a partir de
fermentados e acetificados de damasco e malagueta foram testadas em varios
microrganismos mencionados na Tabela 2.2. Para este ensaio utilizaram-se trés garrafas

de cada um dos produtos.
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Tabela 2.2 - Microrganismos utilizados para o estudo da atividade antimicrobiana dos
vinagres de damasco e malagueta.

Bactéria Levedura
Escherichia coli (ATCC 25922)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Candida albicans (ATCC 10231)
Bacillus cereus (ATCC 10876) Candida albicans (ATCC 90028)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Cryptococcus neoformans (YPO 186)
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) Saccharomyces cerevisiae (PYCC 3507)
Salmonella enterica Typhimurium (ATCC 14028) | Pichia membranifaciens (PYCC 2489)
Listeria innocua (ATCC 33090) Zygosaccharomyces bailii (PYCC 4806)
Cronobacter sakazakii (ATCC 29544) Debaryomyces hansenii (PYCC 2968)

As bactérias e leveduras necessarias ao estudo foram primeiramente repicadas. Os
meios de cultura utilizados para a inoculacdo destes grupos microbianos foram os
seguintes: “Mueller-Hinton” (MH) (Oxoid); “Mueller-Hinton” com adigdo de 2 % de
glucose (MH + 2 % G) (Oxoid); e “Yeast Mold Agar” (YM). Estes meios de cultura foram
previamente preparados, procedendo-se a uma corre¢do do pH para 5,5 com uma solugéo
de acido cloridrico 1M. Por fim, foram esterilizados em autoclave (Uniclave 88 AJC) e
refrigerados até a sua utilizacéo.

Quanto a atividade antimicrobiana, as culturas de bactérias (Tabela 2.2) foram
testadas no meio de cultura MH, através do método de difusdo em agar, também
conhecido por método de Kirby-Bauer. O procedimento adotado foi baseado nos
protocolos do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Eucast,
2022). Foram preparadas suspensdes das bactérias em tubos contendo 5 ml de solucéo
salina (0,85 % NaCl), através da adicdo de uma pequena porc¢do de coldnias. A turvacdo
da suspensdo foi ajustada por comparacdo com o padrdo 0,5 de Mc Farland.
Mergulharam-se zaragatoas estéreis nas suspensdes bacterianas preparadas e inocularam-
se as respetivas placas de Petri contendo o meio de cultura (ao longo de trés eixos de
inoculacdo). Apos a inoculacdo colocaram-se assepticamente dois discos de papel
(Oxoid) em cada uma das placas. Um dos discos foi impregnado com 20 uL de amostra
de vinagre e o outro com 20 pL de solugdo salina estéril, constituindo o controlo negativo.

A atividade antifingica dos vinagres também foi avaliada através da técnica de
difusdo em agar. As estirpes de Candida albicans foram testadas no meio de cultura MH

+ 2 % G, enquanto as restantes leveduras (Tabela 2.2) foram testadas no meio de cultura
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YM. A turvacdo das suspensdes de leveduras previamente preparadas foi acertada a
valores dos padrdes de Mc Farland de 0,5 a 1.
Utilizaram-se antibioticos e antimicéticos de referéncia, descritos na Tabela 2.3,

que constituiram os controlos positivos.

Tabela 2.3 - Antibidticos e antimicoticos testados para os microrganismos em estudo.

Antibiotico Disco Antimicotico Disco
Ampicilina (Oxoid) 10 ug Nistatina (Oxoid) 100 unidades
(V)
Penincilina G (Oxoid) 10 unidades (U) | Fluconazol (Oxoid) 25 ug
Cloranfenicol (Oxoid) 30 ug Anfotericina 10 ug
Eritromicina (Liofilchem) 15 g B (Liofilchem)

Os discos com antibi6ticos e antimicoticos foram colocados assepticamente nas
placas inoculadas com cada suspensdo microbiana anteriormente preparada, e inoculadas
utilizando 3 eixos de inoculagdo. Ao fim de 15 minutos ap6s a aplicacdo dos discos, as
placas inoculadas foram colocadas na estufa (Binder) a 30 °C. Quanto as bactérias, o
periodo de incubacdo foi de 24 horas e no caso das leveduras foi de 48 horas.

Apds o periodo de incubacdo as placas foram observadas e fez-se um registo dos

didametros dos halos de inibi¢do do crescimento microbiano em milimetros.

2.4 - Estudo Estatistico

Os resultados experimentais obtidos foram representados como valores médios
das varias medicGes + o desvio padrdo. O estudo estatistico dos diversos parametros
fisico-quimicos e microbioldgicos para caracterizacdo dos vinagres foi realizado com
base num teste de t para amostras independentes. Assumiu-se um nivel de significancia
(o) de 0,05, sendo que as diferengas foram consideradas significativas quando p (p-value)
<0,05. A anélise estatistica foi efetuada utilizando a ferramenta analise de dados do
Microsoft ® Excel ® para Microsoft 365 (versdo 16).
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3 - Resultados e Discussao

3.1 - Par@metros Fisico-quimicos

Para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos vinagres de damasco e
malagueta em estudo, foram comparados diferentes parametros, particularmente a cor,
°Brix, pH, acidez total, compostos fenolicos totais, compostos flavonoides totais e

atividade antioxidante.

3.1.1 - Propriedades Fisico-quimicas
As caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes vinagres, mais precisamente o

pH, acidez total e °Brix estdo representados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Propriedades fisico-quimicas das amostras de vinagre de damasco e
malagueta.

Parametros
Vinagres pH Acidez total °Brix
(9/100 ml de &cido acético)
Damasco 3,23+0,01 7,3340,05 5,13+0,12
Malagueta 2,71+0,01 6,09+0,15 5,10+0,00
t=2,78 t=2,78 t=2,78
Teste t de Student 0 = 2,66x107 b = 1,74x10 D =0,64

Os valores correspondem as médias + desvios-padrdo das amostras (n = 3). Os resultados do teste t de Student para
amostras independentes sdo apresentados como t e valor p.

Os valores de pH dos vinagres em estudo estdo compreendidos entre 2,71+0,01 e
3,23+0,01 e os valores de acidez total entre 7,33+0,05 e 6,09+0,15 % de &cido acético.
De acordo com o Decreto-Lei n°®174/2007, de 8 de maio, os valores de acidez total obtidos
para todas as amostras de vinagre estdo em conformidade relativamente ao limite minimo
legalmente estabelecido (5 g/100 ml). Contudo, no estudo de Hammouda et al. (2021) foi
feita a caracterizacdo fisico-quimica de amostras de vinagre tradicionais, tendo-se obtido
valores de pH e acidez total compreendidos entre 3,61+0,01 e 4,08+0,01 e 1,82+0,13 e
4,88+0,05 % de &cido acetico, respetivamente. Segundo os autores, estes valores ndo
estdo em conformidade com os valores de acidez total estabelecidos pelas normas
reguladoras da Comissdo do Codex Alimentarius (60 g/l para vinagres de vinho e 50 g/l
para outros tipos de vinagre). No estudo de Ozturk et al. (2015) foram analisados e

comparados vinagres tradicionais e industriais, obtendo-se valores de pH compreendidos
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entre 2,63+0,02 e 3,90+0,02. Quanto a acidez total, os valores obtidos variaram entre
0,32+0,03 e 7,20£0,12 % de &cido acético, tendo-se verificado que 80 % das amostras
tradicionais de vinagre néo estava em conformidade com os regulamentos implementados
pela Turquia e Estados Unidos, que aprovam um valor minimo de acidez total de 40 g/I.
Pelo contrario 80 % dos vinagres industriais apresentaram valores concordantes com a
legislagdo em vigor.

No estudo de Bakir et al. (2017), o intervalo de valores de pH e acidez total dos
diversos vinagres de frutas em estudo foi de 2,8 a 3,9 e 0,7+0,10 a 6,6+0,20 % de acido
acetico respetivamente. De acordo com o Decreto-Lei n°® 174/2007, de 8 de maio e as
normas estabelecidas pela Comissdo do Codex Alimentarius, apenas uma amostra de
vinagre esta em concordancia com os limites minimos legalmente permitidos. Em relacao
aos regulamentos implementados pela Turquia e Estados Unidos, cerca de apenas 28 %
das amostras de vinagre cumprem 0s requisitos exigidos.

Os resultados obtidos neste estudo para o vinagre de damasco sdao semelhantes
com os valores de pH e acidez total obtidos no estudo de Sengun et al. (2020) que foram
de 3,330,007 e 4,27+0,01 % de acido acético, respetivamente.

Quanto ao pH, os vinagres de damasco e malagueta sdo significativamente
diferentes (teste, t = 2,78; p<10™), podendo-se tirar a mesma conclusdo no que diz
respeito a acidez total (teste, t = 2,78; p<10™4).

No que diz respeito ao °Brix, que corresponde a percentagem de residuo seco
sollvel, verificou-se que as amostras de vinagre de damasco apresentaram valores
ligeiramente superiores relativamente as amostras de vinagre de malagueta como se
observa na Tabela 3.1, 0 que permite concluir que este parametro se altera de acordo com
o tipo de vinagre (Sengun et al., 2020). Segundo Saiz-Abajo et al. (2004), o °Brix indica
a percentagem de soélidos sollveis numa amostra aquosa, incluindo agucares, sais e
proteinas. Contudo, geralmente este parametro equivale sobretudo a percentagem de
acucares presentes na amostra, omitindo os restantes materiais solveis. No estudo de
Sengun et al. (2020), os valores de ° Brix para os diferentes vinagres em estudo variaram
entre 1,00+0,00 e 5,00+0,00. Além disso, verificou-se que as amostras de vinagre de
damasco apresentaram valores de ° Brix de cerca de 2,00+0,00, resultados estes inferiores
a grande parte dos restantes vinagres de fruta, com excecdo dos vinagres de maca e rosa-
mosqueta. Os resultados para as amostras de vinagre de damasco obtidos por Sengun et

al. (2020) foram inferiores aos resultados obtidos neste estudo (°Brix = 5,13+£0,12), uma

45



vez que este parametro varia bastante de acordo com o teor de agucares presente na
matéria-prima utilizada.

Em Ozturk, et al. (2015), os valores de °Brix dos diferentes vinagres tradicionais
e industriais em estudo variaram entre 1,02+0,07 e 20,80+0,03, 0 que representa uma
grande variabilidade. Segundo o autor a percentagem de residuo seco soluvel esta
diretamente relacionada com a fermentacg&o, pois o nivel de acucares diminui de acordo
com a atividade dos microrganismos. Além disso o tipo de culturas “starter” ¢ as matérias-
primas utilizadas constituem também fatores de variabilidade para o °Brix.

Contrariamente ao pH e acidez total, no parametro °Brix 0s vinagres de damasco

e malagueta ndo apresentam diferencas significativas (Tabela 3.1).
O parametro cor foi avaliado tendo em conta as coordenadas L* (luminosidade),
a* (cor vermelho/verde), b* (cor amarelo/azul), C* (saturacdo da cor) e h° (angulo de

tonalidade), cujos resultados estdo representados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Parametro de cor das amostras de vinagre de damasco e malagueta.

Parametros
Vinagres L* a* b* C* he
Damasco 30,39+0,02 | -0,03+0,12 | 2,61%1,22 3,37£0,15 | 90,57+2,10
" Malagueta | 30,63+0,53 | -0,38+0,10 | 2,78+0,24 | 2,81+0,24 | 97,57+1,66
Teste t de t=2,78 t=278 t=4,30 t=278 t=278
Student p =0,47 p=0,02 p=0,83 p=0,02 p=0,01

Os valores correspondem as médias + desvios-padrdo das amostras (n = 3). Os resultados do teste t de Student para
amostras independentes sdo apresentados como t e valor p.

Analisando os resultados da Tabela 3.2 verifica-se que quanto a luminosidade, as
amostras de vinagre de malagueta (30,63+0,53) apresentarem valores ligeiramente
superiores aos valores das amostras de vinagre de damasco (30,39+0,02), possuindo como
tal maior luminosidade. Contudo, em termos estatisticos as amostras de ambos 0s
vinagres ndo diferem significativamente (teste, t = 2,776; p = 0,473). Os vinagres de
damasco e malagueta apresentam uma tonalidade a tender para o esverdeado/amarelado,
pois apresentaram valores negativos para a coordenada a* (-0,03+0,12; -0,38+0,10) e

valores positivos para a coordenada b* (2,61+1,22 ;2,78+0,24). Quanto a coordenada a*,

46



os vinagres diferem significativamente (teste, t = 2,78; p = 0,02), verificando-se que as
amostras de vinagre de damasco possuem valores superiores relativamente ao vinagre de
malagueta. No entanto, em relacdo a coordenada b*, 0s vinagres ndo sao
significativamente diferentes (teste, t = 4,30; p = 0,83). No que diz respeito a coordenada
cromaticidade (C*) constata-se que 0s vinagres sao estatisticamente diferentes (teste, t =
2,78; p = 0,02). A mesma tendéncia se verifica para o angulo de tonalidade h°, em que
estatisticamente ambos os vinagres diferem significativamente (teste, t = 2,78; p = 0,01),
concluindo-se que as amostras de vinagre de malagueta possuem um angulo maior
comparativamente as amostras de vinagre de damasco. Estas diferencas observadas entre
os diferentes vinagres podem estar relacionadas com o teor de fitoquimicos presentes nas
matérias-primas, o que influencia diretamente a cor do produto final (Hammouda et al.,
2021). Neste caso, a malagueta é rica em diversos pigmentos como a capsantina, -
caroteno, violaxantina e anteraxantina ¢ o damasco ¢ rico sobretudo em [-caroteno,
componentes estes que contribuem para a cor do vinagre (Centro de Frutologia Compal,
2022; SEMAGRO, 2015; Watts et al., 2018).

No estudo de Hammouda et al. (2021) também foram avaliadas as propriedades
de cor de amostras de vinagre. A variabilidade dos resultados foi considerada significativa
quando p<0,05. Os valores de L*, a* e b* variaram na faixa de 0,13£0,06 - 68,83+1,43;
1,15+0,34 - 9,98+0,15; 0,34+0,10 - 30,34+0,19, respetivamente. De acordo com o0 aspeto
visual, os maiores valores de L* e b* foram observados para as amostras de vinagre de
uva, enquanto o valor mais elevado de a* foi registado nas amostras de vinagre de figo.
Os valores das coordenadas C* e h° foram variaveis entre as amostras de vinagre
indicando assim que as propriedades da cor das diversas amostras foram muito diferentes
umas das outras.

Segundo o estudo dos autores Ozturk et al. (2015) foram avaliadas as propriedades
da cor de amostras de vinagres tradicionais e industriais. Os valores para L* variaram
entre 0,28+0,04 e 20,15+0,19, verificando-se que os vinagres tradicionais de maca
apresentaram os valores mais elevados para esta coordenada, exceto para uma amostra.
Os valores de a* e b* foram variaveis entre as amostras, concluindo-se também que as

propriedades dos vinagres eram consideravelmente diferentes.
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3.1.2 - Propriedades Bioativas

As propriedades bioativas das amostras dos vinagres de malagueta e de damasco
foram avaliadas a partir da determinacdo dos compostos fenolicos totais, compostos
flavonoides totais e atividade antioxidante, cujos resultados estdo representados na Tabela
3.3.

Tabela 3.3 - Propriedades bioativas dos diferentes vinagres.

Parametros
Compostos Compostos
Vinagres fenolicos totais flavonoizes totais Atividade antioxidante
g (mg &cido (DPPH, mg Trolox/100 ml)

galico/100 ml) (mg catequina/100 ml)

Damasco 0,15+0,15 52,79+3,00 0,34+0,01

Malagueta 0,34+0,16 34,342 34 0,02+0,01

Teste t de t=3,18 t=2,78 t=3,18
Student p=0,15 p=1712x103 p =5,38x10°

Os valores correspondem as médias + desvios-padrdo das amostras (n = 3). Os resultados do teste t de Student para
amostras independentes séo apresentados como t e valor p.

O teor de compostos fenolicos totais foi menor nas amostras de vinagre de
damasco comparativamente as amostras de vinagre de malagueta, apresentando valores
de 0,15%0,15 e 0,34+0,16 mg de &cido galico/100 ml, respetivamente. Contudo para este
parametro, em termos estatisticos ndo se verificaram diferencas significativas entre o
vinagre de malagueta e damasco (teste, t = 3,18; p = 0,15). Contrariamente, o teor de
compostos flavonoides totais foi superior no vinagre de damasco em relagdo ao vinagre
de malagueta, apresentando valores de 52,79+3,00 e 34,34+2,34 mg de catequina/100 ml,
verificando-se, como tal uma diferenga estatisticamente significativa entre os resultados
obtidos (teste, t = 2,78; p = 1,12x103).

No estudo de Bakir et al. (2017), o teor de compostos fenolicos totais e de
compostos flavonoides totais dos diferentes vinagres em estudo variaram entre 171 e
255424 mg de é&cido galico/100 ml e 2,4+0,1 e 96+18 mg de catequina/100 ml,
respetivamente. Ainda segundo estes autores os valores de compostos fenolicos totais e

de compostos flavonoides totais obtidos para as amostras de vinagre de damasco foram
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de 5,6+0,2 mg de acido galico/100 ml e 261 mg de catequina/100 ml, respetivamente.
Como tal constatou-se que o intervalo de valores obtidos no estudo de Bakir et al. (2017)
para estas propriedades bioativas foi superior comparativamente com os resultados
obtidos para os vinagres de damasco e malagueta. No estudo de Ozturk et al. (2015), o
teor de compostos fendlicos e de flavonoides totais dos vinagres tradicionais e industriais
estudados variou entre 0,040+0,003 e 2,229+0,083 mg de &cido galico/ml e 0,011+0,0006
e 0,349+0,003 mg de catequina/ml, respetivamente. De acordo com o estudo de Sengun
et al. (2020), os intervalos de valores obtidos para os compostos fendlicos e flavonoides
totais dos diferentes vinagres de frutas estdo compreendidos entre 0,933+0,001 e
1,162+0,001 mg de &cido galico/ml e 0,471+0,004 e 0,067+0,003 mg de catequina/ml,
respetivamente. No caso especifico do vinagre de damasco constatou-se que o teor de
compostos fenolicos totais foi de 1,005+0,011 mg de &acido galico/ml e o teor de
compostos flavonoides totais foi de 0,167+0,004 mg de catequina/ml.

A atividade antioxidante dos vinagres em estudo foi determinada com base no
método DPPH, tendo-se obtido para as amostras de vinagre de damasco um resultado de
0,34+0,01 mg de Trolox/100 ml e para as amostras de vinagre de malagueta um valor de
0,02+0,01 mg de Trolox/100 ml, ou seja, poderes antioxidantes pequenos. Neste
parametro, ambos os vinagres sdo estatisticamente diferentes (teste, t = 3,18; p <10).

Em Sengun et al. (2020), a atividade antioxidante dos vinagres de fruta analisados variou
entre 0,047+0,003 e 0,302+0,006 pg Trolox/ml. Segundo o estudo de Bakir et al. (2017),
0s vinagres estudados apresentaram um poder antioxidante com uma grande variancia,
estando compreendido entre 13+1 e 517+43 mg de Trolox/100 ml.

As discrepancias encontradas para as propriedades bioativas entre os vinagres de
damasco e malagueta e os vinagres dos estudos referenciados anteriormente podem ser
explicadas pelo tipo e estado de maturacdo da matéria-prima utilizada, pela tecnologia de
producdo empregue ou pelo tempo de envelhecimento dos produtos (Ozturk et al., 2015;
Sengun et al., 2020; Xia et al., 2017). Além disso, o0 baixo poder antioxidante dos vinagres
de malagueta e damasco podera estar diretamente correlacionado com os baixos valores

de compostos fendlicos totais obtidos neste estudo (Hammouda et al., 2021).
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3.2 - Avaliacdo da Qualidade Microbioldgica dos Vinagres

A qualidade microbioldgica dos vinagres em estudo foi avaliada através da
enumeracao de bactérias acéticas (BA), bactérias acido-laticas (BAL), leveduras, fungos
filamentosos e microrganismos mesoéfilos aerébios (MMA).

As amostras testadas dos vinagres de damasco e malagueta ndo apresentaram
crescimento microbiano. A enumeracdo dos varios grupos microbianos analisados
encontrava-se abaixo do limite de detecdo, em ambos os vinagres (1 UFC/ml).

De acordo com o estudo de Sengun et al. (2020), diversos vinagres de fruta (maca,
ameixa, uva, tangerina, amora, damasco, diospiro, romd, figo e rosa-mosqueta)
produzidos sem pasteurizacdo e aditivos foram estudados quanto as suas propriedades
microbianas. As contagens de BAL variaram entre 1,60 e 5,39 log UFC/ml para os
vinagres de macd, figo, ameixa, uva e amora. A enumeracdo de BA e leveduras/fungos
filamentosos variou entre 3,34-6,32 log UFC/ml e 2,53-3,97 log UFC/ml, respetivamente
para os vinagres de magd, figo, ameixa e uva. Contrariamente, para 0s vinagres de
damasco, tangerina, roma e rosa-mosqueta, a contagem de BAL, BA e leveduras/fungos
filamentosos encontrou-se abaixo do limite de detecéo.

No estudo de Ozturk et al. (2015) foram avaliadas as propriedades microbianas
de vinte vinagres tradicionais comparativamente a cinco vinagres industriais. Cerca de 52
% das amostras, isto €, nove vinagres tradicionais e quatro vinagres industriais
apresentaram valores abaixo do limite de detecdo no que diz respeito a enumeracédo de
BAL. Quanto a contagem de BA, oito vinagres tradicionais e cinco vinagres industriais
apresentaram valores abaixo do limite de detecéo, correspondendo a 52 % das amostras.
No que diz respeito a enumeracdo de leveduras/fungos filamentosos, 64 % das amostras,
mais precisamente doze vinagres tradicionais e quatro vinagres industriais, apresentaram
valores também abaixo do limite de detecdo. Para as restantes amostras os valores de BA
foram relativamente superiores aos valores de BAL e leveduras/fungos filamentosos. Em
nove amostras de vinagre tradicional (36 % das amostras) foram encontradas juntamente
BAL e BA, apresentando contagens que variam entre 2,6x103-7,2x10% e 2,5x10%-1,1x10°,
respetivamente. Contrariamente, em quatro amostras de vinagre tradicional e trés
amostras de vinagre industrial (28 % das amostras) ndo se registou a presenca de nenhum
dos grupos microbianos testados.

Segundo os autores acima mencionados, o estado microbioldgico do vinagre

depende de condicdes intrinsecas, como a composi¢do do meio, e parametros extrinsecos,
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tais como a temperatura e humidade. O etanol e 0 acido produzidos nas etapas iniciais da
fermentagdo alcodlica, sobretudo por leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e BAL
respetivamente, inibem a proliferacdo de microrganismos indesejaveis e prolongam o
tempo de vida util do vinagre. Na etapa de acetificacdo, as BA produzem &cido acético
que inibe o crescimento de microrganismos intolerantes a acidos. No entanto, nos
processos naturais pode ocorrer um grande risco de deterioracdo do vinagre, devido a
dificuldade de controlo das etapas de processamento.

No estudo realizado por Sengun (2013) foram estudadas as propriedades
microbiologicas de vinagres tradicionais de figo produzidos utilizando varias receitas e
diferentes matérias-primas. A enumeracao de leveduras das amostras dos oito vinagres
em estudo variou entre 0,00 e 6,49 log UFC/ml. Pelo contrario, ndo se verificou
crescimento de fungos filamentosos em todas as amostras. Neste estudo as BAL também
foram enumeradas no meio MRS (pH 6,2+0,2) apresentando valores entre 0,81 e 8,20 log
UFC/ml. A contagem mais elevada de BAL registou-se na amostra de vinagre mais acida,
pelo que o desenvolvimento deste grupo de microrganismos podera estar dependente da
acidez. Segundo Torija et al. (2010) ¢ relatado que as populaces de BA apresentam
valores elevados de crescimento em amostras de vinagre, como 108 células/ml. Porém,
no estudo de Sengun (2013) as contagens de BA s&o relativamente baixas para a maioria
das amostras de vinagre de figo, o que podera estar relacionado com a quantidade de
microbiota que ndo pode ser cultivada nos meios de cultura padrdo. Ainda de acordo com
Sengun (2013), o cultivo, isolamento e preservacdo das BA é relativamente dificil, o que
restringe a utilizacdo deste grupo bacteriano como cultura de arranque para a producao
de vinagre. Contudo, a utilizacdo de BA como cultura de arranque melhora o processo de
acetificacdo e a qualidade do produto final, pelo que tém sido feitos esforcos no sentido
de compreender o estado viavel, mas ndo cultivavel destes microrganismos em processos

naturais.
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3.3 - Estudo da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos vinagres de damasco e malagueta foi estudada
através da utilizacdo de diferentes culturas teste de bactérias Gram-positivas (Bacillus
cereus (ATCC 10876)), Listeria innocua (ATCC 33090), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Staphylococus epidermidis (ATCC 12228)), bactérias Gram-negativas
(Cronobacter sakazakii (ATCC 29544), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Salmonella enterica Typhimurium (ATCC 14028)) e de
leveduras (Candida albicans (ATCC 10231), Candida albicans (ATCC 90028),
Cryptococus neoformans (YPO 186), Saccharomyces cerevisiae (PYCC 3507), Pichia
membranifaciens (PYCC 2489), Zygosaccharomyces bailii (PYCC 4806), e
Debaryomyces hansenii (PYCC 2968)).

3.3.1 - Atividade Antibacteriana

O efeito dos vinagres diversos antibidticos contra as bactérias teste utilizadas neste

estudo estdo representados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 - Atividade antimicrobiana dos antibidticos contra as bactérias testadas.

Antibidticos
Bactérias Ampicilina | Penicilina | Cloranfenicol | Eritromicina
Halo (mm) 39,50 51,50 35,00 24,00
t=-10,45 t=-254 t=-4,85 t=8,86
(A?cacu;egg%) 0| e p=6x10° p=6x10°  p=1,3x10° p=2x10"°
M | 30.67+1.80 t=-14,7 t=-34,67 t=-7,21 t=11,09
T p=5x10° p=5x10"  p=9x10° p=4x10"°
Halo (mm) 28,00 10,00 30,50 -
L t=-5,57 t= 16,17 t=-8,59
S. TyphImUI’Ium D 23’391-2148 p:5x10-4 p:2X10-7 p:3X10-5 -
(ATCC 14028)
M | 18724250 t=-11,13 t=10,46 t=-14,13 )
e p=4x10°  p=6x10° p=6x10"
Halo (mm) - - 10,50 -
p.aeruginosa | D | 4017:272 | - © ppagw :
(ATCC 27853) 309
M | 36,06+3,20 - - p=1x10* -
Halo (mm) 25,00 - 28,50 -
Ecoli | D| 3216 | T - Rrrrd :
(ATCC 25922) e T
M | 30,89+3,86 p=1,8’x10_3 B pzo’,lo -
Halo (mm) 32,00 12,00 31,50 25,50
t=-15,19 t=19,42 t=-14,32 t=3,94
(AEc':Ccerl%ussm) P | 232278 | p=4x107  p=5x107 p=552x107  p=4,3x10°
M 31+2 38 t=-1,26 t=23,90 t=-0,63 t=6,92
= p=0,24  p=1x10% p=0,55 p=1x10"*
Halo (mm) 28,50 7,50 28,00 -
t=-4,21 t=37,65 t=-3,21
ATCC 29544 '
( ) M | 25114078 t=-13,01 t=67,59 t=-11,09 )
A p=1x10°  p=3x10"?*  p=4x10°
Halo (mm) 37,50 39,50 34,00 24,00
. t=-8,27 t=-10,18 t=-4,93 t=4,61
(Al?éréngglégo) O | OS] p=ax0s  perxi0®  pe11x10°  p=1,7x10°
t=-6,22 t=-7,41 t=-4,15 t=1,78
M 27+5,06 p=3x10*  p=8x10°  p=3,2x103 p=0,11
Halo (mm) 35,00 28,50 47,00 27,50
. - t=-12,94 t=-4,53 t=-28,47 t=-3,24
t=-6,72 t=-1,34 t=-16,66 t=-0,51
M| 26895362 1 10104 p=022  p=2xl0” p=0,63

Os valores correspondem as médias + desvios-padrdo dos halos inibitorios (mm), em que (-) representa a auséncia de
halo (n=3). Os resultados do teste t de Student para amostras independentes de vinagre de damasco, vinagre de
malagueta e os respetivos antibioticos testados sdo apresentados como t e valor p. D* corresponde ao vinagre de
damasco e M* ao vinagre de malagueta.

53



O antibiético ampicilina inibiu com maior eficacia o desenvolvimento de S.
aureus (39,50 mm) e com menor eficacia o crescimento de E. coli (25,00 mm), pois
induziu halos inibitorios mais pequenos (Figura 3.1).

Figura 3.1 - Efeito da ampicilina em S. aureus (A) e E. coli (B).

O antibidtico penicilina foi o antibidtico que apresentou maior eficacia contra a
bactéria S. aureus (51,50 mm) e L. innocua (39,50 mm). Contudo, para B. cereus (12,00
mm) e C. sakazakii (7,50 mm) induziu halos inibitorios pequenos e no caso da P.
aeruginosa e E. coli ndo formou halos, ndo inibindo o crescimento destas bactérias
(Figura 3.2).

Figura 3.2 - Efeito da penicilina em L. innocua (A) e P. aeruginosa (B).
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O cloranfenicol foi o antibi6tico que inibiu com maior eficacia o crescimento de
S. epidermidis (47,00 mm), porém para a bactéria P. aeruginosa induziu halos inibitorios
pequenos (10,50 mm) (Figura 3.3).

Figura 3.3 - Efeito do cloranfenicol em S. epidermidis (A) e P. aeruginosa (B).

O antibidtico eritromicina ndo apresentou eficacia contra o crescimento das
bactérias S. Typhimurium, P. aeruginosa, E. coli e C. sakazakii, apresentando os maiores
halos de inibicdo para S. epidermidis (27,50 mm) e B. cereus (25,50 mm) (Figura 3.4).

Figura 3.4 - Efeito da eritromicina em B. cereus (A) e S. Typhimurium (B).
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo (Tabela 3.4) verifica-se que as
bactérias S. aureus e L. innocua sdo mais sensiveis aos antibidticos ampicilina e penicilina
e apresentam maior resisténcia a eritromicina. A penicilina produziu o maior halo de
todos os ensaios contra a espécie S. aureus (51,50 = 0,00 mm). Alem disso, as bactérias
S. Typhimurium, P. aeruginosa, E. coli e C. sakazakii apresentaram sensibilidade ao
antibiotico cloranfenicol e resisténcia a eritromicina, enquanto que as bactérias S.
epidermidis e B. cereus foram menos tolerantes & ampicilina e cloranfenicol. A P.
aeruginosa apresentou resisténcia a todos os antibidticos, com excecdo do cloranfenicol.

O efeito dos vinagres em estudo contra as bactérias teste utilizadas estdo

representados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Atividade antimicrobiana dos vinagres contra as bactérias testadas.

o Vinagres [didametro dos halos (mm)]
Bactérias
Damasco Malagueta
31,11+2,41 30,67£1,80
S. aureus (ATCC 25923)
t=2,11 p=0,66
o 23,39+2,48 18,72+2,50
S. Typhimurium (ATCC 14028)
t=2,11 p=1,10x103
_ 40,17£2,72 36,06+3,10
P. aeruginosa (ATCC 27853)
t=2,11 p=9,60x103
i 32,00£1,66 30,89+3,86
E. coli (ATCC 25922)
t=2,20 p=0,44
23,22+1,73 31,00£2,38
B. cereus (ATCC 10876)
t=2,13 p=9,85x1077
B 26,39+1,51 25,11+0,78
C. sakazakii (ATCC 29544)
t=2,18 p=0,05
_ 28,83+3,14 27,00+5,06
L. innocua (ATCC 33090)
t=2,16 p=0,37
_ o 25,00+2,31 26,89+3,62
S. epidermidis (ATCC 12228)
t=2,15 p=0,21

Os valores correspondem as médias + desvios-padrdo dos halos inibitérios (mm) n (n=3). Os resultados do teste t de
Student para amostras independentes de vinagre de damasco e vinagre de malagueta sdo apresentados como t e valor

p.
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Os resultados da atividade antibacteriana dos vinagres de damasco e malagueta
(Tabela 3.5) revelaram uma capacidade de inibi¢do significativa contra as diversas
bactérias testadas. As amostras de vinagre de damasco, que possuem uma percentagem
de acidez superior (7,33+0,05 g/100 ml de &cido acético) relativamente ao vinagre de
malagueta (6,09+015 g/100 ml de acido acético), induziram em geral a formacdao de halos
de inibicdo com didmetros superiores, demostrando, portanto, uma maior atividade
antibacteriana.

O vinagre de damasco induziu os maiores halos de inibicdo nas espécies P.
aeruginosa (40,17+2,72 mm) (Figura 3.5-A), E. coli (32,00£1,66 mm) e S. aureus
(31,11+2,41 mm). As bactérias menos sensiveis a este vinagre foram as espécies B. cereus
(23,22+1,70 mm) (Figura 3.5-B), S. Typhimurium (23,39+2,48 mm) e S. epidermidis
(25,00+2,31 mm).

Figura 3.5 - Efeito do vinagre de damasco em P. aeruginosa (A) e B. cereus (B).

O vinagre de malagueta provocou uma forte inibicdo do crescimento de P.
aeruginosa (36,06+3,10 mm) (Figura 3.6-A), B. cereus (31,00+2,38 mm) e E, coli
(30,89+3,86 mm). As bactérias S. Typhimurium (18,72+2,50 mm) (Figura 3.6-B), C.
sakazakii (25,11+0,78 mm) e S. epidermidis foram as mais tolerantes a este vinagre.
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Figura 3.6 - Efeito do vinagre de damasco em P. aeruginosa (A) e S. Typhimurium (B).

A espécie S. aureus foi a bactéria Gram-positiva mais fortemente inibida pelo
vinagre de damasco (31,11+2,41 mm), contudo ndo se verificou uma diferenca
estatisticamente significativa na acdo de ambos 0s vinagres contra este microrganismo
(teste, t=2,11; p=0,66). Relativamente a eficacia de cada um dos antibidticos ampicilina,
penicilina, cloranfenicol e eritromicina em comparagdo com o0s vinagres de damasco
(p<10%) e malagueta (p<10*) verificaram-se diferencas significativas.

A S. Typhimurium ndo foi inibida em niveis semelhantes (teste, t = 2,11; p =
1,10x10%) pelos vinagres de damasco e de malagueta, que potenciaram a formacio de
alguns dos menores halos de inibigdo, obtidos no estudo, com didmetros de 23,39 +2,48
mm e 18,72+2,50 mm, respetivamente. No caso da capacidade antibacteriana dos
antibidticos ampicilina, penicilina e cloranfenicol em comparacdo com o vinagre de
damasco (ampicilina: teste, t = -5,57; p = 5x10/ penicilina: teste, t = 16,17; p< 10%/
cloranfenicol: teste, t = -8,59; p<10*) e malagueta (p<10™) verificaram-se diferencas
significativas.

A espécie P. aeruginosa foi a bactéria que apresentou maior sensibilidade em
relacdo aos vinagres de damasco e malagueta, tendo formado halos de inibicdo com
diametros de 40,17+2,72mm e 36,06+£3,10 mm, havendo diferencas significativas entre
estes valores (teste, t = 2,11; p = 9,60%x10%). O antibidtico cloranfenicol foi o Gnico eficaz
contra o crescimento desta espécie, verificando-se uma diferenca significativa da sua acéo

em comparagdo com os vinagres de damasco e malagueta (p<104).
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A espécie E. coli foi a segunda bactéria Gram-negativa mais fortemente inibida
pelos vinagres de damasco e malagueta, que desencadearam a formagdo de halos de
inibicdo de 32,00+1,66 mm e 30,89+3,86 mm, respetivamente, ndo se observando,
contudo, uma diferenca significativa entre os valores (teste, t = 2,20; p = 0,44). Os
antibioticos ampicilina e cloranfenicol foram os Unicos que inibiram o crescimento desta
bactéria e apresentaram diferencas significativas em comparagdo com o0s vinagres, com
excecdo do cloranfenicol e o vinagre de malagueta, que inibiram o seu desenvolvimento
de forma semelhante (teste, t=1,86; p=0,10).

O vinagre de malagueta foi o que melhor inibiu o crescimento de B. cereus
(31,00+2,38 mm), verificando-se uma diferenca estatisticamente significativa (teste, t =
2,13; p<10™) no nivel de inibicdo de ambos os vinagres para esta bactéria. Quanto aos
antibioticos, somente se verificou uma semelhanca na capacidade de inibicdo do
crescimento da espécie entre a ampicilina e o vinagre de malagueta (teste, t = -1,26; p =
0,24) e entre o cloranfenicol e o vinagre de malagueta (teste, t = -0,63; p = 0,55).

Os vinagres de damasco e malagueta inibiram o crescimento de C. sakazakii de
forma semelhante, pois ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre os
didametros dos halos de inibicdo obtidos (teste, t = 2,18; p = 0,05). Todos os antibidticos,
com excecdo da eritromicina impediram o crescimento deste microrganismo, tendo-se
verificado diferencas significativas no desempenho de cada um deles comparativamente
aos vinagres de damasco (ampicilina: teste, t = -4,21; p = 3x10%/ penicilina: teste, t =
37,65; p<10/ cloranfenicol: teste, t = -3,21; p = 0,01) e malagueta (ampicilina: teste, t =
-13,01; p = 3x10°% penicilina: teste, t =37,59; p<10¥ cloranfenicol: teste, t =-11,09;
p<10).

A espécie L. innocua foi inibida de forma semelhante pelos vinagres de damasco
(28,83+£3,14 mm) e malagueta (27,00+5,06 mm), pois ndo se verificaram diferencas
significativas (teste, t = 2,16; p = 0,37) nos didmetros dos halos de inibi¢cdo formados.
Contudo, o antibiotico eritromicina e o vinagre de malagueta desencadearam um efeito
semelhante na inibicdo do desenvolvimento desta bactéria, pois os resultados obtidos ndo
séo estatisticamente diferentes (teste, t = 1,78; p = 0,11).

Constatou-se também que ambos 0s vinagres de damasco e malagueta inibiram o
crescimento de S. epidermidis, com formacéo de halos com didmetros de 25,00+2,31 mm
e 26,89+ 3,62 mm, valores estes estatisticamente semelhantes (teste, t = 2,15; p = 0,21).
Além disso, todos os antibioticos testados interferiram no crescimento da espécie, mas

apenas se verificou uma semelhanca na capacidade antibacteriana entre o antibiotico
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penicilina e o vinagre de malagueta (teste, t = -1,34; p = 0,22) e entre o0 antibidtico
eritromicina e os vinagres de malagueta (teste, t =-0,51; p = 0,63).

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 3.4 e 3.5, 0s vinagres de
damasco (31,11+2,41 mm) e malagueta (30,67+1,80 mm) induziram a formacao de halos
de inibicdo para a espécie S. aureus com didmetros inferiores aos induzidos pelos
controlos positivos (ampicilina: 39,50 mm; penicilina: 51,50 mm; e cloranfenicol: 35,00
mm), com excecdo da eritromicina (24,00 mm). Relativamente a S. Typhimurium, os
vinagres de damasco e malagueta também induziram a formacao de halos de inibi¢cdo com
diametros inferiores aos induzidos pelos antibidticos ampicilina e cloranfenicol, com
excecdao da penicilina (10 mm) e eritromicina (sem formag&o de halo). No caso da espécie
P. aeruginosa, ambos o0s vinagres de damasco (40,17+2,72 mm) e malagueta (36,06£3,10
mm) apresentam uma atividade antimicrobiana muito superior em relacdo a todos 0s
antibidticos testados (ampicilina, penicilina e eritromicina: sem formacdo de halos;
cloranfenicol: 10,50 mm). Quanto a espécie E. coli, apenas os antibidticos ampicilina (25
mm) e cloranfenicol (28,50 mm) provocaram inibi¢cdo do seu crescimento, contudo 0s
halos de inibicdo formados foram inferiores aos halos induzidos pela acdo dos vinagres
de damasco (32,00+1,66 mm) e malagueta (30,89+3,86). Relativamente a espécie B.
cereus, o vinagre de damasco apresentou uma atividade antimicrobiana inferior aos
controlos positivos (ampicilina: 32,00 mm; cloranfenicol: 31,50 mm; eritromicina: 25,50
mm), com excec¢do da penicilina (12,00 mm) e o vinagre malagueta (31,00+2,38 mm)
apresentou uma atividade antimicrobiana superior a penicilina e eritromicina e inferior a
ampicilina e cloranfenicol. A espécie C. sakazakii apresentou maior sensibilidade aos
antibidticos ampicilina (28,50 mm) e cloranfenicol (28,00 mm), comparativamente aos
vinagres testados (damasco: 26,39+1,51 mm; malagueta: 25,11+0,78 mm). No entanto,
0s vinagres de damasco e malagueta apresentaram uma atividade antimicrobiana superior
a penicilina (7,50 mm) e eritromicina (sem formacdo de halo). A espécie L. innocua
apresentou maior sensibilidade aos controlos positivos testados (ampicilina: 37,50 mm;
penicilina: 39,50 mm; cloranfenicol: 34,00 mm), com exce¢édo do antibiotico eritromicina
(24,00 mm) e menos tolerante aos vinagres de damasco (28,83 £3,14) e malagueta
(27,00£5,06 mm). Todos os antibidticos apresentaram uma atividade antimicrobiana
superior (ampicilina: 35,00 mm; penicilina: 28,50 mm; cloranfenicol: 47,00 mm;
eritromicina: 27,50 mm) aos vinagres testados (damasco: 25,00£2,31 mm;

malagueta:26,89+3,62) para a espécie S. epidermidis.
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S&o varios os estudos que descrevem a atividade antimicrobiana de vinagres
resultantes de diferentes matérias-primas. No estudo de Hammouda et al. (2021), foram
analisados quatro tipos de vinagres tradicionais (uva, figo da india, figo e tamara)
provenientes de diferentes regiGes da Tunisia, quanto a sua atividade antibacteriana contra
trés bactérias Gram-positivas, nomeadamente S. aureus, Enterococcus faecalis e Listeria
monocytogenes e uma Gram-negativa, a E. coli, utilizando o método de difusdo em agar.
Os diametros dos halos de inibig&o obtidos variaram entre 15,5+0,71 mm e 24+1,42 mm
para S. aureus; 11+1,42 mm e 17£1,42 mm para E. faecalis; 14,5+£0,71 mm e 19+1,42
mm para L. monocytogenes; e 10+1,42 e 23+1,42 para E. coli. A atividade antimicrobiana
destes vinagres contra S.aureus e E.coli foi inferior a atividade antimicrobiana obtida para
estas espécies no presente estudo (Tabela 3.5). De acordo com o autor, a acidez
caracteristica deste tipo de produtos, cujo pH esta compreendido entre 3,61 e 4,08, e 0
seu contetdo em compostos fenolicos sdo responsaveis por promover a sua atividade
antimicrobiana.

Ozturk et al. (2015) estudou a atividade antimicrobiana de vinte vinagres
tradicionais (uva, macd, alcachofra, limao, espinheiro) e cinco vinagres industriais (uva,
maca, liméo, cereja e roma) provenientes de varias cidades da Turquia, através do método
de difusdo em agar contra dez microrganismos (E. coli, L. monocytogenes, S.
Typhimurium, Yersinia enterocolitica, S. aureus, B. cereus, E. coli 0157:H7, Klebsiella
pneumonia, P. aeruginosa e Proteus vulgaris). A sensibilidade das bactérias aos diversos
vinagres foi bastante variavel e no caso especifico dos vinagres produzidos de forma
artesanal foram registados halos de inibicdo com didmetros compreendidos entre
30,71+5,66 mm e 6,83+0,47 mm. Cinco vinagres tradicionais conseguiram inibir o
crescimento de E. coli, tendo induzido halos com diametros que variaram entre 8,54+0,42
mm e 11,24+1,25 mm. No caso da estirpe E. coli O157:H7, seis vinagres tradicionais
inibiram o seu crescimento, com a formacéo de halos compreendidos entre 7,56£0,52 mm
e 15,16% 4,71 mm. No presente estudo os valores dos halos obtidos para E. coli foram
superiores. As bactérias Gram-positivas S. aureus e B. cereus apresentaram halos de
inibicdo derivados da acdo de determinados vinagres tradicionais a variar entre
7,64+0,40/20,12+0,28 mm e 7,37+0,79/23,56+0,82 mm, respetivamente. Estes resultados
estdo em concordancia com os valores obtidos no presente estudo para B.cereus
relativamente a atividade antibacteriana do vinagre de damasco. O crescimento das
bactérias Gram-negativas S. Typhimurium e P. aeruginosa foi inibido pela acdo de alguns

dos vinagres tradicionais, sendo que o didmetro dos halos formados variou entre
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7,21+0,74/11,96£1,18 mm e 6,18+0,18/14,71£0,70 mm, respetivamente.
Contrariamente, no presente estudo os diametros dos halos formados para P.aeruginosa
por acdo do vinagre de damasco e malagueta foram muito superiores (vinagre de
damasco: 40,17+2,72 mm; vinagre de malagueta: 36,06+3,10 mm).

No estudo de Bakir et al. (2017) dezoito vinagres (macé, uva, romd, balsamico,
amora, mirtilo, alcachofra, limdo, rosa-mosqueta, espinheiro, damasco e arroz)
mostraram atividade antibacteriana, tendo potenciado a formacédo de halos de inibi¢do
compreendidos entre 91 mm e 14+1 mm para S. Typhimurium, 9+1 mm e 13+1 mm
para S. aureus e 9+1 mm e 14+3 mm para E. coli. O vinagre de damasco inibiu com maior
eficacia as bactérias S. aureus (12+3 mm) e E. coli (12£2 mm), apresentando menores
halos de inibicéo para a espécie S. Typhimurium (10£2 mm), tendo-se verificado a mesma
tendéncia no presente caso de estudo (Tabela 3.3).

Em Karaagac et al. (2016) foi estudada a atividade antibacteriana de um vinagre
de amora, o qual foi testado contra oito bactérias (S. aureus, Streptococcus pyogenes,
Klebsiella oxytoca, E. faecalis, B. cereus, Bacillus subtilis, Erwinia carotovora e E. coli).
De acordo com os resultados, o0 maior halo de inibicdo foi obtido para S. aureus, cujo
valor foi de 28 mm, apresentando semelhancgas com o presente estudo em que se obteve
valores de halos de inibi¢do a variar entre 30,67+1,80 mm e 31,11+2,41 mm para esta
bactéria. O vinagre de amora também potenciou o desenvolvimento de halos de inibicdo
de 15,3 mm para B. cereus e 5,3 mm para E. coli. Os valores dos halos de inibicédo do
crescimento dos microrganismos em analise obtidos pelos autores mencionados foram de
forma geral inferiores aos verificados no presente estudo.

Os estudos mencionados referem que a atividade antimicrobiana dos vinagres esta
relacionada com os valores de pH e o conteddo de acido acético e compostos fendlicos
destes produtos. Os acidos organicos fracos, como o acido acético tém a capacidade de
penetrar as membranas celulares das bactérias, libertando protées H*, o que provoca uma
diminuicdo do pH intracelular, desencadeando uma destabilizacdo da atividade
fisiolégica no citoplasma e na membrana com consequente morte celular (Ozturk et al.,
2015).

3.3.2- Atividade Antifangica

O efeito dos vinagres em estudo e dos diversos antimicoticos contra as leveduras

teste utilizadas estéo representados na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 - Atividade antimicrobiana dos antimicoticos contra as leveduras testadas.

Antimicéticos
Leveduras Nistatina AnfotericinaB | Fluconazol
Halo (mm) 16,50 16,50 29,50
C. albicans t:'34,94 = '34,94 = '92,12
(ATCC 90028) D | B.30=068 p=5x1010 p=5x1010 p=2x10"13
t=-36,1 t=-36,1 t=-92,03
M| BH0T0 ) o gig p= 4x10™ p=2x10"%
Halo (mm) 28,00 21,50
C. albicans D - - - -
(ATCC 10231)
M - - - -
Halo (mm) 25,50 12,50 16,50
C. neoformans t=-27,85 t=-0,70 t=-9,05
(YPO 186) D | tatrelad p=3x10"° p=0,51 p=2x10"
t=-19,78 t=1,07 t=-5,35
M| I3L7EL8T 1 g0 p=0,32 p=7x10"
Halo (mm) 9,50 45,00
D. hansenii D | 12612114 | ©£819 - t=-85,22
(PYCC 2968) p=4x10° p=4x10"
t=1,74 t=-31,03
M | 11,39+1,08 0=0,12 - 0=1x10°
Halo (mm) 23,50 8,50 17,00
S. cerevisiae D - - -
(PYCC 3507)
M - - - -
Halo (mm) 24,50 7,50
P. membranifaciens | p - - - -
(PYCC 2489)
M - - - -
Halo (mm) 23,00 10,50
Z. bailii D - ; - -
(PYCC 4806)
M - - - -

Os valores correspondem as médias + desvios-padrao dos halos inibitérios (mm), em que (---) representa a auséncia de
halo (n = 3). Os resultados do teste t de Student para amostras independentes de vinagre de damasco, vinagre de
malagueta e os respetivos antimicdticos testados sdo apresentados como t e valor p. D* corresponde ao vinagre de
damasco e M* ao vinagre de malagueta.
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A nistatina foi 0 antimicético que inibiu com maior eficacia o crescimento de C.
albicans (ATCC 10231; 28,00 mm) e C. neoformans (25,00 mm) e com menor eficacia
as leveduras D. hansenii (9,50 mm) e C. albicans (ATCC 90028; 16,50 mm), pois induziu

halos inibitérios mais pequenos (Figura 3.7).

Figura 3.7 - Efeito da nistatina em C. albicans (ATCC 10231) (A) e D. hansenii (B).

A anfotericina B foi o antimicdtico que induziu halos inibitoérios com menores
dimensGes, como no caso de S. cerevisiae (8,50 mm) e Z. bailii (10,50 mm), nédo
apresentando, contudo, qualquer eficacia contra as leveduras D. hansenii e P.
membranifaciens (Figura 3.8-B). A levedura que apresentou maior sensibilidade foi C.
albicans (ATCC 10231; 21,50 mm) (Figura 3.8-A).

64



Figura 3.8 - Efeito da anfotericina B em C. albicans (ATCC 10231) (A) e Z. bailii (B).

O antimicotico fluconazol foi o antimicético que mostrou maior eficicia contra a
levedura D. hansenii (45,00 mm) (Figura 3.9-A), seguida da C. albicans (ATCC 90028;
29,50 mm). Pelo contréario para C. neoformans (16,50 mm) e S. cerevisiae (17,00 mm)
induziu halos inibit6rios mais pequenos e ndo induziu a formacao de halos inibitérios no
caso das leveduras C. albicans (ATCC 10231) e Z. bailii.

Figura 3.9 - Efeito do fluconazol em D. hansenii (A) e C. neoformans (B).
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O efeito dos vinagres em estudo contra as leveduras teste utilizadas estdo

representados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 - Atividade antimicrobiana dos vinagres contra as leveduras testadas.

Vinagres [diametro dos halos (mm)]

Leveduras
Damasco Malagueta
_ 8,56+0,68 8,11+0,70
C. albicans (ATCC 90028)
t=2,13 p=0,27
C. albicans (ATCC 10231)
C. neoformans (YPO 186) 12,17+1,44 13,17+1,88
t=2,12 p=0,22
N 12,61+1,14 11,39+1,08
D. hansenii (PYCC 2968)
t=2,12 p=0,03

S. cerevisiae (PYCC 3507)

P. membranifaciens (PYCC 2489)

Z. bailii (PYCC 4806)

Os valores correspondem as médias + desvios-padrao dos halos inibitdrios (mm), em que (---) representa a auséncia de
halo (n = 3). Os resultados do teste t de Student para amostras independentes de vinagre de damasco e vinagre de
malagueta séo apresentados como t e valor p.

De acordo com os resultados das Tabelas 3.6 e 3.7 verifica-se que 0s vinagres em
estudo apresentaram uma capacidade de inibicdo do crescimento de leveduras muito
inferior comparativamente aos niveis de inibigdo causados nas bactérias. Conclui-se,
portanto, que as leveduras testadas sdo menos sensiveis aos vinagres comparativamente
as bactérias. O vinagre de damasco induziu os maiores halos de inibicdo em D. hansenii
(12,61+1,14 mm) (Figura 3.10-A) e C. neoformans (12,17+1,44 mm). Os menores halos
de inibicdo para este vinagre foram detetados na espécie C. albicans (ATCC 90028;
8,56+0,68 mm) (Figura 3.10- B). O vinagre de malagueta também induziu os maiores

halos de inibicdo em C. neoformans (13,17+1,88 mm) (Figura 3.11-A) e D. hansenii
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(11,39£1,08 mm), assim como os menores halos de inibicdo em C. albicans (ATCC
90028; 8,11+0,70 mm) (Figura 3.11-B). As leveduras C. albicans (ATCC 10231), S.
cerevisiae, Z. bailii e P. aeruginosa ndo apresentaram halos de inibicdo, pelo que sé&o

consideradas microrganismos resistentes aos vinagres de damasco e malagueta.

Figura 3.10 - Efeito do vinagre de damasco em D. hansenii (A) e C. albicans (ATCC
90028) (B).

Figura 3.11 - Efeito do vinagre de malagueta em C. neoformans (A) e C. albicans
(ATCC 90028) (B).

Quanto a levedura C. albicans (ATCC 90028) esta sofreu uma inibicdo muito
fraca por parte dos vinagres de damasco e malagueta, ndo se verificando uma diferenca

significativa na capacidade antifungica de ambos os vinagres (teste, t = 2,13; p = 0,27).
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Analisando os valores de teste t de Student da Tabela 3.6 verifica-se que a capacidade
antifungica dos antimicoéticos nistatina, anfotericina B e fluconazol relativamente aos
vinagres de damasco e malagueta apresentou uma diferenca estatistica significativa
(p<10'%).

No caso de C. neoformans, um dos microrganismos que apresentou maiores halos
de inibicdo, ndo se verificou uma diferenca significativa relativamente a capacidade
inibitoria dos vinagres de damasco e malagueta (teste, t = 2,12; p = 0,22) e entre 0
antimicético anfotericina B e ambos os vinagres (damasco: teste, t = 0,70; p = 0,51/
malagueta: teste, t = 1,07; p = 0,32). Pelo contrério, verificou-se uma diferenca
significativa no nivel de inibicdo do crescimento da levedura entre o antimicético
nistatina e fluconazol comparativamente aos vinagres de damasco (nistatina: teste, t = -
27,85; p< 10/ fluconazol: teste, t = -9,05; p<10#) e malagueta (nistatina: teste, t = -19,78;
p<10/ fluconazol: teste, t = 5,35; p<10™).

Para D. hansenii verificou-se uma diferenca estatistica significativa na capacidade
antifungica entre os vinagres (teste, t = 2,12; p = 0,03), entre o fluconazol e os vinagres
de damasco (teste, t = -85,22; p<10™) e malagueta (teste, t = 31,03; p<10™®) e entre a
nistatina e o vinagre de damasco (teste, t = 8,19; p<10#). Contudo, n&o se constatou uma
diferenca estatistica significativa entre a nistatina e o vinagre de malagueta (teste, t = 1,74;
p = 0,11). De forma geral, os vinagres causaram inibigdes inferiores comparativamente
aos antimicoticos testados.

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 3.6 e 3.7 verifica-se que
de forma geral, os vinagres de damasco e malagueta possuem uma atividade
antimicrobiana inferior aos antibidticos testados (controlos positivos). No entanto, para a
espécie C.neoformans, o vinagre de malagueta (13,17+£1,88 mm) apresentou uma
atividade antimicrobiana superior a anfotericina B (12,50 mm). Além disso, D. hansenii,
também apresentou uma maior sensibilidade aos vinagres de damasco (12,61+1,14 mm)
e malagueta (11,39+1,08 mm), comparativamente aos antimicaticos nistatina (9,50 mm)
e anfotericins B (sem formacéo de halo).

No estudo de Jabir et al. (2011) foram recolhidas 18 amostras de utentes com
otomicose e avaliado o efeito antifingico do vinagre de sidra através do método de
difusdo em agar contra os fungos patogénicos encontrados (Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Candida albicans e Non-Candida albicans). De acordo com os resultados, 0s
autores constataram que o vinagre inibiu o crescimento de C. albicans, proporcionando o

desenvolvimento de halos de inibigdo, com didmetros de 17,5 mm. Estes valores séo
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concordantes com os resultados obtidos no presente estudo para C. albicans (ATCC
90028), que também apresentou halos de inibi¢cdo, mas muito inferiores, para o vinagre
de damasco e malagueta de 8,56+0,68 mm e 8,11+0,70 mm, respetivamente. Além disso,
também foi testada a eficacia do antimicotico fluconazol contra 0os microrganismos
patogénicos, o qual ndo inibiu o crescimento de C. albicans, o que esta de acordo com 0s
resultados obtidos para a estirpe C. albicans (ATCC 10231) do presente estudo.

Quanto ao estudo de Ousaaid et al. (2021), foram avaliadas as propriedades
antifangicas de amostras de vinagre produzidas a partir de diferentes variedades de maca
(“red delicious, “golden delicious”, “gala royal” e¢ “diferentes variedades™) contra C.
albicans e Candida tropicalis. De acordo com os resultados, a amostra de vinagre de
maga “red delicious” foi a mais eficiente a inibir o crescimento de C. albicans e C.
tropicalis, tendo induzido halos de inibi¢cdo com didmetros compreendidos entre 11 e 12
mm. Pelo contrério, as restantes amostras de vinagre mostraram-se ineficazes na inibicao
do crescimento destes dois microrganismos. Segundo o autor, a atividade antimicrobiana
destes produtos pode estar diretamente relacionada com o conteldo em compostos
bioativos, como &cidos organicos, especialmente o acido acético, e compostos fendlicos.
Neste caso, 0 vinagre de maca “red delicious” que apresentou maior atividade antifungica
contra as leveduras em estudo, foi também aquele que apresentou maiores valores de
concentracdo de compostos fendlicos totais (1,98+0,05 mg de acido galico/100 ml) e de
acidez (4,02+0,04 % de &cido acético).

No estudo de Hammouda et al. (2021) foi feita uma avaliacdo da atividade
antifungica de amostras de vinagre tradicional (uva, figo da India, figo e tamara) contra
seis fungos patogénicos, nomeadamente Fusarium equiseti, Trichothecium roseum,
Nothophoma quercina, Penicillium sumatraense, Paecilomyces variotii e Alternaria
alternate. Somente os vinagres de figo e figo da india foram eficazes na inibi¢do do
crescimento das espécies F. equiseti e T. roseum, com formacao de halos de inibicdo a
variar de 12+0,00 a 14+2,1 mm e 11+0,71 a 12+0,5 mm, respetivamente. O halo de
maiores dimensoes foi registado para F. equiseti (14+2,1 mm) e induzido pelo vinagre de
figo. Mais uma vez esta atividade antifingica é explicada pelo autor como uma
consequéncia do alto teor de compostos fendlicos totais presentes nos vinagres de figo e
figo da India comparativamente aos vinagres de uva e tAmara. Em ambos os estudos de
Ousaaid et al. (2021) e Hammouda et al. (2021), os vinagres apresentaram uma atividade

antifangica inferior a atividade antibacteriana, tal como se verifica no presente estudo.
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4 - Conclusdo

O potencial antimicrobiano e antioxidante de vinagres obtidos a partir de frutos
fermentados (damasco e malagueta) foi avaliado através da determinacdo de parametros
de qualidade fisico-quimicos e microbiolégicos.

No que diz respeito aos parametros fisico-quimicos, o vinagre de damasco € o que
possui maior valor de pH, acidez total e °Brix. De acordo com as normas estabelecidas
pela legislacdo portuguesa, os valores de acidez total obtidos para as amostras de vinagre
estdo em conformidade com os pardmetros legais exigidos. Quanto as propriedades
bioativas, 0 vinagre de malagueta apresenta a maior concentragdo de compostos fendlicos
totais e 0 vinagre de damasco a maior concentracdo de compostos flavonoides totais.
Verifica-se que ambos 0s vinagres tém um poder antioxidante fraco, de acordo com o0s
baixos valores de concentracdo de compostos fendlicos obtidos.

Em relagéo ao parametro cor, os valores mais altos para as coordenadas L* e b*
foram registados no vinagre de malagueta, enquanto o valor mais elevado para a
coordenada a* foi verificado no vinagre de damasco. Além disso, relativamente as
coordenadas C* e h°, os valores foram significativamente varidveis entre as amostras de
vinagre, indicando, portanto, que as propriedades da cor de ambos 0s vinagres séo
diferentes.

Ja no que se refere aos parametros microbioldgicos, quanto a avaliacdo da
qualidade dos produtos, verifica-se que ambos 0s vinagres apresentam valores inferiores
a 1 UFC/ml, ou seja, abaixo do limite de detecdo, 0 que garante a sua qualidade
microbioldgica. Esta qualidade é assegurada pela aplicacéo de processos tecnoldgicos de
acabamento, como a pasteurizagdo, que diminuem a proliferacdo microbioldgica.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos produtos em estudo demonstra que
as bactérias Gram-positivas mais fortemente inibidas pelos vinagres de damasco e
malagueta foram as espécies Staphylococcus aureus e Listeria innocua. As bactérias
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli foram as espécies Gram-negativas que
apresentaram maior sensibilidade a ambos os vinagres. As bactérias Bacillus cereus
Salmonella Typhimurium e Staphylococcus epidermidis foram as mais tolerantes ao
vinagre de damasco, pois os halos de inibi¢cdo do crescimento formados foram os mais
pequenos. Para o vinagre de malagueta constatou-se que as bactérias Salmonella
Typhimunium, Cronobacter sakazakii e Staphylococcus epidermidis foram as menos

tolerantes. No caso dos antibidticos testados, 0 maior halo de inibicdo de crescimento
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registou-se para a especie Staphylococcus epidermidis sob efeito do cloranfenicol. Por
outro lado, a bactéria Pseudomonas aeruginosa foi a bactéria para a qual se observaram
0s maiores halos de inibi¢do de crescimento do estudo contra 0s vinagres, concluindo-se
que esta sensibilidade superou a a¢do antimicrobiana dos antibioticos testados.

A avaliacdo da atividade antifungica dos vinagres demonstrou que as leveduras
que manifestaram maior sensibilidade aos produtos testados foram a espécie
Debaryomyces hansenii, no caso do vinagre de damasco, e a espécie Cryptococcus
neoformans quanto ao vinagre de malagueta. Contudo, o crescimento das leveduras
Candida albicans (ATCC 10231), Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranifaciens e
Zygosaccharomyces bailli ndo foi inibido pelos vinagres.

De forma geral, os vinagres causaram inibigdes do crescimento das leveduras
inferiores comparativamente aos antimicéticos testados e apresentaram uma atividade

antifangica inferior a atividade antibacteriana.

5- Perspetiva de Trabalhos Futuros

Como perspetiva de trabalhos futuros seria importante dar continuidade a estudos
que permitam caracterizar de forma mais aprofundada os diferentes vinagres produzidos
no Algarve, atraves:

e Quantificacdo e caracterizacdo de compostos fenolicos, compostos volateis e
acidos organicos presentes nos vinagres;

e Estudo da influéncia das tecnologias de producdo nas caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas dos diversos vinagres;

e Caracterizacdo de novas matérias-primas, com vista a sua utilizacdo na producéo

de vinagres e respetiva aceitabilidade por parte do consumidor.
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