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RESUMO

O sapoti (Manilkara zapota) é um fruto pequeno, com formato oval, casca fina e marrom,
além de ser doce e suculento. Normalmente é consumido in natura, mas por possuir alta
perecibilidade os produtores encontram dificuldades em manté-lo conservado para a sua
comercializacdo. Uma das tecnologias que pode solucionar este problema € a producdo de
vinagre, que consegue aproveitar matérias-primas e seus subprodutos. Ele é obtido por uma
fermentagdo alcodlica seguida de uma fermentacdo acética, ambas resultantes da acdo de
microrganismos. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar vinagre
de sapoti, obtido a partir do isolamento de bactérias acéticas provenientes de kombucha e do
préprio fruto sapoti. O caldo de sapoti foi extraido em prensa hidraulica, o que proporcionou a
obtencdo de um caldo com poucos so6lidos em suspensdo. As bactérias acéticas usadas para a
producdo do vinagre foram obtidas pelo isolamento das bactérias naturais do préprio sapoti
(SVS) e pelas provenientes de kombucha artesanal (KVS2). A fermentacdo alcodlica do caldo
de sapoti foi realizada em biorreatores de polietileno, utilizando a levedura Saccharomyces
bayanus numa concentracdo de 0,5 g/L. Utilizou-se o método lento, para a realizagdo da
fermentacdo acética, com 75% de fermentado alcoolico de sapoti e 25% de in6culo. O
acompanhamento da fermentagcdo acética do meio contendo bactérias naturais do préprio
sapoti durou 16 meses, apresentando acidez final de 3,817%, jA& o acompanhamento da
fermentacdo acética do meio com kombucha durou 106 dias, chegando a uma acidez total
final de 5,09%. Entdo, o vinagre foi retirado do biorreator, filtrado a vacuo, engarrafado e
pasteurizado. O vinagre de sapoti passou por varias analises para garantir que estava dentro
dos limites exigidos pela legislacdo brasileira, sendo posteriormente submetido a analise
sensorial com julgadores ndo treinados. O rendimento da polpa de sapoti foi de 66,80%, e
apos a extracdo os sélidos sollveis totais (SST) do caldo ficou em 23,2°Brix, 0s compostos
fendlicos totais (CFT) presentes foram 17,203 mg EAG/100 mL, a atividade antioxidante por
DPPH foi 15,164 uM Trolox/100 mL e por FRAP foi 58,758 uM Trolox/100 mL. A
fermentacdo alcoolica obteve um teor alcodlico de 13,4°GL em quase 9 dias, com um
rendimento maximo de 0,58 no biorreator. A fermentacdo acética durou 37 dias e obteve uma
acidez total de 5,2338% e um teor alcoodlico de 0,1°GL. O vinagre de sapoti apresentou acidez
volatil de 4,31%, CFT de 30,883 mg EAG/100 mL,; atividade antioxidante por DPPH de
46,674 UM Trolox/100 mL e por FRAP de 41,977 uM Trolox/100 mL. A anélise sensorial
realizada concluiu que ndo houve diferenca significativa, com 95% de confianca, entre o
vinagre de sapoti e o vinagre de maca comercial. Portanto, foi possivel obter um vinagre de
sapoti a partir de bactérias de kombucha com 79,7% de aprovacdo dos julgadores,
apresentando Otimas caracteristicas fisico-quimicas, microbiol6gicas e sensoriais. O sapoti
mostrou-se vidvel para a elaboragéo de vinagres.

Palavras-chave: Sapoti; Vinagre; Bactérias acéticas; Analise Sensorial. Saccharomyces
bayanus



ABSTRACT

The sapodilla (Manilkara zapota) is a small fruit, oval in shape, with a thin, brown skin, and is
sweet and juicy. It is normally consumed fresh, but because it is highly perishable, producers
find it difficult to keep it preserved for sale. One of the technologies that can solve this
problem is the production of vinegar, which can use raw materials and their by-products. It is
obtained by alcoholic fermentation followed by acetic fermentation, both resulting from the
action of microorganisms. The present work aimed to develop and characterize sapodilla
vinegar, obtained from the isolation of acetic bacteria from kombucha and the sapodilla fruit
itself. The sapodilla broth was extracted using a hydraulic press, which resulted in a broth
with few suspended solids. The acetic bacteria used to produce vinegar were obtained by
isolating natural bacteria from sapodilla itself (SVS) and those from artisanal kombucha
(KVS2). The alcoholic fermentation of sapodilla broth was carried out in polyethylene
bioreactors, using the yeast Saccharomyces bayanus at a concentration of 0.5 g/L. The slow
method was used to carry out acetic fermentation, with 75% alcoholic fermented sapodilla
and 25% inoculum. The monitoring of the acetic fermentation of the medium containing
natural bacteria from sapodilla itself lasted 16 months, presenting a final acidity of 3.817%,
while the monitoring of the acetic fermentation of the medium with kombucha lasted 106
days, reaching a final total acidity of 5.09%. Then, the vinegar was removed from the
bioreactor, vacuum filtered, bottled and pasteurized. The sapodilla vinegar underwent several
analyzes to ensure that it was within the limits required by Brazilian legislation and was
subsequently subjected to sensory analysis with untrained judges. The yield of sapodilla pulp
was 66.80%, and after extraction the total soluble solids (TSS) of the juice was 23.2°Brix, the
total phenolic compounds (TFC) present were 17.203 mg EAG/100 mL, the antioxidant
activity by DPPH was 15.164 uM Trolox/100 mL and by FRAP it was 58.758 uM Trolox/100
mL. The alcoholic fermentation obtained an alcohol content of 13.4°GL in almost 9 days,
with a maximum yield of 0.58 in the bioreactor. Acetic fermentation lasted 37 days and
obtained a total acidity of 5.2338% and an alcohol content of 0.1°GL. The sapodilla vinegar
had a volatile acidity of 4.31%, CFT of 30.883 mg EAG/100 mL; antioxidant activity by
DPPH of 46.674 uM Trolox/100 mL and by FRAP of 41.977 uM Trolox/100 mL. The
sensory analysis carried out concluded that there was no significant difference, with 95%
confidence, between sapodilla vinegar and commercial apple cider vinegar. Therefore, it was
possible to obtain sapodilla vinegar from kombucha bacteria with 79.7% approval from
judges, presenting excellent physical-chemical, microbiological and sensory characteristics.
Sabotage proved to be viable for making vinegar.

Keywords: Sapodilla; Vinegar; Acetic bacteria; Sensory analysis; Saccharomyces bayanus.
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1. INTRODUCAO

Grande diversidade de frutas vem sendo explorada por meio do cultivo ou da extracao,
colocando o Brasil na terceira posicdo no ranking mundial de producédo de frutas (VIDAL,
2020). Dentre as comercializadas estd o sapoti (Manilkara zapota), que teve sua origem na
Ameérica Central. No Brasil, este fruto vem sendo cultivado principalmente nos estados do
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco e Ceara (SOARES, 20,18; SANTOS et al., 2020).
O sapoti possui uma polpa dura, esbranquigada e muito adstringente quando imaturo, e polpa
suculenta com coloracdo castanho-avermelhada, amarelada ou marrom-escura, com sabor
adocicado e sem acidez no seu estagio de amadurecimento (SILVA JUNIOR et al., 2014;
MORAIS, 2018).

A diversificagéo de culturas de sapoti vem proporcionando um aumento pelo interesse
de cultivo e consumo por parte dos consumidores e, consequentemente, das industrias
(SANTOS et al., 2020), pois o sapoti € um fruto que, além de doce e suculento, possui um
aroma que facilmente pode ser identificado. Este fruto ainda contém célcio, fosforo, ferro,
vitaminas A, B1, B2, B5 e C, e ainda um valor calérico de 96 calorias em cada 100 g da fruta
(BONIFACIO, 2018). Normalmente, é consumido in natura, mas por possuir alta
perecibilidade, ou seja, um réapido amadurecimento, os produtores acabam encontrando
dificuldades em manté-lo conservado para a sua comercializacdo. Para solucionar esse
problema, muitas tecnologias de processamento vém sendo desenvolvidas para aproveitar o
excedente da producdo destes frutos (OLIVEIRA, AFONSO e COSTA, 2011; COSTA et al.,
2017; BONIFACIO, 2018).

Uma dessas tecnologias é a producdo de vinagre, que aproveita matérias-primas e seus
subprodutos inaproveitaveis dos estabelecimentos industriais de frutas e das propriedades
rurais, que ndo poderiam estar no mercado de outra forma (EVANGELISTA, 2000;
PEDROSO, 2003; CRUZ, 2012). No mundo inteiro, este produto é usado como condimento e
conservante de alimento, que pela sua acéo nutritiva e biorregulatéria, pode ser considerado
um complemento necessario a alimentacdo humana. Os vinagres obtidos de frutas possuem
qualidade sensorial e nutricional superior aos provenientes de outras fontes, pois apresentam
sabor e aroma proprios. Nutricionalmente, destacam-se a presenca de &cidos organicos,
compostos fendlicos, vitaminas, proteinas e aminoacidos, adquiridos do fruto e da
fermentacdo alcodlica (AQUARONE et al., 2001; MARQUES et al., 2010; FONTAN et al.,
2011; ZOCHE e FIGUEIREDO, 2014).



16

Esse produto é obtido por dois processos bioquimicos diferentes, resultantes da acéo
de microrganismos. No principio se inicia a fermentacéo alcoolica, pela acéo das leveduras
sobre as matérias-primas acucaradas e amilaceas, depois ocorre a fermentacdo acética, pela
atuacdo das bactérias aerobias do género Acetobacter (AQUARONE et al., 2001; TESFAYE
et al., 2002). Existem métodos distintos para a fabricacdo de vinagre. Um deles é o método de
Orleans, ou método lento, que consiste em colocar uma quantidade predeterminada de vinagre
em um recipiente com aberturas na parte de cima para entrada de ar, adicionando a cada
semana fermentado de frutas, substituindo o vinho antigo pelo novo ao longo do tempo
(MORETTO et al., 1988; PALMA et al., 2001; COSTA, TAKAHASHI e VILLAMONTE,
2006; MAESTRE, 2017).

Foi observado que existem poucos trabalhos acerca da matéria-prima sapoti e uma
auséncia de fontes atuais sobre a producdo do vinagre, a qual tem sido resultado da
desvalorizacdo de ambos, ou mesmo, da falta de conhecimento sobre suas qualidades
sensoriais e nutricionais. Nas poucas fontes encontradas, foi possivel perceber a busca por
novas matérias-primas para a producdo de vinagre, entre elas frutas diversas e residuos
alimenticios, com enfoque no aproveitamento de ambos.

A adicdo de acucar na producdo de fermentado de fruta ficou proibida no Brasil a
partir de 2020, com a publicacdo da Instrucdo Normativa N° 16, de 19 de marco de 2020
(BRASIL, 2020) e por isso para a obtencdo de um vinagre de frutas é necessaria a utilizacéo
de uma matéria-prima acucarada naturalmente. Assim o sapoti, por possuir em sua
composi¢cdo um alto teor de agucar, pode vir a se um excelente insumo para a fermentacao

alcodlica, facilitando o processo de fabricacdo do vinagre.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar fermentado acético do fruto do sapoti (Manilkara zapota),

utilizando bactérias acéticas isoladas do proprio fruto de sapoti e da kombucha.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Obter bactérias acéticas de kombucha e do proprio fruto sapoti;

— Caracterizar o caldo de sapoti mediante analises fisico-quimicas previstas na
legislacdo vigente;

— Acompanhar cineticamente a fermentacéo alcoolica do caldo de sapoti;

— Desenvolver fermentacdo acética a partir de fermentados alcoolicos de sapoti,
utilizando bactérias acéticas isoladas de kombucha e do fruto sapoti, pelo método
lento;

— Caracterizar os fermentados acéticos produzidos mediante analises fisico-quimicas
previstas na legislacéo vigente;

— Auvaliar o perfil de compostos fenolicos e dos compostos antioxidantes no caldo e
no fermentado acético de sapoti;

— Realizar anélise sensorial comparando o vinagre obtido de sapoti com vinagre de

fruta comercial.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O SAPOTI

3.1.1 Caracteristicas morfologicas, quimicas e nutricionais

O sapoti é um fruto pequeno, com formato oval, cujo didmetro varia de 5a 9 cm e
possui massa entre 45 e 200 g. Sua casca € fina e marrom, contendo na sua superficie um po
que é de facil desprendimento ao toque (Figura 3.1). Este fruto possui uma polpa dura,
esbranquicada e muito adstringente quando imaturo, e polpa suculenta com coloragédo
castanho-avermelhada, amarelada ou marrom-escura, com sabor adocicado e sem acidez no
seu estagio de amadurecimento (SILVA JUNIOR et al., 2014; MORAIS, 2018). Sua vida util
pos-colheita é muito curta, de 8 a 12 dias (ARAUJO-NETO et al., 2001; MORAIS, 2018),
tornando dificil a conservacdo e a comercializacdo do fruto em questdo (MORAIS et al.,
2006; OLIVEIRA, AFONSO e COSTA, 2011).

Figura 3.1 — O sapoti

Fonte: Silva Janior (2014)

Estudos apontam a presenca de atividade antioxidante e compostos fendlicos em frutas
como o sapoti. Can-Cauich et al. (2017) obtiveram valores de atividade antioxidante em torno
de 0,23¢/100g e, aproximadamente, 0,21g EAG/100g (equivalente de acido galico por 100 g)
de compostos fendlicos. Esses compostos podem gerar possiveis beneficios para a salde,
como a reducéo dos riscos de cancer ou doenga cardiovascular, e prevencao ou reparacdo de

danos celulares causados por espécies reativas de oxigénio (CAN-CAUICH et al., 2017).
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As informagdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas e o valor nutricional do sapoti
sdo ferramentas bésicas para estimular o consumo e a formulacdo de novos produtos, pois 0
conhecimento dessas caracteristicas permitird uma melhor indicagdo do seu consumo e
utilizacdo na industria alimenticia (ROCHA et al., 2013). Santos et al. (2020) realizaram uma

caracterizacgdo fisico-quimica da polpa do sapoti e o resultado esta disposto na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Composicéo fisico-quimica da polpa do sapoti

ANALISES MEDIA E DESVIO PADRAO
Acucares Redutores (% glicose) 3,19 +£0,50
AcUcares ndo-redutores (% sacarose) 1,81+0,46
AcUcares Totais 5,00 + 0,63
Sélidos Soluveis Totais (°Brix) 13,0 £ 0,08
pH 6,65+ 0,01
Acidez (%) 0,40+0,10
Umidade (%) 79,7+0,08
Cinzas (%) 0,36 £ 0,05
Proteinas (%) 0,40 + 0,05
Lipideos (%) 0,79 £ 0,02

Fonte: Santos et al. (2020)

3.1.2 Exploracéo tecnoldgica do sapoti

A flora brasileira possui uma grande diversidade de frutas, sendo algumas bastantes
apreciadas pelo mercado por possuirem tanto uma grande qualidade sensorial quanto
nutricional (OLIVEIRA, AFONSO e COSTA, 2011). Uma das prioridades do governo
brasileiro é o setor da fruticultura, gracas ao seu grande potencial exportador (FORMIGONI,
2018). O Nordeste do pais tem uma numerosa producao de frutas. Mesmo possuindo elevadas
temperaturas e escassez de agua durante o ano, vem sendo campedo em produtividade no
setor frutifero (NITAHARA, 2016). Um desses frutos produzidos nessa regido é o sapoti,
principalmente nos estados de Pernambuco, Bahia, Ceara, Paraiba e Rio Grande do Norte
(MATTA et al., 2005). Entretanto, este fruto ainda ndo tem expressdo econdmica no Nordeste
brasileiro, mesmo possuindo um reconhecido potencial para exploracdo comercial. Isto
porque o conhecimento sobre a cultura desse fruto, que indiguem o nivel médio de
produtividade obtida nas condi¢des de plantio, ainda é inexistente (BANDEIRA et al., 2005).
Apesar da pouca exploracdo comercial, existe uma necessidade de impulsionar as culturas
frutiferas, aproveitando seus nutrientes e compostos bioativos (NEGRI, BERNI e BRAZACA,
2017).
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3.2 O VINAGRE
3.2.1 Histérico

O vinagre € um alimento fermentado conhecido ha milhares de anos, cujo nome vem
do francés vinaigre ou vinho azedo (PRESCOTT e DUNN, 1959; PEDERSON, 1971). No
Brasil, a qualidade do vinagre ndo € considerada importante, pois a maior parte da populacéo
considera esse produto apenas como um condimento azedo. Ao contrério do que se pensa, 0
vinagre possui propriedades nutricionais, sensoriais, sanitizantes e ainda medicinais e o
desconhecimento dessas caracteristicas induziu a producéo a partir de matérias-primas baratas
e de processos mais produtivos que originam vinagres que Se apresentam apenas como
solucdo &cida (AQUARONE, 1983 citado por AQUARONE, 2001).

No principio era obtido da fermentacdo espontanea do vinho de uva e da cerveja, e
mesmo sendo conhecido desde a Antiguidade como condimento, conservante, aromatizante,
refresco e medicamento, s6 veio a ser submetido a destilacdo por Geber (721-815)
(HAESELER, 1951). Em 1790, Lavoisier (HAEHN, 1956; HAESELER, 1951) comprovou a
fungdo do oxigénio na formagédo de vinagre e em 1864 foi comprovado a necessidade da
presenca de fermento vivo para transformar etanol em &cido acético, desta vez pelo cientista
Pasteur (HAESELER, 1951; VERONA, 1942).

Foi s6 na década de 60, que os cientistas Hromatka e Ebner registraram a patente de
producdo de vinagre pelo método submerso, aerado e ininterrupto, iniciando assim a cria¢éo
de fabricas de vinagre de varias capacidades e modelos. A eficiéncia desses fermentadores era

tdo alta que comecaram a utilizar o acido acético produzido para outros fins (EBNER, 1981).

3.2.2 Definicéo e classificacdo de vinagre

Vinagre ou vinagre de vinho €, de acordo com a legislacéo brasileira, o produto obtido
da fermentacdo acética do vinho (BRASIL, 1990; BRASIL, 1988) devendo conter uma acidez
volatil minima de 40 g por litro, expressa em &cido acético (4%). A graduacéo alcodlica deste
produto ndo pode ultrapassar 1 °GL, devendo ser obrigatoriamente pasteurizado.

E obtido por dois processos diferentes, a fermentacéo alcoélica, pela agdo de leveduras
e a fermentacdo acética, pela acdo das bactérias aceticas. Para a fabricacdo de vinagres de
qualidade, podem ser utilizados frutos que possuem grandes perdas no pos-colheita como
matéria-prima, assim amenizaria 0 desperdicio que existe no setor agricola gerando um
produto valorizado (BARBOSA, 2017).
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Segundo Belmont (2002), a classificacdo dos vinagres brasileiros é dada da seguinte
forma: vinagre de vinho tinto, que é obtido por meio da fermentagdo acética do vinho tinto;
vinagre de vinho branco, que é obtido através da fermentacdo acética do vinho branco;
vinagre de frutas, que é obtido através da fermentacdo acética do fermentado alcoodlico de

frutas; e o vinagre de &lcool, que é obtido através da fermentagdo acética do alcool.

3.2.3 Processos de fabricacéo

Os principais métodos industriais usados para a elaboragdo de vinagres sdo baseados
nos métodos de Orleans (lento), Alemdo (rapido) ou submersos. O processo lento é 0 mais
antigo, pois surgiu em 1670 e é usado até hoje para a fabricacao caseira de vinagre. O produto
obtido por meio deste método é de excelente qualidade, e emprega somente fermentado como
matéria-prima (BELMONT, 2002). O procedimento consiste em colocar em um barril, com
furos na parte superior para entrada de ar, uma quantidade que equivale a um terco de sua
capacidade com vinagre, para ir adicionando quantidades de vinho ou fermentado de fruta por
semana, durante um més. Apdés cinco semanas, retiram-se 20 litros de vinagre e substitui-se
por outra quantidade de vinho novo, repetindo esse processo ao longo do tempo (CASTELO,
2002; PEDROSO, 2003).

Os processos rapidos foram idealizados por Boerhave no comeco do século XVIII,
quando descobriu que a transformacdo do vinho de maca em vinagre era mais rapida quando
se utiliza um recipiente com bagaco de macgd dentro (AQUARONE et al., 2001). S&o
utilizados recipientes geradores, empacotados com os mais diversos materiais de enchimento,
e é la que as bactérias acéticas colonizam a superficie do material, oxidando etanol a acido
acético. A matéria-prima é recirculada quantas vezes forem necessarias pelo material, onde as
bactérias acéticas ficam fixadas, causando assim a transformacéo total do contetdo alcodlico
em &cido acético (CASTELO, 2002; PEDROSO, 2003).

No método submerso, que surgiu em 1950, mantém-se a cultura de bactérias acéticas
submergidas no vinho, com bastante ar. Apos o processo de acetificacdo da matéria-prima, €
realizada a descarga de uma parte do vinagre, com a adi¢do de outra parte de vinho sem parar
0 processo, até uma média de 20 horas (CASTELO, 2002). Durante este processo o ar deve
ser cuidadosamente controlado para que um decréscimo da pressdo parcial de oxigénio nao
venha a alterar o metabolismo bacteriano (AQUARONE et al., 2001; PEDROSO, 2003).
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3.2.4 Composicao e legislacdo do vinagre

A composi¢cdo de um vinagre esta ligada a matéria-prima que o originou. Vinagres
oriundos de frutos ou de malte possui uma composi¢do mais complexa que o de alcool, por
possuirem todas as substancias sollUveis existentes na matéria-prima ou ainda as que se
formaram nos processos fermentativos alcoolicos e acéticos (AQUARONE et al., 2001). O
acido acético é o principal componente dos vinagres, independente do substrato alcoolico
anterior. A sua concentracdo é dada em gramas de acido acético por 100 mL de vinagre
(MECCA et al., 1979; LLAGUNO e POLO, 1991).

Apesar de almejar-se o maior rendimento possivel na transformacdo de etanol em
acido acético, ndo se deve esgotar esse substrato, j& que na auséncia deste, as bactérias
acéticas provocam a degradacgdo do &cido acéetico (AQUARONE et al., 2001).

Na Tabela 3.2 sdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas de vinagres de vinho

e de alcool segundo Palma et al. (2001).

Tabela 3.2 - Caracteristicas fisico-quimicas de vinagres de vinho e de &lcool.

COMPONENTES MAXIMO MINIMO

Vinagre de vinho

Acidez volatil em acido acético [g (100 mL)™] - 4,0
Etanol em volume a 20 °C (°GL) 1,0 -

Cinzas g (L) - 1,0

Extrato seco reduzido [tinto e rose — g (L)*] - 7,0

Extrato seco reduzido [branco — g (L)?] - 6,0
Sulfato de potassio [g (L)?] 1,0 -

Vinagre de alcool

Acidez volatil em &cido acético [g (100 mL)™?] - 4,0
Etanol em volume a 20 °C (°GL) 1,0 -

Extrato seco reduzido [g (L)?] - 0,2

Residuo mineral fixo [g (L)™] - 0,02

Fonte: Palma et al. (2001)
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3.2.5 Atividade antioxidante e compostos fenolicos de vinagre

Quando comparados a outros tipos de vinagre, os de frutas possuem qualidades
sensoriais e nutricionais superiores (MARQUES et al., 2010). A modificacdo das condicdes
ambientais e a utilizacdo de substancias antioxidantes podem evitar 0s processos oxidativos,
pois estes possuem propriedades de impedir ou diminuir o surgimento destas reacdes
(SOARES, 2002; PAZOS et al., 2007). Dessa forma, os compostos antioxidantes podem
inibir a oxidagdo de muitos substratos, sendo divididos em duas classes, os com atividade
enzimatica e os sem atividade enzimética (BEATTLE, 2003). Segundo alguns estudos,
comprovou-se que 0s vinagres de cereais e de uva sdo bastante ricos em compostos fenolicos
que apresentam essa atividade antioxidante (DAVALOS et al., 2005; XU et al., 2007).

3.2.6 Processo de clarificagao

Em sucos com uma concentracdo alta de pectina, acaba tendo seu teor de metanol
aumentado, pois a pectina é um 4&cido poligalacturénico que durante o processo de
fermentacdo acaba liberando radicais que formam o metanol. Para remover essas substancias,
é utilizado um processo chamado clarificagdo (HASHIZUME, 2001; PAULA, 2013).

A clarificacdo pode ser realizada por dois diferentes processos: floculagdo ou
separacdo por membranas. O processo de floculacdo é o mais utilizado no momento para a
clarificacdo de suco, pois é de facil manuseio e baixo custo. Este processo utiliza a gelatina
comercial, de grau alimenticio, em uma concentracdo determinada. A gelatina é aquecida e
depois colocada em repouso, para a precipitacdo dos sélidos em suspensdo. Por fim realiza-se
uma filtragdo para a remocdo das fracGes solidas precipitadas, obtendo-se um suco limpido e
transparente (PAIVA, GARRUTI e SILVA NETO, 2000; DANTAS, 2021).

O carater anfotérico da gelatina possibilita 0 mecanismo de clarificacdo, que remove
os compostos polifendlicos instadveis e indesejaveis, e evita a formacdo de turbidez,
promovendo a reducdo da adstringéncia (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011). Uma
alternativa ao processo convencional de clarificacdo de suco de frutas é o processo de
separagdo por membranas, pois aléem de reduzir os solidos em suspensdo, pode ser utilizado
como uma alternativa aos processos térmicos usados na conservacdo de alimentos (NETA,
HABERT e BORGES, 2005).

No final do processo, o caldo clarificado deve apresentar valores baixos de compostos

orgénicos e inorganicos sem que venha a ocorrer remocao, precipitacdo ou destruicdo de
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acucares, pois se presentes em grandes quantidades, podem ficar retidos na superficie dos
cristais de acucar (COSTA et al., 2015).

3.3 FERMENTACAO ALCOOLICA
3.3.1 Processo fermentativo

A fermentacdo possui inumeras reacdes controladas enzimaticamente, que degradam
uma molécula organica em compostos mais simples, liberando assim energia. Neste processo,
0S microrganismos atuam sobre um substrato, na auséncia ou presenca de oxigénio, gerando
substancias ou produtos utilizaveis (FERNANDES, 2016; BARBOSA, 2017).

O processo em gue ocorre a degradacdo anaerdbica de aclcares transformando-0s em
etanol e gas carbdnico é chamado fermentagdo alcodlica. Os principais microrganismos que
realizam este tipo de fermentacdo sdo as leveduras, que obtém energia na forma de trifosfato
de adenosina (ATP) para realizar suas atividades fisiologicas, como crescimento e reproducao,
para no fim gerarem o etanol como subproduto (LIMA et al., 2001; FERNANDES, 2016;
BARBOSA, 2017). As leveduras devem ter uma excelente capacidade para producdo e
resisténcia ao etanol. Para que elas apresentem essas caracteristicas, € necessario que se
considere fatores como pH, concentracdo de substrato e temperatura (GAVA, 2002;
HADIYANTO et al., 2014; MAESTRE, 2017).

Hé& pouca producéo de etanol em temperaturas muito baixas, e em temperaturas muito
elevadas, ha perda por evaporacdo. As altas temperaturas acabam afetando também as
fermentacGes que acontecem em paralelo, que sdo responsaveis por produzir compostos
secundarios (GAVA, 2002; BACH, 2012; MAESTRE, 2017). Por esse motivo sdo utilizadas
temperaturas intermediarias, com o intuito de obter-se um alto rendimento de etanol
(EVANGELISTA, 2000; GAVA, 2002; MAESTRE, 2017).

O pH deve ser por volta de 4,5 pois assim como a temperatura, o pH é um interferente
no meio fermentativo capaz de favorecer a producdo de compostos secundarios e de afetar o
crescimento celular. Com relagdo a matéria-prima, a fermentacdo pode ser simples ou
complexa, dependendo do tipo de substrato utilizado. Podem ser utilizados como substratos:
celulose, pectina, agucares, melagos, residuos agroindustriais como palhas, cascas, bagagos
(GAVA, 2002), milho, cana-de-agUcar, trigo, entre outros (LIMA et al., 2001; MAESTRE,
2017).
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3.3.2 Leveduras alcoolicas

Tradicionalmente, a fermentacdo é realizada por monocultura de leveduras, o que
confere consisténcia no perfil aromaético e teor relativamente alto de alcool etilico. No entanto,
para obter sabores caracteristicos, concentracdo aumentada de ésteres desejaveis e
complexidade de aroma adicionada, os produtores de vinho se voltam para espécies nao
Saccharomyces (MERWIN, VALOIS e PADILLA-ZAKOUR, 2008) ou cepas que pertencem
ao género Saccharomyces diferente de S. cerevisiae (KELLY et al., 2018). Deve-se ressaltar
que existem varias cepas comercialmente disponiveis que pertencem a ambos 0s grupos
(KONIG e CLAUS, 2018). Em muitos casos, as leveduras selvagens, aquelas que ndo foram
inoculadas propositalmente, mas acabaram se desenvolvendo no meio, fornecem aos vinhos
sabor desejavel, intensa persisténcia de aroma, distingdo e variacdo de safra (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006). Na maioria das vezes, a fermentacdo espontanea é iniciada por
leveduras ndo Saccharomyces (Hanseniaspora / Kloeckera, Metschnikowia, Candida) e
terminada por culturas selvagens de Saccharomyces (SATORA e TUSZYNSKI, 2005).

Este género possui a habilidade de se ajustar ao meio, alcangando diversos produtos
finais. S&o leveduras aerobias facultativas que conseguem se adaptar metabolicamente quando
sdo cultivadas em aerobiose, convertendo aglcar em biomassa, entretanto, quando cultivadas
em anaerobiose produzem etanol e dioxido de carbono (LIMA et al., 2001; SUZART e DIAS,
2007). Para o cultivo desse género de levedura, a temperatura usual estd na faixa de 30 a
37 °C (CZERUCKA, PICHE e RAMPAL, 2007; LIONG et al., 2011) e o pH deve estar entre
4,5e 6,5 (CZERUCKA, PICHE e RAMPAL, 2007; GRAFF et al., 2008).

Saccharomyces bayanus € uma espécie de levedura utilizada para fermentacéo,
principalmente na vinificagdo (GAMERO et al., 2014). Apesar de pertencer ao género
Saccharomyces e apresentar semelhanca genética com outras espécies pertencentes a esse
taxon, elas podem variar em termos de propriedades enoldgicas e capacidade de sintetizar
compostos volateis (BLONDI et al., 2009). Uma comparacdo feita entre S. bayanus e S.
cerevisiae mostrou que os vinhos fermentados por S. bayanus apresentam maior intensidade
de sabor (GAMERO et al., 2014). S. bayanus produz grandes quantidades de 2-feniletanol,
lactato de etila, acetato de 2-feniletil e outros ésteres de acetato (TOSI et al., 2009; GAMERO
et al., 2014), enquanto S. cerevisiae sintetiza mais isobutanol, alcool isoamilico e alcool
amilico (GAMERO et al., 2014).
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3.4 FERMENTACAO ACETICA
3.4.1 Processo fermentativo

A fermentacdo acética € aquela onde o etanol é oxidado a &cido acético por bactérias
acéticas em meio aerobio, liberando enormes quantidades de energia (SPINOSA, 2002;
BOFFO, 2004). As bactérias acéticas oxidam o etanol em duas etapas. Na primeira delas, o
etanol é oxidado a acetaldeido, e na segunda etapa esse acetaldeido é oxidado a acido acético
(LLAGUNO e POLO, 1991).

Sao produzidos também compostos intermediarios como aldeidos, cetonas, ésteres e
outros acidos organicos, onde o composto secundario predominante é o acetaldeido. O flavour
do vinagre é resultado da presenca desses compostos (SPINOSA, 2002; BOFFO, 2004).

Uma das principais causas da redugéo no rendimento da concentragdo em escala
industrial é a evaporagdo de compostos volateis durante a fermentacdo acética. Dependendo
da temperatura, essa perda de etanol, na industria, chega a ser de 10 a 30% do rendimento
estequiométrico. As quantidades de &cido acético evaporado durante a fermentacdo sdo baixas
quando comparadas aos teores presentes na fase liquida, mas com o etanol a evaporacéo € de
grande significancia econémica (ROMERO e CANTERO, 1998; SPINOSA, 2002).

3.4.2 Bactérias acéticas

Também conhecidas como bactérias do acido acético (AAB) (Figura 3.2), foram
descritas pela primeira vez como "bactérias do vinagre" por Louis Pasteur hd mais de 150
anos, e fazem parte da familia da Acetobacteriaceae, consideradas microrganismos Gram
negativos, tendo morfologia elipisiodais, em forma de bastonetes ou cocos. Esses
microrganismos podem ser moéveis ou ndo, com flagelos peritriquios ou polar e ndo formam
esporos (ALMEIDA, 2013). Sua temperatura 6tima de crescimento é 30 °C e o seu pH 6timo
é na faixa de 5 a 6,5 podendo ainda ter crescimento em valores de pH mais baixos como de 3
a4 (HOLT etal., 1994; ALMEIDA, 2013).
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Figura 3.2 — Bactérias da familia Acetobacteriaceae

]

Fonte: Flores (2020)

Sd0 um grupo importante e diversificado de bactérias envolvidas na producdo de
alimentos e bebidas fermentadas, especialmente conhecidas por sua producdo de acido acético
(&cido etanoico) na fabricacdo de vinagre (PASTEUR, 1864, citado por AQUARONE, 2001),
e sdo caracterizados por sua capacidade de oxidar carboidratos, alcoois e alcoois de agucar
(&lcoois polihidricos ou polidis) em seus &cidos organicos, aldeidos ou cetonas
correspondentes, em um processo denominado “fermentagdo oxidativa”, a partir do qual eles
ganham energia (TABAN e SAICHANA, 2017). As bactérias do &cido acético estdo
envolvidas na producdo de uma variedade de alimentos e bebidas fermentadas, incluindo
vinagre, kombuch@, cervejas lambic, kefir e nata de coco (POTHAKOS et al., 2016). Essas
bactérias também foram associadas a deterioracdo de alimentos e bebidas alcodlicas, como
cerveja, vinho, cidra e sucos de frutas (TABAN e SAICHANA, 2017).

O metabolismo respiratorio desses microrganismos €é responsavel por uma oxidacao
incompleta que acontece na presenca de etanol gerando assim acido acético, como produto
dessa oxidagdo (ROMANOA et al., 2000; ALMEIDA, 2013). Estas reacdes de oxidacdo sao
correspondentes a fermentacéo oxidativa, por envolverem a oxidagdo incompleta do alcool e a
grande quantidade acumulada dos metabdlitos formados no meio de crescimento (LU; LEE;
SCHE, 1999 apud ALMEIDA, 2013).

A enzima alcool desidrogenase (ADH) e a enzima acetaldeido desidrogenase (ALDH)
estdo localizadas na membrana citoplasmatica, com o centro ativo voltado para o exterior, e
sua atividade ndo ocorre no interior da célula, mas principalmente no espaco periplasmatico
(ADACHI, TOYAMA e MATSUSHITA, 1997). A ADH ligada a membrana tem um pH

6timo de 4, mesmo podendo ser ativa em pH mais baixo, ela é independente de nicotinamida
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adenina dinucledtido fosfato na forma oxidada (NADP+) e usa pirrologuina quinona (PQQ)
como cofator (MATSUSHITA e MATSUTANI, 2016).

A enzima ALDH tem um pH 6timo em torno de 4 e 5, porém, assim como o ADH, é
ativa em pH mais baixo e independe do NADP+. As duas enzimas possuem afinidade
diferente pelo oxigénio, sendo a ALDH mais sensivel, o que significa que pode ocorrer um
acumulo de acetaldeido se houver limitagdo de oxigénio dissolvido no meio, podendo ser
toxico para as bactérias. O ALDH pode ainda ser mais sensivel a concentracdo de etanol do
que o ADH, e assim apresentar maior acimulo de acetaldeido caso o meio tenha alto teor
alcodlico JARA CAMPOS, 2009; GERARD, 2016).

Os géneros Acetobacter, Gluconacetobacter e Komagataeibacter podem oxidar
completamente o 4cido acético a CO2 e H20 por meio do ciclo de Krebs (YAMADA et al.,
2012 citado por GERARD, 2016), porém s6 acontece quando ndo ha etanol, pois, a presenca
dele no meio pode inibir essa oxidagdo e se acredita que esta seja uma mudanca irreversivel
em seu metabolismo, pois quando o fazem ndo sdo mais capazes de oxidar o etanol
(DRYSDALE e FLEET, 1989; RASPOR e GORANOVIC, 2008). Por este motivo, €
importante que durante a elaboracdo de vinagres se mantenha uma baixa concentracdo de
etanol (0,5 - 1,0%) para que essa oxidacdo completa do acido acético previamente formado
seja evitada (MAS et al., 2014). O género Gluconacetobacter ndo possui um ciclo de Krebs
funcional, portanto, ndo € capaz de realizar esta oxidacdo completa do &cido acético
(RASPOR e GORANOVIC, 2008; GERARD, 2016).

3.4.3 Isolamento das bactérias acéticas

As bactérias acéticas fazem parte da microflora epifitica primaria de frutas, hortalicas
e flores, por isso € comum que se isole as bactérias desses substratos. Com o principal
objetivo de isolamento e identificacdo de bactérias acéticas inUmeras investigacGes foram
realizadas, por exemplo, grupos de pesquisadores dos paises do Sudeste Asiatico (Indonésia,
Tailandia e Filipinas), as isolaram de: flores, frutas, creme de coco, aglcar mascavo,
alimentos fermentados, pasta de soja etc. (YAMADA et al., 1999; KOMAGATA et al., 2014
apud GERARD, 2016). Normalmente, as espécies de Gluconobacter estdo associadas a
ambientes ricos em carboidratos, enquanto as espécies de Acetobacter podem ser encontradas
em nichos enriquecidos com alcool (RASPOR e GORANOVIC, 2008).
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A dificuldade de crescimento nos meios de cultura usuais tem sido um dos principais
problemas para o estudo das bactérias acéticas de processos fermentativos (vinhos, vinagres).
Quando as bactérias acéticas passam de um meio rico em etanol/acido acético para um meio
de cultura laboratorial que precisa desses componentes ou 0s contém em concentracGes mais
baixas, pode gerar um estresse nessas bactérias acéticas, dificultando seu crescimento em
meios de cultura usuais (GERARD, 2016).

Os meios de nutrientes para o isolamento e crescimento de bactérias acéticas podem
variar, principalmente nos tipos de fontes de carbono que estdo incluidas, pois cepas de
diferentes ambientes ou nichos diferem em suas necessidades nutricionais. Para o isolamento
e crescimento de cepas originarias de ambientes ricos em etanol e &cido acético, o uso de

meios contendo etanol e &cido acético é recomendado (GULLO e GIUDICI, 2008).

3.5 PESQUISAS RECENTES EM FERMENTACAO ACETICA

A producdo de vinagre, como foi visto anteriormente, € uma pratica bastante antiga.
Entretanto, no decorrer dos anos, diversas pesquisas continuam sendo desenvolvidas com o
intuito de desenvolver novos produtos como também aperfeicoar 0s ja existentes no mercado.
Um dos trabalhos encontrados teve como objetivo produzir vinagre de suco fermentado de
jambol&o por meio do método lento, obtendo assim uma grande atividade antioxidante e um
elevado teor de compostos fendlicos. A autora também produziu geleia mae através de
vinagres industriais para assim poder analisar suas caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas (DUTRA, 2021).

Davies et al. (2021) analisaram as varia¢fes de antocianinas totais, compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante durante a obtencdo de vinagre balsdmico de mirtilos,
demonstrando que a producdo deste tipo de vinagre pode abrir uma possibilidade de reduzir
perdas por descarte de frutos e ainda obter produtos de valor agregado com caracteristicas
saudaveis. Ja Barbosa et al. (2020) produziram um vinagre de manga através do método lento,
ou metodo de Orleans, como resultado obtiveram niveis significativos de carotenoides e
fenolicos neste vinagre.

Outra pesquisa desenvolvida por Siqueira et al. (2021) produziram vinagre a partir de
polpa de mangaba por fermentacéo alcodlica semissélida com agdo enzimética por meio da
pectinase. Além da producdo, os autores se dispuseram a investigar a composi¢ao quimica e
avaliar sensorialmente o produto final. Como resultado, viram que os parametros de cor, pH e

acidez volatil apresentaram forte influéncia no produto, e os atributos sensoriais cor e aroma
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apresentaram uma forte correlacdo positiva entre si. O produto teve uma boa aceitacdo pelos
provadores e foi comprovado o seu potencial antioxidante.

Souza (2023) realizou uma pesquisa para desenvolver vinagre de kombucha a partir de
cha de hibisco, cha verde e cha verde com abacaxi adocicados com mel, porém apos 45 dias
de fermentagdo acética, a acidez ficou abaixo da recomendada pela legislagdo. Mesmo assim,
as caracteristicas sensoriais encontradas foram satisfatorias, pois o longo tempo da

fermentacao conferiu aos produtos propriedades e sabor caracteristicos de vinagre.
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4. METODOLOGIA

4.1 MATERIA-PRIMA

Os frutos de sapoti foram adquiridos na Ceasa do municipio de Jodo Pessoa — PB, em
estagio inicial de maturacdo. Os frutos foram levados para o Laboratorio de Andlises e
Pesquisas de Bebidas Alcodlicas (LBA) do Departamento de Engenharia Quimica da UFPB, e
I4 foram deixados em temperatura ambiente (25 °C) até a maturacdo completa. Apos estarem
maduros o suficiente, foram lavados em agua corrente e sanitizados com solucéo de 50 ppm
de hipoclorito de sédio por 5 minutos, enxaguados e colocados em cestas perfuradas por 2
horas, para escoamento da agua de sanitizagdo. Os frutos secos passaram por uma selecdo
para a exclusdo dos deteriorados e seguiram para a etapa do corte e descasque, onde foram
retiradas as cascas e as sementes manualmente. A polpa do sapoti foi armazenada em freezer
(-18°C) até a realizacdo da extracdo do caldo. Os frutos, as sementes e os residuos foram

devidamente pesados para o calculo de rendimento da extragéo.

4.2 EXTRACAO DO CALDO DE SAPOTI

Para a obtencdo do caldo de sapoti foi utilizado um sistema de prensa hidraulica de
acionamento manual com capacidade de 30 toneladas, marca SKAY. Devido as caracteristicas
do material a ser extraido, foram usados sacos de algoddo forrando o interior do cilindro da
prensa. Apos a extracdo, o caldo foi filtrado com o auxilio de uma peneira comum. Retirou-se
uma aliquota para realizacdo de andlises fisico-quimicas, e o restante do caldo acondicionado
em garrafas PET (5 L) e armazenado em freezer, em temperatura de -18 °C, até o0 momento da

realizacdo da fermentacgdo alcodlica.

4.2.1 Clarificacdo do caldo de sapoti

O processo de clarificacdo do caldo de sapoti foi realizado em maio de 2022 no LBA,
utilizando gelatina incolor. Em um béquer foi adicionado 1 L de caldo de sapoti junto com
aproximadamente 1 g de gelatina sem sabor, a temperatura ambiente (25 °C). Para evitar a
formagéo de grumos, a mistura foi agitada com um bastdo de vidro. Em seguida, a solugéo
ficou em repouso por 40 minutos, para depois ser filtrada com funil e papel de filtro. O
liquido filtrado foi armazenado em uma temperatura de aproximadamente -18 °C até que
fosse realizada a analise de pectina (ARAUJO e COSTA JUNIOR, 2018).
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4.2.2 Andlise de pectina do caldo de sapoti

A analise de pectina foi realizada nos laboratorios de Analises e Pesquisas de Bebidas
Alcodlicas (LBA), do Departamento de Engenharia Quimica; de Tecnologia de Alimentos
(LTA) e de Engenharia de Alimentos (LEA), do Departamento de Engenharia de Alimentos,
todos da UFPB. A anélise foi feita no caldo clarificado e no ndo clarificado, de acordo com a
metodologia de Aradjo e Costa Janior (2018). Para se obter a porcentagem de pectato de

calcio presente na amostra foi necessario a utilizagdo da Equacéo 4.1.

L. Peso do pectato de calcio x 600 x 100
% Pectato de calcio =

(4.1)

mL do filtrado tomado x peso da amostra

Apos a realizagdo das anélises nos caldos clarificados e ndo clarificados, foi realizada
uma comparacdo da pectina encontrada nos caldos e em outros trabalhos que utilizaram a

mesma metodologia, para avaliar a viabilidade do processo de clarificacdo neste trabalho.

4.3 OBTENCAO DAS BACTERIAS ACETICAS

Para a obtencdo das bactérias acéticas usadas para produzir o vinagre foram realizados
varios testes preliminares utilizando dois tipos de fermentado alcoolico, um de sapoti e outro
de abacaxi. A Figura 4.1 apresentaram os testes que foram realizados antes de escolher a

melhor forma de isolamento.

Figura 4.1 — Testes preliminares utilizados para determinar o melhor isolamento e 0 método
da fermentacéo acética

Isolamento de bactérias acéticas

Ll Meio KVS1

Meio KVS2
25% Isolado de kombucha
+ 75% fermentado de
sapoti

Meio SVA
50% meio SVS + 50%
fermentado de abacaxi

Pedacos de sapoti + 13% Wl 550, 1ootado de Fombucha
+75% fecmentado de
sapoti

fermentado de sapoti +
25% vinagre sem
conservante

Fermentagio alcodlica

Fermentacio alcoélico de sapoti

= 4 Biorreatores de polietileno
= 6L de caldo de sapoti em cada
= 24°C
Fermentagdo acética 2 SGC”W"»W;SL bayanus - 0.5

Fermentador didatico (KVA)
72% fermentado de abacaxi
26% isolado de kombucha (kKVS1)
- com aeragdo

Fermentacio alcoélico de abacaxi
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30% isolado de sapoti (SVS)
- modo automatico por motor
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Fermentador Tec-Bio V 7,5L l

- sem aeragio (parado) = 8L de caldo de abacaxi

= 30°C
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Apo0s os testes preliminares, a optou-se por utilizar as bactérias acéticas que foram
obtidas de duas formas, pelo isolamento das bactérias naturais do proprio sapoti, e pela
utilizacdo de bactérias provenientes de kombucha, produzida de forma caseira. O processo foi
realizado no Laboratorio de Produtos Fermentados e Destilados (LPFD) e no Laboratoério de
Anélises e Pesquisas de Bebidas Alcodlicas (LBA), ambos do Departamento de Engenharia
Quimica da UFPB.

Para a realizacdo deste experimento, utilizou-se um fermentado de sapoti com teor
alcoolico de 8 °GL, obtido em trabalhos anteriores no LBA, como fonte de nutrientes para o
desenvolvimento dessas bactérias. Foram feitos dois tipos de meio de cultura, um com o
isolado de kombucha (KVS1) e outro com pedagos de sapoti com casca (SVS). Para a
obtencdo do meio KVS1 foi utilizado 75% de fermentado de sapoti e 25% do isolado de
kombucha obtido em testes preliminares que continha uma mistura de sais, etanol e vinagre
de macé industrial. Para o meio SVS, foram adicionados 75% de fermentado de sapoti, 25%
de vinagre de macé industrial e pedagos de sapoti com casca. Na Figura 4.2 séo exibidos os

dois meios produzidos utilizando o fermentado de sapoti.

Figura 4.2 — Meio de cultura com isolado de kombucha (KVS1) e com pedagos de sapoti
(SVS)

Para controle do processo, foram realizadas analises de acidez total e pH (1AL, 2008)
em todos os meios. O controle do SVS se deu em duas etapas, a primeira durou 56 dias, sendo
realizadas 5 coletas nesse periodo. Apdés um més do fim da primeira etapa, se iniciou a
segunda que durou ao todo 16 meses. Eram feitas coletas 3 vezes no més, e pela longa



34

duracdo do processo, optou-se por utilizar a média da acidez total dessas coletas no resultado.
Com relacdo ao meio KVS1, para o controle foram feitas 4 coletas.

Por questdes de contaminacdo, foi necessaria a obtencdo de um novo meio de cultura
utilizando isolado de kombucha (KVS2) que tinha na sua formulacdo apenas o fermentado de
sapoti (83,3%), agora obtido da fermentacédo alcodlica do sapoti descrito no item 4.5, e 16,7%
de um isolado de kombucha caseira. O controle do processo deste meio durou 106 dias, sendo

coletados amostras para analise de acidez total e pH a cada 5 ou 6 dias por més.

4.5 FERMENTACAO ALCOOLICA DO CALDO DE SAPOTI

A fermentacdo alcoodlica do caldo de sapoti foi realizada em quatro biorreatores de
polietileno, com capacidade de 6 L/cada, em temperatura controlada (24 °C) e em sistema de
batelada. Em cada biorreator foi adicionado 5 L de caldo de sapoti. A levedura utilizada foi a
Saccharomyces bayanus da marca RED STAR numa quantidade de 0,5 g/L, conforme
recomendacdo do fabricante. Foi realizado um acompanhamento cinético do processo
fermentativo dos biorreatores a cada dois dias inicialmente, determinando o0s seguintes
pardmetros: solidos sollveis totais (°Brix), utilizando um densimetro apropriado para 100 mL
de amostra; pH, utilizando um pHmetro de bancada modelo mPA-210 da marca MS
Tecnopon; acidez total por titulacdo, utilizando metodologia descrita por 1AL (2008); teor
alcodlico (°GL), utilizando um ebulidémetro, acucares redutores (AR), aclcares totais (ART) e
acucares nao redutores (ANR), determinados pelo método DNS (&cido 3,5-dinitro salicilico)
descrito por Miller (1959); e concentracdo de biomassa (g/L), utilizando metodologia descrita
por Florentino (2006), no inicio e no final da fermentacdo. A fermentacdo se encerrou quando
o0 teor alcodlico dos mostos se estabilizou. Finalizado o processo fermentativo, 0s
sobrenadantes foram separados da parte sélida por decantacdo e armazenados em freezer

numa temperatura de -18°C para a fermentacao acética.

4.6 FERMENTACAO ACETICA

Diante dos testes preliminares realizados, optou-se pela utilizacdo do método lento, ou
método de Orleans, para a realizacdo da fermentacdo acética. Para este fim, foram utilizados
dois biorreatores de polietileno com capacidade de 8 L (Figura 4.3), onde colocou-se 75% de

fermentado alcodlico de sapoti e 25% de indculo a temperatura ambiente.
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Figura 4.3 — Biorreatores de polietileno usados para a fermentacéo acética

Em um biorreator se utilizou um indculo de bactérias de uma kombucha cedida por
um produtor artesanal (KVS2), e no outro biorreator foi adicionado um in6culo de bactérias
obtidas do préprio fruto do sapoti (SVS). As amostras eram recolhidas duas vezes na semana
para a analise de acidez total, pH e teor alcoolico. Apds o vinagre apresentar um teor
alcodlico abaixo de 1 °GL e ultrapassar 4% de teor acético, ele foi retirado do biorreator,
filtrado a véacuo (Figura 4.4), engarrafado em garrafas previamente sanitizadas (Figura 4.5) e

pasteurizado para a realiza¢do da caracterizagdo do produto.

Figura 4.4 — Filtracdo a vacuo do vinagre de sapoti
Ll =5 ;
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Figura 4.5 — Processo de engarrafamento do vinagre de sapoti

4.7 PASTEURIZACAO

A pasteurizacdo foi realizada em garrafas de vidro hermeticamente fechadas.
Inicialmente as garrafas foram colocadas em equipamento banho maria na temperatura de 65
°C por 30 minutos (Figura 4.6). Apos esse periodo, as garrafas foram imersas em banho de
gelo (0 °C) (Figura 4.7).

Figura 4.6 — Garrafas no banho maria
\ | ew———
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Figura 4.7 — Garrafas no banho de gelo

4.8 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DA MATERIA-PRIMA E DOS PRODUTOS

O caldo de sapoti e os fermentados alcodlicos foram caracterizados quanto aos
seguintes parametros: acidez total, sélidos sollveis totais (SST), agucares redutores (AR),
acucares redutores totais (ART) e acUcares ndo redutores, pH. A analise da atividade
antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS e a dos compostos fenolicos totais foi
realizada apenas no caldo e no fermentado acético.

Os fermentados acéticos obtidos foram caracterizados quanto a acidez total, acidez
fixa, acidez volétil, pH, teor alcoodlico, extrato seco reduzido, agucares redutores, agucares
redutores totais, actcares ndo redutores, densidade relativa, sulfato de potéssio e cinzas para
verificar se eles atendiam as especificagdes da legislacdo vigente (BRASIL, 2012).

As metodologias utilizadas estdo apresentadas na Tabela 4.1. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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Tabela 4.1 — Metodologias utilizadas para caracterizacdo da matéria-prima e dos produtos

obtidos.

Andlise

Metodologia

Acidez Total
Acidez Volatil
Acidez Fixa
pH

Teor alcoodlico

Solidos Solaveis Totais (SST)

Acucares redutores (AR), acucares
redutores totais (ART) e agUcares nao
redutores

Atividade Antioxidante

Compostos Fenolicos Totais
Extrato seco reduzido
Densidade relativa

Sulfato de Potassio

Cinzas

Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008)
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008)
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008)
Leitura direta em pHmetro de bancada
Ebuliometria

Leitura direta em refratdbmetro de campo,
previamente calibrado

Método DNS (&cido 3,5-dinitro salicilico)
descrito por Miller (1959)

Método DPPH, de acordo com Silva Janior
et al. (2021); Método FRAP descrito por
Benzie e Strain (1996);

Método ABTS pelo método de Saimaiti et
al. (2022)

Slinkard e Singleton (1977)

BRASIL (2005)

BRASIL (2005)

BRASIL (2005)

Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008)

4.9 ANALISE MICROBIOLOGICA

Para a analise de coliformes totais e termotolerantes foram utilizados 10 mL da
amostra de vinagre e mais 10 mL de amostra neutralizada, com o objetivo de verificar a
presenca de coliformes totais e termotolerantes, em uma diluicio de até 1073, A primeira etapa
da andlise era o teste presuntivo, onde a partir da formacdo ou ndo de gases e turvacgdo, era
possivel ter uma suspeita da presenca de coliformes totais e termotolerantes. Apds esta etapa,
foi feita uma confirmacgédo da contaminagdo na amostra, como mostra a Figura 4.8 (HUNT e
RICE, 2005). Como as amostras analisadas eram &cidas, foi realizada uma neutralizacdo em

uma delas para verificar a influéncia da acidez no experimento.
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Figura 4.8 —Analise de coliformes totais e termotolerantes
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4.10 ANALISE SENSORIAL DO VINAGRE

Avaliou-se, por meio de alfaces frescas, as caracteristicas sensoriais do vinagre de
sapoti e de um vinagre comercial de maca.

Foram recrutados julgadores de ambos 0s géneros, a eles foi apresentado um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE G), norteado pela Resolucdo n° 466, de 12
de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude (CNS), autorizando sua participacao
voluntéria na pesquisa, informando sobre a natureza desta, objetivos, finalidade, riscos
potenciais e/ou incébmodos. Foi adotado como critério de selecdo dos julgadores a
disponibilidade e o interesse em realizar o teste, pois nem todos eram consumidores de
vinagre de fruta.

A anélise sensorial foi realizada utilizando testes de aceitacdo e intencdo de compra
com 57 julgadores ndo treinados. Para o teste de aceitagdo foram analisados os atributos cor,
aroma, sabor, acidez, e aceitacdo global, utilizando-se uma escala hedonica estruturada de 9
pontos (APENDICE H), variando de uma extremidade a outra desde “gostei muitissimo” com
nota igual a 9 a “desgostel muitissimo”, com nota igual a 1, com a mediana de “nem gostei,

nem desgostei” (DUTCOSKY, 2011).
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Além da atribuicdo de notas para cada amostra, os julgadores responderam sobre a
atitude em adquirir os produtos. Para avaliagdo dessa atitude foi utilizada a escala estruturada
de 5 pontos, na qual 5 representa a nota maxima “"compraria” e 1 representa a nota minima
“ndo compraria”, empregando os procedimentos descritos para analise sensorial
(DUTCOSKY, 2011).

O teste foi realizado com prévia aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos (CAAE — 70386523.9.0000.5188), para atender as exigéncias éticas e cientificas
dispostas na Resolucdo 466/ 2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS, 2012) (ANEXO A).

4.11 AVALIACAO ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados das determinacGes foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey a um nivel de confianca de 95%. Os dados foram expressos como media +

desvio padrdo. Foi utilizado o pacote estatistico Statistica®, versdo 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO SAPOTI

Na Tabela 5.1 estdo os valores do peso dos frutos apds amadurecimento, da polpa, das
sementes e dos residuos, que incluem cascas e frutos descartados. Inicialmente, tinha-se
47,811 kg de sapotis, e ap0s o corte, 0 descasque e a retirada das sementes, obteve-se 31,939
kg de polpa de sapoti. A quantidade de residuos foi bastante elevada (15,109 kg) pois grande
parte dos frutos apresentou caracteristicas impréprias para utilizacdo, sendo alguns maduros
ou verde demais. O rendimento do processo de corte e descasque foi de 66,8%, valor abaixo
do encontrado por Cavalcante (2022) (77,02%) e Neves (2021) (78,99%), ambos realizados
no mesmo laboratério, LBA. Esse baixo rendimento pode ter sido causado pela quantidade

excessiva de frutos descartados, resultado do amadurecimento descontrolado dos frutos.

Tabela 5.1 — Rendimento dos componentes do sapoti

Parametros Massa (kg) Rendimento (%)
Massa dos frutos 47,811 -
Massa da polpa 31,939 66,80
Massa das sementes 0,763 1,60
Residuo 15,109 31,60

5.2 CARACTERIZACAO DO CALDO DE SAPOTI

Logo apds a extracdo foram obtidos 18,06 L de caldo de sapoti com um SST de 27
°Brix. Com base em uma fermentacdo preliminar realizada com sapoti decidiu-se diluir o

caldo para o SST 23 °Brix por meio da Equacdo 5.1:

V= Bexve
a— p
d

—V (5.1)

Em que:

Va = volume de agua a ser adicionada (L)
V.= volume do caldo (L)

Bd= SST do caldo desejado (°Brix)

B = SST inicial do caldo (°Brix)
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Ao realizar o célculo, viu-se que seria necessario adicionar 3,14 L de &gua ao caldo
para que ele chegasse a um SST de 23 °Brix. Portanto, ao final da dilui¢do obtiveram-se 21,2
L de caldo com 23,2 °Brix. Por meio da Tabela 5.2 é possivel observar os principais

parametros do caldo de sapoti.

Tabela 5.2 — Caracterizagdo do caldo de sapoti

Parametros Média £ gesvio Minimo Legislacéo
padréo (BRASIL, 2018)

pH 4,750 £ 0,01527 5,5

SST (°Brix)* 23,200 = 0,0000 16,0

Acidez total (g/100g de acido citrico) 0,370 = 0,0000 0,2
Acucares redutores (g/100 mL) 19,754 + 7,3560 -

Acucares redutores totais (g/100 mL) 17,185 + 3,2146 11,0
CFT (mg EAG/100 mL)* 17,203 £ 7,4844 -
AA — DPPH (UM Trolox/100 mL)* 15,164 + 1,7543 -
AA — FRAP(UM Trolox/100 mL)* 58,758 +2,9171 -
AA — ABTS (UM Trolox/100 mL)* 71,711 + 11,7137 -

*SST = s6lidos sollveis totais. CFT = compostos fendlicos totais. AA = atividade antioxidante

O valor de pH do caldo foi 4,75, sendo mais baixo que o valor minimo exigido por
Brasil (2018). Cavalcante (2022) obteve um valor de pH parecido, 4,97 para caldo de sapoti,
valor bem abaixo do encontrado por Santos et al. (2020) nas polpas de sapoti (pH 6,65) e mais
préximo ao de Soares (2018) que também na polpa de sapoti encontrou um pH de 5,55.
Quanto ao valor de solidos soltveis totais (SST), o caldo deste trabalho apresentou, apds a
diluicdo, um valor de 23,2 °Brix. Antes da diluicdo o SST do caldo de sapoti era 27 °Brix,
semelhante ao de Cavalcante (2022) que foi 26,2 °Brix no caldo de sapoti, ambos maiores que
0 minimo indicado na legislacdo (16 °Brix). Santos et al. (2020) obtiveram um SST de 13,0
°Brix na polpa de sapoti enquanto Soares (2018) encontrou no mesmo fruto um valor de 20,2
°Brix. O valor dos solidos soluveis € de extrema importancia porque pode indicar se o fruto é
muito agucarado, o que vai influenciar no processo de fermentagéo.

A andlise de acucar realizada pelo método DNS apresentou erro, pois o valor de ART
mostrou-se menor que o valor de AR, com relacdo ao caldo e a cinética da fermentacéo,

mantendo este comportamento apos inimeras repeticdes. Uma das hipoteses é que o caldo de
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sapoti tenha praticamente so agUcares redutores, pois a quantidade dele parece ser semelhante
a de acucar total. Outra hipdtese é que pode ter ocorrido um erro na andlise de agUcar total na
etapa de hidrdlise, o acido cloridrico adicionado com o intuito de hidrolisar a amostra pode ter
sido evaporado com os tubos abertos, prejudicando o processo e influenciando no valor final.
Uma solucéo seria fechar os tubos na etapa do aquecimento para evitar evaporacao.

O valor dos compostos fenolicos totais € um balanco das substdncias de todos 0s
compostos que formam as subclasses dos compostos fendlicos em uma amostra. O teor
presente no caldo de sapoti foi de 17,2035 mg EAG/100 mL, um pouco mais elevado que o
obtido por Cavalcante (2022) em caldo de sapoti extraido da mesma forma, por meio de
prensa hidraulica (11 mg EAG/100 mL), e muito menor que o que Lim, Rabeta e Uthumporn
(2018) obtiveram ao avaliar o suco de sapoti (46,98 mg EAG/100 mL). Morais (2018)
também realizou a andlise de compostos fenolicos totais na polpa do sapoti, encontrando
valores entre 9,86 e 16,24 mg EAG/100 mL. O presente trabalho, Morais (2018) e
Calvalcante (2022) analisaram frutos de sapoti originarios da regido Nordeste do Brasil,
enquanto Lim, Rabeta e Uthumporn (2018) utilizaram sapotis da regido de Kuala Kurau na
Malasia, o que pode influenciar nas caracteristicas do caldo.

A atividade antioxidante determinada por meio do método de sequestro do radical
DPPH foi de 15,164 uM Trolox/100 mL, enquanto Morais (2018) e Cavalcante (2022)
obtiveram no sapoti valores de 12,6 puM Trolox/100 g e 6,012 pM Trolox/100 g,
respectivamente, onde o valor encontrado por Morais (2018) foi semelhante ao deste trabalho
com o caldo do sapoti, ja Cavalcante (2022) encontrou um teor de atividade antioxidante
muito elevado por este método.

Pelo método FRAP, a atividade antioxidante foi 58,758 UM Trolox/100 mL para o
caldo de sapoti, enquanto Morais (2018) obteve 52,64 uM Trolox/100 mL na polpa de sapoti,
valores bastante parecidos. Cavalcante (2022) encontrou valores bastante elevados (42,894
MM Trolox/100 mL) no caldo de sapoti, comparados aos de Morais (2018) e aos deste
trabalho. Pelo método ABTS o valor da atividade antioxidante do caldo do sapoti foi maior
gue o obtido pelos outros métodos, chegando a 71,711 uM Trolox/100 mL, enquanto
Cavalcante (2022) com polpa de sapoti obteve 46,203 uM Trolox/100 g.

Foi possivel obter, em percentagem de pectato de calcio, a quantidade de pectina
presente no caldo de sapoti. Apds toda a analise descrita no item 4.4.2, obteve-se, em um
papel de filtro seco em estufa a 105 °C por 12 horas, uma camada gelatinosa seca de cor

amarela, tanto na amostra clarificada (Figura 5.1) quanto na néo clarificada (Figura 5.2).
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Figura 5.1 — Amostra clarificada de caldo de sapoti apds anélise de pectina

A amostra que era proveniente de caldo ndo clarificado era um pouco mais turva que a
outra, e nas Figuras 5.1 e 5.2 é possivel notar uma diferenca na concentragdo do gel,
indicando que a amostra ndo clarificada possuia mais pectina que a clarificada. Entretanto, s6
foi possivel ter a certeza apds a aplicacdo da Equacdo 4.1, em que séo utilizados a massa da
amostra (Tabela 5.3) apds secagem, a quantidade de caldo usado e a quantidade de amostra

filtrada que foi tomada.
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Tabela 5.3 — Massa das amostras clarificadas e n&o clarificadas de caldo de sapoti

Nao clarificada

Amostras Massa papel Massa final Massa da amostra
1 1,88 2,03 0,15
2 1,87 2,07 0,20
3 1,84 2,02 0,18

Clarificada

Amostras Massa papel Massa final Massa da amostra
1 1,91 2,02 0,11
2 1,89 1,95 0,06
3 1,90 2,01 0,11

Observando o peso da amostra ja € possivel comparar que a amostra clarificada, nas
trés medicdes, apresentou um peso menor que a amostra ndo clarificada. Com a aplicacdo da
Equacédo 4.1 obteve-se o resultado observado na Tabela 5.4, onde foi comprovado que na
amostra ndo clarificada encontrou-se uma quantidade maior de pectato de célcio, chegando a

0,9815 %, enquanto a clarificada obteve 0,5324 % de pectato de calcio.

Tabela 5.4 — Quantidade de pectato de calcio nas amostras clarificadas e nédo clarificadas de
caldo de sapoti

Amostra % Pectato de calcio
Nao clarificada 0,9815+0,14
Clarificada 0,5324 +0,18

Sebastido (2015) em seu trabalho determinando pectina na polpa de aracad amarelo por
meio da mesma metodologia usada neste trabalho, obteve um valor de 0,64 % de pectato de
calcio, inferior ao obtido nas amostras ndo clarificadas do caldo de sapoti e superior as
amostras clarificadas. Ja Damiani (2009) obteve 0,72 % de pectina na polpa de araca, valor
superior a Sebastido (2015) e inferior a este trabalho. Ambos os autores consideraram seus
valores de pectato satisfatérios, comparados a Rodrigues (2009), que obteve 4,61 % de
pectina no mesmo fruto que eles utilizaram.

Torres, Queiroz e Figueirédo (2003) utilizaram a mesma metodologia para identificar
a presenca de pectina em polpas de umbu caja com teor de solidos sollveis variados. Com 21
°Brix a polpa de umbu caja possui uma quantidade de 0,8525 % de pectato de calcio, superior
a amostra clarificada e inferior a ndo clarificada de caldo de sapoti. Ja com 24 °Brix, que € 0
gue mais se aproxima do SST do caldo de sapoti deste trabalho (23 °Brix) apresentou 1,0005

% de pectato de calcio, valor superior as duas amostras de caldo de sapoti, tanto a clarificada



46

quanto a ndo clarificada. Portanto, quanto maior a concentracdo de sélidos solUveis maior é
quantidade de pectina nas amostras.

Comparando os valores encontrados neste trabalho com o desenvolvido por Rodrigues
(2009) trabalhando com a polpa de araca (4,61 % de pectato de célcio), considerou-se baixo o
valor do pectato de calcio das amostras clarificadas e ndo clarificadas, ndo apresentando

necessidade de realizar o processo de clarificagdo em todo o caldo de sapoti para 0 processo
de fermentacao.

5.3 OBTENCAO DAS BACTERIAS ACETICAS

5.3.1 Testes preliminares

De acordo com o que foi descrito pela Figura 4.1, foram realizados testes preliminares
do isolamento de bactérias acéticas e de métodos de fermentacdo acética. O primeiro
isolamento foi utilizando a adicdo de nutrientes, onde os teores acéticos dos meios
apresentaram o comportamento a seguir.

Figura 5.3 - Teor acético dos meios de cultura com kombucha, vinagre e com pedacos de
sapoti
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Este acompanhamento durou 22 dias e foi visto que nem o meio com sapoti nem o que
continha somente vinagre apresentou a formacdo de camada de celulose, diferente do meio

que continha kombucha, que logo nos primeiros dias de observacdo mostrou a formacéo da
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célula mae, caracteristica do produto. Os sais utilizados para a obtencdo do meio de cultura
deste teste sdo de origem laboratorial, e ndo foram idealizados para serem usados como
nutrientes para alimentos. Isto pode ter sido a causa da nao sobrevivéncia dos microrganismos
que estavam sendo cultivados, exceto o que continha kombucha.

Tendo em vista os resultados apresentados pelo meio com kombucha, que mostrou
uma boa capacidade de crescimento e formagdo da camada de celulose, decidiu-se manter o
experimento com este meio para a inoculacdo em fermentado de sapoti para obtencdo do
vinagre e descartou-se 0s meios com apenas vinagre e com pedacos de sapoti.

Para a realizag8o dos testes também foi realizada uma fermentagdo alcodlica de caldo
de abacaxi, que durou 19 horas e obteve um teor alcodlico de 7,4 °GL. O teste de isolamento
que utilizou este fermentado alcodlico foi o teste SVA, que continha também o meio SVS,
obtido com pedacos de sapoti. No decorrer do controle do teor acético (Figura 5.4) foi
observado um potencial meio para isolar bactérias acéticas pois houve um aumento nos
valores da acidez total com relagdo aos outros testes. O teor acético apresentou um grande
crescimento, chegando até o valor de 4,7515%, mostrando que as bactérias que estavam sendo

cultivadas no isolamento SVS tinham potencial para produzir vinagre a 4%.
Figura 5.4 — Teor acético do isolado de sapoti com fermentado de abacaxi (SVA)
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Como o objetivo do trabalho é o isolamento de bactérias acéticas do préprio sapoti
com fermentado de sapoti, os testes feitos com o fermentado de abacaxi, obtido para
aprimorar o aprendizado do processo de fermentagdo, ndo serdo usados para a producdo do

vinagre de sapoti, mesmo apresentando 6timos resultados.
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Com relacdo as metodologias de fermentacdo acética foram testadas duas. A primeira

utilizou um biorreator didatico contendo bactérias da kombucha e fermentado alcodlico de

abacaxi (KVA). Em nenhum dos dias de coleta o teor acético chegou em 2%, Quando a

acidez comecava a diminuir, era adicionado uma quantidade de cachaca com 40% (v/v) no

fermentador, para que o teor alcoolico chegasse a 7%. Assim, nestes momentos, o teor acético

voltava a subir, mas passando aproximadamente dois dias, voltava a cair. A Figura 5.5 mostra

0 comportamento da acidez total durante a fermentacao acética neste biorreator aerado.

Figura 5.5 — Acidez Total (% de acido acético) durante fermentacao acética do isolado de
kombucha (KVS1) e fermentado alcodlico de abacaxi (KVA), com aeracdo
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Um teste também foi realizado com o KVA sem aerag¢do, em um recipiente de vidro, e

viu-se que os valores de teor acético apresentaram um crescimento consideravel, chegando a

um valor de 3,7177 %. A Figura 5.6 mostra o comportamento da curva do teor acético, com

poucas quedas e muito crescimento.
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Figura 5.6 — Teor acético durante fermentacéao acética do isolado de kombucha (KVS1) e
fermentado alcodlico de abacaxi (KVA), sem aeragédo
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O outro teste de fermentacdo acética foi utilizando o biorreator Tec-Bio V 7,5L. O
equipamento foi utilizado primeiramente no modo automatico por motor, onde era necessario
adicionar um valor de referéncia para a saturacdo do oxigénio, sendo para este experimento
um valor de 100% de saturacdo. O motor era ligado e a agitacdo iniciava a medida que esse
valor de oxigénio sofria modificacdes no decorrer do processo. O teor do oxigénio (%) e da
agitacdo causada pelo motor (rpm) podem ser encontradas no APENDICE C.

O experimento realizado neste modo néo obteve a evolugdo que estava sendo esperada
pois a acidez total se manteve estavel durante todo o processo como € possivel observar nos
valores apresentados no APENDICE D e no gréfico da Figura 5.7, onde a acidez total do
modo automatico por motor é comparada com a acidez obtida no modo automaético por

valvula.
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Figura 5.7 — Comparagéo entre o0 comportamento da acidez total durante a fermentacéo
acetica do caldo de sapoti e isolado de bactéerias do préprio sapoti (SVS), utilizando
Biorreator Tec-Bio V 7,5 L, no modo Automatico por motor (AM) e Automatico por Valvula
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No modo Automaético por valvula, a rotacdo do motor € predeterminada, e a entrada de
ar € controlada por uma valvula que é aberta sempre que é necessario, relacionada com a
pressdo dentro do biorreator. Ainda na Figura 5.7 observa-se que no primeiro modo a acidez
se manteve constante, chegando a um valor de 3%, e no segundo modo houve bastante
instabilidade, necessitando de uma adicdo de 2 L de fermentado alcodlico de sapoti no
tratamento T12.

Ao final do teste foi visto que as bactérias do sapoti ndo conseguiram se adaptar em
ambiente sob agitacdo, e provavelmente conseguem se adaptam melhor em um ambiente
parecido com o que elas foram isoladas. As bactérias podem ter morrido também gracas a
presenca dos metais do biorreator, pois as bactérias sdo sensiveis a metais pela reacdo de
oxirreducdo. Por este motivo, optou-se por realizar uma fermentacdo acética parada em um

biorreator, do mesmo modo que essas bactérias foram obtidas.

5.3.2 Obtencdo das bactérias do proprio fruto sapoti (SVS)

Na fase inicial a acidez total deste meio era 3,3328% e foi diminuindo até 2,5145% no
56° dia. Na Tabela 5.5 estdo apresentados os valores de acidez total titulavel do meio SVS
nesta primeira fase do isolamento.
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Tabela 5.5 — Acidez total do meio SVS na primeira fase do isolamento

Dia Acidez Total Titulavel (%)
1 3,3328 + 0,035

10 2,5145 + 0,060

13 2,9935 + 0,060

50 2,9536 + 0,035

56 2,5145 + 0,060

A segunda etapa do isolamento se iniciou um més apos o término da primeira fase e
durou ao todo 450 dias, de agosto de 2022 até novembro de 2023. Foram realizadas nesta
etapa as andlises de acidez total titulavel e pH para o controle da acidez do meio. Antes da
primeira andlise, o meio foi alimentado com uma quantidade de fermentado de sapoti
correspondente a 20% do volume total do indculo presente no recipiente, apresentando uma
acidez total de 2,4851% e um pH de 3,41. De acordo com a Figura 5.8, que apresenta o
comportamento das médias da acidez total (%) nos meses de agosto de 2022 a novembro de
2023, é possivel observar que do més 1 (2,4950%:+0,0450) ao més 2 (1,9085%z+0,1136)
houve uma queda na acidez que foi causada pela falta de acompanhamentos cinéticos,
responsaveis por identificar quando o meio necessita de alimentacdo. Pela provavel falta de
alcool no meio durante este periodo, as bactérias presentes acabaram consumindo o acido

acético produzido por elas mesmas e o valor da acidez caiu.

Figura 5.8 — Comportamento da acidez total do meio SVS em 16 meses
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Do 5° a0 6° més houve mais uma queda nos valores de acidez do meio, pois no més 5

foi realizada uma troca de recipiente que armazenava o indculo. Esta mudancga aconteceu com
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0 objetivo de aumentar o volume do indculo para a realizacdo da fermentacdo acética, que
necessitaria de uma quantidade maior de indculo. A adicdo de mais fermentado de sapoti ao
meio fez com que houvesse uma diluicdo, diminuindo assim a acidez do inéculo.

Do 2° a0 9 ° més, o comportamento da acidez foi, em sua maioria, de forma crescente,
alcancando no 5° més um valor de acidez total superior total ao que é exigido na legislacéo
(4,2147% + 0,4236). A acidez média mais alta obtida foi no 9° més, chegando a 7,3260% =+
0,9727. Como este valor estava muito acima do indicado na legislacdo, realizou-se uma nova
diluicdo para que a acidez total do inoculo ficasse entre 4 e 6%, por este fato, a partir do 10°
més € notdrio uma diminuicdo na média de acidez do inéculo.

Ainda no 10° més foi iniciada uma fermentacdo acética testando um biorreator da
marca Tec-bio V 7,5L. Para a realizacdo deste teste preliminar usou-se uma quantidade
elevada de in6culo SVS. Segundo a Figura 5.8, depois do 10° més um decréscimo foi
observado, devido as alimentacGes realizadas com o intuito de manter o alcool no meio e
aumentar o volume do indéculo para um novo teste de fermentacdo acética. Somente ap6s o
14° més é possivel notar um aumento na acidez, sendo esse crescimento mais lento do que os
observados nos outros meses. No 12° més, o desvio padrdo da acidez foi bastante elevado
chegando a 2,4950, pois foram realizadas apenas trés coletas que variaram muito entre si
(1,1531%); 3,6381%; 6,1431%). Na Figura 5.9 podem ser observadas todas as analises feitas a
partir do 12° més até o0 16° més (expressas em dias), para melhor compreensédo da evolucédo da
acidez do meio SVS neste periodo.

Figura 5.9 — Variacdo da acidez total do meio SVS de julho a novembro de 2023
7,0000
6,0000
5,0000
4,0000

3,0000

Acidez total (%)

2,0000
1,0000

0,0000
330 346 350 382 387 392 395 399 403 407 410 413 417 421 427 431 438 450

Tempo (dias)



53

Na primeira coleta do 14° més (Dia 382) houve uma diluigdo exacerbada do meio com
0 objetivo de aumentar o volume do in6culo em vista da realizacdo de outra fermentacéao
acetica, isto fez com que a acidez total do meio caisse bastante de 6,1431% para 1,0139%,
possivelmente sobrecarregando o meio de cultura com alcool e gerando um crescimento lento
da acidez total até o 450° dia (16° més). Os valores da acidez total e do pH das coletas durante
0s 16 meses estdo dispostos no APENDICE A.

Por uma questdo de prazos, ndo foi possivel esperar que a acidez total do indculo
atingisse novamente os 4%, para assim ser utilizada na fermentagcdo acética. Portanto o
indculo feito com fermentado de sapoti e bactérias do proprio sapoti (SVS) permanece
disponivel para a utilizacdo em trabalhos futuros.

5.3.2 Obtencdo das bactérias acéticas de kombucha

Uma das formas de obtencdo das bactérias acéticas para a elaboracdo do vinagre de
sapoti foi por meio de indculos de kombucha, bebida que é obtida através da simbiose de
leveduras e bactérias acéticas, para que o agucar presente seja transformado em &lcool e ao
mesmo tempo parte do alcool produzido se torne &cido acético. Sabendo da presenca de
bactérias acéticas em sua composicdo, optou-se por retirar uma aliquota de uma kombucha,
produzida no laboratério LPFD, para juntamente com o vinagre de maca da marca Almaromi
e uma quantidade de nutrientes sintéticos, fosse possivel obter um meio de cultura para as
bactérias presentes na aliquota da kombucha. A descricdo deste teste inicial estd no item 5.4
sobre os testes preliminares.

Como as bactérias da kombucha conseguiram se desenvolver bem no meio sintético,
optou-se por coletar 50 mL deste meio de kombucha obtido nos testes preliminares para
adiciona-lo em um recipiente com 150 mL de fermentado de sapoti, visto que era mais viavel
utilizar o fermentado alcodlico do proprio fruto como fonte de nutrientes, pela riqueza da
microbiota das frutas. No dia 17, o meio de cultura com fermentado de sapoti e bactérias da
kombucha (KVS1) obteve uma acidez total de 3,7319%, porém apds a segunda medicéao
sofreu uma contaminacdo, pela Drosophila melanogaster que entrou no recipiente onde
estava acontecendo o isolamento e, por isso, o0 material foi descartado ap6s o 26° dia.

Foi necessario realizar uma nova inoculacéo, nas mesmas proporgdes (25% de indculo
e 75% de alcool), agora com bactérias de kombucha caseira, para avaliar o desenvolvimento
destas bactérias com o fermentado de sapoti. Logo apos a inoculagéo, a acidez total do meio
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de kombucha com fermentado de sapoti (KVS2) era de 0,4175% e o pH era de 3,91, como
mostra 0 APENDICE E.

Do 9° dia ao 18° dia houve um o6timo crescimento, a acidez total subiu quase 2%,
chegando nos 4% exigidos pela legislacdo no dia 31 (4,3936%). Por 22 dias a acidez total se
manteve na faixa dos 4%, voltando a cair a partir ap6s o 53° dia. O comportamento da acidez
durante o periodo do isolamento é demonstrado na Figura 5.10.

Figura 5.10 — Acidez total do indculo KVS2
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Observando a Figura 5.10 é possivel notar a elevacdo da acidez nos primeiros dias, a
estabilidade do dia 31 ao dia 53 onde a acidez se manteve em torno de 4%, e ainda é
apresentado um decaimento entre o dia 57 e o dia 82. Pela falta de alimentagdo do meio com
alcool, as bactérias presentes comecaram a consumir o acido acético que elas mesmas
produziram, é por este motivo que os valores de acidez total cairam. Observando essa queda,
foi realizada uma alimentacdo com fermentado de sapoti no dia 82, para que as bactérias
presentes no meio continuassem a produzir. Em 8 dias ap6s a alimentacéo, ja se notou uma
nova elevacdo na acidez do meio, chegando no valor de 3,8767%. Ap6s um pequeno declinio
no 101°, foi realizada uma nova alimentacdo, para evitar que a acidez voltasse a cair. No dia
106 a maior acidez total desse meio (5,0894%) foi alcancada, estando o indculo pronto para
ser utilizado na fermentacao acética.

De acordo com a Figura 5.11, a maioria dos valores de pH do meio seguiram o
comportamento da acidez, quando ela diminuia o pH aumentava, quando crescia o pH
diminuia.
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Figura 5.11 — Comportamento do pH no meio KVS2
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No inicio do processo, o pH do meio se encontra em 3,91 e comeca a cair a medida
gue a acidez vai aumentando, chegando em 3,12 no 18° dia. O menor pH obtido foi de 2,90

no ultimo ponto de coleta do indculo, coincidindo com a maior acidez total encontrada.

5.5 FERMENTACAO ALCOOLICA DO SAPOTI

Tinha-se uma quantidade de 21,2 L de caldo de sapoti para realizar a fermentacao
alcoolica, por isso planejou-se utilizar 4 biorreatores redondos com 5 L cada um, para maior
aproveitamento do caldo, sobrando uma quantidade de 1,2 L. Levando em consideracdo 0s
parametros de outra fermentacdo alcodlica de sapoti, optou-se por realizar uma diluicdo,
descrita no item da caracterizacdo do caldo, e apds o processo, o SST inicial de cada
biorreator ficou em torno de 23,2 °Brix. A fermentacdo foi realizada num freezer a 24°C, com
uma concentracao inicial de leveduras de 0,5 g/L em cada biorreator. A Figura 5.12 mostra 0s

quatro biorreatores utilizados, ja prontos para serem colocados em temperatura controlada.
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Figura 5.12 — Biorreatores onde foi realizada a fermentacdo alcodlica do caldo de sapoti

As coletas eram realizadas inicialmente a cada 2 dias, e depois diariamente, para um

maior acompanhamento da cinética da fermentacdo. Foram realizadas ao todo 7 coletas até

gue o SST chegasse a um valor de 0 °Brix. Na Tabela 5.6 estdo dispostos os valores médios

de pH, acidez total, sélidos sollveis, teor alcoolico e acgUcares redutores e totais entre os

quatro biorreatores utilizados nas mesmas condicdes.

Tabela 5.6 — Valores médios da cinética da fermentacdo alcodlica do caldo de sapoti

Teor

Dias  pH tgg:‘iﬁ/i) SST (°Brix) aIE:oocca')Il_i;:o Agucg /rLe)d“tor A‘?“(‘;a}BOta'
0 488+037 013001 2320+000 000+0,00 21415%7,20 204,48 + 10,34
3 436+001 031+002 1387+025 525+025 11435+861 11838+ 28,99
5  408+007 044+003 8374025 807+051 7942+642 7450+ 14,66
6 3854004 043+003 487+025 092+015 5653+143  4022+131
7 389+001 048+004 237+025 12274015 2051+145 1556+ 1,08
8 386+002 050001 087+025 12704012 11674075  9,71+2,16
9 383+003 054+002 0004000 13404028 627+058  6,36+087

A média do pH inicial dos mostos ficou em torno de 4,88, e durante os dias da

fermentacdo teve um leve decaimento. Cavalcante (2022) obteve um pH inicial de 4,95 numa
fermentacdo de sapoti com SST de 20 °Brix, valor maior que o encontrado nesta fermentagédo
de sapoti. O pH se manteve em valores proximos a 4 e a acidez, de acordo com a Tabela 5.11,
apresentou valores entre 0,13% a 0,54%, em média. A Figura 5.13 mostra 0 comportamento

do pH e da acidez total durante os dias da fermentacéo alcoolica do caldo de sapoti.
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Figura 5.13 - Comparagdo do comportamento do pH (linha azul) e da acidez total (linha
amarela) na fermentacéo alcodlica do caldo de sapoti
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Nota-se que os valores de acidez subiram a medida que os valores de pH cairam, como
esperado- De acordo com o grafico, o ponto de intercessdo entre a curva do pH e a curva de
acidez é entre 0 6° e 0 7° dia de fermentacéo. Entre o dia 5 e o dia 6 houve uma leve queda no
valor de acidez, causada por um provavel erro de andlise. O comportamento das duas curvas
foi semelhante ao encontrado por Cavalcante (2022), que encontrou um pH minimo de 3,56,
um pouco menor do que foi obtido nesta fermentacao (3,83).

O teor alcoolico da fermentacdo do caldo de sapoti iniciou-se em 0 °GL, pois ndo se
tem alcool no comeco do processo. No caso do sapoti foi observado uma média de 204,477
g/L de acucares totais presentes no inicio do processo, pois se trata de um fruto bastante
acucarado naturalmente. A medida que esse substrato é consumido, o alcool é produzido pelas
leveduras, como é mostrado na Figura 5.14.
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Figura 5.14 — Consumo de acucares totais (linha laranja) e producdo de alcool (linha azul)
durante a fermentacéo alcodlica do caldo de sapoti
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O grafico apresentado acima mostra a relacdo entre o substrato utilizado na
fermentacdo, os acUcares do fruto sapoti, e o etanol produzido no decorrer dos dias.
Comportamento semelhante foi encontrado por Cavalcante (2022), utilizando a mesma
levedura e 0 mesmo fruto, porém por questes de quantidade de leveduras utilizadas e pela
temperatura da fermentacdo, a autora obteve um tempo maior de processo, chegando a 21
dias, mais que o dobro do tempo utilizado neste trabalho para a realizacdo da fermentacdo. O
maior teor alcoolico (13,4 °GL) foi obtido em 9 dias, enquanto isso a quantidade de substrato
presente era de 6,361 g/L. A fermentacdo foi encerrada porque os solidos soltveis presentes
atingiram 0 °Brix, nos quatro biorreatores utilizados. No inicio do processo, o SST era de 23,2
°Brix ap0s a diluicdo, e levou aproximadamente 9 dias para finalizar.

Os valores de acucares redutores encontrados no decorrer da fermentacdo (Tabela
5.11) foram maiores que 0s agUcares totais, pelo mesmo motivo apresentado no topico da
caracterizacdo do caldo de sapoti, variando de 214,15 g/L, no inicio da fermentacédo, chegando

a 6,27 g/L no término.

5.6 FERMENTACAO ACETICA DO SAPOTI

Apols varios testes das metodologias de fermentacdo acética, optou-se pela
metodologia que mais se assemelhava com o isolamento das bactérias utilizadas no presente

trabalho, a fim de trilhar caminhos seguros na obtencdo dos vinagres de sapoti, 0 método
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lento. Para a realizacdo deste experimento foram utilizados inoculos de bactérias de
kombucha (KVS2) e bactérias isoladas do préprio sapoti (SVS), citadas no item 5.3 sobre
Obtencédo das Bactérias Aceticas. Na Figura 5.15 encontram-se o0s recipientes usados para o

armazenamento dos inoculos.

Figura 5.15 — Indculos de bactéria da kombucha (KVS2) e de bactérias isoladas do sapoti
(SVS)

Primeiro foi realizada a inoculacdo das bactérias isoladas do préprio sapoti (SVS), no
biorreator em forma retangular com capacidade de 8 L. A quantidade utilizada foi: 3 L de
fermentado de sapoti com teor alcoolico de 13,8 °GL, obtido na fermentacdo realizada no
item 5.5, e adicdo de 1 L de indculo de bactérias isoladas do sapoti (SVS), com uma acidez de
7,55%, ao biorreator (Figura 5.16).

Figura 5.16 — Inoculacdo do meio contendo bactérias acéticas isoladas do sapoti (SVS) no
fermentado alcoolico de sapoti
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Ap0s a inoculacdo o valor da acidez total ficou 2,08%, o pH 3,45 e o teor alcodlico em
torno de 9,8 °GL, como esta apresentado na Tabela 5.7. As amostras eram coletadas duas
vezes na semana para a realizacao da analise de acidez total e pH, e uma vez na semana para a

analise de teor alcodlico, para que ndo fosse perdido um volume muito alto de vinagre.

Tabela 5.7 - Fermentacgdo acética do sapoti com bactérias isoladas do sapoti (FAS)

Acidez total (%)

Teor alcoolico

Dias pH (%)
0 3,4533£0,0231 12,0844 + 00,0341 9,8
3 3,4000 £ 0,0000 2,1827 +0,0590 9,2
6 3,4333£0,0723 2,3007 + 0,1022 -
10 3,3133+£0,0252 12,1631 + 0,0341 8,8
14 3,6567 £ 0,0058 2,1827 + 0,0000 -
17 3,5867 £0,0058 2,3991 + 0,0341 7,0
20 3,5633 £0,0058 2,2811 +0,0341 -
24 3,5233 £0,0058 2,3007 + 0,0000 4,9
27 3,6400 £ 0,0100 2,3991 + 0,0681 -
31 3,6400 £0,0100 2,5207 +0,0333 1,8
35 3,5233£0,0058 2,4777 +0,0590 -
38 3,7267 £0,0115 11,2892 + 0,0333 3,1
43 3,7300 £ 0,0100 1,5201 +0,0333 -
48 3,5867 £0,0058 2,0397 + 0,0333 -
52 3,5433£0,0058 2,0781 + 0,0577 -

Durantes os 52 dias de fermentacdo foi observado que a acidez total ndo apresentou
alteracdo (Figura 5.17), enquanto o teor alcodlico continuava a diminuir (Figura 5.18), como
era esperado que acontecesse numa fermentacdo acética. O que explica o fato de o teor
alcoolico continuar a cair € falta de barreiras existentes no experimento para a evaporagao
dele, pois ndo foi possivel observar a presenca da célula mée na parte superior do fermentado
acético, o que impediria a evaporacdo completa do alcool. E possivel que as bactérias tenham
sido inibidas logo no inicio da fermentacdo pois, desde entdo, ndo houve variacdo da acidez
total. Os possiveis responsaveis por essa suposta inibicdo séo os bacteriofagos, virus capazes
de infectar bactérias consistindo em material genético e proteinas que séo injetados no interior
da bactéria, e entdo se segue a replicacdo viral, redirecionando a maquinaria metabdlica da
bactéria para a formacdo de novas particulas virais, que se reinem formando novos fagos,
liberados ap6s o rompimento da bactéria (RAKHUBA et al., 2010; SOUSA, 2012).

No dia 35 foi realizada uma alimentacdo na fermentacdo com 1 L de fermentado

alcoolico, para observar se as bactérias presentes na fermentacdo estavam vivas, necessitadas
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apenas de alcool para voltarem a atuar. Com a alimentacdo, é possivel ver na Figura 5.17,

uma grande reducdo na acidez total da fermentacdo, o que era esperado, porém o teor subiu
quase 1% e se estabilizou novamente.

Figura 5.17 — Acidez total da fermentacgdo acética do isolado de sapoti (FAS)
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Figura 5.18 — Teor alcodlico da fermentacgdo acética do isolado de sapoti
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Tanto a Figura 5.17 quanto a Figura 5.18 comprovam o que foi citado anteriormente,
que a acidez se manteve constante, indicando uma possivel infecgdo no inoculo usado na
fabricacdo do vinagre, enquanto o teor alcoolico, que estava inicialmente em 9,8°GL, chegou

a alcancar valores proximos a 1°GL, o que ja indicaria o final da fermentag&o acética.
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Durante o processo da fermentagdo usando bactérias do préprio sapoti, foi iniciada
uma outra fermentacdo acética, agora utilizando bactérias da kombucha (KVS2) como
indculo. Sua inoculacdo (Figura 5.19) se deu do mesmo modo que a fermentacdo acética
utilizando as bactérias isoladas do proprio sapoti (SVS), nas mesmas propor¢cdes e em um

recipiente semelhante.

Figura 5.19 — Inoculacéo das bactérias da kombucha no fermentado alcodlico de sapoti (FAK)

Assim como na fermentacdo do isolado de sapoti, 0 biorreator usado nesta
fermentagdo com as bactérias da kombucha foi coberto por duas toucas descartaveis (Figura
5.20), permitindo a entrada e saida de oxigénio, que € essencial no processo de fermentagdo

acética por se tratar de uma reacdo de oxidagdo.

Figura 5.20 — Sistema usado nas fermentacGes acéticas
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Na Tabela 5.8 estdo os dados da cinética da fermentacdo acética do sapoti com
bactérias da kombucha, onde foram realizadas 10 coletas em 37 dias. Os 3 L de fermentado
alcoolico de sapoti tinham um teor alcoolico de 13 °GL e o inéculo de kombucha estava com
uma acidez total de 5,03%. Apo0s a inoculacéo, o teor alcoolico inicial da fermentacéo foi de
10,8 °GL, valor superior ao do sapoti que chegou a 9,8 °GL, mesmo a acidez total inicial dele
sendo maior (7,55%). Ja a acidez total inicial foi 1,59%, inferior & do sapoti que foi de 2,08%.

Tabela 5.8 - Fermentacdo acética do sapoti com bactérias da kombucha (FAK)

Dias oH Acidez total (%) Teor z(i(!/i;)ollco
0  3,6733+0,0058 1,5928 +0,0000 10,8
5  3,6633+0,0153 1,6911 +0,0681 -
9  3,6167+0,0058 1,9271+0,0681 8,0
12 3,4967+0,0058 3,0480 +0,1228 -
16 3,5967 £0,0252 4,2525 +0,0667 1,8
20  3,3567+0,0058 5,3880 + 0,0681 -
23 3,4833+0,0058 4,0601 +0,0333 0,0
28 3,6467£0,0153 4,7143 +0,1202 -
33  3,3733+0,0058 5,5417 +0,0577 -
37 3,3767+0,0058 5,2338 +0,2333 -

Pela Figura 5.21, é possivel visualizar o crescimento da acidez total do fermentado
acetico de kombucha, que a partir do 9° dia subiu consideravelmente até o 20° dia. Porém no
16° dia ja se notou que o fermentado alcancou a acidez total de 4%, que indica que o
fermentado acético ja pode ser considerado um vinagre. A evolugdo do pH acompanhou a
acidez total, diminuindo a medida que a fermentacdo avancava, tendo seu ponto maximo o
valor inicial (3,6733). Para manter o volume da fermentacdo, a coleta para a analise de teor
alcoolico era realizada uma vez na semana, e de acordo com os valores obtidos, viu-se que 0
alcool foi realmente transformado em &cido acético (Figura 5.22), chegando a 0 °GL no 23°

dia, dando por encerrada a fermentacéo.
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Figura 5.21 — Teor de acidez total durante a fermentag&o acética utilizando bactérias de
kombucha (FAK)
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Figura 5.22 — Teor alcodlico durante a fermentagdo acética utilizando bactérias de kombucha
(FAK)
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Barbosa et al. (2017) realizaram uma fermentag&o acética de um fermentado alcodlico
de caja, que durou 27 dias para a acidez total sair de 1% até chegar em 4%, mais lento que a
fermentacao realizada neste trabalho. Com relacédo ao teor alcoolico da fermentagdo acética do
fermentado de caja, os autores iniciaram o processo com um teor de 10,24 °GL e findaram a

fermentagdo acética com um teor de 0,96 °GL, mais elevado do que o obtido neste trabalho
(0,1°GL).
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5.7 CARACTERIZACAO DO VINAGRE DE SAPOTI

O vinagre de sapoti obtido neste trabalho foi resultado da fermentacéo acética de um
fermentado alcodlico de sapoti com bactérias de kombucha caseira (Figura 5.23). O produto
foi submetido a varias analises fisico-quimicas e microbiologicas, para averiguar se 0 mesmo
encontrava-se em conformidade com a legislacdo vigente e atestar sua seguranca. Os

parametros analisados estdo apresentados na Tabela 5.9.

Figura 5.23 — Vinagre de sapoti envasado em garrafas de vidros de 60 mL
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Tabela 5.9 — Parametros fisico-quimicos do vinagre de sapoti obtido

Brasil (2012)

Paradmetros Valor — o
Minimo Maximo

Cinzas (g/L) 1,2670 £ 0,1222 1,00 5,00

Teor alcodlico (°GL) 0,1000+ 0,0000 - 1,00

Sulfatos(g/L) <0,7 - 1,00
Extrato seco reduzido (g/L) 44,3500 + 0,5238 6,00 -
Acidez total (%) 4,6200 £ 0,0600 - -
Acidez fixa (%) 0,3130 £ 0,0232 - -
Acidez volatil (%) 4,3070 £ 0,0600 4,00 -
Densidade relativa (g/L) 1,0310 + 0,0004 - -
pH 3,3870 + 0,0252 - -
SST (°brix) 8,0000+ 0,0000 - -
Acucar total (g/L) 15,1970 + 0,5015 - -
Acucar redutor (g/L) 11,5430 + 0,3680 - -
Acucar ndo redutor(g/L) 3,6540 £ 0,7360 - -
AA DPPH (uM Trolox/ 100 mL) 46,6740 = 3,5725 - -
AA FRAP (UM Trolox/100 mL) 41,9770 £ 0,7052 - -
AA ABTS (UM Trolox/100 mL) 177,8920 £ 34,252 - -

Compostos fendlicos (mg EAG/100g) 30,8830 + 3,7138 - -

SST - Solidos Sollveis Totais; AA — Atividade antioxidante; EAG — Equivalente de acido galico

As cinzas presentes no produto (1,267 g/L) também estdo dentro da faixa permitida na
legislacdo brasileira. Dutra (2021) ao produzir um vinagre de jambol&o obteve 1,84 g/L de
cinzas, valor um pouco mais elevado que o do vinagre de sapoti. Outro parametro que
apresentou conformidade com a legislacédo foi o teor alcoodlico, que atingiu um valor de 0,1%
no vinagre produzido. Barbosa et al. (2017) obtiveram apds o processo de fermentacédo
alcodlica um teor de 10,24% e ap6s a fermentacdo acética, o teor alcodlico caiu para 0,96%.
Em um vinagre de manga, Barbosa (2020) alcancou no final do processo de fermentacédo
acetica um teor alcodlico de 0,95%, semelhante ao vinagre de caja de Barbosa et al. (2017).

Para a analise de sulfatos no vinagre foi utilizado um método semiquantitativo, que
avaliou a precipitacdo do ion sulfato por meio de uma solugéo de concentracdo conhecida de
cloreto de bario. Apo6s os procedimentos, concluiu-se que as amostras de vinagre possuem
menos de 0,7 g/L de sulfato de potassio em sua composicao, por meio da turvagdo e limpidez
dos tubos utilizados no experimento. De acordo com Brasil (2012), a quantidade de sulfato de
potassio na amostra precisa ser no maximo 1 g/L, comprovando que o vinagre de sapoti esta
dentro da faixa permitida.

No vinagre de sapoti o extrato seco reduzido ficou 44,35 g/L, maior que o valor

minimo permitido que era de 6 g/L. O vinagre de jamboldo produzido por Dutra (2021)
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apresentou um valor de extrato seco de 15,99 g/L e Barbosa et al. (2020) encontraram um
valor de 11,33 g/L de extrato seco reduzido em vinagre de manga, ambos inferiores ao
encontrado neste trabalho. O vinagre de sapoti, ao final do processo, conseguiu chegar a uma
acidez total de 4,62%, exatamente a mesma acidez obtida por Ozdemi et al. (2022) com o
vinagre de rosa mosqueta, e ambos diferiram de Dutra (2021), que produziu um vinagre de
jambol&o com acidez total de 5,31%. Segundo Brasil (2012), a acidez volatil minima para um
fermentado acético é de 4%, e o fermentado obtido neste trabalho apresentou uma acidez
volatil de 4,307%, estando assim dentro da faixa permitida. Barbosa (2020) obteve um
vinagre de manga com uma acidez volatil menor que a apresentada neste trabalho e menor
que a indicada pela legislacdo (3,28%). A densidade relativa do vinagre de sapoti foi de 1,031
g/cm?, valor semelhante ao encontrado por Neves (2020), que encontrou uma densidade de
1,004 g/cm® em um vinagre de caju e 1,002 g/cm®em um vinagre de maca. O valor de pH
obtido no produto foi de 3,387, valor parecido com o encontrado por Barbosa et al. (2020) em
vinagre de manga (3,28) e por Ozdemi et al. (2022) que determinaram um valor de pH de 3,50
ao desenvolverem um vinagre de rosa mosqueta.

Os solidos soluveis totais presentes no vinagre de sapoti chegaram a valores superiores
aos encontrados por Ozdemi et al. (2022), que n&o ultrapassaram 3,65 °Brix em um vinagre
de rosa mosqueta. Foi superior também aos obtidos por Neves (2020), que utilizou maca e
caju para elaborar dois vinagres com SST igual a 3,5 °Brix e 2,77 °Brix, respectivamente.
Barbosa et al. (2017) produziram um vinagre de caja que apresentou um valor de solidos
sollveis totais maior que Neves (2020), chegando a 5,25 °Brix, sendo este valor mais
préximo do vinagre de sapoti. No vinagre de sapoti estdo presentes 15,197 g/L de agUcares
totais, sendo 75,96% de acucares redutores e 24,04% de acUcares ndo redutores.

A atividade antioxidante do vinagre de sapoti pelo método DPPH foi de 46,674 uM
Trolox/100 mL, valor semelhante ao encontrado por Neves (2020) em um vinagre de caju,
38,42 UM Trolox/100 mL. O mesmo autor também obteve um vinagre de macd, cuja
atividade antioxidante foi de 1.003,75 puM Trolox/100 mL, muito mais elevado ao encontrado
no vinagre de sapoti e no vinagre de caju. Ja o vinagre de rosa mosqueta de Ozdemi et. al
(2022) obteve de 51,39 x10° uM Trolox/100 mL, muito maior que todos os valores
comparados anteriormente. Pelo método FRAP, a atividade antioxidante do vinagre de sapoti
foi 41,977 uM Trolox/100 mL, semelhante ao método DPPH.

O método ABTS apresentou bem mais elevado que os outros dois métodos, 177,8920

MM Trolox/100 mL, maior do que o encontrado por Neves (2020) no vinagre de caju (37,01
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MM Trolox/100 mL) e menor que o de macé (1402,56 uM Trolox/100 mL) produzido pelo
mesmo autor.

Os compostos fendlicos presentes no vinagre de sapoti foram quantificados em 30,883
mg EAG/100 mL. Ozdemi et al. (2022) obtiveram 760 mg EAG/100 mL em um vinagre de
rosa mosqueta, enquanto Davies et al. (2021) encontraram 138,35 mg EAG/100 mL em um
vinagre de mirtilo e 288,72 mg EAG/100 mL em um vinagre balsdmico de mirtilo, onde seu
método de extragdo foi utilizando um liquidificador, ja Ozdemi et al. (2022) extrairam 0 suco
de rosa mosqueta através de uma maceracdo. Quando comparado o valor de compostos
fendlicos com os outros trabalhos, é possivel notar que o vinagre de sapoti, obtido nessas
condic@es, ndo possui altos valores de fendlicos em sua composicéo, provavelmente por razéo
do método de extracdo utilizado, porém a confirmacdo s6 poderia ser feita por meio da

utilizacdo de métodos diferentes.

5.8 ANALISE MICROBIOLOGICA

Apds esperar as 48 horas do teste presuntivo, ndo foi observado nem turvacdo nem
formacéo de gases nos tubos que continham as amostras de vinagre, a acida e a neutralizada,

comprovando que ndo ha presenca de coliformes totais e termotolerantes no vinagre de sapoti.

5.9 ANALISE SENSORIAL

Foram utilizadas alfaces frescas, cortadas em tiras, para a analise das caracteristicas do
vinagre de sapoti, tendo um vinagre de macd comercial como amostra padrdo. Foram
recrutados 57 julgadores ndo treinados de ambos 0s géneros e diversos graus de escolaridade,
sendo eles consumidores ou ndo de vinagre. Para o teste de aceitacdo foram avaliados os
atributos de aceitacao global, aroma, cor, sabor, acidez, por meio da escala hedénica de 1 a 9,
e a intencdo de compra foi avaliada pela escala heddnica de 1 a 5.

O teste T- Student foi utilizado para verificar se existia diferenca significativa entre 0s
atributos dos dois vinagres avaliados. Dessa forma pode-se constatar que em cada um dos
atributos, o vinagre de sapoti e o vinagre de mac¢a comercial ndo diferiram significativamente,

com nivel de 95% de confianga, como € possivel ver na Tabela 5.10.
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Tabela 5.10 — Atributos avaliados do vinagre de sapoti e do vinagre de magéd comercial

Vinagre_de Vinagre de p-valor
Sapoti Maca
Aceitacdo global* 7,28 6,72 0,069307
Aroma* 6,6° 6,22 0,095161
Cor* 7,52 7,52 0,440865
Sabor* 7,12 6,62 0,053725
Acidez* 6,82 6,32 0,083297
Intencdo de compra** 4,02 3,82 0,091012

Nas linhas, médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si. Teste T-Student
*Escala Hed6nica de 9 pontos
**Escala Heddnica de 5 pontos

Na escala de 9 pontos, a média das notas de aceitacdo global foi 7,2 para o vinagre de
sapoti e 6,7 para o vinagre de macga comercial. A partir deste valor foi possivel obter o indice
de aceitacdo do vinagre de sapoti, que atingiu 79,7% de aprovacdo, portanto o produto obtido
foi aceito por estar com um indice acima de 70%. De Souza Abud (2012) obteve um indice de
aprovagao de 70,7% em um vinagre de laranja “Lima” e 79,1% em um vinagre de maca
comercial, ambos menores que o indice do vinagre de sapoti.

Na Figura 5.24 estdo apresentadas as notas da aceitacdo global (a) e aroma (b)
divididas em escores positivos (6 a 9), escore neutro (5) e escores negativos (1 a 4), para 0s

dois vinagres.

Figura 5.24 — Notas dos atributos aceitacao global (a) e aroma (b) dos vinagres
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Com relagéo a aceitacdo global, 51 pessoas deram notas positivas ao vinagre de sapoti,
1 pessoa deu nota neutra e 5 escolheram dar notas negativas, como ndo ha diferencas
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significativas entre os vinagres, as notas da aceitacdo do vinagre de macd comercial seguiu o
mesmo comportamento. O aroma dos vinagres também foi muito bem avaliado, pois a grande
maioria dos julgadores responderam com notas positivas a este atributo. Por possuir uma
acidez volatil elevada, o aroma dos vinagres tende a ser bem forte e caracteristico, por isso,
guem ndo consume este produto, pode avaliar com notas baixas esse aspecto, o que explica as
11 pessoas que deram notas negativas ao vinagre de sapoti. A Figura 5.25 mostra as notas da
cor (a) do e sabor (b) dos vinagres, divididas em escores positivos (6 a 9), escore neutro (5) e

escores negativos (1 a 4).

Figura 5.25 - Notas dos atributos cor (a) e sabor (b) dos vinagres
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A coloracdo dos vinagres de sapoti e de macd comercial era bastante semelhante, por
isso os julgadores ndo conseguiram identificar pela cor qual era a amostra de sapoti e a de
maca, e consequentemente acabaram dando notas parecidas para as duas amostras. O atributo
cor foi um dos mais bem avaliados entre os outros, pois ndo foi identificado muitas notas
negativas e neutras. Ja o sabor dos vinagres, por ser marcante, recebeu algumas notas
negativas, que foram provenientes de pessoas que ndo consomem o produto. Quase todos 0s
julgadores deram notas positivas para o sabor do vinagre de sapoti, comprovando sua
aprovacdo. Na Figura 5.26 estdo dispostas as notas da acidez (a) e da intencdo de compra (b),
onde a acidez esta dividida em escores positivos (6 a 9), escore neutro (5) e escores negativos
(1 a 4), enquanto a intencdo de compra, por ter sido usada a escala de 5 pontos, tem como

escores positivos 4 e 5, escore neutro 3 e escores negativos 1 e 2, para 0s dois vinagres.
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Figura 5.26 — Notas dos atributos acidez (a) e intencdo de compra (b) dos vinagres
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O numero de respostas positivas para a acidez do vinagre de sapoti chegou a 49, 7
respostas negativas e 1 neutra, prevalecendo novamente as notas positivas, como em todos 0s
atributos ja avaliados. Da mesma forma aconteceu na intencdo de compra, onde a grande
maioria dos julgadores admitiram que comprariam o produto se estivesse no mercado, 0 que
fortalece ainda mais o indice de aceitagdo do vinagre de sapoti obtido a partir de bactérias da

kombucha.
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6. CONCLUSOES

— As bactérias acéticas isoladas da kombucha mostraram grande capacidade de produzir
acido acético, de acordo com os valores de acidez total e pH que o indculo apresentou,
por este motivo foram utilizadas para a producdo de um vinagre de sapoti. As bactérias
do préprio sapoti ndo conseguiram se desenvolver como o esperado no tempo previsto, e

acabaram sendo guardadas para trabalhos futuros.

— O caldo de sapoti utilizado para a obtencdo do vinagre, se encontra de acordo com a
legislacdo vigente para caldos de frutas. Foi realizado o acompanhamento da fermentacao

alcoolica e acética do sapoti, por meio de diversas analises fisico-quimicas.

— O fermentado acético obtido das bactérias acéticas com o fermentado alcoolico de sapoti,
foi caracterizado, comprovando que ele se encontra dentro dos valores permitidos na

legislagdo, podendo ser chamado de vinagre de frutas.

— Observou-se o perfil de compostos fendlicos e dos compostos antioxidantes tanto no
caldo quanto no vinagre de sapoti. Verificou-se que no caldo houve uma presenga maior
de compostos fendlicos, diferente do produto da fermentacdo acética, que apresentou
valores muito abaixo do esperado, de acordo com outros vinagres de frutas encontrados
na literatura. Com relacdo a atividade antioxidante, pelo método DPPH o caldo
apresentou valores menores que 0 vinagre de sapoti, j& no método FRAP, os valores do
caldo e do vinagre foram semelhantes, sendo o do caldo um pouco maior. Com relacéo ao

método ABTS, o valor obtido no caldo foi muito menor que o do vinagre.

— Por meio da andlise sensorial realizada, foi possivel constatar que os atributos do vinagre
de sapoti ndo apresentaram diferenca significativa com o vinagre de macd comercial,
sendo o vinagre de sapoti aceito com mais de 70% de aprovacdo, estando apto para

competir com vinagres comerciais.
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APENDICES

APENDICE A — pH e teor acético do meio SVS

Continua...
DIA pH TEOR ACETICO
1 3,4100 + 0,0100 2,4851 + 0,0344
3 3,1833 + 0,0153 2,5248 +0,0344
4 3,3567 + 0,0115 2,4851 + 0,0344
5 3,2133 +0,0153 2,4652 + 0,0344
6 2,9667 + 0,0058 2,4453 + 0,0596
7 3,2067 + 0,0115 2,5646 + 0,0596
10 3,3533 + 0,0058 2,4453 + 0,0596
11 3,3167 + 0,0153 2,5447 +0,0689
18 3,2200 + 0,0000 2,1471 + 0,0596
24 3,3533 + 0,0153 1,8290 + 0,0344
31 2,9500 + 0,0100 1,8887 + 0,0344
33 2,8567 + 0,0058 1,9085 + 0,0596
35 2,8967 + 0,0058 1,8489 + 0,0000
38 2,8500 + 0,0100 1,9284 + 0,0344
40 2,8100 % 0,0100 1,8091 + 0,1377
45 2,7767 +0,0115 1,5507 + 0,0596
47 2,7733 £ 0,0058 1,4910 + 0,0596
49 3,0700 + 0,0000 0,9543 + 0,0000
52 2,8533 + 0,0058 1,8887 + 0,0344
53 2,7767 +0,0153 1,8887 +0,1822
55 2,4200 + 0,0300 2,8230 + 0,0689
56 2,8733 + 0,0058 2,6640 + 0,0911
59 2,8633 + 0,0058 1,1531 + 0,0344
60 3,2433 + 0,0058 1,4712 + 0,0344
62 2,8700 % 0,0100 2,2067 + 0,0596
66 2,8067 + 0,0252 2,3857 +0,2982
67 3,0967 + 0,0058 2,6242 +0,1578
68 3,1067 + 0,0058 2,8827 +0,0344
69 2,9100 + 0,0100 3,1212 +0,0344
73 2,9200 + 0,0000 3,8966 + 0,0344
76 2,9567 + 0,0058 3,3201 + 0,1377
79 2,9467 + 0,0058 3,4195 + 0,0689
82 3,1500 + 0,0000 3,7375+0,1242
89 3,1033 + 0,0252 2,0875 + 0,0000
93 2,8133 +0,0351 2,4055 + 0,0344
97 2,6633 + 0,0252 2,7236 + 0,0344
100 2,7367 +0,0115 3,3002 + 0,1242
103 2,7000 + 0,0100 3,8767 + 0,000
107 2,4033 + 0,0058 4,3538 + 0,0298
109 3,1333 £ 0,0115 4,1550 + 0,4315




Término

DIA pH TEOR ACETICO
111 2,5133 +£0,0115 4,4334 + 0,0689
115 2,7867 + 0,0208 4,3737 +0,0911
118 3,4967 +0,0115 3,3598 + 0,0911
122 3,3367 + 0,0252 4,4334 +0,1501
128 3,3467 + 0,0252 4,7316 + 0,1242
142 3,1800 + 0,0000 2,9423 +0,0344
152 3,1000 + 0,0000 4,0159 + 0,0344
156 3,1800 + 0,0000 5,1689 + 0,0344
170 2,9600 + 0,0000 6,2027 +0,1033
178 3,0600 + 0,0000 7,0775 +0,1822
187 1,8400 + 0,0000 5,5467 + 0,1033
193 3,1200 + 0,0000 6,0039 + 0,1377
200 3,1000 + 0,0000 6,9781 +0,1033
218 3,1300 + 0,0000 7,9125 +0,1377
227 3,1800 + 0,0000 7,6143 + 0,0689
240 3,0200 + 0,0000 5,8846 + 0,0911
247 3,1600 + 0,0000 7,6540 +0,1242
256 3,1400 £ 0,0000 7,7534 +0,1033
262 2,9400 + 0,0000 8,0119 +0,1822
267 3,3000 + 0,0000 7,6143 + 0,0689
330 - 1,1531 + 0,344

346 3,1433 £ 0,0058 3,6381 + 0,1033
350 - 6,1431 +0,7231
382 3,8333 £ 0,0058 1,0139 + 0,0000
387 - 1,2724 +0,0344
392 - 1,8688 + 0,0689
395 - 2,2067 + 0,0596
399 - 2,5447 +0,0344
403 - 2,8628 + 0,0596
407 - 3,2405 + 0,0689
410 - 3,1610 + 0,1033
413 - 2,9622 +0,0911
417 - 3,0815 + 0,0344
421 - 3,3399 + 0,0596
427 - 3,3399 + 0,0596
431 - 3,3996 + 0,1193
438 - 3,6381 + 0,0596
450 - 3,8171+0,1033
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APENDICE B — Controle do teor acético e pH do isolado de sapoti com fermentado de
abacaxi (SVA)

DIA pH TEOR ACETICO
1 3,6033 + 0,0058 1,6103 + 0,0596
4 3,4167 + 0,0321 1,7097 + 0,0344
5 3,5100 + 0,0100 1,8290 + 0,0344
6 3,3933 + 0,0153 1,8290 + 0,0344
7 3,1433 + 0,0153 1,8887 + 0,0344
8 3,4200 + 0,0000 1,8688 + 0,0344
11 3,3967 + 0,0058 2,6242 +0,0596
12 3,3800 + 0,0100 2,6044 +0,0344
19 3,2667 + 0,0058 2,8230 + 0,0911

24 3,3600 + 0,0100 2,8032 + 0,1033
31 3,4633 + 0,0058 2,2266 + 0,0911
33 3,3800 + 0,0173 2,4254 + 0,0689
35 3,4167 + 0,0058 2,6044 + 0,0344
38 3,3733 £ 0,0208 3,0616 + 0,0344
40 3,3067 + 0,0153 3,3201 + 0,0344
45 3,2633 + 0,0153 3,6183 +0,1917
47 3,3167 + 0,0058 3,8171 +0,1033
49 3,3333 + 0,0058 3,7574 + 0,0000
52 3,2367 + 0,0058 3,8767 + 0,0596
53 3,4467 + 0,0115 2,7833 £ 0,1722
55 3,0367 + 0,0153 3,7177 £ 0,0344
56 3,3533 + 0,0058 3,6978 + 0,0000
59 3,1967 + 0,0058 4,1550 + 0,0911
60 3,5967 + 0,0058 4,3141 £ 0,0911
62 3,2700 + 0,0100 4,7515 + 0,0911
66 3,4267 + 0,0513 3,9761 + 0,0344
67 3,4433 + 0,0058 4,2942 + 0,0596
68 3,4933 + 0,0153 4,2544 + 0,0689
69 3,2800 + 0,0100 4,2743 + 0,0344
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APENDICE C — Fermentaco acética no biorreator Tec-bio VV7,5L: Automatica por motor

Tempo oH Temperatura Oxigénio Motor aI(;I(-)%OIirco Acidez Total
(h) CC) ) m) gy (%)
T0 0 34 25,9 106 8 2,5733+0,0635
T1 5 3,39 29,6 99 8,9 2,8233+0,1328
T2 9 3,38 29,9 98 8,8 2,8867+0,1893
T3 13 3,38 30,2 99 8,6 2,9500+0,0346
T4 18 3,38 30 100 8,6 3,0233+0,0551
T5 23 3,38 29,8 101 2,9833+0,0635
T6 27 3,38 30 101 : 2,7333+0,0981
T7 35 3,38 29,6 98 : 8,4 2,7500+0,0693
T8 45 3,38 29,6 98 164 8 2,7700+0,0917
T9 53 3,38 29,9 98 173 8 3,0433+0,2214
T10 61 3,45 30 100 210 8 2,6767+0,1531
T11 69 3,45 30,1 100 249 8 2,8900+0,0346
T12 75 3,45 30,1 100 263 8 2,8700+0,0693
T13 93 3,45 29,6 98 316 8 2,8500+0,0600
T14 107 3,45 30 99 367 8 2,8667+0,0862
T15 119 3,45 30,3 100 411 2,9100+0,0000
T16 131 3,45 30,2 93 109 2,9200+0,0693
T17 144 3,45 29,9 93 212 2,8420+0,1184
T18 155 3,45 29,8 93 259 : 2,7137+0,0590
T19 169 3,45 29,7 93 300 7,8 2,7727+0,0590
T20 181 3,45 30,2 95 324 2,7923+0,0681
T21 195 3,45 30,3 95 352 2,8120+0,0341
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APENDICE D - Fermentag&o acética no biorreator Tec-bio VV7,5L: Automatica por valvula

Teor

Tempo oH Temperatura Oxigénio Pressdo  Abertura alcoslico Acidez Total
(h) (°C) (%) (mm Hg) davélvula (°GL) (%)

TO 0 322 29,2 1 - 10,2 8,3 2,77+0,0600
T1 7 321 29,9 94 - 1,6 8 2,83+0,0000
T2 20 3,22 28,9 91 - 0,8 7,7 2,75+0,0346
T3 31 321 30,1 97 - 18,7 : 2,81+0,0346
T4 44 321 29,5 94 - 12,7 : 2,87+0,0346
5 55 32 30,1 98 6 22 : 2,56+0,0334
T6 68 3,17 30,3 95 0 15,3 58 2,70+0,1454
T7 81 3,16 30,3 96 0 25,9 - 2,62+0,0334
T8 93 313 30,3 97 7 17,9 - 2,75+0,0883
T9 105 3,12 29,7 94 3 15,6 - 2,81+0,0883
T10 120 3,1 30,3 93 5 29,4 0,5 2,93+0,0334
Ti1 130 3,08 30,3 59 17 100 - 3,08+0,0667
T12 152 33 28,6 68 10 27,8 6 2,06+0,0334
T13 167 3,23 30 71 6 51,1 - 2,22+0,0334
T4 177 3,2 29,7 50 13 81,4 - 2,29+0,0883
T15 192 3,17 29,9 55 28 100 0,4 2,41+0,1335
T16 202 3,16 29,8 5 13 49,5 - 2,64+0,0334
T17 217 3,15 30 16 35 100 - 2,74+0,0667
T18 229 3,19 30,2 66 10 50,3 - 2,50+0,0667
T19 256 3,25 30,1 70 66 100 - 2,16+0,1203

T20 262 3,27 30,2 84 6 17,3 - 2,10+0,1203
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APENDICE E — Acidez total e pH do meio contendo bactérias acéticas da kombucha (KVS2)

Dias Acidez total (%) pH
1 0,4175 £ 0,0000 3,9100 £ 0,0000
9 1,1730 + 0,0344 3,4100 £ 0,0000
18 3,1212 £ 0,0344 3,1200 £ 0,0000
23 3,0815 £ 0,0344 3,3233 £0,0115
31 4,3936 + 0,0911 2,9900 £ 0,0000
38 4,5129 + 0,0911 3,2400 £ 0,0000
47 4,4334 £+ 0,0689 3,1900 + 0,0000
53 4,0556 + 0,0596 3,1700 £ 0,0000
57 3,9363 £ 0,1789 3,3700 £ 0,0000
58 2,5248 + 0,0344 3,3700 £ 0,0000
82 1,9483 £ 0,0344 3,6400 £ 0,0000
90 3,8767 £ 0,2066 3,1400 £ 0,0100
91 3,8966 + 0,0344 3,1367 £ 0,0058

101 3,6779 £ 0,0911 3,1233 £ 0,0252

106 5,0894 + 0,0911 2,8967 £ 0,0058




APENDICE F — Cinética da fermentacéo alcodlica de todos os biorreatores

Acidez Total (%)

90

DIAS Bl B2 B3 B4
T0 0 0,1180+0,0000.  0,1377+0,0341, 0,1377+0,0341, 0,1377+0,0341,
T1 29375 0,3146+0,0341, 0,314640,0341, 0,2753+0,0341, 0,3146+0,0341,
T2 4,6667 0,4130+0,0000. 0,4719+0,0000, 0,4523+0,0341. 0,4130+0,05904
T3 5,9375 0,413040,0000a 0,4326+0,0341s 0,3933+0,0341, 0,4719+0,00005
T4 6,8542 0,5309+0,0000. 0,4326+0,0341, 0,4916+0,0341. 0,4719+0,05904
T5 7,8542 0,4916+0,0341, 0,491640,0341, 0,5113+0,0341, 0,4916+0,0341,
T6 8,8646 0,5113+0,0341. 0,5309+0,0000a 0,5703+0,0341. 0,5309+0,00004
DIAS Bl B2 B3 B4
TO 0 4,6200£0,0100.  5,4167+0,0058, 4,7767+0,0115;. 4,6933+0,0058q¢
T1 2,9375 4,3400+0,0000. 4,3633+0,0058, 4,3633+0,0058, 4,3733+0,0058y
T2 4,6667 4,1000£0,0300ac 4,1633+0,0058a 4,0767+0,0473s 3,9833+0,03214
T3 5,9375 3,9100+0,0200. 3,8433+0,0153, 3,8233+0,0058, 3,8300+0,02004
T4 6,8542 3,8700+0,0200, 3,8967+0,0208, 3,8967+0,0306s 3,9033+0,0153,
T5 7,8542 3,8333+0,0153. 3,8633+0,0153x 3,8633+0,0153a 3,8767+0,0153p
T6 8,8646 3,8200+0,0200. 3,8200+0,0346. 3,8733+0,0473. 3,8167+0,0115,
SST (°Brix)
DIAS Bl B2 B3 B4
T0 0 23,2 23,2 23,2 23,2
T1 29375 14,0 14,0 14,0 13,5
T2 4,6667 8,0 8,5 8,5 8,5
T3 5,9375 5,0 5,0 4.5 5,0
T4 6,8542 2,5 2,0 2,5 2,5
T5 7,8542 1,0 0,5 1,0 1,0
T6 8,8646 0 0 0 0
Teor alcodlico (°GL)
DIAS Bl B2 B3 B4
T0 0 0 0 0 0
T1 2,9375 5,0 52 52 5,6
T2 4,6667 8,4 8,6 7,5 7,8
T3 5,9375 9,8 10,0 10,1 9,8
T4 6,8542 12,2 12,2 12,2 12,5
T5 17,8542 12,8 12,6 12,6 12,8
T6 8,8646 13,6 13,6 13,4 13,0
Acucar Redutor (g/L)
DIAS Bl B2 B3 B4
T0 0 214,607+1,6646 223,641+0,8036 211,997+2,2220 206,376+1,2829
T1 29375 110,607+2,3760 127,078+8,6621 111,620+4,4464 108,106+2,1213
T2 4,6667 77,428+1,8475 86,872+0,4593 81,671+0,3472  71,724+0,9709
T3 15,9375 57,951+0,1388 54,659+1,2898 57,282+0,3672  56,238+0,7343
T4 6,8542 20,035+0,4041 20,035+0,9815 19,353+0,3055 22,645+1,8000
T5 7,8542 12,768+0,1732 11,403+0,1893 11,102+1,1117 11,403+0,8098
T6 8,8646 6,996+0,3263  6,304+0,2602 6,213+0,2529 5,581+0,0144
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APENDICE G — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA QUIMICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As pesquisas envolvendo seres humanos sdo norteadas pela Resolucdo N.° 466/2012,
do Conselho Nacional de Saude (CNS)

PREZADO SENHOR(A)

Esta pesquisa é sobre DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
FERMENTADO ACETICO DE SAPOTI (Manilkara zapota) e esta sendo desenvolvida
por Maria Cecilia Soares Correia, aluna do Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Paraiba, Paraiba — PB, sob a orientacdo da Professora
Dra. Julice Dutra Lopes e coorientacdo do Professor Dr. Carlos Alberto Bispo de Sousa, e tem
como objetivo desenvolver e caracterizar um fermentado acético de sapoti, como proposta de
novo produto alimenticio. Este estudo busca utilizar a tecnologia de producdo de vinagre para
engrandecer o valor do sapoti, que por ser climatérico, os produtores encontram dificuldades
na sua conservacdo e comercializacdo. Este fruto ainda é fonte de nutrientes e possui um alto
teor de acUcares em sua composicdo, favorecendo a etapa da fermentacdo alcodlica na
obtencdo do vinagre.

Solicito sua permissdo para apresentar os resultados deste estudo. Por ocasido da
publicacdo dos resultados, seu nome sera mantido em sigilo. Os pesquisadores estardo a sua
disposicdo para quaisquer esclarecimentos que considere necessario em qualquer etapa da
pesquisa.

A sua participacdo na pesquisa € voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo é
obrigado(a) a fornecer as informacgdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas. Caso
decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, nao
sofrera nenhum dano.

Os riscos dessa pesquisa sdo reacOes alérgicas por parte dos participantes apos a
ingestdo do produto. O pesquisador prestara assisténcia integral ao participante da pesquisa no
que se refere as complicacOes, reacfes adversas a saude e possiveis danos referentes da
pesquisa. Este trabalho tera como serventia observar a qualidade do vinagre de sapoti obtido,
com possibilidade de novo produto para 0 mercado consumidor, 0 comparando com vinagres
comerciais em relacdo principalmente aos atributos de aroma, aparéncia e sabor.
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Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicagéo dos resultados. Estou ciente que
receberei uma via deste documento.

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura do participante da pesquisa

Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor contatar a
equipe cientifica no endereco e telefones a seguir:

Universidade Federal da Paraiba, Laboratério de Andalises e Pesquisa de Bebidas Alcodlicas
(LBA) da Universidade Federal da Paraiba (Bloco C - Centro de Tecnologia). Campus | - Lot.
Cidade Universitaria, Jodo Pessoa- PB, Cep:58051-900

Contatos:

Maria Cecilia Soares Correia: ceciliasoares2010@gmail.com / (83) XXXX-XXXX*
Julice Dutra Lopes: julice@ct.ufpb.br / (83) XXXX-XXXX*
Carlos Alberto Bispo de Sousa: carlobispo@gmail.com/ (83) XXXX-XXXX*

Ou
Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPB

Cidade Universitaria / Campus | — Bloco Arnaldo Tavares, sala 812.
Fone: (83) 3216-7791

* NUmeros omitidos neste documento, mas presentes nos termos fornecidos aos provadores.
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APENDICE H — Ficha para o teste de aceitacdo sensorial e inteng&o de compra

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

Andlise Sensorial de vinagre de sapoti

Nome: Idade:
Género: () Masculino ( )Feminino Escolaridade:

Vocé esta recebendo duas amostras codificadas. Por favor, deguste uma por vez fazendo uso da agua entre uma
amostra e outra. Coloque a nota para cada caracteristica de cada amostra de acordo com a escala abaixo:

(9) Gostei Muitissimo ATRIBUTO NOTA
(8) Gostei Muito

(7) Gostei Moderadamente Aceitacdo global

(6) Gostei Ligeiramente Aroma

(5) Nem gostei, Nem Desgostei Cor

(4) Desgostei Ligeiramente Sabor

(3) Desgostei Moderadamente Acidez

(2) Desgostei Muito
(1) Desgostei Muitissimo

ATITUDE DE COMPRA:

Amostra Nota

(5) Compraria

(4) Possivelmente compraria

(3) Talvez compraria/ talvez ndo compraria
(2) Possivelmente ndo compraria

(1) N&o compraria

Comentarios:

Obrigada!
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ANEXO A - Comprovante do envio do projeto para o Comité de Etica e Pesquisa da UFPB

' CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE w
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB
[ PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP |

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLYIMENTO E CARACTERIZAGAD DE FERMENTADO ACETICO DE
SAPOTI (Manikara zapota)

Pesquisador: Maria Ceclia Soares Comela
Asca Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 703525239.0000 5182

lssuicdo Proponenta: Centro de Tecnoiogia
Patrocinader Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Namero do Pareces: £.133.054

Agresantacdo do Projeto:
O projeto ntitdado * DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAD DE FERMENTADO ACETICO DE
EAFOTI (Manikara zapotal® , perlence a0 Departamento de Engenharia Quimica CTAUFPE.

ntroduglo:

Grande diversidade de Trutas vem sendo eeplormda por meio do oulive ou da extragde, colccando o Brasd
na larceira posicdo no ranking mundial de produgdo de frutas (VIDAL, 2020). Dentre as frutas
Lomercialzacas ¢l 0 sapot (Mankara sapota), que 1eve sua cdgem na Amdnica Central. No Brasil, eswe
fruto vem Sendo cutivado principalmente nes estados do Rio Grande do Nome, Paraiba, Pemambuce ¢
Ceard [SOARES. 2018 SANTOS et al, 2020). O sapctl possu uma polpa dura, estrangui¢ada ¢ muto
azstringonie quands mature, ¢ polpa suculenta com colcragieo castanho-avermaebhada, amarelada cu
MANCM-GSCWa, Com sabor adodioado ¢ sem addez Nd Seu estigio de amaduredmento (SILVA JUNIOR ot
al,, 2014, MORAIS, 2018). A drversificagldo de cuturas de sapoli vem propordionando um aunenio peo
Nerease de culthd @ CONSUMD POF Parkd C0% CONSLUMIBINes ¢, consoguenamente, das inddsias (SANTOS
o al, 2020), pois 0 sapod ¢ um fruto que, Jém de doce @ sutulento, pessul um aroma que pode Se!
Lomente Wenificato. Este Tnuid ainda contdm cllcio, isforo, femo, &G vitaminags A 81, B2, BS e C, cainta
UM Voo caldrico

Codersgo  Cavgpea | (Praca co OO5 LFPD - 1* Ancar

Baima: Ocace Uriverwsica CEP: =p0%1-500
ur: Po Menicpic JOAD FESS0A
Telstone:  (m3a2087790 Fac (LIP21GIT01 E<ralt cormtedestca@oos Spobr
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CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB

Carsosacas 35 Fasacm G110

de 98 calofias om cada 100 g da fruta {BONFACID, 2018} Normalmente esse Futo & consumido in natura,
Qs por posSU ala perocitidade, Cu Se, U rANdo amMaduresimenty, 04 PICdUNNes acabam enooolrando
dficuidades em manil-io Conservads pars A swa comerdalizacio. Pira solucionar esse problema, muitis
Ronciogias de processamento Wim sendo desenvelvidas para aproveitar o excedente da produglo destes
frutos (OLIVEXRA et al., 2011; COSTA ot al., 2017, BONIFACIO, 2018) Uma dessas tecnclogias ¢ a
procugdo de vnagre, que aproveita matérias-primas ¢ seus subprodutos inaproveitdveis dos
calabok cmenios ndustrats de frutas ¢ das propredades rurais, que ndo podenam compatr no mercado ée
outra forma (EVANGELISTA, 2000, PEDROSO, 2003 CRUZ, 2012). No mundo Imeiro, o vinagre ¢ usado
COmo condmentd @ conservante de alimento, que pels sua agldo nuuitiva ¢ bioregulatdels, pode ser
consideraco um complomento Necessano & aimentagdo umana. Os vinagres obtidos de frutas possuem
Quaidade Sonsoral @ NUncon Al Superion a0s provenianies O ouY s foN1eS, POG SEresentam sabor ¢ g
prépdos. Nutricionalmenie, destacam-5¢ @ presenca 9¢ dodos organiods, Composios fendlicos, Wiaminas,
froteinas ¢ amnodcides, adquiridas do frute ¢ ¢a fermentacho alcodica (AQUARONE e al., 2001,
MARQUES et al, 2010 FONTAN et al., 2011, ZOCHE ¢ FICUEIREDO, 2014). Esse produo & cbide por
dols procesacs bioquimicos diferences, resutantes da agdo de micrergansmos. Primeiro azontece o
wocesso da fermentagdo akcodica pela agdo das Rveduras scbre as malbix-Lomas agucaradas o
ameldceas, depois OCome A farmentagio acdtica, pola auacho cas backnas aercbias do ginero Aceicbactor
JAQUARCNE et al., 2001, TESFAYE e al. 2002). Existem mélocos Cslinios para & fabricagdo de vinagre.
Un defes & o matodo alemdo. cu mcdo ripido, QUE CONGEIe &M Paasar & mistura 4o vinagre atravis de
um matenial com uma devads superficie exposia, contendo bactifias acdlicas Mmobilzadas ¢ passagem da
& ammeoslénico em contracormente (MORETTO et al., 15E3. PALMA et al, 2001; COSTA et al. 2005,
MAESTRE, 2017). Foi cOSerVado QUe exalem poucs Tabalhos acerca da matdria-poma sapod ¢ uma
assboca oo fontes adsais sobve a produglio do vinagre, a qual tem sido resulado da desvalorizagdo de
ambes, ou mesmo, da falta de conhedmento sobre suas qualidades sensolial ¢ NuIncionais. Nesses
vabalhos, foi possivel perceber a busca por novas fontes de matdrias-priomas pans @ produgdo de vinagre,
ncluindo frulas diversas ¢ 0 aproweitamento de residucs almenticios. Para este estudo, o sapoti foi
€300 Rid0o comO maddfia-prima iIncaimenie por 2o um o Cuyo Padrdo respinmidng ¢ cimatdnce, o gque o
faz amadurecer mals mPKaMEnte em condipdes naturais (ARALID-NETO o al . 2001, MORAIS et al.,
2006; OLIVEIRA et al, 2011, MORAIE, 2018) tomando ailicil @ conservagiio ¢ a comercialaacdo do fruo
em questdo (MATTA et al. 2005), o que usifica a procura por formas diversas de procesaamanto desse
futa. Quando Maduro, 0 sapall poasui em
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SUQ COMEOaigdo um ako tear de aglcar, o que © translorma em um excelente contribuinte para a
formentagio alecdlica, faciltando o rocesso de fabnicagdo GO vinagre, pois de Scordo com a nstrugdo
Nomateea N* 16, de 10 de margo ce 2020 (BRASK. 2020], fcou probids & adgldo de agdcar na produgdo
de fermentadd de frula cue sivva de matéra-prima para produgdo de fermentado acdtco de frut. Como Jo
CRado antenomente, e55¢ Ut tem Sido bastante produziso na reglo nondeste, sendo a Faraiba um dos
31006 QUO QIS S0 CESt0a NOSAa Produgio.

Hoplese.
Qual 3 perceptldd ¢ aceitailo d0d COMGUMIIcNS de vinage de frutas sobre esie Novo produnn?

Matodolegia Proposta

MATERIA-PRIMA O3 funos do sapoti serlo adquiidos em foiras Ewes do municipio de Jodo Pessoa - F8,
on estage intemoesidno de maturacdo, @ levados para processamento em laborandro. Os frutes serdo
deixados em letpenatura ambienie (25 'C) atd @ compieta Maturaglo ¢ entlo serdo Lvados ¢ sanitizados
com uma scluglic de 50 ppm de hipociorno ¢e s4dio por 5 minuecs, ensaguados, coocaces am Cestas
parfuradas por duas horas. EXTRACAD DO CALDO DE SAPOTI Para a obikengdo do caldo de sapoti serd
U2ad0 um sistema de prensa hidrduica de adonamento manuad com capacdade de 30 tonladas, marca
SKAY.Devido ds caractensticas do mamnfial a ser extraido, Serdo usados sacis de algodio fwrando o
ntence ¢o dindro da prensa. Apds a extragdo, o calde serd fitrado, uma parie retirada pars realzaglo de
andlises fisico-quimicas, o restante acondicionade em garrafas PET ¢ armazenade em freezer, em
lemperatua de -18 °C, atdé o momento da realizacdo da fermentacho alcodlica ISOLAMENTO DAS
BACTERIAS ACETICAS Para a ottengdo das backirias acltcas serd wiizado o prépnio sapoti om estagio
@eanats de amadurecirento como SUDSINLo para que 35 bactdras pessam cbter energa ¢ mantenham
sua advidade metabdlica Deve-se observar Se no Ireed em questdo ndo lenha cresdamento vsivel de
Lngoa. O sapdi Maduro sond coloCadd om UM respiente qua Contenha uma mSies de vinagie comardal ¢
vinho de frutas caldo com quantidades iguais de vinagre comercial @ vinho (5000, branco cu de frulas). Es
recipente deve ser bem fechado par impedir @ enrada ¢ salda de ar, fazendo com que permanaeda la
dentro Lma quantidade adoquada de ar. FERMENTACAD ALCOCLICA A fermentagdo alcodica do caldo de
Sapoll serd feakzaca om bioreatcres de poletleno, om lemparatura ambiente {25 "C). em sistema de
batelada, com
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capacdade de 10 ltres cada. As condples inidas do meo serllo contlodas com redagldo & concentrago
de subaimio (SST) em "Brix, concentragdo da biomiasa (Saccharomyces bayanus) em gL @ tomgeratura
em °C. Eord red2ado um CoNEanhamenio dnisoe 4o processd fermentadve ¢ cada bicrrealorn. Duranie a
Condagho 4O processo cindico sendo delerminados & cada wbs horas, o5 seguintes pardmeros: soids
s0hveis Wohis (PBr), wEiZando um refandmedro de campe; pH, utiizando um pHMeo de bancada, addez
fotdd por tedagdo, utiizando metodciogia descrita por JAL (2008) teor aicodlico (*CL), wilizando um
cbuldmetro, agdcares redutcres (AR), aglcares redulores 1otais (ART) ¢ agdcares ndc redutones,
determinados pelo método DNE (4cido 3 5-cintro saiclico) cescriin por Miller (1959) ¢ contentragdo de
tiomassa (L), wizanco melodologia descrita por Florentino (2006), aat que 0 teor doodico 0o mosios se
catabiice. Finakzado o processo fermentative 0% fermantacos Serao sepamdos da pane sbida por
decantaglio. FERMENTACAD ACETICA Para a reaizacho da fermentagho acdtica serd ullizaca uma
VINRgIE: aneaanal Com Sefagdo, ndo Como SUPHe bagaco de cana esalil Na vinagreim estand degos
0 Moo fAMMEntado de sapol parm receler @ inoculagdo das bactdnias cddcas, & wmperatora ambiente.
AmGras serdo ecohidas 10006 06 dias a fim 42 que seja anaksado 0 wor alcedice e o 100 acdlco. For
mMeio de tiuomMeria Serd Jeterminado o tedr acdtico, tendo o NaCH como salugdo padrdo ¢ fenofaiena
como indicader. O processe estard completo quando ¢ grau alcodlico ndicar 1 "GL. Por im serd
pasteunizado. ANALIEE MICROGIOLOGICA Serlo reaizadas andlises de contagem de colormes fecais @
WA, polo MmEtods descnto por Siva, Junquera ¢ Sikvena (2001}, N0s vinagres produzidos. anes da andkse
sensofial ANALISE SENSORIAL DO YINAGRE A pesquisa serd expiorasdda undamaentada om modda
Quaniiatvo Serd reaizada uma COMParaglo entre & caracier Biicas sensonas 4o vinagre de sapcti ¢ de
um vinagre comercal A andise sereorial Sord reakzada Lizando 5Rs de acelagdo ¢ intengdo de compra
com 100 jugadenes nio treinados

Objetive da Pesquisa:
Otjedvo Priminio: Desenvoleer @ caracerzar Rmmentiados acdacos do fruto do sapoti (Manikara 2apota).

Objetive Secundanc: - Avalar @ redugio do teer de pectina do caldo de sapod, apds processo de
darificacde; - Obloer bactérias acélcas o kombucha € CO prégcio fruto saped; - Caracterizar o
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also de sapot cbtidd mediante andlses f500-quimicss previsias na legslacio vigente, - Acompganhar
cintcamente a fermentagdo alcodica do caklo de sagcti, - Desenvalver fermentagdo acisca @ partr de
Remontados alcodices de sapotl utizando kokdos de komdutha ¢ 4o fiuto sapotl, pelo méede rapido; -
Carachnizar o4 fervantados aciticos produsdos medanie andaes Nsico-guimicas provistas na kgalaclo
vigenie - Avaliar o perfil e Composics fendioos € dos CoMposios antoxdantes no CIGD ¢ NO Rrmentado
2cétco de sapoll - Redizar andlse senscal Comparando © vinagre cbtico do sapati com um de marca
comarcial

Avaliagdo dos Riscos ¢ Beneficios:

Riscos potonciats previsives @ evitaveis. Durante o decoorer da entrevista ¢ da andlise sensoral o
PAICEania pOSe 56 SeNty CONSTRNGII0 a NESEander delerminada PArgunt Ou B NEO QUeTSS ProCeder Com 0
teste senscorial sendo possivel nio responder ou deear o local sem qualuer prejulzo. Serd femecdo o
Termo de Consendmento Livre ¢ Esdarecido {TCLE) ¢ método adotado oo andlise 4o dados prevendo
procedimenios que assogurem a confidencialidade ¢ a privacidade dos volumarios.

Comantirios ¢ Considaragdes solwa 2 Pesquisa:

A pesauisa send explonatdna lundamentada em modelo quandtativo. Serd realzada Lma Comparaglo
enra 2% Caraclensticas sensoriEs GO vinagre de sapoti @ de um vinagre comercial. O trabalho serd
SeQMENtado em dums elagas: Na pmera semo redizadas /s andises microbiokdgicas, e anilses f5ico-
quimicas, em wiglicata, do vinagre de sapot cbtido na pesquisa; na lercera etapa serd reakzado o
recrutamento (n=100}) e selecio

dos jugadones que ko reallzar @ andlse sensonal de ACHitaglo ¢ Athude de conpra 4o inagre de sapad.

Considaragdes sobre o5 Tornmos de apresentacdo obrigatdeia:
O projeto de pesquisa encontra-se oentio da Resaluglo 468 2, ¢ da Nomativa Operaconal 001/2013

Recomendagdas:

Recomenda 50 apronar

Congdusdes ou Pendincias o Lista de Inadegquagdes:
Aprovade
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Considaerag Ges Finais 2 critdrio do CEP
Cerfico que o Comind de Etca em Pesqusa do Centro de Cilndiia da Sadde da Universidade Federal da
Paraiba — CEPICCS aprovou a execugdo do referido projpto de pesquaa. Outrossim, informo que a
SADIRLCE0 para posIence pubbcacho Nca condicienada & submealo do Relatdno Final na Flatalomma Eraal,
via NOBRCRCho, pard Mins de apredagdo ¢ aprovatio por a5 ogrigio Comilh

Este parecer foi elaborads baseado nos documentos abaixo rolacionados!
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JOAD PEESOA, 21 de Junho ce 2023

Assinado por:
Esana Margues Duarte de Sousa
(Coordenaderia))
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