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RESUMO

O vinagre € um produto obtido a partir da fermentagio acética de substratos alcodlicos
de origem agricola onde o aspecto mais importante nesse processo é a oxidagéo biolégica do
etanol a acido acético. Porém, outras substancias em menores concentragdes, também sofrem
transformagdes ou sdo formadas, fornecendo ao produto final caracteristicas tipicas e
definitivas para sua qualidade. Em alguns casos, a presenga ou ndo destes compostos pode
ser associada a origem e genuinidade dos vinagres. Um desses compostos é a acetoina.

A acetoina € um produto comumente produzido em processos fermentativos tanto por
leveduras como por bactérias e, juntamente com o diacetil e 2,3-butanodiol sdo importantes
componentes do aroma de uma vasta gama de produtos laticos, tais como queijos e manteiga.

O teor de acetoina encontrado em vinhos geralmente é baixo e sua presenga, neste
caso, ndo é muito desejada principalmente por tratar-se de uma substancia derivada do diacetil
o qual apresenta forte odor caracteristico. Nos vinagres, o teor de acetoina encontrado é
bastante superior ao dos vinhos e sua determinagéo esta associada com a qualidade do
produto, sendo um procedimento comum em paises de produgéés.x tradicionais, como a
Espanha e Italia. No Brasil, ndo ha trabalhos publicados que mostrem os valores encontrados

em vinagres comerciais nacionais.

Utilizando-se um processo artesanal adaptado, produziu-se vinagres a partir de vinhos
tinto e branco e de solugdes alcodlicas, com o propdsito de observar algumas caracteristicas
fisico-quimicas importantes para o produto final. Através de cromatografia gasosa,
acompanhou-se a formagéo e concentracdo de acetoina nesses produtos com o objetivo de
associar a presenga deste composto a origem do vinagre.

Uma caracterizagdo utilizando-se os mesmos parametros também foi realizada sobre
uma amostragem de vinagres comerciais.

Para os vinagres produzidos em laboratério, os resultados evidenciaram diferengas
entre os produtos obtidos a partir de vinho e os vinagres de alcool, principalmente no teor de
extrato seco e cinzas. Os teores de acetoina encantrados estdo de acardo. com os. valores
comumente citados na bibliografia, sendo maior para o vinagre de vinho tinto. O vinagre de
alcool produzido ndo apresentou teores de acetoina detectaveis.
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Observou-se uma grande variabilidade nas caracteristicas fisico-quimicas
principalmente para as amostras comerciais de vinagres de vinho. As amostras comerciais de
vinagres de alcool apresentaram teores de extrato seco e cinzas menores que as amostras de

vinagres de vinho.

As amostras de vinagres de vinho comerciais nacionais analisadas apresentaram
valores de acetoina variando entre 4,71 e 437,43 mg/L e as amostras de vinagres de alcool
comerciais apresentaram teores de acetoina em uma faixa mais baixa, entre 0 e 21,90 mg/L.

Os objetivos propostos foram satisfatoriamente atingidos pois foi possivel verificar que
os vinagres obtidos a partir de vinho apresentam teores consideraveis de acetoina 0 mesmo
n&o ocorrendo com vinagres obtidos a partir de solugbes alcodlicas. A constatagdo de uma
grande variabilidade nas caracteristicas fisico-quimicas dos vinagres comerciais nacionais
analisados reforca a necessidade do estabelecimento de parametros mais especificos para o
controle da qualidade desses produtos. Conclui-se ainda que a analise por cromatografia
gasosa do teor de acetoina em vinagres é bastante eficaz para a verificagdo da genuinidade de

vinagres de vinho.



ABSTRACT

Vinegar is a product obtained from acetic fermentation of alcoholic substrates from
agricultural origin and the most important aspect in this process is the biological oxidation of
ethanol to acetic acid. However, other substances are also formed or transformed, at lower
concentrations, which endow the final producf with characteristic features important to its
quality. In some cases, the presence or not of these substances in the product, can be related

to the origin and authenticity of vinegar. One of these substances is acetoin.

Acetoin is a common product of fermentative processes in yeasts and bacteria.
Acetoin, associated with diacetyl and 2,3-butanediol, is an important compound in the flavor of
several dairy products such as cheeses and butter.

The acetoin content in wines is generally low and its presence is undesirable since it is
a substance derived from diacetyl, which presents a strong and characteristic odor. In vinegars,
acetoin content is much higher and its detérmination, which is associated with the product
quality, is a common procedure in amongst traditional producers of wine vinegars in countries
such as Spain and ltaly. At present, there is no literature that reports acetoin content in Brazilian

vinegars.

By means of an adapted manufacturing process, vinegars were produced from red and
white wines and alcoholic solutions, with the purpose of monitoring certain physico-chemical
characteristics important to the final product. The formation and concentration of acetoin,
through a practical method of gas chromatography, were investigated and the resuits were
related to the origin of vinegar. Samples of commercial vinegars were analyzed in the same
parameters.

The resuits showed differences between vinegars produced from wines and vinegars
produced from alcohol, especially in dry extract and ash content. Acetoin content found is in
agreement with acetoin-contents commonly reported in papers, being higher for red wine
vinegar. Alcohol vinegar produced in lab did not present detectable acetoin.

A large variation in physico-chemical characteristics, especially for commercial
samples of wine vinegar,~was noted. Samples of commercial alcohol vinegars showed dry
extract and ash content lower than wine vinegar samples.



The commercial samples of Brazilian wine vinegars analyzed presented acetoin
concentrations between 4.71 and 437.43 mg/L and the commercial samples of alcohol vinegars
presented acetoin concentrations at a lower level, between 0 and 21.90 mg/L.

The aims of this work were reasonably reached since it was possible to verify that
vinegars produced from wines contain considerable acetoin content, which is not true for
vinegars produced from alcoholic solutions. The large variation of physico-chemical
characteristics of the commercial samples of vinegars shows the need of more specific
standards that could help in the quality control of these products. It is possibie to conclude that
acetoin content analysis by gas chromatography is very efficient to prove wine vinegar
authenticity. '
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1. INTRODUGAO

O vinagre de vinho é um produto alimenticio classificado como condimento, obtido a
partir da- fermentagdo acética de vinhos, que deve conter uma acidez volatil minima de 4%,

expressa em acido acético, seu principal componente, conforme a legisla¢éo em vigor.

Um dos principais problemas para a industria de vinagre de vinho, brasileira e de
diversos paises onde se utiliza vinho como matéria-prima, é a adulteracao dos vinagres através
da adicdo de solugbes diluidas de acido acético ou através de misturas com outros

fermentados acéticos provenientes de matérias-primas que néo o vinho.

Obviamente, o rendimento obtido com essas adulteragcdes permite a comercializagdo
de produtos mais baratos, levando a uma concorréncia comercial desleal com os vinagres
produzidos a partir de vinho. Outra conseqiéncia ruim para os produtores de vinagres de vinho
€ a desqualificagdo do produto frente a concorréncia com vinagres procedentes de outras
matérias-primas, isto €, um produto adulterado ndo apresenta as caracteristicas proprias que
diferenciam os vinagres de vinho de outros tipos de vinagres, tais como sabor e aroma
peculiares. O fato de vinagres adulterados serem comercializados e utilizados como sendo de
vinho acabam por difundir caracteristicas distorcidas e consequentemente, formar uma falsa

imagem do produto.

A deteccgdo da adig¢éo fraudulenta de acido acético diluido ou de misturas com outros
tipos de fermentados acéticos dos vinagres de vinho comerciais n&o € facil. Pode-se dizer que
praticamente ndo se consegue detectar tal fraude por andlises fisico-quimicas simples.
Diversas pesquisas tém sido realizadas nesse sentido mas nenhum resultado conclusivo foi
publicado ainda. Os resultados mais recentes mostram que a analise do isétopo de carbono 14

€ uma forma eficaz capaz de detectar as alteragdes nos vinagres.

Além desses métodos, que necessitam de equipamentos mais sofisticados em
laboratérios de analises, a adulteracdo de vinagres pode ser razoavelmente avaliada pelas
alteracbes causadas na concentragcdo de seus componentes fundamentais, isto €, ha uma
relativa alteragdo de outras caracteristicas do produto, tais como acidez fixa, extrato seco, teor
de cinzas e outros componentes de menores teores, como os ésteres, aldeidos, cetonas,
aminoacidos, quando comparados com vinagres produzidos a partir de vinhos, sem nenhuma
adi¢ao de acido acético sintético ou mistura com outros fermentados acéticos.
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Diversas outras andlises de componentes do vinagre existem e tentam estabelecer
relacbes entre sua concentragdo e a qualidade comprovada do produto. Entre elas esta a
determinagéo do teor de acetoina.

Um dos compostos volateis encontrados em bebidas alcodlicas procedentes de
fermentacdo e em vinagres, € a acetoina (3-hidroxi 2-butanona), substancia produzida por
leveduras e bactérias durante os processos fermentativos.

Pequenas quantidades de acetoina existem nos vinhos. Pesquisas mostram que
esses teores ndo ultrapassam a 15 mg/L, teores ndo comparaveis com os encontrados em

vinagres que podem chegara 1 g/L.

A avaliacdo da presenca e teor de acetoina em vinagres de vinho de procedéncia
conhecida, por meio do estabelecimento de uma relagdo entre essas concentragdes e sua
matéria-prima de origem, pode auxiliar na caracterizagdo de vinagres de vinho comerciais, a
fim de comprovar sua origem e qualidade.

O objetivo principal deste trabalho é estudar a formacédo de acetoina em vinagres
procedentes da fermentagdo de vinhos e de alcool e verificar a eficacia da analise do teor de
acetoina em vinagres, através de uma anédlise de cromatografia gasosa de metodologia

simples e rapida, como uma forma para determinar sua procedéncia.

Objetiva-se ainda a realizagdo de um estudo para a caracterizagdo dos vinagres de
vinho e de 3lcool nacionais comercializados e de vinagres produzidos em escala laboratorial, a
fim de se obter dados para um melhor conhecimento das caracteristicas desses produtos, ja

que pouquissimas informagdes existem sobre os mesmos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO

O vinagre, assim como o vinho, € um alimento conhecido desde a Antigliidade e seu
nome, em quase todas as linguas ocidentais (com exce¢do do italiano, aceto do latino
“acetum”, e do alemao, essig), provém do francés, vinaigre, ou vinho azedo (RIZZON, &
MIELE, 1998; LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983; MECCA et al, 1979). Entre
suas principais aplicagées, encontra-se seu uso como condimento e conservante na
alimentagdo humana.

Originalmente, o vinagre era obtido ndo s6 de vinhos mas também de cervejas
deixados ao ar, isto &, formava-se por fermentagcdo espontanea (AQUARONE et al, 1983;
MECCA et al, 1979). A fermentagéo alcodlica seguida da acética se produz espontaneamente
sobre qualquer substrato agucarado exposto ao pé e aos insetos que transportam leveduras e
bactérias. A acetificacdo também se realiza espontaneamente em vinhos e sidras de baixo
teores de alcool expostos ao contato com o ar.

AcreditaQse que uma das referéncias mais antigas sobre o vinagre sejam as citadas na
cultura babilénica (5.000 anos antes de Cristo) sobre o processo de obtenc¢do do vinagre de
tdmaras (LLAGUNO & POLO, 1991). A histéria do vinagre é cercada de lendas de
personagens histéricos. Segundo Cayo Plinio |l, em sua Historia Natural , a rainha egipcia para
ganhar uma aposta, gastar um milhdo de sestércios em uma comida, dissolveu perblas
valiosas em vinagre e as bebeu (LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983).

O acido acético contido no vinagre foi durante séculos o acido mais forte de que se
dispunha. Para a obten¢do de vinagre concentrado, utilizava-se a destilagdo, a qual sabe-se
que Geber, célebre alquimista arabe, ja havia feito por volta dos anos 760 — 800 (LLAGUNO &
POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983). Até por volta de 1300, quando se descobriu 0 acido
sulfurico, ndo existia um acido com maior poder de dissolugéo que o acético.

O vinagre era usado com diversas fungdes, mesmo ndo se conhecendo seu principio
ativo. Como por exemplo, quando um boi quebrava seu chifre, recomendava-se 0 uso de um
lengo empapado em sal, vinagre e azeite para eliminar os residuos de sangue (LLAGUNO &
POLO, 1991). Os soldados romanos recebiam sempre um pequeno volume de vinagre para
que durante suas viagens, usassem na agua antes de ingeri-la, evitando assim doencas
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provocadas por aguas contaminadas ja que o baixo pH eliminava grande parte das bactérias
patogénicas (MECCA et al, 1979).

A limpeza de feridas e chagas por vinagre diluido e sua aplicagdo na desinfec¢do do
ouvido externo sdo aplicagbes conhecidas ha muito tempo. Durante as epidemias de peste ou
de cdlera que arrasaram a Europa no século passado, ha decretos dos govemos para que
todas as frutas e hortalicas fossem lavadas em vinagre antes de seu consumo (LLAGUNO &
POLO, 1991; MECCA et al, 1979).

O uso de uma mistura de mel e vinagre no alivio das tosses foi recomendado por
Galeno e atribui-se a Hipécrates o uso de vinagre nos remédios contra as doencgas
respiratérias (LLAGUNO & POLO, 1991; MECCA et al, 1979). O uso como antidoto para as
picadas de insetos que injetam substancias alcalinas € um conhecido remédio caseiro utilizado
ainda hoje.

Diversos estudiosos se interessaram pelo estudo do vinagre ainda que, somente no
século XVIII, alguns resultados mais proximos da realidade tenham sido publicados.

O holandés Boerhaave, em 1732, observou que a chamada “mé&e do vinagre” era um
organismo vivo, mesmo sem explicar qual seu papel na fermentacdo acética. Lavoisier, em
seus estudos sobre fermenta¢des publicados em 1789, reconhece em seu Traité elementaire
de Chimie, a necessidade do ar para a acetificagdo do vinho. Em 1822, Ddbereiner comprovou
que o alcool absorve o oxigénio, produzindo agua e acido acético (LLAGUNO & POLO, 1991;
AQUARONE et al, 1983).

Ja em 1837, Kitzing, um boténico alemao, relatara em uma conferéncia, suas
experiéncias sobre a “mée do vinagre”, onde declarava ter observado, na pelicula que recobre
a superficie do liquido acidificado, glébulos seis vezes menores que as leveduras, unidos por
um revestimento viscoso que chegava a formar uma grossa membrana (LLAGUNO & POLO,
1991; AQUARONE et al, 1983; CARBONELL, 1970).

Berzélius, um dos quimicos mais prestigiados do século XVIll, apesar de reconhecer
que a substancia mucilaginosa chamada “m&e do vinagre”, tinha. influéncia na producéo do
vinagre ndo a reconhecia como causa da fermentagéo acética, ja que para ele, o vinagre era
produzido a partir do acido acético residual agregado a massa viscosa depositada nos barris.
Isto ele demostrava através da lavagem cuidadosa dos barris, os quais, segundo ele,
desprovidos de acido aceético, ndo produziam o vinagre (LLAGUNO & POLO, 1991;
AQUARONE et al, 1983; CARBONELL, 1970).
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Somente em 1861, Pasteur em sua Communicatién a la Societé Chimique de Paris
(Secao 26/7/1861) descreve sua experiéncia para mostrar que sem a presenca de um ser vivo,
segundo ele, Mycoderma aceti, ndo ocorre a acetificagéo.

Em sua Memoire sur la fermentation acetique, publicada em 1864, nos Annales
Scientifiques de I'Ecole Normale Superiéure de Paris, Pasteur reafirmava a necessidade de um
“ser organizado” sem o qual um liquido alcodlico, vinho ou cerveja, mesmo que adicionado de
sucos de frutas, agua de cevada, acido acético ou outros substratos, em contato com o ar, ndo
seriam acidificados sem o desenvolvimento de mycodermas, capazes de fixarem o oxigénio do
ar “fazendo a combustdo a um grau mais ou menos avancado das matérias dissolvidas,
sobretudo do alcool e do acido acético” (LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE ef al, 1983;
CARBONELL, 1970).

Liebig contestava essa afirmacgéo e defendia a idéia de que a transformagéo de etanol
em acido acético ndo passava de um processo exclusivamente quimico, de ordem catalitica.
Segundo Liebig, eram as substancias nitrogenadas do vinho que permitiam ao alcool absorver
oxigénio, sendo a reacdo absolutamente semelhante aquela que leva a formagdo de acido
sulfarico no método das camaras de chumbo, a partir do sulfito de sédio. Afirmava ainda que o
alcool ndo continha os elementos nutritivos necessarios ao crescimento do Mycoderma, ja que
no processo de fabricacdo de vinagre na Alemanha, ndo se adicionava nada ao alcool diluido.
Pasteur argumentava que a agua comum utilizada para a diluicdo do alcool, continha os sais
necessarios para o crescimento do Mycoderma aceti e propds também um experimento
definitivo, colocando agua fervente durante meia hora ou mais nos tonéis da fabrica de vinagre
alema, antes de usa-los para a fabricagdo de vinagres. Liebig ndo contestou esta proposta
(LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983; CARBONELL, 1970).

2.2 DEFINICAO E TIPOS DE VINAGRES

Pela definicdo da palavra vinagre, vinho azedo, somente os procedentes do vinho
mereceriam esta denominagdo. Por extensdo, denominam-se vinagres a todos os produtos
resultantes da fermentacio acética de diversos substratos alcodlicos, adicionando ao nome do
vinagre o do substrato correspondente. '

'O Codex Alimentarius define o vinagre como “um liquido, apto para consumo humano,
produzido exclusivamente a partir de matérias-primas de origem agricola, que contenham
amido ou aglcares ou amido e agucares, por um duplo processo de fermentagdo: alcodlica e
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acética” (162 Sessdo, Genebra, 1985). Os vinagres devem conter quantidades determinadas de
acido acético (ANEXO 1) e ingredientes opcionais tais como ervas, especiarias, sal e outros,
conforme especificagéo do Codex Alimentarius, em quantidades suficientes para conferir um
sabor e aroma peculiares.

As matérias-primas agricolas utilizadas sao muito diferentes principalmente nos paises
onde n&o se cultiva a uva, como por exemplo, na Suécia, Gra-Bretanha, Finlandia, Irlanda, ou
onde o cultivo de uva ndo é significativo, onde entdo, os chamados “vinhos de frutas” sdo
utilizados como matérias-primas para a produgdo de vinagres (RIZZON & MIELE, 1998;
LLAGUNO & POLO, 1991).

A legislagéo brasileira define como vinagre de vinho, o produto obtido da fermentagéo
acética do vinho (BRASIL, 1990, 1988) que deve conter uma acidez volatil minima de 40 g por
litro expressa em acido acético (4%). Sua graduagdo alcodlica ndo pode exceder a 1°GL e
deve ser obrigatoriamente estabilizado. Um vinagre com mais de 80 g por litro de acidez volatil
é o concentrado de vinagre usado exclusivamente para diluicdo (BRASIL, 1990).

Especificam-se ainda as seguintes caracteristicas organolépticas para os vinagres
(BRASIL, 1974) (ANEXO II):

Aspecto: liquido, limpido e sem depésito

Cor: de acordo com a matéria-prima que lhe deu origem
Cheiro: caracteristico

Sabor: acido.

A mesma Iegislagéo permite que sejam usadas genericamente outras substancias ou
liquidos alcodlicos para a fermentagéo acética, desde que ao produto resultante seja acrescido
o nome da matéria-prima apés o termo vinagre (BRASIL, 1990). No Brasil, ndo é permitida a
fabricacdo e venda de vinagre artificial, isto €, vinagre produzido a partir da dilui¢do do acido
acético obtido a partir da sintese do etileno ou da destilagdo seca da madeira (BRASIL, 1990).

As legislagbes intemacionais tém apresentado diversas propostas para especificacbes
dos vinagres baseados em estudos dos tipos de vinagres mais usados. A nivel mundial, os
vinagres séo classificados da seguinte forma:
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Tipo de vinagre Caracteristicas

Vinagre de vinho -obtido a partir da fermentagdo acética do vinho; comum nos
paises vinicolas

Vinagre de vinho envelhecido  -vinagre envelhecido em barris de madeira 0s quais apresentam
aromas distintos ao final de sua fabricagao

Vinagre de malte -obtido a partir de maite; comum na Gra-Bretanha e Estados
Unidos

Vinagre de sidra -obtido a partir do suco de magad que sofreu uma fermentacdo
alcodlica

Vinagre de alcool -obtido mediante a fermentagdo acética de solugdes aquosas de

alcool procedente principalmente de matérias agricolas

Vinagre balsdmico de Modena -obtido a partir do mosto de uva branca da variedade Trebbiano,
em Otimo grau de maturagdo; é um processo lento de
fermentacdo desenvolvido em diversos barris de diferentes tipos
de madeira; a legislagdo italiana prevé um envelhecimento
minimo de 12 anos e, 50 anos para que tenha um flavor préprio
para ser dito de Modena

- Tabela 2.1 — Tipos de Vinagres (LLAGUNO & POLO, 1991)

2.3 PROCESSOS DE FABRICAGAO

Antes de se conhecer os microrganismos ‘€ sua forma de atuagdo, o vinagre era
produzido de forma empirica, utilizando-se vinhos em paises vinicolas como a Franga e Itélia,
alcool na Alemanha ou o arroz na China e no Japéo (LLAGUNO & POLO, 1991).

Os métodos artesanais ainda hoje sdo utilizados para producdo doméstica de vinagres
em pequenas quantidades. Tais métodos ndo necessitam de grandes técnicas para sua
utilizagédo e consistem basicamente em deixar, por um longo tempo, geralmente num barril, um
bom vinho adicionado de um vinagre turvo ou da “mée do vinagre”. E um processo lento e a
acetificagcdo se da pelo contato do substrato alcoélico com o ar, por meio das bactérias
acéticas, agregadas por um polimero produzido pelos préprios microrganismos, que constituem
a chamada “méae do vinagre”. O produto obtido contém normalmente de 4 a 5 % de acido
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acético e teor alcodlico semelhante. Estes vinagres artesanais apresentam ainda aroma e
sabores peculiares devido ao método de fabricagdo empregado (LLAGUNO & POLO, 1991;
MECCA et al, 1979).

Os principais processos industriais utilizados para a fabricagdo de vinagres s&o
baseados nos métodos de Orleans, Alem&o e submerso.

2.3.1 Processo de Orleans

A Franga, utilizando o chamado método de Orleans fabricou e exportou muito vinagre
para a Gra-Bretanha antes que esta conseguisse obter vinagre a partir de malte, sidra ou
alcool. A principal industria vinagreira francesa dessa época (século XVIl) ficava em Orleans e
dai o nome usado para denominar esse processo (LLAGUNO & POLO, 1991).

O processo também conhecido como lento, superficial ou estacionario, € o mais antigo
usado para a produgido de vinagres e consiste em deixar a acetificagdo do vinho por meio de

uma pelicula mantida na superficie do liquido.

A Figura 2.1 esquematiza os recipientes utilizados para a obtencdo de vinagre de
vinho por esse processo. '

Tubo. pura adigio de vinho
2.

: | Aberturos protegidas
"wage” do vi tom telo poro entrado
“rogre de or
Nivel do mosto
7
Retirado S
86 vinagre } = } }
| ] 1

Figura 2.1 — Recipiente usado no processo de Orleans para a produgdo de vinagre de vinho
(AQUARONE et ai, 1983)

Dornas de madeira de cerca de 200 litros de capacidade, colocadas deitadas e
superpostas, providas de duas aberturas nas extremidades cobertas com tecido e um tubo em
forma de J até o fundo sdo utilizadas para esse processo (LLAGUNO & POLO, 1991;
AQUARONE et ai, 1983, MECCA et al, 1979). As aberturas laterais permitem a entrada de ar
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necessario para a oxidagdo acética mas impede a entrada de insetos e outros corpos
estranhos. O tubo em forma de J serve para a adi¢cdo de vinhos sem ruptura da pelicula sobre
o liquido (“mae do vinagre”) ou movimentagao de particulas ja decantadas.

O processo é iniciado adicionando-se ao barril, cerca de um tergo de sua capacidade
de vinagre nao-pasteurizado e de boa qualidade, contendo, portanto, as bactérias acéticas
ativas. Semanalmente, adicionam-se alguns litros de vinho. Apds a quinta semana, quando
dois tercos da capacidade do barril estiver preenchid9, inicia-se a retirada do vinagre,
adicionando-se igual quantidade de vinho. Repetindo-se semanalmente esta operagéo, torna-
se o processo, semi-continuo (LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE ef al, 1983; MECCA et
al, 1979).

O vinagre retirado ndo deve conter mais que 7,8 g de alcool por litro (1°GL) e, caso o
teor de alcool esteja mais alto, deve-se aguardar mais alguns dias de fermentacio
(AQUARONE et al, 1983).

A temperatura ambiente para este processo ndo deve exceder 30°C, evitando-se
assim perdas de alcool por evaporagdo. Todas as entradas e janelas do prédio, assim como as
aberturas do barril, devem ser protegidas com telas finas para evitar a presenga de moscas e
outros insetos que séo atraidos pelos odores do vinagre (AQUARONE et al, 1983).

Quando cuidadosamente conduzido, o processo descrito produz vinagre de muito boa
qualidade, praticamente limpido, dispensando clarificacdes e filtragées. Entretanto, é um
processo que ocupa muito espaco e de baixa produtividade, sendo inviavel comercialmente e
usado praticamente sé na produgdo doméstica de vinagre.

2.3.2 Processo Alemao

Segundo LLAGUNO & POLO (1991), os processos rapidos se iniciaram com o
holandés Boerhaave, a querh se atribui a constru¢do do primeiro acetificador com recheio para
acelerar a acetificagdo, ainda no comego do século XVIIl. Schizenbach, em 1832, introduziu
na Alemanha um acetificador aperfeicoado dessa idéia, usando um barril perfurado e como
recheio raspas de madeira. Um fundo falso permitia recolher o liquido e devolvé-lo a parte
superior quantas vezes fossem necessarias até se atingir a acidez desejada. Nesse processo,

‘a mistura de vinho e vinagre cai da parte superior para a parte inferior, atravessando os
intersticios do recheio, o qual contém as bactérias acéticas que promovem a acetificacdo. O ar
que penetra pelos orificios tende a subir ao aquecer-se pelo calor desprendido pelo processo
de transformacéo de etanol em acido acético. Esse processo € mais rapido que o de Orleans e
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era usado, principalmente para a producio de vinagre de alcool (LLAGUNO & POLO, 1991;
AQUARONE et al, 1983).

O equipamento é conhecido por gerador de vinagre ou vinagreira, de construgdo
normalmente em madeira, embora possa ser usado aco inoxidavel, alvenaria ou outro material
que ndo seja atacado pelo acido acético ou confira propriedades estranhas ao vinagre. Os
geradores normalmente possuem altura igual a duas vezes o diametro e capacidade de 100 a
100000 litros (AQUARONE et al, 1983). Sao constituidos por trés camaras ou compartimentos
principais, conforme o esquema apresentado a seguir, na Figura 2.2.

Seida de gases
/,
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L ATea mrr‘r‘rr‘? |Recirculojdo

: "3 '\-/ \] o dovmho )
Entrodos - || & k‘\' -5 ] o
de or._ —\.o\, ’V b -

~L ij Qﬁé ]

¥ NG, e

, rmmri‘fmmy' I
Retirodo do L5 - gomba -

OG0 00 e T s
vinogre . 1 _ , ‘“1 -+ Trocador de color

Figura 2.2 — Gerador para producgéo de vinagre com recheio (AQUARONE et al, 1983)

A camara superior tem a fungéo de distribuir uniformemente a mistura em acetificagao
sobre o material de enchimento contido na camara intermediaria, de maior dimens&o entre as
trés. A camara inferior funciona como depésito de liquido, de onde é recirculado para a camara
superior a fim de completar a acetificagéo, ou é retirado como vinagre bruto para clarificagdo,
pasteurizagédo e envase (AQUARONE ef al, 1983).

O material de enchimento, contido na camara intermediaria, deve possuir grande
superficie especifica, ndo conferir sabor, cor e odor estranhos ao vinagre, ndo conter metais ou
qualquer outra substancia que possa ser extraida ou atacada pelo acido do vinagre, ndo ser
passivel de compactagéo (pois ha necessidade de passagem continua de liquido de cima para
baixo e ar no sentido inverso) e ter certa durabilidade e disponibilidade (AQUARONE et al,
1983).

Os materiais de enchimento mais utilizados nesses geradores sdo bagago de cana,
sabugo de milho, tiras de madeira, cortica em pedacgos, bagaco de uvas, carvdo vegetal,
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ceramica em pedacos, vime, junco, plastico, isopor, etc. (LLAGUNO & POLO, 1991;
AQUARONE et al, 1983; MECCA et al, 1979)

A injecdo de ar no gerador ndo apresenta vantagens j& que, sendo a reagdo de
oxidac&o do alcool a acido acético exotérmica, forma-se um gradiente de temperatura e o ar é
naturalmente aspirado para dentro do gerador (AQUARONE et a/, 1983).

2.3.3 Processos submersos

O desenvolvimento da industria vinagreira foi muito lento devido ao baixo valor do
produto e ao carater artesanal das fabricas. Somente no século XX, em 1932, um alemé&o
chamado Frings patenteou um modelo de acetificador provido de dispositivos para controle da
temperatura, de aeracéo forcada e para renovagéo semicontinua da carga de vinho-vinagre.
Mais tarde, esse equipamento sofreu alteragbes e tornou-se conhecido como acetificador
Frings, substituindo com freqiiéncia os geradores de recheio (LLAGUNO & POLO, 1991).

Este tipo de acetificador utiliza o processo submerso, onde a produgdo de acido
acético é realizada pela presenca dos microrganismos submersos no liquido a ser acetificado,
saturado constantemente por microbolhas de ar. A obten¢&o de vinagres por este método pode
se dar com alta eficiéncia (AQUARONE et a/, 1983).

A diferenca deste método para o processo alemdo é o fato da cultura de
microrganismos estar submersa sem a presenca de nenhum suporte (material poroso). Neste
processo, as bactérias acéticas encontram-se submersas no liquido a fermentar, onde se
multiplicam, retirando energia da reagdo de oxidagdo do alcool etilico a acido acético.
Entretanto, para catalisar esta reacdo que lhes fornece energia, as bactérias acéticas
necessitam da administragdo continua, intima e adequada de oxigénio em todos os pontos do
tanque, pois pequenas interrupcbes no fornecimento de oxigénio, ainda que por alguns
minutos, principalmente nas-fases finais _de fermentagdo, podem afetar muito o rendimento
(LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983; MECCA et al, 1979).

O equipamento mais utilizado para a producédo de vinagre em cultura submersa é
conhecido pelo nome de acetificador de Frings, fabricado e patenteado pela Heinrich Frings-
Bonn, Alemanha (Figura 2.3) (LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE et a/, 1983; MECCA et
al, 1979).

Esses aparelhos s&o automatizados, de facil manuseio e funcionamento. Por meio do
processo submerso pode-se fabricar tanto vinagre de vinho como de alcool, com
concentragdes iniciais de alcool de 4 a 13% em volume e obter-se vinagre com concentragdes
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até 10% e com rendimentos superiores a 90% (até 94% (LLAGUNO & POLO, 1991)). A
~ produgéo de vinagre € mais rapida e o produto obtido mais uniforme (LLAGUNO & POLO,
1991; AQUARONE et al, 1983; MECCA et al, 1979).

Outra vantagem oferecida pelo método &€ o menor espago ocupado pelo acetificador.

Diversos outros equipamentos podem ser encontrados para a fabricagdo industrial de
| vinagres tais como o Acefomatic (Genebra), Vinegator (Suica), Cavitator (USA) entre outros, os
quais utilizam processos de fermentacdo semelhantes aos descritos, com pequenas variagbes
de funcionamento (LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983; MECCA et al, 1979).

Figura 2.3 — Acetificador Frings em ago inoxidavel (MECCA, 1979)
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2.3.4 Processamento final do vinagre

Apés a fermentagcdo, o vinagre deve passar por etapas que o tornem limpo e
estabilizado. Isto inclui processos de clarifica¢éo, filtragdo, envelhecimento, estabilizagdo e

envase.

A clarificagdo pode ser feita por diversos processos: espontanea ou autoclarificagéo,
mecanica ou centrifugagdo e fisico-quimica, através de substancias organicas e inorganicas
usadas como clarificantes (gelatinas, caseina, albumina, bentonita entre outras) (LLAGUNO &
POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983; MECCA et al, 1979).

A operagéo de filtracdo tem como finalidade a separagéo definitiva de impurezas do
vinagre. Dependendo do didmetro das particulas que véo ser retidas, o processo de filtragdo
pode chegar a ser esterilizante (retém particulas com didmetro inferior a 1 micra — ultrafiltrago)
(LLAGUNO & POLO, 1991).

Para o vinagre obtido por processo lento que fornece praticamente vinagre limpido
devido ao tempo que permanece em repouso durante o periodo de acetificagdo, apenas uma
filtragdo é suficiente para que o produto se apresente limpido. A seguir, ajusta-se a
concentracdo com agua potavel, pasteuriza-se a 65°C por 5 minutos e envasa-se a quente
(AQUARONE et al, 1983).

No Brasil, o processo de envelhecimento ndo é normalmente pvraticado. Esta etapa
consiste em submeter o produto apos a acetificagéo, clarificagéo e filtragdo a um periodo de
maturagéo, ao final do qual o vinagre apresenta caracteristicas organolépticas diferenciadas
(LLAGUNO & POLO, 1991). Segundo MECCA et al (1979), durante o envelhecimento ha
diminuicdo da acidez fixa, transformacdes dos taninos e corantes e formagdo do “bouquet’ do

vinagre.

A etapa de estabilizacdo do vinagre permite manter suas caracteristicas fisico-
quimicas e organolépticas durante o periodo de comercializagdo. Pode ser feita por métodos

fisicos ou quimicos. -

Os métodos fisicos mais usados na industria vinagreira sdo a pasteurizagdo e a
ultrafiltracdo (LLAGUNO & POLO, 1991; MECCA et al, 1979). A pasteurizacdo destr6i as
bactérias e inativa as enzimas responsaveis por altera¢cdes posteriores. A temperatura do
tratamento térmico pode variar entre 50 e 85°C, em fung¢éo do tempo de tratamento (LLAGUNO
- & POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983; MECCA et al, 1979).

Os meétodos quimicos consistem na adicdo de substancias que auxiliam na
estabilizacdo do vinagre. A legislagdo espanhola permite somente a adicdo de didxido de
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enxofre numa dose maxima de 250 mg/L, expresso como diéxido de enxofre total e acido
citrico como antioxidante numa concentracdo maxima de 1 g/L (LLAGUNO & POLO, 1991).

A legislagdo brasileira também prevé como forma de estabilizagdo do vinagre a
pasteurizacdo ou o uso de diéxido de enxofre (ANEXO 1), num teor maximo de 0,02 g por 100
mL de vinagre de vinho.

O processo por geradores que utilizam material de enchimento também fornece
produto quase limpido ja que parte das substancias que poderiam turvar o vinagre é retirada
no material suporte do gerador. A filtragdo é feita em filtro-prensa seguindo-se a pasteurizagédo
e o acondicionamento (AQUARONE ef al, 1983).

O processo submerso fornece vinagre bruto bastante turvo por conter em suspenséao
as bactérias acéticas e as substancias sélidas originédas da matéria-prima. Este vinagre
necessita de uma clarificagdo, filtragdo, diluicdo, pasteurizagdo antes de seu envase
(LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983; MECCA et al, 1979).

2.4 BACTERIAS ACETICAS

Ao contrario da fermentagéo alcodlica, tem-se verificado que o emprego de culturas
puras fomece um produto inferior ao obtido com culturas naturais, e portanto mistas, pois as
espécies estdo provavelmente em simbiose (AQUARONE et al, 1983).

Assim, apés o término da fermentag¢&o alcodlica, inocula-se o vinho com essa mistura
de bactérias uteis e ativas adicionando “vinagre forte”, que é o vinagre ndo diluido e nao
pasteurizado de uma fermentacéo anterior, contendo altas concentragdes de bactérias acéticas
ativas (LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE ef al, 1983; MECCA et al, 1979, LLAGUNO,
1971).

Embora mais de 100 espécies, subespécies e variedades do género Acetobacter
tenham sido classificadas através dos anos, poucas sdo aquelas com qualidades industriais,
isto &, produzir concentracdes elevadas de acido acético, ndo formar material viscosb, ter
tolerancia a concentracbes razoaveis de etanol e acido acético, desenvolver-se em
temperaturas entre 25 e 30°C e preferencialmente, ndo oxidar os compostos completamente
até gas carbdnico e agua.
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Autores modernos citam como de interesse industrial as Acetobacter aceti, A.
xylinoides, A. orleanense ou pasteurianus, A. acetigenum, A. schuetzenbanchii, A. curvum e A.
rances (AQUARONE et al, 1983).

As bactérias acéticas sdo gram-negativas, quando jovens apresentam a forma de
bastonetes, podem ser méveis, ocorrem isoladas, aos pares ou em cadeias e sdo aerébias
estritas, isto é o oxigénio é o aceptor final dos elétrons (AQUARONE et al, 1983;
CARBONELL, 1970). Formam pelicula ou crosta na superficie da cultura, vulgarmente
chamadas de “méae do vinagre”, de onde partem os repiques. Essas peliculas variam de acordo
com a espécie, podendo ser delgadas, espessas, continuas ou em ilhas (AQUARONE et al,
1983).

Descrigbes classicas desses microrganismos informam que A. aceti suporta 11% de
alcool e produz 6,5% de acido acético; sua temperatura 6tima de crescimento € de 34°C entre
os extremos de 5 e 42°C; A. orleanense tem um 6timo entre 20 e 25°C, e os extremos s&o de
15 e 30°C (AQUARONE et al, 1983).

2.4.1 Metabolismo das bactérias acéticas

Os aspectos bioquimicos das bactérias acéticas ndo tém sido extensamente
estudados, como por exemplo, os das leveduras ou das bactérias laticas.

Um dos principais aspectos na produg¢do de vinagres € a transformac¢do de etanol em
acido acético. As bactérias acéticas oxidam o etanol em duas etapas. Na primeira etapa, o
etanol é oxidado a acetaldeido e na segunda, o acetaldeido é oxidado a &cido acético
(LLAGUNO & POLO, 1991).

O esquema da oxidagdo do etano! pelas bactérias Acetobacter proposto por
Nakayama confirma esta hipétese (LLAGUNO & POLO, 1991).
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Figura 2.4 — Esquema da oxidagdo do etanol pelo Acetobacter, proposto por Nakayama
(LLAGUNO & POLO, 1991)

O etanol é oxidado a acetaldeido pelo E; e os elétrons resultantes sdo aceitos pelo
grupo hemo-ferro do citocromo 553 da enzima. O acetaldeido assim formado, continua:
oxidando-se via E; ou E;. Pela primeira via, os elétrons liberados do acetaldeido se transferem
ao grupo hemo unido a E,, isto &, ao citocromo 553, e pela segunda via, reduzem o NADP. O
NADH; produzido por E; evita que a oxidagdo do acido acético continue através do ciclo dos
acidos tricarboxilicos. O pH 6timo (acido, préximo a 4,0) de E, e E, também favorece o
acumulo de acido acético pelas espécies de Acetobacter (LLAGUNO & POLO, 1991).

A oxidagéo do etanol é uma caracteristica das bactérias acéticas mas diversos outros
carboidratos e alcoois primarios e secundarios podem servir de fontes de energia para esses
microrganismos.

Os agucares sdo oxidados a CO, exclusivamente através da via das pentoses-fosfato;
a rota de Entner-Doudoroff comum nos aerdbios quimioheterétrofos, ndo se realiza neste
grupo. Também é incomum nestas bactérias o metabolismo do acido piruvico, ja que as
mesmas o descarboxilam ndo oxidativamente a acetaldeido, ao contrario da maioria dos
microrganismos aerdbios que o oxidam a acetil-CoA e CO, (LLAGUNO & POLO, 1991).

A Figura 2.5 apresenta as principais vias metabdlicas nas bactérias acéticas.
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Figura 2.5 — Principais vias metabdlicas do metabolismo oxidativo nas bactérias acéticas

(LLAGUNO & POLO, 1991)

2.5 COMPOSIGAO DO VINAGRE

A composi¢do do vinagre de vinho é tdo complexa quanto a da matéria-prima utilizada

para a sua fabricagdo. Grosseiramente pode-se dizer que a composicéo dos vinagres de vinho

€ a mesma da matéria-prima antes da fermentacdo acética, exceto pela transformagéo do

alcool etilico em acido acético (CARBONELL, 1970). Dessa forma, pode se dizer que a

composicio basica dos vinagres de vinho é dada pela agua, seu maior componente; o acido

acético, proveniente do alcool etilico; alcool metilico; alcoois superiores; glicerina; acidos

procedentes da uva (tanico, tartarico, malico e citrico); os acidos procedentes da fermentacao
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alcodlica (succinico e latico); antocianas; materiais pécticos e nitrogenados; substancias
minerais e aldeidos e estéres formados pelas reagdes de oxiredugao e esterificacao durante as
fermenta¢des (CARBONELL, 1970).

Na realidade, essa composicéo é um tanto quanto mais complexa, ja que o vinagre de
vinho € um produto resultante de dois processos fermentativos, o que envolve diversas reacgoes
e transformacgbes bioquimicas dos compostos, primeiramente do mosto e posteriormente, do
vinho. Essas reagdes, principalmente de esterificagdo formam os compostos que conferem ao
produto final sabores e aromas caracteristicos, agradaveis e inconfundiveis.

A Tabela 2.2 apresenta a composi¢do quimica dos vinagres de vinho segundo MECCA
et al, (1979).

Composto Limites
AlCOOI BLIlICO (%0 VIV ..ottt sttt e e s seeenees 0,1-1,5
acidez volatil expressa em acido acético (g/100 mL de produto) .............ccoveueee... 5-7
EXIrato SECO (G/L) «reivrrieieie ettt ettt e e et e et e e e et a e r e e nraeeanae s 10-25
CINZAS (G/L) -eeeereeiii ittt ee e e e e e e e e e b ee s e e bbe s aeaeennntteeeas 1,3-3,6
tartarato de POtASSIO (G/L) ..ovcvvriiviiiie ettt st ee et ene 1,0-1.3
o [[e=T 4 ¢ - T (o T OO O ST 2-6
DULHENOGHCOI G/L) ..eeeeii et e e e e e e e enreee e e s enane 05-1,5
ELANAL (MG/L) it e e e ettt r e e e st be b e s b e nee e s s bn b e s e e e eraen 30-400
acetato de metila (MG/L) ...cooiniri et e e e ee e 5-50
AIMELlCetONa (ML) ...c.eoieieiiii et e re e b e e e ra e tragos — 15
acetato de etila (MG/L) .....ooocvvriie ettt e e et ne e e 40 — 1500
MELIl-Propanol-2 (MO/L) ......c.ueiieie et e e e e eae e e ree s tragos — 2
0= e T Lo I (1T T/ ) U 60 - 130
o101 e 1 To B (¢ To | I OO OSSP tragos — 2
propanol-1 (MG/L) ......cocoeeveiriiieee e e 2-22
acetato de isoamila (MG/L) .....ooocerriiiie et tragos - 5
MELI-Propanol-1 (MG/L) ....cooo i et e et eesecr e e e e e e etarere s e s eenes 5-40
pentanol- 1 e 2; butanol-1 (MQ/L) .....cooeeiiiriee e ausentes
2 e 3 mMetitbutanol-2 (MG/L) .....oooeie e n 40-85
acetoina (acetilmetilcarbinol) (MQ/L) ........oovviiriiiee e 80 - 800
FEITO (IMG/L) oot e e e et e e et e e s seneeeetae e e eateessnassanes 4-10
CODIE (MG/L) ettt ee e e e s et as e s s sanenemeeenmnnae e s nneeeeeeen 0,3-0,8

CAICIO (ME/L) ..ot 50 - 180
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4] Voo 3N (1 ¢ To 1| I OO 2-4
CRUMDO (IMG/L) oot e e e e e e e e e e e s st ae s e e e e enaneeaseeesreneas 0,1-0,125
Lo XTI (4T T USSR 3-10
fenilalanina (M/L) . ..o e e sre e s e e e s st e e e sreeeeenrn e eaaneean 10-20
SINA (MIGILY oo oo eeee e eeee e eee oo eese oo eeee e eeeeesenenee . 40-50
NISHAING (MG/L) «eeeiiieieiii ettt e e e e e e st e e e e e e saan s reeeaeeaaneeas 4-10
AFGINING (MG/LY <o ee e eeeee e eeee s ee s ese e s e et es s ee s s esreesereseseeesesrennennens ' 20 - 30
ACIdO ASPATTICO (IMG/L) ..ot e e e e srra s 10-20
ACIdO GIULAMICO (MO/L) ...eeieiieiiiicie e et st e e e et eabe e 15-20
LEE=To T ¢ TTaE T (T T TSR 10-15
SEIINA (IMA/L) i e et e et ee e e e e e eane e e e e e eaae e s 5-10
Prolina (IMG/L) ...eoeeeee ettt et e s et e e et e e st e e e bb e s s n e e e annn e s snraean 150 — 250
AIANINA (IMG/L) .. e e et re e s s e e ee s e e e e srneee e ae e essanes 50-70
o] Loty =T (3 4To T I OO OO OO OTOR 20-25
V2 1 LT T (11T T/ SO 15-25
MELIONINGA (MG/L) «oeiiierieeee e e e e e s e e s e e aeae e e areeeeeeeasaees 5-10
 ISOIBUCINA (MGILY ..o ee e e e ee e ee e eeer s e e e enesee et es e eee e eeemeeene 10-15
leucing (ME/L) ..o s e s s s 16~ 25

Tabela 2.2 — Composi¢do quimica do vinagre de vinho (MECCA et al, 1979)

2.5.1 Acido acético

O &cido acético (H;C — COOH), peso molecular 60,05616 e densidade 1,049 g/mL, é o
principal componente dos vinagres quaisquer que sejam o substrato alcodlico precedente e sua
concentracéo € expressa em graus acéticos (gramas de acido acético por 100 ml de vinagre)
(LLAGUNO & POLO, 1991; AQUARONE et a/, 1983; MECCA et ai, 1979; CARBONELL, 1970).

A acetificacdo, isto €, a transformagdo do etanol em acido acético por agdo de
bactérias acéticas néo é capaz de fornecer altas concentragbes deste acido ja que o mesmo
inibe o crescimento das bactérias. Atualmente consegue-se obter concentra¢des até 12 graus
acéticos utilizando-se bactérias selecionadas, com resisténcia ao écidb acético (LLAGUNO &
POLO, 1991).

Para uso como alimento, o vinagre deve ter no maximo 5 — 6° acéticos (LLAGUNO &
POLO, 199'1). No Brasil, a legislagdo prevé um teor de 4° acéticos para os vinagres comerciais.



Revisdo Bibliografica 20

2.5.2 Alcool etilico (etanol) residual

Na fabricagéo industrial de vinagre objetiva-se alcangar o maior rendimento possivel
na transformacao de etanol a acido acético. Porém nao se deve chegar ao esgotamento desse
substrato pois as bactérias acéticas, na auséncia de alcool etilico, sdo capazes de promoverem
a degradacédo do acido acético produzido, o que toma o processo antiecondmico (LLAGUNO &
POLO, 1991; AQUARONE et al, 1983; MECCA et al, 1979).

Os processos industriais modemos sdo bastante efici.entes e produzem vinagres com
pequenas concentragdes de etanol, o que ndo acontece em processos artesanais onde nao é
possivel nem desejavel a total utilizacdo do alcool etilico do vinho para que, durante o
envelhecimento do vinagre, o teor residual de etanol (2 a 3° alcodlicos) produza ésteres quando
da combinagédo com o acido acético (LLAGUNO & POLO, 1991).

No Brasil, a legislagéo estabelece um teor maximo de 1° G.L. de alcool residual para
os vinagres (BRASIL, 1990).

2.5.3 Extrato seco

O teor de extrato seco do vinagre-de vinho &€ composto por substancias n&o volateis
presentes no produto, tais como glicerina, substancias pécticas, substancias nitrogenadas,

entre outras.

A determinacao do extrato seco de vinagres € uma tentativa de evitar fraudes bastante
utilizada no passado, ja que teores muito baixos ou muito altos de extrato seco podem indicar
adulteragdes do produto. Produtos diluidos com agua ou com solu¢gdes de acido acético
apresentam teores baixos de extrato seco, assim como teores muito altos de extrato seco
podem indicar uma adicdo de substancias ndo volateis que aumentam o residuo seco
(LLAGUNO & POLO, 1991).

Mecca afirma serem normais os valores entre 10 e 25 g/ de extrato seco para
vinagres de vinho (MECCA, 1979). A legislacdo espanhola estabelece um valor minimo de 1,55
g/L/grau acético e um valor maximo de 3,2 g/L/grau acético para o teor de extrato seco de
vinagres de vinho (LLAGUNO & POLO, 1991). No Brasil, a legislagéo estabelece um valor
minimo de 7 g/L para vinagres de vinho tinto e 6 g/L para vinagres de vinho branco (BRASIL,
1990).
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2.5.4 Cinzas

A determinagéo do teor de cinzas objetiva determinar os minerais contidos no produto.
As consideragdes para o teor de cinzas sdo analogas para o teor de extrato seco dos vinagres.
Um vinagre diluido e reconstituido parcialmente com acido acético apresenta baixos valores
para o teor de cinzas assim como valores muito altos podem indicar a adicdo de substancias
nao volateis.

A legislacéo brasileira estabelece um valor minimo de 1 g/L (BRASIL, 1990) enquanto
a legislagcdo espanhola prevé valores aceitaveis dentro dos limites de 1 a 5 g/L (LLAGUNO &
POLO, 1991).

2.5.5 Acetoina

A acetoina ou acetilmetilcarbinol (C4HsO2) € uma cetona (3-hidroxi-2-butanona) de
odor agradavel, peso molecular 88,10 e ponto de ebulicdo 148°C. E um produto comumente
formado em fermentagbes por atividade microbiana de bactérias laticas e leveduras
(TEIXEIRA, 1999; MORITZ, D. E., 1998; LEWIS et al, 1997; PALACIOS et al, 1995; ROMANO
& SUZzZI, 1996; ROMANO et al, 1995, 1994; de REVEL, 1992; TRONCOSO & GUZMAN,
1987).

A acetoina faz parte do aroma de bebidas alcodlicas fermentadas e em alguns casos,
transforma-se em um problema quando & oxidada a diacetil. O diacetil apresenta odor
caracteristico que causa um decréscimo no flavor dessas bebidas sendo percebido. em vinhos
a niveis muito baixos (valor de threshold de 8 mg/L) (ROMANOQO & SUZZI, 1996).

Nos vinagres também se detecta a presenga de acetoina ja que durante a
fermentagdo acética ha uma producéo dessa substancia (TRONCOSO & GUZMAN, 1987).
Segundo GERBI et al (1995), em seu estudo da evolugdo de alguns componentes do vinho
- durante a acetificagdo, ha um consideravel aumento da acetoina, chegando a se obter um
aumento de cerca de 700% no vinagre.

2.5.5.1 Biossintese de acetoina em leveduras

Até as publicagées de Collins (1972) e Wainwright (1973) (em ROMANO & SUZZI,
1996), que descobriram a biossintese de acetoina em leveduras, o0 mecanismo da produgéo de

compostos acetoinicos era uma grande controvérsia, jd4 que alguns autores atribuiam a
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produ¢do de acetoina somente as bactérias e pouco se sabia sobre as reag¢bes bioquimicas
dessa produgao.

A Figura 2.6 mostra um resumo das reagdes conhecidas atualmente.

Em leveduras produtoras de vinho, a acetoina &€ um subproduto significante do
metabolismo de carboidratos, o qual ocorre somente na presenca de carboidrato fermentiscivel
ou de acido piravico (ROMANO & SUZZI, 1996). As leveduras formam piruvato a partir da
glicose pelo processo de gliclise e uma reagdo chave na utilizagdo do piruvato é sua
descarboxilagdo a hidroxietiltiamanina PP;, chamado de complexo acetaldeido-TPP ou
acetaldeido ativo. Dependendo do substrato com o qual o acetaldeido ativo reage, as seguintes
sequiéncias podem ser derivadas:

Rota A: acetaldeido TPP + piruvato — acetolactato — acetoina
Rota B: acetaldeido TPP + acetil coenzima A — diacetil —» acetoina
Rota C: acefaldeido TPP + acetaldeido — acetoina

2.5.5.2 Biossintese de acetoina em bactérias acéticas

Um dos primeiros estudiosos a estudar a formag@o de acetoina pelas bactérias
acéticas foi Kitasato em 1929, usando o piruvato como substrato (LLAGUNO & POLO, 1991).

A presenca da enzima piruvato descarboxilase foi confirmada por ensaios com células
intactas realizadas por Asai, em 1968. A piruvato descarboxilase e as enzimas participantes da
formacgdo da acetoina estdo presentes mais ativamente na fragdo soluvel dos extratos livres
das células (LLAGUNO & POLO, 1991; SHIMAZU et al, 1985).

O pirofosfato de tiamina (TPP) favorece a producéo de CO, e a sintese de acetoina a
partir do piruvato. Quando se adiciona acetaldeido ao piruvato em condi¢gdes anaerobias em
extratos livres de células, se aumenta a formagdo de acetoina mas nédo a brodugéo de CO,, 0
que apoia a teoria de que a acetoina se forma por reagdo entre o0 acetaldeido e o aldeido TPP
(LLAGUNO & POLO, 1991; SHIMAZU et al, 1985).

A acetoina também se forma a partir do acetolactato acompanhada de
descarboxilagdo, quando se utilizam extratos livres de células. Isto apoia a hipotese da
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existéncia de outra via metabdlica que inclui uma enzima a-acetolactato descarboxilase ativa
(LLAGUNO & POLO, 1991).

Na maioria das bactérias, a acetoina é formada a partir do piruvato e é portanto, um
produto do metabolismo de carboidratos. Em geral, pouca ou nenhuma acetoina é produzida a
partir de carboidratos sem a presenca de uma fonte adicional de piruvato. Uma fonte comum é
o citrato. O citrato é transportado para dentro da célula por uma permease induzivel e é
quebrado em acetato e oxaloacetato, que é entdo descarboxilado a piruvato. Duas moléculas
de piruvato condensam-se formando o a-acetolactato, que é descarboxilado formando
acetoina, posteriormente convertida em butanodiol (CARVALHO, 1999; de REVEL, 1992).

A taxa de entrada do citrato nas células ndo é regulada pelo metabolismo — ha uma
relagcéo linear entre a taxa de consumo de citrato no meio e a quantidade de biomassa — e a
producéo de acetoina funcionaria como um mecanismo de detoxificagdo, removendo o piruvato
desnecessario para a sintese de material celular na forma de uma molécula neutra
(CARVALHO, 1999; de REVEL, 1992).

A Figura 2.7 mostra a sintese de acetoina pelas bactérias a partir da degradagao do
acido citrico.
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Figura 2.6 — Esquema da biossintese de acetoina em leveduras (ROMANO & SUZZI, 1996)
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Figura 2.7 — Sintese de acetoina por bactérias (CARVALHO, 1999; de REVEL, 1992)

2.5.5.3 Fatores que afetam a produgao de acetoina

Diversas variaveis podem afetar a producdo de acetoina, principalmente os fatores
diretamente hgados ao metabolismo dos microrganismos (ROMANO & SUZZ|, 1996; GERBI et
al, 1995). O aumento da temperatura de fermentacéo favorece a taxa de decomposi¢do do o-
acetolactato, e portanto, mais diacetil e acetoina sdo produzidos. Fermentagbes a 30°C, em
comparagdo com fermentagdes a temperatura de 24°C, produzem maiores quantidades de
acetoina (ROMANO & SUZZI, 1996).

A aeracdo também representa um importante papel na formagdo de acetoina. Em
altos niveis de aeragdo, grandes quantidades de acetoina sdo produzidas por agdo microbiana
(ROMANO & SUZZI, 19986).

Segundo TEIXEIRA, citando BASSIT et al, 1993, concentragdes maximas de diacetil e
acetoina produzidos por Lactococcus lactis sdo encontrados em meios com 100% de saturagéo

em O,, pois a presencga de oxigénio intensifica a atividade da a-acetolactato sintetase.

Estudos sobre a formacgao de acetoina em meios sintéticos sem e com alcool mostram
que a producdo de acetoina em presenca de etanol € aumentada pela adigdo de piruvato e
lactato. Também as adi¢des de substancias como glicerina, succinato, malato, fumarato e



Revisdo Bibliografica 26

oxaloacetato aumentam a formacgao de acetoina. A adi¢ao de acetato, acetaldeido, gluconato e

a-cetoglutarato ndo aumentam a produgio de acetoina (LLAGUNO & POLO, 1991).

A formagdo de acetoina depende também das cepas de microrganismos que sio
utilizados na fermentagéo mas depende muito mais da quantidade de células viaveis presentes
no processo (ROMANO & SUZZI, 1996).

A conversdo de a-acetolactato a diacetil ocorre de forma ndo enzimatica, fora das
células e é dependente do pH. Baixos valores de pH resultam em uma degradacdo mais rapida
da a-acetolactato a diacetil. Porém, de forma contréria, a enzima diacetil redutase, que
converte o diacetil a acetoina, ndo é muito ativa a pH baixos (ROMANO & SUZZI, 1996).
Segundo SHIMAZU et al (1985), o pH 6timo para a producdo de acetoina a partir de acido
piruvico por extrato livre de células de Leuconostoc mesenteroides , em seus experimentos foi
6,0, ndo sendo formada nenhuma acetoina em sistemas com pH abaixo de 5,0 ou acima de
8,0.

Quando comparadas as condigées de fermentagcdo, o teor de oxigénio e a
concentracdo de ceélulas viaveis exercem maior influéncia sobre a taxa de formacdo de
acetoina do que o tipo de cepas dos microrganismos e a temperatura de fermentagdo
(ROMANO & SuUZzZzi, 1996).

2.5.5.4 Concentragao de acetoina em vinhos

A acetoina é um produto normal da fermentacgéo alcodlica e seu contelido em vinhos
pode ser originario de diferentes fontes: leveduras durante a fermentagio alcodlica, leveduras
esporuladas, bactérias durante a fermentag¢do malolatica e bactérias esporuladas (ROMANO &
SUZzI, 1996). As quantidades de acetoina podem variar no vinho, geralmente vao de 10 até 80
mg/L. (ROMANO & SUZZI, 1996; PALACIOS et al, 1995), mas diferentes valores podem ser
encontrados. Os valores mais comumente encontrados encontram-se abaixo de 30 mg/L
(SHINOHARA et al, 1979). Em geral, os vinhos tintos apresentam teores de acetoina maiores
do que os vinhos brancos (ROMANO & SUZZI, 1996). A tabela a seguir mostra alguns valores
pesquisados.
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Pais Tipo de vinho Concentragao de acetoina (mg/L) Autor
Faixa Média
Italia tinto de mesa 3-28 6,6 Gobis e Farfaletti-Casali
branco de mesa 0,1-19,9 Pallotta et a/
tinto de mesa 0,1-24,0 19,2 Pallotta et a/
Franca diversos 2-84 10 Ribéreau-Gayon et al
branco de mesa 4,5-12 7 Peynaud
16 -129 Baumes et a/
tinto de mesa 6-18 11 Peynaud
55 - 261 Baumes et a/
Alemanha diversos 0-29 7.8 Amerine
branco de mesa 1,9-317 59 Postel e Guvene
tinto de mesa 5,9-382 15 Postei e Guvene
Russia de mesa 8-36,2 151 Kavadze et al
Japao de mesa 8-36,2 16 - 53 Shinohara
Austrélia branco de mesa 07-43 1,8 Fornachon e Lioyd
tinto de mesa 1,5-44 10,6 Fornachon e Lloyd
Estados Unidos branco de mesa 17,4 -20,4 18,3 Guymon e Crowell
tinto de mesa - 18,8-20,3 19,6 Guymon e Crowell

Tabela 2.3 — ConcentragGes de acetoina em vinhos de diferentes paises (ROMANO & SUZZI,
1996)

2.5.5.5 Teores de acetoina em vinagres

Pode-se dizer que a quantidade de acetoina presente nos vinagres esta geralmente
associada a qualidade dos vinagres porque € um composto tipicamente produzido durante o
processo de acetificagdo (GERBI et al, 1995; TRONCOSO GONZALES & GUZMAN CHOZAS,
1987). Este fato tem sido bastante utilizado para diferenciar vinagres de origem fermentativa
dos vinagres artificiais, ja que nenhuma acetoina é encontrada neste ultimo tipo de produto.

E interessante ressaltar que o tipo de processo fermentativo utilizado também
influencia nos teores finais de acetoina nos vinagres ja que no processo de fermentacdo
submerso quantidades menores de acetoina sdo formadas, enquanto valores bem maiores sdo
encontrados quando outros processos sdo utilizados (TRONCOSO GONZALES & GUZMAN
CHOZAS, 1987). Llaguno cita como valores até 400 mg/L de acetoina para acetificadores de
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recheio e valores proximo a 100 mg/L para processos submersos e afirma ainda, que ha casos
em que chega a se obter vinagres com 1g/L de acetoina (LLAGUNO & POLO, 1991).

Ja em 1979, MECCA et al (1979) afirmavam que os vinagres de vinho apresentam
valores entre 80 a 800 mg/L de acetoina, sendo esta concentragdo uma indicagcdo da
integridade quimica e / ou da alteragdo do produto.

Em um estudo realizado com vinagres italianos, GERBI et a/ (1995) utilizando um
acetificador similar ao reator industrial Frings, encontraram valores de 276 mg/L de acetoina
em seu produto final obtido a partir de vinho branco (20 mg/L de acetoina). Neste mesmo
estudo, Gerbi afirma em suas conclusées que a determinacdo de concentragbes de
substancias tais como aéetoina, diacetil e acetato de etila € indicada para avaliar o grau de
adulteracdo de vinagres pois a variagdo de suas concentragées no produto formado é muito
elevada.

Em outro estudo sobre os vinagres espanhéis, TRONCOSO GONZALES & GUZMAN
CHOZAS (1987) encontraram um valor médio de 394 mg/L de acetoina nas amostras
analisadas. Nenhuma das amostras mostrou uma concentragdo de acetoina abaixo de 200
mg/L. A maioria das amostras dos vinagres estudados apresentou resultados entre 200 a 500
mg/L.

A legislagcdo espanhola para vinagres estabelece uma concentragdo minima de 40
mg/L para seus produtos. A legislagdo italiana n3o estabelece limites para os teores de
acetoina. A Comissao de Enologia da O.1.V. (Escritério Internacional da Vinha e do Vinho) tem
também se interessado por este assunto e j& apresentou para aprovacdo final em sua
Assembléia Geral realizada em junho/2000, em Paris, uma metodologia para a determinagéo
do teor de acetoina em vinagres de vinho (ANEXO lII).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 PRODUGAO DE VINAGRES
3.1.1 Matérias-primas

3.1.1.1 Vinhos

Para a produgdo dos vinagres foram utilizados vinhos produzidos por microvinificagdes
na Cantina Experimental da EPAGRI - Videira, a partir de uvas maduras e sas das variedades
Isabe! e Villenave para vinhos tinto e branco, respectivamente.

O processamento seguiu as etapas comuns: desengace, esmagamento, sulfitagem do
mosto, aplicacdo do pé de cuba, fermentacdo tumultuosa, fermentacdo lenta, trasfegas,

filtracdo e engarrafamento.

~ 3.1.1.2 Alcool

O alcool utilizado para o preparo das caldas a serem acetificadas foi o tipo comercial,
94°GL adquirido em supermercados locais.

3.1.2 Microrganismos

Para a fermentacdo acética ndo € comum o uso de culturas puras. Emprega-se
geralmente uma microflora mista de Acefobacter contendo diferentes espécies ou variedades
dessa bactéria, que € considerada a mais eficiente.

Os microrganismos utilizados para a acetificagdo dos vinhos e alcool foram obtidos a
partir de vinagres fortes provenientes de processos da industria de vinagres Castelo.

3.1.3 Fermentagao acética

Para a fermentacdo acética das matérias-primas previamente citadas foram utilizados
“fermentadores” construidos experimentalmente a partir de recipientes de vidro fechados, com
volume de 5 litros, providos de tubos de vidro para a aeracdo forgada feita por uma aparelho
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borbulhador usado para aeracdo em aquarios. O volume de ar usado variou entre 5 litros por
hora por litro de calda a 8 litros de ar por hora por litro de calda.

A tampa do fermentador dispunha de orificios tampados com algodao para permitir a

saida de ar e retirada de amostras.

Os fermentadores foram mantidos em laboratério, a temperatura ambiente, durante
todo o tempo do experimento.

3.1.3.1 Caldas

As caldas s&o as solugdes para a posterior fermentagdo acética e foram preparadas
da seguinte forma:

Para os vinagres de vinhos tinto e branco:

Para o inicio da fermentacdo acética, é necessario que as bactérias acéticas tenham
um tempo de adaptacéo ao meio. Nesta fase, o meio a ser acetificado deve conter condigées
ideais para o crescimento desses microrganismos, ou seja, nutrientes essenciais, certo grau de
acidez e substrato para seu desenvolvimento.

Os vinhos ja apresentam em sua composi¢do os nutrientes necessarios para o
crescimento e desenvolvimento das bactérias acéticas, ndo necessitando da adi¢gdo de nenhum
composto. Assim, para a etapa inicial da fermentagéo acética, uma solugdo de vinho e vinagre
foi preparada a fim de se obter uma calda com cerca de 4°GL e acidez acética em torno de 6%.

Para a calda deste experimento, procedeu-se a diluicdo do vinho com vinagre de
alcool comercial. A solugdo foi aquecida a 30°C e adicionada de vinagre forte (ndo
pasteurizado e nao diluido), contendo as bactérias acéticas. A mistura foi colocada no
fermentador limpo e deixada para acetificar com aeragéo constante e baixa.

As Figuras 3.1 e 3.2 a seguir mostram os experimentos montados.
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Legenda:

A - tubo para entrada de aeragao
forgada

B - orificio para saida de ar

C — tampa de vedagao

D - calda a ser acetificada

E - bolhas do ar injetado

F — extremidade do tubo para
saida do ar

Figura 3.1 — Fermentador com vinho tinto no inicio da fermentagéo

Para o vinagre de alcool:
A calda para o vinagre de alcool foi obtida da seguinte forma:

Agua fervida e resfriada foi misturada com &lcool para a obteng&o de uma solugéo
diluida com cerca de 4°GL. A solucao foi aquecida a uma temperatura de 30°C para a adi¢édo
do vinagre forte de alcool (ndo pasteurizado e nao diluido), contendo as bactérias acéticas. A
quantidade de vinagre forte a ser adicionada depende de seu teor de acidez e é determinada
de forma a se obter uma calda com acidez acética final de 6%. Deve-se proceder também a
adicdo de nutrientes essenciais para o crescimento dos microrganismos ja que neste caso, a

matéria-prima a ser fermentada apresenta deficiéncia desses nutrientes. Para 0 nosso caso,
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utilizou-se uma mistura pré-preparada e usada comercialmente, o Acetozyn, que contém todos
os nutrientes necessarios para o crescimento das bactérias acéticas, na proporcdo de um
grama para cada litro de calda a ser fermentada.

A mistura foi colocada no fermentador previamente limpo e deixada para fermentar,
com aeracao forgada e constante, obtida através de um aerador para aquarios.

Legenda:

A - tubo para entrada de aeragao
forcada

B - orificio para saida de ar

C — tampa de vedagao

D — calda a ser acetificada

E - bolhas do ar injetado

Figura 3.2 — Fermentador com solugéo de élcool no inicio da fermentagédo
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3.1.3.2 Remontagens

As remontagens sdo adigbes graduais de substrato para a manutengdo dos
microrganismos responsaveis pela fermentacdo acética até completar o volume desejado no

fermentador.

Assim, toda vez que o teor de substrato estiver baixo, deve-se adicionar mais vinho ou
alcool. Industrialmente o controle é feito pela determinacdo do teor de alcool, mas por motivos
de praticidade, para os nossos experimentos utilizou-se o teor de acidez total para se

determinar a realizagcdo da remontagem.

Foram realizadas cinco remontagens para cada acetificagdo biolégica, como o volume

inicial foi de 2 litros de calda, a cada remontagem adicionou-se 250 mL de vinho ou alcool.

3.1.3.3 Manutencdo da producao de vinagre e processamento final do vinagre

Apés as remontagens, realizou-se as retiradas de amostras, adicionando-se igual
quantidade de vinho ou alcool, toda vez que o teor alcodlico atingiu 1°G.L. ou o grau de acidez
acética encontrava-se acima de 4,5 %. Nestes experimentos, a quantidade retirada foi de 600
mL de produto.

O vinagre assim obtido, foi filtrado em papel filtro, pasteurizado a 65°C por 5 minutos e

envasado.
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Legenda:

A —tubo para entrada de aeragao
forcada

B - orificio para saida de ar

C - tampa de vedacao

D — calda em acetificagédo

E — mae do vinagre

Figura 3.3 — Vinagre de vinho branco apds remontagens

Legenda:

A —tubo para entrada
de aeracao
forgada

B - calda em
acetificagao

C — mae do vinagre

Figura 3.4 — Mé&e do vinagre em formagéo
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3.2 METODOS ANALITICOS

3.2.1 Amostragem

Amostras foram retiradas dos fermentadores durante o processo de fermentac&o para
avaliagdo do teor de acidez total e outras analises fisico-quimicas e cromatograficas para
acompanhamento da acetificagido.

Para a avaliacdo dos vinagres comerciais, as amostras foram compradas em
supermercados. Foram adquiridas 17 amostras de vinagres de vinho tinto, 11 amostras de
vinagres de vinho branco e 12 amostras de vinagres de alcool, sendo todas as amostras para
cada tipo de vinagre, de marcas diferentes. As amostras encontravam-se em embalagens
fechadas, em exposicdo nas gdndolas dos recintos comerciais.

3.2.2 Analises fisico-quimicas

Para as determinag¢des fisico-quimicas da densidade, extrato seco, acidez volatil,
cinzas e grau alcodlico utilizou-se os métodos oficiais de analises para vinagres conforme a
Portaria N.° 076, de 27 de novembro de 1986, a seguir.

1. Densidade a 20°C
Material:
- densimetro graduado com escala de 980 a 1130 g/L

- proveta

Procedimento:

Lavar o densimetro com agua destilada e depois com alcool; secar com papel de filtro
e colocar no dessecador para eliminagdo da umidade. Encher a proveta com a amostra de
modo que o densimetro fique abaixo do nivel.

Acertar a temperatura para 20°C. Fazer a leitura direta no densimetro.

O resultado obtido é a densidade em g/L.
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2. Extrato seco a 100°C

Material:

- capsula cilindrica de fundo chato de 70 mm de diametro e 20 mm de altura
- estufa

- banho-maria

- dessecador com silica gel ou cloreto de calcio anidro

- balanga analitica

- pinga

- pipeta volumétrica de 25 mL

Procedimento:

Pipetar 25 mL da amostra na capsula, previamente seca na estufa a 110°C, resfriada
no dessecador e tarada.

Evaporar lentamente em banho-maria a 100°C durante 3 horas consecutivas. Colocar
na estufa a 100°C por 30 minutos. Resfriar no dessecador e pesar.

Calculo:
O extrato seco € expresso em g/L pela férmula:
Extrato seco (g/L) = (1000 /25) x (a — b)
a = peso da capsula com extrato

b = peso-da capsula

3. Acidez volétil

Material:

- aparelho de destilagdo de Cazenave-Ferré
- buretade 10 mL

- erlenmeyer de 250 mL

- pipetas volumétricas de 10 e 20 mL
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- baldo volumétrico de 500 mL

Reagentes:
- solugao de hidroxido de sédio 0,1 N

- solugdo alcodlica de fenoftaleina a 1%

Preparo da amostra:

Pipetar 20 mL da amostra para um baldo volumétrico de 500 mL e completar o volume
com agua destilada.

Procedimento:

Pipetar 10 mL da amostra diluida no borbulhador e 250 mL de agua destilada no
gerador de vapor do aparelho de destilagcdo. Levar a agua a ebulicdo com a torneira de vapor
aberta, para eliminar o ar do aparelho e, eventuaimente o gas carbdnico da agua destilada. Em
seguida, fechar a tomeira para que o vapor de agua borbulhe na amostra, arrastando os acidos
volateis. Recolher 100 mL do destilado. Titular a acidez volatil do destilado com solugdo de
hidréxido de sédio 0,1 N em presencga de fenoftaleina.

Calculo:

Acidez volatil € expressa em g de acido acético/100mL. de amostra pela férmula:

Acidez volatil (g de ac. Acético/ 100 mL de amostra) =_n x N xEq xf
10xV

n = numero de mL da solugdo de hidréxido de sédio gastos na titulagéo
N = normalidade da solugdo de hidroxido de sédio

Eq = equivalente grama de acido acético (60)

f = fator de diluicéo ( diluicdo 20:500, f = 25)

V = volume da amostra no preparo
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4. Cinzas

Material:

cadinho de porcelana (ou platina) de 50 mL

- pipeta volumetrica de 25 mL

- bastonete de vidro

- banho-maria ou chapa aquecedora

- dessecador com silica gel ou cloreto de célcio anidro
- balanca analitica

- mufla

- bico de Bunsen

Procedimento:

Aquecer o cadinho ao redor de 600°C durante 10 minutos, resfriar no dessecador e
pesar. Pipetar 25 mL da amostra no cadinho, evaporar completamente no banho-maria
fervente (tomar cuidado para nao deixar espirrar a amostra). Queimar em bico de Bunsen e
passar o cadinho para a mufla a 550°C + 25°C, até que o residuo se torne claro. O tempo
exigido para essa operagdo pode ser reduzido da seguinte maneira: remover o cadinho da
mufla, esfriar, quebrar o residuo ainda escuro com um bastonete de vidro, tomando o cuidado
de lavar o bastonete com algumas gotas de agua destilada, levar o cadinho em banho-maria
até secura e colocar novamente na mufla até o residuo ficar completamente claro. Esfriar o
cadinho no dessecador e pesar rapidamente.

Célculo:
As cinzas sdo expressas em gramas por litro de amostra pela férmula
Cinzas (g/L) = (1000 / 25) x (a - b)
a = peso do cadinho com as cinzas

b = peso do cadinho
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5. Grau alcodlico real

Material:

- aparelho de destilagdo

- balédo volumeétrico de 200 mL
- proveta de 250 mL

- papel tornassol

- pérolas de vidro

- termdmetro

- alcodmetro Gay Lussac de 0 a 10°GL

Reagentes:
- solugio de hidroxido de sédio 5 N

- papel tornassol

Procedimento:

Medir 200 mL da amostra em baldo volumétrico, anotando sua temperatura. Transferir
para baldo de destilagdo, colocando pérolas de vidro. Lavar o baldo volumétrico 4 vezes com 5
mL de agua destilada de cada vez, adicionando-a ao baldo de destilagdo. Neutralizar com
solucdo de hidroxido de sédio 5 N, usando papel tornassol como indicador. Conectar ao
condensador e merguthar este até o fundo do baldo volumétrico de 200 mL, anteriormente
empregado, que contém 100 mL de &gua destilada. Recolher cerca de % do volume inicial.
Resfriar este baldo, mergulhando-o em agua e gelo, durante a destilagdo. Completar o volume
para 200 mL com agua a mesma temperatura. Agitar, resfriar e transferir o destilado para uma
proveta, no qual o alcodmetro seja introduzido e possa flutuar livremente. Fazer a leitura a
20°C.

O valor obtido é a porcentagem do alcool em volume ou grau Gay Lussac.
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Para as andlises de acidez total utilizou-se a metodologia usada para vinhos conforme
as metodologias de analises de bebidas e vinagres do Laboratério Nacional de Referéncia
Vegetal — LANARYV, a seguir.

1. Acidez total
Material:
- bequer de 250 mL
- pipeta volumétrica de 10 mL
- buretade 25 mL

- agitador magnético

Reagentes:
- solugéo de hidréxido de sédio 0,1 N

- solucao alcodlica de fenolftaleina a 1%

Procedimento:

Pipetar 10 mL de amostra num bequer de 250 mL contendo 100 mL de agua destilada
e adicionar 1 a 2 gotas de solugdo de fenolftaleina (quando n&o for potenciométrica). Titular
com solugéo de hidroxido de sédio 0,1 N até a coloragéo rosa do indicador fenolftaleina.

Calculo:
Acidez total é expressa em meq/L pela férmula:

Acidez total (meq/L) = n x N x 1000.
\

n = numero de mL de solugdo de hidroxido de sédio gastos na titulacéo
N = normalidade da solugdo de hidréxido de sodio

V = volume de amostra tomado.
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Ou em solugéo normal por cento v/v:

Acidez total em solucdo normal por cento v/iv= n xfx 10.
Vv
onde f = fator da solu¢éo de hidréxido de sédio 0,1 N.

Para as anadlises de pH e teor de SO, livre usou-se metodologias usadas no
Laboratorio de Vinhos da Cantina Experimental da EPAGRI — Videira, a segt.}ir:

1. pH

Material:

- frasco erlenmeyer de 250 mL
- aparelho medidor de pH

- solugdes tampdo pH 7 e pH 4

Procedimento:

Utilizou-se uma amostra suficiente para cobrir o eletrodo do aparelho previamente
calibrado e realiza-se a leitura direta no equipamento.

2. Teorde SO, livre (método Ripper simples)
Material:
- frasco erlenmeyer

- bureta de 35 mL

Reagentes:
- solugédo indicadora de amido a 2%
- solucdo de acido sulfarico 1:3

- solugdo de iodo N/50
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Procedimento:

Pipetar 20 mL da amostra em um frasco erlenmeyer. Adicionar 2 mL da solugdo de
amido 2% e 3 mL da solu¢&o de acido sulfurico. Titular com solucdo de iodo N/50 até mudanga
de coloragao para cor azul intenso.

Calculo:

SO; livre (meq/L) = n.° de mL gastos na titulagdo x 32
3.2.3 Analises cromatograficas

O método usado foi a analise por cromatografia gasosa da amostra injetada.
Principio: injecéo direta da amostra
Padréo interno: octanol-3

Modo de operagdo. 250 pL da solugao hidroalcodlica (40%) de octanol-3 é misturada com 2
mL de amostra e mais 2 mL de metanol. Apés homogeneizagio, um

volume de 1 pL dessa solugéo ¢ injetada manualmente.
Condigbes cromatogréficas:
Aparelho: Cromatégrafo gasoso Varian 3400CX
Gas de arraste: Nitrogénio com fluxo de 2 mL/min
Gases dachama: Hidrogénio com vazéo de 60 mL/min e

ar artificial com vazao de 230 mL/min.
Razao de split flow: 1: 10
Coluna: Tipo: DB-wax P/N 123-7033

Fornecedor: J&W Scientific

Fase: polietileno glicol

Comprimento: 30 m

Diametro: 0.32 mm

Detector: FID (ionizagdo de chama) — 250°C
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A apresentacdo dos resultados deste trabalho esta organizada em forma de trés
artigos, de modo a tratar de todos os objetivos inicialmente propostos.

O primeiro artigo descreve o estudo das caracteristicas fisico-quimicas dos vinagres
fabricados em escala laboratorial, os quais foram utilizados como referéncia paré os estudos
posteriores, principalmente por serem de origem conhecida, isto &, obtidos a partir de vinho
tinto, vinho branco e solucgdo alcodlica.

A producgao de vinagres ndo se constituia em um objetivo principal mas a obtengdo de
vinagres com origem conhecida era importante para uma posterior analise e comparagédo com
as amostras de vinagres comerciais.

Este artigo foi encaminhado para a Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos — SBCTA para avaliagdo e publicacdo em seu Boletim quadrimestral.

No segundo artigo, sdo abordadas as caracteristicas fisico-quimicas das amostras de
vinagres comerciais analisadas. Este artigo foi enviado ao Centro de Pesquisa e
Processamento de Alimentos da Universidade Federal do Parana para publicagdo no Boletim
do CEPPA (Curitiba — PR) e encontra-se em analise.

Esta caracterizagéo fisico-quimicas dos vinagres comerciais possibilitou a obtengcéo de
dados para um melhor conhecimento das caracteristicas desses produtos.

O objetivo principal de analisar a concentragcdo de acetoina em vinagres como forma
de verificacdo de sua origem € enfocado e discutido no terceiro artigo, o qual encontra-se em
fase de avaliagiio para posterior publicagdo pela revista indexada Brazilian Journal of Food
Technology do Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL (Campinas — SP).

A andlise por cromatografia gasosa do teor de acetoina em vinagres produzidos em
escala laboratorial e nas amostras de produtos comerciais foi realizada com o objetivo de se
estudar a formagéo e conseqlente concentragdo de acetoina nesses produtos, de acordo com
sua matéria-prima de origem, isto &, vinho tinto, vinho branco ou alcool. O ANEXO VI apresenta
exemplos de cromatogramas de analise do teor de acetoina em algumas amostras.

na
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4.1 ARTIGO 1

ESTUDO DE CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DE
VINAGRES DURANTE A FERMENTAGAO ACETICA'

Sonia Yasuko TAKEMOTO?', Jean Pierre ROSIER?, Jorge Luiz NINOW?

RESUMO

O aspecto mais importante na fermentagcéo acética de solugbes alcodlicas de origem
agricola & a oxidacéo bioldgica do etanol a acido acético. Porém, outras substancias
em menores concentragbes, também sofrem transformacbes ou sdo formadas,
fornecendo ao produto final caracteristicas tipicas e importantes para sua qualidade.
Utilizando-se um processo artesanal adaptado, produziu-se vinagres a partir de vinhos
tinto e branco e de solugdes alcodlicas, com o propésito de observar e acompanhar
algumas caracteristicas fisico-quimicas importantes para o produto final. A formacgéo e
concentragdo da acetoina, composto caracteristico de processos fermentativos,
também foi estudada. Os resultados evidenciaram diferengas entre os vinagres obtidos
a partir de vinho e os vinagres de alcool, principalmente no teor de extrato seco e
cinzas. A acetoina foi encontrada somente nos vinagres produzidos em laboratério a

partir de vinho.

' Recebido para publicagdoem __/__ [

? Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos — Universidade Federal de Santa
Catarina - UFSC

® EPAGRI - Estacéio Experimental de Videira — Santa Catarina
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Palavras-chave: fermentacéo acética, vinagre, analises

SUMMARY

STUDY OF PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERISTICS OF VINEGARS DURING
ACETIC FERMENTATION. The most important aspect of acetic fermentation of
alcoholic solutions of agricultural origin is the biological oxidation of ethanol to acetic
acid. However, other substances are also formed or transformed, at lower
concentrations, which endow the final product with characteristic features important to
its quality. By means of an adapted manufacturing process,‘vinegars were produced
from red and white wines and alcoholic solutions, with the purpose of identifying and
monitoring certain physico-chemical characteristics important to the final product. The
formation and concentration of acetoin, a characteristic compound of fermentative
processes, was also investigated. The results showed differences between vinegars
produced from wines and vinegars produced from alcohol, mainly in dry extract and ash

contents. Acetoin was found only in the vinegars produced from wines.

Keywords: acetic fermentation, vinegar, analysis
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1. INTRODUGAO

O vinagre, assim como o vinho, € um alimento conhecido desde a Antiglidade.
‘O‘riginalmente, o vinagre era obtido ndo sé de vinhos mas também de cervejas
deixados ao ar; isto &, formava-se por fermentagéo espontanea [1, 8]. A fermentacéo
alcodlica seguida da acética se produz espontaneamente sobre qualquer substrato
acucarado exposto ao p6é e aos insetos que transportam leveduras e bactérias. A
acetificacdo também se realiza espontaneamente em vinhos e sidras de baixo teores

de alcool expostos ao contato com o ar.

Acredita-se que as referéncias mais antigas sobre o vinagre sejam as citadas
na cultura babildnica (5.000 anos antes de Cristo) sobre o processo de obtencdo do
vinagre de tamaras [7]. A histdria do vinagre é cercada de lendas de personagens
histéricos. Segundo Cayo Plinio Il, em sua Historia Natural , a rainha egipcia para
ganhar uma aposta, a de gastar um milhdo de sestércios em uma comida, dissolveu

pérolas valiosas em vinagre e as bebeu [1, 7].

Diversos estudiosos se interessaram pelo estudo do vinagre ainda que,
somente no século XVIII, alguns resultados mais proximos da realidade tenham sido
publicados. Porém, somente em 1861, Pasteur em sua Communicatiéon a la Societé
Chimique de Paris (Secéo 26/7/1861) descreve sua experiéncia para mostrar que sem

a presenca de um ser vivo, segundo ele, Mycoderma aceti, ndo ocorre a acetificagio.

Em sua Memoire sur la fermentation acetique, publicada em 1864, nos Annales
Scientifiques de [I'Ecole Normale Superiéure de Paris, Pasteur reafirmava a
necessidade de um “ser organizado” sem o qual um liquido alcodlico, vinho ou cerveja,

mesmo que adicionado de sucos de frutas, agua de cevada, acido acético ou outros
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substratos, em contato com o ar, ndo seriam acidificados sem o desenvolvimento de
mycodermas, capazes de fixarem o oxigénio do ar “fazendo a combustdo a um grau
mais ou menos avancado das matérias dissolvidas, sobretudo do alcool e do acido

acético’ [1, 4, 7].

Antes de se conhecer os microrganismos e sua forma de atuagéo, o vinagre
era produzido de forma empirica, utilizando-se vinhos em paises vinicolas como a

Franga e Italia, alcool na Alemanha ou o arroz na China e no Japéo [7].

Os métodos artesanais ainda hoje séo utilizados para produgdo doméstica de
vinagres em pequenas quantidades. Tais métodos n&o necessitam de grandes técnicas
para sua utilizagdo e consistem basicamente em deixar, por um longo tempo,
geralmente num barril, um bom vinho adicionado de um vinagre turvo ou da “mae do
vinagre”. E um processo lento e a acetificagéo se da pelo contato do substrato alcodlico
com o ar, por meio das bactérias acéticas, agregadas por um polimero produzido pelos
proprios microrganismos, que constituem a chamada “mé&e do vinagre”. O produto
obtido contém normalmente de 4 a 5 % de acido acético e teor alcodlico semelhante.
Estes vinagres artesanais apresentam ainda aroma e sabores peculiares devido ao

método de fabricacdo empregado [7, 8].

Os processos industriais de fabricagdo de vinagres utilizam equipamentos
conhecidos como vinagreiras, os quais oferecem diversos dispositivos para controle de

temperaturas, aeragao, acidez entre outros.

A legislagéo brasileira define como vinagre de vinho, o produto obtido da
fermentagéo acética do vinho [2, 3] que deve conter uma acidez volatil minima de 40

g/L expressa em Aacido acético (4%). Sua graduacgdo alcodlica ndo pode exceder a
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1°GL e deve ser obrigatoriamente estabilizado. Um vinagre com mais de 80 g/L de

acidez volatil € o concentrado de vinagre usado exclusivamente para diluigéo [3].

~—  Um dos principais aspectos na produgdo de vinagres é a transformacdo de
etanol em &cido acético. As bactérias acéticas oxidam o etanol em duas etapas. Na
primeira etapa, o etanol é oxidado a acetaldeido e na segunvda, 0 acetaldeido é oxidado
a acido acético [7].

A composi¢éo do vinagre de vinho é tdo complexa quanto a da matéria-prima
utilizada para a sua fabricacdo. A principal transformagéo durante a fermentagéo
acética do vinho é a conversao do alcool etilico a acido acético, porém diversas outras
reagbes ocorrem, transformando ou formando substancias. De forma geral, pode se
dizer que a composigéo basica dos vinagres de vinho é dada pela agua, seu maior
componente; o acido acético, proveniente do alcool etilico; alcool metilico; alcoois
superiores; glicerina; acidos procedentes da uva (tanico, tartarico, malico e citrico); os
acidos procedentes da fermentagéo alcodlica (succinico e latico); antocianas; materiais
pécticos e nitrogenados; substancias minerais e aldeidos e ésteres formados pelas

reacbes de oxireducgao e esterificagao durante as fermentacdes [4].

A acetoina ou acetilmetilcarbinol (C4HsO>) € uma cetona (3-hidroxi-2-butanona)
de odor agradavel, peso molecular 88,10 e ponto de ebulicdo 148°C, é uma das
substancias comumente formada em fermentagbes por atividade microbiana de

bactérias e leveduras [6, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16; 17].

A acetoina faz parte do aroma de bebidas alcodlicas fermentadas e em alguns

casos, transforma-se em um problema quando é oxidada a diacetil. O diacetil
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apresenta odor caracteristico que causa um decréscimo no flavor dessas bebidas

sendo percebido em vinhos a niveis muito baixos (valor de threshold de 8 mg/L) [12].

Nos vinagres também se detecta a presenca de acetdina ja que durante a
fermentagéo acética ha uma produgéo dessa substancia [17]. Segundo GERBI et al [5],
em seu estudo da evolugéo de alguns componentes do vinho durante a acetificagéo, ha
um consideravel aumento da acetoina, chegando a se obter um aumento de cerca de

700% no vinagre.

O objetivo deste estudo foi o de observar o desenvolvimento de caracteristicas
fisico-quimicas importantes nos vinagres e a formagéo de acetoina durante o processo
de fermentacéo acética em escala laboratorial, utilizando como matéria-prima vinhos e

solugdes alcodlicas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 PRODUGAO DE VINAGRES

2.1.1 Matérias-primas

Para a producdo dos vinagres foram utilizados vinhos produzidos por
microvinificagdes na Cantina Experimental da_EPAGRI - Videira, a partir de uvas
maduras e sas das variedades /sabel e Villenave para vinhos tinto e branco,

respectivamente.
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O alcool utilizado para o preparo das caldas a serem acetificadas foi o tipo

comercial, 94°GL adquirido em supermercados locais.

2.1.2 Microrganismos

Para a fermentacdo acética ndo € comum o uso de culturas puras. Emprega-se
geralmente uma microflora mista de Acetobacter contendo diferentes espécies ou

variedades dessa bactéria, que é considerada a mais eficiente.

Os microrganismos utilizados para a acetificagido dos vinhos e alcool foram
obtidos a partir de vinagres fortes provenientes de processos da industria de vinagres

Castelo.

2.1.3 Fermentacao acética

Para a fermentacdo acética das matérias-primas previamente citadas foram
utilizados “fermentadores” construidos experimentalmente a partir de recipientes de
vidro fechados, providos de tubos de vidro para a aeracdo forcada feita por um
aparelho borbulhador usado para aeragdo em aquarios. O volume de ar usado variou

entre 5 litros por hora por litro de calda a 8 litros de ar por hora por litro de calda.

A tampa do fermentador dispunha de orificios tampados com algodao para

permitir a saida de ar e retirada de amostras.

Os fermentadores foram mantidos em laboratério, & temperatura ambiente,

durante todo o tempo do experimento.
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As caldas de vinho tinto e branco foram preparadas por meio da diluicdo dos
vinhos com alcool comercial e adicionados de vinagre forte (n&o pasteurizado e néo
diluido), contendo as bactérias acéticas. A mistura foi colocada no fermentador limpo e

deixada para acetificar com aeragéo constante e baixa.

Para a calda de vinagre de alcool, procedeu-se a diluicdo do alcool com agua
fervida e resfriada para a obtengcdo de uma solugdo diluida com cerca de 4°GL. A
solugéo foi aquecida a uma temperatura de 30°C para a adi¢do do vinagre forte de
alcool (ndo pasteurizado e ndo diluido), contendo as bactérias acéticas. A quantidade
de vinagre forte a ser adicionada depende de seu teor de acidez e é determinada de
forma a se obter uma calda com acidez acética final de 6%. Deve-se proceder também
a adicdo de nutrientes essenciais para o crescimento dos microrganismos ja que neste
caso, a matéria-prima a ser fermentada apresenta deficiéncia desses nutrientes. Para o
nosso caso, utilizou-se uma mistura pré-preparada e usada comercialmente, o
Acetozyn, que co.ntém todos o0s nutrientes necessarios para o crescimento das
bactérias acéticas, na propor¢do de um grama para cada litro de calda a ser

fermentada.

A mistura foi colocada no fermentador previamente limpo e deixada para

fermentar.

Foram realizadas cinco remontagens para cada acetificagdo biolégica. Como o
volume inicial foi de 2 litros de calda, a cada remontagem adicionou-se 250 mL de

vinho ou alcool.
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Apdbs as remontagens, realizou-se as retiradas de amostras, adicionando-se
igual quantidade de vinho ou alcool, toda vez que o teor alcodlico atingiu 1°GL ou o

grau de acidez acética encontrava-se acima de 4,5 %.

O vinagre assim obtido, foi filtrado em papel filtro, pasteurizado a 65°C por 5

minutos e envasado.

2.2 METODOS ANALITICOS

As amostras foram retiradas dos fermentadores durante o processo de
fermentacao para avaliagdo do teor de acidez total e outras andlises fisico-quimicas e
cromatograficas para acompanhamento da acetificacdo. As andlises foram realizadas

logo apés a retirada das amostras.

As determinagdes fisico-quimicas de extrato seco, acidez volatil, cinzas e grau
alcodlico foram feitas conforme os métodos oficiais de andlises para vinagres
especificadas na Portaria N.° 076, de 27 de novembro de 1986. A densidade foi

determinada diretamente por densimetro a 20°C.

Para as analises de acidez total utilizou-se a metodologia usada para vinhos
conforme as metodologias de analises de bebidas e vinagres do Laboratério Nacional

de Referéncia Vegetal — LANARV.

O teor de SO, livre foi determinado pelo método Ripper simples e 0 pH em

leitura direta no pHmetro.
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O teor de acetoina foi avaliado através de cromatografia gasosa, utilizando-se

um cromatdgrafo gasoso Varian 3400CX com coluna do tipo DB-wax P/N 123-7033, de

fase em polietileno glicol, diametro 0,32 mm e comprimento 30 m e um detector de

ionizagdo de chama (DIC) a 250°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os vinhos utilizados para essa fabricagdo foram previamente analisados nas

mesmas caracteristicas acompanhadas posteriormente. Os resultados sdo mostrados a

seguir, na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas dos vinhos utilizados para acetificacdo

Vinho Densidade Extrato Acidezvolatil (g Acideztotal Cinzas Grau pH Teor de
a 20°C seco a de ac. (solugédo normal  (g/L) alcodlico SO, livre
(g/L) 100°C  acético/100 mL) % VIV) real (°GL) (meg/L)

(a/L)
tinto 994,5 17,40 0,066 10,8 1,472 10,0 3,25 25,6
branco  991,1 16,88 0,042 12,0 1,368 12,3 3,17 25,6

O processo de fermentagéo utilizado para a produgdo dos vinagres foi uma

adaptagéo do -método artesanal. A tradicional forma de fabricar vinagres em pequena

escala, que consiste apenas em misturar parte de vinagre forte (n&o diluido) contendo

as bactérias acéticas, com a calda a ser acetificada, adaptou-se uma forma de aeragéo

forcada. Esta aeracéo teve como objetivos propiciar melhores condigbes de oxidagao e

acelerar este processo que é considerado lento.
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0 tempo‘gasto para obter os produtos prontos foi bastante longo, cerca de
quatro meses. Atribui-se este fato principalmente a falta de um controle rigoroso da
temperatura do processo que héo foi mantida constantemente proxima a temperatura
ideal de acetificagdo, 28°C. A variacdo de temperatura, tanto para cima como para

baixo de 28°C, diminui a velocidade de crescimento das células bacterianas e,

consequentemente, a transformacgéo do etanol em acido acético.

Os vinagres obtidos podem ser considerados como bons produtos. Os teores
de acido acético nos produtos finais antes da diluicdo ficaram em torno de 4,5% e os

teores finais de alcool préximos a zero.

Apés a acetificacdo, o vinagre foi filtrado em papel filtro simples pois ja se
encontrava bastante limpido, diluido para uma concentracdo final de 4% em &cido
acético e pasteurizado a uma temperatura de 65°C por 5 minutos antes de ser

envasado.

O aspecto final do produtb atendeu as caracteristicas sensoriais previstas pela
legislag&o: aspecto limpido, sem depésito; cheiro caracteristico lembrando a vinho para
os vinagres de vinho; cor amarelada para os vinagres de vinho branco, avermelhada
para os vinagres de vinho tinto (intensidade de cor = 1,152, obtida pela éoma das

absorbancias a 420, 520 e 620 nm) e branco para os vinagres de alcool; sabor acido.

A Figura 1 mostra os vinagres prontos que foram produzidos em laboratério.



Resultados e Discussoes 55

Figura 1 — Vinagres produzidos em laboratério: A — Vinagre de vinho branco; B —

Vinagre de vinho tinto; C — Vinagre de alcool

Durante a etapa da elaboragdo de vinagres de vinho e alcool, um

acompanhamento periédico através de analises fisico-quimicas foi realizado.

Os resultados deste acompanhamento da produgéo dos vinagres e as analises
dos produtos obtidos s&o apresentados a seguir, nas Tabelas 2 e 3 para vinagres

provenientes de vinho tinto e branco, respectivamente.
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Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas do vinagre de vinho tinto produzido em
laboratério

Caracteristica Vinagre de vinho tinto
Calda 14 28 3 4@ 50 12 Vinagre
inicial remontagem remontagem remontagem remontagem remontagem retirada* pronto*
Densidade a 20°C 1008 1017 1014 1011 1014 1015 1015 1013
(glL)
Extrato seco a 100°C 9,08 23,31 21,84 22,47 18,86 18,69 22,18 18,03
(g/L)
Acidez volatil (9 ac. 3,16 4,73 5,18 3,45 3,75 3,15 400 4,50
acético/100 mL)
Acidez total (solugdo 60,2 72,6 75,4 66,6 64,2 61,0 79,0 674
normal % v/v)
Cinzas (g/L) 0,856 1,996 1,984 1,952 1,676 1,724 1,920 1,616
Grau alcodlico real 44 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(°GL)
pH 2,88 2,97 3,00 2,78 2,58 2,67 292 224

*A “12 retirada” representa o produto obtido com a primeira retirada apés as remontagens. O “vinagre pronto”
representa o produto obtido apds a primeira retirada.

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas do vinagre de vinho branco produzido em
laboratério

Caracteristica

Vinagre de vinho branco

Vinagre

1013
11,42

4,00

70,8

1,104
0.0

Calda 1a 2& 3& 4& 5& 1a
inicial remontagem remontagem remontagem remontagem remontagem retirada pronto
Densidade a 20°C (g/L) 1008 1015 1010 1012 1011 1010 1014
Extrato seco a 100°C 11,73 21,84 12,30 14,15 13,81 14,24 14,06
(glL)
Acidez volatil (g ac. 3,00 6,15 3,90 4,50 5,18 3,30 3,75
acético/100 mL)
Acidez total (solugdo 57,6 99,2 62,6 76,2 77,2 74,0 68,6
normal % viv) :
Cinzas (g/L) 0,804 1,668 1,036 1,192 1,168 1,228 1,248
Grau alcodlico real 54 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(°GL)
pH 2,93 2,77 2,85 2,77 2,79 2,80 2,43

2,51
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Os vinagres de vinho branco e tinto obtidos encontram-se dentro dos
parametros estabelecidos pela legislagao brasileira [3]: acidez volatil minima de 4 g/100
mL, extrato seco minimo de 7 g/L (vinagres de vinho tinto) e 6 g/L (vinagres de vinho

branco), teor de alcool residual maximo de 1°GL e teor de cinzas minimo de 1 g/L.

Em comparagdo com dados citados bor MECCA, ANDREOTT! & VERONELLI
[8] para vinagres de vinho italianos, os teores de extrato seco estdo dentro dos limites
citados (10 a 25 g/L) mas para cinzas, o vinagre de vinho branco obtido apresenta teor
inferior ao limite minimo (1,3 a 3,5 g/L). Para os valores fixados pela legislacao
espanhola, 6,2 a 12,8 g/L de extrato seco para um vinagre com acidez de 4% e teor de
cinzas entre 1 e 5 g/L, o vinagre de vinho tinto produzido apresenta valores de extrato
seco superiores ao permitido e teores normais de cinzas. O vinagre de vinho branco

mostra valores de extrato seco e cinzas dentro dos previstos.

Os resultados obtidos apresentam grande variagéo entre cada etapa para os
valores de acidez volatil nas amostras, retiradas durante o processo de acetificacao,
que pode ser justificada pela falta de um controle rigido da temperatura de
fermentacdo. A temperatura ideal para o crescimento das bactérias acéticas e
consequentemente, para uma maior produgao de acido acético, fica préxima a 28°C [1,
7]. Com temperaturas ambientes mais baixas, o crescimento das células e a produgdo
de acido acético sdo menores. A variacido da temperatura ambiente para abaixo da
temperatura ideal ocorrida durante o periodo de realizagéo do experimento representou
provavelmente, a principal causa dessa variagdo nos resultados de acidez.
Relativamente, esta variagdo pode ser desconsiderada pois todos os experimentos

foram realizados no mesmo ambiente, durante o mesmo periodo.
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Os resultados apresentados para os produtos prontos s&o correspondentes as
amostras diluidas, com teores de acidez préximos ao minimo estabelecido pela

legislagéo, para que possam ser comparados com os produtos existentes no mercado.

A andlise do teor de acidez total em % solugdo normal v/v objetivou
principalmente a obtengdo de um controle rapido do andamento do processo de
acetificagio. Trata-se de uma andlise mais simples, que requer menor volume de
amostra e, dessa forma, pode ser realizada com maior freqiéncia. Embora a acidez
total ndo seja atribuida somente a presenga do acido acético, j& que outros acidos
organicos estdo presentes no vinagre tais como o tartarico, citrico e malico, o seu
aumento relativo € um indicador do aumento do teor de acidos, pois a produgdo mais

significativa neste processo é a do acido acético.

A anadlise do pH também é apenas indicativa ja que os valores encontrados
apresentam grande divergéncia pois essa medida é a soma das interagdes de diversas
substancias presentes na amostra com o eletrodo. Somente valores acima de 3,0
indicaram sinais de perdas do acido acético produzido (por exemplo, por excesso de
aeracdo) ou problemas com os microrganismos, tais como falta de substrato ou

presenca predominante de células muito velhas.

A Tabela 4 apresenta os resultados para o vinagre produzido em laboratério a

partir de alcool.
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Tabela 4 — Caracteristicas fisico-quimicas do vinagre de alcool produzido em
laboratério

Caracteristica Vinagre de alcool
Calda 12 22 32 42 52 1% Vinagre
inicial remontagem remontagem remontagem remontagem remontagem retirada pronto
Densidade 2 20°C (g/L) 1000 1002 1001 1001 1003 1005 1002 1005
Extrato seco a 100°C '0,80 1,74 1,78 1,48 1,24 0,98 0,82 0,76
(o/L)
Acidez volatil (g ac. 2,55 2,70 3,15 3,60 3,60 3,75 400 4,20
acético/100 mL)
Acidez total (solucdo 42,6 442 43,2 50,0 55,0 68.4 748 742
normal % v/v)
Cinzas (g/L) 0,500 0,360 0,328 0,328 0,260 0,276 0,250 0,262
Grau alcodlico real (°GL) 47 3,0 2,3 1,8 1,1 09 1.1 0,9
2,47 2,62 2,26 2,09 2,23 2,28 232 2,36

O vinagre de alcool produzido em laboratério apresentou caracteristicas fisico-
quimicas um pouco diferenciadas dos vinagres de vinho. Os resultados para a
densidade, o teor de extrato seco e o teor de cinzas foram menores do que os
encontrados para os vinagres de vinho. Este fato ja era esperado e deve;se a diferenca

de composicao entre as caldas utilizadas para a fabricagédo dos vinagres.

O vinho, matéria-prima utilizada para os vinagres de vinho, é rico em diversas
outras substancias além do etanol téis como agucares, aldeidos, acidos organicos,
ésteres e outros, que durante a fermentacdo acética podem sofrer transformacgées
bioquimicas ou simplesmente perpassarem pelo processo, enriquecendo o produto
final e conferindo teores maiores para esses parametros quando em comparagdo com
os vinagres de alcool. Ja as solugdes alcodlicas utilizadas para a fabricagédo de vinagre
de alcool apresentam uma composi¢céo bem mais restrita, sendo formada basicamente
por etanol o qual sofre a agdo das bactérias acéticas sendo transformado a acido

acético.
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O teor de acetoina das amostras de vinagres durante as diferentes etapas de

fabricagao também foi acompanhado e os resultados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Teores de acetoina nos vinagres produzidos em laboratério

Teor de acetoina (mg/L)

Estagio de fabricagdo  Vinagre de vinho tinto  Vinagre de vinho branco  Vinagre de alcool

- caldainicial 78,94 12,00 0,00

12 remontagem 225,79 58,50 0,00
- 23 remontagem 560,53 97,76 0,00
- 3%remontagem 336,46 97,69 0,00
- 42 remontagem 402,43 94,00 0,00
- 5%remontagem 556,48 66,34 0,00
-  12retirada 831,47 98,81 0,00

- vinagre pronto 713,14 163,40 0,00

Observa-se que a acetoina € um produto caracteristico de vinagres de vinho e
ndo de vinagres de alcool. Ambos os vinagres de vinho apresentaram formacgéo desta
molécula durante o processo de fermentacéo acética enquanto o vinagre de alcool ndo

apresentou nenhum teor detectavel desse composto durante sua fabricagao.

A auséncia de acetoina nos vinagres de alcool pode ser explicado pela

inexisténcia de fontes alternativas de piruvato como acidos organicos ou agucares.

Os resultados obtidos'comprovam a existéncia de concentragdes de acetoina
maiores nos vinagres de vinho tinto do que nos vinagres de vinho branco, o que
concorda com resultados citados por LLAGUNO & POLO [7] e MECCA, ANDREOTTI &

VERINELLI [8] .
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4. CONCLUSOES

Apesar das reservas impostas pelas limitadas dimensées do experimento, foi
possivel acompanhar o desenvolvimento das principais caracteristicas fisico-quimicas

durante o processo de fermentagéo acética de vinhos e solugdes alcodlicas.

Os parametros fisico-quimicos estabelecidos pela legislagdo brasileira sdo
facilmente atingidos pelos vinagres produzidos em laboratério a partir do vinho durante
a fermentacdo acética ja que somente limites inferiores para acidez volatil e cinzas e

um maximo de 1°GL séo fixados.

As diferengas fisico-quimicas entre os vinagres produzidos em laboratério a
partir de vinho e de alcool durante a acetificacéo ficaram evidenciadas nos teores de

extrato seco e cinzas, 0s quais se apresentaram acentuadamente menores no ultimo.

A analise da concentrag&o de apenas um constituinte dos vinagres, a acetoina,
permite concluir que as diferengas mais profundas encontram-se nas concentragdes
das diversas substancias secundarias formadas durante as fermentagcdes, tanto a
alcodlica, como a acética que caracterizam os produtos finais. A acetoina foi
encontrada somente em vinagres procedentes de vinho, sendo sua concentragcao maiér

nos vinagres de vinho tinto.

Sensorialmente os contrastes entre os dois tipos de vinagres também foram
grandes. Os vinagres de vinho s&o ricos em aroma e sabor enguanto o vinagre de

alcool apresenta somente sabor acido e leve aroma caracteristico de acido acético.
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4.2 ARTIGO 2

CARACTERIZAGAO ANALITICA DE VINAGRES
BRASILEIROS

Sonia Yasuko Takemoto*
Jean Pierre Rosier**
Jorge Luiz Ninow***

RESUMO

O vinagre € um produto obtido a partir da fermentacao acética de substratos alcodlicos
diversos. Amostras de vinagres de vinho e de alcool brasileiros foram analisadas objetivando-
se a caracterizagdo desses produtos. Observou-se uma grande desuniformidade nas
caracteristicas fisico-quimicas principalmente para as amostras de vinagres de vinho. As
amostras de vinagres de alcool apresentaram teores de extrato seco e cinzas menores que as
amostras de vinagres de vinho. A determinagdo das concentracdes de acetoina também foram
realizadas. Os teores de acetoina para as amostras de vinagres de vinho tinto apresentaram
grande variagdo, mas em geral, sdo maiores que os teores de acetoina encontrados nas
amostras de vinagres de vinho branco. As amostras de vinagres de alcool, contrariamente ao
esperado, apresentaram teores detectaveis de acetoina.

PALAVRAS-CHAVE: vinagres, analises, acetoina

SUMMARY

Vinegar is a product obtained from acetic fermentation of different alcoholic substrates.
Samples of Brazilian wine vinegar and alcohol vinegar were analyzed with the purpose of
characterizing these products. A large variation in the physico-chemical characteristics was
noted, especially in the samples of wine vinegars. Samples of alcohol vinegars were lower in
dry extract and ash content than wine vinegars. Analyses of acetoin content were also carried
out. Acetoin content of red wine vinegar samples were varied, but in general it was higher than
the values in white wine vinegar samples. Alcohol vinegar samples, contrary to the expected
results, presented detectable quantities of acetoin.

KEY-WORDS: vinegars, analysis, acetoin
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1. INTRODUGAO

O vinagre, assim como o vinho, € um alimento conhecido desde a Antigliidade e seu
nome, em quase todas as linguas ocidentais (com excec¢do do italiano, acefo do latino
“acetum’, e do aleméo, essig), provém do francés, vinaigre, ou vinho azedo (1, 5, 6, 7, 11).
Entre suas principais aplicagcdes, encontra-se seu uso como condimento e conservante na
alimentacdo humana.

O estudo das caracteristicas dos vinagres e consequentemente da sua qualidade é
bastante comum principalmente em paises com grande tradicdo na fabricagdo de vinagres de
vinho como a Espanha e a Italia. LLAGUNO e POLO, SUAREZ & LLAGUNO (6, 7, 9) em seus
estudos estabelecem, aléem da determinacgdo das principais caracteristicas fisico-quimicas do
produto, relagdes entre as mesmas a fim de assegurar maior qualidade aos vinagres de vinho.

Pela definicdo da palavra vinagre, vinho azedo, somente os procedentes do vinho
mereceriam esta denominacdo. Porém, denominam-se vinagres a todos os produtos
resultantes da fermentag&o acética de diversos substratos alcodlicos, adicionando ao nome do
vinagre o do substrato correspondente. A legislagado brasileira define como vinagre de vinho, o
produto obtido da fermentagdo acética do vinho (3, 4) que deve conter uma acidez volatil
minima de 40 g/L expressa em acido acético (4%). Sua graduacdo alcodlica ndo pode exceder
a 1°GL e deve ser obrigatoriamente estabilizado. Um vinagre com mais de 80 g/L. de acidez
volatil € o concentrado de vinagre usado exclusivamente para diluicéo (4).

A mesma legislacdo permite que sejam usadas genericamente outras substancias ou
liquidos alcodlicos para a fermentacéo acética, desde que ao produto resultante seja acrescido
o nome da matéria-prima apés o termo vinagre (4). No Brasil, ndo é permitida a fabricagdo e
venda de vinagre artificial, isto é, misturas diluidas de acido acético glacial (4).

Estima-se que o consumo anual de vinagre no pais seja de cerca de 150 milhdes
de litros (segundo dados informais da ANAVI — Associacdo Nacional dos Produtores de
Vinagre). Este volume indica a importancia deste produto para o setor vitivinicola nacional pois,
logo apbs o consumo do vinho e da uva in natura, trata-se da maior demanda destes produtos.
Apesar disto, poucos dados existem sobre as caracteristicas e a qualidade dos produtos
nacionais.

O objetivo principal deste trabalho foi o de estudar a composicdo dos vinagres
comerciais nacionais a fim de se obter dados para um melhor conhecimento das caracteristicas
e qualidade desses produtos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Neste estudo foram analisadas quinze amostras de vinagres de vinho tinto, dez
amostras de vinagres de vinho branco e doze amostras de vinagres de alcool. Todas as
amostras para cada tipo de vinagre eram de marcas diferentes e foram obtidas em
supermercados.

As amostras foram recebidas em recipientes fechados e ndo receberam nenhum
tratamento preliminar. Apés classifica¢ao, foram abertas e analisadas em seguida.
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2.2 Métodos Analiticos

As determinacdes fisico-quimicas de extrato seco, acidez volatil, cinzas e grau
alcodlico foram feitas conforme os métodos oficiais de andlises para vinagres especificadas na
Portaria N.° 076, de 27 de novembro de 1986. A densidade foi determinada diretamente por
densimetro a 20°C.

Para as analises de acidez total utilizou-se a metodologia usada para vinhos conforme
as metodologias de anadlises de bebidas e vinagres do Laboratério Nacional de Referéncia
Vegetal — LANARYV (2). O pH foi determinado por leitura direta em pHmetro.

O teor de acetoina foi avaliado através de cromatografia gasosa, utilizando-se um
cromatdgrafo gasoso Varian 3400CX e coluna do tipo DB-wax P/N 123-7033, com fase em
polietileno glicol, diametro 0,32 mm e comprimento 30 m e detector FID, a 250°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as andlises fisico-quimicas das amostras de vinagres
comerciais sao mostrados nas Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3, para vinagres de vinho tinto, vinho
branco e alcool, respectivamente.

Tabela 3.1 — Anélises fisico-quimicas das amostras de vinagres comerciais de vinho tinto

Amostra Densidade a Extrato seco Acidez volatil (g de Acidez total (solugdo Cinzas Grau alcodlico pH

20°C (g/L) a100°C (g/L) ac. acético/100 mL) normal % V/V) “(g/L) real (°GL)
A* 1008 17,12 4,20 70,2 2,208 1,2 2,78
B 1008 8,64 4,20 73,6 1,408 0,0 2,46
C 1011 9,40 4,35 74,0 1,368 0,0 2,93
D 1009 7,14 4,50 | 75,6 1,288 0,0 2,63
E 1011 12,08 4,20 - 826 1,304 0,0 2,61
P 1001 14,27 3,75 45,0 2,160 47 2,97
G 1007 4,94 4,05 78,6 0,808 0,0 2,40
H 1011 13,21 4,20 75,4 1,296 0,0 2,50
| 1009 7,88 540 . 80,4 1,512 0,0 2,68
J 1008 7,72 4,05 71,2 1,848 0,0 2,48
K 1008 8,26 4,35 74,4 1,320 0,0 3,056
L 1010 7,99 3,90 80,8 1,238 0,0 2,74
M 1011 12,36 4,20 74,2 0,896 0,0 2,47
N 1048 115,32 3,75 84,0 2,060 0,0 2,80
o 1011 12,78 4,65 78,0 1,416 0,0 291
Média 1011,4 17,274 4,250 74,53 1,4753 0,39 2,694
DP 10,4 27,319 0,404 9,11 0,4196 1,23 0,209

* Vinagres artesanais da regido de Videira
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Tabela 3.2 — Anélises fisico-quimicas das amostras de vinagres comerciais de vinho branco

Amostra Densidade Extratosecoa Acidez volatil (g de Acidez total (solugdo Cinzas Grau alcodlico pH
a20°C (g/L) 100°C (g/L) 4c. acético/100 mL) normal % V/V) (g/L) real (°GL) -

A 1012 8,04 4,80 88,0 1,412 0,0 2,91

B 1008 8,08 3,45 70,4 2,072 0,0 2,46

C 1009 6,99 4,35 74,8 1,224 0,0 2,77

D 1011 9,66 4,35 72,8 1,214 0,0 2,76

E 1010 7,49 3,75 76,0 1,236 0,0 2,75

F 1010 6,83 5,25 97,0 1,237 0,0 2,62

G 1008 6,97 4,20 | 73,8 2,156 0,0 2,42

H 1010 6,58 4,35 71,8 1,236 0,0 2,94

| 1008 6,79 4,50 73,4 1,752 0,0 2,52

J 1009 8,09 3,75 77,2 1,261 0,0 2,69
Média 1009,5 7,550 4,280 77,52 1,4800 0,00 2,680
DP 1,4 0,940 0,530 8,404 0,3720 0,00 0,178

Tabela 3.3 — Anélises fisico-quimicas das amostras de vinagres comerciais de alcool

Amostra Densidade Extrato secoa Acidez volatil (g de Acidez total (solugdo Cinzas Grau alcodlico pH
a20°C (g/L) 100°C (g/L) 4&c. acético/100 mL) normal % V/V) (g/L) real (°GL)

A 1006 0,81 3,15 75,4 0,344 0,0 2,32
B 1006 0,83 6,00 77,4 0,448 0,0 2,36
Cc 1007 0,81 4,35 75,2 0,560 0,0 2,22
D 1005 1,04 3,75 78,6 0,180 0,0 2,41
E 1007 0,76 4,20 74,2 0,240 . 0,0 2,29
F 1007 0,64 4,50 79,8 0,520 0,0 2,26
G 1008 3,54 4,65 88,2 0,439 0,0 2,35
H 1006 2,86 4,35 72,6 0,572 0,0 2,45
| 1007 0,79 4,50 75,0 0,380 0,0 2,41
J 1007 0,78 4,95 79,0 0,460 0,0 2,23
K 1007 0,94 5,10 75,0 0,440 0,0 2,30
L 1005 0,64 4,20 74,8 0,436 0,0 2,81
Média 1006,5 1,203 4,475 77,10 0,4186 0,00 2,368
DP 0,9 0,950 0,703 4,11 0,1182 0,00 0,157

Os resultados das analises fisico-quimicas evidenciam caracteristicas bem distintas
para os diferentes tipos de vinagres comerciais analisados.

As amostras de vinagres de vinho tinto apresentaram teores de extrato seco
superiores aos valores encontrados para as amostras de vinagres de vinho branco, que
apresentaram media proxima a 7,5 g/L. Os valores médios de extrato seco dos vinagres de
vinho analisados atendem as exigéncias da legislacdo brasileira. Das amostras estudadas,
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somente 6,7% (amostra G) dos vinagres de vinho tinto ndo atendem ao minimo estabelecido
de 7 g/L. Quando comparados com valores citados como normais em literatura para vinagres
de vinho italianos, 10 a 25 g/L, os valores médios ficam no limite inferior e abaixo,
respectivamente, para vinagres de vinho tinto e branco. Esses resultados podem denotar uma
tendéncia dos produtos nacionais ou caracterizar uma forma de diluicdo dos vinagres de vinho
com um produto de menor teor de extrato seco, como por exemplo, vinagres de alcool.

O teor médio de cinzas das amostras de vinagres de vinho se apresentou semelhante
tanto para o vinagre de vinho tinto como para o vinagre de vinho branco, com pequena
diferen¢a a maior para o primeiro. Das amostras de vinagres de vinho tinto, 13,3% (amostras G
e M) ndo atendem a legislagdo nacional. Os resultados obtidos também encontram-se mais
préximos aos limites inferiores quando comparados com valores estabelecidos pela legislacdo
espanhola (1 a 5 g/L) e valores considerados normais para os produtos italianos (1,3 a 3,5 g/L).
A mesma analogia anterior que diz respeito a adigdo de vinagres de alcool pode ser aplicada
para esta andlise.

Quanto a acidez volatil das amostras, 20,0% (amostras F e N) dos vinagres de vinho
tinto, 30,0% (amostras B, E e J) dos vinagres de vinho branco e 16,7% (amostras A e D) dos
vinagre de alcool apresentaram teores abaixo do minimo exigido por lei (4% acidez volatil).
Todas as amostras pertencem a diferentes marcas. A amostra | (6,7%) dos vinagres de vinho
tinto e a amostra F (10,0%) dos vinagres de vinho branco, pertencentes a mesma marca,
apresentaram acidez volatil acima de 5 g/100mL. Para os vinagres de alcool, 16,7% (amostras
B e K) também apresentaram acidez volati maior do que 5 g/100mL. Tanto os valores
inferiores a 4% de acidez volatii como os valores muito superiores a isto, sdo atributos
negativos ao produto. Ambos ndo condizem com sua especificagdo no rétulo e portanto, nédo
representam as caracteristicas do produto que esta sendo adquirido.

Uma outra razdo para essa variagdo da acidez volatil & o fato de essa caracteristica
pode ser facilmente desprendida durante o manuseio e/ou estocagem do produto se sua
embalagem ndo fomecer protecdo e vedacgdo suficientes, o que representa também um fator
indesejavel. Outra suspeita, &€ o ndo controle desta caracteristica pelo produtor de vinagre.

A amostra de vinagre de vinho tinto N apresenta caracteristicas diferenciadas dos
demais. Os valores demasiadamente altos de densidade, extrato seco e cinzas podem indicar
a presenca de agucares adicionados ao mosto ou ao vinho. A andlise do teor de agucares
desta amostra mostrou um resultado de 87,71 g/L em agucares redutores (glicose), o que
representa um valor muito ailto para vinagres. Estes resultados indicam que esta amostra de
vinagre deve ser originaria de um vinho tinto doce.

O valor médio para o extrato seco dos vinagres de alcool, 1,3 g/L, assim como seu
valor médio do teor de cinzas, 0,4 g/L, sdo bastante inferiores aos valores para os vinagres de
vinho. Mais uma vez evidencia-se a facilidade em caracterizar e diferenciar os vinagres de
alcool dos vinagres de vinho através de analises fisico-quimicas bem simples.

A Figura 3.1 mostra uma comparagédo entre os resultados de extrato seco para as
amostras de vinagres analisadas.
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Figura 3.1 — Comparacao entre os teores de extrato seco dos diferentes tipos de vinagres
analisados

As amostras de vinagre de alcool comercial G e H, apresentam valores de extrato
seco bem maiores do que a média, o que pode significar a adicdo de alguma substancia ndo

volatil. A andlise dos resultados dos vinagres de alcool é bastante dificil por ndo se
encontrarem parametros melhor definidos e nem dados de pesquisa para o produto.

Os resultados do teor de acetoina para as amostras de vinagres comerciais analisados
encontram-se na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 — Teores de acetoina nas amostras de vinagres comerciais
Amostra Teor de acetoina (mg/L)

Vinagre de vinho tinto  Vinagre de vinho branco Vinagre de alcool

A *427,16 - 199,90 544
B 110,12 59,65 1,77
C 121,71 16,08 9,17
D 27,93 9,55 9,88
E 19,24 7,63 14,62
F *12,45 - 15,72 15,95
G 40,27 41,91 4,77
H 186,09 241,06 3,38
| 4,71 36,86 0,00
J 63,23 ' 258,28 10,93
K 18,73 - 21,90
L 57,63 - 7,06
M 437,43 - -

N 377,93 - -

o 326,55 - -

* Vinagres artesanais da regido de Videira- SC

—~

A Tabela 3.5 apresenta uma classificagdo das amostras de vinagres comerciais
analisadas conforme dados encontrados na literatura. O valor de 40 mg/L € o minimo
estabelecido pela legislagdo espanhola. Para Mecca (8), os valores normais ficam entre 80 e
800 mg/L. Os valores mais freqientemente encontrados e citados na literatura estdo entre 200
e 500 mg/L.

Tabela 3.5 — Percentuais das amostras analisadas conforme seu teor de acetoina

Teor de acetoina (mg/L)

Vinagre
abaixo de 40 entre 40 e 80 entre 80 e 200 acima de 200
de vinho tinto nacionais 33,3% 20,0% 20,0% 26,7%
de vinho branco nacionais 50,0% 20,0% 10,0% 20,0%
de alcool 100,0% - - -

Pela legislagido espanhola, 33,3% dos vinagres de vinho tinto e 50,0% dos vinagres de
vinho branco analisados seriam considerados ndo de acordo. Para os vinagres de vinho
nacionais, tinto e branco, somente 23,4% apresentaram teores acima de 200 mg/L,
considerados normais para vinagres espanhdis e italianos.
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As diferencas em relagdo aos vinagres de alcool foram evidenciadas através desta
andlise. Todas as amostras comerciais apresentam quantidades muito inferiores a 40 mg/L, o
que é perfeitamente explicavel, pois a calda (solugdo diluida de alcool e vinagre) usada para a
fabricac@o destes produtos ndo contém substancias necessarias para a produgao de acetoina,
tais como os carboidratos e acidos organicos que constituem as fontes adicionais de piruvato
que levam a biossintese de acetoina (5, 10, 12). :

Os baixos valores de acetoina detectados na analise das amostras de vinagres
comerciais de alcool pode ser devido ao metabolismo de células mortas, o que constituiria uma
fonte adicional de piruvato para as outras bactérias ou por ja se encontrarem presente no
alcool utilizado para a preparagdo da calda pois as leveduras também sdo capazes de
sintetizar este composto, em pequenas quantidades, durante a fermentac&o alcodlica.

4. CONCLUSOES

Através das analises fisico-quimicas das amostras comerciais, conclui-se que os
vinagres de vinho nacionais apresentam uma falta de padronizacdo em suas caracteristicas
fisico-quimicas.

As amostras de vinagres de vinho tinto analisadas foram as que apresentaram maior
diferenca nos resultados de suas analises fisico-quimicas. A falta de uniformidade das
amostras comerciais analisadas ficou evidenciada pelos resultados encontrados para o teor de
extrato seco: o menor valor foi de 7,14 g/L e o maior valor, 115,32 g/L. Os valores para acidez
volatil também apresentaram grande variagéo indicando inclusive a existéncia de amostras com
valores inferiores ao valor minimo legal.

As amostras de vinagres de vinho branco comerciais analisadas apresentaram maior
uniformidade em suas caracteristicas fisico-quimicas do que os vinagres de vinho tinto.

As amostras de vinagres de alcool analisadas mostraram que esse tipo de vinagre
apresenta teores de extrato seco e cinzas bem menores do que os vinagres de vinho e também
nédo uniformes.

As amostras de vinagres de vinho tinto apresentaram maiores teores de acetoina do
que as amostras de vinagres de vinho branco, apesar de bastante variadas. As amostras de
vinagres de alcool analisadas apresentaram teores bem mais baixos do que as amostras de
vinagres de vinho.
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4.3 ARTIGO 3

TEOR DE ACETOINA EM VINAGRES

Sonia Yasuko TAKEMOTO, Jean Pierre ROSIER, Jorge Luiz NINOW

RESUMO

A acetoina é um produto comumente produzido em processos fermentativos
tanto por leveduras como por bactérias. A acetoina, juntamente com o diacetil e 2,3-
butanodiol sdo importantes componentes do aroma de uma vasta gama de produtos
laticos, tais como queijos e manteiga. O teor de acetoina encontrado em vinhos
geralmente é baixo e sua presenga em vinhos n&o é muito desejada principalmente por
tratar-se de uma substancia derivada do diacetii o qual apresenta forte odor
caracteristico. Nos vinagres, o teor de acetoina encontrado é bastante superior ao dos
vinhos e sua determinagao esté_associada com a qualidade do produto, sendo um
procedimento comum em paises de produgdes tradicionais, como a Espanha e ltalia.
No Brasil, néo hé, trabalhos publicados que mostrem os valores encontrados em nossos
vinagres. O objetivo deste trabalho foi o de realizar um estudo sobre a presenga da
acetoina em vinagres de procedéncia conhecida, relacionando-a com sua genuinidade,
através de uma metodologia simples e pratica. Teores de acetoina em vinagres
comerciais também foram pesquisados. Para os vinagres de vinho produzidos em
laboratério, os teores de acetoina encontrados estdo de acordo com os valores

comumente citados na biinograﬂa, sendo maior para o vinagre de vinho tinto. O
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vinagre de alcool produzido ndo apresentou teores de acetoina detectaveis. As
amostras de vinagres de vinho comerciais nacionais analisadas apresentaram valores
de acetoina variando entre 4,71 e 437,43 mg/L e as amostras de vinagres de alcool
comerciais apresentaram teores de acetoina em uma faixa mais baixa, entre 0 e 21,90

mg/L.

PALAVRAS-CHAVE: acetoina, analises, vinagre

SUMMARY

ACETOIN CONTENT IN VINEGARS

Acetoin is a common product in fermentative probesses in yeasts and bacteria.
Acetoin, associated with diacetyl and 2,3-butanediol, is an important compound in the
flavor of several dairy products such as cheeses and butter. The acetoin content in
wines is generally low and its presence is undesirable since it is a substance derived
from diacetyl, which presents a strong and characteristic odor. In vinegars, acetoin
content is much higher than the one in the wine and its determination, which is
associated with the quality of the product, is a common procedure in amongst traditional
producers of wine vinegars in countries such as Spain and ltaly. At present, there is no
literature that reports acetoin content in Brazilian vinegars. The aim of this work was to
study the acetoin content of vinegars of known origin, relating it to their authenticity,

through a practical and simple method. Acetoin contents in commercial vinegars was
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also investigated. The results for wine vinegars produced in the lab were in agreement
with acetoin contents commonly reported in papers, being higher for red wine vinegar.
Alcohol vinegar did not contain detectable acetoin. The commercial_ samples of Brazilian
wine vinegars analyzed presented acetoin concentrations between 4,71 and 437,43
mg/L and the commercial samples of alcohol vinegars presented acetoin concentrations

at a lower level, between 0 and 21,90 mg/L.

KEY-WORDS: acetoin, analysis, vinegar

1. INTRODUGAO

A andlise de vinagres com finalidades de comprovar sua origem e qualidade é
um assunto de grande interesse, principalmente dos paises que tradicionalmente o
fabricam a partir de vinhos. Estes paises consideram como vinagre somente o produto
obtido a partir de vinhos e posicionam-se contra qualquer outro método de fabricagao
de vinagre que néo a acetificagao, transformagéo bioquimica do etanol contido no vinho

a acido acético, pela agdo de bactérias acéticas.

No inicio, as andlises fisico-quimicas buscavam identificar principalmente a
adulteracdo do produto através da adi¢do de acido acético obtido pela sintese quimica
do etileno ou pela destilagdo seca da madeira, ja que era este 0 componente

determinante do valor dos vinagres.

Atualmente, com o desenvolvimento de sofisticadas metodologias de andlise, ja

é possivel até a identificagdo do isétopo C'* (carbono 14) em toda substancia que
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contenha carbono, e consequentemente, a determinacdo de sua concentracdo no
produto em estudo. A presenca deste isétopo em quantidades significativas, comum
em compostos de origem biolégica, ndo é observada em substancias obtidas por
sintese, como o acido acético sintético ou o etanol derivado do petréleo (LLAGUNO,
1977; GIL DE LA PENAV et al, 1976). Contudo, estes métodos ainda sdo bastante

especificos e necessitam de equipamentos ndo comuns em laboratérios de analises.

Diversas sdo as formas de adulteragbes dos vinagres e a detecgdo dessas

alteragdes constitui um dificil problema para os pesquisadores.

Uma das analises de componentes do vinagre que busca estabelecer relacées
entre sua concentragdo e a qualidade comprovada do produto, € a determinagdo do

teor de acetoina.

A acetoina ou acetilmetilcarbinol (C4HO2) é uma cetona (3-hidroxi-2-butanona)
de odor agradavel, peso molecular 88,10 e ponto de ebulicdo 148°C. E um produto
comumente formado em fermentacbes por atividade microbiana de bactérias laticas e
leveduras (TEIXEIRA, 1999; MORITZ, 1998; LEWIS ef al, 1997; PALACIOS et al, 1995,
ROMANO & SUZZI, 1996; ROMANO et al, 1994, 1995; de REVEL, 1992; TRONCOSO

& GUZMAN, 1987).

A acetoina € um composto comum em produtos fermentados como bebidas e
queijos. Em vinhos, pequenas quantidades de acetoina s&o encontrados, ficando sua
concentracdo, geraimente entre 10 e 80 mg/L (ROMANO & SUZZI, 1996; PALACIOS et
al, 1995). TRONCOSO & GUZMAN (1987) citam como quantidades normais de
acetoina encontradas em vinhos teores de 7 a 15 mg/L. Nos vinagres também se

detecta a presenca de acetoina ja que, durante a fermentacdo acética, ha uma
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produgdo dessa substancia (TRONCOSO & GUZMAN, 1987). Segundo GERBI et a/
(1995), em seu estudo da evolugédo de alguns componentes do vinho durante a
acetificacdo, ha um consideravel aumento da acetoina, chegando a se obter um

aumento de cerca de 700% no vinagre.

Pode-se dizer que a quantidade de acetoina presente nos vinagres esta
geralmente associada a qualidade dos mesmos porque € um composto tipicamente
produzido durante o processo de acetificacdo (GERBI et al, 1995, TRONCOSO
GONZALES & GUZMAN CHOZAS, 1987). Este fato tem sido bastante utilizado para
diferenciar vinagres de origem fermentativa dos vinagres artificiais, ja que nenhuma

acetoina é encontrada neste Gltimo tipo de produto.

Na maioria das bactérias, a acetoina é formada a partir do piruvato e é
portanto, um produto do metabolismo de carboidratos. Em geral, pouca ou nenhuma
acetoina é produzida a partir de carboidratos sem a presenga de uma fonte adicional
de piruvato. Uma fonte comum ¢é o citrato. O citrato € transportado para dentro da
célula por uma permease induzivel e € quebrado em acetato e oxaloacetato, que é
entdo descarboxilado a piruvato. Duas moléculas de piruvato condensam-se formando
o a-acetolactato, que € descarboxilado formando acetoina, posteriormente convertida

em butanodiol (CARVALHO, 1999; de REVEL, 1992).

E interessante ressaltar que o tipo de processo fermentativo utilizado também
influencia nos teores finais de acetoina nos vinagres ja que no processo de
fermentacdo submerso quantidades menores de acetoina sdo formadas, enquanto
valores bem maiores sdo encontrados quando outros processos sdo utilizados
(TRONCOSO GONZALES & GUZMAN CHOZAS, 1987). LLAGUNO & POLO (1991)

citam como valores até 400 mg/l de acetoina para acetificadores de recheio e valores
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préximos a 100 mg/l para processos submersos e afirma ainda, que ha casos em que
chega a se obter vinagres com 1g/l de acetoina (LLAGUNO & POLO, 1991). Ja em
1979, MECCA et al afirmava que os vinagres de vinho apresentam valores entre 80 a
800 mg/l de acetoina, sendo esta concentragdo uma indicagdo da integridade quimica

e / ou da alteragao do produto.

Em um estudo realizado com vinagres italianos, GERBI ef a/ (1995) utilizando
um acetificador similar ao reator industrial Frings, encontraram valores de 276 mg/l de
acetoina em seu produto final obtido a partir de vinho branco, que continha no inicio 20
mg/l de acetoina. Neste mesmo estudo, os autores afirmam em suas conclusbes que a
determinagdo de concentragdes de substancias tais como acetoina, diacetil e acetato
de etila é indicada para avaliar o grau de adulteragéo de vinagres pois a variagdo de

suas concentragdes no produto formado € muito elevada.

Em outro estudo sobre os vinagres espanhdis, TRONCOSO GONZALES &
GUZMAN CHOZAS (1987) encontraram um valor médio de 394 mg/l de acetoina nas
amostras analisadas. Nenhuma das amostras mostrou uma concentra¢do de acetoina
abaixo de 200 mg/l. A maioria das amostras dos vinagres estudados apresentou

resultados entre 200 a 500 mg/I.

A legislagdo espanhola para vinagres estabelece uma concentragdo minima de
40 mg/| para seus produtos. A legislacdo italiana ndo estabelece limites para os teores
de acetoina. A Comissdo de Enologia Internacional tem também se interessado por
este assunto e ja apresentou para aprovacéo final em sua Assembléia Geral realizada
em junho/2000, em Paris, uma metodologia para a determinagdo do teor de acetoina
em vinagres de vinho (ESCRITORIO INTERNACIONAL DA VINHA E DO VINHO,

2000).
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No Brasil, ndo ha resultados publicados sobre o téor deste composto em

vinagres.

Neste estudo, buscou-se apresentar uma contribuicdo as metodologias de
verificagdo da genuinidade de vinagres brasileiros. Para tanto, estabeleceu-se uma
metodologia rapida de determinacdo da concentracdo de acetoina em vinagres,
avaliando-se o teor deste composto em vinagres brasileiros, além de estudar sua
presenca em vinagres produzidos em escala laboratorial a partir de vinho tinto, vinho

branco e alcool.

2. METODOLOGIA

2.1 Amostras

Para a analise do teor de acetoina utilizou-se dois grupos de amostras, o
primeiro constituido de dezesseis amostras de vinagres de vinho tinto, onze amostras
de vinagres de vinho branco e doze amostras de vinagre de alcool obtidos vinagres
comerciais obtidos em supermercados, e o segundo grupo, constituido de amostras de

vinagres produzidos em laboratério.

Duas amostras de vinagre de vinho tinto e uma amostra de vinagre de vinho
branco importadas, além de uma amostra de vinagre de mel também foram avaliadas e

seus resultados enfocados como indicadores ao nosso estudo.
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2.2 Métodos Analiticos

O método usado para a determinagdo do teor de acetoina foi a andlise por

cromatografia gasosa da amostra injetada.

O padréao interno utilizado € o octanol-3 diluido em solugdo hidroalcoélica
- (40%). Um volume de 1 uL da mistura de 2 mL da amostra com 2 mL de metanol e 250

uL da solugéo de padréo interno € injetada diretamente no cromatégrafo.

O gas de arraste usado foi o nitrogénio com fluxo de 2 mL/min. Os gases da
chama utilizados foram o hidrogénio, com vazéo de 60 mL/min e ar artificial, com vazéo

de 230 mL/min.

A coluna usada para as analises é do tipo DB-wax P/N 123-7033, com fase em

polietileno glicol e o detector tipo FID (ionizagéo de chama), a 250°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através de andlise em cromatografia gasosa, identificou-se os teores de
acetoina das amostras de vinagres. Para os teores de acetoina dos vinagres

produzidos em laboratério, os resultados s&o mostrados na Figura 3.1.
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Teores de acetoina nos vinagres produzidos
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Estagio de fabricacédo

Figura 3.1 — Teores de acetoina nos vinagres produzidos experimentalmente

Os resultados encontrados para os vinagres produzidos em laboratério
evidenciam a produgdo de acetoina nos vinagres de vinho tinto e branco em
quantidades significativas, chegando a ser sete vezes maior do que o valor inicial na
calda de vinho tinto, o que comprova os valores citados por GERBI et al (1995) e

MECCA et al (1979).

Os resultados para o vinagre de vinho branco n&o apresentaram o mesmo
aumento do teor de acetoina que o vinagre de vinho tinto no produto final, o que ja era
esperado. Contudo, também mostram uma producgdo significativa do composto
analisado e estdo de acordo como os valores citados em literatura, chegando a ser
quatro vezes maior do que o valor minimo determinado pela legislagdo espanhola.
Pode-se atribuir esta maior produg&o de acetoina nos vinagres obtidos a partir de vinho

tinto & maior concentracéo de citratos existentes nos vinhos tintos do que nos vinhos
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brancos. Para este estudo, o vinho tinto usado para a fabricagdo de vinagre continha
cerca de trés vezes mais acido citrico (0,44 g/L) do que o vinho branco (0,14 g/L)
utilizado para a elaboragéo de vinagre de vinho branco. Este resultado confirma a via
metabdlica utilizada pelas bactérias acéticas citada por CARVALHO (1999), ROMANO
& SUZZI (1996) e de REVEL (1992) para a formagdo da acetoina: citrato —
oxaloacetato — piruvato — a-acetolactato — acetoina. Segundo LLAGUNO & POLO
(1991), também a presenca de lactatos € importante para a formacao de acetoina. O
vinho tinto utilizado também apresentava maior teor de acido lactico (3,41 g/L) do que o
vinho branco (2,57 g/L), ja que no vinho tintc é realizada a fermentagdo malolatica, que
transforma o acido malico em acido latico, o que reforga a maior produgao de acetoina

no produto obtido de vinho tinto

Para o vinagre de alcool produzido em laboratério, os resultados comprovam a
necessidade de outras fontes que ndo o etanol para a formagédo de acetoina pelas
bactérias acéticas. Nenhum teor de acetoina foi encontrado no vinagre produzido a

partir de alcool.

Os valores para as amostras de vinagres comerciais analisados encontram-se

na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Teores de acetoina nas amostras de vinagres comerciais
Amostra Teor de acetoina (mg/L)

Vinagre de vinho tinto Vinagre de vinho branco Vinagre de alcool

A *427,16 199,9 5,44
B 110,12 59,65 1,77
C 121,71 16,08 9,17
D 27,93 _ 966 | 9,88
E 19,24 7,63 14,62
F *12,45 15,72 15,95
G 40,27 41,91 4,77
H 186,09 241,06 3,38
| 4,71 36,86 0,00
J 63,23 258,28 10,93
K 18,73 **582,04 21,90
L 57,63 : - 7,06
M 437,43 - —

N 377,93 - -

o 326,55 - -

P** **359,08 - -

Q* **725,69 _ - -

* Vinagres artesanais da regido de Videira
** Vinagres importados (espanhol ou italiano)

A amostra de vinagre de mel apresentou um resultado de 254,87 mg de

acetoina por litro de produto.

A Figura 3.2 apresenta uma classificagdo das amostras de vinagres de vinho
comerciais analisadas conforme dados encontrados na literatura. O valor de 40 mg/L é
o] minimd estabelecido pela legislacdo espanhola. Para MECCA et al (1979), os valores
normais ficam entre 80 e 800 mg/L. Os valores mais frequentemente encontrados e

citados na literatura estéo entre 200 e 500 mg/L.
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Vinagres de vinho tinto Vinagres de vinho branco

20%

26,7
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B abaixo de 40 mg/L
HE entre 40 e 80 mg/L
Oentre 80 e 200 mg/L
Oacima de 200 mg/L

20,0%

20,0%

Figura 3.2 — Distribuicdo das amostras de vinagres de vinho nacionais conforme seu

teor de acetoina

Pela legislacédo espanhola, 33,3% das amostras nacionais de vinagres de vinho
tinto e 50,0% dos vinagres de vinho branco analisados seriam considerados nao de
acordo. Os vinagres importados apresentaram resultados superiores a 200 mg/L, o que
reforca as citagbes em publicacbes da area. Do total de amostras de vinagres de vinho
nacionais, tintos e brancos, somente 23,4% apresentaram teores acima de 200 mg/L,

considerados normais para vinagres espanhdis e italianos.

As diferengas em relacdo aos vinagres de alcool ficaram mais evidenciadas
através desta analise. Todas as amostras comerciais apresentam quantidades muito
inferiores a 40 mg/L, o que é perfeitamente explicavel, pois a calda (solugéo diluida de
alcool e vinagre) usada para a fabricacdo destes produtos ndo contém substancias
necessarias para a produgéo de acetoina, tais como os carboidratos e acidos organicos

gue constituem as fontes adicionais de piruvato que levam a biossintese de acetoina.
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Os baixos valores detectados na analise das amostras de vinagres comerciais
de alcool podem ser devido ao metabolismo de células mortas, o que constituiria uma
fonte adicional de piruvato para as outras bactérias ou por ja se encontrarem presente
no alcool utilizado para a preparagéo da calda pois as leveduras também s&o capazes
de sintetizar este composto em pequenas quantidades durante a fermentacao

alcodlica, principalmente na fase inicial (ROMANO & SUZZI, 1996).

Uma forma comum de aduiteracdo em alguns paises, inclusive o Brasil, é a
mistura de vinagres produzidos em laboratério a partir do alcool com vinhos ou com
vinagres de vinho, a fim de fazé-los passar por vinagres de vinho. Neste caso, os
valores para o teor de acetoina encontrados, provavelmente seriam baixos pois nem o
vinagre de alcool nem o vinho possuem quantidades significativas de acetoina. Caso o
vinagre de vinho, principalmente o tinto, contenha um teor de acetoina muito alto
(préximo a 500 mg/L), sua diluicdo com vinagre de alcool poderia dar teores razoaveis
de acetoina, porém seu teor de extrato seco continuaria alterado, isto €, inferior aos

valores normais para os vinagres de vinho.

4. CONCLUSOES

A analise do teor de acetoina em vinagres de vinho e de alcool permite
observar que ha uma relagdo entre sua concentragéo e a matéria-prima de origem do

vinagre.

Verificou-se que os vinagres de vinho produzidos em laboratério apresentaram

teores consideraveis de acetoina, enquanto .0 vinagre obtido a partir da fermentacéo
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acética de solugdes diluidas de alcool, ndo apresentou teor de acetoina detectavel pela

metodologia utilizada.

Pode-se afirmar assim que a acetoina € um composto caracteristico em
vinagres obtidos da acetificagcéo bioldgica de vinhos e n&o caracteristico em vinagres
obtidos a partir da fermentagdo acética de solugdes alcodlicas, sendo, portanto,
desejavel sua presenga em concentragbes significativas nos vinagres originarios de

vinho.

As amostras de vinagres de vinho nacionais analisadas mostraram grande
variacdo na concentracdo de acetoina em suas combosigées evidenciando uma
desuniformidade desta caracteristica nos vinagres brasileiros. Os teores encontrados
variaram entre 4,71 mg/L a 437,43 mg/L para os vinagres de vinho tinto. A presenga de
vinagres de vinho com concentragdes t&o baixas de acetoina pode indicar a existéncia
de fraudes, tal como a diluicdo de vinagres de vinho com outros tipos de vinagres que

nao apresentem teores consideraveis de acetoina.

Contrariamente aos resultados obtidos para o vinagre de alcool produzido em
laboratério, as amostras comerciais de vinagres de alcool apresentaram teores de
acetoina variando entre 0 e 21,90 mg/L. Essas concentragbes podem ser consideradas
muito baixas quando em comparagao com os vinagres de vinho, nos quais os teores de

acetoina podem chegara 1 g/L.

Comprova-se assim, que a analise do teor de acetoina em vinagres, por
cromatografia gasosa, € uma metodologia pratica e viavel e, quando associada as

andlises fisico-quimicas ja comumente realizadas nestes produtos, € um complemento
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eficaz para assegurar a genuinidade dos vinagres nacionais podendo ser considerada

superior aos parametros atuais estabelecidos pela legislagéo brasileira.
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Os objetivos propostos pelo estudo foram satisfatoriamente atingidos. Os vinagres
produzidos em escala laboratorial apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
similares aos vinagres produzidos industrialmente, o que os tornou aptos a serem comparados
com os vinagres produzidos industriaimente. Essa comparacdo objetivava estudar e
estabelecer relagbes entre as caracteristicas dos vinagres e sua procedéncia.

Através do acompanhamento e avaliagdo das caracteristicas dos vinagres durante seu
processo de acetificacdo biologica, tanto para os vinagres de vinho como para os vinagres de
alcool, foi possivel a constatagido de que vinagres procedentes de vinho tinto apresentam
maiores teores de extrato seco e cinzas do que os vinagres obtidos a partir de vinho branco.
Os valores de extrato seco encontrados para os vinagres de vinho chegaram a ser o dobro que
o minimo estabelecido pela legisia¢do em vigor.

O vinagre obtido a partir de alcool apresenta teores de extrato seco e cinzas bem mais
baixos do que os vinagres de vinho produzidos experimentalmente.

Através das andlises fisico-quimicas das amostras comerciais, conclui-se que 0s
vinagres de vinho nacionais apresentam uma falta de padronizacdo em suas caracteristicas

fisico-quimicas.

As amostras de vinagres de vinho tinto nacionais analisadas foram as que
apresentaram maior diferenca nos resultados de suas andlises fisico-quimicas. A falta de
uniformidade das amostras comerciais analisadas ficou evidenciada pelos resultados
encontrados para o teor de extrato seco: o menor valor foi de 7,14 g/L e o maior valor, 115,32
g/L. Os valores para acidez volatil também apresentaram grande varia¢édo indicando inclusive a
existéncia de amostras com valores inferiores ao valor minimo legal.

As amostras de vinagres de vinho branco comerciais analisadas apresentaram maior
uniformidade em suas caracteristicas fisico-quimicas do que os vinagres de vinho tinto, embora
os valores de extrato seco para essas amostras sejam inferiores aos valores encontrados para
o vinagres de vinho branco produzido e para a amostra de vinagre de vinho branco italiano.

As amostras de vinagres de alcool analisadas mostraram que esse tipo de vinagre
apresenta teores de extrato seco e cinzas bem menores do que os vinagres de vinho e também
ndo uniformes. As caracteristicas encontradas para essas amostras foram bastante similares
aos resultados para o vinagre de alcool produzido experimentalmente.
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Outro objetivo satisfatoriamente atingido foi a busca de uma relagdo entre as
concentragdes de acetoina nos vinagres e sua matéria-prima de origem a fim de verificar sua
genuinidade. Comprovou-se que somente em vinagres obtidos a partir de vinhos existem
teores consideraveis de acetoina. Para o vinagre de vinho tinto, as concentragdes de acetoina
ficaram em tomo de 700 mg/L. Nos vinagres de vinho branco as concentragdes ficaram em
torno de 160 mg/L. O vinagre fabricado a partir de solugdes diluidas de alcool ndo apresentou
presenca de acetoina detectavel em sua composigéo.

As amostras de vinagres de vinho nacionais analisadas mostraram grande variagdo na
concentragdo de acetoina em suas composicdes. Os teores encontrados variaram entre 4,71
mg/L a 437,43 mg/L para os vinagres de vinho tinto. Os resultados para as amostras de
vinagres de alcool foram muito baixos; os teores de acetoina variaram entre O e 21,90 mg/L.

Constata-se que a determinagdo cromatografica do teor de acetoina em vinagres é
uma analise eficaz para comprovar a genuinidade dos vinagres de vinho nacionais,
principalmente quando associada as analises fisico-quimicas basicas.

A realizagdo deste trabalho permite ainda concluir que a legislagdo vigente é
insuficiente para a especificacdo de vinagres de alta qualidade, sendo a determinagédo do teor
de acetoina por cromatografia gasosa, uma contribuigdo eficaz @ melhoria do controle da
qualidade e genuinidade dos vinagres de vinho nacionais e até mesmo, para a legislagéo do
MERCOSUL.
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Pode-se afirmar que a impresséo final ao término deste estudo sobre os vinagres
nacionais reafirma a necessidade de maiores pesquisas e esclarecimentos ao consumidor
sobre as caracteristicas desses produtos.

Os resultados evidenciaram que os vinagres de alcool apresentam realmente
caracteristicas inerentes a sua matéria-prima e forma de obteng¢do. Ja os vinagres de vinho,
tanto tinto como branco, ndo mostraram esse mesmo comportamento. Muitas caracteristicas,
mesmo que atendam a legislagdo vigente, ndo representam aquelas esperadas desses
produtos, o que reforca as suspeitas de que parte dos vinagres de vinho nacionais sejam
adulterados.

Essa adulteragdo ndo interessa ao consumidor e nem aos produtores sérios de
vinagres de vinho. Estima-se que o consumo anual de vinagre no pais seja de cerca de 150
milhdes de litros (segundo dados informais da ANAVI — Associa¢cdo Nacional dos Produtores
de Vinagre). Este volume indica a importancia deste produto para o setor vitivinicola nacional
pois logo apdés o consumo do vinho e da uva in natura, trata-se da maior demanda destes
produtos.

Os poucos parametros exigidos legalmente, muitas vezes com valores muito amplos
ou indefinidos e a falta de fiscalizag¢éo rigorosa sobre fabricantes e produtos também facilitam a
adulteragdo dos vinagres de vinho nacionais.

Na realidade econdmica mundial atual ndo ha espago para produtos sem qualidade.
As tendéncias mostram um quadro onde somente bons produtos suportaréo e sobreviver&o a
concorréncia numa economia globalizada. Mesmo que ndo haja pretensbes de se ganhar
outros mercados, como o do Mercosul por exemplo, &€ necessario pelo menos defender o
préprio mercado, o nacional.

A partir deste estudo, pode-se afirmar que é necessario estabelecer parametros e
valores mais rigidos, assim como uma fiscalizacdo mais abrangente para os vinagres
nacionais, de forma a qualificar este produto frente a concorréncia e em respeito a todos os
consumidores deste pais.

Coloca-se aqui, como sugestdo, a inclusdo da analise do teor de acetoina para
vinagres de vinho, tinto e branco, e a fixagdo de um valor minimo de 100 mg/L de acetoina
nestes produtos. Justifica-se este valor, mais alto do que o estabelecido pela legislagio
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espanhola, para evitar fraudes como a exemplificada anteriormente. Vale ainda ressaltar que
as legislagdes européias podem estabelecer valores menores para o teor de acetoina pois,
além deste, diversos outros parametros indicadores da qualidade dos vinagres sédo exigidos.
Por exemplo, relagdes entre a acidez volatil, teores de cinza e extrato seco.

Outro ponto que merece maiores estudos sdo 0s baixos limites estabelecidos para os
teores de extrato seco minimos exigidos pela legislagdo brasileira. Acredita-se que a elevagdo
desses limites, juntamente com a andlise de acetoina preveniriam muitas a¢des fraudulentas
com Os vinagres nacionais.

Independentemente de modificagbes na legislacdo, a busca de qualidade para os
produtos nacionais sempre justifica maiores pesquisas nesta area ja que inexistem dados
sobre os vinagres brasileiros genuinos para qualquer comparag¢ao ou analise mais profunda.
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ANEXO |

COMPOSIGAO DO VINAGRE — ALGUNS ITENS PROPOSTOS PELO CODEX
' ALIMENTARIUS

v Acidez total
Vinagre de vinho, ndo menos de 6 g de acido acético / 100 ml (6° acéticos).

Outros vinagres, ndo menos de 5 g de acido acético / 100 ml (5° acéticos).

v Alcool residual

O élcool de fermentacdo que resta sem sofrer acetificagdo nos vinagres néo deve ultrapassar
de 0,5%, ainda que para o vinagre de vinho se admita 1% (1° alcodlico).

v’ Extrato seco

O valor do extrato seco no vinagre de vinho ndo deve ser menor de 1,3 g/L por grau acético.
Em outros tipos de vinagre ndo deve ser menor de 2 g/L por grau acético.

v'  Conservadores

O conservador universalmente permitido em vinagres é o SO,, ainda que o Codex Alimentarius
também tenha proposto o antioxidante acido ascérbico. A concentragdo méxima de SO,
admitida é de 70 mg/Kg e de acido ascérbico de 400 mg/Kg.

v Aditivos

Corante caramelo segundo as praticas comumente admitidas.

v' Contaminantes metélicos
Conteudo de arsénio, maximo 1 mg/Kg.
Conteudo de chumbo, maximo 1 mg/Kg.

Total dos conteudos de cobre e zinco, maximo 10 mg/Kg.
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v Higiene

O vinagre deve estar livre de microrganismos que possam se desenvolver nas condi¢des
normais de armazenamento do produto, em quantidades que representem riscos para a saude
do consumidor.

O vinagre para consumo n3o pode conter enguias ou qualquer substancia, em suspensio ou
formando depésitos. Também n&do se admite turbidez devido ao desenvolvimento de bactérias
acéticas (mae do vinagre).
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ANEXO Il

PARTE DO DECRETO N.° 99.066 DE 08 DE MARGO DE 1990.

Regulamenta a Lei n.° 7.678, de 08 de novembro de 1988, que dispbée sobre a producéo,
circulagdo e comercializagdo do vinho e derivados do vinho e da uva.

Capitulo IV

DOS PADROES DE IDENTIDADE E QUALIDADE

Segao VIl
Do vinagre

Art. 97. O vinho destinado a elaboragédo do vinagre devera ser acetificado na origem,
com vinagre duplo, de modo que apresente apds a acetificagdo, uma acidez acética minima de
seis milésimos, expressa em gramas de acido acético, em cem mililitros de vinho.

Art. 98. O vinagre duplo devera ter uma acidez volatil minima de oito gramas em cem
mililitros do produto, expressa em acido acético, e apresentar estabilidade biolégica.

Art. 99. Somente serd considerado matéria-prima, para elaboracdo de vinagre, o
vinho-base que atender ao disposto no art. 97.

Art. 100. A fiscalizagdo devera executar a analise prévia e a expedicdo da Guia de
Livre Transito para o vinagre destinado a acetificacdo do vinho.

Art. 101. Os fornecedores de vinho destinado a elaboragio de vinagre providenciardo
a aquisicdo do vinagre duplo para acetifica-lo até o limite minimo previsto no art. 97 e o
estocara em tanque préprio, em prédio isolado, distante da adega.

Art. 102. A operacdo de acetificagdo do vinho-base devera ser feita no préprio
recipiente que fara seu transporte até o destino e no local previsto no artigo precedente, com
utilizagéo de equipamento especifico (bombas, mangueiras, filtros, etc.) para tal fim.

Art. 103. A acidez volatil minima do vinagre sera de quatro gramas em cem mililitros
do produto, expressa em acido acético, e o alcool residual ndo devera exceder a 1°GL, sendo
0s outros componentes proporcionais & matéria-prima usada em sua elaboracio e previstos
pelo Ministério da Agricultura.
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Paragrafo tnico. O vinagre que contiver acidez volatil superior ao dobro do previsto
neste artigo, sera denominado vinagre duplo, podendo ser desdobrado para fins de

comercializagdo.
Art. 104. Ao vinagre ndo podera ser adicionado caramelo ou outro tipo de corante.

Art. 105. Sera proibido o uso de melago, subproduto do agucar, mesmo como
nutriente, na elaboragdo do vinagre.

Art. 106. O vinagre podera ser submetido a filtragdo, colagem, claﬁficagéo, aeragéo e
envelhecimento.

Art. 107. A conservagdo do vinagre podera ser feita mediante pasteurizacdo ou pelo
uso de diéxido de enxofre, na quantidade maxima prevista pelo Ministério da Agricultura.

Art. 108. O uso de outro tipo de conservante, aditivo ou nutriente sé podera ocorrer
mediante prévia autorizagdo do 6rgdo competente.

Art. 109. O grau de acidez devera constar no rétulo ou, no caso de transporte a granel,
no respectivo documento fiscal.

Art. 110. O vinagre sera classificado em vinagre de vinho tinto ou vinagre de vinho
branco, de acordo com a matéria-prima que Ihe deu origem.

Art. 11. O produto resultante da fermentac&o acética de outros liquidos alcodlicos sera
denominado de fermentado acético.

Paragrafo dnico. O fermentado acético de outros liquidos alcodlicos podera usar a
palavra “vinagre” no rétulo, porém acrescida do nome da matéria-prima de sua origem, em
caracteres de dimens&o e cor iguais ao da palavra “vinagre” de maior dimensao.

Art. 112. O acido acético do vinagre somente podera provir da fermentagdo acética do
vinho.

Art. 113. E vedada a producéo de vinagre artificial para uso alimentar.

Art. 114. A avaliacdo fisico-quimica e organoléptica ou sensorial dos vinhos e
derivados, para fins de concurso ou competicdo publica, com divulgagdo ou sem ela, devera
contar com a prévia e expressa autorizagdo dos produtores eventualmente interessados em
participar, sendo obrigatéria a supervisdo pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA, por intermédio do Centro Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho — CNPUV, que
fixara as normas e métodos a serem empregados.
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COMPLEMENTAGAO DOS PADROES DE IDENTIDADE E QUALIDADE PARA
FERMENTADOS ACETICOS (VINAGRES)

Documento oficializado pela Portaria n.° 371, publicada no D.O.U. de 19/09/74 e modificado
(itens 2.2 e 5.1) pela Portaria n.° 745 publicada no D.O.U. de 17.11.77

1. OBJETO

1.1 Os presentes padrdes tém por objéto estabelecer as normas de identidade e qualidade
a que deverdo obedecer os fermentados acéticos (vinagres).

2. DESCRICAO

2.1 Definigio

Fermentado acético (vinagres) é o produto obtido da fermentacdo acética de liquidos
alcodlicos.

2.2 Classes de fermentados acéticos (vinagre)

De acordo com a matéria-prima que lhe deu origem os fermentados acéticos séo
classificados em:

- Vinagre de vinho ou simplesmente “vinagre”
- Vinagre de frutas

- Vinagre de alcool

2.3 Designagéao
2.3.1 Os vinagres serido designados conforme as respectivas classes.

2.3.1.1 Vinagre de vinho ou simplesmente “vinagre” € o produto obtido da
fermentacdo acética do vinho.

2.3.1.2 Vinagre de fruta é o produto obtido da fermentagdo acética do fermentado
de frutas.

2.3.1.3 Vinagre de alcool é o produto obtido da fermentagcdo acética de uma
mistura hidroalcodlica.
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2.3.2 Denomina-se “concentrado duplo” ao fermentado acético cuja acidez volatil for
igual ou superior a 8 g (oito gramas) por 100 ml (cem mililitros), e inferior a 12 g
(doze gramas) por 100 mi (cem mililitros), expresso em acido acético.

2.3.3 Denomina-se “concentrado triplo” ao fermentado acético cuja acidez volatil for
igual ou superior a 12 g (doze gramas) por 100 (cem mililitros ) expresso em acido
acético. A produgao deste tipo somente sera permitida quando a matéria-prima for
o alcool.

3. INGREDIENTES BASICOS

3.1 O fermentado acético devera ser preparado de mosto limpo, isento de matéria terrosa e
de detritos animais ou vegetais.

4. INGREDIENTES OPCIONAIS

4.1 Na elaboracido de fermentados acéticos sera permitida a adicdo de sais nutrientes e
acucares para o desenvolvimento do fermento.

4.2 Na elaborag&o de vinagre de alcool é permitida a utilizagdo de aminoacidos, vitaminas e
melaco, na quantidade minima necessaria a complementacdo do substrato de
fermentacdo acética.

5. COMPOSICAO

5.1 Os vinagres de vinho e os vinagres de frutas, deverdo apresentar:

Maximo - Minimo

Acidez volatil, em acido acético, em g/100 mi. ................... - 4.0
Alcool em volume @ 20° (G.L.) ..o, 1,0 -
CINZAas €M G/l .....oooe s - 1,0
Extrato seco reduzido em g/l tintos e rosados .................. - 7.0
brancos ..o, - 6,0

Sulfatos de potassioem g/l .............cccovvveiiieiciiieeeceee e, 1,0 -
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5.2 Os vinagres de alcool deverdo apresentar:
Maximo - Minimo

Acidez volatil, em acido acético, em g/100 ml. ................... - 4.0
Alcool em volume @20° G.L. ...ocoovoecioriieieeeeeeeeeeee e, 1,0 -

5.3 para os “vinagres concentrados” vigorardo as mesmas caracteristicas e constantes
analiticas exigidas para o vinagre simples, obedecidas as propor¢des da concentragio.

6. CRITERIOS DE QUALIDADE

6.1 Os fermentados acéticos deverdo apresentar as caracteristicas organolépticas

seguintes:

Aspecto: liquido, limpido e sem depbésito

Cor: de acordo com a matéria-prima que lhe deu origem
Cheiro: caracteristico

Sabor: acido

6.2 O fermentado acético podera ser submetido a filtragéo, colagem, clarificagdo, aeragao,
descoramento pelo carvao ativo e envelhecimento.

7. PESOS E MEDIDAS

7.1 Sera obedecida a legislacdo.federal especifica em vigor.

8. ROTULAGEM

8.1 Devera ser obedecidas as normas estabelecidas pelo Decreto n.° 73.267, de 06 de
dezembro de 1973 e a legislagdo complementar.
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8.2 O vinagre resultante da fermentacao acética de outros liquidos alcodlicos devera ter no
roétulo a denominagéo vinagre, acrescida do nome da matéria-prima que Ihe deu origem,
em caracteres graficos de dimens&o e cor igual a palavra vinagre.

9. AMOSTRAGEM E METODOS DE ANALISES

9.1 Os métodos oficiais de amostragem sdo aqueles estabelecidos no artigo 22 e seus
paragrafos do Decreto n.° 73.267, de 06 de dezembro de 1973.

9.2 Os métodos oficiais de andlises serdo aqueles estabelecidos em Atos Administrativos
do Ministério de Agricultura.

10. DISPOSICOES GERAIS

10.1 Os- casos omissos serao resolvidos por Atos Administrativos do Ministério da
Agricultura.



Anexos 106

ANEXO Il

PROJETO DE RESOLUGCAO DA COMISSAO DE ENOLOGIA DO ESCRITORIO
INTERNACIONAL DA VINHA E DO VINHO — OENO/SCMA/96/41/18/Et.7

XVIIl. VINAGRES DE VINHO — DETERMINAGAO DO TEOR EM ACETOINA

1. Introdugio

A acetoina (CH;COCHOHCH3) é um constituinte sempre presente nos vinhos e nos
vinagres. Segundo a bibliografia, seu teor é, nos vinhos, da ordem de 10 mg/L. Nos vinagres,
os teores podem variar, segundo a tecnologia empregada, entre menos de 100 mg/L e mais de
400 mglL.

O teor de acetoina dos vinagres de vinho pode constituir uma importante referéncia de
sua qualidade e um parametro indicador de sua origem.

2. Principio

Neutralizagdo da amostra a pH 7,00 com hidréxido de célcio. Determinagéo direta da
acetoina por cromatografia em fase gasosa.

3. Reagentes
3.1 Acetoina purificada. Eliminar a presenca eventual de diacetil, por destilagio.
3.2 Solugdes de referencia de acetoina

Por diluicdo de acetoina (3.1) com agua, preparar as solucdes de referencia de
acetoina de 10 a 500 mg/L.

3.3 Pentanol-1 (padrao interno).
3.4 Etanol.
3.5 Solucéo do padrao interno.

Em um balédo volumétrico de 100 mL, dissolver 2 mL de pentanol-1 em uma solugdo
hidroalcodlica a 50%. Aferir o volume com a soluc¢éo hidroalcodlica.

3.6 Hidroxido de calcio.
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4. Aparelhos e utensilios
Material de laboratério de uso corrente, e também:
4.1 Cromatografo em fase gasosa com detetor de ionizagdo de chama.

4.2 Coluna de cromatografia em fase gasosa de 2 m de comprimento e 1/8 de
polegada de diametro: FFAP 2,5% sobre Chromosorb G (HP), 0,5% de Carbowax
1500 (ou todo outro sistema capaz de efetuar uma boa separacéo de acetoina).

5. Técnica

Usar uma quantidade da solugdo de padrao interno (3.5) nas solu¢des de referencia
de acetoina (3.2), de forma que as solugées contenham, por L, 15 ou 35 puL de pentanol-1

(depende se os teores de acetoina sdo, respectivamente, inferior ou superior a 50 mg/L).

Neutralizar a amostra a pH = 7,00, usando o hidroxido de calcio (sélido). Usar uma
quantidade da solugdo de padrao interno (3.5), para que a solugdo obtida contenha, por L, 15

ou 35 uL de pentanol-1 (em fungéo do teor de acetoina).

No cromatégrafo, injetar 2 uL. da amostra neutralizada e das solugbes de referéncia,
adicionadas do padrdo interno. A temperatura do forno é de 70°C e o fluxo do gas vetor
(nitrogénio) é de 12,5 mL/min. A temperatura do detetor é de 180°C.

6. Resultados
6.1 Calculo
Seja:
A;  a superficie do pico de acetoina na solug@o de referéncia i;
P,  asuperficie do pico de pentanol-1 na solu¢io de referéncia i;
Ax a superficie do pico de acetoina na solugéo a dosar;
Px a superficie do pico de pentanol-1 na solu¢io a dosar.
Determinar, pelas diferentes solugbes de referéncia, as relagdes A; / P;.

Exprimir graficamente essas relagdes em fungdo do teor de acetoina das solugbes de
acetoina de referéncia, obtendo duas curvas (0 a 50 mg/L e 50 a 500 mg/L).
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O teor de acetoina da amostra, expressa em mg/L, € obtida graficamente com a
relagéo A, / Py ’

6.2 Apresentacgao

Arredondar os resultados encontrados em mg/L a unidade.
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ANEXO IV

CONCENTRAGCOES DE ACIDOS ORGANICOS PARA OS VINHOS UTILIZADOS NA
PRODUGAO DOS VINAGRES

1. Resultados obtidos por analise em cromatografia liquida

Acido organico Vinho branco - variedade Vinho tinto - variedade
Villenave Isabel
- &cido tartarico (Q/L) ...c.ooovevveeveeee. 291 e, 3,67
- &cido Malico (Q/L) «...cveeeeeeereeeeee 12,88 oo 0,56
- acido latico (Q/L) ..oovvevrieeiieiiiiees 257 e, 3,41
- acidoacético (g/L) ....oooeeveeeeiiviieneniiees 9,82 e, 1,82

- acido citrico (/L) ......ccccvvrririiiiieeeee. 0,14 e, 0,44
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2. Cromatografia em papel dos vinhos

Amostras: A — Vinho tinto; B — Vinho tinto; C — Vinho branco; D — Vinho branco
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ANEXO V

CURVA PADRAO UTILIZADA PARA AS ANALISES CROMATOGRAFICAS DE ACETOINA

Calibration Curve Report

Acetoina

Curve Type: Linear

Origin: Include (Edited)

y = +8.234615e¢-003x + 8.281148e-002
Corr. Coef. (R%): 0,947595

P
e 125
a
k
S 100
i
Z
[§ 7.5
/
P 50
S
S
t 2.5
d
0.0 | | | | | |

0 250 500 750 1000 1250 1500 acetoina (mg/l)
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ANEXO VI

CROMATOGRAMAS DA ANALISE DE ACETOINA

1. CROMATOGRAMA DE SOLUGAO DE ACETOINA (USADA PARA DETERMINAGCAO DA
CURVA PADRAO)

Title : acetoina

Run File 1 C:\STAR\MODULE16\ACET140.RUN
Method File : C:\STAR\ACETOIN.MTH :
Sample ID : acetoina7ldmg/L

Injection Date: 12-MAY-0 11:32 AM Calculation Date: 23-MAY-0 4:58 PM

Operator : JPRosier Detector Type: ADCB (10 Vvolts)
Workstation: Bus Address : 16

Instrument : VARIAN 3400CX Sample Rate : 2.50 Hz
Channel : A = FID Run Time : 50.007 min

kkkhhhkhkkbww SCar Chromatography SOftware wikirkrrtd Yargion 4.0)] *reerrwivesrhnd

Chart Speed = 0.42 cm/min Attenuation = 100 Zero Offset = 5%
Start Time = 0.000 min End Time = 50.000 min Min / Tick = 1.00
f ?0.00 0.05 '6.10 0.1% '0.20
. <ATT=100*

Acetoina -22.131

27.207
Octanol

[
llllll’lillI'!llllllllllllll|llllll!llllllllllllll




' 113
Anexos ,

2. CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE VINAGRE DE MEL

L Title : acetoina

Run File 1 C:\STAR\MODULEL6\ACETO13.RUN
; Method File : C:\STAR\ACETOIN.MTH

Sample ID : vinagre de mel

¢ Injection Date: 11-AUG-0 9:39 AM Calculation Date: 11-AUG-0 10:30 AM
Operator : JPRosier : DeteECQr Type: ADCB (10 Volts)
Workstation: Bus Address : 1§

. Instrument : VARIAN 3400CX Sample Rate : 2.50 Hz

. Channel : A = FID ) Run Time : 50.007 min

*rédrmasrer Star Chromatography SOLLwares **x+xwwsew Version 4.01 sx*¥swiwwserns

E Chart Speed = 0.42 em/min  Attenuation = 100 Zero Offset = 5%

- Start Time = 0.000 min End Time = 30.000 min Min / Tick = 1.00
'5.060 0.05 0.10 618 0,20 .

s - { <ATT=100

Acetoina ~ 22.251

Octanol ~ 27.249
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3. CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE VINAGRE DE VINHO TINTO - M

Title

Run File
‘Method File
- Sample ID

© Operator
Workstation
Instrument
Channel

Start Time

acetoina

: C:\STARNMODULEI6\ACETO004.RUN

Ci\STARNACETOIN .. MTH

- Injection Date

: VARIAN 3400cX

Chart Speed =

Acetoina

Octanol

Vinagre VT-am. M~

Calculation Date: 6-~JUL-0 11:27 AaM-

JPRosiax Detector Type: ADCEB (10 Vaolts)
a Bus Address : 16
Sample Rate : 2.50 Hz

A = FID Run Time : 50.007 min

kakhhkdhwtd Sray chromatography Software ***xxarxrx Vargion 4.0 Fréenwwrvirnaknn

'0.42 cm/min Attenuation = 100

Zero Offset = 5%

0.000 min End Time = 50.000 min Min / Tick = 1.00
_ 5,00 0.05 0.10 0.15 .20
- <ATT=100%

22.127
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4. CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE VINAGRE DE VINHO TINTO PRODUZIDO

Title : acetoina

Run File ¢ C:\STAR\MODULE16\ACET173.RUN
Method File : C:\STAR\ACETOIN.MTH

Sanple ID : Vin., VT - pronto

Injection Date: 22-AUG~0 10:46 AM Calculation Date: 22-AUG~0 11:36 AM

Ooperator : JPRosier Detector Type: ADCB (10 Volts)
Workstation: Bus Address : 16

Instrument : VARIAN 3400CX Sample Rate : 2.50 Hz
Channel 1 A = FID Run Time : 50.007 min

*hxwkkkwrdx Star Chromatography Software *wwikswiws Version 4.01 *xwwdwdnrernii

Chart Speed = 0.42 cm/min Attenuation = 100 Zero COffset = 5%
Start Time = 0.000 min End Time = $0.000 min Min / Tick = 1.00
'0.00 0.05 0.10 ‘0.15 ‘0.20
<ATT=100*

Acetoina

lllllllltlll!l!'lltllllll!lll

Octanol 27.124

<:?Ilvlllli|ll!!llllﬁll’ll
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ANEXO VI
TEORES DE ACETOINA NOS VINAGRES PRODUZIDOS
Tabela Anexo VIl — Teores de acetoina nos vinagres produzidos
Teor de acetoina (mg/L)
Estagio de fabricagdo  Vinagre de vinho tinto  Vinagre de vinho branco  Vinagre de alcool
- calda inicial 78,94 12,00 0,00
- 12 remontagem 225,79 58,50 0,00
- 22 remontagem 560,53 97,76 0,00
- 32 remontagem 336,46 97,69 0,00
- 43 remontagem 402,43 94,00 0,00
- 5% remontagem 556,48 66,34 0,00
-  12retirada 831,47 98,81 0,00
- vinagre pronto 713,14 163,40 0,00

Tabela geradora da Figura 3.1 do Artigo 3



