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Resumo

Agua, propriedades fisico-quimicas, analise sensorial, estabilidade
microbioldgica, vinagre, maionese, quitosana.

A empresa Mendes Gongalves, SA dedica-se a producdo de
vinagres, molhos e temperos. O aparecimento de turvacgdo/sedimentos
e perda de cor nos vinagres pela presenca de anidrido sulfuroso é uma
problematica das industrias vinagreiras, sendo importante para a
empresa a sua resolucdo. Por outro lado a agua é o principal
constituinte dos produtos da empresa consequentemente as suas
carateristicas fisico-quimicas afetam muitas das caracteristicas fisico-
quimicas, microbioldgicas e sensoriais destes produtos. Os objetivos
deste trabalho foram 1) avaliar a influéncia das carateristicas da dgua
na producdo de vinagres e maionese e 2) estudar a conservacao do
vinagre de sidra utilizando filmes a base de quitosana. Este trabalho
permitiu determinar o tratamento mais adequado a ser aplicado na
agua obtida na nova captacdo da empresa (furo novo) e a viabilidade
da reducdo ou eliminacdo da utilizacdo de diéxido de enxofre,
utilizado como conservante no vinagre, garantindo a sua estabilidade
microbiana e evitando a sua oxidacao.

Na producdo dos vinagres (vinho branco, 6% em &cido acético, e
sidra, 5%) e da maionese foi utilizada agua do furo novo e agua
destilada. Os vinagres foram também elaborados com e sem
metabissulfito de potassio para avaliar a viabilidade da reducdo ou
eliminacdo deste conservante quando se utiliza 4gua destilada. Foram
realizadas andlises ao pH, turvacéo, cor, acidez e sensoriais durante 3
meses. As amostras de vinagre produzidas com agua destilada sem
adicdo de metabissulfito apresentaram melhores caracteristicas
sensoriais e maior estabilidade fisico-quimica, ndo havendo formacéo
de depdsito e estabilizacdo da cor. As amostras de vinagre tratadas
com os filmes de quitosana levaram a clarificacdo do vinagre,
apresentando uma menor turvagdo relativamente a amostra com
metabissulfito. Estes vinagres apresentaram também uma cor mais
estavel, tendo-se observado um escurecimento no vinagre sem
tratamento e uma cor demasiado clara no vinagre com metabissulfito.

Relativamente a maionese, a nivel sensorial e estabilidade de cor, a
amostra produzida com agua destilada apresentou um melhor sabor e
uma maior estabilidade fisico-quimica e  microbioldgica,
comparativamente as elaboradas com a agua do furo novo.

Os resultados demonstram que a utilizacdo de uma agua com baixo
teor de sais sera uma mais-valia para a producdo de vinagres e
maionese. A formacdo de depdsitos/nébulas nos vinagres podera ser
retardada ou prevenida, reduzindo a utilizacdo de conservantes. Este
efeito também pode ser potenciado com filmes a base de quitosana.
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Mendes Gongalves, SA is dedicated to the production of vinegars,
sauces and seasonings. The turbidity / sediment formation and loss of
colour in vinegars by the addition of sulphur anhydride is a problem of
the vinegar industry. Consequently, it is very important for the
company to solve it. On the other hand, water is the main constituent
of Mendes Goncalves products. Consequently, the amount and
composition of water affect a large number of physico-chemical,
microbiological and sensorial characteristics of these products. The
objectives of this work are 1) to understand the influence of water
composition in the production of vinegars and mayonnaise and 2) to
study cider vinegar preservation using chitosan-based films. This work
will allow determining the most appropriate treatment to be applied to
the water obtained from the new water hole of the company and the
viability to eliminate or reduce the use of sulphur anhydride, used as
preservative, to assure microbiological stability and to avoid oxidation.

In vinegars (white wine, 6% acetic acid, and cider, 5%) and
mayonnaise production it was used water from the new hole and
distilled water. In addition, the same vinegars were prepared with and
without potassium metabisulphite to evaluate the viability of reduce or
eliminate this preservative when used distilled water. Physicochemical
and sensorial analyzes were performed along 3 months. Vinegar
samples prepared with distilled water without metabisulphite showed
better organoleptic characteristics and improved physico-chemical
stability, namely no deposit formation and better colour attributes. The
vinegar samples with chitosan films had a lower turbidity compared
with the sample with metabisulphite due to the formation of a
precipitate. This shows that chitosan films have potential to promote
vinegar clarification. These vinegars also showed colour stability along
storage, contrarily to the sample without treatment that became darker
and the one with metabisulphite that became lighter.

In the mayonnaise, the sample with distilled water showed better
flavour and higher physico-chemical and microbiological stability
when compared to the one prepared with water from the new hole.

This work allows inferring that the use of water with lower content
of salts may be an advantage for vinegar and mayonnaise production.
The formation of deposits in vinegars can be delayed or even
prevented by the use of water with this characteristic. This effect could
be also enhanced by chitosan films.
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1. Introducéao

1.1. Agua e as suas carateristicas fisico-quimicas

A agua apresenta um papel bastante importante nas reacGes biogquimicas que
sustentam a vida. Esta pode ser ingerida sob diversas formas, no seu estado puro ou em
alimentos, permitindo a digestdo, dissolugéo, transporte e absorgcdo de nutrientes. Ainda
permite a hidrdlise, oxidacdo e utilizacdo de nutrientes necessarios para a obtencdo de
energia para diferentes células (1).

A agua é um dos principais constituintes dos alimentos podendo variar de valores
residuais a 98% da constituicdo do alimento, sendo que até mesmo os alimentos
considerados ‘secos’ contém alguma agua (4 — 12%) (1,2). Consequentemente a
quantidade e composicdo de agua num alimento afeta praticamente todas as carateristicas
de um alimento, como estabilidade fisico-quimica e microbioldgica, sabor e textura,
devido a interacdo com proteinas, polissacarideos, lipidos e sais (1 — 4). A agua nos
produtos alimentares pode ser intrinseca ou ser adicionada durante a sua producéo (2,3).

A &gua é considerada um solvente universal, devido a sua polaridade e capacidade de
formar ligacdes de hidrogénio (1). Também a sua elevada constante dielétrica torna esta
molécula num solvente ideal de substancias ionicas, devido a reducdo da atracdo entre ides
positivos e negativos em eletrolitos (1). Em solucdo ocorrem interacGes entre as moléculas
de agua e de soluto (3).

A agua associada aos alimentos pode ser classificada em trés categorias: livre,
absorvida e ligada (2). A &gua livre presente no alimento é a &gua que apresenta as mesmas
propriedades da agua pura, que esta disponivel para o crescimento de microrganismos e
para reacdes enzimaticas (5). A agua absorvida consiste naquela que esta depositada na
superficie das macromoléculas, como proteinas, pectinas e celuloses. Esta resulta na
formacdo de sistemas coloidais. Quanto & agua ligada, consiste na percentagem que
estabelece ligagbes com componentes do alimento, ficando indisponivel (2).

Os alimentos sdo constituidos por moléculas contendo grupos OH, C=0, NH que
formam ligagBes de hidrogénio e interagGes dipolo-dipolo com moléculas de &gua. Para

além destas interagdes também ocorrem interagdes dipolo-ido, hidrofobicas e hidrofilicas

D).



A estrutura organizacional e interacfes da molécula de &gua s&o alteradas quando um
soluto é introduzido. Isto resulta na alteracdo das propriedades da molécula de &gua, como
a densidade, compressibilidade, ponto de ebulicdo e mobilidade (2,6). Nem todas as
moléculas de agua sofrem de igual forma o efeito do soluto, sendo este mais sentido pelas
moléculas que se encontram na periferia do produto (agua ligada) (6). A adicdo de solutos
polares apresenta um efeito menor na estrutura molecular da agua. Nas interacdes entre
moléculas polares ou idnicas e moléculas de agua, através de ligacdes de hidrogénio,
interacdo ido-dipolo e polar-polar, permitem a dissolucdo e dispersdo destas em solugédo
(efeito hidrofilico) (1). Muitos constituintes dos alimentos sdo moléculas ndo carregadas,
totalmente polares ou contendo certas regiGes com carater polar (alcoois, acucares, polidis,
proteinas, polissacarideos e surfactantes) (6). No caso de solutos apolares, as moléculas de
agua tendem a reorganizar-se, de forma a conseguir obter um maior nimero de ligac6es
por pontes de hidrogénio (6), formando agregados de micelas e clatratos (formas estaveis
de pequenas moléculas apolares cercadas por moléculas de agua) (1). A adicdo de
substancias hidrofobicas/apolares, a agua (hidrocarbonetos, triglicerideos e proteinas) é
termodinamicamente desfavoravel devido a reducéo de entropia. Essa reducdo na entropia
decorre do aumento de ligacBes de ponte de hidrogénio entre as moléculas de agua
adjacentes aos grupos apolares, provocada pela repulsdo entre as moléculas de agua e os
grupos polares (5). Estes dois efeitos juntos estabilizam estruturas tridimensionais de
macromoléculas como enzimas, proteinas e lipidos. Ao nivel das enzimas, estes efeitos,
exercem uma grande importancia ao nivel da conformacdo enzimatica, e por consequente a
catalise de reagdes especificas (1).

A 4gua tem diferentes origens e consequentes diferentes contelldos em minerais e sais
(completamente ionizados), sendo a concentracdo de ides dependente da solubilidade do
sal e do tempo de contacto entre a 4gua e a origem do sal (minério, rocha, etc). A
concentracdo de sais e minerais afeta a solubilidade dos constituintes alimentares. Por
exemplo, em concentracOes elevadas de eletrolitos as proteinas sdo destabilizadas por
competicdo pelas moléculas de &gua com os ides, resultando na diminuigdo da solubilidade
destas biomoléculas (1).

A concentracdo de eletrdlitos em solucdo € medida através da forca ionica (1), que
consiste na metade da soma dos produtos das concentracGes (Ci) e o quadrado das cargas
dos ides (Z%):
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Existem ides com caracteristicas de estabilizacdo e outros de destabilizagdo da
estrutura dos biopolimeros, afetando assim a sua hidratacdo (3). Em elevadas
concentracdes de soluto ionico a solubilidade das moléculas do biopolimeros na fase
aquosa diminui, este efeito € conhecido geralmente por salting-out. Nesta situacdo o soluto
compete com os biopolimeros pelas moléculas de 4gua ainda disponiveis para a hidratacdo
(6). O efeito contréario, isto é, baixa concentracdo de eletrolitos e aumento da solubilidade

da proteina é denominado salting-in (1).

1.1.1. Atividade da &gua e a sua influéncia nos alimentos
A deterioracdo de um alimento é, normalmente, resultante do crescimento de
microrganismos (MOs), atividade enzimatica e reagdes quimicas, as quais na sua maioria
dependem da presenca de agua (5).

A atividade da &gua, o conteldo e o estado da agua sdo importantes para: i) a
estabilidade fisico-quimica e microbiol6gica dos alimentos, ii) a cinética de reacGes de
deterioracdo (reagdes enzimaticas e ndo-enzimaticas, reacdes de oxidacdo, hidrélise
quimica e bioquimica), e iii) o crescimento microbiano (2). Consequentemente este
parametro é um importante meio de prever e controlar a vida de util de produtos
alimentares. A vida atil é o tempo durante o qual um produto permanecera seguro,
mantendo as caracteristicas sensoriais, propriedades quimicas, fisicas e microbioldgicas
desejadas de forma a cumprir com a rotulagem nutricional (7).

A atividade de agua é expressa pela razdo entre 0 vapor de pressdo da agua no
alimento (p) e o vapor de pressdo da agua pura (po), considerando a mesma temperatura
(T) e a mesma presséo total (P) (3):

aw=[p/po]eT

A atividade é dependente do estado fisico da &gua e das suas interacbes com 0s
restantes constituintes dos alimentos, dependendo da concentracdo, natureza quimica do
soluto e temperatura (2). Esta consiste na agua disponivel, isto €, a 4gua que ndo esteja
ligada a matriz do alimento e que esteja disponivel para o desenvolvimento microbiano
(leveduras, fungos e bactérias). Este valor pode variar de 0 a 1, sendo os alimentos mais
suscetiveis a contaminagdo com valores de a,, = 0,85-0,99 (7).

A cinética e tipo de reacdo estdo dependentes da atividade da agua do alimento, pois

esta comporta-se como um solvente, um reagente, ou pode alterar a mobilidade dos



reagentes (Fig.1). Em alimentos com atividade de &gua inferiores ou iguais a 0,3, a
oxidacgdo lipidica é retardada devido a reducdo da atividade catalitica dos metais; e sdo
promovidas as reacfes de acastanhamento ndo enzimaticas. Em alimentos com atividades
de agua elevadas (ay = 0,55 — 0,80) a taxa de oxidacdo aumenta devido ao aumento da
quantidade de oxigénio dissolvido e da mobilizacdo dos catalisadores (iBes metalicos),
também se verifica aumento das rea¢fes de acastanhamento ndo enzimaticas em relagcdo ao
caso anterior (5,8). Por fim em alimentos com a,, superiores a 0,80, a agua adicionada
retarda os processos de oxidacdo, visto haver a diluicdo dos catalisadores reduzindo a sua
eficacia (8). Ainda é verificado um aumento da cinética das reacfes enzimaticas e ndo
enzimaticas com o aumento da atividade (2). Em alimentos com atividade de 4gua menor
ou igual a 0,60, o crescimento de microrganismos é minimo, verificando-se possivel

desenvolvimento de contaminacdo para a,, atividades superiores (1,5,8-10).
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Fig.1: Velocidade de reacdo em alimentos em funcéo da atividade de agua (11).

O crescimento microbiano € controlado pela atividade de 4gua do alimento, isto &, o
crescimento de determinado grupo de microrganismos € dependente da atividade de agua
do produto (Tabela 1).



Tabela 1: Categorias de microrganismos que se desenvolvem num alimento dependendo da
atividade de agua (aw) (7).

Microrganismos Atividade de Agua (aw)
Bactérias 0,91
Leveduras 0,88

Fungos 0,80
Bactérias Halofilas 0,75
Fungos Xerofilicos 0,65

Leveduras Osmofilicas 0,60

A atividade da agua é um parametro a ter em consideracdo, visto afetar a textura,
aparéncia, seguranca e estabilidade de produtos (9). A perda de 4gua e a taxa de
deterioragdo dos alimentos é dependente da quantidade e atividade da agua (2,9). As
possiveis alteragdes na atividade de dgua de um alimento, por absor¢do de agua quando um
produto € exposto a um ambiente de alta humidade, ou perda de agua quando colocado
num ambiente de baixa humidade provocam alteracdes indesejaveis nos produtos, como

perda de textura, podendo alterar o seu tempo de prateleira (11).

1.1.2. Caraterizacdo da agua para consumo humano

A 4gua, tanto superficial como subterranea, € veiculo de muitos agentes causadores
de doencas nos seres humanos. As doencas relacionadas com a contaminacgdo da agua de
consumo humano constituem uma elevada responsabilidade e importancia para a salde
publica (12). Um dos problemas causados pela ingestdo de agua contaminada resulta da
falta de controlo e inspecdo regular da qualidade da agua de abastecimentos privados (13).

A agua é um possivel contaminante de alimentos: i) pela incorporacdo de agua
contaminada nos alimentos, ii) pela ingestdo de alimentos cultivados com agua
contaminada e/ou iii) pela ingestdo de alimentos que estiveram expostos a agua
contaminada durante o processamento. Como tal, também de forma a assegurar a

qualidade do produto alimentar, a qualidade da 4gua devera corresponder aos requisitos de



uma 4gua de qualidade para consumo humano. Por conseguinte existirdo parametros da
agua que deverdo ser adequados ao tipo de produto e que devem ser estritamente
controlados (14).

Uma agua de consumo humano devera preencher os requisitos estabelecidos no
Dec. Lei n°306/2007. O Dec. Lei define as obrigacbes das entidades gestoras,
nomeadamente a apresentacdo de um programa de controlo da qualidade da &gua para
consumo humano e a frequéncia de amostragem de acordo com a populacdo. Ainda define
os valores paramétricos de forma a assegurar uma agua para consumo humano de
qualidade de forma a reduzir ou eliminar situacfes de risco para a saude humana. A
caracterizagcdo da qualidade da &gua implica avaliacdo de diferentes parametros: fisico-
quimicos, microbioldgicos, organoléticos e presenca de substancias indesejaveis e toxicas.
A realizacdo de analises a estes parametros devera ser feita, preferencialmente em
laboratdrios de ensaios credenciados e por métodos analiticos de referéncia (13,15-17).

As entidades gestoras de distribuicdo ou de utilizacdo de &gua para consumo
humano tém de garantir que esta seja salubre, limpa e desejavelmente equilibrada.
Consequentemente, ndo podera conter nenhum microrganismo, parasita ou substancia em
quantidade ou concentracao que possa constituir um perigo potencial para a satde humana.
Deverd cumprir as normas da qualidade fixadas no Dec. Lei acima referido e ndo podera
ter um carater agressivo, nem incrustante ao longo do sistema de abastecimento. Cabe
ainda as entidades gestoras assegurar obrigatoriamente um tratamento adequada da agua,
sendo que a agua distribuida deverd pelo menos ser submetida a um processo de
desinfecdo (15,17).

1.1.3. Processo de tratamento de dguas subterraneas

As Estacdes de Tratamento de Aguas (ETAs) sdo infraestruturas que permitem o
tratamento de uma agua bruta (com possiveis diferentes origens) de forma a torna-la uma
agua propria para consumo humano. O processo de tratamento devera ser adequado de
acordo com a origem e qualidade da agua (superficial ou subterranea), podendo este ser de
natureza quimica, fisica ou microbiolodgica.

Os processos de tratamento adequados para cada tipo de origem da &gua
(superficial ou subterrnea) séo identificados devido a caraterizacdo da situa¢do nacional

das ETAs baseada no Inventario Nacional de Sistemas de Abastecimento de Agua e de



Aguas Residuais (INSAAR) e em informagio cedida pelo Instituto Regulador de Aguas e
Residuos e pela Aguas de Portugal, S.G.P.S., S.A.

Na Fig.2 esta representado um esquema genérico de tratamento de aguas
subterraneas em Portugal (15). Uma estacdo de tratamento podera ndo englobar todas as
etapas de tratamento, dependendo das carateristicas da agua bruta e o seu destino apds

tratamento.

Pré-oxidacdo Filtragéo Desinfecéo

Fig.2: Esquema tipo de tratamento de aguas subterraneas em Portugal (15).

Diversas técnicas sdo utilizadas no tratamento de aguas para consumo humano.
Para aguas subterraneas os processos de tratamento sdo menos intensivos devido a melhor
qualidade deste tipo de aguas, sendo habitualmente apenas necessaria uma desinfecdo.
Contudo, por questdes de seguranca e dependendo do fim da utilizacdo da agua, pode ser
efetuado um tratamento fisico seguido de um tratamento de desinfegéo (15).

O desenvolvimento de novos processos de tratamento serd uma possivel resposta a
troca de processos quimicos (desinfecdo/oxidacdo), por processos bioldgicos e/ou fisicos.
A eficécia de remocdo de metais pesados por microrganismos com capacidade de os oxidar
tem sido verificada. Contudo ainda é necessario uma melhor percecdo dos mecanismos
deste processo de tratamento de agua e da eficicia destes processos relativamente aos
processos quimicos e fisicos (18).

Entre os processos fisicos encontra-se a filtragdo por membranas. Os processos de
tratamento por membrana mais utilizados sdo: microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracéo e
osmose inversa (Fig.3) (15,19,20). Estes processos tém sido utilizados maioritariamente na
industria e em aplicagdes farmacéuticas, contudo atualmente existe uma procura deste
processo no tratamento de aguas para consumo humano (13,21). O tratamento por
membranas é utilizado de forma a melhorar as caracteristicas fisico-quimicas da agua e
também a sua qualidade microbioldgica, assim como adequar a condutividade e controlar o

teor de cloretos, sulfatos, calcio, magnésio, nitratos e cobre (13,15).
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Fig.3: Porosidade e seletividade dos processos de tratamento de membrana (microfiltracéo,

ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose inversa) (19).

Na microfiltracdo ocorre a separacao de particulas de um solvente por membranas
de fluxo cruzado de baixa pressdo, sendo possivel filtrar substancias coloidais e em
suspensdo (15,19,22). No caso da ultrafiltracdo a membrana utilizada para este método
possui poros de ordem dos 0,01 a 0,001 um, sendo possivel a remo¢do da maioria das
bactérias, virus e macromoléculas (15,19,22). Por outro lado, a nanofiltracdo, podera ser
utilizada na desmineralizacéo, dessalinizacdo e na remocdo de cores. No caso de conter
uma concentracdo de solutos organicos, solidos em suspensdo e ides polivalentes, o
conteddo permeado inclui iBes monovalentes e solucdes organicas de baixo peso
molecular, tais como o alcool (15,19,20,22). A Osmose Inversa (Ol) é um processo de
filtracdo por membrana de alta pressdo. Esta técnica é a mais frequentemente utilizada,
podendo remover eficazmente a maioria de compostos inorganicos, virus e alguns
contaminantes quimicos (23-25). A osmose consiste na tendéncia natural da agua de se
direcionar através de uma membrana semipermeavel de uma solucdo com baixa
concentracdo em soluto para uma solugdo com maior concentracdo de soluto (21,25,26).
Contudo, a Ol requer que seja exercida uma pressdo de forma a agua se direcionar no
sentido contrario a sua tendéncia natural atraves de uma membrana. Este processo requer
bastante eletricidade de forma a criar a pressao necessaria para levar a passagem da agua, e
gera uma grande quantidade de agua residual (cerca de 10-20% da agua bruta) (27).

A é&gua resultante da Ol é baixa em teor de minerais, de carbono orgéanico total e
necessita de uma quantidade residual de desinfetante, sendo o teor subprodutos de
desinfecdo minimizados (21). Consequentemente este tipo de tratamento pode ser uma
maneira de eliminar ou de reduzir um tratamento quimico que elevaria 0s niveis de

subprodutos de desinfecdo. A utilizacdo de membranas ndo permite a excluséo total de



substancias de baixo peso molecular, sendo necessario adequar a capacidade da membrana.
A alta eficdcia deste processo de Ol na remocdo de microrganismos e constituintes
quimicos faz com que este seja utilizado na maioria dos casos como Unica fase de
tratamento ou combinada com uma quantidade residual de desinfetante (15,19,21).

As membranas apresentam uma grande eficacia na remoc¢do de alguns compostos
quimicos como o arsénio, fltor, ferro, manganés e nitrato em cerca de 80%. As membranas
utilizadas na Ol podem corromper caso a quantidade de matéria organica na agua seja
elevada (15,27).

1.1.4. Influéncia da qualidade da 4gua na Industria Alimentar

A cor e a turvacdo sdo os principais parametros avaliados para determinacdo da
qualidade da agua na industria alimentar. A alteragdo destes pardmetros provoca
modificacdo das carateristicas dos produtos, como a cor e formacéo de precipitados (14),
sendo também importante a utilizacdo de uma agua com carateristicas para consumo
humano (21,26).

O odor de certas aguas causado por diferentes compostos quimicos, como
sulfuretos e ferro, podera ser transmitido aos produtos finais, gerando odores e sabores
desagradaveis (14).

A alcalinidade elevada da dgua pode originar uma diminui¢do do aroma do produto
alimentar e a precipitacdo de alguns compostos. No caso especifico de produtos
fermentados, a alcalinidade elevada ndo € propicia ao crescimento das leveduras (14). O
pH da agua influéncia também a cor dos alimentos e 0 aroma, assim como a corrosdo do
equipamento de metal utilizado durante o processamento (14).

O teor de cloro dissolvido na agua, derivado de processos de tratamento, podera
influenciar a alteracéo da cor, odor e sabor dos produtos e a deterioracdo de constituintes
dos produtos (14,28) . O cloro utilizado na desinfecdo da agua pode reagir com compostos
presentes nos alimentos, como por exemplo os fendis originando produtos off-flavour, os
clorofenois (halofendis). Estes compostos podem ser identificados como um odor a cloro,
sendo o limiar de percecdo gustativa para 0s compostos mais odoriferos (como 0s
diclorofendis) de 1 ug/L (28,29).

Os nitratos que possam existir na agua sdo causadores de odores desagradaveis e
possivel corrosdo das paredes dos tanques de armazenamento da dgua ou dos produtos

alimentares (14).



1.1.5. Interacdo da agua com os constituintes dos alimentos
Nos alimentos, a agua ndo é somente um meio de reagdo, mas & também um
ingrediente ativo usado para controlar reacdes, comportamento fisico-quimico e biolégico.
A atividade de agua € influenciada por sais, agucares e outros compostos capazes de se
ligarem fortemente a &agua (5). Consequentemente, as interacbes da &gua com oS
constituintes dos alimentos sdo influenciadoras das propriedades de sistemas alimenticios
(12).

1.1.5.1. Influéncia da agua nas proteinas

A retencdo de agua € um parametro critico na funcionalidade das proteinas, pois afeta
a textura, cor e propriedades sensoriais dos produtos. Para além das propriedades
funcionais também o tempo de prateleira e estabilidade sdo dependentes da constituicdo
em &gua e na ligacdo proteina-dgua. Esta ligagdo das proteinas com moléculas de agua
depende dos grupos hidrofilicos constituintes das proteinas (imina, amina, carboxilo e
hidrofilico) (1,30-32).

As propriedades funcionais das proteinas, incluindo a capacidade de formac&o de géis,
viscosidade, estabilizacdo de emulsbes e espumas, estdo dependentes das suas
solubilidades em agua (30,31,33). A solubilidade das proteinas em agua esta dependente
do pH e da concentracdo em sais no produto (1,4,11). No ponto isoelétrico, as proteinas
com grupo hidrofébicos suficientes, agregam-se via ligacbes intermoleculares
hidrofébicas, devido a baixa repulsdo electroestatica, ocorrendo precipitacdo isoelétrica.
Por outro lado, a proteina permanecera em solucdo, caso as interagcdes intermoleculares
hidrofobicas sejam escassas, devido a hidratacdo e repulsdo estearica (4,11,32).

A concentracdo de sais afeta a solubilidade das proteinas em dois sentidos. A baixa
concentracdo, os sais aumentam a solubilidade destas macromoléculas (salting-in effect),
pela supressdo das interacBes electroestaticas proteina-proteina. Contrariamente a
concentracdo elevada de sais, a solubilidade das proteinas é reduzida ocorrendo a
precipitacdo das mesmas (salting-out effect) devido a hidratagdo ionica (4,30,32). Os
anides e catides podem ser ordenados conforme o efeito de salting-out: K* > Rb* > Na* >
Cs" > Li* > NH, > SO,* > CI'> NOs > Br>J > CNS (4).
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1.1.5.2. Influéncia da agua nas enzimas

A atividade da maioria das enzimas aumenta proporcionalmente a quantidade de
agua presente no meio, sendo esta ultima importante para a velocidade de reacao e posicao
de equilibrio (34).

A conjugacdo dos efeitos hidrofébicos e hidrofilicos, juntamente com interagfes
i6nicas, levam a alteracdo da conformacdo das enzimas, sendo as suas funges
modificadas. Por outro lado, a alteracdo do pH do meio (neste caso aquoso) afeta a carga
das proteinas. Consequentemente, o pH também afetara a conformacéo/funcéo das enzimas
(1).

Na industria de lacticinios, a lactose é degradada enzimaticamente em glucose e
galactose, pela enzima lactase. Esta enzima é produzida por bactérias acido-lacticas e é

ativada pela presenca de uma molécula de agua (Fig.4) (1,23).

CH,OH CH,0OH CH,0H CH,OH
0] (0]
HOH HH OH Lactase HOH O OH HH O 0OH
oH HA ON\oH H 7 " NoHHA * RNoH H
H H H H H,O H H HO H
H OH H OH H OH H OH
Lactose Galactose Glucose

Fig.4: Reacdo da enzima lactase na transformacéo de lactose em glucose e galactose (35).

1.1.5.3. Influéncia da agua nos hidratos de carbono

A capacidade de ligacdo a dgua € uma das principais carateristicas dos hidratos de
carbono devido aos varios grupos hidroxilo capazes de estabelecer ligagdes de hidrogénio
com a agua (5). Esta competicdo da agua pelos grupos hidroxilos dos hidratos de carbono
ird influenciar a sua conformacdo, e para além desta caracteristica a 4gua representa um
papel importante na sintese destas macromoléculas fornecedoras de energia necessaria aos
organismos (1).

Nos alimentos os hidratos de carbono tém a capacidade de absorcéo da agua existente,
tendo um papel importante na manuten¢do da atividade de &gua (5). Quanto & solubilidade
dos acUcares em agua, esta esta dependente da forma anomérica destes (alfa ou beta) e da
quantidade de grupos hidroxilos disponiveis (5).

A maltose é composta por duas unidades de glucose, sendo derivada do reacdo da -

amilase no amido. No caso da inddstria da cerveja o malte € resultado da producdo da -
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amilase produzida durante a germinacgdo do grdo, sendo a enzima ativada quando os graos
sdo mergulhados em agua (Fig.5) (35).
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Fig.5: Decomposigdo do amido em unidades de

maltose por acdo da enzima B-amilase (73).

1.1.5.4. Interacdo dos minerais presentes na agua com os alimentos
Dependendo da origem a agua poderd ndo se encontrar no estado puro, sendo uma
solucdo aquosa onde estdo presentes minerais sob a forma de sais ou eletrélitos, como por
exemplo Mg?*, Cu #*, Ca®*, CI', Fe**, Mn*" (1). Muitos dos eletrdlitos presentes na 4gua, ja
sdo constituintes dos alimentos, tendo um papel bastante importante nas caracteristicas
sensoriais, na ativacao/inibicdo de enzimas e outras reacdes quimicas que possam afetar a
textura do alimento (1,4).

Os ides metalicos podem influenciar a qualidade e aparéncia visual dos alimentos,
causando a descoloragédo de produtos vegetais e frutas. Por exemplo, os polifenois formam
complexos com ides metalicos (Fe** e AI*"), originando uma cor azulada. Os ides
metalicos também sdo responsaveis pela perda de alguns nutrientes, como por exemplo a
oxidacdo do acido ascorbico (Fig. 6) (4). Na presenca de oxigénio ocorre a complexacao
do 4cido ascorbico com o id0 metalico de transicdo Fe?*, havendo formacdo de uma
espécie ativa de oxigénio (-OH). O mecanismo proposto (Fig.6) demostra a oxidacdo do
acido ascorbico em éacido dehidroascorbico, por transferéncia eletrénica, e subsequente

hidroxilagcdo de um composto aromatico (36).
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Fig.6: Mecanismo de oxidac&o de 4cido ascérbico por complexacio com Fe?* na presenca

de oxigénio com formacéo do acido dehidroascorbico espécies ativas de oxigénio (36).

Certos iBes metélicos sdo responsaveis pelo desenvolvimento de odores desagradaveis,
como o ranco, resultante da oxidacdo lipidica. No caso das emulsdes, os lipidos utilizados
contém pequenas quantidades de peroxidos. A decomposicdo oxidativa destes peroxidos é
acelerada por metais de transi¢do existentes na fase aquosa da emulsdo, como é o caso do
ferro (37). Para além de catalisador da oxidagdo lipidica, o ferro, muitas vezes presente em
quantidades significativas na dgua, aumenta a turvacdo nos vinhos (estado insolavel), e
ainda pode promover o crescimento de bactérias dependentes de ferro (4,38).

No caso do vinho, valores significativos de cobre podem levar a formacdo de
precipitados ao fim de algum tempo de engarrafamento, devido a reducdo do cobre e
precipitacdo deste na forma de complexos de sulfitos e complexos de proteina-cobre (38).
O magnésio (Mg?"), muitas vezes presente na agua, 6 um metal ativador de variadas
enzimas, como por exemplo piruvato carboxilase, aminopeptidase e enolase (4). A enolase
(fosfopiruvato hidratase) é responsavel pela conversdo de 2-fosfoglicerato (2-PG) em
fosfoenolpiruvato (PEP), um dos passos da fermentacdo alcodlica (em que ocorre a
transformacéo de glucose em etanol). Esta metaloenzima é ativada pela complexacédo com
o substrato, 2-PG, e o0 ido metalico Mg?* (Fig.7) (39,40).
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1.2.Quitina e quitosana

Os biopolimeros naturais, nomeadamente polissacarideos, tém vindo a despertar um
grande interesse na ciéncia devido as suas propriedades fisico-quimicas, atividade
bioldgica, biocompatibilidade, biodegradabilidade e disponibilidade de recursos naturais
agricolas e maritimos ricos nestes compostos (41-43).

A quitina é o segundo polissacarideo natural com mais abundancia a seguir a
celulose. A industria alimentar tem tido uma crescente procura na utilizagdo deste tipo de
polimero devido a grande diversidade de aplicacdes, as suas propriedades e carateristicas
renovaveis e biodegradaveis (41,43,44). Este polimero é sintetizado por diversos
organismos e é facilmente obtido a partir da parede celular dos fungos e do exosqueleto
dos artropodes (crustaceos) (41-43).

1.2.1. Estrutura e Propriedades Quimicas Quitina e Quitosana

A quitina, muito semelhante estruturalmente & celulose, é constituida por uma
cadeia linear de unidades N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucose unidas por ligacGes
glicosidicas B -1,4 (N-acetilglucosamina) (Fig.8) (41-44).

a - CH0H CHpOH
| w — |
H P !
o H I!I :I||r_ 1] \I
H NI H NHL I.:'I B
b Quitina
CHE0H M 0
) H . A ! " I \!
Ny ! L\“'MJ o T
H
|!| LS TEY MH} !

Quitosana "

Fig.8: Estrutura quimica da (a) quitina e (b) quitosana (41).

A quitina é hidrofobica sendo insoluvel em &gua e na maioria dos solventes
orgénicos, devido a presenca de ligagcdes de hidrogénio inter e intramoleculares. Esta
carateristica é a principal limitacdo da utilizagdo deste biopolimero (42,43,45).

A quitosana é obtida a partir da desacetilagdo alcalina da quitina e é composta por
2-amino-2-desoxi-D-glucose (GIcN) e de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucose (GICNAC)
ligados por ligagdes covalentes B-1,4 (Fig.8) (41,42,44).
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O grau de acetilagéo (GA) permite a diferenciagdo entre os dois compostos, sendo
que o polissacarideo é considerado quitosana quando tem um GA inferior a 50% (41-
43,45,46). As propriedades e composicao da quitosana variam dependentemente do GA e
da sua massa molecular (Mm) (41,43,45 — 47). Um GA elevado resulta geralmente na
presenca de quantidades elevadas de grupos amina, que podem aumentar a capacidade de
adsorcédo da quitosana por protonacao (41,44,48). Por outro lado, a massa molecular afeta a
solubilidade (um aumento da Mm leva a uma diminuicdo da solubilidade), propriedades
bacterioldgicas, efeito coagulante/floculante e cristalinidade. Esta Gltima por sua vez afeta
a capacidade de adsorc¢éo e acessibilidade aos grupos amina (41,43,48,49).

Este polimero apresenta menos limitagcGes que a quitina, derivado da presenca dos
grupos amina ionizaveis que o torna solGvel em solugdes acidas diluidas, contrariamente a
quitina que apresenta insolubilidade na maioria dos solventes (41,43,44,48). Contundo a
solubilidade é um pardmetro de controlo critico, pois esta relacionado com diferentes
parametros, como: concentracdo ionica, pH, natureza do acido utilizado para a protonacao,

e distribuicdo de grupos acetilo ao longo da cadeia (41,42)

1.2.2. Propriedades Biologicas

O interesse crescente por biopolimeros naturais reside na grande diversidade de
propriedades biol6gicas, como biodegradabilidade (por enzimas proteoliticas) (41), anti-
colesterolémica, analgésica, coagulante, antioxidante, biocompatibilidade, anti-
inflamatoria, antimicrobiana atraindo diferentes industrias (41,44,50,51).

O mecanismo que confere as propriedades bioldgicas da quitosana pensa-se estar
relacionado com o facto de ser um polieletrélito cationico que ao ser dissolvido possui
carga positiva no grupo amina. Esta propriedade permite ao polissacarideo interagir com
compostos polianionicos, apresentando um efeito quelante para ides metalicos (42 —
45,49,52).

A atividade antimicrobiana do polimero esta dependente do tipo de quitosana, grau
de acetilacdo, massa molecular, microrganismos alvo, pH do meio, da presenca de aditivos
e/ou de outros componentes dos alimentos. Sdo propostos trés mecanismos principais
responsaveis pela atividade antimicrobiana. O primeiro mecanismo consiste na interacao
dos grupos amina com carga positiva e com 0s grupos anionicos na superficie das bactérias
Gram-negativas que provoca a formacdo de uma camada impermeavel em torno da célula

impedindo a passagem de solutos essenciais para o interior da célula (42,44,47,53). O
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outro mecanismo proposto resulta da propriedade de agente quelante de metais ou
nutrientes essenciais, inibindo o crescimento microbiol6gico. Por ultimo, envolve a
inibicdo da sintese de RNA e proteinas pela penetracdo da quitosana no nucleo do
microrganismos (42 — 44,47,53).

A atividade antimicrobiana da quitosana é dependente de certos fatores ambientais,
como a temperatura e o pH. Este polimero torna-se policationico a um pH inferior ao pKa
da molécula (6,3-6,5). Consequentemente o efeito inibitorio da quitosana € mais forte a
pHs mais baixos. Por outro lado quando o pH é superior ao pKa, os efeitos hidrofobicos e
quelantes sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana em vez do efeito electroestatico
(42,43,47).

A capacidade antioxidante natural da quitosana tem grande interesse. Esta sua
capacidade podera ser devido a sua capacidade de quelacdo de ides metalicos,
estabilizando os alimentos e aumentando assim a validade de um produto. Por exemplo, a
quitosana forma complexos com metais ferrosos e assim retarda a oxidagdo lipidica. Por
outro lado a quitosana tem capacidade de captar diferentes espécies de radicais. O
mecanismo de acao proposto resulta do grupo amina e dos grupos hidroxilos ligados nas
posices C2, C3 e C6 que reagem com os radicais. A capacidade antioxidante da quitosana
esta dependente do GA e da sua massa molecular (41,45,54 — 56).

1.2.3. Aplicacbes

A propriedade de catido da quitosana confere-lhe a carateristica de Unico polimero
catiénico pseudo-natural (42). A possibilidade da sua utilizacdo como peliculas e filmes,
aliada as suas propriedades biolégicas e biocompatibilidade tem levado ao crescente
interesse de aplicacdo em diversas areas como a cosmética (42,45), farmacéutica
(41,42,45), biomédica (41,42,45), alimentar (41,42,44,45), agricultura (41,42,45) e
tratamento de aguas e efluentes (41,42,45,49,54,55).

Na industria alimentar, a principal aplicacdo dos revestimentos de quitosana é em
forma de filmes ediveis. Estes podem ser definidos como uma camada fina de um material
comestivel aplicado nos alimentos por imersdo, pulverizacdo ou como embalagem. Para
além destas caracteristicas, a quitosana e seus derivados apresentam uma vasta gama de
aplicacdes: preservacdo de alimentos da deterioragdo microbiana, recuperacdo de residuos

do processamento de alimentos, purificacdo de agua e clarificacdo de sumos de fruta.
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Ainda, a aplicacéo de filmes de quitosana na industria alimentar tem demonstrado a
eficdcia deste biopolimeros na substituicdo de outros conservantes (42,43). A quitosana,
em comparacdo com outros adsorventes e floculantes convencionais, tem sido muito
estudada no tratamento de aguas, devido as suas propriedades especificas, como a carga
positiva, elevada capacidade de adsor¢do de compostos, estrutura macromolecular,
abundancia e baixo custo. Os grupo —OH e —NH;" presentes estabelecem ligagdes com 0s
ibes metalicos, formando um complexo estavel (48,49,52,55). A quitosana tem um poder
de atracdo e de adsorcao (dependente do pH) de substancias aniénicas ao entrar em contato
com a agua, isto deve-se a protonacdo do seu grupo amina (- NH,) pelo H* da agua
formando um polielectrolito cationico (41,44,49).

A formacdo de flocos de grande dimensdo na agua que se depositam permite que a
quitosana seja um bom eliminador de contaminantes organicos e de substancias solidas
suspensas. As vantagens da sua utilizagdo em relacdo a um floculante tradicional sdo:
menos quantidade necessaria, menor quantidade de subprodutos produzidos, maior
velocidade de deposicdo, alta eficiéncia e eficacia na remocdo de contaminantes organicos,
solidos suspensos e iGes metalicos (49,52,57). A quitosana ainda apresenta a vantagem de
apo6s varios ciclos de adsor¢do continuar a apresentar uma retencdo eficaz ap6s a
regeneracdo (52,55,57).

A combinacdo de sais metalicos, como aluminio (coagulantes convencionais), e
quitosana pode tratar eficazmente aguas turvas de superficie (52). Estudos também foram
feitos para verificar a eficadcia de uma combinacdo de quitosana, cloreto de polialuminio
(PAC) e silicato. Em comparagdo com o floculante convencional, como PAC, a
percentagem de remoc&o de contaminantes organicos, sélidos suspensos e AI** na 4gua
tratada, cresceu em 1,8-23,7%, 50% e 61,2-85,5%, respetivamente, usando esta quitosana
combinada (49).

1.2.4. Derivados de Quitosana
Devido a sua versatilidade, é possivel obter diferentes derivados de quitosana por
modificagdes quimicas. Esta modificacdo podera ocorrer por ligacdo de enxertos (grafting)
ou por reticulagdo polimérica (crosslinking) covalente ou idnica. Os grupos amina
existentes na quitosana, séo desencadeadores da maioria das modificagdes, por reacdes de
N-acilacdo ou por formacdo de bases de Schif (42,43,58,59). Em particular, a reticulagdo

pode ser usada com intuito de aumentar a resisténcia mecanica e estabilidade quimica,
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controlar a permeabilidade e solubilidade aquosa do biopolimero (42,58,59). As principais
alteragOes consistem na: menor solubilidade, menor hidrofilicidade, maior capacidade de
absorcéo, menor porosidade e consequentemente menor permeabilidade ao vapor de agua
(43,59).

Existem diferentes derivados da quitosana reticulados de forma covalente,
resultantes da reagcdo com varios produtos quimicos tais como glutaraldeido, dialdeidos,
epoxidos, 3,4-ciclodextrina. Contundo, estes reagentes sdo relativamente citotoxicos, como
o glutaraldeido que apresenta neurotoxicidade (42,43,58). Atualmente existem alternativas
de reticulagdo com menor toxicidade como é o caso da genipina (42,43,58,59). Este
composto revoga a capacidade para reticular certos residuos com grupos amina primarios
(58).

A genipina é obtida a partir do geniposido (Fig.9), através de hidrdlise enzimatica
com B-glucosidase. Este composto é extraido dos frutos da Gardenia jasminoides Ellis
(originéria da China) e de Genipa americana (originaria da América do Sul e México).

0, OCH;

b \
N

o]

wCHOH OH CH,OH Glu

Fig.9: Estrutura quimica da genipina (a) e do geniposido (b) (58).

Um dos mecanismos propostos para a reticulacdo da quitosana pela genipina
(Fig.10) consiste numa substituicdo nucleofilica em que o grupo éster na molécula de
genipina é substituido por uma ligacdo amida secundéaria (reacdo 1). A ligacdo de outra
molécula de quitosana ocorre por um ataque nucleofilico ao 4&tomo de carbono 3 da
genipina, por parte da amina primaria da quitosana, originando a formagéo de um aldeido
intermediario (reacdo 2). Apds a abertura do anel, ocorre o ataque da amina secundaria,
resultante da reacdo 1, ao grupo aldeido. Desta reacdo resulta um composto heterociclico
com um atomo de azoto de residuo da glucosamina da quitosana (43,60-62).

Outro mecanismo proposto inicia-se com o ataque nucleofilico da reacdo 2. Neste
mecanismo o anel heterociclico formado sofre desidratacdo e origina intermediarios
aromaticos. De seguida ocorre polimerizacdo, dando origem a derivados heterociclicos

altamente conjugados de genipina com a quitosana. Ainda pode ocorrer a formacdo de uma
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rede polimérica, por reacdo do grupo éster da genipina com o grupo amina da quitosana
(59,60,62).

Fig.10: Proposta de estrutura de reticulacdo da quitosana por crosslinking com genipina
(61).

Os filmes resultantes do crosslinking quitosana-genipina sdo mais estaveis em
meios aquosos acidicos em comparacdo com filmes de quitosana. Estes filmes ainda
possuem atividade antioxidante e antimicrobiana (43,61). Devido a estas propriedades o
uso deste tipo de filmes foi proposto como conservante de vinho em alternativa ao anidrido

sulfuroso (46).
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2. Enquadramento do Trabalho

A empresa Mendes Gongalves SA, situada na Golega, iniciou 0 seu percurso em 1982
com um produto original: vinagre de figo feito a partir do fruto cultivado pelos produtores
locais. Atualmente, a empresa produz Vinagres, Molhos e Temperos, iniciando-se com a
marca Peninsular e mais recentemente tem também como marcas proprias a Paladin e a
Creative. A empresa engloba um Departamento de Investigacdo, Desenvolvimento e

Inovacao, Departamento de Qualidade e Departamento de Producéo.

2.1. Vinagre — processo produtivo e sua conservagao

De acordo com o Dec. Lei n° 174/2007 entende-se por vinagre, o produto obtido
exclusivamente pelo processo bioldgico de dupla fermentacdo, alcodlica e acética de
produtos de origem agricola (constituidos por agucares fermentesciveis) (63).

Muitas das fermentacOGes para obtencdo de vinagres, tém origem em alimentos
como frutos, grdos de cereais e raizes (p.e. batata doce, cenoura). Estes alimentos sdo
constituidos por acgucares fermentesciveis, como a glucose e a frutose, que sdo submetidos
a uma fermentacdo alcoolica. No caso de alimentos ricos em amido, a conversdo deste em
acucares € possivel gracas a uma hidrolise enzimatica, sendo formada glucose e maltose. A
fermentacdo alcoolica ocorre gracas a presenca de leveduras (ex. Saccharomyces) e de um
ambiente anaerdbico, permitindo assim a obtencdo de alcool etilico (etanol) a partir dos
acucares. Em condicgdes de aerobiose (oxigenacdo do depo6sito) e na presenca de bactérias
acéticas (ex. Acetobacter), o etanol é fermentado em &cido acético (64).

Apobs as fermentacdes, 0 vinagre obtido de acidez que pode chegar aos 12% de
acido acético (v/v), pode ser armazenado durante varias semanas. Quando é necessario
embalar o vinagre, este € transferido para um depdsito, denominado de desdobramento,
onde ¢ adicionado um volume de agua que varia entre 50-60% de forma a originar um
vinagre com uma acidez de 4-7% (v/v). Ainda neste deposito € feita a adicdo de anidrido
sulfuroso, de forma a prevenir a oxidagdo no vinagre depois de engarrafado e de evitar o
crescimento microbioldgico no produto final. Antes de entrar na maquina de enchimento e
ser embalado, o vinagre ¢ filtrado de forma a eliminar possiveis coloides e compostos de
turvacdo (64). Para termos legais o vinagre tem uma validade de 18 meses, contudo a sua

validade podera ser superior.
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O didxido de enxofre (SO,), também designado anidrido sulfuroso ou somente
sulfuroso, e as suas muitas formas de sulfitos inorganicos como o metabissulfito de sddio
ou potassio sdo bastante utilizados como conservantes em alimentos, bebidas e produtos
farmacéuticos (65). Apesar de provocar o aparecimento de deposito nos vinagres, 0
dioxido de enxofre é utilizado como conservante por forma a garantir uma estabilidade
microbiana e evitar a sua oxidacdo, apesar das suas carateristicas de pH baixo e acidez
elevada (64). Segundo a legislacdo Portuguesa (Dec. Lei n°174/2007) é permitida uma
quantidade até 170 mg/L de teor de enxofre total nos vinagres.

O anidrido sulfuroso quando adicionado ao vinagre é dissociado em diferentes formas
moleculares (livre e combinada), sendo estabelecido um equilibrio entre elas dependendo
do pH do meio e da constante de acidez. O dioxido de enxofre combinado consiste naquele
que se ligou a outros componentes do vinagre, como aldeidos, agUcares, taninos e acidos
ceténicos. Por outro lado, existe o diéxido de enxofre livre (H,SOs, HSO3™ e SO3%), isto é
que ndo esta associado a outro composto. Quando é feita a determinacéo da concentracdo
do teor de sulfitos no vinagre é determinado o teor de enxofre total, isto € o somatoério do
teor de enxofre livre e combinado (43,66).

O consumo de alimentos conservados com sulfitos apresenta um problema para
pessoas que ndo sdo portadoras da enzima (sulfito redutase) que os decompde. Estas
desenvolvem dores de cabeca, nauseas e problemas respiratorios. (43,66).

Tal como na inddstria vinicola, a adicdo de SO, nos vinagres também tem sido da
preocupacdo dos produtores vinagreiros. Consequentemente, tém sido procuradas novas
alternativas a este tipo de conservante, tal como o acido ascérbico. Contudo, o &cido
ascorbico apenas apresenta caracteristicas antioxidantes, contrariamente ao sulfuroso que
também apresenta caracteristicas antimicrobianas. Por outro lado, o0s subprodutos
resultantes da degradacao do &cido ascorbico, como o acido dehidroascorbico, séo potentes
pro-oxidantes que aceleram o processo de formacdo de nébulas do vinagre (64).
Consequentemente, as alternativas propostas ndo se revelaram tdo eficientes como o
anidrido sulfuroso. A pesquisa referente a outros tipos de conservantes do vinagre é muito
reduzida, sendo necessario mais estudos, de forma a encontrar a substituicdo mais
adequada de forma a garantir que se mantenha as carateristicas sensoriais, fisico-quimicas

e microbiologicas do vinagre.
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2.2. Maionese - caracteristicas e influéncia da agua na sua

estabilidade fisico-quimica e sensorial

A empresa dedica-se também a producao de molhos e temperos. Muitos dos molhos
produzidos sdo emulsGes. A agua representa um papel bastante importante nas
propriedades fisico-quimicas e organoléticas das emulsdes, sendo a sua estabilidade e
formagdo influenciada pela densidade, viscosidade, indice refrativo, capacidade calorifica
especifica, condutividade e constante dielétrica da fase aquosa (6). Por exemplo, a
capacidade de producdo da emulsédo esta dependente da viscosidade e tensdo interfacial da
fase aquosa. Por outro lado, a estabilidade da emulsdo depende da forca das interacdes
repulsivas e atrativas entre as goticulas que por sua vez estdo dependentes da forca idnica,
constante dielétrica e indice refrativo da fase aquosa. O sabor da emulsdo depende da taxa
de volatilidade de moléculas de aroma no alimento, que sdo influenciados pela polaridade
e viscosidade da fase aquosa (6).

A maionese (o/w) é caraterizada pela interacdo de uma grande quantidade de 6leo
numa fase aquosa, que contém um teor substancial de oxigénio dissolvido, contribuindo
para a oxidacdo lipidica. Adicionalmente, durante o processo de producao podera ocorrer a
entrada de ar, sendo estes fatores determinantes na estabilidade do produto (67). A fase
aquosa das emulsdes contém uma variedade de constituintes hidrossolUveis: minerais,
acidos, bases, aromas, conservantes, vitaminas, acucares, surfactantes, proteinas e
polissacarideos (67). O sabor carateristico da maionese é derivado essencialmente a adicéo
de mostarda que contém isotiocinatos. Estes compostos sdo estabilizados em solucBes
aquosas pela adicdo de acido citrico (67). Os isotiocinatos sdo solveis em solventes
organicos mas s6 alguns sdo solGveis em agua. Nas emulsdes, as moléculas de aroma
encontram-se repartidas na fase aquosa ou na gordura dependente da sua solubilidade.
Contudo a maioria destas moléculas encontram-se na fase aquosa. (67).

Os diferentes sais presentes na agua afetam a qualidade da emulsdo em diferentes
graus, provavelmente devido ao efeito dos diferentes ides sobre as interagdes da agua na
emulsdo. A presenca de ides polivalentes e de pequenos ibes com forte campo elétrico
como Na®, promove a interacdo entre moléculas de agua. Este processo permite o aumento
da viscosidade da emulsdo. Contrariamente, ides monovalentes de grandes dimensdes (K,
I, CI) causam a rutura da interacdo entre as moléculas de agua (67). Os minerais

existentes na fase aquosa da emulsdo poderdo apresentar efeitos adversos na estabilidade
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de agregacdo de emulsdes de Oleo em &gua, como a maionese, devido ao efeito das
ligagBes ionicas e a blindagem electroestatica (6). Os efeitos sdo sentidos mesmo para
baixas concentracfes de minerais (< 5 mM). Certos metais pesados, como o ferro e o
cobre, quando presentes promovem a deterioracdo da emulsdo, promovendo a oxidacao
lipidica. Nestas situacdes, onde estd presente uma elevada quantidade de minerais, s&o
utilizados agentes quelantes de forma a remover os minerais. Os minerais também podem
influenciar as propriedades funcionais de outros constituintes alimentares, como o caso dos
biopolimeros (6).

Os biopolimeros sdo adicionados as emulsdes 6leo em agua com o intuito de
aumentar a viscosidade da fase aquosa. A estabilidade de floculagdo em emulsdes deste
tipo é dependente das propriedades elétricas das goticulas, do pH e forca iénica da fase
aquosa. A forca idnica da solucdo aquosa esta dependente da concentracdo e valéncia de
ibes. Com o aumento da forca idnica, a repulsdo electroestatica entre goticulas é
progressivamente perdida até ndo ser suficientemente forte para prevenir a floculagdo. O
impacto negativo de ides multivalentes na estabilidade da emulsdo podera ser reduzido
pela utilizacdo de agua pura (6,67).

As interacBes existentes nas emulsdes entre grupos polares e moléculas de dgua sao
determinantes nas propriedades dos constituintes dos alimentos. Por exemplo, no caso dos
surfactantes a hidratacdo dos grupos polares deste constituinte é responsavel pela sua
agregacdo e estabilidade (6).

2.3. Objetivo do Trabalho

A empresa Mendes Gongalves, SA dedica-se a producdo de vinagres, molhos e
temperos. O aparecimento de turvagdo/sedimentos e perda de cor nos vinagres pela adigcéo
de anidrido sulfuroso é uma problematica das industrias vinagreiras, sendo importante para
a empresa a sua resolugdo. Por outro lado a agua € o principal constituinte dos produtos da
empresa consequentemente as suas carateristicas fisico-quimicas afetam muitas das
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais destes produtos.

Os objetivos deste trabalho foram 1) avaliar a influéncia das carateristicas da dgua na
producdo de vinagres e maionese e 2) estudar a conservagao do vinagre de sidra utilizando
filmes a base de quitosana. Assim, foi feita primeiramente a caraterizacédo fisico-quimica e
microbiologica da agua do furo novo. Seguidamente foi utilizada agua destilada na

producdo de vinagres e maionese para mimetizar o tratamento da agua por osmose inversa,
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permitindo assim determinar se este sera o tratamento mais adequado a ser aplicado na
agua obtida da nova captagéo.

Posteriormente foi estudada a viabilidade da reducdo ou eliminacdo da utilizacdo de
anidrido sulfuroso nos vinagres utilizado os filmes a base de quitosana, garantindo a sua

estabilidade microbiana e evitando a sua oxidacao.
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3. Materiais e Métodos

3.1.Amostras de 4gua em estudo

Neste trabalho foi utilizada 4gua designada como Furo Novo, proveniente de uma
nova captacdo de 4gua na empresa, e dgua destilada, de origem comercial.

A &gua originaria do Furo Novo foi recolhida de diferentes profundidades do furo
para um depdsito de 500 L onde foi desinfetada com hipoclorito de sodio de forma a
garantir um cloro residual livre de 0,2 — 0,5 mg/L. Antes de ser utilizada na preparacdo das
amostras foi filtrada com filtros de papel (aproximadamente 1 pm) para remocdo de
particulas em suspens&o.

Para comparacdo das carateristicas fisico-quimicas do vinagre produzido, foi
utilizada uma amostra de vinagre anteriormente produzida com agua do Furo Velho. A

agua do Furo Velho, uma agua ja desinfetada com hipoclorito de sddio e filtrada.

3.2.Analise microbioldgica e fisico-quimica das aguas

Para caraterizacdo da qualidade da 4gua e avaliacdo dos parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos foram considerados os limites descritos na legislacdo em vigor, o Decreto
de Lei n°306/2007 de 27 de Agosto de 2007. Na caraterizacdo da qualidade da agua da
nova captacdo foi considerado o resultado médio obtido de anélises de controlo em
laboratdrio de analises de dgua externo e interno, regidas pelo Dec. Lei n°306/2007.

As amostras de agua para analise microbioldgica interna, foram recolhidas em
frascos de 500 mL previamente esterilizados, sendo feita uma purga (eliminacdo de
impurezas na zona de recolha) antes da recolha. Para avaliagdo dos parédmetros
microbiologicos forma considerados os Métodos ISO aplicados no Laboratério de
Microbiologia da empresa: Microrganismos a 30°C (Método ISO: 4833-2003), bactérias
acido-lacticas (Método 1S0:15214-1998), Enterobacteriaceae (Método 1SSO: 21528 —
1:2004), por teste de filtragdo por membrana e inoculacdo. Foram realizadas recolhas de
amostras de agua em diferentes profundidades do furo.

Os parametros fisico-quimicos avaliados internamente foram condutividade, teor de
solidos dissolvidos (TDS), turvacéo, pH, e cloro residual.

Os restantes parametros, regidos pelo Dec. Lei n°306/2007, e controlo de qualidade
de &gua para consumo humano foram avaliados em Laboratério (externo) Acreditado de
Andlises de Qualidade de Agua.
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3.2.1. Condutividade e teor de sélidos dissolvidos (TDS)

O método utilizado para determinacdo da condutividade e TDS das amostras de dgua
utilizadas foi o medidor de condutividade Medidor multi-parametros (modelo HI — 2030-
02, HANNA) e Sonda de Condutividade com sensor de platina (modelo HI 76310,
HANNA). O valor representa quantas miligramas de sais se obteria na evaporagdo de um litro
de agua. A calibragdo foi feita com solucdo 0 puS/ cm e solucdo de cloreto de potéssio de

1413 uS/ cm da mesma marca que o equipamento.

3.2.2. Turvagio
Para este parametro foi utilizado um Turbidimetro (modelo TB 210 IR, LOVIBON).
A calibracéo foi feita com solugdes standard de formazina do kit de <0,1, 20, 200 e 800
NTU.

3.2.3. pH
O pH foi determinado utilizando o medidor de pH de bancada para pH/T°C (modelo
HI 2210-02, HANNA), com eléctrodo de pH modelo HI 1131B. As calibracbes foram
feitas com solucdes standard de pH 4,01 e 7,01.

3.2.4. Cloro Residual Livre
O cloro residual livre foi determinado utilizando um fotémetro (Checker®HC HI
701, HANNA). A determinagdo do cloro residual é feita pela reagdo entre o cloro e o
reagente N,N-dietil-p-fenilenediamina (DPD) que provoca uma coloracéo rosa na amostra.

O valor de cloro residual é determinado pela medi¢do da intensidade da cor formada.

3.3. Producéo dos vinagres

Os vinagres em estudo, Sidra, Vinho Branco e Cereal, foram produzidos segundo o
método de producdo da empresa Mendes Gongalves, SA. O método consiste na
fermentagdo alcodlica no caso das matérias-primas Sidra e Cereal (mistura de cereais),
seguida de uma fermentacédo acética submersa, em que as bactérias acéticas estdo presentes
numa mistura anterior de vinagre (mée do vinagre) com o liquido a fermentar (fermentado
alcoolico), em condi¢des controladas de temperatura e de aerobiose. Este método destaca-
se em relacdo aos restantes (Método Alemdo ou rdpido, Método de Orledes ou lento)
devido & sua alta produtividade, condizente com a demanda industrial da atualidade. Apds

as fermentacdes foi obtido um vinagre de acidez que podera chegar aos 12% de acido
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acético, designado por Vinagre Duplo, que foi armazenado em depdsitos. No momento do
desdobramento do vinagre, isto € a diluicdo do vinagre para obtencdo de uma acidez
aceitavel para o consumidor (4-7% em &cido acético (v/v)), foi adicionado um tipo de
agua: i) agua destilada, ii) agua furo novo, iii) agua furo novo diluida com agua destilada,
ao vinagre duplo e o conservante anidrido sulfuroso, cerca de 160 mg/L. A escala
laboratorial ndo foi possivel a utilizacdo do anidrido sulfuroso, consequentemente em

laboratdrio para realizacdo dos estudos foi utilizado metabissulfito de potassio (320 mg/L).
3.4.Producéo de vinagre de sidra com filmes de quitosana

3.4.1. Preparacao dos filmes de quitosana

Uma solucdo aquosa de quitosana 1,5% (m/v) em &cido acético 0,1 M foi preparada
sob agitacdo constante durante cerca de 16 h a temperatura ambiente. Seguidamente foi
adicionada a solucdo 0,75% de glicerol como plastificante sendo colocada em banho de
agua a 50 °C durante 10 min, sob agitacdo, de modo a homogeneizar a solucdo. Ap6s 0
arrefecimento da mistura quitosana-glicerol, a temperatura ambiente, procedeu-se a
filtracdo em filtro poroso G2. Posteriormente foram adicionados 250 pL de solugéo
genipina 10% (m/v) em etanol, sob agitacdo constante, de forma a obter uma concentragao
final de 0,05 % (m/v). Deixou-se a solucdo sob reacdo durante uma hora, sendo
posteriormente desgaseificada sob vacuo. Apds desgaseificacdo transferiu-se 31 g da
solucéo para placas de plexiglass 12x12 cm (4rea Gtil de 144 cm?) sendo estas colocadas
em suporte previamente nivelado. Seguidamente este foi colocado no escuro, a temperatura
ambiente, durante 24 h. Depois das 24 h as placas foram colocadas na estufa a 35°C

durante cerca de 16 h, de forma a evaporar o solvente e formacao do filme.

3.4.2. Aplicacéo dos filmes de Quitosana
A adicéo dos filmes de quitosana-genipina foi feita na altura da diluicdo do vinagre,
tal e qual como é feito aquando da adi¢éo do anidrido sulfuroso.
Foram preparadas 3 amostras diferentes, de Vinagre de Sidra 5%, em depdsitos de 10
L: Controlo (sem conservante), com Metabissulfito de potassio (320 mg/L) e com Filme de
Quitosana (4 filmes de &rea Gtil de 144 cm?). Foram retiradas de cada depdsito, amostras (4
x 250 mL) ao dia 1 e apds 3, 6 e 12 dias de forma a fazer um acompanhamento mensal da

estabilidade fisico-quimica e sensorial das diferentes amostras.
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A adicéo dos filmes foi feita sequencialmente, tendo sido adicionado um filme (144
cm?) no primeiro dia, no segundo dia adicionados mais dois filmes, sendo que o Gltimo

filme foi adicionado ao terceiro dia.
3.5.Caracterizacao fisico-quimica dos vinagres em estudo

3.5.1. Medicéo de cor

Para a medicdo e quantificagdo da cor das amostras em estudo foi utilizado um
método espectrofotométrico, o sistema CIELab. As leituras foram efetuadas num
espectrofotometro CM-5 (Konica Minolta), em modo transmitancia, onde foram colocados
cerca de 2 mL no recipiente apropriado para amostra. O sistema CIELab é descrito por trés
coordenadas cartesianas baseado na percecdo da cor pelo olho humano. Estas trés
coordenadas correspondem a Luminosidade (coordenada L), Tonalidade e Cromaticidade
(coordenadas a* e b*) e definem a cor da amostra. A Luminosidade corresponde a
transmitancia da amostra, sendo que os seus valores oscilam entre 0 (para uma amostra
completamente opaca) e 100 (para uma amostra completamente transparente). Quanto a
tonalidade e cromaticidade, a* e b*, correspondem a eixos de cores antagonicas, sendo que
0 eixo a* varia de vermelho (+a*) ao verde (-a*) e o eixo b* varia de amarelo (+b*) ao azul
(-b*). Para uma avaliacao da variacao total da cor das amostras sera considerada a seguinte
formula AE = V(Aa*) 2 + (Ab*) 2 + (AL*) ?) (68).

3.5.2. Acidez

A acidez das amostras de vinagre foi quantificada em teor de acido acético. Esta
determinacdo foi feita por uma titulagdo das amostras de vinagre (cerca de 6 mL de
amostra) com uma solugdo de hidréxido de sédio 1 mol/L, sendo utilizada uma gota de
solucdo de fenolftaleina como indicador. A titulacdo é terminada aquando a mudanca de
cor da amostra analisada (tons rosados). O volume gasto de solucdo hidréxido de sodio na
titulacdo é diretamente proporcional a quantidade de acido acético existente na amostra
(VIv).

3.5.3. Teor de Enxofre Total
Para a determinacdo do teor de enxofre total dos vinagres foi utilizado o Método de
Rebelei, em que foram utilizadas as solucbes fornecidas pela empresa Schliessmann

Schwabish Hall. Neste método o &cido sulfuroso é destilado numa solucdo alcalina

29



oxidante de iodato de potéssio, sendo titulada apds a acidificagdo do agente oxidante
utilizado com tiossulfato de s6dio. A 10 mL de amostra de vinagre foram adicionados,
num baldo volumétrico 100 mL, 2 mL de solucéo de sulfato e 10 mL de metanol. Apos
ebulicdo durante 6 minutos, foram adicionados 10 mL de solugdo de amido e 10 mL de
solucdo de sulfato ao destilado. A titulagdo foi feita com solucéo de tiossulfato de sédio,
sendo o ponto de viragem visivel por mudanga de cor da amostra para tons azulados. A
quantidade de titulante utilizado é proporcional ao teor de enxofre total na amostra (mg/L).
Neste método ndo foi possivel designar as solugcdes e concentracdes certas utilizadas
devido a ndo fornecimento desta informacdo por parte do fornecedor do kit de
determinacéo de teor de enxofre total.

3.5.4. Turvacdo
Para este parametro foi utilizado o Turbidimetro da marca LOVIBON, modelo TB
210 IR. A calibracéo foi feita com solugdes standard de formazina do kit de <0,1, 20, 200 e
800 NTU.

3.6. Andlise sensorial dos vinagres

As amostras de vinagre foram realizadas anélises sensoriais, de forma a
acompanhar a sua evolucao/ estabilidade sensorial. Os testes sensoriais foram efetuados na
sala de provas da Mendes Gongalves, S.A., especifica para ensaios de produtos alimentares
(ISO 8589 Sensory analysis — General guidance for the design of tests rooms), sendo
reduzidos os diversos fatores que as condicfes fisicas tém no julgamento humano. Nas
provas, foram selecionados diferentes provadores da empresa Mendes Gongalves, SA,
familiarizados com o produto analisado, mas ndo especializados em analise sensorial. O
grupo era composto por 17 elementos, 8 do sexo masculino e 9 do sexo feminino, com
idades compreendidas entre 0s 24 e 0s 53 anos.

A cada provador foi dada uma breve explicagdo do tipo de teste a realizar e uma
ficha de prova utilizada pela empresa (anexo 1). Os provadores deveriam identificar, caso
existisse, a diferenca entre as amostras de vinagre e descrever quais as diferencas
identificadas. Foi utilizado um teste triangular em duas amostras de vinagre de sidra com
um més de producgdo: desdobrado com agua do furo novo (VS-FN-SO2) e desdobrado com
agua destilada (VS-D-SO2). Em ambas as amostras foi adicionado metabissulfito de

potassio. As amostras foram numeradas com os numeros 372, 594 e 681.
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3.7. Caracterizacao do sedimento das amostras de vinagre

Para a caraterizacdo dos sedimentos que surgem nos vinagres, foram escolhidas duas
amostras, uma de Vinagre de Sidra e outra de Vinagre de Cereal, ambos elaborados com a
agua do Furo Velho. Estas amostras (uma amostra de 250 mL de cada tipo de vinagre)
foram centrifugadas numa centrifuga Sigma Laboratoy Centrifuger a 15000 rpm durante
15 min a uma temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi retirado apds centrifugacdo, sendo
os sedimentos lavados com agua destilada e novamente centrifugados. Apos centrifugacao
os sedimentos de cada amostra foram colocados na estufa a 37 °C durante cerca de 2 horas,
para remocéo do solvente.

3.7.1. Método Folin-Ciocalteu (Compostos Fendlicos)

De forma determinar a composicéo do sedimento presente nos vinagres foi realizado
um teste de determinacdo de teor de compostos fenolicos, Método de Folin-Ciocalteu,
descrito por Singleton and Rossi (1985). Este método baseia-se na reducdo do reagente de
Folin-Ciocalteu  (complexo polimérico formado pelos &cidos fosfomolibdicos
(HsPMo1,040) € fosfotlingsticos (HsPW1,040)) aquando da oxidagdo dos fendis, dando
origem a produtos de reacdo de coloracdo azul (6xidos de tungsténio (WgOy3) e de
molibdénio (MogOz3)), proporcionais a quantidade de compostos fendlicos presentes nas
amostras (69).

A todas as amostras foi feita uma extracdo acida em metanol, ficando cerca de 3 mg
de sedimento em contacto com 5 mL de solucdo de metanol e &cido formico (99:1 (v/v))
durante a noite, sob agitacdo. A solucdo metandlica foi centrifugada (3000 rpm durante 5
min) de forma a remover a parte insoltvel. A 0,125 mL da amostra (extrato fendlico) e 0,5
mL de agua destilada foram adicionados 0,125 mL de reagente de Folin-Ciocalteu, ficando
a reagir durante 5 minutos. De seguida, foram adicionados 1,25 mL de Na,CO3 (75 ¢g/L) e
1 mL de &gua destilada e deixou-se reagir durante 90 minutos a temperatura ambiente. A
absorvancia foi medida a 760 nm. Os compostos fendlicos totais foram quantificados
utilizando uma curva de calibragdo obtida com acido galico (entre 0 e 500 mg/L).

3.7.2. Método do acido bicinconinico (Teor Proteico)
O teor proteico dos sedimentos das amostras de vinagre foi determinado recorrendo
ao método do &cido bicinconinico (Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kit, Sigma-

Aldrich). O principio deste ensaio € semelhante ao Método de Lowry, isto é, ambos estéo
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relacionados & formacao de um complexo de Cu*?— Proteina em meio alcalino, seguido da
reducdo do Cu?®* para Cu®. A quantidade proteina é proporcional & reducdo do cobre. A
reducdo do cobre é seguida pela formacdo de um complexo lilds-azul, com origem na
complexacdo do BCA com o Cu* (70).

Para este ensaio foi utilizada uma placa de 96 pocos em cada pogo foram
adicionados 25 pL da amostra de sedimento do vinagre e 200 uL de BCA Working Reagent
(1:8). Este ultimo, foi preparado previamente pela juncdo do Reagente A (BCA Solution)
com o Reagente B (Copper (Il) Sulfate Pentahydrate 4% Solution) na proporcdo 50:1. A
absorvéancia foi medida a 560 nm. O teor proteico foi quantificado utilizando uma curva de
calibracdo obtida com a solucdo Standard de Proteina (BSA — Bovine Serum Albumin)
(entre 0 e 200 pg/mL).

3.8. Producéao de Maionese

Neste estudo foi selecionada uma maionese com reduzida percentagem de gordura
(24% de 6leo) e grande quantidade de agua (57%). Foram elaboradas amostras com agua
destilada e amostras com agua proveniente do Furo Novo. No mesmo ensaio ainda foram
feitas amostras com e sem EDTA, de forma a analisar a capacidade antioxidante deste
composto. Foram feitas analises sensoriais, fisico-quimicas e microbiol6gicas
mensalmente das amostras. Ainda foram colocadas duas amostras de cada maionese na
estufa a 40°C com 75% de humidade, durante 3 meses, de forma a acelerar o processo de
armazenamento, correspondendo a 9 meses a temperatura ambiente.

As maioneses foram produzidas em reatores de homogeneizacdo a escala
laboratorial, seguindo uma receita base de maionese (fase aquosa, fase oleosa,

emulsionante, conservantes, espessantes e antioxidantes).

3.8.1. Anadlise Microbioldgica e fisico-quimica
Para avaliacdo dos parametros microbiologicos foram considerados os Métodos I1SO
aplicados no laboratério de Microbiologia da empresa: Microrganismos a 30 °C (Método
ISO: 4833-2003), bactérias acido-lacticas (Método 1SO:15214-1998), Enterobacteriaceae
(Meétodo 1S0O:21528-1:2004) e bolores e leveduras (ISO: 21527:1-2008).
Os parametros fisico-quimicos avaliados foram pH e cor, tal como descrito

anteriormente para a agua (3.2.3) e para os vinagres (3.5.1).
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3.8.2. Acompanhamento Sensorial

As amostras de maionese foram regularmente provadas por diferentes colaboradores
da empresa familiarizados com o produto, de forma a acompanhar a sua evolucdo e
estabilidade. Cada provador deveria identificar, caso existisse, a diferenca entre as
amostras de maionese e descrever quais as diferencas identificadas. As carateristicas

analisadas foram: cor, sabor, odor e identificagdo do sabor a ranco.

3.9. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente de forma a verificar qual ou
quais sao significativamente diferentes. Tal avaliacdo foi realizada com recurso aos testes
F e t-student com um nivel de significancia de 95% e ainda o teste ANOVA (ferramentas

do Microsoft Excel 2007). As diferencas foram aceites como significativas quando p<0,05.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacdo da 4gua da nova captacéo

A 4gua da nova captacédo (furo novo) foi caracterizada segundo os requisitos para dgua
de consumo humano descritos no Dec. Lei n°306/2007 de 27 de agosto num laboratério
certificado de andlises de agua (Tabela 2). A agua da nova captacdo ndo preenche os
requisitos de uma agua para consumo humano, devido ao teor de nitratos (58,9 — 82,1
mg/L) acima do valor maximo permitido (50 mg/L). No entanto, esta agua pode ser
utilizada para diluicdo dos vinagres que, sendo no maximo de 50%, permite assim obter a
concentracdo de nitratos em valores legais. Relativamente a mineralizacdo da &gua, esta
apresenta valores de 600-700 uS/cm, sendo acima dos valores de condutividade de uma
agua de qualidade boa para consumo humano que devera ser entre 400-600 uS/cm, sendo
gque uma agua excelente tem uma condutividade inferior a 400 pS/cm. Quanto a dureza, a
agua da nova captacdo apresenta uma dureza mediana (189 mg/L CaCQO3), devendo o valor
ser inferior a 150 mg/L para ser considerada uma agua de boa qualidade. Por Gltimo, em
algumas amostras o pH da agua do furo novo encontrava-se inferior a 6,5 que € o valor

minimo de uma agua para consumo humano.

Tabela 2: Valores obtidos em analises da agua do furo novo relativamente aos parametros
nitratos, mineralizacdo, dureza e pH, e respetivos valores permitidos no Dec. Lei 306/2007
de 27 de Agosto.

Nitratos Mineralizacéo Dureza pH
(mg/L) (uS/ecm) (mg/L CaCO0»)
Furo Novo 58,9 -82,1 600 - 700 189 <6,5
Valor permitido <50 <600 <150 >6,5
Dec. Lei 306/2007

A nivel microbioldgico foram feitas contagens de microrganismos (MOs) a 30 °C,
bactérias acido-laticas e Enterobacteriaceae, por teste de filtragdo por membrana e
inoculagéo. Estes testes foram realizados no Laboratorio de Microbiologia, tendo sido
realizadas recolhas de amostras de agua em diferentes profundidades do furo. Devido a um
grande ndamero de coldnias ndo foi possivel contar as coldnias no teste de filtracdo por

34



membrana, por isso foram so tidos em conta os resultados do teste por inoculagcdo. A
primeira recolha foi feita mais & superficie do furo, sendo a contagem de MOs de 3,0x10?
UFC/mL, e a contagem de bactérias acido-lacticas e Enterobacteriaceae inferiores a
1,0x10" UFC/mL. A segunda amostra de 4gua foi feita a uma maior profundidade, de
forma a chegar mais ou menos a meio do furo, sendo a contagem nos trés parametros
inferior a 1,0x10* UFC/mL.

A &gua da nova captacdo ndo apresenta qualidade de uma &gua para consumo
humano na totalidade os pardmetros, segundo as caracteristicas descritas no Dec. Lei
306/2007.

Os parametros ndo aceitaveis como o0s nitratos, dureza da dgua, condutividade e pH
deverdo ser ajustados com um tratamento de agua adequado, como por exemplo, osmose
inversa, nanofiltracdo ou destilacdo, de forma a obter uma &gua com caracteristicas

apropriadas para consumo humano.

4.2.Influéncia da agua nas carateristicas fisico-quimicas e sensoriais

O objetivo deste ensaio foi determinar a influéncia das caracteristicas da dgua nas
carateristicas fisico-quimicas e sensoriais nos vinagres de sidra e de vinho. Para tal foram
utilizadas agua com diferentes caracteristicas: agua furo novo, dgua destilada e agua furo
novo com 2 diferentes diluicbes com agua destilada. A &gua destilada apresenta
carateristicas semelhantes a uma agua obtida apds o tratamento de osmose inversa. Foram
elaboradas as dilui¢cdes da agua do furo novo, de forma a obter aguas de diferentes durezas,
pH, mineralizacéo e diminui¢do dos constituintes da &gua como o ferro, impurezas, nitratos
e TDS. Neste ensaio foram elaborados vinagre de vinho branco (6%) e vinagre de sidra
(5%) diluidos com os quatro tipos de aguas (Tabela 3). Estas aguas apresentavam valores
de pH entre 7,9 e 5,2, condutividades de 455 e 0 uS/cm e turvagdo entre 1.47 e 0.13 NTU,
sendo os valores superiores correspondentes a agua do furo e os inferiores a dgua destilada.
Os mesmos vinagres foram produzidos com e sem metabissulfito de potassio. A todas as
amostras de vinagre produzidas foram realizadas analises fisico-quimicas e sensoriais,

durante 3 meses.
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Tabela 3: Caracteristicas fisico-quimicas das aguas utilizadas no desdobramento dos
vinagres em estudo.

Tipo de agua pH Condutividade  Turvacao
(20°C) (uS/cm) (NTU)
Furo Novo 7,87 455 1,47
Furo Novo diluido com 50 % agua 7,70 236 0,46
destilada
Furo Novo diluido com 80% &gua 7,57 113 0,41
destilada
Destilada 5,82 0 0,13

Durante o armazenamento (feito a temperatura ambiente) ndao foram identificadas
diferencas significativas para os parametros analisados nas amostras elaboradas com
diferentes dilui¢bes da adgua do furo novo, diluicdes 50 e 80 %. Consequentemente, de
forma a simplificar a apresentacdo dos resultados, serdo apresentados somente 0s
referentes aos vinagres elaborados com agua do furo novo sem dilui¢do e aos vinagres com

agua destilada.

4.2.1. Analises fisico-quimicas ao vinagre ao longo do armazenamento

Nos dois tipos de vinagre, vinho e sidra, os vinagres diluidos com agua destilada
apresentavam um pH inferior, devido ao pH da agua ser inferior ao da agua do furo, sendo
esta diferenca mais evidente no vinagre se sidra (Fig.11). No que diz respeito aos vinagres

com e sem sulfuroso, estes ultimos apresentavam um pH ligeiramente superior (Fig.11).
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Fig.11: Variacdo do pH dos vinagres de (A) sidra e (B) vinho diluidos com agua do furo
novo e agua destilada, com e sem sulfuroso, ao longo do armazenamento ((VS-FN — Sidra,
FN, s/ sulfuroso; VS-D — Sidra, Destilada, s/ sulfuroso; VS-FN-SO2 — Sidra, FN, c/
sulfuroso; VS-D-SO2- Sidra, Destilada, ¢/ sulfuroso; VV-FN — Vinho, FN, s/ sulfuroso;
VV-D - Vinho, Destilada, s/ sulfuroso; VV-FN-SO2 — Vinho, FN, c/ sulfuroso; VV-D-
SO2- Vinho, Destilada, ¢/ sulfuroso) (diferentes letras indicam valores estatisticos

diferentes p<0,05).

Relativamente ao pardmetro da turvacdo (Fig.12), os dois tipos de vinagre

apresentaram comportamentos diferentes. Contundo em ambos os casos houve um ligeiro
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aumento de turvacdo ao longo dos trés meses, exceto no caso do vinagre desdobrado com
agua destilada e com sulfuroso (VS-D-SO2/VV-D-SO2) que teve uma ligeira diminuigdo
nos ultimos meses. No caso dos vinagres de sidra foram os sem sulfuroso que
apresentaram uma menor turvacdo, contrariamente ao vinagre de vinho que foram os com
sulfuroso que apresentaram menor turvacdo. Esta diferenca verificou-se na mesma altura
que foi observada a formacdo de deposito nos vinagres de sidra com sulfuroso, enquanto
nas amostras de vinagre de vinho nédo se identificou formacéo de precipitado. A promogéo
na formacdo de precipitado no caso do vinagre de sidra pode ser resultante da presenca de
ibes em maior quantidade, quando comparado com o vinagre de vinho. Isto é, o
fermentado de sidra utilizado, podera conter maior nimero de ides, resultante do tipo de

matéria-prima, acelerando o processo de salting-out de proteinas existentes.
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Fig.12: Variagdo de Turvagdo (NTU) dos Vinagres de Sidra (A) e Vinho (B) desdobrados com agua do
furo novo e agua destilada, com e sem sulfuroso (VS-FN - Sidra, FN, s/ sulfuroso; VS-D — Sidra,
Destilada, s/ sulfuroso; VS-FN-SO2 — Sidra, FN, c/ sulfuroso; VS-D-SO2 — Sidra, Destilada, ¢/ sulfuroso);
(VV-FN — Vinho, FN, s/ sulfuroso; VV-D- Vinho, Destilada, s/ sulfuroso; VV-FN-SO2 — Vinho, FN, c/
sulfuroso; VV-D-SO2 — Vinho, Destilada, ¢/ sulfuroso). (diferentes letras indicam valores estatisticos

diferentes p<0,05).
38



O decréscimo acentuado do teor de enxofre total foi observado nas amostras com
sulfuroso, sendo idéntico nas amostras preparadas com &gua do furo novo e com a agua
destilada. Este decréscimo de teor de enxofre total nas amostras podera resultar de um
decréscimo do teor de enxofre livre. No caso do vinho, apds a abertura da garrafa podem
ser verificados trés casos para o decréscimo do teor de enxofre livre: formacéo de aldeido,
organismos de deterioracdo, e a introdugdo de novos compostos no vinho (69,71). A
exposicdo ao oxigénio leva a oxidagdo do alcool do vinho, sendo formandos aldeidos.
Estes por sua vez combinam-se com enxofre livre (71). Por outro lado, o decréscimo
podera resultar de contaminacgdo por microrganismos que estabelecem ligagdes com o SO..
Por Gltimo, a insercdo de novos compostos no vinho, como carvalho, taninos, aglcares e
clarificantes, leva a formacéo de novas ligacdes destes com o SO, (71). No vinagre podem
também ocorrer este tipo de mecanismos que provoguem a diminui¢do do sulfuroso ao

longo do armazenamento.

4.2.2. Analise Sensorial

Uma anélise sensorial foi realizada pelos provadores da empresa Mendes
Gongcalves de forma a perceber a aceitabilidade dos dois vinagres de sidra desdobrados
com agua do furo novo e com &gua destilada, ao fim de um més. Apenas 23% dos
provadores identificou corretamente a amostra diferente. De acordo com a norma ISO
4120:2004 (anexo 1), o minimo de respostas corretas necessarias para concluir que
existem diferencas percetiveis entre as amostras, tendo em conta o nimero de provadores e
o nivel de significancia de 5%, seriam necessarias 10 respostas corretas. Tendo sido
obtidas apenas 4 respostas corretas, podemos entdo concluir que as amostras nao
apresentam diferencas percetiveis pelos provadores.

Para além da prova sensorial realizada no primeiro més foi feito um
acompanhamento sensorial das amostras. Neste caso ndo foi realizado qualquer tipo de
teste, sendo apenas dado a provar as amostras em estudo. As amostras de vinagre de sidra e
de vinho elaboradas com agua destilada foram descritas com um sabor mais suave, mais
aromatico e menos acentuado, sendo classificada como a preferida dos provadores. Estas
carateristicas foram intensificadas ao longo dos 3 meses, sendo bastante notérias na Gltima
analise. Por outro lado, as amostras de vinagre preparadas com agua do furo foram
classificadas com um sabor bastante forte e agressivo. As diferencas entre amostras com e

sem sulfuroso também foram percetiveis para os provadores, sendo as amostras com
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sulfuroso consideradas desagradaveis e com sabor a ‘enxofre’, sendo que foram
consideradas como as piores do teste.

Quanto a percecdo da cor nos vinagres, foi feito um acompanhamento visual das
amostras ao longo dos trés meses. Ndo foram identificadas diferencas entre as amostras
elaboradas com os dois tipos de agua. Contudo, verificou-se a diminuicdo da intensidade
de cor das amostras com sulfuroso em comparagdo com as mesmas amostras sem
sulfuroso, tanto nas de sidra como nas de vinho. Ao fim dos 3 meses, 0s vinagres com
sulfuroso estavam praticamente limpidos, uma caracteristica desejavel para o vinagre
(Fig.13).
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VS-D VS-FN VS-D-SO2 VS-FN-SO2
Fig. 13: Amostras de Vinagre de Vinho sem sulfuroso (A); Vinagre de Vinho com
sulfuroso (B); Vinagre de Sidra sem sulfuroso (C); Vinagre de Sidra com sulfuroso (D),
desdobrados com diferentes aguas ao fim de 3 meses.

40



A perda de cor das amostras pode ser resultado da reacdo de alguns compostos
fendlicos presentes no vinagre com o dioxido de enxofre, havendo formacéo de compostos
incolor (branqueamento do vinagre). Por exemplo, a um pH de 3,2, 96% do anidrido
sulfuroso consiste em anides de HSOj3" (bissulfito) que reagem com o catido flavilio, sendo

0 produto formado incolor (69,72).

4.2.3. Formacao de depdsito

Neste pardmetro houve diferencas entre os dois tipos de vinagre, sendo que as
amostras de vinho mantiveram-se estaveis ao longo dos trés meses, ndo havendo formacéo
de depdsitos nem nas amostras diluidas com agua destilada nem com agua do furo com e
sem sulfuroso.

Contrariamente, as amostras de sidra apresentaram-se mais instaveis havendo
formagdo de depdsito logo ao fim do primeiro més nas amostras produzidas com agua do
furo e com adicdo de sulfuroso. A analise visual qualitativa pareceu indicar que o deposito
foi aumentando ao longo dos trés meses. Na literatura é referido que nos vinhos na
presenga de uma quantidade significativa de cobre e sulfitos podem ser formados
complexos de sulfitos-cobre e proteina-cobre (38), o que pode explicar a formacgdo de
precipitados apenas no vinagre com sulfuroso ao fim de algum tempo de engarrafamento.
As restantes amostras (com agua destilada com e sem sulfuroso) mantiveram-se estaveis ao
longo do tempo, ndo havendo formacéo de deposito.

O deposito formado foi analisado e ndo foi possivel identificar a presenca de
compostos fendlicos. Por outro lado, foi possivel quantificar o teor proteico no Vinagre de
Cereal, sendo de 13,72 pg/mL. Conseqguentemente, podemos inferir que o depdsito
formado nos vinagres podera conter alguma proteina, contudo deverdo se feitos mais testes

para validacao da hipdtese.

4.3. Influéncia das caracteristicas da agua na fermentacéo
No ensaio anterior, a influéncia da agua nas carateristicas do vinagre s6 foi avaliada
a partir do desdobramento de um vinagre duplo, em que a agua é s6 um meio de diluigéo.
Consequentemente foi realizado um ensaio de forma a verificar qual a influéncia da agua
nas carateristicas do vinagre, no processo de producdo, nomeadamente durante a
fermentagdo acética. Neste estudo foi feita a fermentacdo acética de um fermentado de

cereal de cerca 13,1° de alcool, a escala piloto. A fermentacdo decorreu até se obter um
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grau de &lcool de 0,3°. De forma a produzir resultados proximos da aplicacdo futura do
tratamento de agua, foi feita uma diluicdo da &gua do furo novo com 62% de agua
destilada para que a agua utilizada tivesse as carateristicas semelhantes a agua do furo
novo tratada por osmose inversa (Tabela 4). Os resultados foram comparados com

amostras produzidas em acetatores industriais na mesma altura e com a agua do FV.

Tabela 4: Valores de alguns parametros fisico-quimicos da agua do furo novo com 62% de

agua destilada.

Parametro Valores
pH 7,0
Condutividade 200 pS/cm
Nitratos 25 ppm NO3’
Dureza Total 75 ppm

4.3.1. Andlise Fisico-Quimica
Apdbs a fermentacdo os vinagres duplos obtidos foram diluidos com as respetivas
aguas utilizadas na fermentacdo, obtendo-se uma acidez de 5%. Os mesmos vinagres
foram produzidos com e sem sulfuroso. As amostras foram acompanhadas fisico-quimica e
sensorialmente, durante 1 més.

As amostras com sulfuroso apresentaram maior turvacdo (Tabela 5) e uma maior
variacdo total da cor (Fig.14), contrariamente as amostras sem sulfuroso. Relativamente a
variacdo total da cor as amostras com sulfuroso demonstraram uma perda de cor ao longo
do tempo, devido a formacdo de compostos incolores no vinagre, como explicado
anteriormente. As amostras com &gua do FN apresentaram uma menor turvacdo
relativamente as amostras elaboradas com agua do FV, devido a uma menor turvacao da
agua utilizada. Relativamente a variagéo total de cor, ndo houve diferengas significativas

entre os dois tipos de agua.

Tabela 5: Variacdo de pH (T=20°C) das amostras de Vinagre de Cereal 5%, elaborados
com diferentes aguas, ao inicio e ao fim de um més (FV-SO2 — Agua Furo Velho, c/
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sulfuroso; FV - Agua Furo Velho, s/ sulfuroso; FN- SO2- Agua Furo Novo, ¢/ sulfuroso;

FN V2 - Agua Furo Novo, s/ sulfuroso).

pH Turvacdo (NTU)
(20°C)
Dias
31 1 31
Amostra
FV -S0O2 2,64 2,58 0,56 0,61
FVv 2,62 2,62 0,23 0,17
FN-SO2 2,58 2,55 0,25 0,29
FN 2,56 2,56 0,12 0,13
S 4
S 35
o] 3
% 2,5
o 2
L
g 15
Q 1
S
g 02 —
= 0
> FV-502 FV FN-SO2 FN

Amostra

Fig. 14: Variacdo Total da Cor (AE = V(Aa*) > + (Ab*) 2 + (AL*) ?) das amostras de
Vinagre de Cereal 5% elaborado com agua do Furo Velho FV-SO2 e FV (sem SO,); e com

agua com carateristicas da agua de Osmose FN - SO2 e FN (sem SO,).

Neste estudo podemos observar que a nivel de turvacdo, a &gua FN+&agua destilada

sera uma mais-valia, garantindo assim um vinagre mais limpido.
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4.3.2. Acompanhamento Sensorial

Um pequeno grupo de provadores avaliou sensorialmente os vinagres ao longo de 2
meses de armazenamento. Inicialmente ndo foram verificadas diferencas a nivel sensorial
nas diferentes amostras. Contudo, ao fim de um més, as amostras de vinagre produzidas
com &gua correspondente a agua do furo novo diluida com &gua destilada foram
consideradas mais suaves, sendo a diferenca mais notdéria no caso das amostras sem
sulfuroso. Nas amostras com sulfuroso era identificado o sabor a enxofre. Em todas as
amostras analisadas ndo foi observado a formacao de deposito (Fig.15).

Ao nivel da formacéo de deposito, sera importante fazer um acompanhamento mais
prolongado para poder inferir qual a influéncia da 4gua na formacao de depdsito ao nivel
do estudo da influéncia nas fermentacdes.

- —— P

=
=

Fig.15: Amostras de vinagre de cereal 5% elaborados com agua do FV e com &gua

FN+agua destilada (FV-SO2 (V1): 4gua FV com sulfuroso; FV (V2): 4gua FV sem
sulfuroso; FN-SO2 (V3): agua FN com sulfuroso; FN (V4): agua FN sem sulfuroso).

4.4. Viabilidade de aplicacédo de Filmes de Quitosana em Vinagres
A adicéo dos filmes de quitosana-genipina foi feita na altura da diluicdo do vinagre,

tal e qual como é feito aquando da adi¢do do anidrido sulfuroso.

4.4.1 Analise fisico-quimica

As amostras de vinagre de Sidra 5% com sulfuroso (SO;) ndo apresentaram
diferengas significativas relativamente a variacdo total de cor (Fig.16) entre os diferentes
tempos de recolha (3, 6, 8, 12 dias). No entanto, ao longo dos dois meses, verificou-se uma
diminuicdo da tonalidade e cromaticidade (a* e b* - CIELab) das amostras com sulfuroso,
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comparativamente a amostra controlo (sem adicdo de conservante), possivelmente pelo
efeito explicado anteriormente pela combinagdo dos compostos fendlicos com o dioxido de
enxofre.

Por outro lado, as amostras com quitosana, demonstraram diferencas significativas
relativamente a variacdo total de cor, dependendo do tempo em contacto com o filme,
sendo menor a variagdo de cor das amostras que estiveram menos tempo em contacto com
a quitosana, isto €, verificou-se menor alteracdo de cor das amostras relativamente as
amostras controlo (Fig.16). Quanto as amostras Q-3 e 6 dias foram as que mantiveram uma

variacdo de cor proxima a amostra controlo ao longo dos dois meses.
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Fig. 16:Variacdo Total de Cor (AE = V(Aa*) ? + (Ab*) 2 + (AL*) ?) das amostras de
Vinagre de Sidra 5%,com Sulfuroso (SO;) ou Quitosana (Q) ao longo de 2 meses
(amostras recolhidas ao dia 3 (3D), dia 6 (6D), dia 8 (8D) e dia 12 (12D).

A aplicacdo dos filmes de Quitosana demonstrou uma maior preservacéo de cor dos

vinagres, comparativamente a utilizacdo do sulfuroso. Em média, as amostras com
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quitosana apresentaram uma variagcdo total de cor de 1,6, enquanto as amostras com
sulfuroso de 3,5.

Relativamente a turvacdo, o comportamento das amostras com sulfuroso foi
bastante diferente comparando com a quitosana. Estas Gltimas demonstraram uma
diminuicdo da turvacdo ao longo dos dois meses, contrariamente as amostras com
sulfuroso que demonstraram uma maior turvagdo comparativamente a amostra controlo.
Dentro das amostras com quitosana, quanto maior o tempo de contacto com o filme, menor
a turvacdo da amostra. E de salientar que ao final do segundo més houve um decréscimo da
turvacdo nas amostras com sulfuroso, possivelmente devido ao inicio de formacdo de
deposito (Fig.17).
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Fig.17: Variacdo de Turvacdo (NTU) dos Vinagres de Sidra 5% com Sulfuroso (SO2) e
com Quitosana (Q), com diferentes tempos de recolha (3,6,8,12 dias) ao longo de dois

meses de estudo.

A formagéo de deposito foi verificada ao fim de um més do estudo, em todas as
amostras com Quitosana (Q-3 dias, Q-6 dias, Q-8 dias, Q-12 dias) (Fig.18). A quantidade
de deposito era semelhante em todas as amostras.. No segundo més, foi observada a

mesma situacdo, sendo somente as amostras de quitosana que apresentavam depdsito,
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havendo um aumento de quantidade em todas as amostras. O deposito dissolvia-se ao ser
agitada a amostra, demorando algum tempo até se depositar novamente.

Sedimento/turvacao

Fig.18: Amostras de vinagre de sidra com aplicagdo do filme de quitosana ao fim de um
més, onde € observavel a formacdo de depdsito.

4.4.2 Analise Sensorial

As diferentes amostras foram dadas a provar a provadores de forma a analisarem as
possiveis diferengas entre as amostras em relacdo a amostra controlo. Inicialmente (més
zero) ndo foram notadas diferencas muito significativas entre as diferentes amostras,
contudo as amostras com quitosana eram descritas como tendo um sabor mais suave
comparativamente ao controlo. As amostras com sulfuroso foram consideradas deslavadas,
suaves e com sabor pouco frutado. O sabor/odor a enxofre foi identificado nas amostras ao
fim de 12 dias. Ao fim do oitavo dia ja era percetivel a perda de cor das amostras com
sulfuroso, sendo mais significativa ao fim do décimo segundo dia (Fig.19).
Contrariamente, as amostras com quitosana mantiveram uma cor proxima do controlo e
ainda mais limpidas. A limpidez foi proporcional ao tempo de contacto com os filmes de
quitosana, sendo maior ao fim dos 12 dias.
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Fig.19: Amostras de vinagre de sidra 5% elaboradas com &gua do FN, com Sulfuroso

(Metabissulfito-FN), controlo e com Quitosana com 12 dias de estudo.

Ao fim de um més, as amostras voltaram a ser provadas, sendo que as diferencas
foram mais significativas nas amostras com mais tempo de contacto com os filmes de
quitosana. Nas amostras Q-8 dias e Q-12 dias foi identificado um sabor diferente do
controlo, mas ndo desagradavel. Todas as amostras com sulfuroso foram consideraveis
desagradaveis, com sabor e odor a enxofre. A nivel visual as amostras com quitosana
apresentavam-se semelhantes ao controlo, contudo mais limpidas. Quanto as amostras com
sulfuroso tinham uma cor bastante clara, considerada pouco natural. Nesta analise mensal
foram as amostras controlo as mais apreciadas, sendo consideradas mais frutadas.

No segundo més, as diferengas mantiveram-se exceto na amostra Q-12 dias que
tinha um sabor mais agressivo/desagradavel em relagdo ao controlo. As amostras com
sulfuroso continuaram a ser consideradas desagradaveis e piores ao nivel gustativo e
visual. Consequentemente, é possivel inferir que a exposicdo prolongada do vinagre aos
filmes de quitosana ndo sera benéfica para a obtencdo das carateristicas desejadas do
vinagre (sabor suave/aromatico).

O filme de quitosana revelou ser eficiente na conservacdo das caracteristicas do
vinagre ao longo do armazenamento, sendo mais vantajoso que o sulfuroso. Por outro lado,
parece promover a deposicdo do material em suspensdo, 0 que pode ser vantajoso pois

pode ocorrer ainda nos contentores e antes do embalamento do vinagre.
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4.5. Influéncia da agua nas carateristicas e estabilidade fisico-quimica

e sensorial da maionese

Da mesma forma que nos vinagres, foi realizado um ensaio para perceber a
influéncia da agua nas carateristicas e estabilidade de um molho/tempero. Para tal foi
escolhida uma emulsdo, a maionese, com reduzida percentagem de gordura (24%) e grande
quantidade de &gua (57%). As amostras foram elaboradas com dois tipos de agua, agua
destilada e agua proveniente do Furo Novo (Tabela 6). No mesmo ensaio ainda foram
feitas amostras com e sem EDTA, de forma a analisar a capacidade quelante deste
composto. Este agente quelante forma complexos estaveis com ides metélicos como o
ferro, magnésio e célcio, inibindo/retardando a oxidacdo lipidica. Foram feitas analises
sensoriais, fisico-quimicas e microbioldgicas mensalmente das amostras. Ainda foram
colocadas duas amostras de cada maionese na estufa a 40°C com 75% de humidade,
durante 3 meses, de forma a acelerar o processo de armazenamento, correspondendo a 9

meses a temperatura ambiente.

Tabela 6: Carateristicas fisico-quimicas das aguas utilizadas na producdo das maioneses
em estudo.

pH Condutividade

Agua  (Tocy (uS/cm)
Furo 7,78
Novo  (19,0°C) L
. 5,82
Destilada (19.1°C) 0

4.5.1. Caracterizacao fisico-quimica

Ao longo do estudo de estabilidade as maioneses elaboradas com agua destilada
apresentaram um pH ligeiramente mais baixo que as maioneses com agua do Furo, devido
ao menor pH da agua utilizada na sua producdo. No que diz respeito a viscosidade das
maioneses esta foi semelhante entre os dois tipos de maionese (agua destilada e dgua furo,
com e sem EDTA). Ao nivel da cor (Fig.20), a maionese elaborada com agua do furo novo

apresentou uma maior variagdo de cor relativamente a amostra tempo zero que a maionese
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com agua destilada. Neste critério, ao longo dos trés meses foi a maionese feita com agua
destilada e com EDTA que se apresentou mais estavel no que diz respeito a cor, isto €
apresentou uma menor variacao total de cor.

Contrariamente aos vinagres, as maioneses ndo apresentaram diferencas
significativas entre os dois tipos de agua, com e sem EDTA, no que diz respeito aos

pardmetros fisico-quimicos.

_ 6
T
w 5
]
L 4 T
6
5] 3
g2
2 1
' 0 -
g -1
H Vi1 V2 V3 V4
> Amostra

Fig. 20: Variacdo Total de Cor (AE ) das amostras de Maionese - V1: Destilada + EDTA,
V2: FN + EDTA, V3: Destilada, V4: FN; (AE = V(Aa*) 2 + (Ab*) 2 + (AL*) ?).

4.5.2. Andlise microbiolégica

Foram realizadas analises microbiol6gicas aos 4 tipos de maioneses durante 9
meses. Os resultados obtidos relativamente a BAL (bactérias é&cido lacticas),
Enterobacteriaceae, bolores e leveduras, foram de < 10 UFC (Unidades Formadoras de
Colébnias) ao longo dos 9 meses, isto é, numero ndo identificavel de colonias.
Contrariamente, relativamente aos microrganismos a 30 °C houve variagdo do UFC
(Tabela 7). A amostra elaborada com agua destilada e EDTA apresentou inicialmente 80
UFC/g, sendo que ap6s o més zero ndo foram identificadas coldnias. Contrariamente, a
maionese com agua furo novo e com EDTA, apresentou crescimento de microrganismos a
30 °C ao fim dos 9 meses (240 UFC/g). As amostras sem EDTA apresentaram um valor
inicial de UFC inferior as amostras com EDTA, sendo que no fim dos 9 meses néo

apresentavam contaminagao.
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Tabela 7: Analise microbioldgica das maioneses em estudo.

Amostra MOs MOs MOs MOs
30°C (UFC/g) 30°C (UFC/g)  30°C (UFC/g) 30°C (UFC/qg)
Més 0 Més 1 Més 3 Més 9
Destilada 8,0E+01 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
+EDTA
FN 8,0E+01 1,0E+01 <1,0E+1 2,4E+02
+EDTA
Destilada 2,0E+01 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
FN <1,0E+1 5,0E+01 1,0E+1 <1,0E+1

De acordo com os resultados microbioldgicos as maioneses com menor estabilidade
microbioldgica foram as elaboradas com a agua do Furo Novo. Ao fim dos 9 meses as
maioneses sem EDTA nédo apresentavam desenvolvimento de microrganismos, enquanto
na amostra de maionese com agua do furo com EDTA foi identificado o crescimento de

microrganismos.

4.5.3. Acompanhamento Sensorial

O acompanhamento sensorial foi feito por um pequeno grupo de provadores ao
longo do armazenamento das maioneses. Nestas provas apenas foi dado a provar as
diferentes maioneses, ndo havendo qualquer tipo de teste e folha de prova. Foi pedido aos
provadores para avaliarem as diferencas entre as diferentes amostras.

As maioneses (Fig.21) feitas com &gua destilada (com EDTA) apresentaram um
melhor sabor ao longo do tempo, sendo caraterizadas como mais saborosas que a maionese
com &gua do Furo. As amostras sem EDTA apresentaram sabor rancoso ao terceiro més
apos a elaboragdo, sendo mais significativo na amostra com agua do furo novo. A auséncia
de um agente quelante, como 0 EDTA, é aceleradora do processo de oxidacdo lipidica. Ao
fim dos 9 meses as amostras com agua destilada com EDTA apresentavam-se com um
bom sabor, sendo que as amostras com agua do furo com EDTA tinham ligeiro sabor a
ranco. A oxidagdo lipidica das amostras com agua de furo podera resultar de uma maior

guantidade de ides existentes nesta agua, como o ferro, necessarios para 0 processo de

o1



oxidacdo lipidica, indicando que o agente quelante adicionado néo foi suficiente para inibir

este tipo de reagdes.

Fig.21:Maionese V1: Destilada + EDTA, V2: FN + EDTA, V3: Destilada, V4: FN; A) com

1 Més B) com 3 meses C) com 4 meses e D) com 9 meses.

4.6. Aplicacdo de Filmes de Quitosana no tratamento de agua
A amostra de agua utilizada no estudo (Tabela 8) foi recolhida num frasco (1000
mL) previamente esterilizado sendo colocado de seguida, o filme de quitosana (area util
144 cm?) de forma a minimizar possiveis contaminagdes. Ainda foi preparada uma amostra
controlo de agua também num frasco esterilizado (1000 mL). Quanto ao parametro
microbioldgico, foram obtidos 120 UFC/mL de microrganismos, na amostra de agua antes

da aplicagdo do filme de quitosana.
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Tabela 8: Caracteristicas fisico-quimicas da agua recolhida antes da aplicacéo do filme de

quitosana.
Condutividade TDS NaCl Cloro residual pH Turvagéo
(HS/cm) (ppm) (%) (ppm) (T°C) (NTU)
1140 570 19 0 6,74 0,65

(13,3°C)

As amostras controlo e com o filme quitosana foram analisadas ao nivel fisico-
quimico e microbioldgico ao fim de 72 horas e passado uma semana. As duas amostras ndo
apresentaram diferencas significativas ao nivel da condutividade (Fig.22) e teor total de
solidos dissolvidos (TDS). Contudo, passado uma semana a agua com quitosana
apresentou um aumento significativo de turvacéao (percetivel pelo olho humano), devido ao

crescimento microbiano.
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Fig.22: Valores de condutividade (A) e turvacdo (B) das amostras de &gua controlo (sem

quitosana) e de agua com quitosana, ao fim de dois e 7 dias de contato.
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A nivel de pardmetros microbioldgicos (Tabela 9) verificou-se que ao fim de 2 dias
de contacto com o filme de quitosana houve uma diminuicdo de contagem de
microrganismos comparativamente a amostra controlo. Contudo, foram repetidas as
analises microbiologicas ao fim de 1 semana e foi observado um aumento de

microrganismos na amostra com quitosana comparativamente a amostra controlo.

Tabela 9: Resultados de analise microbiolégica de amostra controlo (sem quitosana) e

amostra com quitosana com 2 e 7 dias.

Microrganismo 2 dias 7 dias
30°C (UFC/mL)

Agua Controlo 1,8 E+3 3,0 E+3
Agua ¢/ Quitosana 8,5 E+2 1,2 E+4

A utilizacdo de filmes de quitosana no tratamento de dgua podera ser uma forma de
diminuicdo de contaminantes microbianos. Contudo a sua utilizagdo devera ser otimizada
ao nivel de tempo de contato da quitosana com &gua, visto que nos resultados obtidos um
tempo de 7 dias de contacto da quitosana com a 4gua levou ao aumento de microrganismos

relativamente a amostra controlo (sem quitosana).

54



5. Conclus6es e novas perspetivas de trabalho

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que a dgua apresenta uma
influéncia nas caracteristicas sensoriais dos vinagres, contudo esta influéncia podera ser
diferente dependendo da matéria-prima utilizada. No caso do vinagre de sidra foram
identificadas diferencas nos vinagres elaborados com as diferentes aguas logo ao fim do
primeiro més (sabor mais suave e mais aromatico, cor desejavel, auséncia de sedimento),
contrariamente aos vinagres de vinho que se apresentaram mais estaveis ao longo do
estudo. As amostras elaboradas com agua destilada apresentavam melhores caracteristicas
sensoriais e a formacdo de depoésito nestas amostras ndo foi verificada ao longo do
armazenamento. A agua destilada permitiu uma maior estabilidade fisico-quimica e
sensorial dos vinagres de sidra e vinho, o que indica que existe potencial em utilizar uma
agua tratada por osmose inversa. Uma agua com estas caracteristicas (baixa condutividade,
baixo teor de nitratos, baixa dureza, baixa turvacdo e com menor nimero de TDS) permite
obter um vinagre mais suave e com as suas caracteristicas sensoriais mais agradaveis, isto
¢, aromas e compostos de sabor identificativos deste tipo de amostras. Os vinagres com
agua destilada ndo apresentaram formacdo de deposito ao longo do armazenamento,
contrariamente aos vinagres elaborados com a éagua do furo novo que logo ao fim do
primeiro més ja apresentavam formacao de deposito.

Relativamente a influéncia das caracteristicas da agua no processo de fermentacédo
do vinagre, devera ser realizado um acompanhamento fisico-quimico e sensorial dos
produtos por um maior periodo de tempo, pois devido aos poucos resultados obtidos, ndo é
possivel inferir acerca da estabilidade fisico-quimica e sensorial do vinagre a longo prazo.
Contudo, ndo serd uma mais-valia para a empresa a utilizacdo da agua tratada por osmose
ao nivel das fermentacOGes acéticas devido a necessidade por parte das bactérias de
nutrientes existentes numa agua nao tratada por osmose, para além do seu custo ser mais
elevado.

No estudo da influéncia da agua nas caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas da
maionese, ndo foram verificadas diferencas ao nivel das caracteristicas microbioldgicas.
Ao nivel sensorial e estabilidade de cor, a maionese com agua destilada apresentou um
melhor sabor e uma maior estabilidade. Contudo os resultados sdo pouco demonstrativos

da possivel influéncia da agua em molhos e emulsBes, visto cada um ter as suas
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caracteristicas (ingredientes diferentes com influencias diferentes entre eles na estabilidade
fisico-quimica da emulsdo) e atividade de agua.

Pelos resultados obtidos € possivel inferir que é de grande importancia adequar as
caracteristicas da agua de forma a garantir uma qualidade sensorial, fisico-quimica e
microbioldgica dos produtos. A utilizagdo de uma agua tratada por osmose inversa podera
ser uma mais-valia em alguns produtos da empresa. A formacdo de depoésitos/nébulas nos
vinagres podera ser retardada ou até mesmo prevenida com a utilizacdo de uma agua com
estas caracteristicas. Por outro lado, a rancificacdo de molhos e emulsbes poderd ser
retardada, tal como a otimizacédo das carateristicas fisico-quimicas e sensoriais de molhos e
emuls@es, visto haver uma menor concentracdo de sais catalisadores da oxidacéo lipidica
numa agua de osmose inversa.

No caso do estudo de viabilidade da aplicacdo de filmes de quitosana em vinagre,
foi possivel verificar que as amostras com os filmes de quitosana apresentaram uma menor
variacdo de cor relativamente a amostra controlo e, por outro lado, apresentaram uma
menor turvacdo comparativamente as amostras preparadas com dioxido de enxofre.
Consequentemente os filmes de quitosana poderdo ser utilizados para diminuicdo da
turvacdo dos vinagres, mantendo-os limpidos e com a cor original. A aplicacdo dos filmes
de quitosana no vinagre acelerou o processo de formacdo de depésito, isto €, o
aparecimento de depdsito nas amostras com quitosana ocorreu logo ao fim de 1 més
enguanto as amostras controlo e com sulfuroso ndo desenvolveram qualquer tipo de
depdsito, mas apresentaram turvacdo, o0 que pode ser vantajoso pois o depésito pode ser
mais facilmente removido antes do embalamento do vinagre do que a turvacao.

Os resultados obtidos permitem assim concluir que a quitosana tem um efeito
precipitante de compostos causadores de turvacdo dos vinagres, tornando-os limpidos. A
aplicacdo dos filmes de quitosana nos vinagres poderd ser uma possibilidade de
substituicdo do conservante atualmente utilizado, o dioxido de enxofre. Contudo sera ainda
necessario compreender as reagdes e mecanismos envolvidos entre a quitosana e 0s
compostos do vinagre que permitem a conservacdo deste ao longo do armazenamento.
Assim como perceber o motivo pelo qual os filmes de quitosana aceleram a formagéo de

deposito no vinagre.
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Anexo |

Ficha de Prova

Teste Triangular

|anmh:hhmdam

Duas amostras sio iguais e oulra & diferente. Selecione o codigo da amosira que pensa ser diferente.
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Anexo Il

Table A.1 — Minimum number of correct responses needed to conclude that a perceptible
difference exists based on a triangle test

o &

" 0.2 0.10 | 005 | 001 | 0001 " 020 | 040 | 005 | 0,01 | 0,001
[ 3 5 5 [ — 27 12 13 m 16 18
7 4 5 5 6 7 28 12 14 15 16 18
8 5 5 6 7 8 29 13 14 15 17 19
9 5 8 6 7 8 30 13 14 15 17 19
10 8 6 7 8 8

M 14 15 16 18 20
1 8 7 7 8 10 32 14 15 16 18 20
12 B 7 -] 9 10 33 14 15 17 12 s |
13 7 8 8 9 11 34 15 16 17 19 21
14 7 8 9 10 11 35 15 16 17 19 2
15 8 8 9 10 12

36 15 17 18 20 22
16 8 9 9 1 12 42 18 19 20 22 25
17 8 ) 10 11 13] | 48 20 21 22 25 27
18 5 10 10 12 e 54 22 23 25 27 30
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