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Resumo

Associado ao conceito de economia circular, como proposta para o aproveitamento do
desperdicio associado ao anands DOP dos Acores, desenvolveram-se dois produtos
fermentados inovadores: (i)uma bebida baseada no método de producdo do Tepache, a
partir da fermentacado espontanea das cascas e partes fibrosas pela microbiota naturalmente
presente, e (ii)um “Vinagre-Kombucha” de ananas, a partir da fermentacdo do mosto

inoculado com Saccharomyces cerevisiae e mae de kombucha.

Para ambos os produtos, monitorizou-se a evolugéo das carateristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas ao longo da fermentacdo com base em metodologias correntes, avaliando-
se o efeito dos fatores de producdo nas suas propriedades, eficiéncia tecnoldgica,
fermentagcdo e na aceitabilidade das bebidas. No Tepache, analisou-se o efeito da
concentracéo de agucar adicionado (5%, 10% e 15%(m/v)). No vinagre, utilizaram-se trés
métodos de producdo, com culturas de arranque (S.cereviseae e backslopping com uma
“‘mae de kombucha” ndo pasteurizada e acética) em fases diferentes da fermentacgéo, e o

efeito do arejamento forcado durante a fermentacao.

Na producdo de Tepache identificaram-se duas espécies dominantes de leveduras
(Hanseniaspora opuntiae e Meyerozyma carribbica), presentes naturalmente nas cascas dos
ananases. Os Tepaches, apresentaram valores de agucares simples entre 4,3 e 15,5%(m/v)
e teores de etanol superiores aos valores esperados (entre 4,5 e 5,3%(m/v)). Os Tepaches
com 10 e 15% de acucar adicionado, apresentaram caracteristicas sensoriais bem aceites
pelo consumidor, selecionando-se a bebida com 10%, dado ter revelado melhor eficiéncia

na utilizacdo de substrato e producdo de metabolitos.

No caso do vinagre, apesar de nenhum apresentar os limites minimos legais impostos
para este produto, a inoculacéo inicial com S.cerevisiae e a utilizagdo apenas de “Mae de
Kombucha” permitiram o consumo quase total dos acgucares, sendo o produto produzido
com arejamento for¢cado e “Mae de Kombucha” aquele que ficou mais proximo do desejado

dado apresentar maior acidez (3,8% (g acido acético/mL)).

Palavras-chave: Ananas DOP dos Agores, Tepache; Vinagre, Fermentagao, subprodutos
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Abstract

Associated with the concept of circular economy, as a proposal to make use of the
waste associated with pineapple DOP from Azores, two innovative fermented products were
developed: (i) a drink based on the Tepache production method, with the spontaneous
fermentation of the skins and fibrous parts by the naturally present microbiota, and (i) a
pineapple “Kombucha Vinegar”, produced by must fermentation with Saccharomyces

cerevisiae and mother of kombucha.

For both products, the evolution of the physicochemical and microbiological
characteristics was monitored throughout the fermentation based on current methodologies,
evaluating the effect of production factors on their properties, technological efficiency,
fermentation and on the acceptability of the beverages. In Tepache, the effect of sugar
concentration (5%, 10% and 15%(w/v)) was analyzed. For vinegar, three production methods
were used, with starter cultures at different stages of fermentation (S.cereviseae and
backslopping with an unpasteurized, acetic “kombucha mother”). The effect of forced

aeration during fermentation was also evaluated.

In Tepache production, two dominant yeasts species (Hanseniaspora opuntiae and
Meyerozyma caribbica) were identified, naturally present in pineapple peels. The Tepaches,
presented values of simple sugars between 4.3 and 15.5%(w/v) and ethanol contents higher
than the expected (between 4.5 and 5.3%(w/v)). The Tepaches with 10 and 15% of added
sugar showed sensory characteristics well accepted by the consumer. The drink with 10%
added sugar was selected for its better efficiency in the use of substrate and production of

metabolites.

In the case of vinegars, although none of them present the minimum legal limits
imposed for this product, the initial inoculation with S.cerevisiae and the exclusive use “Mae
de Kombucha” allowed the almost total consumption of sugars, the product being produced
with forced aeration. and “Mae de Kombucha” the one that was closest to the desired one, as
it had higher acidity (3.8% (g acetic acid/mL)).

Keywords: Azore’s DOP Pineapple, Tepache, Vinagar, fermentation, by-products
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Desenvolvimento de bebidas fermentadas a partir de subprodutos de ananas dos Acores

indice de Tabelas

Tabela 1- Andlise qualitativa a 100g de polpa de Ananas DOP dos Acores Fonte: IAMA...... 3
Tabela 2 - Principais carateristicas definidas pela legislacdo portuguesa relativa ao vinagre

(o] go o [WF4 o (oI =Tn oI =do ] (U o -1 P 10
Tabela 3 - Sequéncias dos primers ITSL € ITS4 ...uuiiii i e 21
Tabela 4 - Mistura reacional para PCR pOr amOSEra...........cuuuiiiiiieeiiiiiiiiiie e 22
Tabela 5 - Programa de PCR ULIlIZAAO ........cccoiviiiiiiii e 22
Tabela 6 — Valores médios percentuais (p/p) dos trés tipos de substrato (casca, fibra e
sumo) na composicao do ananas dos Agores (média £ dp, N=4).......cocciirieiiieeeiiiiiiiieeeeeenn 25
Tabela 7 — Valores do parametro L* e das coordenadas crométicas a* e b* do Tepache 5%
A0 |ONQGO U0 PIrOCESSO ...ttt 39
Tabela 8 - Valores do parametro L* e das coordenadas cromaticas a* e b* do Tepache 10%
F=To N (o] 0o o Jo [0 3 o] {0 o= 1= Yo 1 39
Tabela 9 - Valores do parametro L* e das coordenadas cromaticas a* e b* do Tepache 15%
F= Yo (o] a oo Jo [0 I o] {0 o= 1= Yo IR 39

Tabela 10 - Variagéo dos parametros entre o inicio e final da fermentagéo do Tepache....... 41
Tabela 11 - Classificac6es médias de cada formulacdo de Tepache da avaliagédo sensorial42

Tabela 12 - Intenc&o de comprar para cada formulacdo de Tepache............cccovvvvviiiinnneenn. 42
Tabela 13 - Valores resumo das formulagdes da bebida Tepache ................cccooeiei. 51
Tabela 14 - Valores resumo dos vinagres acabados...........ccccceeiiieiiiiiiiiiii e, 53



Desenvolvimento de bebidas fermentadas a partir de subprodutos de ananas dos Acores

indice de Abreviaturas e Acrénimos

ADH - alcool desidrogenase

ADN - Acido desoxirribonucleico

ALDH — aldeido-desidrogenase

ATP — adenosina trifosfato

BAA — Bactérias dcido-acéticas

BAL — Bactérias acido-laticas

DOP — Designacao de origem protegida

GYC - Glucose Yeast extract Calcium carbonate

HPLC — High Performance Liquid Chromatography

S. ceriviseae — Saccharomyces cerevisiae

SCOBY — Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast

Tep5% - Tepache com 5% de concentragdo inicial de agucar (p/v)
Tepl0% - Tepache com 10% de concentragdo inicial de agucar (p/v)
Tepl5% - Tepache com 15% de concentragdo inicial de agucar (p/v)

Vinagre S — mosto de ananads inoculado com Saccharomyces cerevisiae e com Scoby de kombucha as
48h de fermentagao

Vinagre K — mosto de anands inoculado apenas com scoby de kombucha

Vinagre KS — mosto de anands inoculado com Saccharomyces cerevisiae e scoby de kombucha em
simultaneo

YPD — Yeast extract Petone Dextrose



Desenvolvimento de bebidas fermentadas a partir de subprodutos de ananas dos Acores

1. Introducéo e objetivos

O principal destino do Ananas DOP dos Acores € a venda direta do fruto, quer para o

mercado nacional quer para o mercado internacional.

No caso dos frutos de menor calibre ou que apresentem algum defeito, o fruto é
aproveitado para a producdo de doces, licores, gelados entre outros produtos, atualmente

produzidos por outras empresas.

Existe um desperdicio associado ao ananas que é constituido fundamentalmente pela
zona central do fruto, cascas e coroa (Chu et al., 2020). Aproximadamente 25% do seu peso
é desperdi¢cado na industria (Mohd Ali et al., 2020). Em termos de aproveitamento, estes sdo
considerados pouco atrativos para alimentacdo animal devido ao elevado teor de fibra das
cascas, hidratos de carbono muito sollveis e baixo teor em proteinas. No entanto, estes
subprodutos contém agucares e acidos organicos que podem ser utilizados como substrato

para a producao de outros produtos (Chu et al., 2020).

O presente projeto resulta da ideia proposta pela empresa “Boa Fruta”, produtora e
comercializadora de ananas dos Acgores, com o intuito de reduzir o desperdicio associado a
este fruto, com média anual de 30 toneladas de fruto inteiro desperdi¢ado, algo que tem sido

um tema de muita atengdo por parte da empresa.

Com base na necessidade de gestdo de subprodutos por parte desta indlstria de
processamento de ananas dos Acores, 0 presente trabalho teve como objetivo testar uma
solucdo de aproveitamento total deste fruto (excetuando a coroa). A solucdo proposta
passou pela utilizagdo do ananas como principal substrato na producdo de dois tipos de

alimentos fermentados: uma bebida designada de “Tepache” e um novo vinagre.

1.1 Objetivos do trabalho
O trabalho experimental desenvolvido teve como objetivo a produgdo de dois produtos

liqguidos fermentados a partir dos subprodutos resultantes da cadeia de producdo e
comercializacdo do Ananas dos Acores, nomeadamente as cascas, parte central do fruto
resultantes da producéo de outros produtos mais processados e também frutos inteiros que
sao rejeitados devido ao seu calibre e formas irregulares que ndo obedecem ao padréo para
colocacdo no mercado. Para obter estes produtos, foram utilizados o processo de producéo
do Tepache, com a fermentacao das cascas em agua com acucar mascavado, e do vinagre,
em que apdés obtencdo do mosto do anands, este foi sujeito a duas fermentacdes

consecutivas (Alcodlica e Acética).
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Mais especificamente, no caso do Tepache utilizou-se a microbiota presente na casca e
mosto de ananas, e pretendeu-se avaliar a evolucdo da bebida produzida a partir de trés
concentracdes iniciais de acucar (selecionadas com base na informacdo de (Corona-
Gonzélez et al., 2013)), tendo-se utilizado 5%, 10% e 15%(p/v). As restantes variaveis como
a temperatura (25°C) e tempo de fermentacdo (72h de fermentacdo aerdbica e 48h em

anaerobiose) mantiveram-se constantes. Ao longo do processo analisou-se:

a evolugdo da microbiota por plaqueamento a superficie em meios seletivos e

caracterizacao macromorfolégica e identificagdo molecular das espécies dominantes;

a evolucado dos parametros fisicos;

a evolucdo dos parametros quimicos através da determinacdo do pH e °Brix, e da

acidez total;

avaliou-se ainda em termos sensoriais o impacto da formulag&o no produto final.

Em relagdo ao vinagre, foi feita a fermentacdo do mosto do ananas em condi¢Bes
aerdbias com diferentes métodos de inoculagédo, com o objetivo de avaliar ambos e destacar
0 que apresentasse maior eficiéncia. Nesta bebida foram usadas culturas starter de
Saccharomyces cerevisiae e “maes de kombucha” para induzir a fermentacdo, tendo-se
seguido o processo e caraterizado o produto final através da recolha de amostras e

realizacdo de analises similares as descritas acima.
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2. Enquadramento tedrico

2.1 O ananas (Ananas comosus L.)
2.1.1 Caracteristicas do ananas

O ananas é o fruto da planta Ananas comosus L..Este fruto apresenta elevados teores
de agua, fibras, acucares, acidos organicos, vitaminas, tal como vitamina C, Niacina (B3),
Tiamina (B1) e minerais, como por exemplo o magnésio e manganés (Mohd Ali et al., 2020).
Na Tabela 1, é apresentada a constituicio nutricional oficial do Ananas dos Acores DOP. E
também constituinte do ananas uma enzima proteolitica, a bromelaina, que auxilia nos
processos digestivos. Esta enzima tem propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes,

anticancerigenas e de cardioprotecdo (Mohd Ali et al., 2020).

Tabela 1- Analise qualitativa a 100g de polpa de Ananas DOP dos Acores Fonte: IAMA

Ananas DOP dos Acores

Humidade 85 %

Residuo seco total 14 %
soluvel 13,2 %

insoluvel 0,8 %

AcUcares totais 10 %
redutores 45 %

Sacarose 5,5 %

pH 3,5

Acidez total (exp. Acido citrico 1%

monohidratado)

Acidez total (exep. Acido malico) 0,9 %
Acidez volatil (exp. Acido acético) 0,013 %
Cinza total 0,33 %
Celulose 0,67 %
Proteina 0,45 %
Vitamina C 17 mg/100g
Vitamina B1 0,08 mg/100g
Vitamina B2 0,04 mg/100g
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2.1.2 O Ananas DOP dos Acores

Nos Acores, em Sdo Miguel, é cultivada em estufa a planta Ananas comosus L. Merril da
familia das Bromeliaceas e variedade Cayene “folhas lisas”. As técnicas de -cultivo
tradicionais desta cultura fazem com que o fruto final se diferencie pelo seu aspeto fisico e
pelas suas carateristicas organoléticas. Em termos de aspeto (Figura 1), tem uma coroa
simples, de dimensé&o entre 1/3 e 1/4 do comprimento do fruto, o fruto tem uma forma
cilindrica, ligeiramente afusado, com casca laranja forte e polpa amarela. Em plena
maturacdo a polpa do ananas apresenta uma coloracdo amarela, translicida, com um sabor
caracteristico agri-doce (IAMA,1994). As principais diferencas entre o anands DOP dos
Acores e 0 Ananas comum (ou abacaxi), fisicamente esta no tamanho da coroa do fruto e na

forma, sendo o abacaxi mais alongado e apresentando um sabor mais doce que o primeiro.

Figura 1 - Ananas DOP dos Acores (esquerda) vs Ananas comum (direita)

2.2 A empresa Boa Fruta

Fundada em 2016, esta empresa continua o legado da familia que deste 1930 se
dedicou a promocgéo, produgéo e comercializacdo de fruta dos Agores, com especial énfase
no Ananas dos Acgores. Esta empresa familiar, sediada na Faja de Baixo, em Ponta Delgada
(Sao Miguel), € uma das principais produtoras de Ananas dos Acores da regido e encontra-

se ja na quarta geragdo de produtores.

Para além dos projetos de investigacdo e desenvolvimento dos seus produtos
alimentares, tal como os chocolates de ananas, licores, compotas, gelados entre outros,
também procuram o desenvolvimento de outros projetos ndo alimentares com uma visao do
aproveitamento total do ananas, como por exemplo o desenvolvidos eco compdsito com a
fibra da folha de anands que vai permitir ter um material que pode ser trabalhado para a

producao de pecas de imobiliario interiores e exteriores bem como pecas decorativas.

Esta empresa tem os seus produtos certificados com o selo “Marca Acores”, uma

certificacdo local com o propoésito da valorizacdo da producéo regional que Ihes permite o
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reconhecimento em mercados externos e participacdo em eventos exclusivos. Este
certificado exige, segundo a Resolucédo do Conselho do Governo n® 161/2015, de 1 de abril,
que pelo menos 80% dos seus custos de producdo sejam em fatores de origem regional,
como por exemplo ingredientes ou servigos externos. O que no caso dos frutos vendidos a
fresco é 100%.

2.3 Desenvolvimento de novos produtos alimentares
2.3.1 Tendéncias alimentares

A nivel europeu, € na industria alimentar que encontramos 0 maior setor de producao a
nivel europeu, constituido maioritariamente por pequenas e médias empresas, e onde sao

criados mais postos de trabalho (Food Drink Europe, 2019).

Com o passar do tempo, os habitos de consumo mudaram e com isso a industria teve
que se adaptar as novas tendéncias. Nos Ultimos anos, os consumidores comecaram a
fazer a interligacdo entre alimentacdo e salude e, consequentemente, a preocuparem-se
com aquilo que incluem na sua alimentagéo (Innova Market Insights, 2021). Para além disso
o consumidor tem vindo de forma crescente a ter uma preocupacdo com O impacto
ecoldgico associada as suas escolhas alimentares, estando o0s consumidores mais
informados e mais criteriosos acerca daquilo que lhes é proposto por parte da industria
(Innova Market Insights, 2021). Com vista a responder as novas tendéncias de consumo, foi
necessaria uma adaptagdo por parte da industria, implicando o desenvolvimento de novos
produtos e conceitos alimentares que consigam dar a resposta a esta procura (Granato et
al., 2010). Dentro destes produtos, os alimentos e bebidas com propriedades funcionais
constituem produtos de eleicdo.Com a realidade pandémica atual, os alimentos funcionais
ganharam um destague ainda maior, pois o consumidor procura melhorar a sua imunidade

através da sua alimentagdo (Mintel, 2021).

Dadas as propriedades benéficas para a salde do consumidor, os produtos
hortofruticolas tém tido um aumento na sua procura. Para além do atraso no
envelhecimento, também previnem o aparecimento de doencas degenerativas mas em
contrapartida, estes produtos apresentam um elevado teor de agucares soluveis, facilmente
assimilaveis, o que pode representar um problema para alguns grupos de consumidores
(Maria & Silvério, 2014).

Como resposta a procura das novas tendéncias, os alimentos fermentados podem vir a
enquadrar perfeitamente neste novo contexto de alimentacdo, conseguindo através da
fermentacdo de hortofruticolas reduzir o teor em acucares, aumentar a biodisponibilidade e

digestibilidade de nutrientes, desenvolvimento de propriedades probiéticas do alimento e
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ainda apresentar um produto com reduzida pegada ambiental, pois é possivel o
aproveitamento de alimentos impréprios para venda mas que sirvam de matéria-prima,
como por exemplo ananases e subprodutos do mesmo, para a producao destes alimentos,
como o vinagre ou Tepache (Bortolini et al., 2001; Pérez-Armendariz & Cardoso-Ugarte,
2020a).

2.3.2 Economia circular

Prevé-se que, em 2050, a populacdo mundial tera atingido valores na ordem dos 9,7
bilibes de habitantes o que levara a necessidade de um aumento de 50% da producao
global de alimentos (Food Drink Europe, 2019).

No Continente Europeu, séo desperdigadas 88 milhdes de toneladas de alimentos, o que
equivale a 20% da produgédo de alimentos e a uma perda de 143 bilibes de euros (Food
Drink Europe, 2019). No atual modelo econdémico e industrial, os recursos usados na
producdo sdo perdidos apds a sua utilizacdo no qual resultam perdas para as empresas
(Upadhyay et al., 2021). Na fase de produgéo e processamento de alimentos encontramos
trés quartos do total da emissdo dos gases de efeito estufa associados a cadeia de
producdo dos alimentos (Food Drink Europe, 2019). Assim sendo, torna-se importante a
transformacdo destes subprodutos, utilizando o0s processos tecnoldgicos corretos,
conseguindo assim reduzir a poluicdo e impacto associado & sua ocupacao e deposito em
aterros, reduzir em quantidade o desperdicio anual e a0 mesmo tempo criar um produto de

valor acrescentado (Aruna, 2019).

Dentro do conceito de economia circular aplicado a produgéo de ananas sera necessario
tirar partido do valor gerado devido a riqueza nutricional, enzimética e microbiol6gica deste
fruto, reduzindo os desperdicios associados e acrescentando valor a residuos que
habitualmente ndo s&o utilizados. Ao longo da produgédo de ananas e dos produtos seus
derivados, séo produzidas uma enorme quantidade de subprodutos que criam o desafio de
os tratar e de acrescentar-lhes valor de modo a reduzir o impacto associado em termos
ambientais, sociais e econdémicos. Deste desperdicio pode obter-se adubo através da
compostagem e devolver ao solo o que a cultura lhe tirou, produzir biogas, bio hidrogénio,

bebidas fermentadas entre outras alternativas (Chu et al., 2020; Zziwa et al., 2021).

2.3.3 Alimentos e bebidas fermentados
O processo de fermentacdo € um mecanismo de obtencdo de energia por parte de
microrganismos a partir de fontes de carbono, em que o0s componentes ediveis e nao

ediveis do alimento passam por processos quimicos e enzimaticos que produzem certos
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metabolitos, resultantes da quebra de ligacdes entre moléculas complexas, convertendo em
moléculas mais simples, obtendo como resultado, um produto com melhoria nutricional,
aumentando a digestibilidade e biodisponibilidade dos nutrientes bem como a sua atividade
antioxidante; em termos sensoriais, este processo confere novos aromas e texturas ao
alimento bem como o desenvolvimento do sabor umami, caracteristico deste tipo de
alimentos; com a fermentacdo também obtemos alimentos mais seguros, ao criar as
condicBes seletivas favoraveis a microbiota pretendida, condicionamos o desenvolvimento
de patogénicos, controlando a populagéo existente bem como a degradacao de toxinas e
reducdo dos anti nutrientes, como por exemplo o caso das leguminosas (Galimberti et al.,
2021; Kusznierewicz et al., 2008; Licandro et al., 2020; Xiang et al., 2019).

Os alimentos fermentados sao relatados deste 13000 a.C. quando ainda eram
produzidos para aumentar a validade e armazenar frutas e vegetais nas temperaturas
ambientes das suas diferentes regides de origem, promovendo a estabilidade microbiolégica
dos mesmos (Galimberti et al., 2021). Com a fermentagdo conseguimos reduzir o pH,
aumentar a pressao osmatica e produzir substancias com efeito bactericida (Simdes et al.,
2021).

2.4 O Tepache

2.4.1 Enquadramento historico e cultural do Tepache

O Tepache é uma bebida fermentada refrescante, de origem pré-hispanica (Almeida,
2005). Originalmente esta bebida era feita com grdo milho, mas também existem as versoes
com frutas variadas e atualmente ainda é muito consumida. Na regido central do México,
esta bebida é produzida a partir de principalmente ananas e outras frutas, como maca e
laranja, fermentadas em agua adocada com acUcar mascavado. Nesta regido, as
fermentacbes sao preparadas em recipientes tipo barril de madeira chamado “tepacheras”
(Almeida, 2005).

2.4.2 Processo de producédo do Tepache

Tradicionalmente, para a producdo de Tepache sédo colocadas cascas do ananas
com agucar pouco processado (localmente denominado de “piloncillo”) em agua dentro das
barricas e é deixada ocorrer a fermentacdo espontanea, também podem ser adicionadas
outras frutas ou sumos das mesmas e especiarias, como por exemplo a pimenta. O tempo
de fermentacdo varia entre 1 e 5 dias conforme o resultado que se deseja e com as
condi¢gBes externas em que sdo produzidas a bebida (Pérez-Armendériz & Cardoso-Ugarte,
2020a) sendo necessério ter em atencdo que ao prolongar este tempo a bebida pode

desenvolver sabores mais avinagrados indesejaveis resultante do &cido acético produzido.
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Neste processo, as fermentacdes sdo realizadas maioritariamente por leveduras e BAL que
apresentam grande variedade consoante a origem do fruto (Moreno Terrazas Casildo, 2005;
Robledo-Mérquez et al., 2021).

Outro método tradicional, é a utilizagdo de indculos que se designam por “tibicos”,
que sdo macro-moléculas que resultam da simbiose entre as leveduras e bactérias

formando uns graos parecidos aos do kefir de agua.

Num método mais industrial, os microrganismos predominantes sao do género
Saccharomyces no caso das leveduras e a espécie Lactiplanctibacillus pentosus
(anteriormente Lactobacillus pentosus) como espécie predominante de BAL. Neste método,
ocorre a inoculacdo da solucdo com estas estirpes selecionadas afim de conseguir controlar
e padronizar a qualidade do produto, conseguindo atingir uma maior escala com um produto

regular (Robledo-Marquez et al., 2021).

2.4.3 Microrganismos envolvidos na producéo de Tepache

Os dois grandes grupos de microrganismos envolvidos na produc¢éo do Tepache séo as
leveduras e as bactérias acido laticas (BAL) (Romero-luna et al.,, 2017), em alguns
trabalhos, as leveduras encontradas e que dominam esta fermentagcdo sdo Saccharomyces
cerevisiae, Kloeckera africana e Candida intermedia (Almeida, 2005). No entanto, sao
encontrados noutros trabalhos a identificagdo de outras leveduras, que estdo naturalmente
presentes nas cascas do ananas, variando conforme a origem das mesmas e concentracdo
de aclcar usada na producédo da bebida, tal como Candida apicola, Cryptococcus skinneri,
Hanseniaspora sp. e Saccharomyces sp.(Corona-Gonzalez et al., 2013) e também bactérias
acéticas como Gluconobacter spp. e Acetobacter spp. (Robledo-Marquez et al., 2021). No
Tepache comercial, foi identificada a predominancia de leveduras do género
Saccharomyces, resultando da inoculacdo da bebida com culturas starter, algo normal na
industrializacdo dos alimentos fermentados com a finalidade de padronizar o produto (Pérez-

Armendariz & Cardoso-Ugarte, 2020a).

Como BAL, temos referéncias a presenca de Lactiplanctibacillus (anteriormente

Lactobacillus), tal como o Lactiplantibacillus plantarum (Romero-luna et al., 2017).

O resultado da simbiose entre as leveduras e as BAL, por vezes, sdo formados graos,
idénticos aos do kefir de agua, com formas irregulares de cor amarelada e transparente, que
posteriormente pode ser usado como inéculo para fermentacées futuras (Romero-luna et al.,
2017).

Na producdo do Tepache estdo envolvidas fermentagdes lacticas, alcoodlicas e

acetificacdo, sendo estas afetadas por fatores externos, como a temperatura e humidade, e
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internos, como o pH e concentracdo de acucares, durante a sua producdo (Pérez-

Armendériz & Cardoso-Ugarte, 2020a).

Em termos de fatores externos, quanto maiores os tempos de fermentacdo, mais
acucares livres sdo consumidos, 0 que por sua vez eleva a concentracdo dos produtos
resultantes da fermentacao, o que influéncia diretamente a bebida final, intervindo no nivel

de aceitacdo por parte do consumidor.

Tendo em conta a temperatura, vamos estar a influenciar a atividade das leveduras,
sendo que em caso de se utilizar temperaturas elevadas vamos provocar a morte das
leveduras e correr o risco de contaminagdes por patogénicos termdfilos, por outro lado, com

temperaturas demasiado baixas vamos abrandar a atividade fisiolégica das leveduras.

Com o pH podemos também influenciamos tanto o crescimento como o metabolismo
dos microrganismos presentes na solucdo. Alguns estudos indicam que o crescimento das
bactérias acéticas ao longo da fermentacéo esta correlacionado com o pH inicial do meio.
Quanto maior 0 nosso pH inicial maior ser4 a nossa populacao de bactérias acéticas no final
da fermentacdo, o que serve de indicador de que possa haver crescimento durante a

fermentacgdo alcodlica. (Corona-Gonzalez et al., 2013)

Os microrganismos envolvidos na fermentagéo conferem a bebida um efeito bactericida
contra as bactérias patogénicas, como por exemplo, Listeria monocytogenes, Listeria inocua

e Staphylococcus aureus (Pérez-Armendariz & Cardoso-Ugarte, 2020a).

2.5 Ovinagre

2.5.1 Enguadramento histérico e cultural do vinagre
E um produto conhecido ha cerca de 8000 anos a.C., com referéncias do uso como
condimento na alimentagéo, devido as propriedades benéficas ao organismo humano, e
também sendo utilizado como bebida refrescante, diluido na agua, e medicamento (Terra &
Leite, 2017).

O Decreto-Lei n.° 174/2007 de 08 de Maio, estabelece as normas a que deve obedecer
o fabrico e distribuicdo do vinagre comercializado em Portugal. E neste decreto que se
define as diferentes denomina¢des dos vinagres bem como as matérias-primas e métodos a
utilizar para cada um. Para o produto deste trabalho, é dada a designacdo de vinagre de
fruta, por resultar do processo biologico de fermentacdo alcodlica e acética do sumo de
fruta, neste caso o ananas, diferenciando-se da designacdo de vinagre de vinho, o mais
comum, pelo facto do substrato que é submetido a fermentacéo deste ultimo ser o vinho que

ja teve a sua fermentacao alcodlica, sendo submetido apenas a acética.

Na Tabela 2, estdo apresentadas as principais carateristicas do vinagre de vinho e dos

outros restantes vinagres comercializados em Portugal de acordo com a legislacdo nacional.
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Tabela 2 - Principais carateristicas definidas pela legislacao portuguesa relativa ao vinagre

produzido em Portugal

Vinagres de vinho Outros vinagres

Acidez total (g/100mL >6 >5

acido acético)
Alcool residual (% vi/v) 1,5 0,5
Aspeto Limpido, podendo admitir- -
se ligeiro depdsito ou
turvacao.

Cor, Aroma, Sabor Préprios da natureza da matéria-prima e dos
ingredientes facultativos indicados no rétulo.

Em termos de acidez total minima, o limite definido para os vinagres de vinho é

superior aos restantes exigindo assim que seja mais acido em termos de valores minimos.

Na legislacdo é autorizado o uso de auxiliares de fermentacao, adicées de agua
potavel para diluir o alcool presente e ter uma acetificagdo normal, arejamentos, coloracdes
com caramelo e ainda pasteurizacdes e esterilizacdes. Nao sdo autorizadas matérias-primas

em decomposicao ou em estado que ndo seja adequado para a produgéo do vinagre.

2.5.2 Producéo de vinagre

O vinagre é um produto alimentar obtido da acetificagdo de solugdes resultantes da
fermentacgéo alcodlica de matérias-primas acucaradas ou amilaceas, tal como mosto de
frutas, cereais, vegetais ou misturas dos mesmos. A sua qualidade esta dependente da
matéria-prima utilizada na sua elaboracao, pelo processo de acetificacdo e ainda pela

presenga ou ndo do envelhecimento em madeira (Cruz, 2012).

2.5.2.1 Processo de Orléans (método lento)
E o método industrial mais antigo. Neste método s&o usadas barricas de madeira
(Figura 2), as vinagreiras de mais ou menos 200 litros de capacidade, com orificios na parte
superior para permitir o arejamento e para se efetuar a regulacdo do nivel de liquido a

acetificar e um tubo em forma de J até ao fundo.

Para iniciar o processo, é adicionado cerca de 10% do volume util da barrica com
um vinagre nao pasteurizado, com bactérias ativas, denominado de “pé-de-cuba”. No final,

estas barricas sdo preenchidas entre a metade e 2/3 da sua capacidade maxima, sendo
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adicionado semanalmente entre 10 e 15 litros do vinho ou mosto de fruta ja com a
fermentacdo alcodlica efetuada, durante um més. Ao fim de cinco semanas, é retirada 20
litros desse vinagre finalizado e depois é reabastecida a vinagreira com 0 novo mosto
fermentado a acetificar, pelo tubo em forma de J, para evitar a rutura da pelicula sobre o
liquido, e repetir o mesmo processo de adicdo de mosto, continuamente. Caso o vinagre
retirado tenha um teor de alcool demasiado elevado é necessario prolongar o tempo da

fermentacgdo acética.

Este processo € continuo e realizado a temperatura controlada a rondar os 25 °C,
evitando assim a evaporacao do &lcool e todas as entradas e orificios presentes na barrica
séo protegidas com telas finas para prevenir a entrada e contaminacao por insetos atraidos
por odores produzidos pelo vinagre. Aqui o fator limitante da producgéo sera o fornecimento

de oxigénio, sendo a producao feita em barricas sem sistemas de arejamento.

Este processo € lento, pouco produtivo e necessita de muito espago, sendo
atualmente usado exclusivamente para a producdo doméstica e de vinagres mais
artesanais. No entanto, com este processo obtemos um vinagre de boa qualidade,
praticamente limpo, que n&o necessita de filtracdo ou clarificagdo (Cruz, 2012; Veloso,
2013).

Tubo para adi de vinho
P 4 o
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~Aberturas protegidas
com tela paro entrada
de or

“Mae" do vinagre

Nivel do mosto

ARLRALARR AL RN ARV

/
Retirada
do vinagre

""""""""

L ==

Figura 2 - Corte transversal de uma barrica vinagreira no processo lento (Fonte: Cruz, 2012)

2.5.2.2 Processo Aleméao

Este processo foi desenvolvido a partir da observacéo da importancia da aeracédo do

vinho no processo de acetificagao.
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Este sistema de producéo consiste em fazer o mosto fermentado passar através de
recipientes com material que permita a passagem do ar, como por exemplo a madeira, onde

as bactérias acéticas colonizam a superficie do material e oxidam o etanol em &cido acético.

A matéria-prima é forcada a circular entre a parte inferior até a parte superior do
deposito. O mosto fermentado passa pela madeira onde as bactérias oxidam o contetdo
alcodlico em &cido acético. Uma vez completo o processo de acetificacdo, metade do
deposito onde ocorreu a acetificagdo € descarregado, voltando a introduzir a mesma
guantidade de mosto. Neste processo é obtido um vinagre de boa qualidade, mas com baixo
rendimento. A acidez aumenta progressivamente conforme o liquido vai circulando
sucessivamente duas ou trés vezes pelo mesmo gerador ou através de geradores em série.
Uma vez que de trata de um processo exotérmico, o liquido deve ser arrefecido antes de
entrar novamente no gerador para nao comprometer a viabilidade das bactérias nem levar a
evaporacdo do alcool presente no mosto (Cruz, 2012; Filipa & Henriques, 2014; Veloso,
2013).

Saida de gases

.
>
T T e
. 0O vinho
Entradas M _r f l\ e
de ar W*— v\, '\
é 587 "*P ?i
rTTaTrm‘ﬁrrrrrmT
Retirada d e
etirada do
vinagre Trocador de calor

Figura 3 - Sistema utilizado no processo alemdo de produgdo de vinagre (Fonte: Cruz,2012)

2.5.2.3 Producdo Submersa
Neste processo as bactérias acéticas estdo submersas no liquido a fermentar onde

se vao multiplicar e oxidar o éalcool em acido acético. Neste método de producdo é
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importante o controlo do arejamento e que 0o mesmo seja homogéneo. Para tal, sédo

utilizados depdsitos de inox com turbinas de ar na parte inferior e sistemas de refrigeracéo.

O mosto fermentado é colocado no fermentador e inoculado com vinagre forte ou
culturas de arranque de bactérias acéticas selecionadas. Este processo € o mais rapido em
comparagdo aos referidos anteriormente, pois para alem de permitir a completa
automatizacao, permite a retirada diaria de vinagre pronto, até % do tanque, e reabastecer
com o novo liquido a acetificar. Em contrapartida, este método requer um investimento
inicial superior e necessita de méo-de-obra especializada para a manutencao, para além da
obrigatéria producdo regular para que, mantendo o mesmo fluxo de arejamento, ndo haja
variagbes na taxa de oxigénio presente na mistura. O vinagre resultante deste processo

necessita de filtracdo devido a turvagéo resultante do crescimento celular (Veloso, 2013).

2.5.3 Processos metabodlicos e microbiota envolvidos na produc¢éo de vinagre
Na produgcdo de vinagre sdo aplicadas duas fermentacbes consecutivas, a

fermentacgéo alcodlica e posteriormente a acetificagdo Figura 4.

matéria-prima

(fruta) cereal, raiz
[amido)
CH O JnHO — xCH O +yC H O
(CgHy 05 A0 —= xCeh 06 *¥C 00
amido [acido) glicose maltose
M* 162n+18 180 342

4
dissacarideos e monossacarideos fermentesciveis
Fermentacéo alcodlica

levedura
H
C'3 1206 -—-—x 2 CZH50H+2(:02
; anacrobiose . dibxido
glicose ou frutose alcool etilico
MM* 180 46 carbono
4 44

alcool etilico Acetificacio

bactéria

acética
Csz OH+ 02 --;-;-3 CH3C02H + H20
alcool etilico acido acético

4 MM* 46 60
acido acético

Figura 4 - Fluxograma dos processos metabdlico envolvidos na produgdo de vinagre (Fonte: Veloso, 2013)
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Estes processos compreendem duas etapas que tém em comum a glicélise, em que as
moléculas de glicose sdo degradadas a acido piravico, (i) a reducdo do &cido piravico, que
leva a producdo dos metabolitos resultantes da fermentacdo alcodlica e (ii) a converséao do

alcool em acido acético através de um processo de acetificacao.

Na glicdlise, os aglcares sao oxidados e formam-se duas moléculas de acido piruvico. O
agente oxidante é o NAD+ que é transformado em NADH. Nesta etapa sdo formadas duas

moléculas de ATP (adenosina tri-fosfato).

7

O Aacido piravico é um aceitador dos eletrbes do NADH, o que permite regenerar o
NAD+. O NAD+ pode assim voltar a ser utilizado na oxidacdo da glicose com formacéo de

duas moléculas de ATP.

Por outro lado, em presenca de bactérias acéticas, o acido piravico é convertido em
etanol e CO;, sendo o etanol convertido em &cido acético num processo que decorre

apenas em presenca de oxigénio(Filipa & Henriques, 2014).

2.5.3.1 Fermentacéao alcodlica
A fermentacdo alcodlica é um processo bioldégico anaerébico facultativo, utilizado

pelos microrganismos para a obtencéo de energia na forma de ATP a partir do consumo de

acucares e com producao de alcool etilico e CO; (Terra & Leite, 2017).

Na producdo de vinagre a fermentacdo alcoodlica pode ocorrer de duas formas
distintas. Poder4 ocorrer uma fermentagcdo espontanea, resultado da microbiota
naturalmente presente nos substratos a fermentar, ou podera ocorrer uma fermentacao por
inoculagdo do mosto com culturas selecionadas e com melhor capacidade competitiva em

relacdo as populagdes de microrganismos existentes no meio.

Quando se da a fermentagcdo alcodlica espontanea as espécies de leveduras
encontradas sdo as do género Kloeckera, Hanseniaspora e Candida na fase inicial,
passando a predominar Pichia e Metschnikowia na fase intermédia e finalizando com a
predominancia da Saccharomyces cerevisiae, devido a sua maior resisténcia a meios com
concentracdo de etanol e maior eficiéncia no consumo dos agucares (Stepmann et al.,
2015).

s

Saccharomyces cerevisiae € uma levedura muito usada na produgdo de vinhos,
cervejas e vinagres como indculo de substratos ricos em aclcares, dadas as suas
caracteristicas de resisténcia a elevadas concentracdes de etanol, resisténcia a valores de
pH baixos e resisténcia ao stress osmotico resultante da elevada concentracéo de acucares

livres presente nos mostos. Na producao de vinagre, a utilizacdo deste indculo visa garantir
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uma presenca minima de 106 UFC/mL no inicio da fermentagdo e assim acelerar e controlar

0 processo (Stepmann et al., 2015).

2.5.3.2 Acetificacéao
No processo de acetificacdo ocorre a produgdo de acido. Este processo é realizado

por microrganismos aerdbios capazes de converter o alcool em acidos organicos.

Durante a producdo do vinagre, as bactérias acéticas vao utilizar os metabolitos
sintetizados na fermentacdo alcodlica, neste caso o etanol, para a producdo de acido
acético pela acéo das bactérias acéticas que fazem reacBes de oxidacdo incompleta com as
enzimas éalcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH). E nesta etapa que
sdo produzidos também outros compostos que contribuem para as carateristicas finais do
produto, como ésteres, cetonas, aldeidos e outros compostos fendlicos e aromaticos

(Roman-camacho et al., 2020).

Esta etapa estd diretamente correlacionada com a etapa anterior da fermentacéo
alcodlica, pois se forem produzidos baixos niveis de etanol pode vir ndo ocorrer a produgéo

de &cido acético.

Outro dos fatores a ter em conta deve ser a area de contato da interface entre a fase
liquida e fase gasosa, uma vez que quando maior esta for mais vai favorecer a biossintese

de acidos e esteres e, consequentemente, a viabilidade das bactérias.

Os géneros de bactérias mais usadas para a producdo de vinagre sdo Acetobacter,
Gluconoacetobacter e Gluconobacter, devido a sua elevada capacidade de oxidar o etanol
em &cido acético e a resisténcia aos mesmos. Tal como na fase de fermentag&o alcodlica,
esta fase pode também resultar da inoculagdo com vinagre ndo pasteurizado (backslopping)
ou resultar da inoculagdo com estirpes comerciais (Roman-camacho et al., 2020; Stepmann
et al., 2015).
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3 Materiais e métodos

3.1 Preparacao do Substrato
Para o desenvolvimento destes produtos foram utilizados ananases dos Acores,

cedidos pela empresa agoriana “Boa Fruta”. Os frutos foram processados individualmente,

constituindo duplicados biol6gicos independentes.

Os frutos foram divididos em duas fragbes — polpa e casca — as quais foram
trituradas separadamente usando uma maquina de sumos (SilverCrest SFE 450 D2 —
Hamburgo, Alemanha). O processamento das diferentes fracbes resultou em trés tipos de
substrato — sumo (produto da polpa e casca trituradas), fibra (sub-produto da polpa triturada)
e casca (sub-produto da casca triturada) — posteriormente quantificados em termos

percentuais (peso/peso).

Com vista ao total aproveitamento dos subprodutos do ananas, na producao de
Tepache, para além das cascas do fruto, foi também usada a fracéo de fibras obtida. Ambos
os produtos foram misturados e triturados um processador de alimentos (Bimby, Vorwerk)
por 5 minutos a velocidade 9, sem aquecimento. O facto da matéria-prima ser triturada visou
minimizar os passos de processamento por parte da industria, contribuindo ainda para a

criagdo de um produto com sabor mais intenso a ananas.

3.2 Desenvolvimento das bebidas fermentadas
3.2.1 Tepache

7 ~

O Tepache é obtido por fermentagdo espontanea devido & microbiota autdctone

existente na casca do ananas, ndo sendo tradicionalmente utilizadas culturas de arranque.

Na producdo de Tepache foram usadas a fracdo casca e a fracdo fibra. Apds o
processamento dos frutos procedeu-se a producdo do Tepache tendo sido testadas trés

diferentes concentra¢fes de agucar mascavado (Sidul).

O processo de producéo da bebida, decorreu em duas etapas sucessivas, em etapa
realizada em ambiente aerGbio e uma etapa realizada em ambiente com baixa concentracéo
de oxigénio. Na primeira fase, foram usados frascos de vidro de 1 L, com 0,5 L de volume
total ocupado, consistindo em uma mistura de 5% (p/v) de casca e 13,6% (p/v) de fibra de
ananas, juntamente com 5, 10 ou 15% (p/v) de aglcar mascavado e 4gua desmineralizada
estéril até perfazer o volume total de 0,5 L. Ap6és homogeneizacdo, os frascos foram
cobertos com gaze para permitir a fermentagdo em condi¢Bes aerdbias e mantidos a 25 °C
durante 48 h, tendo sido recolhidas amostras no inicio e apds 24 e 48 h, para a realizagédo

de andlises microbioldgicas, fisico-quimicas e reoldgicas.
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A segunda fase consistiu huma fermentacdo anaerdbia. Para tal, ap6s a primeira
etapa de fermentacédo, as bebidas foram filtradas usando gaze para remoc¢ao de uma fracéo
significativa dos solidos, transferidas para garrafas herméticas e mantidas a 25 °C durante
48h. Apods este periodo, foram recolhidas amostras para a realizacdo de analises

microbioldgicas, fisico-quimicas e reolégicas.

As bebidas foram produzidas em triplicados bioldgicos, tendo dois sido usados para

as analises anteriormente referidas e o terceiro usado para a avaliagcdo sensorial.

3.2.2 Vinagre de ananas
A producgdo do vinagre de anands realizada neste trabalho seguiu trés linhas de

producdo diferentes. No primeiro caso (Vinagre S), inoculou-se o mosto de ananas com 10°
UFC/mL de mosto de uma estirpe comercial de Saccharomyces cerevisae SafeAle S-04
(Fermentis) (K1), apés 48h de fermentacdo adicionou-se um scoby de Kombucha
acidificada. No segundo caso (Vinagre K), foi adicionado ao mosto apenas uma mae de
Kombucha muito acidificada e para no terceiro caso (Vinagre KS), adicionou-se em
simultaneo no inicio da fermentagdo, 106 UFC/mL da estirpe comercial S. cerevisiae SafeAle

S04 e o mesmo scoby utilizado na producéo do Vinagre K.

As fermentagdes ocorreram em frascos de 1L, com 0,5 L de volume total, em banho
de 4gua termostatizado a temperatura constante de 25°C, sem agitacao. Os frascos foram
cobertos com gaze para permitir a fermentacdo em condi¢cdes aerdbias, tendo sido
recolhidas amostras ao longo da fermentacao para a realizacéo de andlises microbiolégicas

e fisico-quimicas.

Numa segunda fase, com o objetivo de avaliar a influéncia do arejamento, produziu-
se um duplicado dos dois vinagres com um perfil sensorial mais rico, Vinagre S e K, em que
foi adaptado um sistema de arejamento com a finalidade de tentar potenciar as reagdes de
acetificacdo. No caso destes vinagres com arejamento, foi apenas analisada a evolu¢do do

pH e °Brix.

3.3 Caraterizagdo quimica e nutricional dos Produtos

3.3.1 Determinacéo do pH
Para a determinagdo do pH, utilizou-se um potenciémetro (PHM92 LAB ph meter,

Radiometer Copenhagen), previamente calibrado com soluc¢des padrdo de pH conhecido, de
4 e de 7. Para a leitura do pH, o sensor foi colocado em contato direto com 10 mL de
amostra de tepache ou vinagre usando falcons de 15 mL. As medi¢des foram realizadas em

duplicado.
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3.3.2 Determinacédo do Grau Brix
As amostras de Tepache e vinagre foram primeiramente centrifugadas a 16190xg

durante 15 min, para sedimentar e remover residuos sélidos e obter o sobrenadante. Apos
calibragcdo do aparelho com &gua, foram usados 100 uL do sobrenadante para determinar o

°Brix das amostras de tepache e vinagre.

O °Brix foi medido com um refratbmetro digital (Hanna instrumentos HI96801)
seguindo as instru¢des do fabricante.

3.3.3 Determinacédo da acidez titulavel
Para determinar a acidez titulavel das bebidas, em cada uma das suas fases de

producao foram recolhidas amostras de cada dia da fermentacao.

As amostras de Tepache e de vinagre foram diluidas de 1:50 em &gua
desmineralizada, efetuando-se depois uma titulagdo com uma solucdo de NaOH a 0,1M até
se atingir o intervalo de pH de 8,15 a 8,40. Foi igualmente utilizada uma solucdo de

fenolftaleina como indicador de mudanca de pH durante a titulacao.

Foram registados os volumes gastos de solugdo e utilizados para se fazer os

calculos da acidez titulavel, substituindo os respetivos valores na seguinte equacao:

V+N+Eq.gr de acido predominante

%Acidez (g/100g) =

10*xm
Equagdo 1 - Cdlculo da acidez tituldvel

Nesta férmula foi tido em conta o volume gasto de NaOH (V), a normalidade (N) da
mesma, a constante, equivalentes grama de acido predominante, e a massa de amostra

usada (m).

Na equacao foi considerado o valor de equivalentes grama de acido predominante

referente ao 4cido acético para ambas as bebidas.

3.3.4 Determinacdo dos acgucares, etanol e acidos orgéanicos
As amostras recolhidas ao longo das duas fases da fermentacdo foram analisadas

por HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia), para quantificacdo de acucares, acidos

organicos e etanol.

Foram realizadas curvas de calibracdo para os diferentes aclcares (glucose e

frutose), acidos organicos (acidos acético, latico e citrico) e etanol, existentes nas amostras.
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As amostras de tepache e vinagre foram centrifugadas a 16190xg durante 15 min,
para sedimentar e remover residuos sélidos. O sobrenadante obtido foi posteriormente
diluido (1:10) com uma solucdo de acido sulfdrico a 50mM, centrifugado durante 5min e
filtrado usando uma membrana de acetato de celulose de 0,2 um de poro. A amostra filtrada

foi novamente diluida (1:2) em acido sulfarico a 50mM.

Os padroes e as amostras foram analisados usando um sistema de HPLC da
Waters, equipado com um Detetor de indice de Refracéo (Refractive Index Detector 2414) e
uma Coluna de Exclus&o lonica (Rezex™ ROA Organic Acid H+ (8 %) column, 300 x 7,8
mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA), a 65 °C, utilizado acido sulftrico (5 mM) como fase

movel, a um fluxo de 0,5 mL/min.

3.3.5 Determinacdo dos compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante

3.3.5.1 Determinacé&o de compostos fendlicos totais
Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais foi utilizado o método descrito por

(Mohankumar et al., 2018) com algumas alteracdes.

O extrato que a analisar foi obtido pela diluicAo da amostra em metanol numa propor¢ao
de 1:10. Apo6s 1h de extracao foi feita uma centrifugagéo (Centrifuge 5810R) a 3220 G a 4°C
durante 10 min, tendo sido recolhido o sobrenadante e conservado no frio até o momento de

ser analisado.

As solucdes a analisar foram preparadas com 150 pyL do sobrenadante da amostra, 140
ML de solucdo de Folin e 2,4 mL de agua desionizada, sendo posteriormente agitadas no
vortex e deixadas a reagir durante 3 minutos para depois ser adicionado 300 uL de
Carbonato de Sdodio Anidro 1M, sendo agitadas novamente pelo vortex e deixadas em local
escuro durante 2h. Apés o periodo de espera, as absorvancias foram lidas a 725 nm
utiizando um  espectrofotometro  (Agilent Technologies, Cary Series UV-Vis
Spectrophotometer). Realizou-se o branco do método, substituindo o sobrenadante da

amostra por agua.

Os ensaios foram realizados em triplicado, sendo no final do tratamento os resultados finais
apresentados em mg de acido galico/L de amostra. Os valores foram calculados com base

numa curva de calibracao feita com &cido géalico (Anexo 1).

3.3.5.2DPPH
Para a determinacdo da atividade antioxidante, foi adaptado o método DPPH descrito

por (Brand-Williams et al., 1995; Pérez-jiménez, 2007). As amostras foram diluidas numa

propor¢do de 1:5 em metanol, ficando a incubar durante 1h. Apds este periodo,
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centrifugaram-se as amostras numa centrifuga com controlo de temperatura (Centrifuge
5810R) a uma rotacdo de 3220xg, a 4°C durante 10min, recolhendo-se o sobrenadante que

foi conservado no frio até ao momento da analise.

Para cada amostra preparou-se, em triplicado, uma solugdo com 100 yL de amostra a
analisar e 3,9 mL de solucdo (preparada no dia) de DPPH (0,06 mM). As misturas foram
agitadas no vortex, e colocadas no escuro a temperatura ambiente durante 40 min. Apos
este periodo de espera leu-se a absorvancia a 515 nm num espectrofotometro (Agilent
Technologies, Cary Series UV-Vis Spectrophotometer). A curva de calibracdo foi realizada
com uma solucéo de trolox e metanol em que se variou a concentracdo do trolox e leu-se as
respetivas absorvéncias das respetivas solucdes. Os resultados finais sdo expressos em
concentragao de trolox em pmol/L.

3.3.5.3FRAP
Para esta analise foi usado o método proposto por (Rufino et al., 2006). A obtenc¢&o do

sobrenadante da extracdo foi feita da mesma maneira que para o DPPH, referido no ponto

anterior, mas com uma diluicdo de 1:10 em metanol.

Foram preparadas em triplicado solugdes com 90 pyL da amostra com adigao de 270 uL
de agua destilada e 2,7 mL de reagente FRAP. A solugdo FRAP foi preparada por mistura
de TPTZ (10 mM), Cloreto Férrico 20 mM e Tampé&o acetato 3 M, adicionados na respetiva
ordem na propor¢do 1:1:10. ApOs agitacdo no vortex, as solucdes foram colocadas num
banho-maria (Thermo Scientific Precision 2864 Water Bath) a 37°C durante 30 min e leu-se
a respetiva absorvancia a 595 nm num espectrofotdmetro (Agilent Technologies, Cary
Series UV-Vis Spectrophotometer). Tal como no DPPH, a curva de calibracdo foi feita com
solucdo de trolox com metanol, sendo no final os resultados expressos em concentracdo de

trolox em pmol/L.

3.4 Caraterizacdo microbiolégica: Determinagado da viabilidade celular (UFC/mL) e
células viaveis totais (hemocitémetro)

3.4.1 Meios de cultura
No caso da producdo deTepache, foram usados os meios YPD com cloranfenicol

(Yeast Extract Peptone Dextrose, contendo 5 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de glucose,
10 g/L de peptona e 20 g/L Agar e 50mg/L de cloranfenicol), e MRS com natamicina, com
53.3 g/L de MRS Broth e 20 ¢g/L de agar e 0,1 g/L de natamicina. Estes meios foram
escolhidos com o objetivo de os inocular com a bebida e analisar o aparecimento de

colbnias de leveduras e lactobacilos, respetivamente.
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No caso da producdo de vinagre, foram utlizados os meios YPD com cloranfenicol e
GYC com natamicina (Glucose, yeast extract and calcium carbonate, 50 g/L de glucose, 10
g/L de extrato de levedura, 3 g/L de carbonato de célcio e 27 g/L de agar -adicionado apds
pH estabilizado no valor de 4,5 com acido acético glacial- e 0,1 g/L de natamicina), este

ultimo visando promover o crescimento das bactérias acéticas.

3.4.2 Contagens de microrganismos
As amostras recolhidas foram diluidas seriadamente de 10! até 10° e inoculadas por

espalhamento a superficie, em duplicado para ser possivel contar as col6nias presentes e
obter um valor médio e desvios padrbes. No final, os resultados foram apresentados em

UFC/g de amostra.

As placas inoculadas foram incubadas a temperatura ambiente até ser possivel
identificar e distinguir as diferentes colénias para entdo serem contadas e isoladas, sendo

atribuido um cédigo a cada col6nia.

3.4.3 Extragdo de DNA
Para a extragdo de DNA transferiu-se biomassa das culturas puras em meio YPD,

com o auxilio de um palito estéril, para microtubos contento 30 pL de uma solugéo de SDS a
0,2% (p/v). Apds 5 minutos a temperatura ambiente, agitou-se no vortex por 3 minutos e
incubou-se a -80°C durante 2 minutos, sendo depois aquecidas a 100°C durante 2 minutos.
Este procedimento foi repetido uma segunda vez para assegurar a lise completa. No final,
centrifugou-se a 16000xg durante 1 minuto e recolheu-se o sobrenadante para

posteriormente ser utilizado na amplificagdo do DNA por PCR.

3.4.4 Amplificagdo de DNA

A fim de identificar por métodos moleculares as principais leveduras presentes
durante a producdo de Tepache procedeu-se a amplificacdo da regido ITS utilizando os
primers ITS1 (10 nM) e ITS4 (10 nM) (Tabela 3) e a mistura reacional indicada na Tabela 4.

Tabela 3 - Sequéncias dos primers ITS1 e ITS4 utilizados nas reagées de PCR

Primer Sequéncia (5’-3)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
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Tabela 4 - Mistura reacional utilizada nas reagées de PCR (valores por amostra)

Volume (uL)

HF Buffer 5X
H20 mili-Q estéril
ITS1
ITS4
dNTPs
Tag
DNA
Volume Total

a N
alr|rkk|r|So

O sobrenadante da extracdo efetuada de acordo com o descrito em 3.4.3.

O PCR foi realizado num termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf,

Alemanha), com o programa pré-definido ITS1, segundo o descrito abaixo:

Tabela 5 - Programa de PCR utilizado

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min) N° de ciclos
Desnaturacao inicial 95 10 1
Desnaturacéo 95 1 30
Embrulhamento 49 1
Extenséo 72 1
Extensdo final 72 7 1

3.4.5 Quantificacdo do produto PCR
O DNA amplificado por PCR foi quantificado através de eletroforese em gel de

agarose 1% em 50 mL de TAE 1x (tampdo) ao qual foi adicionado 2 puL de Greensafe
(NZYTech, Portugal). As amostras foram preparadas com 10 pL de produto e 2 pL de
loading dye (corante) (NZYTech, Portugal). Para determinagéo do tamanho e quantificacao
dos fragmentos amplificados, utilizou-se no mesmo gel uma amostra de DNA digerido com a

enzima de restricdo Hind 11l e o marcador Ladder | (NZYTech, Portugal),

O gel correu-se a 70 V durante 45 min para as amostras das leveduras analisadas e

observou-se o gel num transiluminador.

3.4.6 Sequenciacdo de DNA
O DNA amplificado foi purificado, através do kit de purificacdo de DNA Wizard R SV

gel and PCR clean-up system (Promega, Winsconsin, EUA), de acordo com as instrucdes
do fabricante, e quantificado. As amostras purificadas foram enviadas para sequenciacdo
pela STABVida (Lisboa, Portugal) utilizando os primers ITS1 e ITSA4.
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Por fim, as sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias existentes nas
bases de dados de acesso livre (NCBI) utilizando a plataforma BLAST (Basic Local Aligment

Search Tool) a fim de identificar as leveduras isoladas.

3.5 Caraterizacéo fisica dos Produtos

3.5.1 Ensaios Reolbgicos — Viscosidade
Para esta metodologia utilizou-se um redmetro de tensdo controlada (MARS IlI,

HAAKE MARSIII) equipado com um sensor de cilindros concéntricos.

Os testes a viscosidade foram realizados numa sala a uma temperatura ambiente
constante de 20°C, para garantir que nao houvesse oscilacdo de temperatura que pudessem
influenciar os resultados. Antes de iniciar o teste, realizou-se a calibracdo do sensor, em que
de forma a definir a distancia do sensor em relagdo ao fundo do poco onde é colocada a
amostra. Ap0s a calibracdo foram colocados 16,5 mL de amostra no poco, deixou-se
estabilizar o liquido 5 min (300s), e realizou-se a medigdo, aplicando velocidades de
deformacéo (y) diferentes de forma crescente, e efetuando em simultdneo a recolha dos

valores de viscosidade observada (n).

Apos a recolha dos dados, foi feito um ajustamento ao modelo de Cross com o
auxilio do programa Data Manager, que deu a equagdo da reta mais adequada aos valores
observados e assim, através da substituicdo desses mesmos valores na reta obtermos a
viscosidade aparente das amostras. Os testes foram realizados em triplicado, para assim se

calcular os valores médios e respetivos desvios padrdes.

3.5.2 Colorimetria
Na medicdo da cor, foi considerado o sistema CIELAB, que possui duas

coordenadas relativas a cor, a* e b*, e um indicador de luminosidade, L*. Ambas as

coordenadas estdo compreendidas num intervalo de valores que podem tomar:

e L* - a variar entre o 0 (zero) e 100, representando, respetivamente, 0 escuro e
o claro;

ea* - a variar entre -60 e 60, representando, respetivamente, o verde e
vermelho;

e b* - a variar entre -60 e 60, representando, respetivamente, o amarelo e azul
(Granato & Masson, 2010).

As medi¢Oes das coordenadas de cor das amostras foram feitas com um colorimetro
(lluminante D65) o qual foi calibrado com um branco antes de efetuar a avaliagdo da cor das

amostras. As medi¢des foram realizadas em triplicado.
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A variacdo da cor das amostras ao longo da fermentacao foi determinada a partir do

parametro AE, calculado de acordo com a Equagéo 2.

AE=V((Lr-Li)*+(a*-a%)>+(b*-b*)?)

Equagdo 2 — Equagdo da variagdo das coordenadas relativas a cor entre a fase final e inicial da fermentagdo

3.6 Avaliacéo sensorial por um painel de provadores e de consumidores com
base em inquéritos.
As trés formulacdes do Tepache, 5%, 10% e 15%, foram analisadas sensorialmente

por um painel ndo treinado que contou com 30 provadores, de ambos 0s sexos e numa faixa

de idades entre os 22 anos e 0os 40 anos.

A prova foi feita numa sala apropriada, previamente reservada para o efeito, onde os
provadores foram sentados separadamente e aos quais foram distribuidos copos plasticos,
com 20ml de cada formulagdo da bebida, identificando as amostras no copo com o seu

respetivo codigo. A bebida foi servida fresca, com uma temperatura entre os 5°C e os 10°C.

3.7 Tratamento estatistico
O tratamento estatistico dos resultados foi realizado no programa GraphPad Prism5.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e foi aplicado o teste de Tukey para
um nivel de significancia de 95% (p<0,05). Nesta andlise, o objetivo foi verificar a existéncia
de diferencas significativas entre os resultados observados nas amostras da bebida
acabada e assim concluir a existéncia ou ndo de influéncia da concentracéo de agucar das

formulacdes nos parametros fisico-quimicos, microbiol6gicos e reoldgicos da bebida.
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4 Resultados e discusséao

A. Tepache a partir de mosto de ananas DOP dos Agores
4.1 Obtencdo da matéria-prima - rendimento

Na producéo tradicional de Tepache, é comum as cascas do ananas serem usadas
inteiras, juntamente com agua e agucar mascavado para obtencdo desta bebida fermentada.
Neste caso, e para testar o total aproveitamento dos subprodutos do ananas, além das
cascas do fruto, foi também usada a fracao de fibras obtida. O facto de a matéria-prima ser
triturada visou minimizar os passos de processamento por parte da industria, contribuindo
ainda para a criagcdo de um produto com sabor mais intenso a ananas. O Tepache € obtido
por fermentacdo espontanea devido & microbiota autoctone existente na casca do ananas,

ndo sendo tradicionalmente utilizadas culturas de arranque.

Com a finalidade de estimar o rendimento que seria obtido a partir do fruto
processado, determinou-se o volume de cada uma das fracbes obtidas (casca, fibra e
sumo). Na Tabela 6 sdo apresentados os valores percentuais médios de cada um dos
constituintes do ananas apdés a sua trituracdo e pesagem de cada um dos substratos
obtidos.

Tabela 6 — Valores médios percentuais (p/p) dos trés tipos de substrato (casca, fibra e sumo) na composi¢éo do anands dos
Acores (média + dp, n=4).

%
Casca 16 £ 0,02
Fibra 42 + 0,09
Sumo 35+0,02
Total 93

* O somatorio das fragGes é inferior a 100% devido a perdas durante o processamento da matéria-prima e erros
associados a pesagem.

Pela andlise dos resultados é possivel verificar que a maior fracao corresponde a fibra,
sendo equivalente a cerca de 45% do produto processado.

4.2 Evolucao Microbiolégica do Tepache
Ao longo das duas etapas de fermentacdo, foram recolhidas amostras que foram
usadas para realizar analises microbiolégicas ao Tepache, com a finalidade de quantificar e
identificar a microbiota envolvida na fermentacdo espontanea bem como monitorizar o seu

crescimento ao decorrer do processo fermentativo das diferentes formulacgdes.

As amostras recolhidas foram plaqueadas em meios seletivos com antibiotico de
forma a permitir observar cada um dos dois grupos de microrganismos que seria expectavel

estarem presentes ao longo da fermentagdo (leveduras e bactérias lacticas). Tal como
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esperado, foram identificadas varias colénias diferentes quer de leveduras quer de bactérias

lacticas.

No caso das leveduras, a observacdo das placas permitiu verificar a presenca de
dois tipos de coldnias diferentes e dominantes que se encontravam presentes nos trés
Tepaches produzidos: um grupo de colbnias de cor cinzenta-esbranquicada com algum
brilho, com um perfil mais regular e convexo (levedura 1), que quando visualizada ao
microscoépio apresentou formas redondas (Figura 5) e 2) um segundo tipo de colénias, que
correspondia a colonias de cor cinzenta com um ponto central e uma margem transparente
(levedura 2), e que quando observadas ao microscopio apresentaram células em forma de

limdes (Figura 6).

Figura 5 - Aspeto visual das coldnias isoladas da Levedura 1 apds 24h de inoculagdo em meio de YPD e respetiva imagem
obtida por microscopia (objetiva 100x)

Figura 6 - Aspeto visual das coldnias isoladas da Levedura 2 apds 24h de inoculagdo em meio de YPD e respetiva imagem
obtida por microscopia (objetiva 100x)
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Para estas duas, extraiu-se o DNA gendmico, amplificou-se um fragmento com
primers especificos para a regidao ITS (ITS1 e ITS4). A analise comparativa das sequéncias
com as sequéncias da mesma regido presentes na base de dados NCBI, permitiu identificar
a Levedura 1 como sendo Meyerozyma caribbica e a levedura 2 como sendo Hanseniaspora
opuntiae. Este resultado vem ao encontro do descrito por Rodriguez-Gonzalez e
colaboradores (2010), que refere que em fermentagbes espontdneas de Tepache, foram
identificadas leveduras do género Hanseniaspora sp., Candida apicola, Cryptococcus
skinneri e Saccharomyces sp.. estando a microbiota naturalmente presente nas cascas do
ananas muito relacionada com o modo e ambiente de produgdo (Rodriguez-Gonzalez,
2010).

Da Figura 7 até a Figura 9 sdo apresentados os graficos com a evolu¢do das duas
principais leveduras presentes na fermentacdo espontanea, verificando-se que levedura
predominante no processo fermentativo foi a Hanseniaspora opuntiae, que esteve presente

em todas as formulagdes com valores de 10® UFC/g.

8.01E+06

7.01E+06

Fermentagdo aerdbica (48h)
6.01E+06

5.01E+06

4.01E+06

UFC/g

3.01E+06

2.01E+06

1.01E+06 .

—

1.00E+04 ———— S
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (h)

—@— Meyerozyma caribbica —®— Hanseniaspora opuntiae

Figura 7 - Evolugdo do numero de células vidveis cultivdveis de leveduras ao longo do processo de produgéo do Tepache 5%
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Figura 8 - Evolugéio do numero de células vidveis cultivdveis de leveduras ao longo do processo de produgdo do Tepache 10%
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Figura 9 - Evolugdo do numero de células vidveis cultivaveis de leveduras ao longo do processo de produgdo do Tepache 15%

As formulacdes com 5%(m/v) e 10% (m/v) de aclUcar foram as que mostraram um
aumento mais acentuado do numero de células viaveis cultivaveis nas primeiras 48h. De
entre estes, o Tepache produzido com 5% de acucar foi 0 que teve maior crescimento nas
primeiras 24h, observando-se, no entanto, uma reducdo consideravel até as 48h, sendo
depois 0 Unico que aumentou durante a fermentacdo em condicdes de baixo teor de
oxigénio no meio. A formulacdo com 15% foi aquela em que se observou um crescimento de
leveduras mais lento, o que podera ser indicio de que a concentracdo de aclcar possa
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provocar um stress osmotico e inibir o crescimento das respetivas leveduras, sendo por isso
a formulagdo com o processo fermentativo mais lento.

No caso das bactérias &cido lacticas (Figura 10), comparando formula¢des, podemos
observar muitas oscilacdes no seu crescimento com diferencas importantes, o que é
expectavel, pois segundo a bibliografia referente ao Tepache, Escobar-Ramirez et al.,
(2020) refere um crescimento destas bactérias com uma fase estacionaria inconstante,
variando entre valores de 10° e 108 UFC/mL (Escobar-Ramirez et al., 2020), o que vai de
encontro aos valores obtidos neste trabalho, como se pode ver pela Figura 10, onde se

apresenta a evolucéo das trés formulacdes em termos de crescimento populacional das
bactérias.

Fermentacgao Fermentagao

aerdbica (48h) anaerobica (48h)

log UFC/g
(=]

[y

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (h)
—@—Tep5 Tepl0 Tepl5

Figura 10 - Evolugdo do numero de células vidveis cultivdveis de bactérias dcido Idcticas ao longo do processo de produgdo
das diferentes formulagdes do Tepache

4.3 Evolucao dos valores de pH e da acidez titulavel ao longo do processo
Neste trabalho foi avaliada a evolucédo do pH ao longo da producéo da bebida bem
como a sua acidez titulavel ao longo da fermentacao (Figura 11). Tal como era expectavel, a

variagdo entre ambos € inversamente proporcional em todas as formula¢fes usadas.
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Figura 11 - Evolugdo do pH e acidez total no Tepache ao longo do tempo de fermentagcdo

Em ambas as formulac¢des, o pH manteve um valor inferior a 4 e quando se efetuou o
engarrafamento, ap0s as 48h de fermentacdo aerdbia, e se manteve uma temperatura
constante de 25 °C verificou-se um aumento do pH e a reducdo na acidez, exceto no

Tepache de 5% em que a acidez se manteve.

Estes valores de pH estdo proximos ao intervalo de valores reportados pela
bibliografia (Moreno Terrazas Casildo, 2005), os quais referem valores finais de pH entre
3.22 e 3.66, e para a acidez total, expressa em acido acético, é referido um intervalo de 0.21
a 0.04. Os mesmos autores referem ainda que estes valores podem variar muito devido aos
fatores de producgdo tal como o tempo de fermentacdo, temperatura e as condi¢cdes de
maturacdo e produgdo da matéria-prima, bem como com o local de producdo e técnicas
culturais usadas. Estes fatores acabam por influenciar as carateristicas da prépria fruta, que

por sua vez influencia a evolucéo do pH e da acidez do Tepache.

Apesar de ser expectavel uma diminuicdo de uma a duas unidades ao longo do
processo de fermentacao, resultado da acdo das bactérias acido-laticas (Moreno Terrazas
Casildo, 2005) o facto de o pH inicial ja ser por si so inferior a 4, podera inibir o metabolismo
das bactérias lacticas e acéticas (microrganismos maioritariamente responsaveis pela
producdo de &cidos orgéanicos) levando a que ndo se observe o mesmo abaixamento

registado por outros autores.

4.4 Grau Brix
Para além do pH e da acidez titulavel, o processo foi seguido através da

determinacg&o do °Brix nas vérias etapas.
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Ao analisar o °Brix das amostras recolhidas ao longo do processo fermentativo
(Figura 12), é possivel verificar que no geral houve uma reducdo do valor deste parametro,
correspondendo a uma reducdo dos compostos soluveis. O decréscimo observado
corresponde a uma reducdo na concentragdo de aguUcares, consumidos pela leveduras e

bactérias durante o processo fermentativo.
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Figura 12- Evolugdo do °Brix ao longo do tempo de fermentagdo de cada formulagédo de Tepache

4.5 Evolucédo da concentracdo de acgucar nas diferentes formulag6es do Tepache

com a metabolizagdo dos agucares livres e producéo de alcool e acidos

45.1 Evolucdo dos agucares ao longo do tempo de fermentacgao
Com a finalidade de analisar o consumo de agucares do substrato e a concentracdo

dos produtos resultantes da fermentacdo, foram analisadas por HPLC as amostras

recolhidas ao longo do processo fermentativo de cada uma das formula¢des da bebida.

Nas Figura 13 até a Figura 15 sdo apresentados os graficos com a evolucdo das
concentracdes em acucares livres (Frutose e Glucose) para cada uma das formulagfes do

Tepache.
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Figura 13 - Evolugdo da concentragdo de agticares ao longo do processo fermentativo do Tepache 5% *letras diferentes
indicam diferencga significativa entre valores (p<0.05)
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Figura 14 - Evolugdo da concentragdo de agtcares ao longo do processo fermentativo do Tepache 10% *letras diferentes
indicam diferencga significativa entre valores (p<0.05)
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Figura 15 - Evolugdo da concentragdo de agtcares ao longo do processo fermentativo do Tepache 15% *letras diferentes
indicam diferencga significativa entre valores (p<0.05)

Podemos ver pelas figuras apresentadas que nas formulacdes com 10% e 15% de
acucar houve o aumento da glucose e da frutose na fase inicial, tendo sido este aumento
menos visivel na formulacdo com 5% de acgUcar. Este aumento da concentracdo de
acucares totais podera resultar de uma hidrélise por parte da atividade microbiana sobre
moléculas mais complexas, 0 que leva a sintese de agucares mais simples e biodisponiveis.
As 48h de fermentagdo, antes do engarrafamento da bebida e de se iniciar a segunda
fermentagdo que decorreu em frasco fechado e na auséncia de agitagdo e arejamento,
verifica-se uma reducdo mais acentuada dos acUcares totais, coincidindo com o ponto em

gue a populagéo de leveduras apresenta valores mais elevados.

Podemos inferir que para este tempo de fermentacdo, a variacdo da glucose nao
variou significativamente (p<0.05), ao contrario da frutose nas formulacdes de 5 e 15% em

gue tiveram uma reducao significativa entre o inicio e fim do processo fermentativo.

4.5.2 Evolucéo do élcool ao longo do tempo de fermentacéo
A andlise do alcool presente na bebida (Figura 16) revelou valores entre 4.48 a

5.29% de etanol, muito acima do descrito na bibliografia que refere um valor esperado para
a bebida entre 0.14 a 0.61% de etanol, sendo a bebida Tepache caracterizada como de
baixo teor alcodlico (Moreno Terrazas Casildo, 2005). Estes valores podem ser facilmente
justificados pelo facto de as matérias-primas terem origens geogréaficas diferentes, o que faz
com que o ambiente em que tenha sido feito o cultivo seja diferente levando a que possa
haver diferencas significativas na microbiota existente nas cascas bem como no substrato
disponivel para o desenvolvimento do mesmo, que em caso de fermentagdo espontanea

origina produtos com caracteristicas distintas.
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Figura 16 - Evolugdo do teor alcodlico ao longo da fermentagdo do Tepache

Nestes resultados podemos ver a influencia da concentragdo de agucar de cada
solucdo, onde foram colocadas a fermentar as cascas, com os restantes fatores. Das trés
formulacdes, € possivel inferir que a partida quanto maior a disponibilidade de acgucares
para que ocorra a fermentacgéo alcodlica maior sera o teor de alcool final, como podemos ver
na formulagdo com menor concentragdo de acuUcar que demonstrou menor teor alcoolico.
Curiosamente, no caso da formulacdao com 15%, o teor alcodlico da bebida foi similar ao
observado na formulagdo com 10% de agucar adicionado, o que podera dever-se ao facto
de o excesso de acucar ter provocado inicialmente um stress osmético que retardou o
arranque na fermentacgéo alcodlica, podendo desta forma nao ter tido tempo de fermentacéo

suficiente para produzir mais alcool.

Estando o teor de &lcool relacionado com a quantidade de agucar inicial e pH inicial
(Corona-Gonzélez, R. I. et al., 2013; Moreno Terrazas Casildo, 2005) para se conseguir
atingir valores inferiores de alcool, similares aos indicados como caracteristicos do Tepache,
a solugdo poderia estar em reduzir a quantidade de acucar adicionado inicialmente ou
aumentar o volume de agua incorporado na mistura onde sdo colocadas as cascas do

ananas a fermentar.

4.5.3 Evolucédo dos acidos ao longo do tempo de fermentacéo
Durante a producdo de Tepache, sdo produzidos o &cido latico e o acético, cujas

concentracdes estéo correlacionadas com as condi¢des de producdo, nomeadamente com a
concentracdo inicial de agucar da solucdo, com o tempo de fermentacdo e com a

temperatura (Corona-Gonzélez, et al., 2013). Neste trabalho a Unica condi¢cdo que variou foi
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a concentracdo de acUcar da solucao, Tepache com 5%, 10% e 15% de acuUcar, tendo sido

constante a temperatura e tempo de fermentagéo.

A analise por HPLC das bebidas ao longo do processo (Figura 17) apenas permitiu

detetar a producao de 4cido acético, observado em todas as amostras.

0.6
Fermentacdo aerobica Fermentacdo
= (48h) anaerdbica (48h)
£
= 04 1
=
= ‘:?
-
(=]
(1
S 02
S
e
0.0
0 24 18 72 96
Fermentation time (h)
—e— Tep 5% Acido acético Tep 10% Acido acético Tep 15% Acido acético

Figura 17 - Evolugdo do dcido acético ao longo da fermentagdo do Tepache

Como se pode verificar na Figura 17, os valores finais de acido acético em g/100m|
para ambas as formulacfes foram semelhantes, o que ndo demonstra efetivamente
alguma influéncia da concentracgao inicial da solucdo agucarada nos valores de acido
acético produzido, sendo que a temperatura e tempo de fermentacdo foram iguais
para todas as formulagcbes. Estes valores sdo semelhantes aos encontrados por
Corona-Gonzélez, et al., (2013) para a concentracao de acido acético em Tepaches

produzidos em condi¢des similares.

4.6 Evolucédo do teor em compostos com propriedades antioxidantes
Com vista a avaliar possiveis beneficios para a saude das bebidas fermentadas
produzidas, determinou-se o teor em compostos fendlicos totais bem como o potencial

antioxidante nos trés tipos de Tepache produzidos.

Os dados obtidos (Figura 18) permitem observar um ligeiro aumento do teor em
compostos fendlicos até ao momento do engarrafamento para os Tepaches com 5 e 10% de
acucar adicionado, mas apos engarrafamento e dado o inicio & fermentagdo em condi¢bes
de baixo teor de oxigénio, estes valores diminuem para valores préximos aos iniciais do
tempo 0. Em termos de variagdo ao longo da fermentacdo (para um p<0.05), ndo foram

verificadas nenhumas variacdes significantes em ambas as formulacoes.
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Figura 18 - Influéncia do tempo de fermentagdo com a evolugdo dos fendis totais presentes na bebida *letras ou simbolos

diferentes indicam diferenga significativa entre valores (p<0.05)

A evolucdo da atividade antioxidante ao longo do tempo de fermentacao,

determinado pelos métodos DPPH e FRAP, esta representada na Figura 19 e Figura 20.

700
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Figura 19 - Influéncia do tempo de fermentagéo com a evolugdo da atividade antioxidante obtida pelo método DPPH *letras

ou simbolos diferentes indicam diferenga significativa entre valores (p<0.05)
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Figura 20 - A atividade antioxidante ao longo do processo de produgdo de Tepache, obtida pelo método FRAP *letras ou
simbolos diferentes indicam diferenga significativa entre valores (p<0.05)

Como é possivel observar, as atividades antioxidantes das diferentes formulacoes,
no final da fermentagdo, apresentaram valores superiores em relagdo aos valores do inicio
da fermentacdo, muito embora no caso da formulacdo do Tepache 15% o aumento néo foi
linear. O aumento do potencial antioxidante podera estar relacionado com a presenca de
bactérias lacticas, frequentemente descritas como tendo um papel importante na producao
de metabolitos do grupo dos flavonéides e outros, com a¢do de sequestrador de espécies
reativas de oxigénio. Estes resultados vdo ao encontro dos resultados apresentados por
Velazquez-Quifiones et al., (2021) que reporta o aumento de varios compostos com efeito
antioxidante tais como o acido protocatechuico, acido clorogénico, catequinas entre outros,

em bebidas fermentadas tipo Tepache a base de sumo de maca.

4.7 Evolugéo de pardmetros relacionados com aspetos sensoriais dos Tepaches
produzidos

4.7.1 Viscosidade
Estdo apresentadas na Figura 21, Figura 22 e Figura 23 a variacdo dos valores da

viscosidade (n) em fungéo da velocidade de deformacgao aplicada as diferentes formulagbes
do Tepache. As amostras foram analisadas em triplicado, de cada dia da fermentacdo da

bebida calculando-se os valores médios.
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Figura 21 - Evolugdo da viscosidade com o aumento da velocidade de deformagdo no Tepache 5%
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Figura 22 - Evolugdo da viscosidade com o aumento da velocidade de deformagéo no Tepche 10%
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Figura 23 - Evolugdo da viscosidade com o aumento da velocidade de deformagéo no Tepche 15%
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Como se pode verificar, em nenhuma das formulacBes usadas se observou
alteracBes na viscosidade do Tepache com a variacdo da velocidade de deformacéo, o que
indica que na bebida final ndo é possivel estabecer qualquer correlagdo entre estas

variaveis.

4.7.2 Cor do Tepache
Para além da viscosidade determinou-se também a cor das bebidas uma vez que

este é um dos parametros importantes que sao apreciados pelo consumidor quando avalia
uma bebida. Da Tabela 7 até & Tabela 9 estdo apresentados os valores médios obtidos, e
respetivos desvios padrbes, no sistema CIELab das amostras de Tepache, recolhidas ao

longo do processo fermentativo:

Tabela 7 — Valores do pardmetro L* e das coordenadas cromdticas a* e b* do Tepache 5% ao longo do processo

Tepache 5%
Tempo (h) L* Desv.P a* Desv.P b* Desv.P
0 20,74 0,02 2,66 0,04 3,82 0,02
24 25,33 0,17 0,25 0,05 4,76 0,07
48 25,45 0,02 0,32 0,04 2,20 0,02
96 26,00 0,08 0,53 0,06 3,09 0,01

Tabela 8 - Valores do pardmetro L* e das coordenadas cromdticas a* e b* do Tepache 10% ao longo do processo

Tepache 10%
Tempo (h) L* Desv.P a* Desv.P b* Desv.P
0 25,65 0,01 2,70 0,02 10,60 0,01
24 22,41 0,02 1,79 0,03 4,49 0,02
48 23,42 0,05 1,33 0,09 2,98 0,01
96 24,92 0,02 0,81 0,03 2,75 0,06

Tabela 9 - Valores do pardmetro L* e das coordenadas cromdticas a* e b* do Tepache 15% ao longo do processo

Tepache 15%
Tempo (h) L* Desv.P a* Desv.P b* Desv.P
0 23,73 0,00 3,11 0,02 8,43 0,02
24 22,35 0,04 2,68 0,05 5,85 0,06
48 22,65 0,12 1,65 0,05 2,81 0,02
96 24,08 0,09 1,43 0,06 3,70 0,10

Para ver se a influéncia, em termos de produto final, da concentracdo inicial de
acucar em relagdo a cor do produto era significativa e perceptivel ao olho humano, analisou-

se a diferenga entre os valores de cada coordenada (Figura 24).
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Figura 24 — Pardmetro L* e coordenadas cromdticas de cada formulagdo de Tepache *letras diferentes indicam diferenga
significativa entre valores (p<0.05)

Da analise do gréfico € possivel verificar que cada formulacdo deu origem a cores
finais significativamente diferentes (p<0.05), que vao ao encontro do que se havia verifica
verificado por observacgédo direta da bebida, observando-se uma cor significativamente mais
escura (menor valor de L*) no Tepache com o aumento da concentracao inicial de agucar,
sendo este visualmente detetavel como se pode observar na Figura 25, sendo esta

observacao coerente com os valores obtidos no parametro L*.

Figura 25 - Tepache 5% (A), Tepache 10% (B) e Tepache 15% (C)

Na Tabela 10, sdo apresentados os dados referentes a alteracdo dos par@metros da
cor, os quais indicam uma maior variacdo da cor para a formulacdo com 10% de
concentracao (p/v) em relacdo as restantes formulagbes, com uma grande diminuicdo nas
coordenadas a* e b*. Em relacdo ao Tepache com 5 e 15%, o valor de AE ndo permite a

deteccgédo de diferengas de cor entre os dois Tepaches.
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Tabela 10 - Variagdo dos pardmetros entre o inicio e final da fermentagdo do Tepache

Tempo de Fermentagdo |Parametro |Tep5 Tep10 Tep15

L 20,74 25,65 23,73

Inicial a* 2,66 2,70 3,11

b* 3,82 10,60 8,43

L 26,00 24,92 24,08

Final a* 0,53 0,81 1,43

b* 3,09 2,75 3,70

AE 5,73 8,10 5,03

4.8 Avaliacao sensorial
Com a finalidade de avaliar o grau de aceitagdo das bebidas produzidas e selecionar
aquela que era percebida pelo consumidor como a mais apelativa, realizaram-se provas de

aceitacdo de consumidor.

Para a prova de andlise sensorial as diferentes formulagcdes foram questionados 33
provadores n&o-treinados, aos quais foi primeiramente perguntado sexo, idade e

regularidade com que consumiam bebidas fermentadas.

Na Figura 26 e Figura 26 sdo apresentados os resultados dessas questdes sobre o
provador, verificando-se que este foi composto maioritariamente por individuos com idades

compreendidas entre 21 e 30 anos e do sexo feminino.

Sexo dos provadores

= Masculino = Feminino

Figura 26 - Sexo dos provadores

Idade dos provadores

=21-30 =31-40 m=41-50

Figura 27 - Idade dos provadores
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Na folha de prova os provadores tinham que atribuir uma avaliacdo numa escala de 1
a 9 as carateristicas do produto (aspeto geral, cor, aroma e sabor), ja a intencdo de compra
foi avaliada numa escala de 1 a 5. Apds a recolha das fichas de prova foi feita a média das

classificagfes de cada bebida para cada parametro avaliado, apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Classificagbes médias de cada formulagdo de Tepache da avaliagdo sensorial

Tep 5% Tep 10% [Tep 15%
Aparéncia geral 7,48 7,90 7,79
cor 7,52 7,86 7,66
Aroma 6,55 6,66 6,55
Sabor 6,34 7,69 7,86
Doce 5,66 7,41 7,24
Gaseificacdo 5,76 6,52 6,55

De modo geral, as classificagcdes dadas pelos provadores as diferentes bebidas ndo se
distanciaram muito, exceto no parametro “Doce”, mostrando a preferéncia pelas formulagdes
mais doces, 0 que acabou por se refletir no parametro “intencdo de compra”, como mostra a

Figura 28.

6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0

5 10 15
Tepache

Figura 28 - Intengdo de compra por parte dos provadores para cada formulagdo de Tepache *letras diferentes indicam a
existencia de diferenga significativa

Tabela 12 - Intengdo de comprar para cada formulagdo de Tepache

Na Figura 29 é apresentado um diagrama com as meédias das avalia¢cdes de todos os

Tep5% |Tep10% |Tep 15%
Intengdo de compra 3,00 4,03 4,10
Desv.Padrao 1,05 0,94 1,04

parametros avaliados pelos consumidores.
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Analise sensorial do Tepache

s—Tep 5% Tep 10% Tep 15%

Aparéncia geral

Gaseificacao cor

Doce Aroma

Sabor

Figura 29 — Médias dos resultados obtidos para a andlise sensorial do Tepache

Em suma, podemos inferir que ambas as formula¢cées com 10% e 15% de concentragéo
de acucar inicial foram as que obtiveram melhor aceitacdo, sem se diferenciarem
significativamente (p<0.05). Foi apontado por alguns provadores, como defeitos,
carateristicas naturais das bebidas como “aroma a fermentado” e demasiada acidez, que
pode ter resultado do facto de grande parte dos provadores ndo ser consumidor habitual de
bebidas fermentadas, mas que mesmo assim ndo deixou de ser apreciado pela positiva por

consumidores habituais ou que conhegam este tipo de produtos.

B. Vinagre a partir de mosto de ananas DOP dos Acores

O vinagre é produzido a partir do mosto de frutas, o qual passa por duas
fermentacbes distintas. Primeiramente had uma fermentacdo alcodlica, por acdo das
leveduras que consomem o0s acglcares do mosto, e de seguida € feita a acetificacdo por

acao de bactérias acéticas aerbbias (Tessaro et al., 2010).

Esta parte do trabalho, teve como objetivo produzir um vinagre a partir do mosto do
ananas obtido pela trituragdo do fruto inteiro. Tal como na bebida anterior, com vista o
aproveitamento de todas as componentes do fruto, foi desenvolvido um processo de
producdo de um vinagre de ananas, cuja matéria-prima usada foi o sumo do ananas dos

Acores.

Foram usados trés métodos diferentes, ambos com a utilizacdo de inoculos, sendo
usado no primeiro vinagre (Vinagre S) uma inoculacdo inicial com uma levedura

S.cereviseae em que apos as 48h de fermentagao foi adicionada uma “mae de Kombucha”,
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um segundo vinagre (Vinagre K) foi apenas usada a “mae de Kombucha” e um terceiro
vinagre (Vinagre KS) foi inoculado inicialmente com a levedura e “mae de Kombucha” em

simultaneo.

De modo a tentar melhorar o processo fermentativo, foi ainda avaliada a evolugéo
dos vinagres com a incorporacdo forcada de oxigénio, tendo-se usado uma bomba de
aquério com um filtro para forcar o arejamento da bebida. Para esta parte da experiéncia
foram apenas selecionados os vinagres (S e K) que se destacaram pela positiva por se

aproximar das caracteristicas esperadas de um vinagre de fruta.

4.9 Evolucgéo do pH e daacidez
Foi analisada a evolucdo do pH e da acidez do vinagre ao longo do tempo de

fermentacédo, tendo sido a evolucdo de ambos o pardmetro coerente entre si, tal como é
possivel observar nas figuras, tivemos um aumento da acidez com a diminuicdo do pH
(Figura 30Figura 31 Figura 32).

Em todas as formulacdes o pH foi sempre inferior a 4 e a acidez final foi sempre
superior no final do tempo de produ¢cdo em comparac¢do com a inicial. No entanto os valores
de acidez total ficaram abaixo dos valores estipulados por lei para o vinagre (Decreto-Lei
n.° 174/2007 de 08 de maio)
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Figura 30 - Evolugdio do pH e acidez total no Vinagre S ao longo da sua produg¢éo
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Figura 31 - Evolugdo do pH e acidez total no Vinagre K ao longo da sua produgdo
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Figura 32 - Evolugdo do pH e acidez total no Vinagre KS ao longo da sua produgdo

4.10 Evolucgéo do °Brix

Tendo sido o vinagre feito com mosto de anands, é importante analisar a evolugéo
do pardmetro °Brix, de modo a poder concluir a evolu¢do dos soélidos sollveis presentes na
bebida ao longo da fermentagdo. Segundo a bibliografia, a conversdo dos agucares em
etanol, no caso do inoculo com Saccharomyces cerevisiae, ocorre nas 48h da fermentacdo
alcodlica, sendo neste periodo o maior decréscimo do total de sdlidos sollveis (Tessaro et
al., 2010), o que também se verificou neste trabalho, ndo s6 na formulacdo com o inéculo do
starter (vinagre S), mas também nas restantes com apenas a Mae de Kombucha (vinagre K)

e 0 consorcio entre Starter e Scoby (vinagre KS) (Figura 33) .
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Figura 33 - Evolugdo do °Brix ao longo do tempo de fermentag¢do em cada método de produgdo de vinagre

Em todos os casos houve a reducdo dos sélidos sollveis totais para valores
inferiores a 4 nas primeiras 48h, em ambos os métodos de producdo do vinagre. Mesmo
sem a cultura starter verificou-se uma eficiéncia no consumo do substrato disponivel no
vinagre K e vinagre KS e mesmo em termos de produto final, acabamos com valores muito
idénticos sendo que o Unico que se diferenciou significativamente foi o vinagre K dos

restantes, tal como possivel de se observar na Figura 34:

2.5

15

[y

0.5

S K KS

Figura 34 - ANOVA do °Brix no vinagre final de cada método de produgdo *letras diferentes indicam a existéncia de
diferenga significativa (p<0.05)
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4.11 Evolucdo da microbiota ao longo do processo de producéo de vinagre
Em termos de contagens totais de leveduras, verificou-se que na primeira semana de

fermentacdo o total de leveduras era de 107 UfC/ml, na segunda semana os valores
reduziram para valores considerados incontaveis (< 15UFC por placa) para o método do
vinagre feito apenas com a kombucha, o vinagre K. As leveduras dominantes, identificadas
por método PCR e cuja presenca ao longo da fermentacdo foi mais regular, foram a
Hanseniaspora uvarum e a Saccharomyces cerevisiae, sendo esta Ultima apenas detetada
no produto final dos métodos do vinagre S e vinagre KS, nos quais esta levedura foi

inoculada no inicio da producéo.

Em relagéo as bactérias acéticas, foram feitas as contagens de 103 UFC/ml durante as
primeiras 24h e em termos de produto final acabamos com valores de 106 UFC/ml de

bactérias acéticas totais.

4.12 Evolucao da concentracdo de acucar nos diferentes métodos de producgao do
vinagre com a metabolizagdo dos agucares livres, producgéo de alcool e
acidos

4.12.1 Utilizagdo dos aguUcares
Durante a fermentacdo alcodlica do mosto o principal substrato utilizado pelos

microrganismos sdo o0s acUcares livres, como a glucose e frutose, que vao ser
metabolizados e vado dar origem ao alcool que depois é convertido em acido durante a

fermentacgdo acética.

Na Figura 35 conseguimos observar a concentracdo de agucares livres presentes no

mosto recolhido ao longo da producéo de cada um dos vinagres:

Acucares livres
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Figura 35 - Consumo de substrato ao longo do tempo de produgdo de cada vinagre
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Através do HPLC analisamos o consumo deste substrato e verificamos um consumo
mais eficiente no vinagre S e vinagre KS, estando relacionado com o facto de a inoculacéo
com a levedura S. cereviseae garantir que temos uma predominancia desta levedura

responsavel pela producao de élcool através do consumo de agucar.

4.12.2 Producdo de alcool e &cido acético
Como é visivel na Figura 36, o uso de uma cultura de arranque favoreceu a producéao

de é&lcool concomitante com o maior consumo de agUcar por parte da levedura inoculada,
que em 48h consumiu gquase a totalidade do aclcar, 0 que por sua vez leva a uma maior
producao de &cido pelas bactérias acéticas.
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Figura 36 - Evolugdo da concentragdo de dcido acético e de etanol ao longo da produgdo dos vinagres

Em termos de produto final, obtivemos produtos com pouco alcool em ambos o0s
métodos, no entanto, foi no vinagre S e vinagre K que obtivemos maior producéo de acido
acético, sendo estes o que demonstraram melhor eficiéncia na fermentacdo acética e
sensorialmente também foram estes os que tinham qualidades sensoriais mais préximas
dos vinagres comerciais.

4.13 Influéncia no arejamento for¢cado na producéo do vinagre
Dado que um més nao foi suficiente para a bebida atingir os valores de referéncia

para ser considerada um vinagre de fruta, que segundo o Decreto-Lei n® 174/2007 de 8 de
maio, teria que ter valores minimos de acidez total de 59/100 mL expresso em &cido acético
e alcool maximo de 0.5%, foi feito um segundo ensaio com um sistema de arejamento
forcado com uma bomba de aquario para tentar melhorar e avaliar a eficiéncia do método,

para tal foram recolhidas amostras para medicdo dos valores de pH, acidez total e de °Brix.
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Esta técnica de arejamento, também conhecida como processo submerso, € 0 mais
utilizado industrialmente na producdo de vinagre devido ao facto de assegurando um
arejamento intenso e a disponibilizacdo de oxigénio é previsto um aumento no rendimento
de acidificacdo entre os 5 e 8%, além de ser possivel automatizar e utilizar recipientes de

fermentag&o menores (Stepmann et al., 2015).

s

Nas Figura 37 até a Figura 39 € possivel observar a evolugdo dos vinagres
escolhidos, os quais que sensorialmente foram considerados mais agradaveis e mais
proximos do objetivo final que se pretendia para este produto, em comparacao a sua versao
com arejamento for¢ado, (dado o tempo disponivel apenas foram obtidos dados durante a

primeira semana de fermentacao).
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Figura 38 - Influéncia na evolugdo fisico-quimica do vinagre ao aplicar o arejamento forcado (SA)
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Figura 37 - Influénncia na evolugdo fisico-quimica do vinagre ao aplicar o arejamento forgcado (KA)
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Figura 39 - Evolugdo do °Brix ao longo do tempo de fermentagdo

Ao utilizar o arejamento forcado ndo se verificou grandes alteracdes em termos de
pH nem de °Brix, no entanto conseguimos observar que ao oxigenar a bebida conseguimos
uma maior acidez, sendo aqui onde se deteta maior influéncia deste método nas qualidades

guimicas deste produto.
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5 Conclusdes e perspetivas futuras

No presente trabalho foram desenvolvidas duas bebidas visando o aproveitamento de
todas as componentes do ananas, mais concretamente de ananas DOP dos Acores. O
processo de producao desta bebida foi caracterizado, analisando-se a evolucao das bebidas
ao longo da producéo e avaliando-se a sua eficiéncia tecnoldgica e propriedades sensoriais.
Foram elaboradas trés formulacdes de uma bebida produzida com base no processo
tradicional de producdo de Tepache e trés formulagbes de vinagre, sendo que, no caso
desta ultima bebida foi avaliado também o efeito do arejamento forcado na melhoria de

eficiéncia na sua producéo.

Em relagdo ao Tepache, podemos concluir que em termos sensoriais as formulagdes
destacadas foram as produzidas com 10 e 15% de acucar.inicial, No entanto,
tecnologicamente a concentracdo com 10% de agucar inicial sera a escolha preferencial
dada a sua maior eficiéncia em termos de utilizagdo do substrato pela microbiota presente

durante a fermentagéo..

Em relacdo a sintese de metabolitos, a evolucdo de ambas as formulacdes tenderam
para as mesmas concentracdes de etanol e de &cido acético, concomitante com a reducéo
observada dos acucares livres (glucose e frutose) em resultado da fermentacao alcodlica.
Apesar de, ao longo da producdo das bebidas, a evolugcdo destes metabolitos apresentar

diferencgas, as suas carateristicas finais foram aproximadamente idénticas.

Sensorialmente, a bebida que mais se diferenciou (mas pela negativa) foi bebida
produzida com 5% de acUcar adicionado, pelo sabor mais amargo, que por sua vez
evidenciava mais o &cido presente. Pelo contrario, as bebidas com 10% e 15%,
apresentaram um sabor mais doce que contratava com a acidez, tendo sido este aspecto
considerado positivamente e posteriormente refletido na avaliagdo sensorial das mesmas
que apresentaram melhor pontuacdo que a formulagdo com 5% de acUcar adicionado. Na
seguinte Tabela 13 sdo apresentados os valores mais relevantes para a caraterizacdo de

cada bebida.

Tabela 13 - Valores resumo das formulag¢des da bebida Tepache

- Primeira Segunda Intengdo Acido
Tepache Temperatura| Concentracdo pH | fermentagdo | Fermenta¢do |de compra Etanol acético Glucose | Frutose
(2C) incial (%) (g/100mL) (g/100mL) | (g/100mL)
(h) (h) (1-5) (g/100mL)
Tep5% 25 5 3,655 48 48 3 4,48 0,3 3,31 1,01
Tep10% 25 10 3,72 48 48 4,03 5,29 0,32 6,17 3,58
Tep15% 25 15 3,67 48 48 4,1 5,19 0,34 9,94 5,95

Nestas bebidas foram identificadas as espécies de levedura Hanseniaspora opuntiae

e Meyerozyma carribbica como as principais espécies presentes naturalmente nas cascas
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dos ananases usados e que ja haviam sido identificadas por outros autores em bebidas
feitas com os mesmos substratos (Moreno Terrazas Casildo, 2005; Pérez-Armendariz &
Cardoso-Ugarte, 2020). As estirpes isoladas poderdo futuramente vir a ser usadas como
culturas starter em processos de fermentacdo controlados e padronizados, sendo por isso
de interesse o estudo da contribuicdo individual destas estirpes para o perfil fermentativo
das bebidas. Para além disso, sera igualmente necessério, identificar as espécies de
bactérias lacticas e de bactérias acéticas presentes e realizar também uma caracterizacao

similar.

Em termos de producao de &lcool durante a fermentacéo alcodlica, as bebidas obtidas
neste trabalho apresentaram um teor de alcool superior aos valores esperados (<1%)
(Robledo-Marquez et al., 2021), o que pode ser explicado pelas diferentes condi¢cdes
edafoclimaticas e técnicas de producao do fruto. Futuramente, seria interessante estudar as
condicbes de producdo Otimas que permitam utilizar da melhor forma o potencial
fermentativo das leveduras naturais das cascas, e comparar com as estirpes usadas nas

versoes industrializadas da bebida, inoculadas com Saccharomyces cerevisiae.

Os valores de acido, ao contrario dos de etanol, foram muito baixos, sendo por isso
necessario estudar e selecionar estirpes de bactérias &cido-laticas necessarias para

converter o etanol em acido, algo caracteristico da bebida.

Os estudos mais aprofundados das estirpes e processo permitirdo no futuro a
formulacdo de uma cultura starter mista, de leveduras e bactérias lacticas e acéticas, que
podera ser usado em processos mais controlados e facilitara o processo de producdo da
bebida.

No caso do estudo envolvendo a producédo de vinagre, foram analisados trés diferentes
métodos de producdo. Num primeiro caso, utilizou-se um método idéntico com o utilizado a
escala industrial, inoculando com uma estirpe de Saccharomyces cerevisiae que durante
48h consumiu os aclcares presentes no mosto e que os converteu em etanol (fermentacéo
alcodlica), tendo posteriormente sido adicionada uma mae de Kombucha (Scooby) que
serviu de inoculo das bactérias acéticas (Vinagre S); noutro método foi apenas introduzido o
scooby de uma kombucha muito acida ao mosto de fruta (vinagre K); e por ultimo foi feita a
combinacédo do in6culo da levedura e do scooby em simultaneo no inicio da fermentagéo do

mosto (vinagre KS).

Em termos tecnolégicos foi possivel conseguir um consumo quase total dos aglcares
livres e um teor de etanol final reduzido, o que indica que todo o etanol sintetizado foi
consumido, tendo sido convertido a acidos organicos ou consumido para producdo de

energia (Tabela 14). Em termos sensoriais, a partir de uma avaliagdo preliminar realizada
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por parte das pessoas envolvidas no trabalho, destacaram-se o vinagre S e K como sendo

aqueles que apresentaram um sabor e odor mais proximo do pretendido.

Tabela 14 - Valores resumo dos vinagres acabados

Tempo Acido .
Etanol L. .. Frutose Acido
Vinagre Temperatura H de inicial acético Glucose inicial inicial Etanol acético Glucose | Frutose
= (2C) 4 fermenta (2/100mL) inicial (g/100mL) (2/100mL) (g/100mL) (g/100mL) (g/100mL) | (g/100mL)

¢do (dias) (/100mL) = &
Vinagre S 25 3,98 28 0,46 0,15 3,2 2,98 0,54 3,21 0 0,05
Vinagre K 25 3,55 28 0,5 0,23 3,03 3,32 0,43 6,07 0,04 0,04
Vinagre KS 25 3,85/ 28 0,5 0,25 3,2 3,61 0,28 1,47 0 0

Em termos de acidez total, nenhum dos vinagres referidos anteriormente atingiu a
acidez minima exigida por lei para ser considerado um vinagre. tendo sido depois testado o
efeito do arejamento forcado. Neste duplicado, devido a limitacdes de tempo, foi apenas
analisada a evolucdo do pH, °Brix e acidez total durante uma semana tendo obtido valores
favoraveis a hipotese de que o arejamento forcado possa conseguir encurtar o tempo de
producdo do vinagre. Seria assim interessante realizar um estudo mais aprofundado das
condigcbes de fermentagdo necesséarias para produzir vinagre a partir de residuos da

producado de ananas DOP dos Acores.

Os resultados obtidos com o presente trabalho permitem afirmar que, em termos
globais, foi possivel obter produtos sensorialmente apelativos e com potencial para virem a
ser introduzidos no mercado, contribuindo para a reducéo do desperdicio alimentar dentro
de uma 6ptica de economia circular, e acrescentando valor econémico aos residuos de uma

indastria agro-alimentar de enorme relevancia na Regido Autébnoma dos Acores.
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7 Anexos

Anexo .

Retas de calibracéo utilizadas para a determinacédo da capacidade antioxidante e
fendis totais
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Figura 40 - Reta de calibragdo utilizadas para a determinagdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH
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Figura 41 - Reta de calibragdo utilizadas para a determinagéo da capacidade antioxidante pelo método FRAP
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Figura 42 - Reta de calibragdo utilizadas para a determinagdo da concentragdo de compostos fendlicos totais
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Anexo Il.

Retas de calibracéo utilizadas para determinacéo da concentracdo de metabolitos nas
bebidas por HPLC.
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Figura 43 - Reta de calibragdo para a concentragdo de dcido acético
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Anexo lll.

Bandas de ADN em gel de agarose obtidas por eletroforese

Figura 48 — Bandas obtidas por eletroforese em gel de agarose do ADN amplificado das leveduras isoladas. Nos extremos
encontra-se o padrdo de peso molecular DNA Ladder | (NZYTech).

Anexo IV.

Ficha de prova sensorial
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Ficha de prova

Nesta prova serdo dadas a provar trés formulacGes de Tepache, uma bebida refrescante de
ananas dos Agores. Os dados recolhidos nesta prova terdo a finalidade de avaliar a
aceitabilidade da bebida por parte do consumidor. A analise é individual e independente para
todas as amostras.

Nome: Idade:

Sexo: ( ) Masculino ( ) Feminino

Ocupagao:

Consome bebidas fermentadas? (ex. Kombucha)

() Frequentemente; () Semanalmente, () Mensalmente, () Raramente, () Nunca

Aspeto geral: TX1 | TY2 | TZ3
9 - Gostei extremamente

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - N3o gostei nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente

Cor: TX1 | TY2 | TZ3
9 - Gostei extremamente

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Ndo gostei nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente

Aroma: TX1 | TY2 | TZ3
9 - Gostei extremamente

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Ndo gostei nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente
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Sabor: TX1 | TY2 | TZ3
9 - Gostei extremamente

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Ndo gostei nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente

Doce: TX1 | TY2 | TZ3
9 - Gostei extremamente

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Ndo gostei nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente

Gaseificagao: TX1 | TY2 | TZ3
9 - Gostei extremamente

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Ndo gostei nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente

Intengao de compra: TX1 | TY2 | TZ3
5 - De certeza que compraria

4 - Provavelmente compraria

3 - Ndo sei se compraria

2 - Provavelmente ndo compraria
1 - De certeza que nao compraria

Ordene por ordem de preferéncia (decrescente): < <

Muito obrigado pela sua ajuda! Tem algum comentario ou sugestao?
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