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RESUMO

Este estudo teve como principal objectivo efectuar uma caracterizacao fendlica e uma
avaliacdo da capacidade antioxidante de vinagres comercializados no mercado
portugués. Foram estudadas 21 amostras de vinagres comerciais, das quais 7 foram de
vinagres de vinho tinto, 2 de vinagres balsamicos, 8 de vinagres de frutas e ainda 1
amostra de vinagre de arroz. Para o efeito, recorreu-se aos métodos de Folin-
Ciocalteau e IPT para a determinacdo dos teores em compostos fendlicos totais. A
identificacdo e quantificacdo das antocianinas individuais e dos &cidos fendlicos foi
efectuada por HPLC-UV/Vis. Para a avaliacdo da actividade antioxidante total dos
vinagres estudados, recorreu-se a 2 métodos: DPPH e ABTS.

Foi efectuado ainda um estudo da composicdo fendlica e da actividade antioxidante
total em 3 das principais frac¢des fendlicas (F1, F2 e F3) existentes nos vinagres.

Os vinagres elaborados a partir de vinho tinto foram os que apresentaram teores em
compostos fendlicos mais elevados, em particular o0s vinagres balsamicos,
comparativamente aos restantes vinagres estudados (vinagres de vinho branco, de
frutas e de arroz). Verificou-se por outro lado, uma correlacdo elevada entre a
composicao fendlica e a actividade antioxidante total dos vinagres estudados. No caso
dos vinagres de vinho tinto, a fraccdo fendlica constituida pelas antocianinas,
proantocianidinas poliméricas e outros compostos poliméricos, foi a que mais contribuiu

para a actividade antioxidante total.

PALAVRAS-CHAVE: Capacidade antioxidante, composi¢cdo fendlica, vinagres

comerciais.
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VINEGAR SOLD IN PORTUGAL: EVALUATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY AND
PHENOLIC COMPOSITION

ABSTRACT

This study's main objective was to make a phenolic characterization and an assessment
of the antioxidant capacity of vinegar sold in the Portuguese market. Were studied 21
samples of commercial vinegars, of which 7 were of red wine vinegars, 2 of balsamic
vinegars, 8 of fruit vinegars and even a sample of rice vinegar. To that end, were used
the methods of Folin-Ciocalteau and IPT to determine the levels of total phenolic
compounds. The identification and quantification of individual anthocyanins and
phenolic acids was carried out by HPLC-UV/Vis. To evaluate the total antioxidant
capacity of vinegars studied, were used the two methods: DPPH and ABTS.

It was made a study of the phenolic composition and total antioxidant capacity in three
of the main phenolic fractions (F1, F2 and F3) present in vinegar.

The vinegar made from red wine were those with levels higher in phenolic compounds,
especially the balsamic vinegar, compared to the other studied vinegars (white wine
vinegar, fruit and rice vinegar). It was found, on the other hand, a high correlation
between phenolic composition and total antioxidant capacity of vinegars studied. In the
case of red wine vinegars, the phenolic fraction consisting of the anthocyanins,
polymeric procyanidins and other polymeric compounds, was the largest contributor to

total antioxidant capacity.

KEYWORDS: Antioxidant capacity, phenolic content, commercial vinegars.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOGIA

a* - Coordenada colorimétrica (verde - vermelho)
Abs - Absorvancia

ABTS - 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
b* - Coordenada colorimétrica (amarelo - azul)
C* - Cromaticidade

DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

GAE - Equivalentes de acido galico

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
IPT - indice de polifendis totais

L* - Luminosidade

ND - N&o determinado

P - Nivel de significancia estatistico

ROS - Espécies reactivas de oxigénio

TEAC - Capacidade antioxidante equivalente a Trolox

Trolox - Acido (%) - 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico

UV - Ultra-violeta
UV/Vis - Detector de ultravioleta/visivel
MVE - Equivalentes de malvidina-3-glucésido

SPE - Extracdo em fase soélida
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1.ENQUADRAMENTO GERAL

O vinagre é um produto alimentar obtido da fermentagdo acética de solugdes
resultantes da fermentag&o alcodlica de mosto de frutas, cereais ou outros vegetais ou
de misturas de vegetais. Deve apresentar, uma acidez total minima de 6 % para o0s
vinagres de vinho e de 5 % para os restantes tipos de vinagres (Decreto-Lei n.°
174/2007).

A producdo de vinagre efectua-se por dois processos bioquimicos distintos que
resultam da accdo de microrganismos envolvidos na fermentacdo alcodlica e na
fermentacdo acética. A fermentacdo alcodlica € levada a cabo pela accéo
predominantemente das leveduras de espécies do género Sacharomyces sobre as
matérias-primas acgucaradas e/ou amilaceas e é seguida da fermentacdo acética por
accao das bactérias aerdbias do género Acetobacter (Tesfaye et al., 2002).

O vinagre pode ser utilizado na alimentacdo humana de varias formas: como
condimento, conferindo um sabor &cido aos alimentos; como conservante, evitando o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos (Entani et al., 1998; Segun e
Karapinar, 2004), e ainda promovendo a maciez de carnes temperadas e de legumes
em conservas (Bortolini et al., 2001). Apresenta ainda efeitos fisiol6gicos positivos em
relacdo a regulacdo dos niveis de glicose sanguinea (Ebihara e Nakajima, 1998;
Johnston e Buller, 2005), promovendo o controlo da pressao arterial, auxilia a digestao
e estimula o apetite (Kondo et al., 2001; Xu et al., 2007), promove a absor¢éo de calcio
(Hadfield et al.,, 1989; Xu et al., 2007), previne a arteriosclerose, as doencas
cardiovasculares, os processos inflamatdrios, os diversos tipos de carcinomas (Frankel
et al.,, 1993; Tapiero et al.,, 2002), promove a reposicdo de glicogénio hepatico e
muscular e ainda contribui para a reducdo dos niveis de colesterol e de triglicerideos
(Fushimi et al., 2001).

O fabrico do vinagre permite o aproveitamento de matérias-primas e seus subprodutos
inaproveitaveis para outros fins, especialmente frutas (Maldonado et al., 1975). E de
salientar que os vinagres de frutas sdo considerados superiores em qualidades
sensoriais e nutritivas, quando comparados com outros tipos de vinagres, além de
apresentarem teores consideraveis em vitaminas, acidos gordos, proteinas e

aminoacidos provenientes dos frutos e da fermentacao alcodlica (Aquarone et al., 2001;




VINAGRES COMERCIALIZADOS EM PORTUGAL: AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E DA COMPOSIGAO FENOLICA

Zancanaro, 2001). No entanto, a qualidade do vinagre produzido pode ser influenciada
pela matéria-prima utilizada, pelo processo de acetificagdo utilizado e ainda pela
utilizacdo ou nédo de processos de envelhecimento em madeira (Tesfaye et al., 2002).

O consumo de frutas, hortalicas, sumos e bebidas elaboradas a partir destas, tem vindo
a aumentar, dado o seu valor nutritivo e os efeitos terapéuticos atribuidos, pois estes
alimentos incorporam na sua composicao elementos que possuem propriedades
antioxidantes e estdo relacionados com o retardamento do envelhecimento e com a
prevencéo de determinadas doencas (Lima et al., 2002; Kuskoski et al., 2006).

Estudos efectuados em frutas, relacionados com a actividade antioxidante de
compostos anti-cancerigenos, referem a presenca de substancias com actividade anti-
radical livre como sejam os compostos fendlicos (Reynertson et al., 2006; Kuskoski et
al., 2006). Estes compostos, encontram-se presentes em diferentes alimentos como
sejam, as frutas, o chocolate, o cha, o café, o vinho, os sumos de uvas e 0s vinagres,
em diferentes concentracfes (Davalos et al., 2005). Os compostos fendlicos tém sido
objecto de estudo devido a sua influéncia na qualidade dos alimentos. Estes, englobam
uma variedade significativa de substancias que apresentam actividade farmacoldgica
inibitéria da oxidacao lipidica, da proliferacdo de fungos, promoverem a cor, contribuem
para a adstringéncia e o aroma de varios alimentos (Soares, 2002).

Em Portugal, a producéo de vinagre de vinho na campanha de 2009/10, situou-se em
cerca de 23 milhares de hectolitros (IVV, 2011), sendo este um valor bastante
consideravel, podendo a sua utilizacdo na alimentagdo ser um incremento no consumo
de substancias com propriedades antioxidantes.

A realizacdo de estudos em vinagres, ao nivel da sua capacidade antioxidante e da sua
composicao fendlica, tém, sobretudo, incidido sobre vinagres estrangeiros, como seja o
caso dos vinagres balsamicos oriundos de Italia (Verzelloni et al., 2007).

No caso nacional, existe ainda um reduzido nimero de estudos sobre vinagres
comercializados em Portugal (Gongalves et al., 2010). Assim, com a realizacédo deste
trabalho pretendeu-se avaliar, no geral, as propriedades antioxidantes de um elevado
namero de vinagres comercializados no mercado portugués e correlaciona-las com a
sua composicdo fendlica e ainda com as diferentes matérias-primas utilizadas na

elaboracdo dos mesmos.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ovinagre

A palavra vinagre deriva etimologicamente do latim Vinum acre, da qual deriva a
locucéo francesa vin aigre, equivalente em portugués a vinho azedo.

O vinagre é um produto conhecido ha muito tempo, sendo que as primeiras referéncias
datam de ha cerca de 10 000 anos, data em que se referénciou a producdo de vinho e
consequentemente formacéo de vinagre, sendo a sua producao referenciada na cultura
babilonica ha cerca de 5.000 anos antes de Cristo. Trata-se de um condimento muito
utilizado devido as suas propriedades benéficas sobre o organismo humano e a sua
importancia na alimentacdo. Foi muito utilizado como bebida refrescante, diluido na
agua e também como medicamento. Foi recomendado, também, para tratar de
disfuncdes respiratdrias, feridas e Ulceras, devido as suas propriedades desinfectantes
e anti-inflamatdrias. Na cozinha, o emprego do vinagre foi generalizado e constante ao
longo dos tempos. Nas guerras, o vinagre era utilizado pelos soldados, principalmente
guando actuavam em ambientes humidos e fazia parte da alimentacdo diaria, para
prevenir possiveis contaminacdes microbianas, para desinfectar e temperar o0s
alimentos. Durante as epidemias de célera, o vinagre foi utilizado para desinfeccao,
sendo recomendado lavar as méos antes e depois de visitar um doente e lavar as

frutas e verduras antes do consumo com vinagre (Suares-Lepe e Inigo-Leal, 2004).

O vinagre é uma solucdo diluida de &cido acético, obtida através de dois processos
bioquimicos sucessivos. A fermentacdo alcodlica, que converte aglcares em etanol, e
a oxidacao fermentativa que converte o etanol em acido acético (Bortolini et al., 2001;
Tesfaye et al., 2002).

O fabrico de vinagre permite a utilizacdo de matérias-primas inaproveitaveis para o
consumo dos estabelecimentos industriais de frutas (Maldonado et al., 1975), e
especialmente de exploragfes agricolas (Evangelista, 2001), constituindo-se como uma
forma de aproveitamento de excedentes de colheitas (Oliveira et al., 1987; Bortolini et
al., 2001).

Os vinagres de frutas sdo considerados superiores em qualidades sensoriais e

nutritivas, quando comparados a outros tipos de vinagres, além de apresentarem
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elevados teores de vitaminas, acidos organicos, proteinas e aminoacidos provenientes
do fruto e da fermentacéao alcodlica (Aquarone et al., 2001; Zancanaro, 2001).

A qualidade do vinagre pode ser influenciada pela matéria-prima utilizada na sua
elaboracao, pelo sistema de acetificacdo utilizado, e ainda pela presenca ou nédo de

processos de envelhecimento em barris de madeira (Tesfaye et al., 2002).

2.1.1. Legislagéo e qualidade do vinagre

A legislacdo portuguesa, através do Decreto-Lei n.° 174/2007 de 08 de Maio,
estabelece as normas a que deve obedecer o fabrico e a distribuicdo do vinagre

comercializado em Portugal.

Na Tabela 1, encontram-se apresentadas as principais caracteristicas dos vinagres

comercializados em Portugal de acordo com a legislagao nacional.

Tabela 1. Principais caracteristicas dos vinagres de acordo com a legislagéo nacional.

Parametro Vinagres de vinho Qutros vinagres
Acidez total (g/L acido acético) =60 =50
Alcool residual (%; v/v) <15 <0.5%

Limpido, podendo admitir-se
Aspecto L . ~ -
ligeiro depdsito ou turvacéo.

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

Por outro lado, o organismo internacional, que regula aspectos relacionados com a
alimentacdo FAO/OMS (Codex Alimentarios), estabelece através do seu documento
Codex Stan 162-1987 (ANEXO 1), as caracteristicas que 0s vinagres devem possuir e
ainda outros aspectos relacionados com o seu embalamento, comercializacdo, entre

outras caracteristicas.

Ainda e segundo o diploma legal nacional, os vinagres classificam-se, quanto a sua

origem em:
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¢ Vinagre de vinho: vinagre obtido exclusivamente a partir de vinho pelo processo
bioldgico de fermentacéo acética;

e Vinagre de fruta e vinagre de bagas: vinagre obtido a partir de fruta ou bagas de
fruta pelo processo bioldgico de fermentacao alcodlica e acética;

e Vinagre de sidra: o vinagre elaborado a partir de sidra pelo processo biologico
de fermentacgéo acética;

¢ Vinagre de alcool: vinagre obtido a partir de alcool destilado de origem agricola
pelo processo biolégico de fermentacéo acética,

e Vinagre de cereais: vinagre obtido, sem destilacdo intermédia, pelo processo
biolégico de dupla fermentacgéo, alcodlica e acética, de cereais cujo amido tenha
sido convertido em acgucares pela diastase de cevada maltada ou por qualquer
outro processo;

e Vinagre de malte: vinagre obtido, sem destilacdo intermédia, pelo processo
bioldgico de dupla fermentacédo, alcodlica e acética, de cevada maltada com ou
sem a adicdo de cereais, cujo amido foi convertido em acucares unicamente
pelo processo da diastase de cevada maltada;

¢ Vinagre de malte destilado: vinagre obtido pela destilagdo do vinagre de malte,
sob presséao reduzida, contendo apenas o0s constituintes volateis do vinagre de
malte de que deriva;

e Qutros vinagres: vinagres obtidos a partir de outros produtos de origem agricola
de dupla fermentacdo ndo contemplados antes, designadamente de mel, de
cerveja, entre outros;

e Vinagres aromatizados e vinagres com especiarias: 0s vinagres, referidos
anteriormente, aos quais sejam adicionadas plantas ou partes de plantas
aromatizantes, especiarias e extractos aromatizantes, que sejam

organolépticamente perceptiveis.

A legislacdo nacional estabelece ainda que no fabrico de vinagre sé podem ser
utilizadas matérias-primas em conveniente estado de conservacdo e que se
apresentem isentas de substancias ou matérias estranhas a sua normal composicao,
bem como de microrganismos patogénicos ou de substancias derivadas destes, em
niveis susceptiveis de prejudicarem a saude do consumidor. No entanto, no fabrico de

vinagres a partir de vinhos s6 podem ser utilizados vinhos cujas caracteristicas estejam
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conformes com o estabelecido na legislagcdo em vigor, podendo, contudo, apresentar
excesso de acidez volatil. Podem ainda ser utilizados ingredientes facultativos na
preparacao de todos os tipos de vinagre sendo permitida a adicéo de:

e Plantas ou partes de plantas aromatizantes, especiarias e extractos

aromatizantes;

e Sumos de fruta ou concentrados de sumo de fruta,

e Mel;

e Acucar;

e Sal

O Decreto-lei n.° 174/2007, proibe a utilizacdo das seguintes substancias na
preparacao do vinagre:

e Aromatizantes artificiais;

e Oleos de grainha de uva, naturais ou artificiais;

e Residuos de destilacdo, residuos de fermentacdo ou os seus subprodutos;

e Substéancias extraidas de bagaco de todos os tipos;

e Acidos de todos os tipos, com excepcdo daqueles naturalmente contidos nas

matérias-primas utilizadas ou contidos em qualquer substancia cuja adi¢do

nestas seja permitida, como sejam, designadamente, os aditivos.

Quanto ao acondicionamento, o vinagre destinado ao consumidor final deve
apresentar-se pré-embalado, podendo encontrar-se a granel quando se destine as
indastrias, a grossistas e a outras entidades similares. O material em contacto com o
vinagre deve ser impermeavel, inerte e indcuo em relagdo ao contetdo e garantir uma
adequada conservacao, conforme previsto na legislacdo relativa aos materiais
destinados a entrar em contacto com o0s géneros alimenticios. Deve ainda estar

devidamente rotulado de acordo com a legislagéo em vigor.
Rotulagem
O rotulo € o "Bilhete de Identidade™ de um produto, por isso, para além da funcéo

publicitaria, deve ser fundamentalmente um meio de informagdo, facilitando uma

escolha adequada, uma actuagao correcta na conservagao e no consumo adequado do




VINAGRES COMERCIALIZADOS EM PORTUGAL: AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E DA COMPOSIGAO FENOLICA

produto, por parte do consumidor. Assim, as indicacdes devem ser completas,

verdadeiras e esclarecedoras quanto a composi¢ao, quantidade e caracteristicas.

Segundo a legislacdo portuguesa (Decreto-Lei n.° 560/99, Decreto-Lei n.° 199/2008;

Portaria n.° 922/2004) e as recomendacdes do organismo internacional FAO/OMS

(Codex Alimentarios), através do seu documento Codex Stan 1-1985, o rétulo das

embalagens dos vinagres devem conter as seguintes informacdes:

A denominacao de venda,

A quantidade liquida contida na embalagem;

O nome ou firma ou denominagao social e a morada do fabricante ou do
embalador, ou de um vendedor estabelecido na Unido Europeia;

A lista de ingredientes que compdem o produto;

O lote de fabrico;

A Indicacdo do teor em &cido acético;

A presenca de dioxido de enxofre (SOy).

E de referir que os vinagres estfo isentos da obrigatoriedade de mencgéo da sua data

de validade.

Na Figura 1, encontra-se, a titulo de exemplo, a ilustracédo do rétulo de um vinagre, com

a explicacé@o do seu conteudo.

aqre

:y,lNHc BRANCO,

:, e

Figura 1. Exemplo de um r6tulo de um vinagre.

A, denominacao social e morada do fabricante; B, teor em &acido acético; C, lote de fabrico; D,
denominacao de venda; E, lista de ingredientes; F, quantidade liquida; G, Contém sulfitos

(presenca de didxido de enxofre).
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2.1.2. Processos de producéo do vinagre

Em geral, pode falar-se de dois tipos de métodos de producao de vinagre. O primeiro
em que a fermentacdo ou acetificacdo se efectua em meio de cultivo superficial, no
qual as bactérias acéticas se encontram na interface liquido/gas fixas por meio de
suportes de materiais, tais como aparas de madeira. Por este método, sdo elaborados
0S vinagres tradicionais.

O segundo, consiste na acetificacdo ou fermentacdo em meio de cultura submerso,
onde as bactérias acéticas se encontram submergidas livremente no interior do liquido
a fermentar e no qual se introduz ar (simples ou enriquecido com oxigénio) em
condicBes que permitam a maxima transferéncia possivel desde a fase gasosa até a
fase liquida. Assim sdo produzidos, de uma forma rapida, os vinagres actuais (Suares-
Lepe e Inigo-Leal, 2004).

Enquanto na fermentacdo alcodlica € desejavel a utilizacdo de culturas puras de
Saccharomyces cerevisiae para se obter um aroma agradavel no produto final, na
fermentacdo acética ocorre o contrario, isto é, o uso de culturas puras resulta num
produto inferior aquele que é obtido com culturas mistas de acetobacter. Tal facto
resulta das espécies estarem provavelmente em simbiose (Adams, 1985).

As bactérias acéticas diferem da maioria das outras bactérias aerdbias pelo facto de
ndo oxidarem completamente suas fontes de energia até produzirem CO, e H,0, sendo
produzidas pequenas quantidades de outros produtos, como aldeidos, cetonas, ésteres
e outros acidos organicos. Estas bactérias oxidam o etanol presente no meio, em duas
etapas. Na primeira etapa, o etanol é oxidado a acetaldeido e na segunda, o
acetaldeido é oxidado a acido acético (Figura 2). Sendo acido-tolerantes, as bactérias
acéticas, ndo sdo prejudicadas pela acidez produzida no meio. Durante o seu
desenvolvimento h& grande consumo de oxigénio, sendo o principal problema na
producdo de vinagre a necessidade de proceder ao fornecimento de um suficiente

arejamento ao meio.

1/20, H,0 \lg NADP* NADP+H"
CH3CH,OH —» CH3CHO ——>»CH3CH(OH), » CH;COOH
Etanol Alcool Acetaldeido Hidrato de Aldeido Acido acético
desidrogenase acetaldeido desidrogenase

Figura 2. Representacdo esquematica da oxidacao do etanol a acido acético.
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O processo metabolico da fermentacdo acética baseia-se na converséo do etanol, pela
accdo de uma éalcool-desidrogenase que transfere os atomos de hidrogénio do etanol
para o oxigénio, em acetaldeido, que pela adicdo de agua forma por sua vez hidrato de
acetaldeido. A partir deste ultimo produto, forma-se o acido acético pela accao de uma
acetaldeido-desidrogenase e de nicotinamida-adenina-dinucleotidio-fosfato (NADP)
como aceitador de hidrogénio. Para cada mol de acido acético produzido, uma mol de
oxigénio é consumido. Por este motivo, a sintese microbiana de acido acético requer
um arejamento e oxigenacao intensiva.

A temperatura Optima de crescimento das bactérias acéticas varia de 25 a 30 °C, tendo
um desenvolvimento adequado entre um pH 5.4 e 6.3 em todo o tipo de solugdes

acucaradas.

Seguidamente, faz-se uma breve referéncia e descricdo dos trés principais processos

de producgéo de vinagre vulgarmente utilizados, bem como do seu processamento final.

Processo de Orleéaes

Conhecido também como lento, superficial ou estacionario, € o processo mais antigo
(surgiu em 1670) utilizado até hoje para a elaboracdo caseira de vinagre. Produz
vinagre de excelente qualidade utilizando como matéria-prima produtos da fermentacéo
alcodlica de solucdes acucaradas (Suares-Lepe e Inigo-Leal, 2004). A Figura 3
esquematiza o recipiente utilizado para a obtencdo de vinagre de vinho por este

processo.

Tubo para adigdo de vinho
B

~Aberturas protegidas
"Mae" do vinagre com tela para entrada
de or
I |
| : Nivel do mosto
l
!
/
Retirada ‘\‘:_,D
do vinagre I l = I l
|

Figura 3. Recipiente usado para a producao de vinagre no processo de Orledes.

(adaptado de Aquarone et al., 2001).
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O vinagre € elaborado em barris de mais ou menos 200 litros, contendo na parte
superior, alguns orificios para a entrada de ar. O procedimento consiste em colocar no
barril cerca de um terco de sua capacidade com vinagre, indo-se adicionando
qguantidades de vinho ou o fermentado de fruta entre 10 a 15 litros por semana, durante
um més. Ao fim de cinco semanas, extraem-se aproximadamente 20 litros de vinagre,
substituindo-se por outro tanto de vinho novo, repetindo-se desta forma o processo ao
longo do tempo (Guzman, 1998).

O vinagre retirado ndo deve conter mais que 1% de alcool e, caso o teor de alcool
esteja mais alto, deve-se aguardar mais alguns dias de fermentacdo (Aquarone et al.,
2001).

A temperatura ambiente para este processo ndo deve exceder 25 °C, evitando-se
assim perdas de alcool por evaporacdo. Todas as entradas e janelas das instalacées,
assim como as aberturas do barril, devem ser protegidas com telas finas para evitar a
presenca de moscas e outros insectos que sao atraidos pelos odores produzidos pelos
vinagres.

O produto formado pelo processo lento € um vinagre de boa qualidade, praticamente
limpo, que dispensa filtracdo ou clarificacdo (Cerezo et al., 2008). No entanto, este tipo
de processamento € de baixa produtividade, ocupa muito espaco e actualmente é
usado exclusivamente para a producdo doméstica. Neste caso, o factor limitante para a
guantidade produzida € o fornecimento de oxigénio, jA que este equipamento nao

possui nenhum dispositivo de arejamento.

Processo Alemao

Os processos rapidos, como é o caso do Processo Aleméo, sao bastante utilizados
actualmente. Foram idealizados por Boerhave no comeco do século XVIII, ao descobrir
que a transformacédo do vinho em vinagre era bastante rapida quando deixava passar o
vinho, através de um recipiente cheio de bagacos. Actualmente, séo utilizados
recipientes geradores, empacotados com material de enchimento dos mais diversos
tipos e materiais (por exemplo, a madeira). As bactérias acéticas colonizam a superficie
do material e oxidam o etanol em acido acético (Llaguno e Polo, 1991).

A matéria-prima € recirculada desde a parte inferior da tina até a parte superior. Este
material passa pela madeira, onde as bactérias acéticas ficam fixadas, transformando o

conteudo alcodlico em acido acético. Uma vez ocorrido o processo total, descarrega-se

10
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a metade da tina de depdsito, voltando a introduzir a mesma carga de vinho base
(Aquarone et al., 2001).

Por este processo, obtém-se um vinagre de boa qualidade, porém com baixo
rendimento. Na Figura 4, apresenta-se a representacdo esquematica de um gerador

utilizado para a producao de vinagre utilizado neste processo de produgao.

Saida de gases

>

L Racsulogn

AR AT 'i,; o - ||do_vinho
Entradas - ,Lr':zl\(\ St]‘(r\‘;fgtsié
~ '\"dte

de ar BN TN
LA et R

0 5% 0N Ve
o |[OFTTT aauxl

--Bomba

o
Retirada do
vinagre

Trocador de calor

Figura 4. Gerador para a producao de vinagre utilizado no processo Alemao.

(Adaptado de Aquarone et al., 2001).

Os geradores tém tamanho e formas diferentes. Geralmente sdo de forma cilindrica e
tém, no fundo, um suporte perfurado que sustenta o material de enchimento. Pelos
orificios de suporte, passa o ar a ser utilizado na oxidacdo. O material de enchimento
deve formar uma grande superficie, para permitir o contacto intimo entre o liquido e o
ar, facilitando as trocas, sendo utilizadas vulgarmente aparas de madeira. Sobre o
material de enchimento descansa uma placa crivada, para permitir uma perfeita
distribuicdo do vinho que cai de um bico aspersor, colocado na parte superior (Mecca
et al., 1979; Aquarone et al., 1983; Llaguno e Polo, 1991).

A acidez aumenta progressivamente conforme o liquido vai sendo passado,
sucessivamente, duas ou trés vezes pelo mesmo gerador ou atraves de geradores em
série. Sendo o0 processo exotérmico, o liquido deve ser arrefecido antes de entrar

novamente no gerador (Aquarone et al., 2001).
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Processos Submersos

Estes processos surgiram por volta do ano 1950. O método baseia-se em manter a
cultura de bactérias acéticas submergidas no vinho a acetificar, com um fornecimento
abundante de ar. ApGs a acetificacdo da matéria-prima, é feita a descarga de uma
parte de vinagre, sendo reposta com uma parte de vinho, sem parar o processo. O
processo de transformacéao leva em média 20 horas (Suares-Lepe e Inigo-Leal, 2004).

O substrato alcodlico, por este processo, pode ser fermentado trinta vezes mais
rapidamente que por qualquer outro processo. Neste processo, 0 ar deve ser
controlado cuidadosamente, pois um decréscimo da pressao parcial de oxigénio altera

0 metabolismo bacteriano.

O processo de acetificacdo é exotérmico e como tal deve-se permitir a dissipacao
térmica, possibilitando-se dessa forma, o controle da temperatura dentro de uma faixa
conveniente. O éptimo de temperatura de fermentacdo depende da concentracdo do

substrato, sendo a mesma de cerca de 28 °C (Troncoso, 2005).

O processo de fermentagcdo submersa apresenta uma série de vantagens,
relativamente aos restantes processos, de entre as quais se salienta:
e Alta eficiéncia: diariamente podem-se produzir cerca de 6% ou mais, de vinagre;
¢ Rendimentos: calculados em relacdo ao teérico, alcancam de 90 a 95%;
e Prético: dispensa tratamentos de clarificacdo e de filtracdo, normalmente

onerosos e demorados.

O equipamento mais utilizado para a producdo de vinagre em cultura submersa é
conhecido pelo nome de acetificador de Frings, fabricado e patenteado pela Heinrich
Frings-Bonn, Alemanha. A produtividade média desses acetificadores € igual a 1/4 de

seu volume util em litros de vinagre a 10% ao dia (Aquarone et al., 2001).

A Figura 5, apresenta um acetificador Frings em aco inoxidavel utilizado na producéo

de vinagre.

12
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Figura 5. Acetificador Frings em aco inoxidavel.

(Retirado de Suares-Lepe e Inigo-Leal, 2004).

Processamento final do vinagre

De acordo com Aquarone et al. (2001), antes de se colocar o vinagre em
comercializacdo, este deve sofrer alguns tratamentos para melhorar e aumentar a
estabilidade do produto final. Estas operacdes finais incluem, o armazenamento apdés a
fermentacdo, os processos de clarificagdo, o envelhecimento, a estabilizagédo e o
engarrafamento.

A clarificacao do vinagre pode ser feita de diversas formas, tais como: espontanea ou
auto-clarificacéo, fisico-quimica, quimica, mecanica, através de substancias organicas
e inorganicas usadas como clarificantes (albumina, argilas, bentonite, caseina entre
outras). A filtracdo pode ser definida como a separagdo de impurezas e de
microrganismos do liquido com a ajuda de um material filtrante. E a operacdo que
permite obter um vinagre limpido e brilhante. Os tipos de filtracdo mais utilizados séo,
filtracdo a cartucho; filtragdo com extracto filtrante; membrana filtrante; filtro rotativo a
vacuo e filtracdo por meio de fibras vegetais (Aquarone et al., 1983; Mecca et al., 1979;
Llaguno e Polo, 1991).

De acordo com a matéria-prima utilizada, vinho ou sumo de frutas, o vinagre deve ser

envelhecido por um determinado periodo de tempo, por vezes até um ano ou mais.
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Durante esse tempo, ocorrem reaccdes de esterificacdo, responséveis pelo
desenvolvimento de aromas agradaveis (Tesfaye et al., 2002).

A estabilizacdo do vinagre permite manter as suas caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas durante o periodo de comercializacdo. Pode ser feita através de

métodos fisicos ou de métodos quimicos.

Os métodos fisicos mais usados na industria vinagreira sdo a pasteurizacdo e a ultra
filtracdo (Mecca et al., 1979; Llaguno e Polo, 1991). A pasteurizagao consiste em tratar
0 vinagre a temperaturas variaveis de 50 a 80 °C de modo a destruir totalmente os
microrganismos e a desactivar as enzimas que sao predominantemente a causa mais
importante das alteracdes (oxidacdo do acido acético) do vinagre. O tratamento do
vinagre mediante o calor pode ser uma alternativa eficaz e segura para uma melhor
conservacao do produto (Aquarone et al., 2001).
A pasteurizacéo do vinagre pode ocorrer de duas formas:

e Rapida: 75 a 80 °C durante 30 a 40 segundos;

e Lenta: 50 a 65 °C durante 20 a 30 minutos.

Os métodos quimicos, de estabilizacdo dos vinagres, consistem na adicdo de
substancias, legalmente autorizadas, tais como o acido ascoérbico e o didxido de
enxofre, que auxiliam na sua estabilizacéo.

O vinagre deve ser embalado em material resistente que nao sofra corrosao e que nao
transmita cor ou odores desagradaveis ao produto. Geralmente sdo utilizadas garrafas
de vidro, PVC ou polietileno, fechadas com tampas plasticas. Apés o engarrafamento, é
feita uma pasteurizagdo a uma temperatura de 60-66 °C, durante 30 min. Pode-se
também fazer a pasteurizacao continua e embalar posteriormente (Aquarone et al.,
1983).

A eliminacao do ar existente na embalagem é essencial para garantir a preservagao do
produto. Uma clarificacdo adequada, uma boa filtracdo, uma adequada pasteurizagéo e
uma adi¢do de conservantes sdo os parametros que definem a quantidade de ar a ser

retirada no momento do engarrafamento (Aquarone et al., 2001).
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2.2. Os compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ou polifendis, como sdo vulgarmente designados, sao
compostos que apresentam actividade anti-radical livre (Reynertson et al., 2006;
Kuskoski et al., 2006), encontrando-se em diferentes alimentos tais como, vegetais,
frutas, chocolate, cha, café, vinho, sumos de uva e vinagre, em diferentes
concentracdes (Davalos et al., 2005). Os polifendis totais tém sido estudados devido a
sua influéncia na qualidade dos alimentos, englobando uma variedade significativa de
substancias que apresentam actividades farmacoldgicas, inibicdo da oxidacao lipidica,
proliferacdo de fungos, além de participarem em processos responsaveis pela cor,
adstringéncia e aroma em varios alimentos (Soares, 2002).

Os compostos fendlicos séo estruturas quimicas que apresentam grupos hidroxilos e
anéis aromaticos, nas formas simples ou polimeros, que lhes conferem poder
antioxidante, destacando-se entre eles, os flavondides, os acidos fendlicos, os taninos
e os tocoferodis, como antioxidantes fendlicos mais comuns de fonte natural. Estes
compostos sao eficientes na prevencdo da auto-oxidacdo, apresentando accgles
importantes na reducdo do risco de desenvolvimento de patologias, como a
arteriosclerose e o cancro (Yang et al.,, 1997; Kahkonen et al., 1999; Degéaspari e
Waszczynskyj, 2004; Angelo e Jorge, 2007).

A actividade anti-carcinogénica, atribuida aos compostos fendlicos tem sido associada
Os compostos fendlicos associados a este efeito potencial sdo o resveratrol, a
quercetina, o &cido cafeico e os flavondis (Bravo, 1998).

Os compostos fendlicos podem ser classificados de diferentes formas, dada a
complexidade do tema, ndo sendo possivel uma classificacdo perfeita e exaustiva de
todos eles. No entanto, podem ser classificados geralmente em dois grandes

subgrupos: os flavondides e os nao flavonoides.

Na Figura 6, & apresentada de forma esquematica a classificacdo dos diferentes

compostos fendlicos.
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Figura 6. Diagrama geral de classificacdo dos diferentes compostos fendlicos.

(Adaptado de Zamora-Marin, 2003).

De acordo com varios autores (Harborne, 1989; Harborne et al., 1998), a diversidade
estrutural, em termos quimicos, dos compostos fendlicos deve-se a grande variedade
de combina¢des que ocorrem na natureza e 0s compostos resultantes sdo chamados
de polifendis. As varias estruturas fenodlicas podem ser agrupadas em varias classes,

tal como é apresentado na Tabela 2.

De entre os varios compostos fendlicos, destacam-se os flavondides, os acidos
fendlicos, os taninos e os tocoferdis como 0os mais comuns antioxidantes fendlicos de
fonte natural (King e Young 1999).

De todos os compostos fendlicos, as antocianinas e os flavondis sdo 0os compostos
fendlicos que tém maior influéncia sobre a cor e ainda sobre as caracteristicas

organolépticas dos vinhos e seus derivados (Zamora-Marin, 2003).
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Tabela 2. Diferentes classes de compostos fendlicos e respectivas estruturas quimicas.

Classe Estrutura quimica
Compostos fendlicos simples, benzoquinonas Cs
Acidos hidroxibenzoicos Ce—C,
Acetofenol, acidos fenilacéticos Ce—C;
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropandides Ce—Cs
Nafitoquinonas Ce—C4
Xantonas Ce—C1—Cs
Estilbenos, antoquinonas Cs—C,—Cg
Flavonoides, isoflavonoéides Cs—C3—Cg
Lignanas, neolignanas (C6—Co3)2
Biflavonéides (Ce—C3—C¢)>
Ligninas (C6—Ca)n
Taninos condensados (C6—C3—Co)n

(Adaptado de Balasundram et al., 2006).

2.2.1. Compostos fenélicos nao flavondides

Os compostos fendlicos nao flavonoides incluem duas grandes familias: os acidos

fendlicos e os estilbenos.

Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos consistem em dois grupos: os derivados do acido hidroxibenzoico e
os derivados do &cido hidroxicinAmico. Os acidos hidroxibenzdicos incluem os &cidos,
gélico, p-hidroxibenzdico, protocatético, vanilico e siringico, que tém uma estrutura
comum, Cs—C; (Balasundram et al., 2006). Os acidos hidroxicindmicos, sdo compostos
aromaticos com trés carbonos que formam uma cadeia lateral (Cs—C3), como sejam o
acido cafeico, ferulico, p-cumarico e sinaptico (Bravo, 1998). As estruturas quimicas
genéricas dos acidos fendlicos sao apresentadas na Figura 7.

Assim, os acidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupo
carboxilico e um ou mais grupos de hidroxilo e/ou metoxilo na molécula, encontrando-
se nos frutos na forma livre e em baixas concentragcdes quando comparados com as
suas formas conjugadas (Clifford, 1997). Estes acidos aparecem numa variedade de
produtos vegetais desde as peliculas das uvas aos cereais, sobretudo sobre a forma de

ésteres com acido tartarico ou ligados a agucares (Michael, 1999).
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Acido fendlico R, R, Rs
p-hidroxibenzoico 4-Hidroxibenzoico H OH H
protocatético 3,4-Dihidroxibenzoico OH OH H
galico 3,4,5-Trihidroxibenzoico OH OH OH
vanilico 4-Hidroxi-3-metoxibenzoico OCH; OH H
siringico 3,5-Dimetoxibenzoico OCH; OH OCH;,

R1

Rz \ ) CH=CH-COOH

R3
Acido fendlico R, R, R3
p-cumarico 4-Hidroxicindmico H OH H
cafeico 3,4-Dihidroxicin&mico OH OH H
ferrulico 4-Hidroxi-3-metoxicindmico OCH; OH H
sinépico 4-Hidroxi-3,5-dimetoxicindmico OCH; OH OCHj;

Figura 7. Estrutura quimica dos principais acidos fendlicos.

(Adaptado de Shahidi e Naczk 2003).

Os acidos cinamicos, feralico e p-cumarico sdo antioxidantes mais activos do que os
derivados do acido benzdico, tais como o acido protocatético, siringico e vanilico
(Balasundram et al., 2006). Tal facto, de acordo com Wanasundara et al. (1994) resulta
de possuirem uma dupla ligacdo na molécula dos derivados do acido cinamcio, que
participa na estabilidade do radical por ressonancia de deslocamento do electrdo

desemparelhado, enquanto que os derivados do acido benzéico ndo apresentam essa

caracteristica.

Estilbenos

Os estilbenos sao outro grupo de compostos fendlicos nédo flavonoides cuja funcao

bioldgica parece estar relacionada com mecanismos de defesa dos bagos das uvas

contra os ataques fangicos (Zamora-Marin, 2003; Michalak, 2006).
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A estrutura quimica dos estilbenos encontra-se representada na Figura 8. O resveratrol
é o estilbeno mais abundante e encontra-se em maiores concentragdes nas uvas e nos
amendoins com valores entre 0.24 e 1.25 mg/Kg e entre 0.01 e 0.26 mg/Kg (Romero-
Perez et al., 1996, Romero-Perez et al., 1999; Sobolev et al., 1999; Sanders et al.,
2000; Burns et al., 2002; Moreno-Labanda et al., 2004; Hurst et al.,, 2008),
respectivamente.

Os estilbenos ndo tém qualquer importancia do ponto de vista da cor ou de outras
propriedades organolépticas nos alimentos de origem vegetal. No entanto, ultimamente
tem sido alvo de relevancia cientifica devido a possibilidade dos efeitos benéficos do
resveratrol e de outros compostos fendlicos parecerem exercer sobre a saide humana
(Lamuela-Raventos e Waterhouse, 1999; Shankar et al., 2007; Saiko et al., 2008; Das e
Das, 2010; Petrovski et al., 2011).

HO N
.\"\_ ,,-";_.r"r ‘-._\'\.
;’ \ V4 Y B _f‘_ R4
a7 =
R2 R3
R1
Estilbeno R, R, Rs R,
Pinosilvina OH H H H
Resveratrol OH H H OH
Hidroxiresveratrol OH OH H OH
Piceatanol OH H OH OH
Rapontigenina OH H OH OCH;

Figura 8. Estrutura quimica geral dos principais estilbenos.

(Adaptado de Shahidi e Naczk 2003).

2.2.2. Compostos fendlicos flavondides

O grupo de compostos fendlicos mais relevante nos alimentos é o dos flavondides.

Os compostos fendlicos flavonéides incluem quatro grandes familias: os flavondis, os
flavanonois e flavonas, as antocianinas e os flavanois. Esta ultima familia, inclui os
taninos condensados ou proantocianidinas (Zamora-Marin, 2003).

Os flavonoides séo caracterizados pela estrutura Cg-C3-Cg com dois anéis fenolicos (A
e B) e um anel heterociclico piranico (C) que 0s une e cuja representacdo esquematica

da sua estrutura quimica € apresentada na Figura 9 (Shahidi e Naczk, 2003).
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Dos compostos fendlicos, os flavondides, sdo o0s principais responsaveis pelas
sensacdes gustativas (flavan-3-6is) e pela cor dos vinhos tintos (antocianinas),

assumindo ainda um importante papel no envelhecimento dos mesmos (Jorddo, 1999).
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Figura 9. Estrutura quimica do nucleo flavanico dos compostos fendlicos flavonoides.

(Adaptado de Shahidi e Naczk 2003)

Na Tabela 3 e Tabela 4, encontram-se apresentados, a titulo de exemplo, os teores em
compostos fendlicos totais e compostos fendlicos flavonodides quantificados em alguns
frutos e vegetais.

Tabela 3. Teores em compostos fendlicos totais e compostos fendlicos flavonéides em alguns

frutos.
Fruto Nome cientifico Compostos. fendlicos Flavon.()ides
totais* totais**
Péra (c/casca) Pyris communis 124.7 69.9
Péra (s/casca) Pyris communis 91.0 48.5
Macéd amarela (c/casca) Malus pumila 99.7 34.8
Maca amarela (s/casca) Malus pumila 75.8 20.9
Maca vermelha (c/casca) Malus pumila 125.4 48.6
Maca vermelha (s/casca) Malus pumila 104.3 32.7
Maca verde (c/casca) Malus pumila 118.1 40.4
Maca verde (/casca) Malus pumila 97.5 17.3
Ameixa Prunus domestica 303.6 136.2
Péssego Prunus persica 50.9 15.0
Amora silvestre Rubus coesins 355.3 55.5
Framboesa Rubus ideaus 178.6 26.6
Morango Fragaria vesca 244.1 69.7
Cereja Prunus avium 78.8 19.6
Ginjas Prunus cerasus vulgaris 429.5 138.6
Mirtilo Vaccinium myrtilus 670.9 190.3
Figo Ficus carica 59.0 20.2
Uva branca Vitis vinifera 184.1 36.5
Uva Tinta Vitis vinifera 213.3 77.1
Corniso Cornus mas 432.0 91.4

* Valores expressos em equivalentes de acido galico por 100g de massa fresca (GAE mg/100g). ** Valores
expressos em equivalentes de catequina (CE) por 100g de massa fresca (CE mg/100g).
(Adaptado de Marinova et al., 2005).

20



VINAGRES COMERCIALIZADOS EM PORTUGAL: AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E DA COMPOSIGAO FENOLICA

Tabela 4. Teores em compostos fendlicos totais e compostos fendlicos flavondides em alguns

legumes.
Legume Nome cientifico Compostos_ fenolicos Flavon.éides
totais* totais**
Cenouras Daucus carota 96.0 26.7
Aipo (folhas) Apium graveolens 113.0 46.4
Salsa Petroselium sativum 188.0 27.2
Quiabo Hibisons eculentus 153.7 49.1
Tomate S. lycopersicum 76.9 12.8
Pimento vermelho Capsicum anuum 173.2 13.7
Pimento verde Capsicum anuum 246.7 27.4
Alface Lactuca sativa 116.2 76.5
Alface Lactuca sativa capitata 124.5 97.2
Rabano Brassica oleracae var. caulorapa 44.9 8.9
Repolho roxo Brassica oleracae var. botritis 139.3 23.7
Couve bruxelas Brassica oleracae var. Gemmifera 161.5 331
Brdcolos Brassica oleracae var. Italica 101.7 18.8
Rabanete Raphanus sativus, var. Radicula 160.0 48.5
Cebola vermelha Allium cepa 154.1 18.7
Cebola branca Allium cepa 120.0 16.0
Cebola branca (folhas) Allium cepa 81.0 11.7
Cebola branca (tronco) Allium cepa 36.5 2.5
Alho-porro (folhas) Allium porrum 35.7 3.9
Alho-porro (tronco) Allium porrum 27.7 2.6
Feijédo verde Phaseolus vulgaris 35.5 4.1
Feijdo amarelo Phaseolus vulgaris 55.7 8.2

* Valores expressos em equivalentes de acido galico por 100g de massa fresca (GAE mg/100g).** Valores expressos

em equivalentes de catequina (CE) por 100g de massa fresca (CE mg/100g).
(Adaptado de Marinova et al., 2005)

Flavonois

Os flavonois sé@o os responsaveis pela cor amarela da pelicula das uvas brancas e

naturalmente de uma parte da coloracdo amarela dos vinhos brancos. A sua estrutura

quimica encontra-se representada na Figura 10.

Flavonois R; R,
Kaempferol H H
Quercitina OH H
Miricetina OH OH
Isoramnetina OCHjs H

Figura 10. Estrutura quimica dos principais flavonois.

(Adaptado de Zamora-Marin, 2003)
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Flavanonodis e flavonas

Os flavonondis e as flavonas apresentam uma estrutura muito semelhante a dos
flavondis, diferenciando-se unicamente pela ligacdo dupla entre os heterdéciclos
(Zamora-Marin, 2003).

Antocianinas

As antocianinas sdo responsaveis pela coloracdo vermelha dos frutos, pela cor
vermelha azulada das peliculas das uvas tintas e consequentemente pela cor dos
vinhos tintos (Zamora-Marin, 2003). Trata-se de um grupo de compostos que
apresentam um importante papel na cor dos frutos e cuja estrutura deriva de glucésidos
do catido flavilio com diferentes graus de hidroxilacdo e metoxilagdo. Na sua forma néo
glicosilada denominam-se antocianidinas. A diversidade estrutural das antocianidinas
depende do numero e da posi¢cdo dos grupos hidroxilo e metoéxilo ligados aos anéis
aromaticos (A e B). Estas moléculas sdo mais estaveis na sua forma glicosidica
(antocianinas) do que na forma aglicona (antocianidinas) (Ribereau-Gayon, 2001). Na
Figura 11, encontram-se representadas as principais antocianinas identificadas nos

frutos.
R1
OH
N
Ho A0 N N
YOS T R2
EA C
N
5 O-Glucose
OH
Antocianina R; R,
Pelargonidina-3-glucésido H H
Cianidina-3-glucosido OH H
Delfinidina-3-glucoésido OH OH
Peonidina-3-glucésido OCHg3 H
Petunidina-3-glucésido OCH; OH
Malvidina-3-glucésido OCHg,4 OCHg,4

Figura 11. Estrutura quimica geral das antocianinas.

(Adaptado de Ribereau-Gayon, 2001)
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As antocianinas podem ainda diferir na natureza, em nimero e posi¢do dos agucares
(pentoses, metilpentoses e hexoses) ligados & molécula e na presenca e natureza dos
acidos esterificados na molécula de acucar. Na maioria dos casos os acgucares ligam-
se na posicao O-3 podendo também ocorrer ligacdo em O-5 em algumas espécies do
género Vitis (Zamora-Marin, 2003).

Na Figura 12, encontram-se representadas as estruturas quimicas das antocianinas 3-

monoglucosidicas e respectivos ésteres acilados.

R3=H 3-glucosido de antocianidina

_ 3-acetilglucosido de
R3= S
antocianidina

OH

- R3 R3=
(o]

3-cumaroilglucoésido
de antocianidina

OH

R3=

3-cafeoilgluceésido
de antocianidina
OH

OH

Figura 12. Estruturas quimicas das antocianinas 3-monoglucosidicas e respectivos ésteres
acilados.

(Adaptado de Ribereau-Gayon, 2001).

As antocianinas sao pigmentos sollveis em agua e que se encontram na maioria das
espécies do reino vegetal (Harborne, 1998). Encontram-se em frutas tais como, a
amora, a framboesa vermelha e preta, o mirtilo, o arando, a cereja, a groselha, a
laranja sanguinea, as bagas de sabugueiro e as uvas. Encontram-se também em
vegetais, tais como: cebola vermelha, rabanete, repolho roxo, alface vermelha,
beringela, batata de pele vermelha e purpura e batata-doce (Tabela 5). Antocianinas
podem ser encontradas em todas as partes das plantas. Apesar de se acumularem
principalmente nas flores e nos frutos, também estdo presentes nas folhas, caules e
orgaos de armazenamento (Brouillard, 1982; Delgado-Vargas e Paredes-L6pez, 2003).
Entre plantas diferentes ou mesmo cultivares na mesma planta, os teores de

antocianinas totais variam consideravelmente, afetados pelos genes, pela luz, pela
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temperatura e ainda por fatores agronomicos. Dos dados apresentados na Tabela 5,
verifica-se que de um modo geral o teor de antocianinas em frutas € muito maior do

gque nos vegetais. Ha apenas um vegetal comum, que contém um alto nivel de

antocianinas, a beringela.

Tabela 5. Teores em antocianinas totais presentes em alguns frutos e legumes.

Alimento

Antocianinas totais ?

Fontes bibliograficas

Maca (casca) 100 - 2160 Eder (2000)

Uva-do-monte 4600 Eder (2000)

Amora 820 - 1800 Eder (2000); Clifford (2000)

Mirtilo 825 - 5300 Timberlake e Henry (1988); Eder (20009; Clifford (2000)
Cereja 3500 - 4500 Eder (2000)

Arando 5060 - 10000 Clifford (2000)

Arando Vermelho 460 - 2000 Timberlake e Henry (1988); Eder (2000)
Baga Sabugueiro 2000 - 15600 Eder (2000); Clifford (2000)

Uva vermelha 300 - 7500 Timberlake e Henry (1988); Clifford (2000)
Uva roxa 80 - 3880 Eder (2000)

Laranja sanguinea 2000 Clifford (2000)

Ameixa vermelha 19 - 250 Timberlake e Henry (1988); Eder (2000)
Framboesa preta 100 - 600 Timberlake e Henry (1988); Eder (2000); Clifford (2000)
Framboesa vermelha 763 - 4277 Timberlake e Henry (1988); Clifford (2000)
Morango 127 - 360 Timberlake e Henry (1988); Clifford (2000)
Groselha preta 1300 - 4000 Timberlake e Henry (1988); Clifford (2000)
Groselha vermelha 119 - 186 Clifford (2000)

Repolho vermelho 250 Timberlake e Henry (1988)

Beringela 7500 Clifford (2000)

Rabanete vermelho 110 - 600 Giusti et al. (1998)

Cebola vermelha 250 Timberlake e Henry (1988)

Ruibarbo 2000 Timberlake e Henry (1988)

% Valores expressos em mg de antocianinas totais por quilograma de peso fresco (mg/kg).

A distribuicdo das seis antocianinas mais comuns nas partes comestiveis de vegetais é
a seguinte: cianidina (50%), pelargonidina (12%), peonidina (12%), delfinidina (12%),
petunidina (7%), e malvidina (7%) (Kong et al., 2003). As trés antocianinas nao-
metiladas: cianidina (Ci), delfinidina (Df) e pelargonidina (Pg), sdo as mais difundidas
na natureza. A maioria das espécies contém um numero limitado de antocianinas
(macas, ameixas, péras), mas em alguns casos - como as uvas tintas, estas podem
conter uma mistura de mais de 20 pigmentos antocianicos diferentes (Clifford, 2000).
No geral, a cianidina aglicona ocorre em cerca de 90% das frutas, e é a aglicona mais
frequentemente (Prior, 2004) (Tabela 6, Tabela 7 e Tabela 8).

As antocianinas em frutas e verduras encontram-se normalmente na forma glicosilada.

Os resultados das Tabela 6,Tabela 7 e Tabela 8, sdo relatados como agliconas, sendo
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os resultados resumidos em ambas as tabelas ap6s a conversdo dos valores em

glicosideos nas formas agliconas, com base no peso molecular.

Nos vegetais as trés classes de antocianinas glicosideas mais comuns sao: 3-

monoglicosideos, 3-diglicosideos, e 3,5-diglicosideos. Os 3-Glicosideos ocorrem cerca

de duas vezes e meia mais frequentemente do que os 3,5-diglicosideos (Kong et al.

2003). Considerando que a forma glicosidea é o mais abundante em compara¢cao com

outros glicosideos, a cianidina 3-glucosideo é a antocianina mais difundida na natureza

(Prior, 2004; Kong et al., 2003).

Tabela 6. Conteudo das principais antocianinas quantificadas em frutas.

Fruto Ci Pg Mv Pt Pn Df Fontes bibliogréficas
(mg/100g de peso fresco)
Maca (Royal gala) 15 Arabbi et al. (2004); Franke et al.
Maca (Golden) 2.0 (2004); Harnly et al. (2006); Wu et al.
Macé (Red delicious) 6.1 (2006).
Banana 7.4  Harnly et al. (2006)
. Fan-Chiang e Wrolstad (2005); Harnly
Amora silvestre 90.3 0.2 et al. (2006): Wu et al. (2006)
Uva-do-monte 112.6 54.4 51.1 51.1 161.9 Kahkonen etal.(2003)
Mirtilo 17.0 614 264 114 474 ankeetal (2004); GaoeMazza
(1994)
Arando 4358 1.4 Slimestad et al. (2005); Wu et al. (2004)
Arando vermelho 41.8 0.3 42.1 7.7  Harnly et al. (2006); Wu et al. (2006)
Iversen (1999); Kahkonen et al. (2003);
Groselha preta 85.6 1.2 39 07 1811 Maatta et al. (2003): Wu et al. (2004)
Groselha vermelha 12.9 Maatta et al. (2003); Wu et al. (2004)
. Kaack e Austed (1998); Wu et al.
Baga sabugueiro 7585 1.1 (2004)
. Franke et al. (2004); Revilla et al.
Uva tinta 1.5 1.1 347 29 21 3.7 (1998); Wu et al. (2006)
. Franke et al. (2004); Harnly et al.
Ameixa 39.7 (2006); Wu et al. (2006)
Pera 12.2 Harnly et al. (2006)
Framboesa preta 3235 Wu et al. (2006)
Ancos et al. (1999); Mullen et al.
Framboesavermelha 358 19 0.7 0.3 (2002): Wu et al. (2006)
Ginja 6.6 Wang et al. (1997)
. Gao e Mazza (1994); Harnly et al.
Cereja 75.2 0.5 4.5 (2006); Wu et al. (2006)
Franke et al. (2004); Garcia-Vigera et
Morango 20 313 03 al. (1998); Harnly et al. (2006); Wang et

al. (2002); Wang e Lin (2003); Wu et al.

(2006)

Ci, Cianidina; Pg, Pelargonidina; Mv, Malvidina; Pt, Petunidina; Pn, Peonidina; Df, Delfinidina.
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Tabela 7. Conteudo das principais antocianinas quantificadas em legumes.

Legume Ci Pg Mv Pt Pn Df Fontes bibliograficas
(mg/100g de peso fresco)
Franke et al. (2004); Romani
Feijao preto 6.5 9.6 12.0 etal. (2004); Wu et al.
(2006)
Feijdo vermelho 1.2 2.4 Wu et al. (2006)
Franke et al. (2004); Wu et
Repolho roxo 72.9 0.1 al. (2006)
. Franke et al. (2004); Wu et
Beringela 13.8 al. (2006)
Harnly et al. (2006); Wu et
Alface vermelha 2.8 al. (2006)
Arabbi et al. (2004); Franke
et al. (2004); Wu et al.
Cebola vermelha 6.2 1.2 2.3 (2006): Gennaro et al.
(2002); Ferreres et al.(1996)
Rabanete 5.7 Harnly et al.(2006); Wu et al.

(2006)

Ci, Cianidina; Pg, Pelargonidina; Mv, Malvidina; Pt, Petunidina; Pn, Peonidina; Df, Delfinidina.

Tabela 8. Conteudo das principais antocianinas quantificadas em bebidas.

Legume Ci Pg Mv Pt Pn Df Fontes bibliogréficas
(mg/100g de peso fresco*)
Andlauer et al. (2000);
Dugo et al. (2004); Frankel
et al. (1995); Gambelli e
. . Santorini (2004); Gémez-

Vinho tinto 0.4 70 09 08 1.0 Plaza et al. (1999):
Sanchez-Moreno et al.
(2003); Teissedre e
Landrault (2000)
Frankel et al. (1995);

Vinho branco 0.1 Teissedre e Landrault
(2000)

Sumo de groselha preta 16.1 27.8  Iversen (1999)

. Fan-Chiang e Wrolstad

Sumo de amora silvestre 24.8 (2005)

Sumo de amora Bermudez-Soto e Tomas-

concentrado 1100 2013 Barberan (2004)

Sumo de arando vermelho 0.4 0.03 0.03  Franke et al. (2004)

Sumo de uva engarrafado 0.6 0.02 0.5 Franke et al. (2004)

Sumo de laranja 3.0 Proteggente et al. (2003)

Vinagre vinho tinto 04 01 01 0.1 Andlauer et al. (2000)

Ci, Cianidina; Pg, Pelargonidina; Mv, Malvidina; Pt, Petunidina; Pn, Peonidina; Df, Delfinidina. * Valores ajustados

pelos respectivos pesos especificos.
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Flavanoéis

Os flavanois representam uma complexa familia composta pelas diferentes formas
isoméricas da catequina e seus polimeros. Na Figura 13 esta representada a estrutura

quimica dos principais flavanéis presentes nos alimentos.

OH

OH

R3
Flavanoéis R, R, Rs
(+)-catequina OH H H
(-)-epicatequina H OH H
(+)-galhocatequina OH H OH
(-)-epigalhocatequina H OH OH

Figura 13. Estrutura dos flavan-3-ois mais abundantes nos alimentos.

(Adaptado de Ribereau-Gayon, 2001).

Os flavandis poliméricos recebem o nome de taninos condensados e correspondem a
cadeias de diferente nimero de unidades dos diferentes flavandis mondémeros
mediante ligacbes C4-Cg ou C4-Cs. Estas moléculas podem apresentar um numero
bastante elevado de unidades. Os polimeros de flavanél ou taninos condensados
denominam-se proantocianidinas ou procianidinas dado que em meio acido, por
hidrolise e a quente libertam antocianinas. Caso o polimero seja formado por unidades
de galhocatequina e/ou epigalhocatequina, obtém-se por hidrélise acida a delfinidina e
portanto designam-se por prodelfinidinas.

Os taninos condensados, denominados proantocianidinas, sdo oligobmeros e polimeros
de flavan-3-ol (catequina) e/ou flavan-3,4-diol (leucocianidina). As proantocianidinas
apresentam uma rica diversidade estrutural, resultante de padrdes de substituicdo entre
unidades flavanicas, diversidade de posi¢cdes entre as suas ligacdes e estereoquimica

dos seus compostos (Monteiro et al., 2005).
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Na Figura 14, sdo apresentadas as estruturas quimicas dos flavan-3-ois e de alguns

polimeros das proantocianidinas.

OH
OH
HO 0 o HO

[Sey X

OH OH
(—)-Epicatechin
OH OH
@,OH @,cm
HO O HO O
OH “OH OH OH “OH OH

o o
HO\Q,\O)‘\\

oH OH OH OH

Procyanidin dimer B, Procyanidin dimer B,

Procyanidin trimer C,

OH OH

©,OH OH

OH "OE O

(+)-Catechin

(—)-Epicatechin gallate

OH

O ‘\\ﬁj H{, O \\\ﬁj

@,(JH
@o

OH OH

o

T
@)
I

O
I
o
I

Q

Procyanidin dimer Bg Procyanidin dimer B,

OH
HOOC a @,OH
(e
OH OH
(-)-Epicatechin-7-O-glucuronide

OCH;,
HOOC OH

HO O 0.~ 0.
H “y
OH
OH
3'-O-Methyl-(-)-epicatechin-7-0-glucuronide

Figura 14. Estruturas quimicas dos flavan-3-ois e de alguns polimeros das proantocianidinas.

(Adaptado de Catherine et al., 2005).

As proantocianidinas sdo responsaveis pelo sabor amargo e pela adstringéncia dos

frutos e de algumas bebidas. Nos vinhos, transmitem também uma sensacdo de

estrutura e de corpo, influenciando a capacidade de envelhecimento dos mesmos, bem

como a manutencao da cor ao longo do processo de envelhecimento (Zamora-Marin,

2003).
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Os taninos hidrolisaveis séo ésteres de acido galico e acido elagico glicosilado (Figura
15), onde os grupos hidroxilos do acucar séo esterificados com os acidos fenélicos. Na
maior parte dos casos, estes encontram-se na natureza sobre a forma de ésteres
multiplos com acucares, nomeadamente a D-glucose formando estruturas complexas
como é o caso da 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-B-D-glucose (Figura 15). Esta molécula é a
base da biossintese dos taninos hidrolisaveis mais complexos como o acido tanico
encontrado em partes ndo comestiveis das plantas (Haslam, 1998). Estes compostos,
apesar de estarem presentes nas plantas, essencialmente nas partes ndo comestiveis
como ramos e raizes, podem ser introduzidos na dieta humana através de operacfes
tecnologicas, como por exemplo o uso da madeira de carvalho para o envelhecimento
e conservacao em barrica dos vinhos e dos vinagres.

Os taninos elagicos sdo mais comuns que os galicos e é provavel que o sistema
bifenilico do acido hexahidroxidifenilico seja resultante da ligacdo oxidativa entre dois
acidos gélicos (Porter, 1989; King e Young, 1999; Burns et al., 2000).

OH
J@EOH
o D*c OH
HO O o & OH
T OH
HO C. 0
HO OH . DO o.
HO o o I':Clj OH
0 OH OH 0
0
HO OH OH
OH OH OH
A B

Figura 15. Estrutura quimica de acido elagico (A) e do pentagaloil-glucose (B).

(Adptado de Ribereau-Gayon, 2001)

Na Tabela 9, sdo apresentados os teores em proantocianidinas quantificadas em

alguns alimentos, em fungao do seu grau de polimerizagao.
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Tabela 9. Teores em proantocianidinas em funcdo do grau de polimerizacdo quantificados em alguns produtos alimentares.

Grau de polimerizagéo

Alimento

1 2 3 4-6 7-10 >10
Mirtilo 4.0+1.5 7.2+1.8 5.4+1.2 19.61£3.4 14.5+£2.0 129.0+47.3
Groselha 0.9+0.2 2.9+0.4 3.0+0.3 10.6£1.7 9.9+1.4 122.4+28.0
Arando 7.3t1.5 25.9+6.1 18.9+3.4 70.3£13.1 62.9+14.7 233.5+49.1
Morango 4.2+0.7 6.5+1.3 6.5+1.2 28.1+6.5 23.9+3.5 75.8+13.4
Maca ® 9.6+0.9 13.8+0.6 9.3+0.4 30.2+1.2 25.4+1.2 37.6+2.6
Sumo de Maga ” 1.0+0.0 2.0+£0.0 1.0+0.0 4.0+0.0 1.0+0.0 ND
Péra 2.7+1.5 2.8+1.3 2.3+0.9 6.5+1.9 4.6+1.0 13.1+11.3
Ameixa 11.4+3.4 31.5+7.4 23.9+5.1 58.0£12.5 33.8£11.9 57.3124.4
Péssego 4.7+1.4 7.0+£2.2 5.0+1.4 17.745.5 10.943.7 22.0+7.7
Abacate 1.0+0.8 1.5+0.8 1.4+0.4 3.2+0.8 0.4+0.7 ND
Sorgo 27.8+1.2 78.2+3.4 99.2+7.7 585.5+50 734.3169.3 2440.4+£271
Cevada 11.0+0.3 21.4+1.1 14.6£1.0 27.2+0.6 ND ND
Aveld 9.8+£1.6 12.5+3.8 13.6+3.9 67.7£20.3 74.6£21.9 322.4+102.5
Pistacho 10.9+4.3 13.3+1.8 10.5+1.2 42.245.2 37.9+4.9 122.5+37.1
Améndoa 7.8+0.9 9.5+1.6 8.8+1.7 40.0+8.5 37.748.4 80.3+28.1
Noz 6.9+3.4 5.6+0.9 7.2+1.2 22.1+3.3 5.4+0.8 20.0+9.3
Amendoim 5.1+1.0 4.1+0.7 3.7£0.5 2.8+0.2 ND ND
Manteiga de Amendoim 2.0+0.9 3.0£0.7 8.1+3.5 ND ND ND
Chocolate Preto 31.4+0.2 31.2+0.9 21.1+0.8 55.5+3.5 38.5£3.0 68.2+8.8
Chocolate de Leite 26.9£3.0 26.2+2.5 19.3+2.6 51.4+9.8 35.3+7.2 32.849.2
Cerveja 4.0+0.0 11.0+1.0 3.0+£0.0 4.0+0.0 ND ND
Vinho Tinto 20.0£1.0 40.0+1.0 27.0£1.0 67.0£2.0 50.0+1.0 110.0+2.0
Sumo de Uva 18.0£0.0 34.0£0.0 19.0£0.0 80.0+0.0 69.0+0.0 303.0£2.0
Grainha de Uva (seca) 660.3+8.3 417.3+4.8 290.2+4.5 664.0£8.2 400.3+31.3 1100.1+86.3

Valores expressos em mg/100 g de peso fresco de alimentos ou mg/L bebidas; * Macéd Red Delicious com casca; ® Sumo de

determinado.
(Adaptado de Gu et al., 2004)

mac¢d Red Delicious sem casca; ND, nédo
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2.3. A actividade antioxidante

Compostos com actividade antioxidante sdo segundo Sies e Stahl (1995), substancias
presentes em baixas concentra¢gdes, quando comparados com o estrato oxidavel e que
atrasam ou inibem a oxidacdo desse substrato de uma forma eficaz.

Os antioxidantes sao bastante utilizados nas industrias alimentares para evitarem a
deterioracdo dos produtos e manter as suas caracteristicas nutricionais. Sdo também
de grande interesse para os bioquimicos e profissionais de saude, pois podem ajudar
na proteccdo do organismo contra os danos causados pelas espécies reactivas de
oxigénio (ROS’s) e as doencas degenerativas. Estes, sdo ainda conhecidos pela sua
accdo em diferentes niveis do processo de oxidacdo de moléculas de lipidos,
diminuindo a concentragcdo de oxigénio, interceptando o singuleto de oxigénio; evitando
a fase de iniciacdo da oxidacdo pela captura de radicais hidroxil; quelando ides
metalicos; decompondo produtos primarios em compostos que ndo sao radicais
(Shahidi, 1997).

Uma das formas dos alimentos sofrerem deterioracao, resulta da oxidacao dos 6leos e
das gorduras que ocorrem durante o processamento, armazenamento, distribuicdo e
confeccdo. Quando os alimentos entram em contacto com o ar, inicia-se a reaccao de
oxidacdo que leva a producdo de substancias com sabores e odores indesejaveis,
como seja o0 odor a rango. Por outro lado ocorre ainda a descoloracdo e a producao de
varios produtos de degradacado tais como epoxidos e hidroperéxidos, além de outras
alteracdes que irdo afectar a qualidade nutricional, a integridade e a seguranca dos
alimentos pela formacédo de compostos potencialmente toxicos (Kubow, 1993).

Para prevenir ou retardar a deterioragdo oxidativa dos alimentos, varias accfes tém
sido tomadas, como seja a utilizacdo de antioxidantes em 6leos, gorduras e alimentos
processados. Entre os antioxidantes naturais, mais utilizados na industria alimentar,
destacam-se os tocoferdis e o acido ascorbico. Dos antioxidantes sintéticos mais
utilizados pode citar-se o caso, do butil-hidroxi-anisol (BHA), do butil-hidroxi-tolueno
(BHT) e do butil-hidroquinona-tercearea (TBHQ) (Nakatani, 1996; Rice-Evans et al.,
1996; Shahidi e Naczk, 2003).

Na Figura 16, encontram-se representadas as estruturas quimicas de alguns dos

principais antioxidantes utilizados na industria alimentar.
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(Ha HO OH
HO™ (OHRLH,C,~ ~O~ ~O
acido ascorbico
OH a-tocoferol OH OH
(CH3)3C C(CHz3)3 HO OH
C(CHs)
BHA BHT TBHQ

Figura 16. Estrutura quimica de alguns antioxidantes naturais e sintéticos mais utilizados na
indastria alimentar.

(Adaptado de Shahidi e Naczk, 2003)

A oxidagcdo nos sistemas biologicos ocorre devido a acg¢do dos radicais livres no
organismo. Os radicais livres sdo moléculas muito reactivas devido ao electrédo isolado,
livre para se ligar a qualquer outro electrdo e por isso causam danos nos tecidos pela
reaccdo com os lipidos das membranas celulares, nucledtidos do DNA (acido
desoxirribonucleico) e ligacdes sulfidril (-SH) em proteinas (Machlin e Bendich, 1987).
Os antioxidantes sdo capazes de neutralizar esses radicais livres, contribuindo para a
prevencdo de doencas como O cancro, as cataratas, o reumatismo e algumas das
doencas que estéo relacionadas com o cérebro (Shahidi e Naczk, 2003; Garcia-Alonso
et al.,, 2004). A superproducdo de ROS (Espécies Reactivas de Oxigénio) tem sido

inclusivamente relacionada com o processo de envelhecimento (Lachance et al., 2001).

Na Figura 17, encontram-se representadas algumas das doencas e alteracdes

decorrentes da accao das espécies reactivas de oxigénio (ROS).
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Artrites Arteriosclerose

Envelhecimento

Choque

Cancro

Danos

radioactivos Diabetes

Espécies reactivas de oxigénio

(ROS)
\ N
Isquemia

(cérebro, Inflamacgdes Infecgbes
coragao) (malaria, sida)

Parkinsonismo Constipacdes

Figura 17. Algumas doencas e alteragcfes provocadas pelas espécies reactivas de oxigénio.

(Adaptado de Shahidi e Naczk, 2003)

Os antioxidantes sintéticos sdo muito eficazes e estaveis, no entanto a sua utilizacéo
como aditivos alimentares € muito restrita devido a possibilidade de causarem efeitos
indesejaveis no sistema enzimatico do corpo humano. Assim, existe um grande
interesse em encontrar novos antioxidantes que sejam seguros e provenientes de
fontes naturais (Nakatani, 1996).

Na generalidade dos alimentos naturais ndo processados, os antioxidantes estdo
presentes naturalmente, conferindo-lhes proteccdo contra o ataque oxidativo. Dos
antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais activos sdo os compostos fendlicos. As
propriedades benéficas destes compostos podem ser atribuidas a sua capacidade de

captar os radicais livres (Decker, 1997).

Os antioxidantes naturais incluem os tocoferdéis, a vitamina C (acido ascorbico), os
caronendides e os compostos fenodlicos. Os compostos fendlicos presentes nas
plantas, actuam como factor de proteccdo, protegendo-as contra as agressdes
externas (de origem microbioldgica) dos seus tecidos, accdo de subprodutos
provenientes da fotossintese e também contra a accao de animais herbivoros. Muitos

desses compostos possuem semelhancas quanto a sua estrutura molecular basica,

possuindo pelo menos um anel aromatico com um grupo hidroxilo ligado. Incluem
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principalmente acidos fendlicos e flavondides que conjuntamente, representam o0s
antioxidantes que agem por diversos mecanismos de forma a conferir protec¢ao contra

0 ataque dos radicais livres formados (Shahidi, 1997).

Nos processos bioldgicos, existe a formacdo de uma enorme variedade de radicais
livres (Erenel et al., 1993; Rice-Evans e Burdon, 1993), como se pode verificar pela

analise da Tabela 10.

Tabela 10. Exemplos de radicais livres formados nos processos biolégicos.

Radicais de oxigénio ou Complexos o o o
o _ ) Radicais de Radicais de Radicais de
espécies reactivas de de Metais de ) o
o . Carbono Enxofre Nitrogénio
oxigenio Transicao
180 superoxido (0,7)
Hidroxilo (OH’) s o Fenildiazina
» o Fe* / Fe .
Perdxido de hidrogénio (H,05) ] ] (CeHsN =N)
. . Triclorometil . .
Alcoxilo (RO) . Tiol (RS)
: . (CCls)
Peroxilo (ROO) . o
_ ) . ot . Oxido nitrico
Peridroxilo (HOO) Cu” /Cu .
(NO)

Oxigénio singoleto (*O,)

(Adaptado de Erenel et al., 1993; Rice-Evans e Burdon, 1993)

Na Tabela 11, estdo apresentados, a titulo de exemplo, valores da actividade
antioxidante de alguns grupos de compostos fendlicos, de vitaminas e ainda as

respectivas fontes alimentares.
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Tabela 11. Valores da actividade antioxidante de alguns compostos fendlicos flavonadides,

vitaminas e as respectivas fontes alimentares.

Actividade
Composto antioxidante Fonte alimentar antioxidante
(mM)*
Vitaminas
Acido ascorbico (Vita. C) Frutos e vegetais 1.0+0.02
Alfatocoferol (Vita. E) Graos, nozes e 6leos 1.0+ 0.03
Flavonoides
Antocianinas
Oenina Uvas tintas e vinhos tintos 1.8+0.02
Cianidina Uvas, framboesas e morangos 44 +0.12
Delfinidina Beringela (pelicula) 44+0.11
Flavon-3-ois
Quercitina Cebola, magé (casca), bagas, uvas tintas, cha e brécolos 47+1.0
Kaempferol Endivias, alho-porro, brécolos, sumo de uvas e cha 1.3+0.08
Flavonas
Rutina Cebola, maca (casca), bagas, uvas tintas, cha e brdcolos 24+0.12
Luteolina Lim&o, azeitona, aipo e pimenta vermelha 2.1+0.05
Crisina Frutos (casca) 1.4 +0.07
Apigenina Aipo e salsa 1.5+0.08
Flavan-3-ois
Epicatequina Uvas tintas e vinho tinto 2.4+ 0.02
Epigalhocatequina Chaés 3.8+0.06
Epigalhocatequina galato Chaés 4.8 +0.06
Epicatequina galato Chas 4.9 +0.02
Flavanonois
Taxifolina Citrinos 1.9+0.03
Narirutina Citrinos 0.8+0.50
Naringenina Citrinos 1.5+£0.05
Hesperidina Sumo laranja 1.0+£0.03
Hesperetina Sumo laranja 1.4+£0.08
Hidroxicinematos

Acido cafeico Uvas brancas, azeitonas, repolho e espargos 1.3+0.01
Acido clorogénico Maca, péra, cereja, tomate e péssego 1.3+0.02
Acido ferulico Graos, tomate, repolho e espargos 1.9+0.02
Acido p-cumarico Uvas brancas, tomate, repolho e espargos 2.2+0.06

* Valores de actividade antioxidante expressos em equivalentes de Trolox (TEAC mM), obtidos pelo método ABTS.

(adaptado de Rice-Evans et al., 1997)
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3.0BJECTIVOS

Este trabalho teve como objectivo geral proceder a uma avaliacdo das caracteristicas
fisico-quimicas, da composicdo fendlica, da capacidade antioxidante e ainda avaliar
sensorialmente um vasto nimero de vinagres existentes no mercado portugués, de

forma a efectuar um aprofundamento do conhecimento deste tipo de produto.

Assim, de forma a cumprir este objectivo geral, procedeu-se a realizacdo de um
conjunto de determinacdes de caracter geral, de uma caracterizacdo fendlica e de uma
avaliacao da capacidade antioxidante, de onde se salientam:

1. A caracterizacao fisico-quimica geral dos diferentes vinagres objecto de estudo,
através da determinacdo da acidez total, acidez volatil, acidez fixa, pH, extracto
seco e teor em cinzas;

2. Avaliagdo da composicdo fendlica, através do estudo dos principais
componentes da cor (intensidade, tonalidade da cor e ainda das diferentes
coordenadas cromaticas), da quantificacdo de alguns dos principais compostos
fendlicos (teor em fendis totais, antocianinas totais, e individuais, de alguns
acidos fendlicos e ainda de valores totais em fendis flavondides e néo
flavonoides) e ainda da avaliagdo de algumas das frac¢des fendlicas em funcao
do seu grau de polimerizagdo/natureza;

3. Estudo da capacidade antioxidante existente nos vinagres estudados e sua
relacdo com a composicéo fendlica;

4. Avaliacdo sensorial, ao nivel discriminativo e descritivo, de alguns dos vinagres

comerciais objecto de estudo.
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4.MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras de vinagres estudadas

Para a realizagao deste trabalho foram estudadas 21 amostras diferentes de vinagres
comerciais elaborados a partir de diferentes matérias-primas e que foram adquiridos no
mercado nacional. Na Tabela 12, sdo apresentados o0s vinagres estudados,
nomeadamente ao nivel da sua designacéo comercial, da matéria-prima utilizada para

a sua elaboragéao e outras indicacoes relevantes.

Tabela 12. Vinagres estudados, designacdo comercial, matéria-prima usada e respectivos
codigos de identificacao utilizados.

Designacao comercial Matéria-prima Outras indicac¢des Codigo*
Herdade do Esporéo Vinho Tinto Estagiado em barricas de carvalho Americano VT1
Auchan Vinho Tinto Estagiado em barricas de carvalho Americano VT2
Cristal Vinho Tinto - VT3
Galo Vinho Tinto Estagiado em barricas de carvalho VT4
Chatel Vinho Tinto - VT5
Cigalau Vinho Tinto - VT6
Cigalau Vinho Tinto Envelhecido VT7
Monari Federzoni Vinho Tinto Balsadmico de Modena tradicional VM1
Blaze Vinho Tinto Balsamico de Modena bioldgico VM2
Peninsular Vinho Branco - VB1
Peninsular Champanhe - VB2
Cigalau Vinho Branco Com estragédo VB3
Mizkan Arroz - VC1
Cristal Sidra - VF1
Peninsular Frutas Branco VF2
Salutem Sidra Agricultura biolégica VF3
Cristal Sidra - VF4
Peninsular Figo - VF5
Chatel Maracuja - VF6
Chatel Goiaba - VF7
Chatel Tangerina - VF8

* Corresponde ao cédigo atribuido no &mbito do trabalho e usado na apresentacdo e discussdo dos resultados.

Os vinagres foram adquiridos em estabelecimentos comerciais do ramo alimentar,
localizados na zona centro do pais.

Foram seleccionados vinagres, aleatoriamente, de forma a obter amostras
representativas de todos os tipos de vinagres disponiveis (nomeadamente tendo em

conta a matéria-prima utilizada) no mercado. De salientar que foram seleccionados
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sete vinagres diferentes de vinho tinto, pelo facto de serem tradicionalmente os
vinagres mais consumidos e de serem aqueles onde existe uma maior diversidade de

produtores/marcas.

Apos a abertura das embalagens dos vinagres, os mesmos foram filtrados com papel
de filtro com didmetro de poros de 10-13 um, de modo a remover eventuais particulas
gue pudessem encontrar-se em suspensao, de forma a facilitar as determinacfes
analiticas a realizar.

Os vinagres filtrados foram acondicionados em Vvarios porta-amostras mais pequenos,
sendo depois conservados, a baixa temperatura e ao abrigo da luz, até serem

efectuadas as varias determinacdes.

4.2. Caracterizacgéo fisico-quimica geral

Na Tabela 13, sdo apresentadas as varias determinacfes realizadas no ambito da
caracterizagao fisico-quimica geral dos vinagres estudados, assim como as referéncias

as respectivas metodologias usadas

Tabela 13. Determinagfes realizadas no ambito da caracterizacdo fisico-quimica geral dos
vinagres estudados.

Parametro Metodologia Referéncia
Extracto seco total Gravimetria A. O. A. C. (2002)
Cinzas Gravimetria 0. I. V. (2006)
Acidez total Titulimetria A. O. A. C. (2002)
Acidez fixa Titulimetria A. O. A. C. (2002)
Acidez volatil Titulimetria A. O. A. C. (2002)
pH Potenciometria 0. I. V. (2006)

4.3. Determinacao da composicéao fendlica

A cor de um vinagre € uma das caracteristicas visuais mais importantes, pois fornece
uma quantidade consideravel de informacfes relevantes. Trata-se de uma sensacao
perceptivel visualmente a partir da refraccdo ou da reflexdo da luz sobre a superficie

dos objectos.
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O vinagre absorve uma parte das radiacdes de luz que incidem e reflecte a outra, parte
desta atinge os olhos do observador, fazendo-o experimentar a sensacgéo de cor. Por
exemplo, a sensacdo de muito escuro do vinagre de vinho tinto € devido ao facto da
radiacdo incidente ser muito absorvida. Sendo-lhes portanto, a cor, conferida

principalmente pelos compostos fendlicos.

4.3.1. Caracterizacdo geral da composicéao fendlica

De modo a realizar uma avaliacdo geral da frac¢do fendlica dos varios vinagres
estudados, procedeu-se a um conjunto de determinacdes, as quais se encontram
resumidamente apresentadas assim como a metodologia utilizada na Tabela 14.

Em todas as determinacdes fendlicas efectuadas, foi utilizado um espectrofotometro
Shimadzu (modelo UVmini-1240) (Figura 18). A maioria das determinacdes foi

efectuada em triplicado.

Tabela 14. Determinac0es referentes a caracterizagéo fendlica geral dos vinagres estudados.

Parametro

Metodologia

Referéncia

Intensidade da cor

Tonalidade da cor

Coordenadas cromaticas

Compostos fendlicos totais

Fenois flavonoides
Fenois nédo flavonodides

Antocianinas totais

Abs. 420, 520, 620 nm

Abs 420/ Abs 520

L* (luminosidade)
a* (verde/vermelho)
b* (azul/amarelo)
C* (Chroma)

Folin-Ciocalteau e IPT

Espectrofotometria
Espectrofotometria

Espectrofotometria

Sudraud (1958)
Glories (1984)

Sudraud (1958)
Glories (1984)

Pérez-Magarifio e Gonzalez-
Sanjose (2002)
C. . E. (1986)

Singleton e Rossi (1965)
Singleton et al., (1999)
Ribéreau-Gayon, (1970)
Meda (2005)

Meda (2005)

0. I. V. (2006)
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Figura 18. Espectrofotometro Shimadzu utilizado para as determinacdes fendlicas efectuadas
aos vinagres.

Para algumas das determinacdes fendlicas realizadas, foi necessario estabelecer-se
algumas rectas de calibracdo adaptadas as caracteristicas dos vinagres estudados.
Assim, na Figura 19, sdo apresentadas as rectas padrdo elaboradas, referentes a
determinacdo do teor em compostos fendlicos totais e do teor em fendis flavondides,

tendo sido utilizado o &cido galico como padréo.

2,5 ~ 0,5 ~
2,0 0.4 -
15+ . 03 -
1S IS
jo jo
3 &
= 1,0 1 ® 02 y = 0,0049x - 0,0345
n %) Rz =0,9943
f,:’ y =0,0041x + 0,0526 '2
05 R? = 0,989 01 |
0,0 T T 1 0’0 . .
0 200 400 600 0 50 100 150
Ac. Galico (mg/L) Ac. Galico (mg/L)
A B

Figura 19. Rectas de calibracdo obtidas com padrées de &acido galico, utilizadas na
determinagdo do teor em fendis totais (A) e na determinacdo do teor em fendis

flavondides (B).
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4.3.2. Fraccionamento dos compostos fendlicos em funcdo da sua
estrutura quimica

O processo de fraccionamento dos polifendis dos vinagres foi efectuado por adaptacéo
da metodologia descrita por Sun et al. (2006). A Figura 20, descreve de forma
esquematica o procedimento usado.

O fraccionamento da composicdo fendlica em funcdo da sua estrutura quimica foi
realizado s6 nos vinagres de vinho tinto, em virtude de serem estes 0s que

apresentaram uma composicao fendlica mais elevada.

Vinagre
(pH 7.0)

Mini-Coluna Cis (pH 7.0)

Tampéo (pH 7.0) ( Fracgéo 1

Fraccéo 2 ] Acetato de etilo L (4cidos fendlicos)

(mondmeros e oligomeros |
proantocianidinas)

<— Metanol acidificado (0.1% HCI)

v

Fraccéo 3

(mistura polimeros proantocianidinas, antocianinas
livres, piranoantocianinas, proantocianidinas
pigmentadas, outros complexos pigmentados)

Figura 20. Diagrama de fraccionamento, dos polifendis, efectuado nos vinagres de vinho tinto
estudados.

(Adaptado de Sun et al., 2006)

Para o processo de fraccionamento dos polifendis dos vinagres foram utilizadas mini-
colunas Discovery DSC-18, de 60 ml de capacidade e com 10 gramas de material de
preenchimento C,g (Figura 21). As colunas foram activadas com 60 ml de metanol e em
seguida lavadas com 120 ml de agua destilada, seguindo-se um pré-condicionamento
com 60 ml de solucdo tampé&o comercial de fosfato de pH 7.0, antes da sua utilizag&o.

Como a Figura 20 apresenta, 50 ml de vinagre tinto foram neutralizados com solucao
5M de NaOH até pH = 7.0 (onde a cor do vinagres mudou de vermelho para azul),
seguido pela adicdo de 5ml de tampéo fosfato comercial de pH 7.0, para ajustar o pH

do vinagre a 7.0. As solucbes de vinagre, com pH ajustado, foram cuidadosamente
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carregadas nas colunas DSC-18 pré-condicionadas, com um fluxo de menos de 2
ml/min. O fraccionamento comegou com 50 ml de vinagre neutralizados e eluidos com
tampao fosfato pH 7.0 (08/01, v / v) para eluir os acidos fendlicos (Fracgéo 1). A coluna
foi lavada com 100 ml de agua destilada e seca sob vacuo durante alguns segundos. A
eluicdo com 100 ml de acetato de etilo permitiu isolar a fracgcdo constituida por
mondmeros e oligdbmeros das proantocianidinas (Fraccao 2).

Os compostos fendlicos fixados na coluna, constituidos por antocianinas e
proantocianidinas poliméricas e outros complexos pigmentados, foram eluidos com 100
ml de metanol acidificado com 0.1% de HCI (Fraccao 3). A fraccdo 2, apOs evaporada
até a secura foi recuperada com metanol/agua (20/80 v/v). Todas as frac¢Bes apos sua
concentracdo por evaporacdo foram analisadas de modo a avaliar a sua actividade

antioxidante, assim como a sua composicao fendlica.

No caso da fraccdo 1, esta apds concentracao por evaporacao foi filtrada e analisada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para se efectuar a separacéo e

identificacdo dos diferentes acidos fendlicos presentes.

Figura 21. Mini-coluna Discovery DSC-18 utilizada para o fraccionamento dos polifendis dos
vinagres.
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4.3.3. Determinacao das antocianinas por HPLC

Para a determinacdo das antocianinas individuais dos vinagres de vinho tinto
estudados, efectuou-se uma injeccao directa no HPLC com previa concentracdo e
filtracdo das amostras, segundo a metodologia descrita por Dallas e Laureano (1994).
Para tal, utilizou-se um equipamento de cromatografia Dionex Ultimate 3000
Chromatographic System (Sunnyvale, California, USA) (Figura 23) equipado com uma
bomba quaternaria modelo GPL-3400 A, um injector automatico ACC-3000, um
compartimento de colunas com termdstato (regulavel até 35 °C) e um detector UV/Vis
modelo MWD-300. Foi utilizada uma coluna (250 x 4.6 mm, tamanho das particulas 5
pm) Cig Acclaim® 120 (Dionex, Sunnyvale, Califérnia, USA), protegida por uma pré-
coluna do mesmo material.

Os solventes utilizados foram: (A) &cido férmico a 40%, (B) acetonitrilo puro e (C) agua
bidestilada, ambos de qualidade analitica para uso cromatogréafico. A eluicdo decorreu
com um fluxo de 0.7 mL/min. O gradiente utilizado na analise cromatografica €&
apresentado na Tabela 15.

O volume de injeccéo foi de 20 yL de amostra de vinagre previamente filtrada com filtro
de 0.45 uym de diametro de poro e concentrada 25 vezes, sendo a analise realizada a
35 °C. A deteccao foi efectuada a 520 nm. O tratamento dos dados foi efectuado

recorrendo-se ao software Chromeleon (versdo 6.8) (Sunnyvale, Califérnia, EUA).

Tabela 15. Condi¢des cromatograficas utilizadas na analise das antocianinas individuais dos
vinagres de vinho tinto por HPLC.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%) Solvente C (%)
0 25.0 6.0 69.0
15 25.0 6.0 69.0
85 25.0 25.5 495
105 25.0 25.5 495
110 25.0 6.0 69.0
125 25.0 6.0 69.0

As antocianinas foram quantificadas recorrendo-se a uma curva de calibragéo
previamente obtida com solugbes padrdo de malvidina-3-glucésido (Figura 22). Os
picos cromatograficos das antocianinas individuais foram identificados de acordo com
os tempos de retencao apresentados por Dallas e Laureano (1994).

Todas as injeccdes foram efectuadas em triplicado para cada vinagre analisado.
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Figura 22. Recta de calibracdo obtida a 520 nm com padrées de malvidina-3-glucésido,
utilizada na quantificacdo das antécianas individuais, por HPLC.

Figura 23. Equipamento de HPLC utilizado.

4.3.4. Determinacéo dos acidos fendlicos por HPLC

Para a determinacdo dos acidos fendlicos dos vinagres de vinho tinto, procedeu-se a
analise da fraccdo dos vinagres (Fraccdo 1) contendo os acidos fendlicos,
anteriormente obtida pelo fraccionamento dos compostos fendlicos de acordo com a
metodologia descrita no item 4.3.2 (fraccionamento dos compostos fendlicos).

O equipamento cromatografico utilizado para a determinacdo dos acidos fendlicos foi o
mesmo anteriormente descrito para a quantificacdo das antocianinas individuais, assim

como a coluna utilizada.
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A metodologia de analise utilizada foi a que se encontra descrita por Dinis et al. (2009).
Assim, a fase movel A foi uma solucdo aquosa de &cido formico a 5% enquanto que a
fase movel B foi de metanol, ambos de qualidade analitica para uso cromatografico. A
eluicdo decorreu com um fluxo de 1.0 mL/min. Na Tabela 16, sdo apresentadas as
condi¢cdes cromatogréficas utilizadas na quantificacdo dos diferentes acidos fendlicos.
A deteccéao foi feita a 280 nm. O volume de amostra injectado (concentrada 5 vezes) foi
de 40 pL tendo esta sido previamente filtrada com filtro de 0.45 ym de didametro de
poro. A analise foi realizada a 35 °C. Cada um dos &cidos fendlicos individuais, foi
identificado tendo como base a ordem de eluicdo, os tempos de retencdo e respectivos
espectros de ultra violeta-visivel, comparativamente a padrdes standard puros,

previamente injectados sob as mesmas condi¢des.

Tabela 16. Condigbes cromatogréficas utilizadas na analise dos acidos fendlicos dos vinagres
de vinho tinto por HPLC.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0.0 95.0 5.0
5.0 95.0 5.0
65.0 40.0 60.0
70.0 40.0 60.0
75.0 95.0 5.0

Os acidos fendlicos individuais foram quantificados utilizando-se a recta de calibragéo
elaborada para o &cido cafeico (Figura 24) tendo pois os resultados sido expressos em

equivalentes de acido cafeico.

1400 -+
y=1,2793x
R2=0,999

1200 -
1000 -
800 -
600 -

Abs. mAU

400 -
200 -

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Acido cafeico [mg/L]

Figura 24. Recta de calibracdo obtida a 280 nm com padrdes de acido cafeico, utilizada na
analise dos acidos fendlicos individuais por HPLC.
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Os picos cromatograficos relativos a cada um dos &cidos fendlicos estudados, foram
identificados tendo em conta os tempos de retencdo determinados através da injeccao
dos respectivos padrdes de acidos fendlicos, sob as mesmas condicbes das amostras

estudadas.

4.4. Determinacao da actividade antioxidante total

A determinacdo da actividade antioxidante total dos vinagres foi efectuada utilizando
dois métodos: método do DPPH" de acordo com o descrito por Brand-Williams et al.
(1995) e 0 método do ABTS™ de acordo com o descrito por Re et al. (1999). Todas as

determinacdes foram feitas em triplicado.

4.4.1. Método do DPPH’

Foi utilizado o método do DPPH" descrito por Brand-Williams et al. (1995), com
adaptacdes, sendo este método baseado na captura do radical DPPH" (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) por substancias antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorvancia
a 515 nm. O DPPH’ é um radical livre que pode ser obtido directamente por dissolugcédo
do reagente em meio organico.

Na presenca de uma substancia capaz de lhe doar um atomo de hidrogénio, o DPPH’
transforma-se na sua forma reduzida (DPPH) perdendo a cor violeta da solucao

original.

Foi elaborada uma recta de calibragéo (Figura 25) utilizando como padrao, solu¢cdes de
Trolox, com concentracdes de 0.08 a 0.40 mM.

A percentagem de inibicdo das amostras foi determinada pela utilizacdo da seguinte
férmula:

£ %100

% inibicao =
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Na qual:
Ap = Absorvancia do tubo de controlo (Branco)
A: = Absorvancia do tubo com amostra decorrido determinado periodo de tempo (t=30

minutos).

80 -

70 A

60 - y =180,16x + 2,7323
R2=0,9973
50 4
40 ~

30

% Inibicao

20 A

10 -

0 T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Trolox [mM]

Figura 25. Recta de calibracdo elaborada com padrdes de Trolox usada na determinacéo da
actividade antioxidante pelo método DPPH.

4.4.2. Método do ABTS™

Foi utilizado o método ABTS descrito por Re et al. (1999), com algumas adaptacfes. O
método do ABTS™ (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) baseia-se na
geracdo de um catido radicalar (ABTS™) através da reaccdo entre o ABTS e o
persulfato de potassio originando uma solucdo azul-esverdeada, com capacidade de
absorver a 734 nm. A adicdo de substancias com poder antioxidante a solu¢gdo com o
ABTS™ provoca uma alteracdo estrutural que se traduz na descoloracdo e perda da

capacidade de absorver nesse comprimento de onda.

Foi elaborada uma recta de calibracdo, apresentada na Figura 26, utilizando como

padrao, solu¢des de Trolox, com concentracdes de 0.02 a 0.40 mM.
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y = 201,38x + 2,2499
R2=0,9954
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Figura 26. Recta de calibracdo elaborada com padrdes de Trolox utilizada na determinacdo da
actividade antioxidante pelo método ABTS.

A percentagem de inibicdo das amostras foi determinada pela utilizacdo da seguinte
formula:

% inibicdo = u x 100

Ay

Na qual:
Ap= Absorvancia do tubo de controlo (Branco)
A: = Absorvancia do tubo com amostra decorrido determinado periodo de tempo (t=15
minutos).

4.5. Analise sensorial

As sessfes de prova efectuadas na analise sensorial dos vinagres foram realizadas no
laboratério da Escola Superior Agraria de Viseu, preparado para o efeito e
reproduzindo as condi¢cdes ideais de prova descritas nas normas NP 4258-1993 e ISO
8589-1988, como seja: provas efectuadas em cabines individuais, temperatura
constante de 20 £ 2 °C, isencdo de ruidos externos, ventilacdo e isencdo de odores,
iluminacdo a mais aproximada possivel da iluminacdo natural. Foram utilizados os
utensilios e equipamentos adequados referenciados na norma ISO 3591-1977. As
provas foram realizadas por um conjunto de dezoito provadores semi-treinados,
maioritariamente do sexo masculino e com uma média de idades de trinta anos,

tentando reproduzir ao maximo as condi¢des descritas pelas normas ISO 8586.1-1993
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e NP ISO 8586-1-2001, utilizando o vocabulério e os termos referenciados pela norma
ISO 5492-1992.

As amostras utilizadas na andlise sensorial foram seleccionadas a partir do numero
inicial de 21 amostras de vinagre estudadas ao longo deste trabalho, tendo em conta a
maior concentracdo de compostos fendlicos totais e o maior poder antioxidante total.
Dada a heterogeneidade das amostras foi efectuado um agrupamento tendo em conta
a origem principal da matéria-prima: vinho ou frutos. Assim, foram efectuados dois
grupos distintos: um grupo com sete amostras de vinagres de vinho tinto e outro com
oito amostras de vinagres de frutas.

A todas as amostras de vinagres seleccionadas foram efectuadas dois tipos de testes
sensoriais: provas discriminativas (prova de ordenac&o) e provas descritivas (perfil
sensorial).

As provas discriminativas foram realizadas com o objectivo de ordenacéo das diversas
amostras de cada grupo no que diz respeito a preferéncia dos atributos por parte do
painel de provadores ao nivel da cor, do aroma e do sabor. Estas provas foram
efectuadas com o principal intuito de efectuar uma pré-seleccdo de amostras para a
andlise descritiva.

Como resultado da pré-seleccdo, foram seleccionadas quatro amostras de vinagre,
duas de vinagres de vinho tinto e duas de vinagres de frutas. Estas quatro amostras
foram objecto de uma analise sensorial descritiva com a finalidade de tracar o perfil

sensorial de cada uma.

4.5.1. Provas discriminativas - prova de ordenacao

As provas discriminativas foram efectuadas seguindo a metodologia descrita pela
norma ISO 8587-1988. Para tal, apresentou-se ao grupo de provadores semi-treinados,
um conjunto de sete amostras de vinagres de vinho tinto e oito amostras de vinagres
de frutas, ordenadas aleatoriamente, sendo solicitado que as ordenassem, novamente,
de forma crescente de preferéncia de acordo com o atributo em questao (cor, aroma,
sabor). As amostras de cada conjunto, foram apresentadas simultaneamente de uma
s6 vez a cada provador em dias separados, tendo sido diluidas com agua mineral na
proporcdo de 1:20 (v:v), com a excep¢do das que se destinaram a prova referente ao

atributo cor, que foram apresentadas no seu estado inicial.
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Os provadores comecaram por ordenar as amostras de cada grupo segundo uma
classificacdo proviséria e em seguida verificar a ordenacdo e proceder as alteracdes
necessarias. Foram ainda informados que mesmo em caso de duas ou mais amostras
tivessem preferéncias iguais, quanto ao atributo em questdo, deveriam ordenar as
amostras, no entanto e caso ndo as conseguissem ordenar, deveriam indicar quais as
amostras que consideraram idénticas na folha de respostas elaborada para o efeito e
gue se encontra no ANEXO 3.

ApoOs a obtencdo dos resultados de todos os provadores e para cada grupo de
amostras analisadas, foi efectuada uma analise estatistica utilizado para tal o teste de
Friedman segundo a metodologia descrita pela Norma ISO 8587-1988, para testar se
as amostras seriam ou nado diferentes entre si. Assim, foi efectuado o teste
considerando Hp - hipotese nula (ndo héa diferencas entre duas ou mais amostras) e Hj -
hipotese alternativa (ha diferencas entre as amostras), tendo sido considerado um nivel
de significancia de 95 %. Para tal, foi calculado o valor de Friedman (Fr), utilizando a

seguinte férmula:

FR = 12 Zk:RZ 3N(k +1
_Nk(k+1)_lf ( )
]=

Na qual:

Fr=valor de Friedman,;
N=numero de provadores;
k= numero de amostras;

R;=representa a soma das ordens para a amostra j (1, 2, ..., k).

O valor de Fr calculado, foi entdo comparado com os valores criticos apresentados no
ANEXO 4. Quando o valor de Fr seja superior ao valor tabelado, para um dado niumero
de amostras, provadores e nivel de significAncia previamente estabelecido, devera ser
concluido que existe uma diferenca global entre as amostras.

Nos casos em que estatisticamente foi demonstrado, que existia uma diferenca
significativa entre as amostras foi necessario saber quais as amostras que
apresentavam essa diferenca, calculando a diferenca minima significativa (DMS) entre

elas. Assim, considerando quaisquer duas amostra i e j e as suas somas de ordem R; e
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R;, podemos, segundo a Norma ISO 8587-1988 dizer que, para um nivel de

significancia de 5%, as amostras s&o significativamente diferentes se:

N x k x (k + 1)
|R; — R;| = 1.96 -

Na qual:

IR; — R;| = DMS;

N = nimero de provadores;

k = nimero de amostras;

R; = representa a soma das ordens para a amostrai (1, 2, ..., k);
R; = representa a soma das ordens para a amostra j (1, 2, ..., k).

A utilizacdo combinada do teste de Friedman e da DMS (para mais de um par de

amostras) é indicadora da ordenacéao hierarquica das amostras.

4.5.2. Provas descritivas — perfil sensorial

As provas descritivas foram efectuadas segundo a metodologia descrita pela norma
ISO 4121-1987.

Para o estabelecimento do perfil sensorial das amostras selecionadas (4 amostras) foi
necessario efectuar uma diluicdo prévia (1:20; v:v) de cada amostra. Para cada atributo
analisado (ao nivel do aspecto visual, aroma, sabor e apreciacdo global) foi utilizada
uma escala semi-estruturada de 10 cm, ordenada de forma crescente de intensidade
(ANEXO 3).

A lista dos descritores, foi elaborada adaptando alguns dos descritores referenciados
por Tesfaye et al. (2009). Assim foram seleccionados doze descritores distribuidos por

quatro grupos como se apresenta na Tabela 17.

Para cada atributo, o resultado atribuido por cada provador foi efectuado por medi¢éo
exacta do valor assinalado na respectiva escala e calculada a média para cada atributo
dos valores das respectivas medi¢cdes para todos os provadores. Foi ainda calculado o
coeficiente de variacdo (CV) para avaliar a exactiddo dos resultados assim como o

desvio padréo para avaliar a precisdo dos mesmos.
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Tabela 17. Atributos, seleccionados para a analise sensorial descritiva, das amostras de

vinagre.
Grupo do descritor Descritor
Cor
A to Visual -
specto Visual Limpidez

Acido acético
Floral
Aroma Frutado
Vinho
Intensidade do aroma

Acidez
Adstringente
Sabor Intensidade do gosto
Persisténcia do gosto
Apreciacao final Apreciacao final

O perfil sensorial de cada vinagre foi representado através de grafico de radar,
tradicionalmente usado para o efeito, segundo Hollowood et al. (2009), utilizando para
tal os valores médios das medicdes para cada atributo. Cada atributo foi representado
nas extremidades dos eixos. No cento encontra-se o valor minimo (zero) de
intensidade para os atributos sendo o incremento da mesma do centro para a periferia

dos eixos, num dos quais esta representada a respectiva escala.

4.6. Analise estatistica dos resultados

Todas as analises foram realizadas em triplicado e o resultado final expresso em valor
médio (x desvio padrdo), com a excepcdo das analises efectuadas para a
caracterizacao fisico-quimica genérica, as quais foram efectuadas sem sem repeticoes.
O coeficiente variacdo e coeficiente de correlacdo entre os valores da capacidade
antioxidante total e o contetdo da composicdo fendlica total foram estabelecidos pelo
software Microsoft Excel 2007.

Os resultados, obtidos das analises fisico-quimicas gerais a todos os vinagres
estudados, foram submetidos a anéalise de componentes principais (PCA), que é uma

técnica estatistica de analise multivariada que transforma linearmente um conjunto
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original de varidveis num conjunto substancialmente menor de variaveis nao
correlacionadas que contem a maior parte da informacgéo do conjunto original.

A andlise de componentes principais foi realizada com o intuito de reduzir as variaveis
através de critérios objectivos, possibilitando a construcdo de graficos bidimensionais.
Com a PCA é possivel reescrever as coordenadas das amostras noutro sistema de
eixo mais conveniente para a analise dos dados. Assim, as inUmeras variaveis originais
geram através das suas combinacdes lineares, inUmeros componentes principais,
sendo que a principal caracteristica além, da ortogonalidade, é que sdo obtidos em
ordem decrescente de variancia, ou seja, a componente principal 1 tem maior
informacdo estatistica que a componente principal 2 e assim sucessivamente. Na
analise dos componentes principais € necessario interpretar a distribuicdo dos pontos
no grafico de componentes principais e identificar as variaveis originais com maior peso
na combinacdo linear das componentes principais mais importantes. Para a analise em
PCA foi utilizado o software SPSS verséo 16.0 (SPSS-Statistical Package for the Social
Sciences-SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

Os resultados da andlise sensorial efectuada as 15 amostras de vinagres (7 Vinagres
de vinho tinto e 8 vinagres de frutas) foram avaliados utilizando o teste de Friedman,

segundo a metodologia descrita pela Norma ISO 8587:1988.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdao fisico-quimica geral

Os resultados das determinacfes fisico-quimicas realizadas, para a caracterizacao
genérica dos vinagres estudados, estdo apresentados na Tabela 18. Nesta tabela
apresentam-se, também, os valores médios (VM) e o intervalo de valores () obtidos
para os vinagres de vinho tinto (T), vinagres de vinho branco (B), vinagres de frutos e

cereais (O) e vinagres balsamicos (BS).

Tabela 18. Caracterizacao fisico-quimica geral, dos vinagres objecto de estudo.

Acidez total Acidez Acidez Acidez Extrato .
. . . Cinzas
Vinagre  declarada * total fixa volatil seco (9/L) pH
(%) (%) (%) (%) (%)
VT1 7.0 7.56 0.11 7.45 1.68 2.73 3.1
VT2 7.0 7.68 0.19 7.49 2.11 2.66 3.0
VT3 6.5 6.51 0.17 6.34 1.68 2.40 2.9
VT4 7.0 7.5 0.19 7.31 1.68 2.72 2.9
VT5 6.0 6.42 0.11 6.31 1.35 2.37 3.1
VT6 6.0 6.51 0.14 6.37 2.01 2.38 3.0
VT7 7.0 7.59 0.16 7.43 2.11 2.98 3.1
VM1 6.0 6.75 0.87 5.88 23.41 1.73 3.4
VM2 ND 3.90 1.28 2.62 66.92 1.07 3.1
VB1 6.0 6.69 0.58 6.11 2.02 1.92 2.9
VB2 ND 6.45 0.19 6.26 1.44 2.04 2.9
VB3 7.0 7.56 0.17 7.39 1.72 2.33 3.0
VC1 5.0 5.31 0.13 5.18 2.53 1.21 2.9
VF1 5.0 5.52 0.17 5.35 1.42 2.04 3.0
VF2 5.0 5.52 0.14 5.38 1.33 1.48 2.9
VF3 5.0 5.46 0.07 5.39 1.89 2.14 3.2
VF4 5.0 5.46 0.17 5.29 1.82 2.05 3.1
VF5 5.0 5.94 0.23 5.71 2.24 2.18 3.0
VF6 ND 7.17 2.93 4.24 20.07 16.22 3.1
VF7 6.0 6.24 2.09 4.15 23.06 7.78 3.1
VF8 6.0 5.64 1.77 3.87 22.98 14.77 3.1
VM (T) 7.11 0.16 6.96 1.80 2.61 3.0
I(T) 6.40-7.70 0.10-0.20 6.31-7.49 1.35-2.11 2.37-2.98 2.9-3.1
VM (B) 6.93 0.33 6.59 1.73 2.10 2.93
I (B) 6.50-7.60 0.20-0.60 6.11-7.39 1.44-2.02 1.92-2.33 2.9-3.0
VM (O) 5.80 0.86 4.95 8.59 5.54 3.0
I (O) 5.30-7.20 0.10-2.90 3.87-5.71  1.33-23.06 1.21-16.22 2.9-3.2
VM (BS) 5.35 1.10 4.25 45.17 1.40 3.2
1 (BS) 3.90-6.80 0.90-1.30 2.62-5.88 23.41-66.92 1.07-1.73 3.1-34

* valor declarado pelo fabricante; ND valor ndo declarado; VM (T) valores médios para vinagres tintos; | (T) intervalo
para vinagres tintos; VM (B) valores médios para os vinagres brancos; | (B) intervalo para vinagres brancos; VM (O)
valores médios para vinagres de frutos e cereais; | (O) intervalo para vinagres de frutos e cereais; VM (BS) valores
médios para vinagres balsamicos; | (BS) intervalo para vinagres balsamicos. Valores de acidez expressos em
percentagem de acido acético.
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Em geral, os valores obtidos para os diferentes parametros fisico-quimicos gerais
encontram-se de acordo com o estipulado na legislagéo portuguesa (Decreto — Lei n.°
174/2007) e no Codex Alimentarius (codex stan 162-1987), sendo ainda semelhantes
aos descritos por Rizzon e Miele (1998), para vinagres comerciais.

O valor médio obtido para a acidez total para vinagres de vinho tinto foi de 7.11 %, para
vinagres de vinho branco de 6.93 % e para dos vinagres de frutas foi de 5.80 %. Estes
valores estdo de acordo com os determinados anteriormente por Pinsirodom et al.
(2008). No entanto, os valores obtidos para a acidez total da generalidade dos vinagres
de vinho encontram-se acima dos obtidos por Rizzon e Miele (1998), que obtiveram
valores entre 4.34 — 4.79 % para vinagres de vinho tinto e branco.

E ainda de referir que os valores obtidos experimentalmente para a acidez total foram
ligeiramente superiores aos valores referenciados pelos fabricantes nos respectivos
rotulos das embalagens.

Relativamente a acidez volatil e & acidez fixa, os valores obtidos foram ligeiramente
superiores aos determinados por Rizzon e Miele (1998), que obtiveram valores entre
4.20 e 4. 62 % e entre 0.10 a 0.23 %, respectivamente, para a acidez volatil e acidez
fixa em vinagres de vinho tinto e branco.

Como se pode observar pela Figura 27, a acidez total dos vinagres apresentou uma
correlagcdo com a acidez volatil, sendo o seu coeficiente de correlacéo linear de 0.64.
Assim, confirma-se que o acido acético € o componente que mais contribui para a

acidez total.

6 R?=0,640

Acidez volatil (%)
SN

3 4 5 6 7 8
Acidez total (%)

Figura 27. Correlacéo linear obtida entre os valores de acidez total e de acidez volatil para
todos os vinagres analisados.
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Os valores obtidos para o pH dos vinagres objecto de estudo, variam entre 2.9 a 3.4, o
que esta na mesma linha dos resultados obtidos por outros autores para diversos tipos
de vinagres comerciais (White, 1971; Rizzon e Miele, 1998; Pinsirodom et al., 2008).

O extracto seco total dum vinagre representa o material mineral e organico de um
vinagre. Assim, neste ambito o vinagre balsamico VM2 apresentou o valor mais
elevado de extracto seco (66.92 %) entre todos vinagres analisados. Os valores meédios
de extracto seco total, dos vinagres de vinho tinto (1,80 %) e dos de vinho branco (1,73

%), estdo de acordo com os valores obtidos anteriormente por Rizzon e Miele (1998).

Em geral, os valores de cinzas obtidos em todos o0s vinagres objecto de estudo, estédo
de acordo com os obtidos anteriormente por Rizzon e Miele (1998), que obtiveram
valores entre 1.23 a 1.70 g/L para vinagres de vinho tinto e entre 1.36 e 1.64 g/L para
vinagres de vinho branco.

As cinzas do vinagre sao consideradas como sendo o residuo mineral da amostra.
Assim, verifica-se que os vinagres VM1, VM2, VF6, VF7 e VF8 apresentaram um
elevado conteddo de extracto seco e pequena quantidade de cinzas, demonstrando
que a sua composi¢cdo é rica em compostos organicos, mas baixa em elementos

minerais.

5.2. Avaliacéo geral da fraccéo fendlica

5.2.1. Determinacédo da cor e das coordenadas cromaticas

Os resultados obtidos para a determinacdo directa das absorvancias dos vinagres a

420, 520 e 620 nm encontram-se apresentados na Tabela 19.

Pela andlise da Tabela 19, é possivel constatar que no geral foram os vinagres de
vinho tinto, em especial os vinagres balsamicos, os que evidenciaram valores mais
elevados de absorvancia nos comprimentos de onda considerados, seguindo-se 0s

vinagres de frutas e por ultimo os vinagres de vinho branco.
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Tabela 19. Valores das absorvancias, para os varios comprimentos de onda considerados
(420, 520 e 620 nm), nos vinagres estudados.

Absorvancias

Vinagres
420 nm 520 nm 620 nm
VT1? 1.613 1.020 0.260
VT2? 1.383 0.900 0.240
VT3? 1.483 0.840 0.200
VT4? 1.670 0.950 0.190
VT52 0.157 1.447 0.340
VT6? 0.129 1.280 0.230
VT7? 0.156 1.060 0.270
VM1*© 33.408 15.400 5.775
VM2*© 36.200 18.200 10.383
VvB1° 0.302 ND ND
VB2° 0.176 ND ND
vB3° 0.322 ND ND
vC1® 0.216 ND ND
VF1P 0.159 ND ND
VF2P 0.152 ND ND
VE3® 0.593 ND ND
VF4P 0.233 ND ND
VF5° 0.643 ND ND
VF6”© 11.500 9.783 7.250
VE7"¢ 8.458 7.617 6.858
V= 4.742 4.583 3.375
VM (T) 0.942+0.75 1.071+0.22 0.247+0.05
1 (T) 0.129-1.670 0.840-1.447 0.190-0.340
VM (O) 0.645+0.69 ND ND
1 (O) 0.152-2.300 ND ND

2 células de 1 mm de percurso 6ptico; ° células de 10 mm de percurso éptico; © Absorvancias multiplicadas
por factor de diluigdo; ND Valores ndo Determinados; VM (T) valores médios para vinagres tintos; | (T)
intervalo para vinagres tintos; VM (O) valores médios para outros vinagres; | (O) intervalo para outros
vinagres.

Os valores das absorvancias medidas a 420 nm para os vinagres de vinho tinto
variaram entre 0.129 a 1.670, tendo sido ligeiramente superiores aos obtidos por
Rizzon e Miele (1998) em vinagres de vinho tinto (0.370 a 0.580). Num estudo
realizado sobre vinagres comerciais portugueses, Gongalves et al. (2010) obtiveram um
valor médio de 1.02 para a absorvancia a 420 nm em vinagres de vinho tinto. Os
valores obtidos para os restantes vinagres variaram entre 0.152 e 2.300, tendo sido o
valor médio de 0.645. Rizzon e Miele (1998) descreveram para vinagres de vinho
branco valores de absorvancia a 420 nm entre 0.620 e 1.650 com um valor médio de
1.140, enquanto que para vinagres néo tintos Gongalves et al. (2010) obtiveram valores

de absorvancia a 420 nm entre 0.02 e 0.68.
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Os valores de absorvancia determinados a 520 nm para vinagres de vinho tinto
variaram entre 0.840 e 1.447 com um valor médio de 1.071 tendo estes sido superiores
aos determinados por Rizzon e Miele (1998) também em vinagres de vinho tinto, que
obtiveram valores entre 0.360 e 0.600 e um valor médio de 0.480. De salientar ainda,
que os valores obtidos para os vinagres objecto de estudo foram também superiores
aos valores obtidos por Goncalves et al. (2010) para vinagres tintos (média de 0.75).
Assim, podemos considerar a existéncia de uma grande dispersdo de valores que
podemos encontrar na bibliografia. Esta grande variabilidade esta relacionada com
diversos factores, tais como: o tipo de matéria-prima utilizada (homeadamente as
caracteristicas dos vinhos utilizados ao nivel do seu conteudo fendlico) e ainda o tipo
de tecnologia empregue e as especificacdes consideradas por cada fabricante.

Os resultados obtidos para a determinacdo da intensidade e da tonalidade da cor e
ainda das coordenadas crométicas dos vinagres estudados, encontram-se

apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Valores da cor e das coordenadas cromaticas dos vinagres estudados.

COR
Vinagres

Intensidade Tonalidade L* a* b* c* h*
VT1 2.89 1.58 49.25 41.28 49.69 42.87 82.72
VT2 2.52 1.54 53.57 38.07 33.72 39.67 78.87
VT3 2.52 1.77 55.87 36.38 45.34 38.00 98.61
VT4 2.81 1.76 51.73 39.43 57.77 41.03 97.93
VT5 3.36 1.09 36.54 51.39 27.96 52.93 39.88
VT6 2.80 1.01 41.06 47.65 9.37 49.20 33.20
VT7 2.89 1.47 47.89 42.31 43.46 43.89 73.50
VM1 54.58 2.17 58.23 401.70 2104.80 408.65 667.18
VM2 64.78 1.88 23.52 511.95 2791.43 518.35 543.30
VB1 ND ND ND ND ND ND ND
VB2 ND ND ND ND ND ND ND
VB3 ND ND ND ND ND ND ND
VC1 ND ND ND ND ND ND ND
VF1 ND ND ND ND ND ND ND
VF2 ND ND ND ND ND ND ND
VF3 ND ND ND ND ND ND ND
VF4 ND ND ND ND ND ND ND
VF5 ND ND ND ND ND ND ND
VF6 28.53 1.18 127.87 308.32 366.38 315.75 238.20
VF7 22.93 1.12 176.02 264.00 179.29 271.66 215.45
VF8 12.70 1.03 264.75 192.64 -33.24 200.65 177.43

ND Valores ndo determinados. a* Coordenada colorimétrica (verde - vermelho); b* Coordenada colorimétrica
(amarelo - azul); C* Cromaticidade; L* Luminosidade; h* Tom.
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Os valores obtidos para a tonalidade da cor dos vinagres tintos, 1.01 a 1.77 com um
valor médio de 1.46 sdo superiores aos obtidos por Rizzon e Miele (1998) que
obtiveram valores de 0.912 a 1.085 com uma média de 0.998. Esta diferenca de

N

valores podera dever-se possivelmente a utilizacdo de diferentes matérias-primas e

processos tecnoldgicos empregues na fabricacado dos respectivos vinagres.

A partir dos dados das coordenadas cromaticas apresentados na Tabela 20, foi
efectuada uma representacdo grafica a trés dimensdes dos parametros L*, a* e b*

como se observa na Figura 28.
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Figura 28. Representacdo gréfica da distribuicdo dos vinagres no espago tridimensional das
coordenadas cromaticas.

59



VINAGRES COMERCIALIZADOS EM PORTUGAL: AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E DA COMPOSIGAO FENOLICA

A coordenada L* representa a luminosidade, a coordenada a* representa a
componente de cor verde/vermelha e a coordenada b* representa a componente de cor
azul / amarela.

Como se pode verificar na Figura 28, a maior parte dos vinagres (VT1, VT2, VT3, VT4,
VT5, VT6, VT7 e VF6) formaram um grupo com caracteristicas idénticas, apresentando
um valor de L* baixo, sendo portanto escuras e com 0s parametros a* e b* idénticos e
positivos apresentando respectivamente caracteristicas ligeiramente vermelhas e
amarelas. Por outro lado, as coordenadas das amostras VM1 e VM2, indicam uma cor
mais escura e uma tonalidade amarela bastante acentuada. A amostra VF8 (vinagre de
fruta) apresentou valores negativos relativamente ao parametro b* sendo portanto a

Gnica amostra que apresentou caracteristicas de cor azul.

5.2.2. Determinacao da composicao fendlica

Os valores obtidos nas andlises efectuadas para a determinacdo dos compostos
fendlicos totais, compostos fendlicos flavondides, compostos fendlicos néo flavonodides

e antocianinas totais, encontram-se apresentados na Tabela 21.

Os teores médios de compostos fendlicos totais quantificados nos vinagres balsamicos
(3081.3 GAE mg/L), foram bastante superiores aos valores médios obtidos nos
vinagres de vinho tinto (896.7 GAE mg/L), que por sua vez foram, ainda, superiores aos
dos restantes vinagres (296.0 GAE mg/L), o que esta de acordo com os resultados
obtidos por varios autores (Verzelloni et al., 2010; Pinsirodom et al. 2008). No entanto,
os valores obtidos para os vinagres balsamicos (VM1 e VM2) encontraram-se acima
dos valores maximos determinados por Davalos et al. (2005), também para 0 mesmo
tipo de vinagres, enquanto que, os teores de compostos fendlicos totais para os

restantes vinagres foram semelhantes aos descritos pelos mesmos autores.

De salientar ainda que conteddo em compostos fendlicos totais obtidos para os
vinagres de vinho tinto, foram superiores ao encontrado para vinagres de vinho tinto
portugueses por Gongalves et al. (2010) e semelhante ao reportado por Davalos et al.
(2005), para vinagres espanhais (306 a 867 GAE mg/L).
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Tabela 21. Valores médios da composicao fendlica dos vinagres estudados, provenientes do
mercado portugués.

Compostos Fendlicos Totais

Comp. Fenolicos Comp. Fendlicos Antocianinas

Vinagres Flavonoides Né&o Flavondides Totais
Folin-Ciocalteau IPT
(mg/L)* (mg/L)* (mg/L)* (mg/L)°

VT1 888.9+13.5 19.6+1.2 669.4+5.0 219.560.02 19.82+3.11
VT2 718.745.1 18.6+0.2 650.5+1.8 68.19+0.01 15.29+0.78
VT3 845.1+17.6 17.1+0.1 533.8+1.2 311.28+0.02 15.360.71
VT4 985.8+9.0 20.3+0.3 657.7+1.8 328.12+0.01 19.98+1.67
VT5 1059.7+16.9 19.7+0.2 745.4+2.7 314.27+0.02 27.38+1.36
VT6 926.8+0.7 19.4+0.1 762.1+1.2 164.75+0.00 30.08+1.59
VT7 851.6+22.1 20.0+0.7 674.3+3.9 177.31+0.03 18.84+1.33
VM1 3503.0+316.6 175.7+4.2 3421.9+176.4 81.12+0.12 193.02+15.76
VM2 2659.6+242.3 287.3+4.0 2522.8+172.1 136.81+0.13 37.33+3.75
VB1 231.7+0.9 6.0+0.1 ND ND ND
VB2 241.6+1.2 6.0+0.1 ND ND ND
VB3 177.4+4.2 8.2+0.1 ND ND ND
VC1 153.9+1.3 9.4+0.1 ND ND ND
VF1 159.4+3.5 5.2+0.1 ND ND ND
VF2 146.7+2.6 3.6+0.1 ND ND ND
VF3 352.2+4.0 9.4+0.3 ND ND ND
VF4 276.2+2.6 7.5+0.0 ND ND ND
VF5 185.7+1.6 11.8+0.6 ND ND ND
VF6 455.5+31.6 46.0+2.5 ND ND ND
VF7 848.6+81.6 40.2+0.7 ND ND ND
VF8 323.5+18.1 28.9+2.7 ND ND ND

VM (T) 896.7+109.4 19.3+1.1 670.5+74.4 226.2497.1 21.045.7
1 (T) 718.7-1059.7 17.1-20.3 533.8-762.1 68.2-328.1 15.3-30.1

VM (BS) 3081.3+596.4  231.5+78.9 2972.3+635.8 109.0+39.4 115.2+110.1
| (BS) 2659.6-3503.0  175.7-287.3  2522.7-3421.9 81.1-136.8 37.3-193.0

VM (O) 296.0+197.6 15.2+14.6 ND ND ND
I (O) 146.7-848.6 3.6-46.0 ND ND ND

+ desvio padrao de trés réplicas; ND valores ndo determinados; VM (T) valores médios para vinagres tintos; | (T)
intervalo para vinagres tintos; VM (BS) valores médios para vinagres balsamicos; | (BS) intervalo para vinagres
balsamicos; VM (O) valores médios para vinagres de vinho branco, frutas e cereais; | (O) intervalo para vinagres de
vinho branco, frutas e cereais. ? valores expressos em equivalentes de &acido géalico (GAE). > valores expressos em
equivalentes de malvidina-3-glucosido (MVE).

Entre os vinagres de vinho tinto, os vinagres estagiados em barricas de carvalho (VT1,
VT2 e VT4) apresentaram valores em compostos fendlicos totais semelhantes aos
restantes vinagres de vinho tinto, demonstrando assim, que os diferentes processos de
envelhecimento, ndo influenciaram de forma marcante a sua composicao fendlica total.
Estudos efectuados por Alonso et al. (2004), referem que o vinho de base utilizado para

a elaboracao do vinagre € um factor determinante no conteido em compostos fendlicos
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presentes nos vinagres de vinho, quando comparado com o envelhecimento de
vinagres de vinho em contacto com madeira de carvalho.

O teor de polifendis totais dos vinagres depende do estado de maturacdo das uvas na
data de colheita, da variedade dos frutos utilizados, das técnicas de producdo de
mostos e das condi¢des de envelhecimento e de conservacéo. Frutos com quantidades
mais elevadas de compostos fendlicos ddo origem a vinagres com maior contetudo
fendlico (Davalos et al., 2005). Por exemplo, vinagres obtidos a partir de uvas tintas
possuem o teor de compostos fendlicos superior ao encontrado em vinagres de laranja.
Os restantes vinagres (fruta, cereais e vinho branco) apresentaram valores de fenois
totais que variaram entre 146.7 e 848.6 GAE mg/L. No entanto, os vinagres de frutas
VF6, VF7 e VF8 apresentaram valores de fendis totais (323.5 a 848.6 GAE mg/L)
superiores a generalidade dos outros vinagres de frutas, possivelmente por terem sido

elaborados a partir de polpa de futas mantendo assim o aspecto viscoso.

Relativamente a composi¢cdo em compostos fendlicos flavondides e na mesma linha do
que tinha ocorrido para os teores em compostos fendlicos totais, os vinagres
balsdmicos apresentaram valores médios bastante superiores (2972.3 GAE mg/L),
relativamente aos dos vinagres de vinho tinto (670.5 mg/L). A mesma tendéncia foi
verificada por Verzelloni et al. (2007) que obteve valores cerca de trés vezes superiores
para vinagres balsamicos relativamente a vinagres de vinho tinto. Os valores, em
compostos fendlicos flavondides, obtidos para a generalidade dos vinagres

encontraram-se acima dos valores maximos obtidos por Gongalves et al. (2010).

Os valores médios obtidos para os compostos fendlicos ndo flavonoides dos vinagres
de vinho tinto (226.2 GAE mg/L) mostram que estes apresentaram teores mais
elevados, cerca do dobro, dos teores em fendis ndo flavonodides quantificados nos
vinagres balsamicos (109.0 GAE mg/L).

Para os vinagres de vinagres de vinho branco, de frutas e de cereais ndo foram
determinados os valores dos teores em compostos fendlicos flavondides, compostos
fendlicos nao flavondides e antocianinas, pois nestes os teores nos referidos
componentes € muito reduzido, como também refere a bibliografia (Verzelloni et al.,
2007; Gongalves et al., 2010).
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Os resultados obtidos na determinacdo das antocianinas totais dos vinagres de vinho
tinto (21.0 MVE mg/L) foram bastante inferiores aos determinados para os vinagres
balsdmicos (115.2 MVE mg/L). E ainda de salientar que os valores médios
determinados para as antocianinas totais dos vinagres de vinho tinto estagiados e
envelhecidos em madeira (VT1, VT2, VT4 e VT7) apresentaram valores inferiores aos
do vinagre de vinho tinto ndo estagiado e envelhecido (VT6). Estudos efectuados por
Alonso et al. (2004), referem a influéncia do envelhecimento de vinagres de vinho em
contacto com a madeira de carvalho, tendo concluido que é o tipo de vinho de base
utilizado, o factor determinante no conteddo em compostos fendlicos presentes nos
vinagres de vinho.

Por outro lado, segundo Jorddo et al. (2008) existem vérias reac¢cées que ocorrem
entre os compostos fendlicos do vinho e os compostos fendlicos extractaveis da
madeira de carvalho. Assim, estes autores verificaram utilizando solu¢des modelo, de
vinho, que na presenca de extractos de madeira de carvalho a malvidina-3-glucésido
(antocianina mais abundante nos vinhos tintos) apresentou um decréscimo mais
acentuado ao longo do tempo, comparativamente ao verificado em solu¢cdes modelo de
vinho, contendo malvidina-3-glucésido, sem os referidos extractos de madeira.

Tais resultados, podem contribuir para explicar os valores obtidos para os teores de
antocianinas totais nos vinagres de vinho tinto, com e sem estagio em barricas de

madeira de carvalho.

A tendéncia verificada para os diversos vinagres, ao nivel da composicédo fendlica, esta
de acordo com resultados anteriormente publicados por Verzelloni et al. (2007), que
também obtiveram valores mais elevados em fenois totais e fendis flavonoides nos
vinagres balsamicos, comparativamente a outros vinagres de vinho tinto.

Os vinagres balsamicos apresentaram 0s maiores valores para 0S parametros
analisados relativamente a sua composicao fendlica, podendo este facto ser devido a
natureza de vinagre balsamico, pois este € produzido a partir de um processo lento de
acetificacdo de mostos de uvas concentrados, com alto teor de acucar e 0 seu
processamento e envelhecimento ser efectuado em barricas de madeira e como tal
permitir uma transferéncia de compostos fendlicos da madeira para os vinagres (Plessi
et al., 2006).
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A andlise da Tabela 22, na qual estd apresentada a correlagdo linear para a
determinacdo de compostos fendlicos totais pelos métodos Folin-Ciocalteau e do indice
de polifendis totais (IPT), permite verificar que existe uma correlacao positiva entre os

valores obtidos pelos dois métodos utilizados.

Tabela 22. Correlagdo linear entre os teores compostos fendlicos totais dos vinagres,
guantificados pelo método Folin-Ciocalteu e pelo método IPT.

Vinagres R2
Todos 0.7351
Vinho Branco/Cereais/Frutas 0.6258
Vinho Tinto/Balsamicos 0.7595

R?, Coeficiente de correlacao linear.

O teor em compostos fendlicos totais, determinado pelo método Folin-Ciocalteau e pelo
IPT, foi ainda correlacionado com a intensidade da cor dos vinagres estudados (Figura
29). Os resultados mostraram uma correlagédo mais forte da intensidade da cor com o
IPT (0.883) comparativamente ao método Folin-Ciocalteau (0.633). Esta diferenca
resulta do facto de serem utilizados diferentes comprimentos de onda para os dois
métodos. Num comprimento de onda maior a absor¢do da radiacao é efectuada por um
grande numero de compostos fendlicos, enquanto que para um comprimento de onda
mais baixo, apenas as antocianinas absorvem radiacdo, sendo portanto estas as
principais as principais responsaveis pela coloracdo dos vinhos e vinagres tintos
(Zamora-Marin, 2003).
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Figura 29. Correlagéo linear estabelecida entre a intensidade da cor e os teores em compostos
fendlicos totais, quantificados por dois métodos (Folin-Ciocalteau e IPT).

64



VINAGRES COMERCIALIZADOS EM PORTUGAL: AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E DA COMPOSIGAO FENOLICA

5.2.3. Fraccionamento dos compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos dos vinagres comerciais de vinho tinto foram fraccionados por
extracdo em fase sélida (SPE), em coluna Cig, dando origem a 3 fraccdes. A fraccdo 1
(F1) foi maioritariamente constituida por &cidos fendlicos, a fraccdo 2 (F2)
maioritariamente constituida por proantocianidinas monoméricas e oligoméricas e a
fraccdo 3 (F3) maioritariamente composta por proantocianidinas poliméricas,

antocianinas e outros compostos poliméricos.

A taxa de recuperacdo dos compostos fendlicos totais relativamente a composicéo
inicial dos vinagres ap0s a sua passagem em coluna SPE Cgg, foi calculada pela razao
entre a soma dos compostos fendlicos de cada uma das fraccdes e 0s compostos
fendlicos inicialmente quantificados nos vinagres, expressa em percentagem (Tabela
23).

Tabela 23. Taxa de recuperagdo dos compostos fenolicos totais apos fracionamento em coluna

SPE Cis.
Vinagres Taxa Recuperacdo de Compostos Fendlicos (%)
VT1 90
VT2 94
VT3 83
VT4 80
VT5 80
VT6 99
VT7 96

Como se pode verificar através dos dados apresentados na Tabela 23, foi possivel
obter uma elevada taxa de recuperacdo dos compostos fendlicos das fraccdes dos
vinagres estudados, relativamente ao seu conteudo inicial, tendo sido obtida uma taxa
compreendida entre 80 para os vinagres VT4 e VT5 e 99 % para o vinagre VT6, sendo
a média de recuperacgéo de 89 %.

Os valores em compostos fendlicos totais, quantificados em cada uma das fraccgoes,
encontram-se apresentados na Tabela 24. Nesta tabela, € também possivel verificar a
contribuicdo, em percentagem, de cada frac¢do, para o total de compostos fendlicos

totais recuperados apos o fraccionamento em coluna SPE Cis.
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Tabela 24. Teores médios, em compostos fendlicos totais, quantificados nas 3 frac¢des obtidas
dos vinagres e sua contribuicdo para a composicao fendlica total dos vinagres.

_ ) Compostos Fendélicos Totais Taxa Contribuig&o
Vinagre Fraccéo

Folin-Ciocalteau (mg/L)? (%)

F1 145.0+5.6 18

VT1 F2 57.3£1.6 7
F3 597.6+31.0 75

F1 154.4+3.5 23

VT2 F2 46.7+2.4 7
F3 472.4+12 .4 70

F1 178.0+1.0 25

VT3 F2 39.7+1.7 6
F3 486.1+20.7 69

F1 224.4+6.6 29

VT4 F2 39.9+2.6 5
F3 522.8+11.4 66

F1 231.5+2.9 27

VT5 F2 43.6+0.8 5
F3 569.6+31.2 68

F1 193.7+0.3 21

VT6 F2 61.9+0.9 7
F3 667.5+1.4 72

F1 163.1+1.2 20

VT7 F2 53.0£2.9 6
F3 604.1+17.6 74

+ desvio padréo de trés réplicas; ® valores expressos em equivalentes de acido gélico (GAE).

A maior parte dos compostos fendlicos obtidos apos o fraccionamento em coluna foram
recolhidos na fraccdo F3 (66 a 75 %). A fraccdo F1 foi a segunda que mais contribuiu
para a composicao fendlica total dos vinagres, representando entre 18 a 29 % da
composicao fendlica total dos vinagres. Na fraccdo F2 obteve-se entre 5 e 7 % dos
compostos fendlicos recolhidos apds a passagem por coluna Cig. Assim, tendo por
base estes resultados podemos considerar que para 0s vinagres de vinho tinto
comerciais estudados, os compostos fendlicos presentes sdo maioritariamente
proantocianidinas poliméricas, antocianinas e outros compostos poliméricos. Por outro
lado, os compostos fenolicos presentes na forma de mondomeros e oligbmeros

representam um valor quase que residual.
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Estes resultados apresentam uma tendéncia semelhante ao descrito por Sun et al.
(2006) num estudo sobre o fraccionamento de compostos fendélicos de vinhos tintos.
Assim, estes autores obtiveram maiores valores para a fraccdo F3, seguida da fraccéo

F1 e por ultimo a que menos contribui para a composicao fendlica total foi a fraccéo F2.

5.2.4. Determinacao das antocianinas por HPLC

Considerando que de acordo com os resultados obtidos na avaliacdo das varias
fraccbes fendlicas, as antocianinas estavam incluidas na fracgdo fendlica mais
representativa (fraccdo F3), procedeu-se a sua avaliacdo individual em termos
qualitativos e quantitativos.

A identificacdo e quantificacdo das antocianinas individuais, presentes nos vinagres, foi
efectuada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Na Figura 30, encontra-se representado, a titulo de exemplo, o perfil cromatogréfico
obtido por HPLC-UV/Vis para uma amostra de vinagre de vinho tinto (VT6), na qual
estdo representados os picos cromatograficos referéntes as diferentes antocianinas
identificadas, considerando a intensidade das suas absorvancias e 0s respectivos

tempos de retencéo.
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Figura 30. Perfil cromatografico obtido a 520 nm, de um vinagre de vinho tinto (VT6).

(1) Delfinidina-3-glucosido; (2) Petunidina-3-glucésido; (3) Peonidina-3-glucosido;
(4) Malvidina-3-glucésido; (5) Delfinidina-3-(6-O-acetilglucosido);

(6) Cianidina-3-(6-O-acetilglucésido); (7) Peonidina-3-(6-O-acetilglucosido);

(8) Peonidina-3-(6-O-p-cumarilglucosido).
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Na Tabela 25 encontram-se apresentados os tempos de retencdo de cada uma das

antocianinas, bem como a sua designagao, para um vinagre de vinho tinto (VT6).

Tabela 25. Antocianinas identificadas no vinagre VT6 e respectivos tempos de retencgéo.

Tempo Retencao (min) Antocianina Abreviatura
20.22 Delfinidina-3-glucosido Df3glc
34.88 Petunidina-3-glucosido Pt3gcl
41.27 Peonidina-3-glucésido Pn3gcl
44.81 Malvidina-3-glucésido Mv3glc
50.44 Delfinidina-3-(6-O-acetilglucésido) Df3acglc
55.70 Cianidina-3-(6-O-acetilglucésido) Cy3acglc
65.34 Peonidina-3-(6-O-acetilglucdsido) Pn3acglc
81.19 Peonidina-3-(6-O-p-cumarilglucésido) Peo3cumGilc

Na Tabela 26, estdo apresentados os teores médios (ug/L) das diferentes antocianinas
individuais presentes nos vinagres analisados. Os resultados obtidos estdo expressos

em equivalentes de malvidina-3-glucdsido por litro de vinagre.

Tabela 26. Teores médios das diferentes antocianinas individuais quantificados nos vinagres
de vinho tinto comerciais estudados.

o Vinagres
Antocianinas
VT1 VT2 VT3 VT4 VT5 VT6 VT7
Df3glc ni ni ni + ni 98.6+0.0 ni
Pt3gcl ni ni 10.5+4.8 11.2+4.7 ni 134.9+11.8 9.6+0.0
Pn3gcl ni 9.4+0.1 41.2+4.0 63.9+2.1 33.3t14.0 237.7+22.0 ni
Mv3glc 10.2+0.2 14.0+5.1 119.0+9.9 144.6+12.7 35.6+21.6 1233.9+45.5 22.5+5.0
Df3acglc 81.5+1.2 121.9+2.0 ni 22.740.0 470.1+317.8 730.6+15.9 106.1+0.0
Cy3acglc 5.6+0.0 7.1+2.8 ni ni 43.0+21.0 47.6+4.3 12.3+4.9
Pn3acglc 19.4+0.3 18.7t4.4 ni 9.1+0.0 107.7£74.1 125.0+8.1 23.3+0.0
Mv3acglc ni ni ni 7.9+0.0 14.5+0.0 ni ni
Peo3cumGIlc  7.8+0.5 6.3+2.9 ni ni 27.3+12.3 71.6+8.5 7.6+2.6
Malv3cumGlc 84.9+4.6 61.8+0.9 4.0+0.0 ni 89.4+33.6 107.9+8.0 121.8+2.8
Total 209.3+6.9 239.1+18.1 174.8+18.7 259.5+19.5 820.7+494.4 2787.8+124.1 303.0+23.4

+ Desvio padrdo de 3 injeccdes; Valores expressos pg /L equivalentes de malvidina-3-glucosido (MvE); ni, ndo
identificado.

Através da analise dos valores da Tabela 26, verifica-se que o vinagre VT6 foi o que
apresentou maior teor em antocianinas individuais identificadas (2787.8 ug/L). Este
resultado, estd de acordo com o valor em antocianinas totais anteriormente
apresentado, pois o vinagre VT6 foi o que evidenciou também maior concentracdo em

antocianinas totais.
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Na generalidade dos vinagres estudados, a malvidina-3-glucésido e a delfinidina-3-(6-
O-acetilglucésido) foram as antocianinas identificadas presentes em maior
concentracdo (10.2 a 1233.9 ug/L e 22.7 a 730.6 ug/L respectivamente).

E ainda de salientar, que os resultados obtidos se encontram de acordo com os valores
obtidos por Andlauer et al. (2000) quando estudou o conteido de compostos fendlicos
em vinhos tintos e brancos, em comparacdo com os perfis fenolicos nos vinagres

correspondentes.

5.2.5. Determinacéao de acidos fendlicos por HPLC

A identificacdo e quantificacdo dos acidos fendlicos contidos na fraccdo F1, obtida pelo
fraccionamento dos compostos fendlicos utilizando colunas Cig, dos vinagres de vinho
tinto estudados, foi efectuada por HPLC-UV/Vis, a 280 nm. A partir deste resultado, foi
possivel estimar a quantidade de acidos fendlicos presentes em cada vinagre de vinho
tinto estudado.

Na Figura 31, encontra-se representado o perfil cromatografico obtido por HPLC, a 280
nm, para a fraccdo F1 do vinagre de vinho tinto VT5 e na qual estdo identificados

alguns dos &cidos fendlicos presentes.
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Figura 31. Perfil cromatogréfico exemplificativo, obtido a 280 nm, da frac¢do F1 que continha
os acidos fendlicos presentes no vinagre VT5.

(1) &cido protocatético; (2) acido clorogénico; (3) acido cafeico; (4) acido siringico;

(5) &cido cumarico; (6) acido hidroxicinamico.
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Na Tabela 27, apresentam-se os tempos de retengéo dos acidos fendlicos identificados
na fraccdo F1 do vinagre de vinho tinto VT5. Os &cidos siringico e protocatético
pertencem a classe dos acidos benzbicos e os acidos cumarico, cafeico, clorogénico e

hidroxicinamico, pertencem a classe dos acidos cinamicos.

Tabela 27. Compostos identificados, da fraccdo F1 do vinagre VT7 que continha os &cidos
fendlicos e os respectivos tempos de retencéo.

Tempo Reteng&o (min) Acido Fendlico
11.01 Acido protocatético
22.89 Acido clorogénico
24.93 Acido cafeico
28.79 Acido siringico
33.49 Acido cumarico
34.78 Acido hidroxicinamico

Na Tabela 28, estdo apresentados os teores dos diferentes acidos fendlicos
identificados, a partir das areas dos respectivos picos cromatograficos obtidos por
HPLC utilizando uma recta de calibracdo obtida com padrées de acido cafeico. Para
efeitos de célculo dos teores de acidos fendlicos dos vinagres estudados, admitiu-se
gue todos os acidos fendlicos de cada vinagre tiveram a mesma taxa de recuperacao

dos compostos fendlicos totais (Tabela 23).

Tabela 28. Teores dos diferentes acidos fendlicos quantificados nos vinagres de vinho tinto
comerciais estudados.

Vinagres

Acido Fendlico
VT1 VT3 VT4 VT5 VT6 VT7
Acido clorogénico 1.47 ni ni 1.52 1.13 1.47
Acido cafeico 1.79 1.87 2.56 5.0 4.65 2.94
Acido siringico 5.14 5.33 7.88 3.96 3.61 5.07
Acido cumarico 2.77 0.45 0.75 4.44 2.14 3.35
Acido protocatético ni 1.39 1.57 0.78 1.46 1.81
Acido hidroxicinamico ni ni ni 0.66 ni 0.36
Total 11.17 9.05 12.76 16.36 12.99 14.99

Valores expressos em mg de equivalentes de acido cafeico / L de vinagre; (ni), ndo identificado;
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Através da analise dos valores da Tabela 28, verifica-se que o vinagre VT5 foi o que
apresentou maior teor de acidos fenolicos (16.36 mg/L), seguido do vinagre VT7 (14.9
mg/L).

Na generalidade dos vinagres estudados, o acido siringico foi o &cido fendlico
identificado presente em maior concentracao (entre 3.61 e 7.88 mg/L), seguindo-se o
acido cafeico (entre 1.79 e 5.0 mg/L) e do acido cumaérico (entre 0.45 e 4.44 mg/L).

5.3. Determinacao da actividade antioxidante total

A actividade antioxidante dos vinagres estudados foi determinada recorrendo-se a dois
métodos: 0 método do DPPH’ e o método do ABTS™. Os resultados obtidos na
determinacao da actividade antioxidante total dos vinagres de vinho tinto e balsamicos

encontram-se representados na Figura 32.
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Figura 32. Actividade antioxidante total antioxidante dos vinagres de vinho tinto e balsédmicos
comerciais, determinada pelos métodos DPPH e ABTS.

O vinagre balsamico tradicional (VM1) foi o que apresentou o valor mais elevado de
actividade antioxidante, independentemente do método utilizado, 5.12 mM pelo método
DPPH e 11.62 mM pelo método ABTS. Por outro lado, o vinagre balsamico VM2

apresenta valores semelhantes aos restantes vinagres de vinho tinto estudados. Os
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vinagres de vinho tinto apresentaram uma actividade antioxidante total muito
semelhante entre si, variando os valores entre 1.44 a 1.90 mM TEAC, com uma média
de 1.66 mM TEAC para o método DPPH e entre 2.58 a 4.19 mM TEAC, com uma
meédia de 3.45 mM TEAC para o método ABTS.

Esta tendéncia estd de acordo com os resultados apresentados por Verzelloni et al.
(2007), que compararam os valores da actividade antioxidante de vinagres de vinho

tinto e vinagres balsamicos, pelo método do ABTS.

Na Figura 33, apresenta-se o0s valores da actividade antioxidante dos vinagres de vinho
branco, de frutas e de cereais estudados.
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Figura 33. Actividade antioxidante total dos vinagres de vinho branco, de frutas e de cereais
estudados determinada pelos métodos DPPH e ABTS.

Pela andlise da Figura 33, é possivel verificar que ocorreu uma grande variabilidade de
resultados relativamente a actividade antioxidante total quantificada nos vinagres de
vinho branco, de frutas e de cereais estudados. Os valores obtidos foram
independentes dos dois métodos utilizados.

O vinagre de fruta VF7, foi o que apresentou um valor médio de actividade antioxidante
total mais elevado (0.98 mM TEAC e 2.17 mM TEAC, respectivamente pelo método
DPPH e ABTS), seguindo-se ainda outros vinagres de fruta (VF3 e VF4). O vinagre de
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arroz (VC1) foi o que apresentou actividade antioxidante total mais baixa (0.05 mM
TEAC e 0.31 mM TEAC, respectivamente pelo método DPPH e ABTS).

Pode ainda verificar-se por comparacao dos resultados da Figura 32 e da Figura 33
gue os vinagres de vinho tinto apresentaram uma actividade antioxidante total bastante
superior aos restantes vinagres, apresentando valores cerca de duas vezes superiores,

com a excepcéao dos vinagres balsadmicos que apresentam valores muito superiores.

Goncalves et al. (2010) num estudo realizado com vinagres comerciais portugueses,
obtiveram também valores superiores de actividade antioxidante determinada pelos
métodos DPPH e ABTS para vinagres balsamicos (9.33 e 8.72 mM TEAC, pelo método
DPPH e ABTS, respectivamente), relativamente aos vinagres de vinho tinto e valores
inferiores para vinagres de vinho branco, frutas e cereais. Resultados semelhantes
foram também obtidos por Verzelloni et al. (2007), que compararam o0s valores da
actividade antioxidante de diversos vinagres de vinho tinto, entre 0os quais vinagres
Balsamicos. O método do ABTS deu origem a valores absolutos superiores aos obtidos
pelo método DPPH.

Na Tabela 29, encontram-se apresentados os valores da correlacdo linear da
actividade antioxidante entre os métodos DPPH e ABTS para 0s vinagres comerciais

estudados.

Tabela 29. Correlacgéo linear entre os dois métodos (DPPH e ABTS) utilizados na avaliacdo da
actividade antioxidante total dos vinagres comerciais estudados.

Vinagres R2
Todos 0.987
Vinho Branco/Cereais/Frutas 0.898
Vinho Tinto/Balsamicos 0.988

RZ, Coeficiente de correlacéo linear.

Os valores de correlacédo obtidos mostram que, ocorreu uma correlacéo elevada entre
os dois métodos utilizados, 0 que esta de acordo com o descrito por Gongalves et al.
(2010).

Xu et al. (2004), consideraram que existiu uma relagdo directa entre os valores da

absorvancia dos vinagres a 420 nm, com a sua actividade antioxidante total, o que
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também se verifica neste estudo, pois o0s vinagres com valores de absorvancia
maiores, para este comprimento de onda (Tabela 19), foram também os que
apresentam um teor mais elevado de compostos fendlicos totais e uma maior
actividade antioxidante total. De um modo geral, as amostras de vinagre com cores
mais escuras tenderam a apresentar também maior teor em compostos fendlicos totais

(independentemente do método utilizado).

Os resultados obtidos na determinacédo da actividade antioxidante total dos vinagres,
apresentaram a mesma tendéncia evidenciada na composi¢éo fendlica apresentada na
Tabela 21. Assim, os vinagres com maiores valores em compostos fendlicos totais,
foram no geral os que evidenciaram valores mais elevados de actividade antioxidante.
Pinsirodom et al. (2008), num estudo realizado em vinagres comerciais também

constataram a mesma tendéncia.

Na Tabela 30 esta apresentada a correlagéo linear, entre a actividade antioxidante dos
vinagres, pelos métodos do DPPH’ e do ABTS™ e os teores em compostos fendlicos

totais dos vinagres obtidos pelos métodos Folin-Ciocalteau e IPT.

Tabela 30. Correlacdo linear entre a actividade antioxidante total e os teores em compostos
fendlicos totais dos vinagres comerciais estudados.

Vinagres Métodos R2

Todos DPPH Vs Folin-Ciocalteau 0.796

Todos ABTS Vs Folin-Ciocalteau 0.821

Vinho Branco/Cereais/Frutas DPPH Vs Folin-Ciocalteau 0.770
Vinho Branco/Cereais/Frutas ABTS Vs Folin-Ciocalteau 0.598
Vinho Tinto/Balsamicos DPPH Vs Folin-Ciocalteau 0.643
Vinho Tinto/Balsamicos ABTS Vs Folin-Ciocalteau 0.696
Todos DPPH Vs IPT 0.288

Todos ABTS Vs IPT 0.321

Vinho Branco/Cereais/Frutas DPPH Vs IPT 0.168
Vinho Branco/Cereais/Frutas ABTS Vs IPT 0.082
Vinho Tinto/Balsamicos DPPH Vs IPT 0.169
Vinho Tinto/Balsamicos ABTS Vs IPT 0.213

R?, Coeficiente de correlagédo linear.
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Como se pode observar a partir da Tabela 30, existiu uma correlacéo elevada entre a
actividade antioxidante total dos vinagres e a sua composicdo fendlica total,
determinada pelo método Folin-Ciocalteu. No entanto, no caso da determinacdo dos
compostos fendlicos totais pelo indice de polifendis totais (IPT) os valores das
correlagdes obtidas foram muito baixos.

A correlagdo elevada entre actividade antioxidante total e o teor em compostos
fendlicos totais também foi verificada por outros autores (Sun et al., 2002; Chinnici et
al., 2004) que encontraram uma correlacéo elevada entre a actividade antioxidante e o
indice de polifenois totais em frutas e sumos, matérias-primas estas utilizadas na
producdo de vinagres. Alonso et al. (2004), obtiveram correlacbes elevadas entre a
actividade antioxidante e a composicédo fendlica total em vinagres de vinho. Resultados
similares foram ainda obtidos em vinagres comerciais por outros autores (Pinsirodom et
al., 2008; Goncalves et al., 2010).

O facto dos valores dos coeficientes de correlacdo embora em alguns casos sejam
elevados, ndo o sdo na totalidade, o que podera ficar a dever-se de acordo com
Davalos et al. (2005), ao facto da fermentacéo acética conduzir a um decréscimo dos
teores em compostos fendlicos com elevado potencial antioxidante e/ou conduzir a
formagdo de novos compostos fendlicos com valores mais reduzidos de actividade
antioxidante relativamente aos inicialmente presentes por exemplo nos vinhos

utilizados na elaboracédo dos vinagres.

5.3.1. Determinacéo da actividade antioxidante das trés fraccdes
fendlicas

Na Figura 34, encontram-se apresentados os resultados da actividade antioxidante
total, das frac¢des fendlicas obtidas nos diversos vinagres de vinho tinto (F1, F2 e F3).

Os resultados da determinacdo da actividade antioxidante das diferentes fraccfes
fendlicas mostram que a fraccao F3 foi a fraccdo com maior capacidade antioxidante,
com valores entre 0.93 a 1.26 TEAC mM com média de 1.11 mM TEAC para o método
DPPH e entre 1.29 a 2.72 mM TEAC com média de 1.80 mM TEAC para o método
ABTS, seguida da fraccdo F1 com valores entre 0.25 a 0.49 mM TEAC com média de
0.37 mM TEAC para o método DPPH e entre 0.49 a 0.96 mM TEAC com média de 0.77
mM TEAC para o método ABTS. A fraccdo F2 foi a que apresentou menor actividade
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antioxidante, com valores entre 0.03 a 0.11 mM TEAC com média de 0.06 mM TEAC
para o método DPPH e entre 0.10 a 0.25 mM TEAC com média de 0.15 mM TEAC
para o méetodo ABTS. A mesma tendéncia foi verificada por Sun et al. (2006) num

estudo sobre o fraccionamento de compostos fendlicos em vinhos tintos.
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Figura 34. Actividade antioxidante total das frac¢bes fendlicas dos compostos fendlicos dos
vinagres de vinho tinto, obtida pelos métodos DPPH e ABTS.

Os valores da taxa de contribuicdo de cada uma das fraccbes para a actividade

antioxidante encontram-se apresentados na Tabela 31.

A actividade antioxidante da fraccéo F3 foi a que maior contribuicdo apresentou para a
actividade antioxidante dos vinagres, variando entre 69 a 77% para o método DPPH e
60 a 73% para o méetodo ABTS. A fraccdo F1 foi a que em segundo lugar mais
contribuiu para a actividade antioxidante dos vinagres com valores de 18 a 28%, para o
método DPPH e 21 a 35 % para o método ABTS.
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Tabela 31. Taxa de contribuicdo (%) das 3 fraccbes fendlicas dos vinagres de vinho tinto para
a actividade antioxidante total dos vinagres

Taxa Contribuicéo (%)

Vinagres Fraccao
DPPH ABTS
F1 18 21
VT1 F2 5 7
F3 77 73
F1 26 35
VT2 F2 4 5
F3 70 60
F1 25 34
VT3 F2 2 4
F3 73 61
F1 28 34
VT4 F2 2 4
F3 70 61
F1 28 29
VT5 F2 3 4
F3 69 66
F1 22 24
VT6 F2 6 6
F3 72 69
F1 22 25
VT7 F2 4 6
F3 74 69

Estes resultados estdo na mesma linha dos valores apresentados para as diferentes
fraccdes ao nivel da composicao fendlica (Tabela 24), visto que também foi a fraccéo
F3 a que apresentou maior teor em compostos fendlicos totais e como tal foi a que
apresentou valores de actividade antioxidante mais elevados.

Por outro lado, é ainda possivel constatar com estes resultados que sdo as
proantocianidinas poliméricas, as antocianinas e os compostos poliméricos (fraccéo F3)
agueles que mais contribuem para a actividade antioxidante total dos vinagres de

vinhos tintos.

Como se pode verificar através da andlise da Tabela 32, a taxa de recuperacdo da
actividade antioxidante das frac¢des fendlicas dos vinagres compreendeu em média
93% (intervalo entre 83 e 98%) para o método DPPH e 79% (intervalo entre 67 e 94%)
para o método ABTS da actividade antioxidante total obtida nos vinagres de vinho tinto.
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De salientar ainda que para todos os vinagres de vinho tinto estudados verificou-se que
a percentagem de recuperacdo da actividade antioxidante foi maior no caso da
utilizacdo do método do DPPH.

Tabela 32. Taxa de recuperacdo da actividade antioxidante total resultante da soma das
fraccdes F1, F2 e F3 relativamente a actividade antioxidante total quantificada nos
vinagres de vinho tinto.

Taxa Recuperagdo (%)

Vinagres
DPPH ABTS
VT1 83 70
VT2 91 84
VT3 98 76
VT4 89 67
VT5 91 75
VT6 98 94
VT7 98 85

5.4. Analise dos componentes principais (PCA)

A andlise em componentes principais foi obtida a partir de um modelo com 75,7 % de

variancia total explicada das variaveis iniciais.

Na Figura 35, encontra-se representado graficamente a projeccéo das variaveis iniciais

sobre as componentes principais extraidas (PC 1 e PC 2).

As variaveis iniciais com maior peso para a componente principal 1 (PC 1) s&o:
compostos fendlicos totais, extracto seco, pH e actividade antioxidante, enquanto que a
acidez volatil, acidez total e a actividade antioxidante sdo as variaveis com maior peso
para a componente principal 2 (PC 2). Constata-se ainda que a actividade antioxidante

€ uma variavel que vai influenciar as duas componentes principais.

78



VINAGRES COMERCIALIZADOS EM PORTUGAL: AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E DA COMPOSIGAO FENOLICA

1,0
Acidez_\olatil
e
Actividade_Antioxidante_DPPH
Acidez_Tatal Actividade_Antioxidante_ABTS
0,57
Compostos_Fendlicol_FOLIM
~e
pH
<]
[ ]
O 0,07 | Compostos_Fendlico_IPT)|
o e
Extrato_Seco
(o
0,51
gnzas Acidez_Fixa
e"'
1,0
T T T T T
1,0 05 0,0 05 1,0
PC1

Figura 35. Relacéo entre a componente principal 1 (PC 1) e a componente principal 2 (PC 2),
para as variaveis estudadas nos diversos vinagres comerciais estudados.

Na Figura 36, encontra-se representada graficamente a projeccdo sobre as
componentes principais 1 e 2 (PC 1 e PC 2) dos vinagres analisados.
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Figura 36. Relacéo entre a componente principal 1 (PC 1) e a componente principal 2 (PC 2),
para as amostras dos vinagres comerciais estudados.
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Pela observacédo da Figura 36, constata-se um certo agrupamento de alguns vinagres
em cinco grupos, correspondentes a trés grupos com Varios vinagres e dois grupos
com um soO vinagre cada (vinagres balsamicos VM1 e VM2). Os vinagres de vinho tinto
formam o grupo 1 em que estes apresentam valores negativos para PC1 e valores
positivos para PC2. O grupo 2, constituido pelos vinagres de vinho branco, de frutos e
de cereais (VB1, VF1, VF2, VF3, VC1, VF4, VB2, VB3, VF5) apresentou valores
negativos para PC1 e valores préximos do zero para PC2. Os vinagres VF6, VF7 e VF8
formam um grupo (grupo 3) com PC1l positivo e PC2 negativo. Os dois vinagres
balsamicos VM1, VM2, que ndo se enquadram em nenhum dos grupos descritos
formam o quarto e quinto grupo, respectivamente. Assim, o grupo 4 apresenta valores
altos e positivos para PC1 e PC2 e o grupo 5 apresenta valores altos e positivos para

PCL1 e valores negativos para PC2

Na Tabela 33, estdo apresentados os valores médios, os desvios padrdao e 0s
coeficientes de variacdo para as variaveis estudadas referentes aos trés grupos de

vinagres formados na analise de componentes principais

Tabela 33. Valores médios, para as variaveis estudadas dos trés grupos de vinagres formados
a partir da andlise de componentes principais.

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Acidez total® 7.1+0.59(8) 6.0+0.76(13) 6.4+0.77(12)
Acidez fixa® 0.2+0.03(22) 0.2+0.15(71) 2.3+0.60(26)
Acidez volatil® 7.0+0.58(8) 5.8+0.71(12) 4.1+0.19(5)
Extracto seco® 1.802+0.29(16) 1.8+0.40(22) 22.0£1.70(8)
Cinzas” 2.605+0.23(9) 1.9+0.36(19) 12.9+4.51(35)
pH 3.014+0.09(3) 3.0+0.11(4) 3.1+0.00(0)
Actividade antioxidante (DPPH)® 1.7+0.17(10) 0.2+0.14(59) 0.4+0.48(109)
Actividade antioxidante (ABTS)° 3.5+0.52(15) 0.7+0.44(60) 1.0£1.01(99)
Compostos. Fendlicos (Folin)* 896.7+109.42(12)  213.9+68.27(32) 542.5+273.16(50)
Compostos. Fendlicos (IPT) 19.3+1.09(6) 7.5+2.52(34) 38.4+8.66(23)

+ desvio padréo (coeficiente de variacdo); ® valores em %:; ° valores em g/L; ¢ valores em TEAC mMIL; ® valores em
GAE mg/L.
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Pela observacdo da Tabela 33, constata-se que os vinagres constituintes do grupo 1
apresentam valores médios maiores para as variaveis: acidez total (7.1 %), acidez
volatil (7.0 %), actividade antioxidante (DPPH: 1.7 TEAC mM/L; ABTS: 3.5 TEAC
mM/L), compostos fendlicos totais (Folin-Ciocalteau: 896. 7 GAE mg/L). Os vinagres
pertencentes ao grupo 3 apresentam valores maiores para as variaveis: acidez fixa (2.3
%), extracto seco total (22.0 %), cinzas (12.9 g/L), pH (3,1), compostos fendlicos totais
(38.4 indice IPT). Assim, confirma-se mais uma vez que embora exista uma correlacéo
positiva entre a actividade antioxidante dos vinagres e a sua composicao fendlica total
(DPPH' Vs Folin-Ciocalteau: R? = 0,796; ABTS Vs Folin-Ciocalteau: R?= 0,821), a
actividade antioxidante dos vinagres possa ser influenciada por outros factores para

além da sua composicéao fendlica.

5.5. Analise sensorial

5.5.1. Andlise sensorial discriminativa

Para a analise sensorial discriminativa dos vinagres de frutas o painel de provadores foi
inicialmente constituido por 18 provadores semi-treinados em relacdo ao atributo cor.
Tendo sido 17 provadores para a avaliacdo dos atributos aroma e sabor. Contudo, e
devido a falta de comparéncia de alguns dos provadores, a andlise sensorial
discriminativa dos vinagres de vinho tinto (atributos cor, aroma e sabor) o painel foi

constituido apenas por 14 provadores.

Foram utilizadas, para a analise sensorial discriminativa, fichas de provas (ANEXO 3) e
os resultados foram analisados e representados resumidamente (ANEXO 5 e ANEXO
6).

Na Tabela 34, estdo apresentados os valores calculados para as somas das ordens
dos vinagres de frutas e de vinho tinto, respectivamente, relativos aos atributos cor,

aroma e sabor, cujos valores referentes a cada provador se encontram no ANEXO 7.
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Tabela 34. Valores das somas das ordens para os vinagres de frutas e de vinho tinto,
relativamente aos atributos cor, aroma e sabor.

Atributo
Vinagres

Cor Aroma Sabor
VF1 92.5 77.5 55.5
VF2 95.5 74.5 73.5
VF3 101.5 68.0 82.0
VF4 108.5 65.0 67.5
VF5 106.0 92.0 87.0
VF6 51.0 99.0 101.5
VF7 38.0 70.5 68.5
VF8 55.0 65.5 76.5
VT1 39.0 67.0 58.5
VT2 39.0 52.0 53.0
VT3 44.0 45.0 58.5
VT4 67.0 64.0 52.5
VT5 69.0 62.0 41.0
VT6 80.0 48.0 55.0
VT7 54.0 54.0 73.5

Os valores de Friedman (Fr) calculados para os vinagres, relativamente aos atributos
cor, sabor e aroma, encontram-se apresentados na Tabela 35, bem como os valores
criticos (x2), obtidos para os graus de liberdade correspondentes ao numero de

amostras analisadas simultaneamente.

Tabela 35. Valores de Friedman calculados para cada grupo de vinagres e valores criticos (¥ 2)

tabelados.
Vinagres tintos* Vinagres de Frutas®
Atributo Valores de Friedman Valores criticos Valores de Friedman  Valores criticos
(Fn) (x2) (Fn) (x2)
Cor 24.37* 12.59 51.56* 14.07
Sabor 8.66 12.59 13.34 14.07
Aroma 6.52 12.59 10.91 14.07

! sete amostras; 2 oito amostras; * amostras significativamente diferentes (p<0,05).

Para o parametro cor, as amostras de vinagres do grupo de vinho tinto, assim como as
do grupo de vinagres de frutas apresentam diferencas significativas entre duas ou mais

amostras, considerando uma probabilidade de 95% (p<0.05) de confiang¢a, pois o valor
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de Friedman calculado para cada grupo foi superior ao do valor tabelado (x2). Contudo,
guanto aos restantes parametros avaliados (aroma e sabor) e para cada grupo, as
amostras apresentaram semelhancas entre si.

Relativamente ao atributo cor, cujas amostras de vinagres de vinho tinto e de frutas
apresentaram diferencas significativas entre si, foi calculado a diferenca minima de
significancia (DMS), com um grau de confianca de 95% (p<0.05), para averiguar a
igualdade/diferenca entre as amostras de vingares de cada grupo, cujos resultados se
encontram apresentados no ANEXO 8.

Nos vinagres de vinho tinto verificou-se a formacdo de 3 grupos distintos, podendo ser

representados da seguinte forma:

VT1® VT22 VvT3* VT4® vT5%® VvT6? VT72

Nesta representacédo, todas as amostras com o mesmo codigo (a, b ou c) sdo nao
distinguiveis e as amostras com cédigos diferentes sdo distinguiveis.

Os resultados mostraram que as amostras VT1, VT2, VT3 e VT7 sao semelhantes
entre si, assim como as amostras VT4 e VT5.

Nos vinagres de frutas verificou-se a formacdo de 2 grupos distintos, podendo ser

representados da seguinte forma:

VF1® VF22 VF3® VF4%® VF5% VF6° VF7° VF8P

Os resultados mostram que as amostras VF1, VF2, VF3, VF4 e VF5 sédo semelhantes
entre si assim como as amostras VF6, VF7 e VF8.

Na Figura 37, estdo representados graficamente os valores em percentagem (%), das
somas relativas das ordens para as amostras, relativamente aos atributos cor, aroma e
sabor. Como se pode constatar, através dos resultados obtidos, verificou-se uma
grande dispersdo dos resultados ndo se podendo afirmar concretamente qual, ou
quais, os vinagres aos quais foi atribuido uma maior classificagcao relativamente a todos
os atributos considerados por parte dos provadores. Apenas se pode separadamente e
para cada atributo realcar o vinagre mais apreciado pelo grupo de provadores em

causa.
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Figura 37. Somas relativas das ordens para as amostras de vinagre estudadas relativamente
aos atributos, cor, sabor e aroma.

5.5.2. Andlise sensorial descritiva

Os resultados obtidos (média, desvio padrdo, coeficiente de variacdo) na andlise
sensorial descritiva, dos quatro vinagres seleccionados para estudo (VT5, VT6, VF3 e

VF6), encontram-se apresentados na Tabela 36.

O coeficiente de variagdo (CV) permite avaliar a consisténcia do painel de provadores,
representando o nivel de concordancia para cada amostra. Genericamente, o valor do
CV considera-se de bom, ou razoavel, quando compreendido entre 20-30% (Hollowood
et al., 2009). Como se pode observar na Tabela 36, os valores do CV, para a
generalidade dos atributos, sdo bastante elevados, demonstrando pouca concordancia
dos provadores relativamente aos atributos em causa. Esta situagéo deve-se ao facto
de a prova de vinagres ser bastante dificil de se realizar devido ao seu elevado teor de
acido acético que ao nivel do aroma e sabor pode “mascarar” e saturar determinados
atributos. Esta constatacado também foi verificada por Tesfaye et al. (2009) nhum estudo

realizado com vinagres de vinho Xerés tinto.
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Tabela 36. Resultados obtidos na analise sensorial descritiva dos vinagres seleccionados.

Parametros
VTS5 VT6 VF3 VF6

Visual
Cor 4.3+2.6(60) 3.9+£2.4(62) 3.9+2.8(71) 3.5+2.1(60)
Limpidez 7.2£1.9(26) 7.5+£2.1(28) 7.7£2.2(28) 1.1+0.7(66)

Aroma
Ac. Acético 4.7+2.6(56) 4.5+2.6(56) 6.0+£2.6(44) 1.8+1.4(80)
Floral 3.6+£1.9(54) 2.6+1.7(64) 3.54+2.3(66) 3.242.7(84)
Frutos 2.9+1.6(54) 2.6+1.3(49) 2.7£1.9(71) 5.6+2.9(51)
Vinho 3.0£2.3(74) 3.94+2.2(55) 3.442.9(85) 0.840.6(73)
Intensidade 5.6+2.1(38) 5.242.3(45) 4.842.3(47) 5.0+2.5(50)

Sabor
Acidez 5.4+2.1(39) 3.2£1.9(61) 4.142.5(61) 3.04£2.0(67)
Adstringente 3.5+2.3(65) 2.6x1.9(73) 2.0+1.8(89) 1.6+£1.4(85)
Intensidade 5.3+1.8(33) 4.2+2.3(54) 3.8+1.7(44) 4.4+2 .4(56)
Persisténcia 4.8+2.0(41) 3.8+2.2(58) 3.5+2.1(62) 3.9+2.5(65)
Apreciacao final 5.2+1.5(28) 4.9+2.1(42) 3.9+2.2(57) 4.2+2.7(66)

Valores apresentados como: média + desvio padrdo (coeficiente de variagao)

A partir dos valores médios obtidos na andlise sensorial descritiva, e para os atributos
em estudo, foi possivel efectuar a representacao grafica do perfil sensorial dos quatro

vinagres comerciais considerados (Figura 38).

Visual-COR

APRECIACAO FINAL . Visual-LIMPIDEZ

Sabor-PERSISTENCIA

/\ Aroma-AC. ACETICO

Sabor-INTENSIDADE Aroma-FLORAL

Sabor-ADSTINGENTE Aroma-FRUTADO

Sabor-ACIDEZ Aroma-VINHO

Aroma-INTENSIDADE e \[T 5 e \/T 6
VF3  e=—VF6

Figura 38. Perfil sensorial dos vinagres de vinho (VT5 e VT6) e dos vinagres de frutas (VF3 e
VF6) estudados.
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Pela andlise da Figura 38, verificou-se que os vinagres VT5, VT6 e VF3 apresentaram
um perfil sensorial idéntico, enquanto que o vinagre VF6 apresenta um perfil sensorial
bastante diferente dos restantes. Assim, o vinagre VF6 diferiu dos restantes
apresentando um valor médio baixo ao nivel da limpidez (visual) e do aroma a vinho.
Em contrapartida um valor médio bastante elevado ao nivel do aroma frutado. O
vinagre VF6 foi caracterizado como sendo um vinagre nao limpido, com sabor a frutos
e sem aroma a vinho. Enquanto que os restantes vinagres foram caracterizados por ter
um aspecto visual bastante limpido, uma intensidade de aroma e sabor maior e um
aroma a acido acético e acidez acentuado, sendo pouco adstringentes.

Quanto a apreciacao final dos vinagres por parte dos provadores, os vinagres VT5 e

VT6 foram os mais apreciados.
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6.CONCLUSOES GERAIS E PRESPECTIVAS FUTURAS

Com a realizacdo deste trabalho, foi possivel efectuar uma caracterizacdo fisico-
quimica, uma analise do potencial antioxidante, e uma caracterizacdo da composi¢ao

fendlica de vérios vinagres comercializados no mercado portugués.

Os vinagres elaborados a partir de vinho tinto foram os que apresentaram teores em
compostos fendlicos mais elevados, em particular 0s vinagres balsamicos
comparativamente aos restantes vinagres estudados (vinagres de vinho branco, de
frutas e de arroz). Verificou-se por outro lado, uma correlacdo elevada entre a
composicao fendlica e a actividade antioxidante total dos vinagres estudados. No caso
dos vinagres de vinho tinto, a fraccdo fendlica constituida pelas antocianinas,
proantocianidinas poliméricas e outros compostos poliméricos, foi a que mais contribuiu
para a actividade antioxidante total.

Os resultados obtidos na analise sensorial demonstram que os vinagres de vinho tinto
foram os melhores classificados pelos provadores, tendo sido também demonstrada a
dificuldade da execucao da andlise sensorial deste tipo de produto.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o vinagre podera ser uma fonte
importante de compostos fendlicos, com potencial benéfico para a saude humana,

guando associado ao consumo de outros produtos alimentares saudaveis.

A realizacdo deste trabalho, bem como os resultados nele apresentados poderao
contribuir para que o vinagre deixe de ser considerado unicamente como o
aproveitamento de subprodutos agro-industriais e que ndo seja simplesmente
considerado como um produto usado para fins culinarios com o objectivo maior de
satisfacdo sensorial e que possa ser considerado um complemento a alimentacgéo rica
e variada em frutas, legumes e bebidas ricas em compostos fendlicos, contribuindo
assim para o aumento da ingestdo de substancias com propriedades antioxidantes na

dieta alimentar.

Atendendo ao facto da informacgéo disponivel sobre a caracterizagdo dos diferentes
vinagres disponibilizados no mercado nacional ser muito reduzida, varias prespectivas
de estudos poderdo ser realizadas, partindo entre outros aspectos dos resultados ja

obtidos com a realizagcéo do presente trabalho.
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Assim, o aprofundamento desta temética podera assentar, entre outras, nas seguintes
linhas de investigacao:

a) A incidéncia do tipo e das caracteristicas das matérias-primas utilizadas na
elaboracdo dos vinagres sobre as suas diferentes caracteristicas;

b) Estudo da influéncia das diferentes tecnologias de elaboracdo utilizadas nas
caracteristicas fisico-quimicas e em particular na composicdo fendlica dos
vinagres elaborados;

c) Aprofundamento do estudo da composicdo fendlica existente nos diferentes
vinagres e sua comparacao com vinagres provenientes de outras origens;

d) Caracterizacdo de novas matérias-primas com vista a sua utilizacdo na

elaboracao de vinagres e a sua aceitabilidade por parte dos consumidores.
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ANEXO 1. Standard do Codex-Alimentarius para Vinagres (CODEX STAN 162-1987)
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codex alimentarius commission

FOOD AND AGRICULTURE WORLD HEALTH
ORGANIZATION ORGANIZATION
OF THE UNITED NATIONS

JOINT OFFICE: Viale delle Terme di Caracalla 00100 ROME  Tel: 57051 Telex: 625825-625853 FAOI E-mail: Codex@fao.org Facsimile: +39(06)5705.4593

CX 31 CL 2000/18-EURO
June 2000

TO: Codex Contact Points
Interested International Organizations

FROM: Secretary. Joint FAO/WHO Food Standards Programme
FAO. 00100 Rome. Italy

SUBJECT: Proposed Draft Revised Regional Standard for Vinegar

DEADLINE: 30 July 2000

COMMENTS: To: Copy to:
Secretary Dr. Felipe Mittelbrunm Garcia, Comision
Jomt FAO/WHO Food Standards Interministerial para la Ordenacion
Programme — FAO Alimentaria, Ministero de Sanidad y
Viale delle Terme di Caracalla Consumo, Paseo del Prado 18-20, 287071
00100 Rome. Italy Madrid, Spain
Fax: +39 (06) 5705 4593 Fax: +34.1.5961597
E-mail: codex{@fao.org E-mail: fmittelbrunn@msc.es

BACKGROUND

Following the recommendations of the Commission concerning the conversion of regional standards into
world-wide standards, the Committee on Processed Fruits and Vegetables considered the conversion of the
Regional Standard (Furope) for Vinegar at its 19th Session (1998) The Committee agreed that it would not be
appropriate to undertake the conversion of this regional standard as a world-wide one, especially in view of
trade patterns and significant regional differences. It recommended that the standard be referred to the
Coordinating Committee for Europe for consideration of how to align it with the new format of Codex
standards and to update methods of analysis (ALINORM 99/27, para. 72).

The 21* Session of the Coordinating Committee for Europe took note of this recommendation and agreed to
undertake the revision of the standard as new work. This proposal was approved by the 23™ Session of the
Commission (ALINORM 99/37, para. 210, Appendix VIII).

The Proposed Draft Revised Standard for Vinegar, based on the current Standard is hereby circulated for
government comments at Step 3 in the attached Annex. The sections on Hygiene and Food Additives have
been updated to take into account the latest revisions of the Procedural Manual (11" Edition, Food Hygiene,
p.95 ) and the adopted sections of the General Standard on Food Additives.

Governments and international organizations wishing to submit comments should do so in writing to the above
addresses. preferably by e-mail. before 30 July 2000. This deadline should allow the incorporation of the
comments received into a revised version of the Proposed Draft. in order to facilitate discussions in the
Committee.
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PROPOSED DRAFT REVISED REGIONAL STANDARD FOR VINEGAR
(At Step 3 of the Procedure)
CODEX STAN 162-1987

1. SCOPE

This standard applies to products as defined in Section 2 below.

2. DESCRIPTION

2.1 Vinegar is a liquid. fit for human consumption. produced exclusively from suitable products
containing starch and/or sugars by the process of double fermentation. first alcoholic and then acetous.
Vinegar contains acetic acid as specified in Section 3.3. Vinegar may contain optional ingredients in
accordance with Section 3.2.

2.1.1 Wine Vinegar is a vinegar obtained from wine by acetous fermentation and in which the maximum
level for volatile acids in the raw materials may be exceeded.

2.1.2  Fruit (wine) vinegar, Berry (wine) vinegar, cider vinegar are vinegars obtained by acetous
fermentation from wine of fruit. wine of berries or cider. and in which the maximum level for volatile acids
in the raw materials may be exceeded. These vinegars may also be produced from fiuit by the process
defined in Section 2.1.

2.1.3  Spirit vinegar is a vinegar obtained by acetous fermentation from distilled alcohol.

2.1.4  Grain vinegar is a vinegar obtained without intermediate distillation by the process defined in
Section 2.1 from any cereal grain. the starch of which has been converted to sugars by a process other than
solely by the diastase of malted barley.

2.1.5 Malf vinegar is a vinegar obtained without intermediate distillation by the process defined in Section
2.1 from malted barley. with or without the addition of cereal grains, the starch of which has been converted
to sugars solely by the diastase of the malted barley.

2.1.6  Distilled malf vinegar is a vinegar obtained by the distillation of malt vinegar, as defined in Section
2.1.5 above. under reduced pressure. It contains only the volatile constituents of the malt vinegar from
which it is derived.

2.1.7 Whey vinegar is a vinegar obtained without intermediate distillation by the process defined in
Section 2.1 from whey.

2.1.1.8 Honey vinegar is a vinegar obtained without intermediate distillation by the process defined in
Section 2.1 from honey.

3. ESSENTIAL COMPOSITION AND QUALITY CRITERIA

31 RAWMATERIALS
3.1.1 The raw materials for vinegar are:

(1 products of agricultural origin containing starch and/or sugars including but not limited to:
fruit. berries, cereal grains. malted barley. whey. honey:

(i) wine of grapes. fruit or berries. cider:
(ii1) distilled alcohol of agricultural origin: or

(iv) distilled alcohol of silvicultural origin.

[
h
I~

OPTIONAL INGREDIENTS

The following ingredients may be added to vinegar in amounts necessary to impart a distinctive
flavour;

2
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i) plants. in particular herbs, spices and fruit. or their parts or extracts suitable for tflavouring:

i) whey:

(

(

(ii1) fruit juices or their equivalent of concentrated fruit juices:

(iv) sugars as defined in the relevant Codex Standards (Codex Alimentarius. Volume 11);
(

V) honey as defined in the Codex Standard for Honey (CODEX STAN 12-1981, Codex
Alimentarius. Volume 11): and

(vi) food grade salt as defined in the Codex Standard for Food Grade Salt (CODEX STAN 150-
1985, Codex Alimentarius, Volume 1A).

33 COMPOSITION

3.3.1 Total Acid Content

Total Acid

Wine vinegar not less than 60 g/litre (calculated as acetic acid)
and not more than the amount detainable
through the use of biological fermentation

Vinegars other than wind vinegar not less than 50 g/litre (calculated as acetic acid)
and not more than the amount detainable
through the use of biological fermentation

3.3.2 Residual Alcohol Content

Residual Alcohol (v/v)

Wine vinegar not more than 0.5%

Vinegars other than wind vinegar not more than 1%

3.3.3 Soluble Solids

Soluble Solids
(exclusive of added sugars or salt)
Wine vinegar not less than 1.3 g/litre-1% acetic acid
Fruit (wine) vinegar. berry (wine) not less than 2.0 g/litre-1% acetic acid

vinegar and cider vinegar

3.3.4 OTHER QUALITY CHARACTERISTICS

Sum of Copper (Cu) and Zinc (Zn)' 10 mg/kg
Iron (Fe) 10 mg/'kg
4. FOOD ADDITIVES

Only those additives listed below may be used and only within the limits specified.

No. Name of food additive Maximum Level

Copper. Zinc and Iron have been transferred from the Contaminants Section in conformity with the
recommendations of the Committee on Food Additives and Contaminants.
3
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4.1 ANTIOXIDANT

220 Sulphur dioxide 70 mg/kg
300 L-ascorbic acid 400 mg/kg
4.2 COLOUR

150a  Caramel I - plain GMP
150d  Caramel IV - ammonium sulphite process GMP
150c  Caramel III - ammonia process 1 gkg
4.3 FLAVOUR ENHANCERS (for vinegars other than wine vinegar)
621 Monosodium glutamate 5 glkg
622 Monopotassium glutamate 5 glkg
623 Calcium glutamate 5 glkg

4.4 STABILIZER
1201 Polyninylpyrrolidone 40 mg/kg

4.5 FLAVOURS S

Natural flavours and natural flavouring substances as defined for the purpose of the Codex
Alimentarius (General Requirements for Natural Flavourings. Codex Alimentarius. Volume 1).
4.5 PROCESSING AIDS
4.5.1 Nutrients for Acefobacter (such as yeast extracts and autolysates and amino-acids) and nutrient salts.

452 Clarifying and filtering agents as approved by the Codex Alimentarius Commission and used in
accordance with Good Manufacturing Practice.

5. CONTAMINANTS
Maximum Levels
Arsenic (As) 1 mg/kg
5.2 Lead (Pb) 1 mg/kg
6. HYGIENE
6.1 It is recommended that the products covered by the provisions of this standard be prepared and handled

in accordance with the appropriate sections of the Recommended International Code of Practice - General
Principles of Food Hygiene (CAC/RCP 1-1969. Rev. 3 - 1997). and other relevant Codex texts such as Codes
of Hygienic Practice and Codes of practice. in particular the Code of Hygienic Practice for Egg Products
(CAC/RCP 15- 1976).

6.2 The products should comply with any microbiological criteria established in accordance with the
Principles for the Establishment and Application of Microbiological Criteria for Foods (CAC/GL 21-1997).

7. LABELLING

In addition to the Codex General Standard for the Labelling of Prepackaged Foods (CODEX STAN
1-1985, (Rev. 3-1999), Codex Alimentarius Volume 1 ), the following provisions apply:
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7.1 THE NAME OF THE FOOD

7.1.1 A product manufactured from only one raw material shall be denominated "x vinegar" where "x" is
the name of the raw material used.

7.1.2 A product manufactured from more than one raw material shall be denominated "y vinegar" where
"y" constitutes a complete list of the raw materials used in descending order of proportion.

7.1.3 The content of total acid shall be declared in close proximity to the name of the food by the term
"x%" where "X" is the minimum total acid content in g/100 ml calculated as acetic acid to the nearest whole
number.

7.1.4  Where an ingredient has been added in accordance with sub-sections 3.2 and/or 4.4 which imparts to
the vinegar the distinctive flavour of the ingredient or ingredients. the name shall be accompanied by an
appropriate descriptive term.

7.2 LABELLING OF NON-RETAIL CONTAINERS

Information on Sections 4.1 to 4.8 of the General Standard for the Labelling of Prepackaged Foods
shall be given either on the container or in accompanying documents. except that the name of the food. lot
identification and the name and address of the manufacturer or packer shall appear on the container.
However. lot identification and the name and address of the manufacturer or packer may be replaced by an
identification mark. provided that such a mark is clearly identifiable with the accompanying documents.

8. METHODS OF ANALYSIS AND SAMPLING

Acids, total (expressed as AOAC 930.357 Titrimetry I

CH;COOH)

Alcohol. residual AOAC 942.06 Pycnometry I

Alcohol. residual OIV Method A 2. 1990 Pycnometry 111

Arsenic AOAC 95213 (Codex Colorimetry (diethyldithiocarbamate) IT
general method)

Copper AOAC 971.20 (Codex Atomic absorption spectrophotometry — II
general method)

Iron IFJU Method No 15. 1964  Photometry v

Lead AOAC 97225 (Codex Atomic absorption spectrophotometry  II
general method)

Soluble solids AOAC 930.35C Gravimetry I

Sulphur dioxide AOAC 990.28 (Codex Optimized Monier-Williams method 1T
general method)

Sulphur dioxide OIV Method A 17, 1990 Titrimetry I

Sulphur dioxide AOAC 990.29 (Codex Flow injection analysis 111

general method)

Sulphur dioxide AOAC 990.31 (Codex Ion exclusion chromatography 111
general method)

Zinc AOAC 969.32 (Codex Atomic absorption spectrophotometry  II
general method)
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ANEXO 2. Representacéo gréfica das coordenadas cromaticas de acordo com a CIE -
International Commission on Illumination.
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L* (clarity)

- b* (blue)

-a* (green)

Diagrama de coordenadas colorimétricas de acordo com a CIE - International Commission on lllumination.
(Adaptado de CIETI086).

Espaco de cor, baseado numa representacao cartesiana continua L *, a *, b * sequencial ou trés eixos
ortogonais (Adaptado de ).

Diagrama sequencial e / ou continuo das coordenadas colorimetricas a* e b* e magnitude derivados, tais
como o tom (H *) (Adaptado de CIEJ1986).
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ANEXO 3. Procedimento e fichas de anélise sensorial dos vinagres.
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Avaliacao ao nivel sensorial de vinagres existentes no mercado portugués.

Anédlise sensorial dos vinagres

l. Vinagres analisados:

Codigo Aspecto
do Descrigcao do Vinagres Tipo .p

: visual

vinagre
VT1 Vinagre de vinho Tinto Estagl'ado em barricas Vinho Escuro

de Carvalho Americano
VT2 Vinagre de vinho Tinto Estagllado em barricas Vinho Escuro
de Carvalho Americano
VT3 Vinagre de vinho Tinto Vinho Escuro
VT4 Vinagre de vinho Tinto estagiado em casco Vinho Escuro
de carvalho
VT5 Vinagre de Vinho Tinto Vinho Escuro
VT6 Vinagre de Vinho Tinto Vinho Escuro
VT7 Vinagre de Vinho Tinto Envelhecido Vinho Escuro
VF1 Vinagre de Sidra Branco Gourmet Outro Claro
VF2 Vinagre de Frutas Branco Outro Claro
VF3 Vinagre de Sldré.l B,ra.nco de agricultura OUtro Claro
biolégica

VF4 Vinagre de Sidra Branco Outro Claro
VF5 Vinagre de Figo Outro Claro
VF6 Vinagre de Maracuja Outro Claro
VF7 Vinagre de Goiaba Outro Claro
VF8 Vinagre de Tangerina Outro Claro

Il. Tipo de analises sensoriais efectuadas:

1.Andlise discriminativa — provas de ordenacdo simples de preferéncia: (i) cor; (ii)

aroma,; (iii) sabor

2.Anélise descritiva — perfil sensorial ao nivel:

- Visual: cor e limpidez;

- Aroma: acido acético; floral; frutos; vinho; outros e a intensidade olfactiva

- Sabor: acidez; adstringente, intensidade e persisténcia do gosto

- Apreciagéo final
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Procedimento experimental

|. Codificacao das amostras
1. Agrupar as amostras de acordo com o que se pretende analisar

Parametro N° amostras/caracteristicas
Cor 7 vinho; 8 outros
Aroma 7 vinho; 8 outros
Gosto 7 vinho; 8 outros

2. Atribuir codigos para cada amostra. Os cédigos podem ser 5 numeros ou 2 letra e

2 numeros, mas ndo podem ser sequenciais.

VINAGRES UTILIZADOS NA ANALISE DISCRIMINATIVA RELATIVAMENTE A COR,
SABOR, AROMA

3 CODIGOS
GRUPO DESCRICCAO DO VINAGRE
VINAGRE AMOSTRA | PROVA
Vinagre de vinho Tinto Estagl'ado em barricas VT1L A AO145
de Carvalho Americano
Vinagre de vinho Tinto Estagllado em barricas VT2 B CN220
de Carvalho Americano
A Vinagre de vinho Tinto VT3 C EM340
vinho Vinagre de vinho Tinto estagiado em casco VT4 D GL480
de carvalho
Vinagre de Vinho Tinto VTS5 E IK560
Vinagre de Vinho Tinto VT6 F KJ687
Vinagre de Vinho Tinto Envelhecido VT7 G MI749
Vinagre de Sidra Branco Gourmet VF1 H OH820
Vinagre de Frutas Branco VF2 I QG963
Vinagre de Sldrg B,rarlco de agricultura VE3 ] SFE195
B biolégica
- Vinagre de Sidra Branco VF4 K UE148
Outros Vinagre de Figo VF5 L XD298
Vinagre de Maracuja VF6 M ZC374
Vinagre de Goiaba VF7 N BB463
Vinagre de Tangerina VF8 o DA587
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VINAGRES UTILIZADOS NA ANALISE DESCRITIVA-PERFIL SENSORIAL

y CODIGOS
GRUPO DESCRICCAO DO VINAGRE
VINAGRE | AMOSTRA PROVA
A Vinagre de Vinho Tinto VTS5 E IK560
Vinho Vinagre de Vinho Tinto VT6 F KJ687
B Vinagre de Sidra Branco de agricultura
o VF3 J SF125
- biolégica
Outros ) )
Vinagre de Maracuja VF6 M ZC374

l. Andlise discriminativa - ordenacao

1. Para cada provador apresentar as 7+8 amostras codificadas para cada um dos

parametros a analisar, um copo com agua, bolacha, a respectiva ficha de prova.

lll. Analise descritiva — perfil sensorial

1. Para cada provador apresentar somente uma amostra, um copo com Agua,

bolacha, a respectiva ficha de prova.
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ANALISE SENSORIAL A VINAGRES A

Analise Discriminativa

FICHA DE PROVA

Prova de ordenagéo

Nome: Data [

Observe as 7 amostras de vinagres que tem a sua frente e, de acordo com a sua
preferéncia, ordene-as de uma forma crescente (1-da menos preferida para a 7-mais
preferida) assinalando com X no local desejado da seguinte tabela.

O COR /0O SABOR /0O AROMA
1 2 3 4 5 6 7

() (+)

AMOSTRA
AO145
CN220
EM340
GL480

IK560
KJ687
MI749

Observagoes:

Muito obrigado.
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ANALISE SENSORIAL A VINAGRES

Analise Discriminativa

FICHA DE PROVA

Prova de ordenagéo

Nome: Data [

Observe as 8 amostras de vinagres que tem a sua frente e, de acordo com a sua
preferéncia, ordene-as de uma forma crescente (1-da menos preferida para a 8-mais

preferida) assinalando com X no local desejado da seguinte tabela.

0O COR /0O SABOR /O AROMA
1 2 3 4 5 6 7 8

AMOSTRA
OH820
QG963
SF125
UE148
XD298
ZC374
BB463
DA587

Observagoes:

Muito obrigado.
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ANALISE SENSORIAL A VINAGRES
Andlise Descritiva

FICHA DE PROVA

Nome: Data /

A sua frente tem uma amostra_de vinagre. Avalie-a sensorialmente, e sequencialmente, nos parametros
abaixo indicados, assinalando com uma cruz (X) na respectiva escala o valor mais adequado para cada um
deles, tendo em atencdo os limites considerados.

CODIGO:

VISUAL - +
Cor | |
Limpidez | |

AROMA
Acido acético | |

Floral | |
Frutado I |

Identifique o Fruto :
Vinho |
Qutro :

Intensidade do aroma | |

SABOR
Acidez
Adstringente

Intensidade do gosto

Persisténcia do gosto

APRECIACAO FINAL

Observacgoes:

Muito obrigado
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ANEXO 4. Valores criticos de qui - quadrado (y 2).
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a
10% 5%  2,50% 1%  0,50%
GL (K-1) 01 005 0025 0001 0,005
| 2706 381 5024 10,828 7,879
2| 4605 5991 7,378 13,816 10,597
3| 6251 7,815 9348 16266 12,838
al 7,779 948 11,143 18467 14,860
s| 923 11,070 12,833 20,515 16,750
6| 10645882 14,449 22,458 18,548
71 12,017 14067 16,013 24322 20,278
8| 13362 15507 17,535 26,124 21,955
of 14684 16919 19,023 27,877 23,589
10| 15987 18,307 20,483 29,588 25,188
11| 17,275 19675 21,920 31,264 26,757
12| 18549 21,026 23,337 32,909  28,300|
13| 19812 22362 24736 34528 29,819
14| 21,064 23,685 26119 36123 31,319
15| 22,307 24996 27,488 37,697 32,801
16| 23542 26296 28,845 39,252 34,267
17| 24,769 27,587 30,191 40,790 35,718
18| 25989 28,869 31,526 42,312 37,156
19| 27,204 30144 32,852 43820 38,582
200 28412 31,410 34170 45315 39,997

Tabela gerada utilizando a funcéo INV.CHI do Microsoft© EXCEL 2007.
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ANEXO 5. Resumo das respostas obtidas pelos provadores, na analise sensorial
discriminativa dos vinagres de vinho tinto, representadas segundo a Norma ISO
8587:1988, relativamente aos atributos cor sabor e aroma.
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Resumo das respostas dos provadores na prova de ordenacéo dos vinagres de vinho tinto, relativamente a
atributo: cor,sabor e aroma.

COR
Ordem
Provador 1 2 3 4 5 6 7
1 C A = B D = G E = F
2 B C G A G F D
3 C G E F A B D
4 F A G E D D C
5 B cC = G E A D F
6 B = C A = D G E F
7 A = B G C = D E = F
8 C A = B = D G E F
9 B A E c D F = G
10 A B = D C = E G F
11 C A D B G E F
12 F E G A B D C
13 A B = C = G D E F
14 B A = G C D E = F
A, VT 1;B,VT 2; C,VT 3; D, VT 4; E, VT 5; F, VT 6; G, VT 7; (=), amostras semelhantes.
SABOR
Ordem
Provador 1 > 3 4 5 6 7
1 c = E D B A = F G
2 F D E B = G A C
3 E B A D F C G
4 c = D = E = F = G A B
5 B E D A C = F = G
6 E C F = G A = B D
7 A = G D = F B = C = E
8 C B A = D = F E G
9 C D A = E F = G B
10 B = D A = G C = E = F
11 A B E C D = F G
12 B E F D C A G
13 F E D C A G B
14 E B = F A G C D
A, VT 1;B,VT2;C, VT 3;D, VT 4; E, VT 5; F, VT 6; G, VT 7;(=), amostras semelhantes.
AROMA
Provador Ordem
1 2 3 4 5 6 7
1 C F = G E A D B
2 C F B = E A = G D
3 G F B C E D A
4 F B A = G C = D E
5 C D = F B = E A = G
6 C B E = G D = F A
7 F D = E A = G B = C
8 D = F = G B = C A E
9 B = C = E D = F A = G
10 C = E = G B = D A = F
11 A = B = C D E F = G
12 B G F A D C E
13 A E C B D G F
14 A = F = G D B = C E

A, VT 1;B,VT 2;C, VT 3;D, VT 4; E, VT 5; F, VT 6; G, VT 7;(=), amostras semelhantes.
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ANEXO 6 Resumo das respostas obtidas pelos provadores, na andlise sensorial
discriminativa dos vinagres de frutas, representadas segundo a Norma ISO 8587:1988,

relativamente ao atributo cor.
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Resumo das respostas dos provadores na prova de ordenacdo dos vinagres de frutas, relativamente a
atributo: cor, sabor e aroma.

COR
Provador Ordem

1 2 3 4 5 6 7 8
1 N H = L M | J = K = (@]
2 M = N = 0 | = K H L J
3 N (0] M H J | L K
4 M = N = (@] H | = K L J
5 N (0] M H | K J L
6 L H = J K = M = N = (@] |
7 | = K H L J N M = (@]
8 | = M = N = 0 H K J = L
9 M = N = (@] J L H K |
10 M = N = (@] J L H = K |
11 M = (0] N H = | = K L J
12 M = N = (@] J | H = K = L
13 M = N = (@] J H L | K
14 N | = M = 0 H = K J = L
15 N M | J = (@] H K L
16 N M = (@] J L | = K H
17 M = N L = 0 J H K |
18 N = O M | K H = J L

H, VF 1; 1, VF 2; J, VF 3; K, VF 4; L, VF 5; M, VF 6; N, VF 7; O, VF 8;(=), amostras semelhantes.

Provador

N -

AR—ZIXRu0O0—-—«O—IZrZxXIw
— I XRXAXX—u—0w—X(>
TZIwuzZO—rmrZ2—QOrrOXrrr|o
CZrOXXO0OO0Orss0zZ2zssZ2u|N
o
SO—3ZrrozZz20rzwz —|®

3; K,

<[0Tz« —-—=XR—-—ZoXZTrrO0OOO|d

T

1
N
H
H
|
K
|
N
H
H
H
11 N
N
H
H
(0]
L
N
J, VF

L
H, VF 1; I, VF 2; F 4;L,VF5; M, VF 6; N, VF 7; O, VF 8;(=), amostras semelhantes.

Provador

COIITI«IOXRORIrZOIOOXR>
SrmrZZXIOZ0OZroXITwOlo
IZ«O0I——Z2Zr200zZ2«z—2(N
I
—Z—-—ZZrrrx—ZIITZIZZIrrZ|w

r’IIr—0Z«ZeXu—0XZu|w
I n
1l
AARAARXAXRGGurar—zZrrrI-—|uo

F 4;L, VF5; M, VF 6; N, VF 7; O, VF 8;(=), amostras semelhantes.

<[ 0« 0«wO0ZZE—-XR—«w—-—XZuZI|N

o 1o

1
L
K
|
|
H
K
N
H
H
H
K
M
N
|
N
|
N
J, VF

H, VF 1; I, VF 2; K,
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ANEXO 7. Codificacéo e calculo da soma das ordens para os atributos cor, aroma e sabor

dos vinagres de frutas e de vinho tinto.
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Codificacéo e céalculo da soma das ordens para o atributo cor dos vinagres de frutas.

Amostra de Vinagre Soma
das

PROVADOR H I J K L M N 6] ordens
1 2,5 5 7 7 2,5 4 1 7 36
2 6 45 8 4,5 7 2 2 2 36
3 4 6 5 8 7 3 1 2 36
4 4 55 8 5,5 7 2 2 2 36
5 4 5 7 6 8 3 1 2 36
6 2,5 8 2,5 55 1 55 55 55 36
7 3 15 5 15 4 7.5 6 7,5 36
8 5 2,5 7,5 6 7.5 2,5 2,5 25 36
9 6 8 4 7 5 2 2 2 36
10 6,5 8 4 6,5 5 2 2 2 36
11 5 5 8 5 7 15 3 15 36
12 7 5 4 7 7 2 2 2 36
13 5 7 4 8 6 2 2 2 36
14 55 3 7,5 55 7,5 3 1 3 36
15 6 3 45 7 8 2 1 4,5 36
16 8 6,5 4 6,5 5 2,5 1 2,5 36
17 6 8 5 7 3,5 15 15 3,5 36
18 6,5 4 6,5 5 8 3 15 15 36
(R) 92,5 95,5 101,5 108,5 106 51 38 55 648

(RY) 8556,25 9120,25 10302,25 11772,25 11236 2601 1444 3025 58057

(R) Soma das ordens para as amostras; (R°) Quadrado da Soma das ordens para as amostras; H, VF 1; |, VF 2;
J,VF 3; K, VF 4; L, VF5;M,VF6;N, VF7;0, VF 8.

Codificacéo e célculo da soma das ordens para o atributo sabor dos vinagres de frutas.

Amostra de Vinagre

Soma

das

PROVADOR H l J K L M N O ordens
1 3 8 7 4 6 5 1 2 36
2 1 4,5 4,5 3 6 8 7 2 36
3 1 5 4 3 6 7 8 2 36
4 5 1 8 6 2 7 3 4 36
5 2 4 55 1 3 8 7 55 36
6 8 2 5 5 5 2 2 7 36
7 4,5 4,5 4,5 2 4,5 7,5 1 7,5 36
8 1 4 2 4 4 7,5 7,5 6 36
9 1,5 7 5 4 7 7 1,5 3 36
10 2 2 2 4,5 4,5 8 6,5 6,5 36
11 5,5 3,5 8 2 5,5 3,5 1 7 36
12 5 6 4 7 8 2 1 3 36
13 1 3 3 7,5 7,5 3 55 55 36
14 2 4 2 2 6 8 6 6 36
15 4 8 6,5 5 6,5 3 2 1 36
16 2,5 2,5 4,5 4,5 1 7 7 7 36
17 6,5 4,5 6,5 3 4,5 8 1,5 1,5 36
(R) 55,5 73,5 82 67,5 87 101,5 68,5 76,5 612

(RY) 3080,25 5402,25 6724 4556,25 7569  10302,25 4692,25 585225 48178,5

(R) Soma das ordens para as amostras; (R°) Quadrado da Soma das ordens para as amostras; H, VF 1; I, VF 2;
J,VF 3;K,VF 4;L,VF5; M, VF6; N, VF7; O, VF 8.



Anexos

Codificacéo e calculo da soma das ordens para o atributo aroma dos vinagres de frutas.

Amostra de Vinagre Soma
das

PROVADOR H | J K L M N 0 ordens
1 2 5 3 4 1 8 7 6 36
2 55 7 55 2,5 8 2,5 2,5 2,5 36
3 6 1 2 3 5 8 7 4 36
4 4,5 1 7 6 45 8 2,5 2,5 36
5 1 3,5 6,5 2 5 8 6,5 3,5 36
6 8 3 3 1 6,5 3 5 6,5 36
7 8 6 2,5 2,5 4 6 1 6 36
8 15 15 3,5 3,5 5 7,5 7,5 6 36
9 2,5 8 5 2,5 7 6 2,5 2,5 36
10 2 2 2 45 4,5 8 7 6 36
11 6 7 5 2,5 8 2,5 2,5 2,5 36
12 4 7 5 6 8 1 2 3 36
13 7 3,5 3,5 55 8 55 1,5 15 36
14 45 2 2 45 2 8 6,5 6,5 36
15 4 8 7 5 6 3 1,5 15 36
16 3,5 15 15 5 6,5 8 6,5 3,5 36
17 7,5 7,5 4 5 3 6 1,5 15 36
(R) 77,5 74,5 68 65 92 99 70,5 65,5 612

(RZ) 6006,25 5550,25 4624 4225 8464 9801 4970,25 4290,25 47931

(R) Soma das ordens para as amostras; (R°) Quadrado da Soma das ordens para as amostras; H, VF 1; |, VF 2;
J,VF 3;K,VF 4;L,VF5; M, VF6;N, VF 7; O, VF 8.

Codificacéo e célculo da soma das ordens para o atributo cor dos vinagres de vinho tinto.

Amostra de Vinagre

PROVADOR Sgrrgzr?s""s
A B C D E F G

1 25 25 1 45 65 65 45 28

2 4 1 2 7 5 6 3 28

3 5 6 1 7 3 4 2 28

4 2 6 7 5 4 1 3 28

5 5 1 25 6 4 7 25 28

6 35 15 15 35 6 7 5 28

7 15 15 45 45 65 65 3 28

8 3 3 1 3 6 7 5 28

9 2 1 4 5 3 6,5 6,5 28
10 1 25 45 25 45 7 6 28
11 2 4 1 3 6 7 5 28
12 4 5 7 6 2 1 3 28
13 1 3 3 5 6 7 3 28
14 25 1 4 5 65 65 25 28
(R) 39 39 44 67 69 80 54 392
(R?) 1521 1521 1936 4489 4761 6400 2916 23544

(R) Soma das ordens para as amostras; (R°) Quadrado da Soma das ordens para as amostras; A, VT
1,B,VT 2;C,VT3;D, VT 4, E, VT 5; F, VT6; G, VT7.
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Codificacéo e calculo da soma das ordens para o atributo sabor dos vinagres de vinho tinto.

Amostra de Vinagre

PROVADOR Sg':éaer?s""s
A B C D E F G

1 55 4 15 3 15 55 7 28

2 6 45 7 2 3 1 4,5 28

3 3 2 6 4 1 5 7 28

4 6 7 3 3 3 3 3 28

5 4 1 6 3 2 6 6 28

6 55 5,5 2 7 1 3,5 35 28

7 15 6 6 3,5 6 3,5 1,5 28

8 4 2 1 4 6 4 7 28

9 3,5 7 1 2 35 55 55 28
10 3,5 15 6 15 6 6 3,5 28
11 1 2 4 55 3 5,5 7 28
12 6 1 5 4 2 3 7 28
13 5 7 4 3 2 1 6 28
14 4 2,5 6 7 1 25 5 28
(R) 58,5 53 58,5 52,5 41 55 73,5 392
(R 342225 2809 342225 275625 1681 3025 540225 22518

(R) Soma das ordens para as amostras; (R°) Quadrado da Soma das ordens para as amostras; A, VT 1;
B, VT 2;C, VT 3; D, VT 4; E,VT 5; F, VT6; G, VT7.

Codificacéo e calculo da soma das ordens para o atributo aroma dos vinagres de vinho tinto.

Amostra de Vinagre Soma
PROVADOR das

A B C D E F G ordens
1 5 7 1 6 4 2,5 25 28
2 55 35 1 7 35 2 55 28
3 7 3 4 6 5 2 1 28
4 3,5 2 55 55 7 1 3,5 28
5 6,5 4,5 1 2,5 4,5 2,5 6,5 28
6 7 2 1 55 3,5 55 3,5 28
7 4,5 6,5 6,5 2,5 25 1 4,5 28
8 6 4,5 4,5 2 7 2 2 28
9 6,5 2 2 4,5 2 45 6,5 28
10 6,5 4,5 2 4,5 2 6,5 2 28
11 2 2 2 4 5 6,5 6,5 28
12 4 1 6 5 7 3 2 28
13 1 4 3 5 2 7 6 28
14 2 55 55 4 7 2 2 28
(R) 67 52 45 64 62 48 54 392

(RY) 4489 2704 2025 4096 3844 2304 2916 22378

(R) Soma das ordens para as amostras; (R°) Quadrado da Soma das ordens para as amostras; A, VT
1,B,VT 2;C,VT3;D, VT 4, E, VT 5; F, VT6; G, VT7.
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ANEXO 8. Comparacao de duas amostras individuais apos o método de Friedman para

0s vinagres tintos e de frutas.
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Comparacdo de duas amostras individuais apés o método de Friedman para os vinagres tintos.

Amostras DIFERENCA CONCLUSAO
. . . DMS HA DIFERENCA ENTRE AS
(R) (J7) IRi-Ji AMOSTRAS?
A B 0,0 22,40 FALSO
A C 5,0 22,40 FALSO
A ] 28,0 22,40 VERDADEIRO
A E 30,0 22,40 VERDADEIRO
A F 41,0 22,40 VERDADEIRO
A G 15,0 22,40 FALSO
B C 5,0 22,40 FALSO
B D 28,0 22,40 VERDADEIRO
B E 30,0 22,40 VERDADEIRO
B F 41,0 22,40 VERDADEIRO
B G 15,0 22,40 FALSO
C ] 23,0 22,40 VERDADEIRO
C E 25,0 22,40 VERDADEIRO
C F 36,0 22,40 VERDADEIRO
C G 10,0 22,40 FALSO
D E 2,0 22,40 FALSO
D F 13,0 22,40 FALSO
D G 13,0 22,40 FALSO
E F 11,0 22,40 FALSO
E G 15,0 22,40 FALSO
F G 26,0 22,40 VERDADEIRO

A,VT1;B,VT2;C,VT3; D, VT 4; E, VT 5; F, VT6; G, VT7; DMS, Diferenca minima de significancia; |Ri-Jil,
valor absoluto da amplitude do intervalo; R; e j, amostras.

Comparacdo de duas amostras individuais apés o método de Friedman para os vinagres de frutas.

Amostras DIFERENCA CONCLUSAO
. . L DMS HA DIFERENCA ENTRE AS
(RD) Vi) IRI-Ji AMOSTRAS?
H [ 3,0 27,99 FALSO
H J 9,0 27,99 FALSO
H K 16,0 27,99 FALSO
H L 13,5 27,99 FALSO
H M 415 27,99 VERDADEIRO
H N 54,5 27,99 VERDADEIRO
H 0 37,5 27,99 VERDADEIRO
| J 6,0 27,99 FALSO
| K 13,0 27,99 FALSO
| L 10,5 27,99 FALSO
| M 445 27,99 VERDADEIRO
| N 57,5 27,99 VERDADEIRO
| o) 40,5 27,99 VERDADEIRO
J K 7,0 27,99 FALSO
J L 4,5 27,99 FALSO
J M 50,5 27,99 VERDADEIRO
J N 63,5 27,99 VERDADEIRO
J 0 46,5 27,99 VERDADEIRO
K L 2,5 27,99 FALSO
K M 57,5 27,99 VERDADEIRO
K N 70,5 27,99 VERDADEIRO
K o) 53,5 27,99 VERDADEIRO
L M 55,0 27,99 VERDADEIRO
L N 68,0 27,99 VERDADEIRO
L 0 51,0 27,99 VERDADEIRO
M N 13,0 27,99 FALSO
M o) 4,0 27,99 FALSO
N 0 17,0 27,99 FALSO

H, VF 1; 1, VF 2;J, VF 3; K, VF 4; L, VF 5; M, VF 6; N, VF 7; O, VF 8; DMS, Diferenga minima de
significancia; |Ri-Ji|, valor absoluto da amplitude do intervalo; R; e j;, amostras.



