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RESUMO

O vinagre é um produto de grande importancia alimentar que remonta a ldade Antiga,
quando possuia a finalidade de conservagao de alimentos, para que o homem
pudesse lidar com os periodos de escassez de recursos. Com o tempo, o vinagre e
outros fermentados foram ganhando maior relevancia por seus sabores complexos,
garantidos pela combinagéo de seus compostos organicos. Essencialmente, o vinagre
€ uma solucéo diluida de acido acético, de 4 a 8% em massa, produzido a partir da
fermentacao acética do alcool. Existem diversas fontes que originam vinagres com
caracteristicas exclusivas, tais como a mag¢a, o vinho, o mel e a cerveja. Neste
trabalho, preparou-se uma cultura starter (“méae” do vinagre), utilizando a mag¢a como
fonte inicial. A partir disso, o objetivo foi produzir um vinagre de cerveja, com a méae
previamente obtida como starter da fermentacgéao, juntamente com a adigao de vinagre
organico a uma versao para fins comparativos. Ao longo do processo, foram
realizadas analises de densidade 6ptica (D.O) e pH, a fim de acompanhar a evolugao
e 0 momento ideal para cessar o processo fermentativo. Ao final, também foram
determinadas a acidez total, acidez volatil e densidade, utilizando de técnicas como a
titulacdo e destilagdo por arraste a vapor. Para se verificar o crescimento
microbiolégico, além das medidas de D.O, foram analisadas amostras do vinagre ao
microscopio Optico, verificando as culturas existentes no meio. Constatou-se que
houve a produgao de acido acético, porém em baixas quantidades (acidez volatil de
0,280 g/100 mL para o vinagre com adi¢cao de organico e 0,149 g/100 mL para o
vinagre sem adigédo de organico). Houve também uma redugéo no pH e aumento na
D.O de ambos, com um valor final de pH de 3,20 e D.O de 2,613 e pH de 3,29 e D.O
de 2,352 para as versbes com e sem organico, respectivamente. Os resultados se
justificam pela analise microbioldgica, pois € provavel que outras substancias tenham
sido produzidas em razdo do crescimento de outras culturas no meio. Seriam
necessarios mais estudos para se obter as condi¢cdes 6timas para a producado de um

vinagre de cerveja com maior teor de acido acético.

Palavras-chave: Vinagre; cerveja; organico; mae do vinagre; analises.



ABSTRACT

Vinegar is a product of great importance that dates back to ancient times, when it had
the purpose of preserving food, so that man could deal with periods of scarcity of
resources. Over time, vinegar and other fermented products gained more relevance
due to their complex flavors, guaranteed by the combination of their organic
compounds. Essentially, vinegar is a dilute solution of acetic acid, 4 to 8% by mass,
produced from the acetic fermentation of alcohol. There are several sources that
originate vinegars with exclusive characteristics, such as apple, wine, honey and beer.
In this work, the preparation of a mother of vinegar was developed, using the apple as
an initial source. From this, the objective was to produce a beer vinegar, with the
mother previously obtained as a fermentation starter, together with the addition of
organic vinegar to a version for comparative purposes. Throughout the process,
analyzes of optical density (OD) and pH were carried out, in order to follow the
evolution and the ideal moment to stop the fermentation process. At the end, the total
acidity, volatile acidity and density were also determined, using techniques such as
titration and steam distillation. In order to verify the microbiological growth, in addition
to OD measurements, vinegar samples were analyzed under an optical microscope,
verifying the existing cultures in the medium. It was found that there was production of
acetic acid, but in low amounts (volatile acidity of 0.280 g/100 mL for vinegar with
addition of organic and 0.149 g/100 mL for vinegar without addition of organic). There
was also a reduction in the pH and an increase in the OD of both, with a final value of
pH of 3.20 and OD of 2.613 and pH of 3.29 and OD of 2.352 for the versions with and
without organic, respectively. The results are justified by the microbiological analysis,
as it is likely that other substances were produced due to the growth of other cultures
in the medium. More studies would be needed to obtain the optimal conditions for the

production of a beer vinegar with a higher acetic acid content.

Keywords: Vinegar; beer; organic; mother of vinegar; analyses.
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1. INTRODUCAO

1.1 Breve Histérico

Quando se trata da alimentagcdo humana, é essencial que se pense na
conservagao dos alimentos, tanto para evitar contaminagcao e propagacao de
doencas, quanto para aumentar o tempo de vida util destes alimentos, reduzindo
assim o desperdicio. Essa € uma questdo que esta presente desde os primérdios da
civilizagdo, uma vez que é intimamente atrelada a sobrevivéncia humana (GEPEA,
2019).

Historicamente, para lidar com a alternancia entre periodos de caca reduzida e
abundancia, o homem utilizava do cozimento através do fogo e secagem a luz solar,
ainda na pré-histéria, para armazenar os alimentos por um tempo maior (GEPEA,
2019). Nesta época, a fermentagdo comecgou a ser conhecida pela fabricacdo de
queijos em cerca de 4000 a.C. (BARBOSA, 2021).

Posteriormente, na Idade Antiga, se utilizavam conservas de sal e vinagre para
evitar o apodrecimento da carne. Além disso, também era comum a ingestéo de
bebidas fermentadas ao invés de agua, ja que era uma forma mais segura em relagao
a presencga de bactérias e protozoarios, que poderiam transmitir doengas (MARKHAM,
2012). Somente na ldade Contemporénea, em 1850, com o desenvolvimento da
tecnologia, € que se iniciou a conservagao dos alimentos por meio de refrigeragéao,
congelamento e tratamento térmico pela producdo de vidros e enlatados (GEPEA,
2019).

Percebe-se que a conservagdo alimenticia por meios tecnoldgicos é
relativamente recente na historia e, nos dias atuais, ainda existem pessoas que nao
possuem acesso a eletricidade e equipamentos de refrigeragdo. Além disso, ha
regidbes no mundo que nao dispdem de recursos suficientes, o que torna a
conservagao ainda mais importante. Diante disso, a fermentacao se destaca como um
método tradicional para aumentar o prazo de duracdo dos alimentos. Além dessa
funcéo essencial, a fermentacdo também é capaz de produzir sabores unicos, dando
origem a produtos como o proprio vinagre, cerveja, vinho, chucrute, kombucha, entre
outros (MARKHAM, 2012).



10

1.2 A cerveja

Atualmente, a cerveja é a terceira bebida mais consumida no mundo, ficando
atras apenas de agua e cha. Sua grande importancia nas diversas culturas remonta a
Antiguidade, cerca de 9000 a.C., época na qual a vida ndmade foi substituida
gradualmente pelas civilizagdes, onde os povos passaram a se fixar em determinados
locais e entdo cultivar gréos para sua alimentacdo (MORADO, 2017).

O cultivo de cereais, como a cevada e o trigo, surgiu inicialmente na Asia
Ocidental e, suspeita-se que os graos foram expostos a agua por acidente, levando a
quebra enzimatica do amido e posterior fermentagcdo. Uma segunda hipétese seria a
exposi¢cao de uma massa de pao a agua, seguida de uma fermentagéo. Os sumérios,
localizados no sul da Mesopotamia, foram os primeiros povos que deixaram
evidéncias da cerveja. Registros em pedras foram descobertos, 0 que demonstrou a
grande importancia dessa bebida para os povos antigos. A cerveja foi amplamente
difundida gracas a ascensao do Império Romano, até se tornar popular como nos dias
atuais (MORADO, 2017).

Existem diversos tipos de cerveja, mas estes podem ser agrupados em duas
familias principais, segundo o tipo de fermentacao: Ales e Lagers. As primeiras sdo
cervejas de alta fermentagcédo (fop-fermenting beers), processos realizados sob
temperaturas mais altas (15 a 24 °C) com a levedura localizada no topo do liquido. A
cepa utilizada é a Saccharomyces cerevisiae, mais resistente ao alcool. Ja as
segundas, sdo cervejas de baixa fermentagcao (bottom-fermenting beers), ocorrendo
sob temperaturas mais baixas (5 a 12 °C) e com cepas de leveduras mais frageis e
menos tolerantes ao alcool, Saccharomyces pastorianus, localizadas no fundo
(HOPSMORE, 2022; MARKHAM, 2012; STEINMEYER, 2022).

As Ales sdo normalmente mais densas, com maior complexidade de sabores e
aromas. Além dos ingredientes basicos, o malte e o lupulo, existem compostos
secundarios que se formam no processo da fermentacao e que contribuem para tornar
a cerveja mais complexa, principalmente as do tipo Ale. Pela maior resisténcia ao
alcool da cepa de levedura utilizada, normalmente estas cervejas possuem um teor
alcodlico maior em relagao as do tipo Lager. Existem varios estilos dessa cerveja, tais
como Weiss, India Pale Ale (IPA), Belgian Pale Ale, Stout, etc (ALBANOS, 2020;
HOPSMORE, 2022).

As Lagers s&o as cervejas mais consumidas no mundo, sendo

aproximadamente 90% de todo o consumo, tais como a Pilsen, American Lager,
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Amber Lager, Bock, etc. Estas normalmente sdo cervejas mais suaves e possuem
mais caracteristicas do malte e do lupulo, além de um teor alcodlico ligeiramente
menor em comparagao as cervejas do tipo Ale. Devido as caracteristicas de seu
processo, as Lagers nao necessitam de muito lupulo na finalizagdo, uma vez que sua
fabricagcdo passa por um tratamento a frio. Ha ainda uma terceira familia das cervejas,
chamada Lambic, que utilizam da fermentacdo espontidnea a partir de leveduras
selvagens, como a Brettanomyces. Estas foram as primeiras cervejas produzidas e,
normalmente, possuem alta acidez e demoram meses para sua fabricacido
(ALBANOS, 2020; D'AQUINO, 2020; HOPSMORE, 2022).

1.3 O vinagre

Por definigdo, o vinagre é uma solugao diluida de acido acético, com teor em
volume de 4 a 8%, produzido pela oxidagao do alcool em um processo fermentativo,
a partir de bactérias do acido acético (MARKHAM, 2012).

Inicialmente o vinagre pode ser produzido a partir da transformagdo de uma
fonte de acgucar ou alcool. Por esse motivo, existem diversos tipos de vinagre no
mercado, os quais guardam as caracteristicas de sua matéria-prima de origem, tais
como: vinagre de vinho, vinagre de arroz, vinagre de macéa, vinagre de mel e vinagre
de cerveja.

No caso do vinagre produzido a partir de uma fonte inicial de acgucar,
primeiramente ocorre a formagao de um alcool, que posteriormente é oxidado a acido
acético. Ja quando provém diretamente de um alcool, ocorre somente a etapa de
oxidagao a acido acético. A partir disso, o vinagre € capaz de limitar o crescimento de
microrganismos patégenos no meio, a partir da redugéo de seu pH e maior toxicidade
a estes microrganismos (MARKHAM, 2012).

Dentre inUmeras outras, as bactérias do acido acético podem ser encontradas
facilmente nas bebidas, sendo conhecidas como "mé&e do vinagre", a cultura
necessaria para produc¢ao do vinagre. Antigamente, eram denominadas Mycoderma
aceti, uma substancia de aspecto gelatinoso formada na superficie do liquido (Figura
1). Atualmente, sdo denominadas Acetobacter aceti em sua maioria. Pela cerveja
possuir alto teor nutricional e baixo teor alcodlico, € extremamente suscetivel a

acetificagdo nas condi¢gdes adequadas (MARKHAM, 2012).



12

Figura 1 — Mae do vinagre na superficie do liquido.

Fonte: PRESERVE & PICKLE, 2019.

1.4 Fermentagao

O processo fermentativo possibilita que elementos que seriam o suporte para
a degradacao de alimentos, como o acgucar, sejam transformados em elementos
capazes de retarda-la, como o alcool ou o acido acético (MARKHAM, 2012). Assim
sendo, de acordo com os produtos finais, existem trés tipos de fermentacao: alcodlica,
acética e latica. Para os objetivos deste trabalho, serdo melhor descritas a
fermentacgao alcodlica e a acética, de interesse para a producao de vinagre.

Durante o processo fermentativo, ocorre a formacdo do composto principal e
de varios outros componentes, os quais podem se combinar e afetar os sabores e
aromas finais do produto. Esteres podem ser originados da combinacéo de acidos
organicos e alcoois formados no processo, possibilitando uma maior complexidade
aos alimentos. Estes também podem ser recombinados durante a etapa de
envelhecimento, no qual existe ainda maior formacao de sabores e aromas complexos
(MARKHAM, 2012).

1.4.1 Fermentacao alcodlica

Este tipo de fermentagdo ocorre para obtencdo de energia celular pelas
leveduras, a partir da utilizagdo de agucares pelas células, como a glicose, gerando
produtos primarios, como o etanol e o diéxido de carbono. Além disso, produtos
secundarios, como aldeidos, ésteres, acidos organicos e outros alcoois sao formados
e compdem o meio final (CRUZ, 2016).

Este € um processo anaerodbio, ou seja, sem a presencga de oxigénio, realizado
por uma cultura pura de leveduras do género Saccharomyces, e esta envolvido na

producao de bebidas alcodlicas em geral, como cervejas e vinhos. (CRUZ, 2016;
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ROCHA, 2016). Inicialmente, ocorre a etapa da glicdlise, onde a partir de 10 reagbes
sucessivas obtém-se duas moléculas de piruvato, um composto intermediario (Figura
2). Este é descarboxilado e libera didxido de carbono (CO2) e acetaldeido. Este por
sua vez é reduzido pela coenzima NADH, gerando a produgao de etanol e NAD+
(Figura 3).

Figura 2 — Etapa da glicdlise.

glicose
[ 2 2 2 2 2 )
2- ATP
el Aoe |
P-8-9-9 o9 o-r
| NAD' P ® [ NaD"
o W
NADH "\» NADH
P-9-99-r P-8-8-@-r
2 ATP  « N 2 are
v
[ 2 2 J L 2 2]
2 piruvato

Fonte: Adaptado de CK-12, 2023.

Figura 3 — Etapa da conversao de piruvato a etanol.
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Fonte: Adaptado de CRUZ, 2016.
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Para este trabalho, a fermentacao alcodlica estara envolvida apenas na etapa
inicial da formagédo da mae do vinagre. Por esse motivo, serd dado maior enfoque a

fermentacgao acética, descrita no item 1.4.2 .

1.4.2 Fermentacao acética

Este tipo de fermentagao ocorre a partir de uma cultura mista de Acetobacter,
na qual as cepas mais produtivas e adequadas sao selecionadas naturalmente a partir
das condicbes do meio. Estas sdo bactérias gram-negativas e se apresentam na
forma de bastonetes elipsoidais, podendo ser retos ou ligeiramente curvos. Ocorrem
de forma isolada, aos pares ou em cadeias e sdo obrigatoriamente aerdbicas. Dentre
as espécies, existem a Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, Acetobacter
acidophilum, etc. (AQUARONE et. al., 2001; ROCHA, 2016).

A fermentacéo acética € um processo aerobio, ou seja, ocorre na presenga de
oxigénio, em etapas: primeiramente, o etanol é oxidado ao intermediario acetaldeido,
com participagao da coenzima fosforilada NAD(P), a qual se reduz a NAD(P)H,. Entao,
o acetaldeido é hidratado por uma molécula de agua. Em seguida, o acetaldeido sofre
uma nova oxidagao, gerando o NAD(P)H; reduzido e o acido acético como produto
final (Figura 4). Nota-se que ocorre regeneracéo do NAD(P) na cadeia transportadora

de elétrons, permitindo a continuidade do processo.

Figura 4 — Oxidacao do etanol a acido acético.

2x3ATP+H,0
resplra(:ao

\IAD(P)H NAD(P)H,
NAD(P) NAD(P)
H,
-~ \J
CH;-CH,OH — CH,-CHO— CH,-C(HO), — CH,COOH

etanol acetaldeido acetaldeido acido
hidratado acético

Fonte: Adaptado de BIOTECHNOLOGY NOTES, 2018.
O processo de fermentacéo acética possui maior rendimento quando realizado

em temperaturas entre 25 e 30 °C, sendo reduzido em temperaturas abaixo de 15 °C
e acima de 35 °C (RIZZON, 2006).
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1.5 Parametros fisico-quimicos

1.5.1 pH
O pH, também conhecido como "potencial hidrogeniénico" de um meio, indica
o grau de acidez em uma escala logaritmica compreendida entre 0 e 14 a 25 °C. Para
as solugdes acidas, o pH varia entre 0 a 7; solugbes neutras possuem pH igual a 7;
solugdes basicas apresentam pH entre 7 e 14 (FOGACA, 2023).
A partir do valor de pH pode-se obter a concentracdo de ions H* do meio, e

vice-versa, dado pela Equacao 1, com [H*] em mol/L.

pH = —log[H"] (1)
Este parametro pode ser medido de forma precisa com um equipamento
denominado pHmetro. Ou ainda, é possivel obter faixas de pH utilizando indicadores
acido-base, como a fenolftaleina, indicador universal e papel de tornassol (FOGACA,
2023).
Para este trabalho, o pH do vinagre de cerveja sera determinado utilizando o

equipamento proéprio, calibrado com solugdes tampéao.

1.5.2 Densidade optica e densidade

A densidade oOptica € uma medida de absor¢ao das particulas de luz que
atravessam um determinado meio. A partir da determinacdo de um "branco"”, tem-se
a densidade optica do meio em analise, utilizando um equipamento denominado
espectrofotometro (ALST et. al., 2023).

Este parametro esta diretamente relacionado com a quantidade de células e
com o crescimento microbioldgico, sendo proporcionais. Ou seja, quanto maior a
densidade 6ptica, maior o niumero de células do meio. E realizada a andlise em
determinado comprimento de onda, que €& mais adequado para o tipo de
microrganismo envolvido (ALST et. al., 2023).

A densidade é uma propriedade que reflete a quantidade de massa em
determinado volume de material, que depende das condicbes de pressao e
temperatura. Pode ser determinada também a densidade relativa, como sendo a razéo
entre as densidades de uma substancia de interesse e de outra padrao, normalmente

a agua a 25 °C (LIMA, 2023). Estas podem ser calculadas pelas Equagdes 2 e 3, em
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que d: densidade, m: massa, V: volume, d,z: densidade relativa da substancia A em

relacdo a B, d,: densidade da substancia A e dg: densidade da substancia B.

=" 2

=5 (2)
d

dAB=£ (3)

1.5.3 Titulacéo e acidez

A titulacdo acido-base é uma técnica empregada para se determinar a
concentracdo de um analito, utilizando uma solugcdo padrdo de concentracdo
conhecida. A solugcdo padrédo empregada pode ser obtida a partir de um padrao
primario, substancias de alto grau de pureza (99,9% em massa), estavel, ndo
higroscopico, altamente soluvel e de facil obtengao (MATOS, 2019).

A reagao de neutralizagdo entre um acido e uma base, utilizando o indicador
como determinante do ponto de viragem, possibilita a obtengdo da quantidade de
titulante utilizado. Dessa forma, a partir da proporcdo estequiométrica da reacao,
pode-se determinar a quantidade e a concentracao de titulado. Para isso, pode-se
utilizar das Equacgdes 4 e 5, que relacionam o numero de mols (n), a concentragdo em

mol/L (u), o volume da solugao (V), a massa (m) e a massa molar (M).
= (4)
L=y

(5)

SE

A acidez de um meio esta diretamente relacionada com as substancias de
carater acido que o compde, sendo caracterizada pela acidez total e volatil. Ambas
podem ser analisadas utilizando a técnica de titulacdo. A primeira representa a
quantidade de acido total na amostra capaz de neutralizar uma quantidade
determinada de uma substancia basica. Ja a acidez volatil, representa a quantidade
de acido que se volatilizou em uma etapa anterior, como a destilagao por arraste a
vapor. Neste caso, € medida a acidez referente aos acidos volateis que sao

neutralizados com uma determinada substancia basica.



2. OBJETIVOS

Produzir um vinagre de cerveja a partir da obtencédo de uma mae do vinagre;
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analisar os parametros fisico-quimicos e a composi¢ao microbiolégica do produto

final; comparar os resultados com e sem adi¢ao de vinagre organico ao processo.

3. MATERIAIS

Para a realizagao dos procedimentos envolvidos na producdo e analise do

vinagre de cerveja, foi necessario ter disponibilidade dos seguintes materiais,

3.1 Preparacgao do vinagre de maga caseiro

Macas

Agua filtrada

Acucar cristal organico
Liquidificador
Recipientes de vidro
Elastico de borracha
Espatula

Coador

Vinagre organico de macéa Senhor Viccino

3.2 Preparagao da mae do vinagre

Vinagre de macga caseiro obtido previamente
Cerveja Bohemia Puro Malte

Recipientes de vidro

Espatula

Copo medidor

Papel toalha

Elastico de borracha

Papel aluminio

Geladeira



3.3 Producao do vinagre de cerveja e analises diarias

Béqueres de 1000 mL

Mae do vinagre obtida previamente
Proveta de 250 mL

Cerveja Bohemia Puro Malte
Bagueta de vidro

Papel toalha

Elastico de borracha

Papel aluminio

PHmetro

Agua destilada

Béquer de 50 mL

Solugdes tampéo pH 4,00 e pH 7,00
Espectrofotdbmetro UV-Vis

Pipeta de Pasteur

Cubetas de vidro

Etanol

Proveta de 10 mL

3.4 Analises fisico-quimicas finais

Picnémetro de 10 mL
Vinagre de cerveja obtido previamente
Papel toalha

Balanca analitica

Agua destilada

Termdmetro

Baldo volumétrico de 250 mL
Hidroxido de sodio P.A.
Béquer de 100 mL

Agitador magnético

Funil de vidro

Acido oxalico dihidratado P.A.

Papel encerado
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Erlenmeyers de 250 mL
Fenolftaleina 1%

Bureta de 100 mL

Suporte universal

Pipeta volumétrica de 10 mL com pera
Baldo de 3 bocas de 500 mL
Manta de aquecimento
Pérolas de vidro

Conexdes e garras

Rolhas

Condensador

Mangueira

Recirculador de agua

3.5 Analise microbioldgica

Vinagre de cerveja obtido previamente
Pipeta automatica com ponteira 1000 uL
Capela de fluxo laminar

Laminas de vidro

Corante violeta genciana

Agua destilada

Corante lugol

Alcool etilico 95%

Corante safranina

Chapa de aquecimento

Oleo de imerséo

Microscopio optico

4. METODOLOGIA

4.1 Obtencgéao da cultura-mae
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Diante da necessidade de se ter uma cultura-méae para a fermentagcao acética

da cerveja, foi adotada como estratégia inicial a preparagdo de um vinagre caseiro a
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partir da maca. Isso devido a facilidade de acesso da macad como matéria-prima e
possibilidade de desenvolvimento do meio contendo microrganismos responsaveis
pela produgao de vinagre, que posteriormente seriam utilizados para a fermentagao

desejada.

4.1.1 Preparagao do vinagre de macga caseiro

A preparacao foi realizada seguindo o video da receita no YouTube (KAYOKO
TAKEDA, 2022). Com 700 g de macga cortada e descascada, 1,5 L de agua filtrada e
meia xicara de agucar cristal organico, foi utilizada a fungéo pulsar do liquidificador
até se obter uma mistura relativamente homogénea.

Esta mistura foi colocada em um vidro de boca larga e coberta com papel toalha
e elastico para evitar a contaminagao por insetos. Uma vez ao dia, o conteudo foi
agitado com espatula e, apos 10 dias de fermentacéo ativa, foi coado e transferido
para dois recipientes de vidro, cada um contendo 750 mL do liquido.

Em um recipiente, foi acrescentado 125 mL de vinagre orgénico de maca
Senhor Viccino. Esta quantidade foi determinada pela propor¢ao com base na receita
do site Globo (GLOBO, 2022). Entédo, aguardou-se a finalizagdo do processo por mais
trés semanas.

Dessa forma, para fins comparativos, se utilizou de duas variagdes do vinagre
de maca caseiro: uma contendo adigdo de vinagre organico a receita e a outra sem
adicao de organico. Essa diferenga foi estabelecida para analise de resultados futuros,
uma vez que O vinagre organico serve também como um inoculador dos

microrganismos da fermentagao acética.

4.1.2 Preparagdo da mae do vinagre
Para preparar a mae, utilizou-se de dois recipientes, cada um contendo 350 mL

de cerveja Bohemia Puro Malte 5,0% vol. alcodlico (conforme Figura 5).
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Figura 5 — Cerveja Bohemia Puro Malte para produg¢ao do vinagre.

wkgm "
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Foi calculado o volume de vinagre de macga caseiro utilizado, como sendo

referente a 30% do total de cerveja. Dessa forma,
30%x350mL = 105mLvinagredemacgacaseiro

Entdo, com o copo medidor, foi transferido o volume necessario de vinagre de
maca caseiro para cada recipiente, um da referéncia com adi¢do de organico e outro
sem adigao de organico.

Foi agitado com o auxilio de uma espatula e coberto com papel toalha e
elastico, para permitir a passagem de ar e possibilitar a ocorréncia da fermentagao.
Além disso, os recipientes foram envolvidos com papel aluminio a fim de reduzir a luz
solar e evitar processos oxidativos.

Uma vez ao dia, agitaram-se os conteudos com espatula por alguns segundos,
para homogeneizar 0 meio e aumentar a aeragao. O processo foi continuado até
atingir o maximo da concentragao de acido acético, notado principalmente pelo odor
caracteristico. Entdo, teve fim a obtencdo da mae do vinagre, o starter da fermentagao,

que foi conservado no mesmo recipiente, com tampa, em geladeira.

4.2 Obtencgao do vinagre de cerveja
A mesma propor¢cao do item 4.1.2 foi utilizada para se obter o vinagre de
cerveja, em laboratdrio.
Em cada um de dois béqueres de 1000 mL, foi adicionado 105 mL de mae do

vinagre, com e sem adi¢ao de organico, utilizando de uma proveta de 250 mL. A cada
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béquer, acrescentou-se 350 mL de cerveja Bohemia Puro Malte (5,0% vol. alcodlico)
e o conteudo foi agitado com bagueta de vidro.

O mesmo procedimento do item 4.1.2 foi realizado, cobrindo com papel toalha,
elastico e papel aluminio. As agitagées foram realizadas diariamente e, neste caso,
foram coletados dados de pH, temperatura e densidade 6ptica na mesma frequéncia.
A temperatura foi mantida aproximadamente constante durante todo o processo, em
22 °C, para maior controle sobre a fermentacéo.

Em teoria, o processo da fermentacdo deveria ocorrer no periodo de trés
semanas (KAYOKO TAKEDA, 2022). Porém, devido as condi¢des especificas no
experimento, as analises realizadas diariamente mostraram que o pH se estabilizou
em um menor tempo. Quando o pH n&o mais variou significativamente, o experimento
foi interrompido e considerou-se que foi atingida a maxima concentracéo de acido

acético possivel. Ao final, foi obtido o fermentado acético a partir da cerveja.

4.3 Adicao de etanol ao vinagre de cerveja

A fim de se verificar a resposta microbioldgica e se obter um vinagre com maior
teor de acidez, foi adicionado etanol a 3% ao vinagre de cerveja obtido anteriormente.
Este percentual foi determinado de forma a ser ligeiramente menor do que o teor
alcodlico da cerveja original, para nao haver risco de eventuais limitagdes no
crescimento dos microrganismos. O etanol foi acrescentado em ambos os béqueres
(com e sem adicdo de organico) e a temperatura também foi mantida
aproximadamente constante durante todo o processo, em 22 °C,

Nesta etapa, primeiramente tomou-se duas aliquotas de 200 mL, uma de cada
béquer, utilizando uma proveta de 250 mL e transferindo-as para dois novos béqueres.
Foi calculada a quantidade necessaria de etanol a ser adicionado para que a sua
concentracao na solucéo fosse de 3% em volume.

Sendo V o volume de etanol a ser adicionado, este corresponde a 3% do total
em volume apds a adigdo (200 mL + V), entdo

V =3%x(200mL + V)
V = 6,19mLdeetanol

Utilizando uma proveta de 10 mL, foi coletado o volume correspondente de

etanol e adicionado, com auxilio de bagueta de vidro, a cada um dos béqueres

contendo o vinagre de cerveja previamente acrescentado.
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As mesmas analises do item 4.2 foram repetidas para o sistema vinagre de
cerveja + etanol. Além de todas as medigdes realizadas diariamente de pH,
temperatura e densidade 6ptica, foram analisados também a densidade, a acidez total

e a acidez volatil do produto final.

4.4 Analises fisico-quimicas
As analises descritas a seguir foram realizadas de acordo com os métodos

fisico-quimicos para analise de alimentos (ZENEBON et. al., 2008).

441 pH
Diariamente, apos agitacdo do conteudo dos béqueres, foram realizadas as
medi¢des de pH, utilizando um pHmetro. Além disso, com 0 mesmo equipamento,
mediu-se também o pH da solugéo original, ou seja, somente cerveja, para verificar a
variagao nos resultados futuros. O equipamento pode ser visualizado pela Figura 6.

Figura 6 — PHmetro para analise do vinagre de cerveja.

Fonte: A Autora, 2023.

Primeiramente, ao remover a capa protetora do bulbo do equipamento, foi
realizada a lavagem do eletrodo com agua destilada, utilizando um béquer de 50 mL
para descarte. Em seguida, o equipamento foi calibrado com duas solugdes tampao,
uma de pH 4,00 e outra de pH 7,00 (Figura 7).
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Ap0s a calibragao, foi removido o papel toalha que cobria o béquer e inserido o
eletrodo na solugdo em estudo. Assim que os valores indicados no painel se

estabilizavam, estes foram anotados para consultas posteriores.

Figura 7 — Solugdes tampéo de pH 4,00 e 7,00 para calibragdo do pHmetro.

SOWCAC TAMPAC

Fonte: A Autora, 2023.

O eletrodo foi entdo removido da solugdo e lavado novamente com agua
destilada, sendo recolocada a capa protetora do bulbo. A cada nova medi¢céo, uma
nova calibragdo foi realizada para garantir que o equipamento aferisse os valores

corretos.

4.4.2 Temperatura
A temperatura foi mantida aproximadamente constante durante todo o processo
fermentativo em 22 °C, porém, pequenas variagdes poderiam ocorrer devido a
eventuais aberturas do local. Por isso, a temperatura também foi medida diariamente
por um termdémetro contido no pHmetro. Dessa forma, o procedimento para medi¢gao
da temperatura foi equivalente ao item 4.4.2, uma vez que era juntamente indicada no

painel do equipamento.

4.4.3 Densidade 6ptica
Para as analises de densidade 6ptica, foi utilizado um espectrofotometro UV-

vis, mostrado na Figura 8.
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Figura 8 — Espectrofotobmetro UV-vis para analise da densidade 6ptica do vinagre de cerveja.

Fonte: A Autora, 2023.

Ao remover o papel toalha dos béqueres contendo o vinagre de cerveja, foram
coletadas duas aliquotas com pipeta de Pasteur e transferidos para duas cubetas de
vidro. A terceira cubeta de vidro foi preenchida com o branco, correspondente a
cerveja Bohemia Puro Malte.

Inicialmente, abriu-se o compartimento de amostras e foi inserida a cubeta
contendo o branco, fechando a porta. Foi ajustada a faixa de comprimento de onda
da analise para 420 nm, de acordo com a Instrucdo Normativa n°® 6, de 3 de abril de
2012 (ANAV, 2012), e foi pressionado o botdo para zerar o equipamento, de forma
que a cerveja pura seria a solugao de referéncia.

Entdo, a cubeta contendo o branco foi retirada e substituida pelas duas outras
cubetas. Aguardou-se a estabilizagdo do valor, registrando a densidade éptica de
cada uma das solugdes. Este mesmo procedimento foi realizado com todas as

aliquotas diarias de fermentado acético.

4.4.4 Densidade
A densidade foi obtida com uma unica analise ao final do processo, utilizando
de um picnémetro de 10 mL. Primeiro, este foi pesado em uma balanca analitica para
obter a massa do picndmetro vazio. Em seguida, com a pipeta de Pasteur, foi coletada
uma amostra do béquer com adi¢do de organico e transferida ao picndmetro até

completar seu volume.
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Este foi tampado de forma a transbordar a solugdo em seu interior e com o
auxilio de papel toalha realizou-se a limpeza de sua parte externa, para garantir a
pesagem correta. O picndmetro foi pesado novamente, agora com a solugao, e foi
registrada sua massa. O conjunto pode ser visualizado na Figura 9.

Figura 9 — Picnbmetro de 10 mL contendo vinagre de cerveja.

Fonte: A Autora, 2023.

As mesmas etapas foram repetidas para a solu¢gao do béquer sem adigédo de
organico. Também foi realizado o procedimento para a pesagem do picnédmetro com
agua destilada, a fim de se obter a densidade relativa a uma dada temperatura, no
caso, 22,5 °C.

445 Acidez total
A analise de acidez total foi realizada a partir de uma titulagdo do produto final.
Para realizar esta titulagao, anteriormente, foi necessario obter uma solugéo padrao,

de acordo com o item 4.4.5.1.

4451 Preparo de solugéo padrao

Foi preparada uma solugao padrao de NaOH 0,1 M. Para os calculos, utilizou-
se das Equacgdes 4 e 5 do item 1.5.3. Utilizando de um baldo volumétrico de 250 mL,
a quantidade em mols de NaOH neste volume seria,

0,1mol/L x250mLx1 L/1000 mL = 0,025molNaOH

Como a massa molar de hidroxido de sédio P.A. é de 40,01 g/mol, tem-se a

massa necessaria para preparar a solugao,
0,025molx40,01 g/mol = 1,00025gNaOH
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Utilizando uma balanca analitica, pesou-se rapidamente uma certa massa de
hidroxido de sodio P.A. em um béquer de 100 mL, proxima de 1 g. Anotou-se o valor
exato para analise posterior. Foi adicionada agua destilada até metade do béquer, o
qual foi colocado em um agitador magnético para dissolugao total do reagente. Em
seguida, o conteudo do béquer foi transferido ao baldo volumétrico de 250 mL,
utilizando funil de vidro. Completou-se o volume com agua destilada até o menisco e
homogeneizou-se a solugao.

Tendo a solucdo de NaOH, foi necessario obter um padrao primario para se
determinar a real concentrag&o da solugéo e realizar a titulagao do vinagre de cerveja.
Para isso, foi utilizado o acido oxalico dihidratado P.A. (C2H204 . 2H,0). Em 50 mL da
solugédo de NaOH 0,1 M, a quantidade em mols existentes &

0,1mol/L x50mLx1L/1000mL = 0,005molNaOH

Como o acido oxalico possui dois hidrogénios ionizaveis, entdo para 1 mol de
acido sao necessarios 2 mols de hidroxido, a fim de neutralizar a solugdo. Dessa
forma, a quantidade em mols de acido oxalico para neutralizar 50 mL da solug¢ao de
NaOH 0,1 M seria,

0,005molNaOHx1moléc. oxalico/2 molNaOH = 0,0025moléc. oxalico

A massa molar de acido oxalico dihidratado P.A. é de 126,07 g/mol, logo foi

possivel calcular a massa a ser pesada,
0,0025molac. oxalicox126,07 g/mol = 0,3152géc. oxalico

Entdo, pesou-se uma quantidade de acido oxalico proxima a calculada, em
papel encerado e na balanga analitica, e anotou-se o resultado. Esta foi transferida a
um erlenmeyer de 250 mL, ao qual foi adicionado 50 mL de agua destilada com trés
gotas do indicador fenolftaleina a 1%.

Para a titulagcdo do acido oxalico, colocou-se o erlenmeyer anterior em um
agitador magnético e utilizou-se uma bureta de 100 mL com suporte universal,
devidamente ambientada, contendo a solugdo de NaOH (Figura 10). Foi realizada a

titulagao pelo gotejamento até o ponto de viragem, anotando o volume gasto de NaOH.
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Figura 10 — Conjunto de titulagao acido oxalico-NaOH.

Fonte: A Autora, 2023.

4452 Titulagdo do vinagre de cerveja

Apds o preparo da solugdo padronizada, foi possivel iniciar a titulagdo do
vinagre. Para isso, em uma pipeta volumétrica de 10 mL com pera, foram coletadas
aliquotas de vinagre dos béqueres com e sem adicdo de organico. Estas aliquotas
foram transferidas a dois erlenmeyers previamente identificados, sendo entédo
adicionados 100 mL de agua destilada a cada um.

As duas titulagdes foram realizadas seguindo o0 mesmo procedimento anterior,
sendo analogo a Figura 10, e os volumes gastos de NaOH para neutralizar a solugéo

com vinagre foram anotados.

4.4.6 Acidez volatil
Para a acidez volatil, foi necessario se obter o destilado pelo método de arraste
a vapor. Posteriormente, seguiu-se a titulacdo do destilado utilizando também da

solugéo padrao de NaOH.
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4.4.6.1 Destilagéo por arraste a vapor

Para se determinar a acidez volatil, foi necessario realizar a destilagao por
arraste a vapor. Com a pipeta volumétrica de 10 mL, transferiu-se uma aliquota de
vinagre de cerveja com adi¢ao de organico, para um baldo de 3 bocas de 500 mL. Em
seguida, acrescentou-se 250 mL de agua destilada.

O aparelho de destilagdo pode ser observado na Figura 11 e foi montado,
contendo: suporte universal, manta de aquecimento, baldo de 3 bocas de 500 mL com
agua destilada e pérolas de vidro, termémetro, conexdes, rolhas e garras, papel
aluminio, condensador, mangueira e recirculador de agua. O papel aluminio foi
utilizado para isolar algumas mangueiras e minimizar a perda de calor. Também foi

necessario um erlenmeyer de 250 mL para coletar o destilado.

Figura 11 — Conjunto de destilagéo por arraste a vapor do vinagre de cerveja.

= Ol

Fonte: A Autora, 2023.

O aquecimento foi ligado e foi aguardada a liberagdo de vapor com a rolha
aberta, para eliminar os gases iniciais. Logo apés, o sistema foi fechado e manteve o
processo até que se coletasse pelo menos 100 mL de destilado. Apds a coleta,
também foi realizada a destilagdo por arraste a vapor para a amostra de vinagre de

cerveja sem adi¢ao de organico, seguindo as mesmas etapas.
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44.6.2 Titulagdo do destilado de vinagre de cerveja
Com os destilados obtidos, foram anotados seus volumes coletados e
executadas duas titulagdes com a solucéo padrdao de NaOH que havia sido preparada.
Os mesmos procedimentos do item 4.4.5.2 e 0 mesmo aparato da Figura 10 foram

utilizados neste caso. Os volumes gastos de NaOH também foram registrados.

4.5 Analise microbiolégica

Para realizar a andlise da composi¢céo microbioldgica do vinagre de cerveja, foi
realizada a coloragcdo de Gram e verificagdo com microscépio optico. Inicialmente,
foram coletadas duas aliquotas de 1 mL, referentes aos vinagres com e sem adigéo
de organico. Esta coleta foi realizada em capela de fluxo laminar e com auxilio de uma
pipeta automatica de 1000 uL.

Em seguida, foram feitos os esfregagos das aliquotas em duas laminas de
vidro, as quais foram transferidas para uma chapa de aquecimento por alguns
segundos, até que as amostras fossem secas. Entdo, pela técnica da coloragéo de
Gram, cobriu-se os esfregagcos com a solugao de violeta genciana e, apos 1 minuto,
realizou-se a lavagem com agua destilada.

O mesmo foi realizado com a solugao de lugol e entdo a solugao de alcool etilico
95% foi acrescentada, até descolorir totalmente as laminas. Estas foram novamente
lavadas com agua destilada e cobertas com corante safranina, por 30 segundos. Apés
ultima lavagem das laminas, foi realizada a secagem na chapa de aquecimento e
aplicada uma gota de 6leo de imersdao em cada. Com o microscépio 6ptico em

aumento de 630x, observou-se as culturas presentes no meio.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise do vinagre de cerveja
O processo fermentativo do vinagre de cerveja durou em torno de 16 dias,
sendo constatado, ao longo dos dias, um aumento do odor caracteristico de acido
aceético, reforcando o éxito da fermentagcdo. Em ambos os béqueres, com e sem
adicdo de organico, os aromas apresentados foram semelhantes, assim como a
formagao da camada superficial amarelada, caracteristica do tipo de microrganismo

envolvido. A Figura 12 mostra os fermentados obtidos ao final dos 16 dias.
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Figura 12 — Fermentados acéticos obtidos a partir da cerveja (com e sem adigdo de organico).

i )

Fonte: A Autora, 2023.

A Tabela 1 mostra os valores de pH, temperatura e densidade 6ptica obtidos
pelas analises diarias do vinagre de cerveja, com e sem adigdo de organico. Neste
caso, ainda se tratava do produto final puro, sem adigao posterior de etanol.

E importante ressaltar que as analises foram realizadas apenas em dias Uteis
devido a disponibilidade do laboratério, localizado no prédio da Engenharia Quimica
do campus da UNESP Araraquara. Por isso, algumas linhas da tabela encontram-se

em branco, referente aos dias em que ndo houve medigao.

Tabela 1 — Dados obtidos de pH, temperatura e densidade éptica para as duas variagées do vinagre

de cerveja.
) Com adigao de organico Sem adigdo de organico
Dia pH T (°C) D.O pH T (°C) D.O

1 3,78 24 1,391 3,83 24 1,304
2 3,77 23 0,889 3,86 23 0,889
3 - - - - - -

4 - - - - - -

5 3,68 22 1,502 3,84 22 1,393
6 3,66 22 1,650 3,84 22 1,466
7 3,62 22 1,809 3,81 22 1,481
8 3,49 22 1,940 3,68 22 1,557
9 - - - - - -

-
o
1



11 - - - - - -

12 3,40 22 1,758 3,42 22 1,785
13 3,32 22 2,238 3,36 22 1,862
14 - - - - - -

15 3,34 21 2,318 3,37 21 1,943
16 3,32 21 2,358 3,38 21 2,027

Legenda: T: temperatura (em graus Celsius); D.O: densidade dptica.
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As Figuras 13 e 14 apresentam os dados da Tabela 1, na forma de gréficos.

Neles estido os valores de pH e D.O, obtidos em funcao dos dias de fermentacao do

vinagre de cerveja. Para ambos os parédmetros, foram realizados ajustes

exponenciais, a partir do dia 6, a fim de se determinar a curva mais préxima que

contém os pontos de analise. Esse ajuste foi considerado a partir do sexto dia, pois

os pontos representavam visualmente a fase de crescimento exponencial dos

microrganismos. E possivel notar que até o dia 6, ndo houve grande variacdo de pH

e D.O, uma vez que se tratava do periodo de adaptagéo microbioldgica.

Figura 13 — Grafico pH ao longo dos dias de fermentagao do vinagre de cerveja.

VINAGRE DE CERVEJA

Grafico pH x dias de fermentagao
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* vinagre com adig¢ao de organico * vinagre sem adig@o de organico
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Fonte: A Autora, 2023.
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Figura 14 — Grafico D.O ao longo dos dias de fermentagao do vinagre de cerveja.

VINAGRE DE CERVEJA
Grafico D.O x dias de fermentagao

D.O

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1M 12 13 14 15 16
dias de fermentagao

* vinagre com adig&o de organico * vinagre sem adigao de organico

‘‘‘‘‘‘‘ ajuste exponencial com adi¢ao de org. ajuste exponencial sem adi¢ado de org.

Fonte: A Autora, 2023.

Analisando os graficos, percebe-se que durante o processo houve diminuigdo
do pH e aumento da D.O, conforme o esperado. Isso porque a fermentacéo acética é
responsavel por transformar o etanol em acido acético, em sua maioria, contribuindo
para o aumento da concentracdo de ions H" no meio e reduzindo, dessa forma, o
potencial hidrogenidnico do sistema. Nota-se que o liquido inicial j& apresentava um
carater acido, uma vez que o pH<7, que foi incrementado pelo processo fermentativo.

A densidade 6ptica esta diretamente ligada a turbidez e a quantidade de células
do meio. Esta apresentou um aumento em relacdo a medida inicial, devido ao
crescimento e multiplicagdo dos microrganismos. As medidas de D.O do dia 2 (para
ambos os vinagres) e do dia 12 (para o vinagre com adicdo de organico) foram
desconsideradas na construgdo dos graficos, uma vez que estas apresentaram um
desvio da tendéncia ao crescimento de D.O, devido a provavel ma homogeneizagao
do liquido, o que refletiu em erros na medigao.

A temperatura do meio se manteve aproximadamente constante em 22 °C
durante todo o experimento, como esperado. Ao final dessa etapa, o vinagre com
adicao de organico apresentou um pH de 3,32 e uma densidade 6ptica de 2,358. Ja o

vinagre sem adigao de organico teve um pH de 3,38 e uma densidade Optica de 2,027.
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Para fins comparativos, o pH da cerveja pura foi medido, obtendo como valor
4,20. Também é possivel perceber que o liquido inicial ja se apresentava mais acido
do que a cerveja pura (pH 3,78 com adigdo de organico e pH 3,83 sem adicao de
organico), em fungdo das etapas anteriores que foram realizadas para inoculagéao

microbiolégica.

5.2 Analise do vinagre de cerveja + etanol
Apds a adicdo de etanol a 3% (em volume) ao vinagre de cerveja, deu-se
sequéncia ao processo fermentativo. Neste caso, ndo houve alteragao significativa
nos aromas e a fermentacdo foi interrompida em torno de 6 dias, devido a
estabilizagdo do pH constatado pelas analises. A Figura 15 mostra os fermentados

acéticos obtidos ao final dos 6 dias apds a adigao de etanol.

Figura 15 — Fermentados acéticos obtidos apds adigao de etanol ao vinagre (com e sem adigdo de
organico).

“
4'Mviuau I -

O, * ETAN,

Fonte: A Autora 2023.

5.2.1 Analises diarias: pH, temperatura e densidade éptica
A Tabela 2 mostra os valores de pH, temperatura e densidade 6ptica obtidos
pelas analises diarias do vinagre de cerveja + etanol, com e sem adigao de organico.

Também se repete a auséncia de medidas em alguns dias, devido a disponibilidade
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do laboratdrio, localizado no prédio da Engenharia Quimica do campus da UNESP

Araraquara.

Tabela 2 — Dados obtidos de pH, temperatura e densidade 6ptica para vinagre de cerveja + etanol.

) Com adigao de organico Sem adigao de orgéanico

Dia pH T (°C) D.O pH T (°C) D.O
1 3,41 23 2,324 3,44 23 2,040
2 - - - - - -
3 - - - - - -
4 3,21 22 2,524 3,34 22 2,240
5 3,20 22 2,558 3,28 22 2,320
6 3,20 22 2,613 3,29 22 2,352

Legenda: T: temperatura (em graus Celsius); D.O: densidade 6ptica.

As Figuras 16 e 17 apresentam os dados da Tabela 2, na forma de gréficos.
Neles estido os valores de pH e D.O, obtidos em funcéo dos dias de fermentacio do
vinagre de cerveja depois de acrescentar etanol. Nesse caso, também foram
realizados ajustes exponenciais para ambos os parametros, em todo o periodo, ja que

0s microrganismos continuaram crescendo em sua fase exponencial.

Figura 16 — Grafico pH ao longo dos dias de fermentagao do vinagre de cerveja + etanol.

VINAGRE DE CERVEJA + ETANOL
Grafico pH x dias de fermentagao
35
345
7
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* com adigdo de organico + etanol * sem adigdo de organico + etanol
------- ajuste exponencial com adi¢éo de org. + et. ajuste exponencial sem adigdo de org. + el.

Fonte: A Autora, 2023.
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Figura 17 — Grafico D.O ao longo dos dias de fermentagéo do vinagre de cerveja + etanol.

VINAGRE DE CERVEJA + ETANOL
Grafico D.O x dias de fermentagao
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Fonte: A Autora, 2023.

Pela analise dos graficos, da mesma forma que o vinagre de cerveja, o sistema
vinagre de cerveja + etanol também apresentou diminuigdo do pH e aumento da D.O,
significando que a fermentagéo acética se prolongou mais alguns dias pela adigéo de
substrato, o etanol.

Para este caso, a temperatura também se manteve aproximadamente
constante em 22 °C. Ao final, o produto com adi¢gdo de organico apresentou um pH de
3,20 e uma densidade 6ptica de 2,613. Ja o produto sem adigdo de organico teve um
pH de 3,29 e uma densidade 6ptica de 2,352.

5.2.2 Analises fisico-quimicas finais: densidade, acidez total e acidez volatil
Além dos resultados diarios de pH, temperatura e densidade Optica ja
apresentados, apds o término da fermentacao, também foram obtidos resultados para
a densidade, acidez total e acidez volatil do produto final. Como foi necessario
preparar uma solucao padrao de NaOH para as titulagdes, foi obtida sua concentracao

real a partir da descricao do item 5.2.2.1.
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5.2.2.1 Padronizacao da solugcao de NaOH 0,1 M
Conforme descrito no item 4.4.5.1, foram pesadas determinadas quantidades
de hidroxido de sédio e acido oxalico, proximas de 1 g e 0,3152 g, respectivamente.

A Tabela 3 mostra os valores das massas desses componentes.

Tabela 3 — Dados obtidos de massa de hidréxido de sddio e acido oxalico.

Reagente NaOH Acido oxalico
m (g) 1,0884 0,3158

Legenda: m: massa (g).

Como foi preparada uma solucdo de NaOH, foi preciso determinar sua real
concentragdo, uma vez que este reagente ndo é padrdo primario e € altamente
higroscopico. Para isso, se utilizou do acido oxalico como padrao primario, que possui
um alto grau de pureza, sendo possivel conhecer sua concentragdo exata. Com as
Equacgdes 4 e 5 do item 1.5.3 foi possivel realizar os célculos a seguir. A quantidade
de acido oxalico pesada, em mols, é igual a,

0,3158gx1mol/126,07 g = 2,5049x10 3molAc. oxalico

Seguindo a proporgao estequiométrica da reagdo de 2 mol NaOH : 1 mol ac.
oxalico, tem-se o0 numero de mols de hidroxido de soédio necessarios para
neutralizacao,

2,5049x10 3molAc. oxalicox2mol NaOH /1 molac. oxalico = 5,0098x10~3molNaOH

Na titulagdo, foi utilizado um volume de NaOH de 48,3 mL. Assim, pode-se

determinar a concentragao real desse reagente,
5,0098x10"3mol NaOH /48,3 mLx1000mL/1L = 0,1037 mol/L NaOH
Entao, conclui-se a padronizacido da solucdo de NaOH, a partir do calculo de

sua concentragao igual a 0,1037 mol/L.

5.2.2.2 Densidade
A Tabela 4 apresenta os valores de massa obtidos apds a pesagem do
picndmetro contendo agua destilada e vinagre de cerveja (com e sem adigdo de

organico).
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Tabela 4 — Dados obtidos de massa para os conjuntos de picnédmetro com diferentes substancias.

Coniunt Picnémetro + agua Picnémetro + vinagre Picnémetro + vinagre
onjunto
) destilada (com adicao de org.) (sem adicao de org.)
m (g) 31,9450 32,1575 32,1514

Legenda: m: massa (g).

A massa do picnémetro vazio obtida foi de 21,2419 g, logo, pode-se determinar
as massas apenas dos conteudos,
31,9450g — 21,2419g = 10,7031gaguadestilada
32,1575g — 21,2419g = 10,9156gvinagrecomadigdodeory.
32,1514g — 21,2419g = 10,9095gvinagresemadicaodeorg.

Sendo o picnbmetro de 10 mL, é possivel calcular a densidade da agua
destilada na temperatura de analise, a 22,5 °C, dividindo sua massa pelo respectivo
volume (Equacgao 2 do item 1.5.2), sendo esse valor igual a 1,0703 g/mL. Pode-se
obter, entdo, as densidades relativas dos vinagres, a partir da razdo de suas
densidades em relagéo a da agua pura (Equacgao 3 do item 1.5.2). Essas informacgdes

estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Densidades relativas para as substancias analisadas.

Vinagre com adigdo de  Vinagre sem adicdo de
Substancia ) )
organico organico

D.R 1,0198 1,0193

Legenda: D.R: densidade relativa (densidade da substéncia/densidade da agua pura a 22,5 °C)

Analisando os resultados obtidos, nota-se que os vinagres apresentaram
densidades relativas com uma diferenga na quarta casa decimal, o que demonstra
que as substancias sdo semelhantes quanto a densidade. Também é perceptivel que

ambos sdo mais densos do que a agua pura, uma vez que D.R>1.

5.2.2.3 Acidez total
A Tabela 6 apresenta os volumes da solugao padrao de NaOH, gastos nas duas

titulagdes dos vinagres, conforme o procedimento descrito no item 4.4.5.2.
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Tabela 6 — Dados obtidos de volume de solugéo de hidréxido de sddio gasto na titulagdo do vinagre.

Titulagdo do vinagre Com adig¢ao de organico Sem adigao de organico
V NaOH (mL) 33,5 25,0
Legenda: V NaOH: volume de hidréxido de sddio (mL).

Também utilizando as Equacdes 4 e 5 do item 1.5.3, foi possivel realizar os
célculos a seguir. Como a concentragao real de NaOH na solugao padrao é de 0,1037
mol/L, nesses volumes a quantidade de reagente € igual a,

Com adig¢ao de orgéanico:

33,5mLx0,1037 mol/L x1 L/1000 mL = 3,4739x10"3molNaOH
Sem adigao de organico:
25,0mLx0,1037 mol/L x1L/1000mL = 2,5925x10"3molNaOH

Existem diversas substancias no meio, provenientes da matéria bruta e das vias
metabdlicas dos microrganismos. Essas substancias sdo o acido acético e o acido
latico do metabolismo de bactérias, o acido malico da maca, utilizada para a obtencao
da mae do vinagre, o acido citrico presente naturalmente na cerveja originada das
leveduras, entre outros. Ha ainda compostos organicos como os fendis que podem
atuar com uma capacidade de tamponamento do meio. Dessa forma, mais analises
deveriam ser realizadas para se determinar com exatidao a substancia responsavel
pela maior parte da acidez total. Sera considerado o acido latico como um indicador
do metabolismo dos microrganismos neste calculo.

Como a proporg¢ao estequiométrica € de 1 mol NaOH : 1 mol ac. latico, tem-se
gue o numero de mols de ac. latico necessarios para neutralizagao é igual ao numero
de mols de NaOH,

Com adig¢ao de orgéanico:

3,4739x10"3molNaOHx1molac. latico/1 molNaOH = 3,4739x103molAac. latico
Sem adigao de organico:
2,5925x10"3molNaOHx1molac. latico/1 molNaOH = 2,5925x10 3molAac. latico

Como a massa molar do acido latico é de 90,08 g/mol, a quantidade em gramas
€ igual a,

Com adig¢ao de orgéanico:

3,4739x1073molac. laticox90,08 g/mol = 0,3129g4c. latico
Sem adigéo de organico:
2,5925x1073molac. laticox90,08 g/mol = 0,2335g4c. latico
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Como foi utilizada uma aliquota de vinagre de 10 mL, segundo o item 4.4.5.2,
€ possivel determinar a acidez total para ambos os vinagres,
Com adig¢ao de orgéanico:
0,3129géc. latico/10 mL — 3,129gac. latico/100 mL
Sem adigao de organico:
0,2335gac. latico/10 mL — 2,335gac. latico/100 mL
A Tabela 7 apresenta os resultados de acidez total obtidos para ambas as

variagdes de vinagre.

Tabela 7 — Acidez total para os vinagres com e sem adigdo de organico.

Atotal Com adig¢ao de organico Sem adigao de organico
g/100 mL 3,129 2,335
Legenda: Atotal: acidez total (g/100 mL).

Dessa forma, o produto final com adigdo de organico apresentou uma acidez
total de 3,129 g/100 mL. Ja o produto sem adicdo de organico mostrou uma acidez
total de 2,335 g/100 mL.

5.2.2.4  Acidez volatil
ApOs a realizagao da destilagao por arraste a vapor dos produtos (com e sem
adicdo de organico), conforme descrito no item 4.4.6.1, obteve-se os seguintes

volumes de destilados (Tabela 8).

Tabela 8 — Dados obtidos de volume de destilado de vinagre de cerveja.

Destilado do vinagre Com adig¢ao de organico Sem adigao de organico
V (mL) 118 116

Legenda: V: volume (mL).

Nota-se que, em ambos os casos, foram coletados pelo menos 100 mL de
destilado, conforme recomendacao da metodologia (ZENEBON et. al., 2008). Desta
forma, foi possivel garantir que houve a coleta de praticamente todo o acido acético
da aliquota de vinagre.

A partir dos destilados obtidos, foram executadas as titulagdes, conforme item

4.4.6.2, utilizando a solugcdo padrao de NaOH que foi preparada anteriormente. A
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Tabela 9 mostra os volumes da solugdo de hidroxido de sédio que foram gastos nas

duas titulacées.

Tabela 9 — Dados obtidos de volume de solugéo de hidréxido de sddio gasto na titulagéo dos

destilados.
Titulag&o do destilado do o . o .
) Com adicao de organico Sem adigéo de orgénico
vinagre
V NaOH (mL) 4,5 2,4

Legenda: V NaOH: volume de hidréxido de sddio (mL).

Os caélculos sdo analogos aos do item 5.2.2.3. Como a concentragao real de
NaOH na solucio padrao € de 0,1037 mol/L, tem-se nesses volumes uma quantidade
de reagente igual a,

Com adig¢ao de orgéanico:

4,5mLx0,1037 mol/L x1 L/1000 mL = 4,6665x10"*molNaOH
Sem adigéo de organico:
2,4mLx0,1037 mol/L x1 L/1000 mL = 2,4888x10 *molNaOH

Seguindo a proporgao estequiométrica da reagdo de 1 mol NaOH : 1 mol ac.
aceético, tem-se que o numero de mols de ac. acético necessarios para neutralizacao
€ igual ao numero de mols de NaOH,

Com adig¢ao de orgéanico:

4,6665x10"*molNaOHx1molac. acético/1 molNaOH = 4,6665x10~*molac. acético
Sem adigao de organico:
2,4888x10 *molNaOHx1molac. acético/1 molNaOH = 2,4888x10 *molac. acético

Como a massa molar do acido acético € de 60,05 g/mol, a quantidade em
gramas € igual a,

Com adig¢ao de orgéanico:

4,6665x10"*molac. acéticox60,05 g/mol = 0,0280gac. acético
Sem adigao de organico:
2,4888x10"*molac. acéticox60,05 g/mol = 0,0149g4c. acético

Essa quantidade é referente ao volume de vinagre utilizado inicialmente (10
mL, segundo item 4.4.6.1). Assim sendo, € possivel calcular a acidez volatil,

Com adig¢ao de orgéanico:

0,0280gac. acético/10mL — 0,280géac. acético/100 mL

Sem adigéo de organico:
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0,0149géac. acético/10mL — 0,149géac. acético/100 mL
A Tabela 10 apresenta os resultados de acidez volatil obtidos para ambas as

variagdes de vinagre.

Tabela 10 — Acidez volatil para os vinagres com e sem adi¢cao de organico.

Avolatil Com adig¢ao de organico Sem adigao de organico
g/100 mL 0,280 0,149

Legenda: Avolatil: acidez volatil (9/100 mL).

Entao, o produto final com adi¢gao de orgéanico apresentou uma acidez volatil de
0,280 g/100 mL, enquanto o produto sem adicdo de organico mostrou uma acidez
volatil de 0,149 g/100 mL. De acordo com a legislagao brasileira (ANAV, 2012), em
fermentados acéticos, o teor minimo de acidez volatil em acido acético é de 4,00 g/100
mL. Ou seja, nesse caso, ndo foi produzido um fermentado acético segundo as
normas regulamentadoras para comercializagdo. Porém, foi obtido um produto final
com as devidas caracteristicas sensoriais esperadas.

Os calculos realizados e as analises de evolugcao de pH e densidade 6ptica
demonstram que houve a formagao de acido acético pelos microrganismos, porém,
em uma quantidade menor do que o esperado. O aumento significativo da densidade
optica, ja relatado anteriormente, mostra que houve uma grande formagao de massa
celular.

A fermentagdo gerou uma variagao percentual de pH, em numeros absolutos,
de 15,34% e 14,10%, para os vinagres com e sem adigdo de organico,
respectivamente. Ja a variacido percentual de D.O, foi de 87,85% e 80,37%, para os
vinagres com e sem adigao de organico, respectivamente. Assim, € possivel notar que
a variagao de pH foi significativamente menor do que a variagéo de D.O.

Como o processo fermentativo continuou pela adicdo posterior de etanal,
provavelmente, a quantidade inicial de substrato n&o foi suficiente para produzir um
vinagre com teor de acidez adequado para comercializagédo. Além disso, uma vez que
o procedimento nao foi realizado seguindo condigdes estéreis e controladas como em
um laboratério de microbiologia, e a cultura inoculada nao foi selecionada
previamente, € possivel que outras culturas tenham se desenvolvido no meio,

produzindo compostos diferentes segundo vias metabdlicas distintas.
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5.2.3 Analise microbiolégica
As Figura 18 e 19 mostram os registros das laminas de vinagre de cerveja com
e sem adicao de organico, respectivamente, vistas ao microscopio éptico.

Figura 18 — Registro do vinagre de cerveja com adi¢ao de organico ao microscoépio optico.

v

Fonte: A Autora, 2023.

Figura 19 — Registro do vinagre de cerveja sem adi¢ao de organico ao microscoépio optico.

™
Fonte: A Autora, 2023.

A Figura 20 apresenta uma fotografia da lente do microscépio, na qual é

possivel visualizar a coloragdo de Gram dos microrganismos.
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Figura 20 - Fotografia do vinagre de cerveja ao microscopio éptico.

- ‘ a
Fonte: A Autora, 2023.

Analisando os resultados, percebe-se que em ambos os casos houve o
desenvolvimento de duas culturas, uma Gram-positiva e uma Gram-negativa, em
quantidades aproximadamente equivalentes. A cultura de microrganismos Gram-
positivos adquiriu coloragao violeta apds a técnica de coloracdo de Gram, realizada
segundo o item 4.5. Esta € de tamanho significativamente maior do que a outra cultura,
e sugere ser de leveduras que se encontravam no meio, provenientes da cerveja ou
dos processos intermediarios na produgao do vinagre. A Figura 21 mostra uma cultura
de Saccharomyces cerevisiae vista ao microscopio optico apds a coloragao de Gram,

morfologicamente proximo ao que foi visualizado no vinagre.

Figura 21 — Cultura de Saccharomyces cerevisiae ao microscopio optico.

% 2Viee !

Fonte: Pontiﬁc;ia Universidad Javeriana, 2019.
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Ja a cultura de coloragédo rosa € caracteristica de microrganismos Gram-
negativos, o que € compativel com Acetobacter (Figura 22), as bactérias responsaveis

pela producao de acido acético.

Figura 22 — Cultura de Acetobacter ao microscopio éptico.

Fonte: Instruments Direct Services, 2023.

Dessa forma, pode ser constatado que houve um crescimento simultaneo de
duas espécies de microrganismos. Assim sendo, ambos cresceram em um meio com
uma competitividade por substrato para garantir sua sobrevivéncia, o que justifica a
pequena quantidade de acido acético produzido pelas bactérias acéticas, ao final do

experimento.

5.3 Comparagao: com x sem adigao de vinagre organico

A partir dos resultados obtidos, percebe-se que a diferenga entre os vinagres
com e sem adigao de organico no inicio do processo foi em sua maior parte em relagéo
a acidez total e volatil.

Quanto ao pH e a densidade 6ptica, o primeiro apresentou menor pH e maior
densidade optica (3,20 e 2,613) em relagdo ao segundo (3,29 e 2,352). Ambos
apresentaram densidades relativas praticamente iguais, com diferenca na quarta casa
decimal (1,0198 e 1,0193, respectivamente). A acidez total foi maior para o vinagre
com adi¢cado de organico (3,129 g/100 mL) em relagdo ao sem adicdo de orgéanico
(2,335 g/100 mL). O mesmo para a acidez volatil (0,280 g/100 mL e 0,149 g/100 mL,

respectivamente).
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Em resumo, o vinagre com organico apresentou uma maior densidade oOptica e

um menor pH em comparagao ao sem organico.

6. CONCLUSAO
Analisando os resultados, percebe-se que as condigbes do processo geraram
um desvio da producgao de vinagre de cerveja. Houve a formagéao de uma quantidade
pequena de acido acético, ndo sendo suficiente para atender as especificagcoes da
legislagao brasileira. A adigdo de vinagre organico ao processo apresentou maior
relevancia quanto a acidez total e a acidez volatil, as quais se mostraram superiores.
E provavel que o desvio tenha sido devido ao crescimento de outra cultura no meio,

assim como a utilizagao de pouco substrato.

7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho pode ser base para analisar as condi¢des ideais de um processo
de produgéo de vinagre de cerveja, porém, mais analises sdo necessarias para dar
seguimento ao estudo.

Como alternativas de procedimento para analises posteriores, poderia ser
utilizada uma cultura pura e isolada de Acetobacter e a manipulagao do produto em
ambiente estéril dentro de capelas de fluxo laminar. Dessa forma, se evitaria ao
maximo a contaminagao por outras culturas e o microrganismo poderia ter acesso
exclusivo ao subtrato para seu desenvolvimento.

Além disso, também poderia ser utilizada uma cerveja com maior teor alcodlico
(superior a 5% e inferior a 15%), uma vez que teria maior quantidade de etanol
disponivel para as bactérias acéticas, e consequentemente a produgao de acido
acético seria maior. Poderia ser utilizada uma cerveja do tipo "Ale", como uma IPA,
para ter um meio com maior quantidade de etanol disponivel, ou ainda uma cerveja
"viva", que contém microrganismos.

Quanto aos procedimentos realizados, poderiam ser realizadas medidas de
D.O apods centrifugagdo das amostras, em um comprimento de onda diferente (para
600 nm, que é normalmente utilizada para medir concentragdo celular), ou ainda

realizar diluicdo das amostras a fim de respeitar a linearidade do equipamento.
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Ainda, pode-se pesquisar a produgéo de vinagres de cerveja por meio de
culturas consorciadas de leveduras Saccharomyces/Brettanomyces em condi¢des

adequadas de aerac3o.
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