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RESUMO

MASCARELI, Vinicius Avanzi Barbosa. Técnicas espectroscopicas acopladas a
quimiometria para classificacdo de vinagres. 2022. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias de
Alimentos) — Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Ciéncias e Tecnologia de
Alimentos, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

O vinagre ¢ um produto versatil usado de diversas maneiras, para preservagao de alimentos,
culindria, saude e limpeza. Neste estudo, 80 vinagres de diferentes matérias-primas (vinagre de
fruta ou de alcool), tempo de envelhecimento (1 a 5 anos de envelhecimento ou 6 a 16 anos), e
pela primeira vez, pelo método agrondmico de cultivo da matéria-prima (orginico ou
convencional) foram classificados por quatro técnicas de impressdo espectral com
quimiometria. Os conjuntos de dados foram obtidos através de ressonancia magnética nuclear
de protons ('"H RMN), infravermelho médio por transformada de Fourier (FT-IR),
infravermelho proximo (NIR) e espectroscopia de absor¢do no ultravioleta-visivel (UV-VIS);
em seguida, pré tratados e por fim avaliados por andlise de dimensdo comum (ComDim) e
analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). A técnica de RMN acoplada
ao PLS-DA teve o melhor desempenho de predi¢do em relagdo as outras técnicas, com valores
de precisdo entre 92,3-100%, seguida por FT-IR e UV-VIS de 80,8-96,0% e NIR de 69,2-
84,0%. Os resultados indicaram que a classificagdo do vinagre de acordo com o método
agronomico de cultivo ¢ mais complexa do que as classificacdes por tempo de envelhecimento
ou da matéria-prima. No entanto, qualquer uma dessas técnicas de impressao espectral
demonstraram que podem ser utilizadas na classificagdo do vinagre, contribuindo com material
inédito para a literatura e dando indicios da sua futura aplicabilidade para deteccao de fraude
em vinagres de diferentes tipos.

Palavras-chave: fingerprint; técnica espectroscOpica; analise multivariada; controle de
qualidade; ComDim; produto organico; envelhecimento; fermentado de fruta.



ABSTRACT

MASCARELI, Vinicius Avanzi Barbosa. Spectroscopic techniques coupled with
chemometrics tools for vinegar classification. 2022. Dissertation (Master's in Food Science)
— Center for Agricultural Sciences, Department of Food Science and Technology, State
University of Londrina, Londrina, 2022.

Vinegar is a versatile product used in many ways for food preservation, cooking, healthcare,
and cleaning. In this study, 80 vinegar of different raw materials, aging time, and for the first
time by the agronomic method of raw material cultivation were classified by four spectralprint
techniques with chemometric. Datasets were obtained by proton nuclear magnetic resonance
(1IH NMR), Fourier transforms mid-infrared (FT-IR), near-infrared (NIR), and ultraviolet-
visible (UV-VIS); pre-treated and then evaluated by common dimension analysis (ComDim)
and partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA). NMR with PLS-DA had the best
prediction performance compared to other techniques, with accuracy values between 92.3-
100%, followed by FT-IR and UV-VIS of 80.8-96.0% and NIR of 69.2-84.0%. The results
indicated that the classification of vinegar according to the agronomic cultivation method is
more complex than aging time or raw material classifications. However, any of these
spectralprint techniques have demonstrated that they can be used in the classification of vinegar,
contributing with unreleased material to the literature and giving indications of future
applicability for the detection of fraud in vinegars of different types.

Keywords: fingerprint; spectroscopic technique; multivariate analysis; quality control;
ComDim; organic product; aging; fruit fermented.
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1. INTRODUCAO GERAL

O vinagre ¢ reconhecido oficialmente por ser um fermentado acético obtido
a partir da matéria-prima rica em agucares fermentesciveis ou amido. Este produto possui em
sua formulagdo quimica como principais componentes o acido etanodico, popularmente
conhecido como acido acético e a 4gua, além de outras espécies quimicas bioativas dependendo
de sua matéria-prima de origem (BEKATOROU, 2019).

Por mais de 3 mil anos o vinagre vem sendo utilizado pela civiliza¢do
para diversos fins, dentre eles, a conserva¢do de alimentos, culindria em geral, limpeza,
cuidados com a saude, entre outros. A producdo do vinagre foi popularizada principalmente
através de dois métodos, o método Orleans marcado pela produgao lenta, ¢ 0 método submerso
caracterizado por ser um processo rapido com alto rendimento (BEKATOROU, 2019).

A qualidade e o prego do vinagre estdo vinculados aos compostos contidos ao
final da producao, originados da matéria-prima, de etapas especificas do processo produtivo ou
até processo pos-produtivo, como o envelhecimento do produto. Por exemplo, o vinagre de
Shanxi conhecido e amplamente utilizado na Asia, possui alto valor agregado devido ao
processo especifico de maturacdo que resulta em caracteristicas Uinicas do produto, e ao apelo
de indicacdo geografica protegida (IGP), que designa produtos fortemente ligados a uma
determinada regido geografica, em pelo menos umas das etapas de produgao, transformagdo ou
elaboragao (NIE et al., 2019)

Ou entdo vinagres de producdo organica, feito apenas de matéria-prima de
origem organica, que de acordo com a legislagcdo brasileira sob supervisao do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, sdo produtos que in natura ou processados, foram
obtidos de um sistema organico de producao agropecudria ou provindo de processo extrativista
sustentavel e ndo prejudicial ao ecossistema local, demonstrando-se muito atrativos para quem
busca seguir uma alimentacdo com uma dieta mais saudavel e sustentavel (BRASIL, 2009).
Esses fatores, por agregarem valor ao produto, estdo ligados diretamente a questoes de
autenticagdo dos vinagres e a abertura a pratica de fraude (STORNIK; SKOK; TRCEK, 2016).

Por incentivo econdmico, a pratica de fraude pode ser aplicada de diversos
modos dentro da industria vinagreira, desde a alteragdo da composi¢do quimica original, até a
divulgacao de informagao falsa. Tais praticas tem por consequéncia a desvalorizagdao comercial,

e das caracteristicas dos produtos auténticos e com alto padrdo de qualidade (CAVDAROGLU;
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OZEN, 2022; CONSONNI et al., 2008; PAPOTTI et al., 2015; SAIZ-ABAJO; GONZALES-
SAIZ; PIZARRO, 2004).

No Brasil, a alteragdo da composi¢do quimica por adi¢ao de agucares ao suco
de fruta, para produgdo de vinagres de fruta com alto rendimento do teor de acido acético,
demonstra-se mais recorrente (BRASIL, 2020). Na tentativa de conter a ocorréncia dessa
pratica, o MAPA realizou alteragdes as Instrugdes Normativas (IN) n® 6 de 3 de abril de 2012
en°® 34 de 29 de novembro de 2012 que regem as diretrizes do Padrao de Identidade e Qualidade
(PIQ) de bebidas fermentadas no Brasil (BRASIL, 2012a).

Através da publicagdo da Instrucdo Normativa n° 16, de 19 de margo de
2020, foi descrita a proibi¢ao do uso de agucar na elaboracdo do fermentado de fruta utilizado
como matéria-prima para a producdo de fermentado acético de fruta (BRASIL, 2020). A
integridade da autenticacdo dos vinagres, exige um grande desafio, uma vez que os parametros
atualmente exigidos pela legislacdo vigente, estdo mais focados em garantir um padrao quimico
baseado em concentragdes de componentes indicadas pelo MAPA, ao invés da preservagdo da
identidade de um produto genuino e de qualidade.

Abordando este cenario, a autenticidade dos produtos alimenticios, incluindo
0s vinagres, tem se tornado uma preocupacao para os produtores do mercado de alimentos,
considerando tanto o viés econOmico como também legislativo e de qualidade
(CAVDAROGLU; OZEN, 2022).

Assim, surge o interesse na realizagdo de pesquisas com finalidade de
desenvolver, promover e fomentar técnicas analiticas rapidas e precisas para pautar e fornecer
suporte a autenticacao e detec¢do de fraude em alimentos, possibilitando além da confirmacao
da fraude, dados historicos € o conhecimento para reduzir a vulnerabilidade a fraude
(CAVDAROGLU; OZEN, 2022).

A utilizagdo de adulterantes no geral, e principalmente os ndo monitorados e
pouco usuais, abrem caminho para o desenvolvimento de pesquisas que utilizam de técnicas
ndo direcionadas, para detalhar a matriz alimentar. Esse detalhamento ¢ dado através da
constru¢do de uma impressdo digital dos alimentos, em inglés, o termo popularizado como
fingerprint da amostra, ou entdo spectralprint, referente a casos dos quais as técnicas nao
direcionadas possuem métodos baseados em espectroscopia, como por exemplo o
infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), a ressonancia magnética nuclear (RMN),
entre outros (BOFFO et al., 2009; GALVIN-KING et al., 2019; KAZAZIC et al., 2021; RIOS-
REINA et al., 2021)

As técnicas espectroscopicas no geral demonstram rapidez, exatidao e
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precisdo elevadas, além de requerer um preparo simples da amostra, deixando de lado a
utilizagdo de reagentes quimicos e evitando a formagao de residuos. Por outro lado, por gerar
um grande volume de dados de alta complexidade, as técnicas espectroscopicas muitas vezes
deixam escapar informagdes importantes se analisadas manualmente (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2006; FERREIRA, 2015).

Sabendo da dificuldade da interpretagdo de dados complexos e volumosos,
tem-se a necessidade da utilizagao de ferramentas computacionais para sua interpretagcao. Como
um exemplo dessas ferramentas, destaca-se a quimiometria (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2006; FERREIRA, 2015).

A quimiometria tem grande relevancia dentro da area da quimica analitica,
contribuindo na reducdo da dimensionalidade de dados, agrupamento das varidveis e no
processamento dos resultados obtidos. Além disso, € aplicavel ao planejamento estatisticos de
experimentos com a finalidade minimizar o nimero de ensaios € consequentemente o impacto
ambiental gerado durante o processo (FERREIRA, 2015; KALINOWSKA;
BYSTRZANOWSKA; TOBISZEWSKI, 2021).

Dentre suas utilidades, destaca-se o reconhecimento de padroes,
transformando-os em respostas analiticas para a autenticagdo de amostras e até reconhecimento
de origem geografica ou fraude (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006; FERREIRA,
2015)

Diante desse contexto de autenticacdo em vinagres, aliado ao interesse em
combater futuramente os problemas relacionados a fraude, além da importancia da valorizagao
do vinagre como um produto em potencial no mercado brasileiro, este trabalho propde-se a
estudar a viabilidade de analises espectroscopicas rapidas, ndo direcionadas, na obten¢do do
spectralprint para diferenciacdo de produtos orgénicos e convencionais (ndo organicos) em
vinagres de diferentes matérias-primas comercializados no Brasil.

Junto ao objetivo de abrir caminhos para estudos de diferenciagdo por tipos
botanicos, tempo de envelhecimento € modo de producao organica e convencional. Além disso,
busca-se o enriquecimento da literatura a respeito da obtencdo de informagdes atuais em relacao

a qualidade e autenticac@o de vinagres.

2. OBJETIVO

2.1.  Objetivo Geral
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Explorar a susceptibilidade da classificacdo entre as amostras de vinagres por
diferentes categorias: método agronomico de produgdo da matéria-prima (Organica ou
Convencional), tempo de envelhecimento (Tipo I, de 6 a 16 anos e Tipo II, de 1 a 5 anos de
envelhecimento) e por tipo de matéria-prima (Fruta ou Alcool), através da utilizagio de técnicas
instrumentais rapidas de Espectroscopia (Espectroscopia de absor¢do no UV-Vis, no
Infravermelho por Transformada de Fourier, Infravermelho Proximo e Ressonancia Magnética
Nuclear) em conjunto de ferramentas quimiométricas nao supervisionadas e supervisionadas

(ComDim e PLS-DA).

2.2.  Objetivos Especificos

e Evidenciar qual tipo de pré-processamento ¢ mais adequado a cada
técnica instrumental.

e Investigar qual técnica espectroscOpica se sobressai em relacdo a
classificagdo dos vinagres através da andlise multiblocos.

e Fornecer material atualizado e inédito em relacdo a classificacao de
vinagres, para contribui¢do futura em estudos de combate a fraude.

e Avaliar a contribui¢do espectral de cada técnica para a constru¢do dos

modelos de PLS-DA.
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A dissertacdo apresenta-se na forma de 2 capitulos, descritos abaixo, seguidos
da conclusdo geral. Sendo o segundo capitulo, o artigo, escrito nas normas na revista Food

Chemistry, na qual foi submetido.
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Artigo — Spectralprint techniques coupled with chemometric tools for vinegar

classifications.
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CAPITULO 1:

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 VINAGRE

Por mais de 3000 mil anos o vinagre vem sendo utilizado pela sociedade para
diversas finalidades, sendo as principais delas, condimentagao e conservagdo. Além disso, ao
passar dos anos seu consumo esta cada vez mais ligado a manutengao da saide (BEKATOROU,
2019; KAHRAMAN et al., 2021; XIA et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

Em termos quantitativos globais, o mercado de vinagres deve expandir sua
taxa de crescimento anual em 4,7% e deve atingir cerca de 165 milhdes de toneladas até o ano
de 2024. Em dados divulgados pela Associagdo Nacional das Industrias de Vinagre em 2018,
cerca de 0,8 litros de vinagre foram consumidos em média pelos brasileiros por ano, por outro
lado, na Europa e nos Estados Unidos da América este valor alcangou a média de 1,8 litros por
ano (ANAV, 2022).

Denomina-se vinagre o composto aquoso acido obtido a partir do processo
continuado de duas etapas de fermentacgdo, alcoolica e acética de uma determinada matéria
prima que contenha carboidratos, como exemplo, frutas e mel, ricos em agucares redutores, ou
cereais e vegetais fontes de amido (BEKATOROU, 2019; BRASIL 2012a; CAVDAROGLU;
OZEN, 2022).

O principal dos parametros que define a identidade quimica do vinagre ¢ a
acidez volatil minima, de acordo com a legislagdo vigente no Brasil, para ser considerado um
vinagre € necessario que possua em sua composi¢do 4 g de acido acético a cada 100 g do
composto (BRASIL, 2012a).

Além do acido acético, o vinagre possui em sua composi¢ao a presenca de
diversas espécies quimicas bioativas, entre elas, agucares, aminoacidos, acidos organicos,
melanoidinas, polifendis e outras. Essa composi¢do varia devido ao tipo de matéria prima
utilizada na obtenc¢do do vinagre e as condi¢des de processamento (KAHRAMAN et al., 2021;
OUSAAID et al., 2021).

Em geral, vinagres produzidos de frutas, sdo atraentes entre os consumidores

pois possuem caracteristicas sensoriais destacadas em relacdo aos vinagres de alcool, como o
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aroma e o sabor, além de apresentarem beneficios a satide. Ricas em nutrientes, as frutas, podem
acabar conferindo ao vinagre algumas propriedades funcionais, como a atividade antioxidante
devido a presenca dos compostos bioativos e atividade antimicrobiana pelo acido acético.
Dentre os tipos mais populares dos vinagres de fruta, destaca-se a producao e o consumo do
vinagre de ma¢d (KAHRAMAN et al., 2021; OUSAAID et al., 2021).

A presenga desses compostos bioativos juntamente com o acido acético,
garante que o vinagre mantenha sua qualidade e suas caracteristicas sensoriais, dentre elas, a
mais marcante, a pungéncia, descrita popularmente como sabor azedo (HUTCHINSON et al.,
2019; ROCHA NEVES et al., 2021; XIA et al., 2020).

De maneira simplificada, a produ¢do do vinagre, ocorre em dois processos
consecutivos de fermentacdo, como demonstrado na Figura 1.

O primeiro, deles, a fermentacao alcdolica, que conta com a transformacao
de acucares em etanol, através da agdo de leveduras sob auséncia de oxigénio, um exemplo
dessas leveduras sdo as Saccharomyces cerevisiae (BEKATOROU, 2019; HESHMATI et al.,
2021).

Em seguida, ocorre a fermentagdo acética, na qual as bactérias do 4cido
acético (BAA), em presenca de oxigénio, convertem o alcool em 4cido acético (BEKATOROU,

2019; HESHMATTI et al., 2021; HUTCHINSON et al., 2019).



32

Figura 1. Fluxograma do processo produtivo simplificado do vinagre

( Frutas e vegetais Amido (Graos de cereais, )
L feijoes, raizes, tubérculos)
Processo de Processo de
Extracdo Hidrdlise
Acgucares Fermentesciveis
(glicose, galactose, frutose, maltose, sacarose,
manose)
ﬂ Levedura/anaerobiose
Fermentacao Alcoolica:
C¢H,,0; —+ 2 C,H,OH +2 CO,
ﬂ BAA + O,
Fermentacgdo Acética:
C,H,OH +0, —» C,H,0,+H,0

Fonte: Adaptado de; (BEKATOROU, 2019)

Atualmente dois métodos de fabricagdo do vinagre possuem maior
popularidade, o método Orleans ou tradicional e 0 método submerso, sendo que ambos possuem
algumas vantagens e desvantagens (BARBOSA et al., 2020a; CHANIVET et al., 2020;
LYNCH et al., 2019).

O método Orleans ou tradicional, por exemplo, consiste na produ¢do do
vinagre através do crescimento bacteriano na superficie do caldo da matéria-prima. Este tipo de
crescimento € favorecido pelo contato direto das bactérias da camada do liquido com o oxigénio
presente na atmosfera (BARBOSA et al., 2020a).

Este meio de fabricacdo fornece aspectos sensoriais muito mais refinados ao
produto, por outro lado, exige um tempo de producao maior, podendo levar meses de preparo
até alcancar as caracteristicas desejadas para o produto final (BARBOSA et al., 2020a;
CHANIVET et al., 2020).

Por outro lado, o método submerso oferece um processo muito mais rapido e
de maior rendimento para a produgdo do vinagre, entretanto, ocorrem perdas das caracteristicas
aromaticas. Neste método as bactérias encontram-se mergulhadas na solucao hidroalcoolica e

sdo submetidas a um fornecimento ideal de oxigénio. Por fornecer maior rendimento,
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atualmente o método submerso ¢ empregado na produg¢ao industrial do produto (LYNCH et al.,
2019).

Além disso, para agregar na qualidade sensorial do vinagre, trazendo um
aroma ¢ sabor mais acentuado, alguns fabricantes adicionam a etapa de envelhecimento do
produto em tonéis de madeira, este processo agrega a formagao de ésteres e a concentragdo de

compostos aromaticos que acabam reduzindo a pungéncia do acido acético (LI et al., 2021).

1.1.1 Qualidade e Classificacdo dos Vinagres no Brasil e sua Composicao

A qualidade e classificagdo dos vinagres popularmente estd ligada
principalmente a parametros como aroma e sabor, entretanto existem parametros bem
especificos que definem um padrao legislativo de qualidade do produto acético. Os vinagres
sdo classificados por tipos, sendo eles, de alcool, fruta, cereal, vegetal, mel, misto (fermentado
de mais de uma matéria prima), composto (adicionado de suco de vegetal, fruta ou mel),
condimentado, duplo (acidez volatil > 8 g/mL) ou triplo (acidez volatil > 12 g/mL) (BRASIL,
2012a).

A classificagdo reflete diretamente na composi¢do do produto, com
variacoes de espécies como, acidos organicos volateis, aldeidos, cetonas, ésteres e outros
compostos. Dentre o contetido de acidos organicos, destacam-se com maiores concentragdes o
acido acético (volatil) e o 4cido latico (ndo volatil). Trabalhos ja publicados demonstram que
alguns vinagres ja apresentaram mais de 200 tipos de espécies quimicas (HO et al., 2017; LIU
etal., 2019).

Além disso, os vinagres trazem em sua composicao alguns compostos
bioativos e nutrientes, entre eles; polifenodis, melanoidinas, minerais, vitaminas, aminoacidos e
acucares. Sendo que, a concentracao dessas espécies pode variar ao decorrer de transformagdes
bioquimicas e fisico-quimicas da matéria prima e também do proprio vinagre durante o
processo de envelhecimento (XIA et al., 2020; YIKMIS et al., 2021).

Em estudo disponivel na literatura, no qual, 23 tipos de vinagres foram
avaliados, ¢ possivel observar que as maiores concentragdes de acidos organicos encontravam-
se nas amostras de vinagre de vinho branco e vinagre de maga. Por outro lado, o vinagre
Balsamico de Modena apresentou maior concentracdo em relagdo aos compostos fendlicos

(LIU et al., 2019).
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E responsabilidade do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,

reger o estabelecimento de padrdes de identidade, qualidade e classificacdo dos fermentados

acéticos e do vinagre de vinho. Em territdrio nacional, os parametros dos vinagres apresentam

variagoes de acordo com a sua classificagdo, esses parametros estdo dispostos no Quadro 1 para

fermentados acéticos no geral e na Tabela 2 especificamente para vinagre de vinho (BRASIL,

2012a; BRASIL, 2018).

Quadro 1. Parametros dos fermentados acéticos no Brasil

Alcool Fruta Cereal Vegetal/Mel Vinho
Parametros
Min. | Max. | Min. | Max. | Min. | Max. | Min. | Max. | Min. | Max.
Acidez volatil | 4,00 - 4,00 - 4,00 - 4,00 - 5,00 -
(g 100mL™)
Alcool (%v/v) - 1,00 - 1,00 - 1,00 - 1,00 - 1,00
a20°C
Cinzas (g L) - 1,00 | 5,00 | 1,00 | 5,00 | 1,00 | 5,00 | 1,00 -
Extrato seco - 6,00 - 7,00 - 7,00 - 7,00 -
reduzido (g L~
)
Sulfatos (g L™ - - 1,00 - 1,00 - 1,00 - 1,20
s. de potassio)
Cloretos (g L! N.C. N.C. | N.C. | N.C. | N.C. | N.C. | N.C. - 1,00
c. de s6dio)
Aspecto Auséncia de elementos estranhos a sua natureza e composi¢ao.
Cheiro Caracteristico.
Sabor Acido.
Cor De acordo com a matéria-prima de origem e composicao.

Fonte: Adaptado de; BRASIL, 2012a; BRASIL, 2018.

Além dos parametros fisico-quimicos existem regulamentacdes bem claras
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como por exemplo sobre a adi¢do de corantes e aromatizantes, tais caracteristicas passam a ser
informadas no rotulo caso haja tal adi¢do, ou entdo em relacdo a embalagem do produto, que
nao deve remeter a embalagens farmacéuticas. Além de outras especificacdes que delimitam a

identidade dos fermentados acéticos (BRASIL, 2018).

1.2 VINAGRES ORGANICOS

Atualmente a busca por alimentacdo e produtos alimenticios mais saudaveis
vem sendo cada vez maiores, isto inclui a procura por alimentos organicos. Entende-se por
alimentos organicos aqueles que sdo produzidos e ou cultivados sem a utilizagao de defensivos
agricolas sintéticos ou fertilizantes quimicos, através de técnicas de produ¢do que respeitam o
meio ambiente, a saude do produtor € do consumidor, visando a manutengao da qualidade do
alimento (KUSHWAH et al., 2019).

De acordo com a legislacdo estabelecida pelo MAPA, produtos
orgéanicos sdo aqueles que in natura ou processados, foram obtidos de um sistema orgénico de
producdo agropecudria ou provindo de processo extrativista sustentdvel e ndo prejudicial ao
ecossistema local, demonstrando-se muito atrativos para quem busca seguir uma alimentacao
com uma dieta mais saudavel e sustentavel (BRASIL, 2009)

A procura e o investimento em fermentados acéticos organicos ¢ cada vez
maior e isto explica-se devido a caracteristicas que a matéria prima organica podem agregar a
producdo e ao resultado final do produto (JAIKANG et al., 2019).

Na literatura, foi realizada uma compara¢do da microbiota bacteriana do
fermentado acético de maga convencional e de origem organica, foi possivel constatar que a
microbiota do vinagre organico demonstrou-se mais heterogénea podendo assim influenciar
positivamente a composi¢io quimica e a qualidade sensorial dos vinagres (STORNIK; SKOK;
TRCEK, 2016).

Além disso, ha material que indica que o vinagre organico de mag¢a pode
beneficiar o controle da Diabetes tipo 2 (MORGAN; MOSAWY, 2016).

Por serem produtos que exigem circunstancias especificas para producio e
cultivo, acabam possuindo um valor de mercado mais alto em comparagdo com os
convencionais, este fator pode abrir caminho para que produtores e fabricantes mal-

intencionados ndo entreguem produtos auténticos, ao vender e anunciar um produto como
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organico, mesmo nao possuindo tal classificagdo (HONG et al., 2017).

1.3 VINAGRES ENVELHECIDOS

Vinagres envelhecidos sdo aqueles passaram por um processo de
envelhecimento. Este processo de estocagem ¢ caracterizado por estabelecer certas melhorias
nas caracteristicas sensoriais do produto, geralmente equilibrando o sabor pungente com a
ascendéncia de compostos aromaticos (BEKATOROU, 2019; ZHOU et al., 2020).

O processo de envelhecimento pode ocorrer de maneira variada, sua duragao
vai depender das caracteristicas desejadas. Geralmente, um maior tempo de envelhecimento
esté atrelado a melhor qualidade do produto. Como exemplo disso, tem-se o Vinagre Balsamico
Tradicional de Modena, que fica envelhecendo por no minimo 12 anos (BEKATOROU, 2019).

Durante o envelhecimento os vinagres podem ou ndo serem estocados em
barris de madeira, diversos tipos podem ser empregados para esta etapa, ¢ cada um deles
contribuira de um jeito diferente nas caracteristicas do vinagre (CHANIVET et al., 2020).

A melhoria nas caracteristicas sensoriais dos vinagres esta ligada a inimeras
transformagdes fisico-quimicas e bioquimicas que alteram a composi¢ao do produto. Algumas
dessas transformagdes incluem, oxidacao, hidrolise, esterificagcdo, caramelizagao, formacgao de
Produtos de Maillard, entre outras (CEREZO et al., 2010; ZHOU et al., 2020).

Além do refinamento sensorial, podem-se evidenciar outros atributos
positivos que sdo desencadeados pelo aumento da concentracdo de compostos aromaticos nos
vinagres envelhecidos. Trabalhos ja publicados indicam que os compostos polifendlicos
encontrados no vinagre envelhecido de Shanxi podem contribuir na reducdo do acimulo de
lipidios a niveis celulares (SONG et al., 2022).

Em relag¢do a quimiometria, estudos indicam que a composi¢ao polifendlica
desenvolvida durante o envelhecimento dos vinagres pode ser util na classificagdo de produtos
com Protecao de Origem Geografica, evitando por exemplo, problemas relacionados a fraude
de vinagres tradicionais, como o Vinagre Balsamico Tradicional de Modena e o Vinagre de

Jerez (DURAN-GUERRERO et al., 2015).
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1.4 AUTENTICACAO EM ALIMENTOS

Termos do inglés como Food Control, Food Autenticantion, Food Fraud,
entre outros, vem tomando notoriedade quando o assunto abordado ¢ a qualidade dos alimentos,
tanto em relagdo a identidade do produto, quanto a adulteragcdo. A adulteracdo intencional de
um alimento para fins lucrativos ¢ denominada fraude de alimentos, este tipo de agdo esta ligado
diretamente a substituicdo de algum ingrediente, adicdo de ingredientes ndo permitidos,
falsificacdo, diluicdo, alteragdes indevidas em embalagens e até falsas declaracdes sobre
alguma caracteristica do produto (FAO, 2021).

Além de enganar o consumidor e fazé-lo pagar por um produto
duvidavel, muitos casos de fraudes em alimentos acabam tomando propor¢des que afetam a
satude de quem est4 ingerindo estes alimentos (GELPI et al., 2002).

Alguns casos famosos ja reportados ao redor do mundo demonstram o risco
que a adulteragdo pode causar. Na Espanha o 6leo de oliva foi adulterado com 6leo de colza,
de uso industrial e afetou cerca de 20 mil consumidores, deixando cerca de 300 mortos (GELPI
et al., 2002). Na China, o leite foi adulterado com melamina, e acabou deixando mais de 300
mil pessoas doentes (GOSSNER et al., 2009).

Casos de fraude em alimentos no Brasil também ja foram relatados. Na
regido Sul do pais, a operagao “Leite Compensado”, na qual as autoridades apreenderam
transportes de carga de leite de vaca nos quais estavam sendo adicionados produtos quimicos e
agua para fins de rendimento (ANDREATTA et al., 2019).

A “Operacao Carne Fraca”, da qual a Policia Federal apontou cerca de 30
empresas acusadas de adulterar a aparéncia de produtos carneos com espécies quimicas nao
regulamentadas (QUEVEDO-SILVA; FREIRE; SPANHOL-FINOCCHIO, 2019).

A deteccdo da fraude em alimentos ¢ geralmente imperceptivel aos
consumidores, o que acaba gerando certo incentivo a essa pratica. A maioria dos casos de fraude
s0 sdo descobertos através de analises cientificas devido a especificidade da adulteragdo, e
muitas vezes essas analises demandam um alto valor de custo. Neste caso, entra a importancia
do desenvolvimento de técnicas cientificas dentro das ciéncias de alimentos para popularizar a
pratica de desmascarar produtos fraudulentos (BUTLER et al., 2021; ROBSON et al., 2021).

Ao analisar um produto fraudado, geralmente busca-se atingir os
objetivos de: autenticar a origem de um produto, em termos de origem geografica,

botanica/animal ou processo de producdo, geralmente utilizando andlises qualitativas
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multivariadas. E/ou comprovar a auséncia ou presenca de elementos/substancias nao
declarados, que pode exigir analises tanto quantitativas quanto qualitativas (KAZAZIC et al.,

2021).

1.4.1 Fraude em Vinagres

Devido as caracteristicas bem especificas dos vinagres de acordo com a sua
classificacdo e variedade de matérias primas, através de analises qualitativas e quantitativas
pode-se realizar a validacao da autenticidade do produto, evitando que ocorram variagdes
sensoriais, econdmicas e nutricionais dos vinagres. Por exemplo, vinagres de frutas sdo
caracteristicos por possuir uma concentracdo relativamente maior de compostos fenolicos
especificos quando comparados a outros tipos de vinagre (BOFFO et al., 2009).

Por tratar-se de um produto de regulamentagdo ligeiramente simples,
caracterizado por exigir uma quantidade minima de &cido acético de 4% (v/v), muitos
produtores acabam adicionando &cido acético sintético (glacial) a vinagres de baixa
concentragdo de 4cido acético, ou até mesmo preparando vinagres sintéticos a partir de solugdes
aquosas de diluicdo do 4cido acético, o que pode ser considerado fraude dependendo da lei
regente na regido (CAVDAROGLU; OZEN, 2022).

Outro problema recorrente relacionado a fraude e adulteragcao de vinagres ¢ a
adicao de vinagre de alcool de cana-de-agucar, ao vinagre de vinho para fins de aumento de
volume. Com isso, o fabricante tem um ganho financeiro maior, uma vez que o vinagre de
alcool de cana-de-agucar possui um preco relativamente menor comparado ao de vinho
(CONSONNI et al., 2008a; JAMIN; THOMAS, 2018; RIOS-REINA et al., 2021).

Outros tipos de fraudes recorrentes, sdo aquelas relacionadas a demarcacao
geografica de origem do produto e também relativas a vinagres que sdo vendidos com o
diferencial de possuirem tempo de maturagdo elevado, ambos tipos de fraude ligados com a
divulgacdo de informagdo falsa do produto (CONSONNI et al., 2008a; JAMIN; THOMAS,
2018; RIOS-REINA et al., 2021).

Destaca-se também dentre os tipos de fraude, aqueles relacionados a adicao
de agucares ao caldo da matéria-prima submetido a fermentacdo para producdo de vinagres de
fruta, este tipo de adicao tem como func¢ao enriquecer a quantidade de agucares fermentesciveis
quando o fruto da matéria-prima possui concentragdes baixas, tendo assim, um aumento de

rendimento no processo de fabricagdo (BRASIL, 2020).
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Apesar da importancia em combater a fraude de alimentos, e especificamente
a fraude em vinagres, a literatura dispde poucos trabalhos atuais voltados para esta tematica.
Além disso, a maioria dos que abordam tal assunto, estdo voltados especificamente para a
fraude do vinagre de vinho. Sendo assim, pode-se reafirmar a importancias da discussao e
elaboracdo de trabalhos que abordem o desenvolvimento de métodos que sdo aptos a realizar a

autenticagdo de vinagres de diferentes classificagdes.

1.5 METODOS ANALITICOS PARA AUTENTICACAO DE ALIMENTOS

Diversos métodos e técnicas analiticas, sendo eles, quantitativos e
qualitativos vem sendo aplicados durante anos quando trata-se de fraude de alimentos dos mais
diversos tipos. Atualmente, destaca-se entre as mais utilizadas a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), Espectrometria de Massas (EM) e Cromatografia a Gas (CG) (CALLAO;
RUISANCHEZ, 2018; HONG et al., 2017).

As opgdes estdo cada vez mais diversas com o avango tecnologico e de acordo
com a demanda, como exemplo, pode-se destacar a utilizacdo da ressonancia magnética nuclear
(RMN) como ferramenta para identificar a autenticidade de produtos de diferentes matrizes
alimenticias ou também das técnicas de analise qualitativas multivariadas para designacao de
produtos de origem entre outras facetas (CALLAO; RUISANCHEZ, 2018; HONG et al., 2017).

Em termos atuais, espera-se cada vez mais que os métodos analiticos
utilizados para deteccdo de fraude e diferenciacdo de alimentos sejam de carater ndo destrutivo,
rapidos, sensiveis, precisos e de baixo custo relativo, para que assim sejam difundidos e
popularizados dentre as praticas e rotinas de percepgao de fraudes (GAO et al., 2019).

Em relagdo ao vinagre, as técnicas mais utilizadas para finalidade de
identificar fraude estdo relacionadas a métodos de separacdo com diferentes tipos de deteccao,
como a cromatografia liquida ou gasosa acopladas a espectrometria de massas, Cromatografia
Liquida acoplada a um Arranjo de Diodos, entre outros. Atualmente cresce o interesse em
utilizar-se de técnicas rapidas, assim emergindo as técnicas espectrais, das quais busca
identificar o fingerprint ou spectralprint que sdo literalmente impressoes digitais quimicas de
determinadas espécies quimicas passiveis de serem identificadas em informagdes espectrais
através do uso da quimiometria (CAVDAROGLU; OZEN, 2022; CONSONNI et al., 2008b;
RIOS-REINA et al., 2021).

Este tipo de informacdo, pode ser resgatada desde técnicas mais caras até
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outras mais baratas, como exemplo, a identificagdo de fraude em amostras de produto de origem
certificada de vinagre de vinho por RMN ou através da NIR (CAVDAROGLU; OZEN, 2022;
CONSONNI et al., 2008b; RIOS-REINA et al., 2021).

1.5.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Inicialmente desenvolvida para determinagdo estrutural de substancias
simples, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) demonstrou-se ser muito util para analises
complexas de matrizes compostas quando trata-se de fraudes mais sofisticadas, sendo inclusive,
muito aplicavel a casos de caracterizacdo de produtos de origem geografica (CALLAO;
RUISANCHEZ, 2018)

Sucintamente, a técnica atua avaliando a interacdo dos nucleos atdmicos
(comumente 'H e ’C) com um potente campo magnético. Mais especificamente, a
espectroscopia de RMN ¢ baseada no estudo da quantizacdo e da intera¢do da radiacdo na regido
de radiofrequéncias (RF) por amostras na presenca de um campo magnético induzido, através
da excitacdo dos seus atomos. Quando um nucleo atomico ¢ deslocado, gera um momento
magnético nuclear, com um momento angular de spin, que na presen¢a de um campo magnético
externo de mesma radiofrequéncia do nucleo, induz seus prétons a alinharem seus momentos
magnéticos nucleares ao campo magnético aplicado, quando o nticleo atinge uma determinada
frequéncia angular (Frequéncia de Larmor), ocorre a inversao da dire¢ao do seu eixo de rotagao
e a formagdo de um campo magnético perpendicular, ou seja, atinge um estado de excitagao.
Ao regressar para um estado de menor energia, sdo geradas as informagdes essenciais para a
elucidacao de estruturas moleculares (GALVAN, 2019; HATZAKIS, 2019; PAVIA, 2014).

A técnica de RMN 'H detém uma maior usualidade devido a abundancia dos
nucleos de hidrogénio e por possuir tempo de analise menor em comparacao a analise do nucleo
de carbono. No geral, a RMN destaca-se por ser rapida, precisa, exata e necessita de pouca
quantidade de amostra durante a andlise, além disso, na grande maioria das vezes ndo ha a
necessidade de um pré-tratamento. Por outro lado, possui equipamentos € manutengdo de alto
custo relativo e exige certa experiéncia avancada para realizagdo das analises e também para
interpretagdo dos resultados, principalmente para fins de detec¢do de fraude, em que ha a

necessidade de utilizar ferramentas quimiométricas (CALLAO; RUISANCHEZ, 2018;
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GALVAN, 2019; PAVIA, 2014; SOBOLEV et al., 2019).

O uso da RMN para deteccdo de fraude em alimentos da-se por duas
abordagens, sdo elas, analise direcionada ou ndo direcionada. A analise direcionada atua na
identificacao de espécies bem definidas, por exemplo marcadores, que sao fundamentais na
composi¢ao da identidade e ou adulteragdo de uma amostra de alimento. Por outro lado, muitas
vezes a detecg¢do da fraude ndo se limita a identificagdo de apenas um marcador e sim através
de misturas complexas, neste caso, a analise nao direcionada ¢ aplicada e atua na identificacao
de um conjunto de marcadores que definem as caracteristicas do perfil metabdlico da espécie
analisada (HANGANU; CHIRA, 2021; KUBALLA et al., 2018; SOBOLEV et al., 2019).

Pode-se destacar aplicacdes e abordagens diversas para andlise de alimentos,
por exemplo, origem botanica do mel (CONSONNI et al., 2008a; KUBALLA et al., 2018),
origem geografica de vinagres e vinhos (CONSONNI et al., 2008b), adi¢do de agiicares em
bebidas (KUBALLA et al., 2018), quantificagdo de marcadores (HSIEH et al., 2013), entre
outras (GALVAN et al., 2021). No caso dos vinagres, em um dos trabalhos relatados na
literatura Consonni e colaboradores em 2008, foi realizada a utilizagdo da técnica para realizar
a diferenciacdo do Vinagre Balsamico de Modena do Tradicional Vinagre Balsamico de
Modena, através da sua matéria prima e tempo de envelhecimento, ambos critérios atribuem
concentragdes € composi¢des expressivas de marcadores diferentes que sdo passiveis de serem
identificados pela '"H RMN junto a quimiometria.

Além disso, a técnica de RMN 'H j4 foi utilizada para diferenciar vinagres
fraudulentos a partir das propor¢des de isoformas de agucares, nos quais demonstraram que a
presenga da isoforma a-piranosidica da frutose ocorria em uma espécie do vinagre (espécie
tradicional de Modena) e era ausente na outra (nao tradicional) (CONSONNI et al., 2008b).

Também ¢é de conhecimento dentre os estudos sobre o tema, o trabalho
realizado para diferenciar dois tipos de Vinagre de Shanxi, envelhecidos por mais ou menos 1
ano, no qual os autores utilizaram da técnica de "H RMN com auxilio de ferramentas de analise
multivariadas para avaliar as diferengas de composi¢do. O vinagre de Shanxi com mais de um
ano de envelhecimento apresentou concentragdes maiores de metabdlicos em comparagdo ao
vinagre com menos de um ano de envelhecimento, sendo que entre os compostos avaliados, os

aminoacidos apresentaram maior concentracao do que os demais compostos (NIE et al., 2019).
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1.5.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Assim como a espectroscopia NIR, a Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR, do inglés, Fourier Transformed Infrared) ¢ um método que
consiste na medida da absorbancia da radiagdo eletromagnética (da regido do infravermelho
médio) sob ligagdes quimicas. Cada tipo de ligagao absorvera em um determinado comprimento
de onda, de acordo com a sua natureza quimica. Neste caso, quando a radiagdo ¢ absorvida
acaba gerando um estado de vibracao das moléculas que ¢ convertida em sinal analitico em
forma de espectros, este sinal, por sua vez, tem relagcdo proporcional a concentragao de uma
determinada espécie quimica ou grupo funcional (VALAND et al., 2020).

A espectroscopia FTIR ¢ na verdade uma variagdo da espectroscopia no
infravermelho, na qual utiliza-se dois feixes de radiacdo eletromagnética com a finalidade de
obter-se um interferograma. Sendo assim, através da mudanga do caminho Optico entre os dois
feixes, gera-se um sinal. Por meio da ferramenta matematica, da Transformada de Fourier,
obtém-se a distdncia do caminho dptico que em seguida € convertida em frequéncia de radiagao.
A técnica de FTIR demonstra-se mais sensivel € com menor tempo de analise em comparagao
a técnicas convencionais de espectroscopia no Infravermelho (PAVIA, 2014).

Além disso, a técnica de FTIR ainda pode ser complementada por
diferentes acessorios, como ¢ o caso da FTIR-ATR, o Infravermelho por Transformada de
Fourier de Reflectancia Total Atenuada, este método baseia-se nas mudangas que ocorrem em
um feixe de IR refletido internamente através de um cristal em contato com uma amostra. O
Feixe ¢ direcionado com um certo angulo para um cristal opticamente transparente a frequéncia
energética e com um alto indice de refracdo, maior que a da amostra. A refletancia interna desse
feixe gera uma onda evanescente que se estende sob a superficie cristalina at¢ a camada da
amostra que estd sobre o cristal. A amostra absorvera energia e a onda evanescente sera
atenuada, assim o feixe € refletido no cristal e € recepcionado pelo detector na outra extremidade
que ¢ usado para a elucidagdao de um espectro. Um exemplo didatico do funcionamento deste
modulo de ATR estd disposto na Figura 2 (MUROGA et al., 2021; NASEER; ALI; QAZI,
2021).
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Figura 2. Funcionamento esquematico do modulo ATR para o FTIR
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Fonte: Adaptado de; (METTLER TOLEDO, 2022).

A técnica de FTIR, independente do acoplamento de acessorios, opera
em uma janela espectral média entre 200 a 4000 cm™!, regido essa na qual a maioria dos
compostos organicos absorvem energia, € como ja citado anteriormente, assim como NIR, o
FTIR também tem a capacidade de identificar o fingerprint de um determinado composto, sendo
assim uma op¢do muito interessante para analisar amostras de alimentos, inclusive de matrizes
complexas (VALAND et al., 2020).

Tendo isto em vista essa aplicabilidade em alimentos, inclusive para
detec¢do de fraude, autenticacao e adulteracdes, a técnica de FTIR vem sendo bastante utilizada
em conjunto com a quimiometria. Alguns trabalhos ja publicados ja demonstraram resultados
positivos e promissores com amostras de mel adulterados (SUBARI et al., 2012), temperos
como salvia adulterada (GALVIN-KING et al., 2019), leite adicionado de melamina (JAWAID
et al., 2013), classificacdo geografica de café¢ (BONA et al., 2017), entre outras (HONG et al.,
2017).

1.5.3 Espectroscopia de Absor¢ao UV-Vis

A técnica de Espectroscopia UV-Vis se baseia na leitura da absor¢do de
radiacdo eletromagnética nas regides visivel e ultravioleta do espectro, representadas por
comprimentos de onda que variam de 800 a 190 nm. De maneira abrangente, ¢ realizada a
medida da quantidade de radiacdo eletromagnética que a amostra pode absorver,
proporcionalmente a concentracdo do analito de interesse (VERMA; MISHRA, 2018).

A espectroscopia UV-Vis ¢ uma técnica de resposta rapida, sem a necessidade
de etapas complexas para sua execug¢ao, além disso, tem carater ndo destrutivo, nao direcional

e pode exigir preparo da amostra para aquelas de matrizes mais compostas. Tais caracteristicas
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tem atraido o interesse de sua utilizacdo para os mais diversos trabalhos, incluindo aqueles
voltados para a adulteragdo e origem geografica de produtos alimenticios (LI; HUR, 2017;
VERMA; MISHRA, 2018).

Os espectros de absorcao de UV-Vis assim como outras técnicas de
espectroscopia, sdo caracteristicos por registrar um fingerprint da amostra, para o vinagre nao
seria diferente, seus compostos sdo comumente detectados pela técnica, incluindo compostos
fenolicos, que por sua vez podem agir como indicadores de origem e de matéria-prima (LI;
HUR, 2017).

Sendo assim, como demonstrado no trabalho realizado por Cavdaroglu e
colaboradores (2022), no qual realizaram a detec¢do de adulteracdo de vinagre de fruta (uva)
com vinagre de alcool e acido acético glacial usando espectroscopia UV-visivel e infravermelho

em conjunto com métodos quimiométricos.

1.5.4 Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR)

A Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR, do termo em inglés “near
infrared”) ¢ um método fisico-quimico que utiliza a regido de infravermelho proximo, do
espectro eletromagnético (regido entre 700 a 2500 nandmetros) para monitorar a absorcao de
radiacdo eletromagnética de uma amostra através das ocorréncias espectrais harmonicas ou
combinagdes de vibragdes fundamentais de estiramentos dos dtomos nas moléculas, podendo
ser aplicada tanto para amostras sélidas ou liquidas, gerando os denominados espectros de
refletancia NIR (GALVAN, 2019; MARQUEZ et al., 2016; NOBARI MOGHADDAM et al.,
2022; PASQUINI, 2003).

A técnica ¢ baseada na transferéncia energética vibracional das liga¢des dos
atomos ou grupos atdmicos para uma molécula quando seu estado energético passa do
fundamental (menos energético) para um excitado (mais energético) através da incidéncia de
uma fonte de energia eletromagnética em determinada frequéncia (comprimento de ondas
especificos) (PASQUINI, 2003).

Em um espectro NIR as bandas de absor¢ao mais aparentes, como demonstra
a Figura 3, estdo relacionadas com as alteracoes do momento dipolar de uma molécula (bandas

de combinagdo e regides de sobretons), muito comuns em ligagdes quimicas heteronucleares
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(C-H, N-H, O-H e S-H), estas em geral, sdo facilmente detectados na regido espectral NIR
(GALVAN, 2019; METROHM; LANCIKI, 2022; PASQUINI, 2003).

Estes tipos de espectros, sao corriqueiramente utilizados para determinagdo
rapida e nado destrutiva de diferentes tipos de amostra, inclusive de matriz alimentar e
apresentam-se cada vez mais promissores, uma vez que possuem baixo custo relativo quando
comparados a outras técnicas mais sofisticadas e ndo necessitam de nenhum tipo de pré-
tratamento da amostra (MARQUEZ et al., 2016; NOBARI MOGHADDAM et al., 2022).

Cada tipo de alimento possui um espectro caracteristico, o que acaba
fornecendo um fingerprint (impressao digital), relacionado a composi¢do quimica da amostra.
Esta impressdo digital, em conjunto com ferramentas estatisticas adequadas por sua vez auxilia
na identificagcdo e diferenciacdo do produto. Deste modo, fatores como origem geografica,
processo de cultivo, variedade, entre outras classificacdes que causam mudangas na composi¢ao
quimica do alimento podem ser investigadas através da técnica de espectroscopia NIR. Alguns
trabalhos ja descritos na literatura demonstraram a versatilidade da técnica para andlise de
diversos tipos de alimento, alguns deles sdo, mel, leite, azeite de oliva, especiarias entre outros

(NOBARI MOGHADDAM et al., 2022).

Figura 3. Bandas analiticas, Regides de sobretons e combinacdes mais aparentes na absor¢ao
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Em relacdo ao vinagre, ¢ possivel encontrar alguns trabalhos ja publicados,
empregando o NIR. Dentre eles, o uso do NIR proximo para diferenciacao de vinagres de alcool
e vinagres de vinho para aplicagdo na detec¢io de fraude de misturas (SAIZ-ABAJO;
GONZALES-SAIZ; PIZARRO, 2004).

Também foi utilizado para avaliar o envelhecimento e a oxidag¢do do vinagre
em amostras de diferentes origens, neste estudo as amostras eram medidas assim que os frascos
eram abertos e ap0s certo periodo (CASALE et al., 2006).

Outra aplicacdo para o NIR foi para a diferenciagdo de produto de origem
geografica para vinagres de vinho tradicionais da Espanha (Vinagre de Jerez, Vinagre do
Condado de Huelva e Vinagre de Montilla-Moriles), com auxilio de quimiometria (R{OS-
REINA et al.,, 2021). Entretanto nota-se que o uso da técnica de espectroscopia no

infravermelho proximo ainda pode ser bastante explorada para amostras de vinagre.

1.6 QUIMIOMETRIA

A quimiometria deu indicios de seu surgimento por volta da década de 70, em
um periodo no qual o desenvolvimento tecnologico comecgava a introduzir a evolugao de novos
computadores, denominados microcomputadores. Essa nova ciéncia iniciava uma vertente na
qual a matematica, estatistica e a quimica trabalhariam em conjunto para fins de extracdo e
projecao de informacdes quimicas a partir da analise de multidados complexos e numerosos
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006; FERREIRA, 2015).

A quimiometria portanto entende-se por uma ciéncia que relaciona os dados
obtidos quimicamente, com o estado e as caracteristicas do objeto estudado. Sendo atualmente
muito util na interpretacdo da rede de informagdes fornecidas pelas instrumentacdes cada vez
mais modernas (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006; FERREIRA, 2015).

A grande maioria dos trabalhos de quimiometria se encaixam em trés
principais 4areas: planejamento experimental, reconhecimento de padrdes e calibragdo
multivariada. Cada uma dessas areas possuem um proposito diferente, sendo que para fins de
detec¢do de adulteragdo em alimentos, pode-se destacar trabalhos sob a temadtica de
reconhecimento de padrdes e calibragdo multivariada (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2006; FERREIRA, 2015; LAVINE; WORKMAN, 2008).

A respeito do reconhecimento de padrdes, pode-se afirmar que este tipo de andlise ¢ aplicado
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com diferentes finalidades, dentre elas: a andlise exploratoria, classificacdo das amostras e
resolugdo das curvas. A andlise exploratoria apresenta-se muito util para realizacdo de
reconhecimento de padrdes dos conjuntos de dados amostrais com as variaveis do sistema, um
dos tipos de analise mais comuns dessa categoria ¢ a Analise de Componentes Principais (PCA).
Outro método exploratorio, que apresenta certa semelhangca com PCA, entretanto popular por
apresentar uma proposta um pouco diferente, ¢ o ComDim, abreviagdo para analise por
Dimensoes Comuns. Esse método ¢ baseado na fusdo de dados, no qual realiza analise em
multitabelas ou blocos, dos dados adquiridos para o mesmo nimero de amostras por diferentes
técnicas (FERREIRA, 2015; RUTLEDGE, 2021).

Em relagdo aos métodos de calibragdo multivariada, destacam-se as
ferramentas de regressdo em componentes parciais (PCR) e por quadrados minimos parciais
(PLS) (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006; FERREIRA, 2015).

Essas classificagdes sdo denominadas como métodos supervisionados e
métodos ndo supervisionados. Uma analogia a estas classificagdes seriam métodos de ensino,
nos quais, aquele que € supervisionado seria referente a um método no qual ha um professor
indicando o que deve ser aprendido, onde se encaixa a PLS-DA, na qual ¢ necessario inserir a
identidade do objeto estudado. E o outro método seria como um aprendizado autodidata, sem
um professor indicando o conhecimento, exemplo, a PCA, no qual ndo hé a necessidade de

inserir a identidade do objeto de estudo (FERREIRA, 2015; GALVAN et al., 2021).

1.6.1 Analise por Dimensdes Comuns (ComDim)

ComDim ¢ a abreviagao popularizada para a Analise por Dimensdes Comuns.
Seu principio varia da Analise de Componentes Comuns e Pesos Especificos (CCSWA — do
inglés Commom Componentes and Specific Weights Analysis), e ¢ baseado na andlise de
componentes multiblocos ou multitabelas de modo ndo supervisionado.

Neste método ha a necessidade de que o numero de amostras sejam iguais,
uma vez que estes dados possuem uma contribuicao especifica, denominada de saliéncia.
Entretanto pode-se variar a quantidade de variaveis. (CARIOU; BOUVERESSE, 2019).

Sendo assim, se faz possivel extrair sequencialmente, os componentes globais
e em blocos, recuperando a maxima variancia do conjunto de dados. Desta forma, os métodos
multitabelas tornam-se aptos a realizar uma comparacao simultdnea das respostas obtidas a

partir de diferentes técnicas em relagdo a caracterizagdo ou estudo de um tipo de amostra
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(CARIOU; BOUVERESSE, 2019; DE AGUIAR et al., 2022; RUTLEDGE, 2021).

A Anédlise por Dimensdes Comuns vem sendo amplamente aplicada a
diversas matrizes, inclusive em alimentos, por exemplo, ao analisar queijos, vinhos e outros
alimentos através do MIR e fluorescéncia (RUTLEDGE, 2021).

Ao realizar essa comparagdo simultanea entre técnicas, o0 método ComDim
permite verificar qual das técnicas experimentadas no estudo fornece as informacdes mais
relevantes para a classificagao das amostras (CARIOU; BOUVERESSE, 2019; RUTLEDGE,
2021).

O célculo por tras dessa comparagdo envolve a soma ponderada da matriz de
variancia-covariancia de cada bloco analisado, seguida da extracdo da sua primeira dimensao
comum, usualmente denominada de DC. Sendo assim, o algoritmo do ComDim determina o
peso de cada bloco em relagdo a DC calculada, para finalmente, obter-se a percentagem de
variabilidade extraida pela DC (CARIOU; BOUVERESSE, 2019; RUTLEDGE, 2021). Além
da obtencdo dos escores “scores”, que sdo projecdes das amostras no espaco comum da DC, e
as cargas “loadings”, que sdo os pesos das variaveis contidas em cada bloco de dados, andloga
a PCA.

Em relacdo a analise de vinagres, ndo se encontra na literatura um grande
volume de trabalhos utilizando o ComDim. E possivel encontrar material relacionando a
amostra e o método para fins de classificagdo por denominagdo de produto de origem (PDO).
Neste trabalho, algumas amostras de vinagres de diferentes regides da Espanha foram
classificadas através de quatro técnicas espectroscopicas diferentes (MIR, NIR, EEM e 'H

RMN) (RIOS-REINA et al., 2019).

1.6.2 Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)

A andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA, do termo
em inglés “Partial Least Squares Discriminant Analysis”) ¢ uma das técnicas de classificagdao
mais populares dentro da quimiometria, ¢ amplamente aplicada em trabalhos nos quais os
métodos analiticos atuam gerando grandes quantidades de dados, como por exemplo, métodos
espectroscopicos (FERREIRA, 2015).

A PLS-DA se baseia no agrupamento ou classificacdo supervisionada,
dentre os métodos de classificacdo supervisionada, destacam-se dois principais tipos, a

Classificagdo de Uma Classe (OCC do termo em inglés “one-class classifiers”) e a
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Classificacdo Discriminante (DC do termo em inglés “Discriminant Classifiers”). A OCC
trabalha com a identifica¢do de objetos a partir de uma classe especifica e bem definida dentre
todo o conjunto dos objetos, tendo como referéncia um conjunto de treinamento contendo
apenas os objetos da classe especifica. Sendo assim, essa técnica permite resolver problemas
dos quais apenas uma categoria conhecida estd envolvida (FERREIRA, 2015; MUTZ;
ROSARIO; CONTE-JUNIOR, 2020).

Por outro lado, as técnicas de DC focam nas diferencas de objetos através de
um delimitador, que €, uma caracteristica que limita a classe que identifica este objeto. A
aplicag¢do da DC esta ancorada a certas caracteristicas como por exemplo, uma amostra sempre
¢ atribuida a um tipo de classe; o nimero minimo de classes deve ser no minimo 2, para vias de
discriminacdo e muito raramente as classes terdo interpretagdo ambigua. Inconvenientemente
as técnicas de DC exigem atribui¢@o de classe mesmo se o objeto ndo pertenga a nenhuma classe
(FERREIRA, 2015; LELIS et al., 2022).

O método de PLS-DA ¢ uma variagdo da Analise por minimos quadrados
parciais (PLS), sendo que, sua principal diferenga ¢ a capacidade de realizar correlagdes com
mais de uma varidvel dependente, diferentemente da PLS que trabalha com uma tnica variavel
continua. Desta maneira, a PLS-DA, visa na otimiza¢do e na separacdo de amostras de
diferentes grupos/tipos, onde € realizado a analises das duas matrizes de dados, uma que
representa os dados brutos (matriz X) e outra com as classes de associagdo (matriz Y). Onde a
matriz Y da propriedade assume valores de classes 0 ou 1 (para 2 classes), assim atribui-se para
cada coluna o valor 1 para uma determinada classe e 0 para quando a classe for diferente da
primeira. Neste método busca-se obter uma covariancia maxima entre as matrizes X e Y, em
outras palavras, as variaveis latentes (LVs). O nimero de LVs geralmente determinado através
da validacao cruzada das amostras de treinamento (FERREIRA, 2015). Para a classificagdo das
amostras, utiliza-se de um fator limitante que delimita se tal amostra pertence aquele espago
multivariado da classe, geralmente baseado no teorema de Bayes (FERREIRA, 2015).

Assim como outros métodos quimiométricos, a PLS-DA vem se revelando
muito Util para trabalhos voltados para andlise de amostras de matrizes alimentares, inclusive
para a area de detec¢do de produtos adulterados, como descrito na literatura para o caso de
amostras de paprica adulteradas (BARBOSA et al., 2020; LELIS et al., 2022; MUTZ et al.,
2022).

Em relag¢do ao vinagre, Consonni e colaboradores (2008) utilizaram da
técnica de PLS-DA para realizar a caracterizagdo do Vinagre Balsamico Tradicional de

Modena. Ja alguns anos depois, Peng e colaboradores (2019) realizaram a identificacao de
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adulteracao em vinagres envelhecidos de Shanxi através do uso da PLS-DA (CONSONNI et
al., 2008b; PENG et al., 2019).
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Abstract

Vinegar is a versatile product used in many ways for food preservation, cooking, healthcare,
and cleaning. In this study, 80 vinegar of different raw materials, aging time, and for the first
time by the agronomic method of raw material cultivation were classified by four spectralprint
techniques with chemometric. Datasets were obtained by proton nuclear magnetic resonance
(‘H NMR), Fourier transforms mid-infrared (FT-IR), near-infrared (NIR), and ultraviolet-
visible (UV-VIS); then evaluated by common dimension analysis (ComDim) and partial least
squares-discriminant analysis (PLS-DA). NMR with PLS-DA had the best prediction
performance compared to other techniques, with accuracy values between 92.3-100%, followed
by FT-IR and UV-VIS of 80.8-96.0% and NIR of 69.2-84.0%. The results indicated that the
classification of vinegar according to the agronomic cultivation method is more complex than
aging time or raw material classifications. However, any of these spectralprint techniques have

demonstrated that they can be used in the classification of vinegar.

Keywords: fingerprint; spectroscopic technique; multivariate analysis; quality control;

ComDim; organic product; aging; fruit fermented.
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1. Introduction

Vinegar is a product of acetic fermentation of raw material rich in fermentable sugars
or starch. Depending on the raw material of origin, its chemical formulation changes, but the
main components are ethanoic acid, water, and other bioactive chemical species. Vinegar
history is ancient and dates for more than 3 thousand years; however, this culture became
popular in recent centuries with the production by the Orleans method, characterized by slow
production, and the submerged method, a fast process with high yield (Santos Junior et al.,
2022).

The quality and price of vinegar are linked to raw materials, production processes, and
product aging (Nie et al., 2019). Some vinegar has greater added value due to specific
production processes or the appeal of a protected geographical indication (PGI) or protected
designation of origin (PDO), and both situations result in unique characteristics of the product
(Nie et al., 2019; Rios-Reina et al., 2018). In addition, the appeal by consumers for products
with potential health and environmental benefits has led to a growth in the production of organic
products. Organic products can be “natural” or processed products obtained from a sustainable
extractive process that is not harmful to the local ecosystem (Brasil, Ministério da Agricultura,
2020). Therefore, to be characterized as an organic product, vinegar must meet these criteria.

All these factors add commercial value to the product, making them susceptible to
fraudulent practices (Capuano et al., 2013). The fraud practice can be applied in several ways
within the vinegar industry, from altering the original chemical composition to disseminating
false information; therefore, combating this food fraud is necessary (Cavdaroglu & Ozen, 2022;
Consonni et al., 2008; Saiz-Abajo et al., 2004). In Brazil, there is a Normative Instruction N°.
16 of March 19, 2020, which aims to maintain a standard of vinegar quality integrity. However,
it is more focused on guaranteeing a chemical standard than preserving the identity of a genuine

and quality product (Brasil, Ministério da Agricultura, 2020).
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Therefore, there is a growing demand for fast, accurate, user-friendly, and low-cost
analytical techniques to support identification, authentication, and fraud detection. Making it
possible in the future, in addition to fraud confirmation, to generate historical data and
knowledge to reduce vulnerability to fraud (Cavdaroglu & Ozen, 2022). In this sense, non-
directed techniques detailing the food matrix through the construction of a fingerprint or
"spectralprint" when spectroscopic methods based have been increasingly desirable (Boffo et
al., 2009; Galvin-King et al., 2019; Rios-Reina et al., 2021). On the other hand, these techniques
generate a large volume of highly complex data that can be resolved with multivariate analysis
(Galvan et al., 2021a).

Studies with spectralprint in vinegar are still discrete n~29 between 2005 and 2020
(Rios-Reina et al.,, 2021). Some of these studies classify vinegar according to raw
material/production methods using near-infrared (NIR) spectroscopy (Saiz-Abajo et al., 2004),
fraud detection with Fourier transform mid-infrared (FT-IR), and ultraviolet-visible (UV-VIS)
spectroscopy (Cavdaroglu & Ozen, 2022), authentication with nuclear magnetic resonance
(NMR) (Papotti et al., 2015) and PDO authentication with FT-IR (Rios-Reina et al., 2017).
However, as far as we know, there are no works that investigate organic vinegar by spectralprint
techniques. In this work, we studied the feasibility of different fast spectroscopic techniques
with chemometric tools to differentiate commercial vinegar from Brazil by (i) organic and
conventional, (ii) raw materials, and (iii) aging times supported by common dimension analysis

(ComDim) and partial least squares with discriminant analysis (PLS-DA).

2. Experimental session
2.1.  Vinegar samples

Eighty vinegar samples were used, categorized according to the types of raw material,
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agronomic method of raw material cultivation, and aging time. All samples from different
batches, produced using the rapid process method (or German) that make up this set are
intended for Brazilian commerce and were obtained together with the industry that produces
them, “Tecnologia em Saude Industria de Alimentos Ltda” - Assis, Sdo Paulo, Brazil. Vinegars
were stored in 100 mL sterilized plastic bottles at room temperature and free from light.
Subsequently, identified by the category of raw material: fruit (F) or alcohol (A); and then by
cultivation method: organic (O) or conventional (C); and finally by aging time: type I (I) or
type (II), with years of manufacture between 2005 to 2015 (6 to 16 years) and 2016 to 2021 (1
to 5 years), respectively.

Raw materials used to manufacture organic vinegars comprise only fruit with the
certification of organic products accredited by the Ministry of Agriculture, Livestock, and
Supply and the National Institute of Metrology, Standardization and Industrial Quality (Brasil,
2020). Different raw materials are used in manufacturing vinegars, totaling 18 types, such as
apple, grape, cereal alcohol, sugar cane alcohol, tropical fruits, citrus, and others. For more

details, see Figure S1 in the Supplementary Material.

2.2. Instrumentation
2.2.1. 'HNMR

Aliquots of 550 pL of each sample were diluted with 50 pL of D20 (99.9% D atom;
Sigma-Aldrich) and then transferred to a 5 mm glass tube for analysis. Spectra were obtained
in a single measurement using a 9.4 T Bruker Avance III spectrometer (400.13 MHz, 'H
frequency), equipped with a BBO (Broadband Observe) probe (5 mm o.d.) with a CPMG 1D
pulse sequence (Carr-Purcell-Meiboom-Gill, Bruker Library). The spectra acquisition
parameters were 20 ppm spectral width, 50 k digitized points, 128 scans, the 298 K, with an

estimated acquisition time of 13 min. Some spectra processing was applied in the TopSpin
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software (v4.1.1, Bruker Biospin), such as automatic phase/baseline corrections and
suppression of the water analytical signal. The spectra were referenced based on the acetic acid

signal ~2.1 ppm and then exported to ASCII format.

2.2.2. FTIR-ATR

A Shimadzu IRPrestige-21 FT-IR spectrometer equipped with an attenuated total
reflectance (ATR) IRIS module with a diamond crystal plate (PIKE Technologies) was used
for spectral acquisitions without any sample preparation. Measurements were performed in
triplicate, from 10 pL of each sample, placed in direct contact with the area of the ATR
accessory. Spectra acquisition parameters ranged from 4000 to 500 cm™, 64 scans with a
resolution of 8 cm™! at ambient conditions of 298 K, and relative humidity below 15%. Before
each new acquisition, the crystal surface was cleaned with ultrapure water, and a new scan was
performed to subtract the background from the actual spectra. Finally, the spectra were
previously processed in the IRsolutions software (version 1.04), with the suppression of the
CO; analytical signal band. Then the data were exported to ASCII format, and the triplicate

averages were obtained.

2.2.3. UV-VIS

Before obtaining the UV-VIS spectra, the samples were diluted 1/100 (V/V) in ultrapure
water to adjust the intensity of the spectral response. Then, 3.0 mL of each sample was
transferred to a quartz cuvette with an optical path of 10 mm with a sample volume of 3.5 mL;
the spectra were acquired in triplicate on a benchtop UV-VIS spectrophotometer, Cary model
60, at room temperature ~298 K. The scans were taken between 200 and 600 nm, using a
spectral resolution of 1 nm expressed in absorbance. After the spectral acquisitions, the data

were exported, and the triplicate average was obtained.
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2.24. FT-NIR

For FT-NIR spectral acquisitions, a PerkinElmer Frontier benchtop spectrophotometer
was used. The analyzes were performed in triplicate using the diffuse reflectance mode
supported by the near infrared reflectance accessory (NIRA) coupled to the equipment. NIR
acquisitions were performed together with UV-VIS using the same diluted samples. About 3
mL of sample (enough to cover the entire region of analysis) were directly inserted into a glass
Petri dish used as a support. After acquiring the spectra, the support was washed with distilled
water before performing a new acquisition. Spectra were acquired from 900 to 2500 nm, with
a spectral resolution of 1 nm and an average of 32 scans at room temperature ~298 K. After the

measurements, the averages of the spectra were obtained.

2.3. Chemometric tools

All pre-processing, processing and post-processing data were performed in internal
routines built in Matlab® 2021a. Different chemometric approaches were evaluated using an
unsupervised method with multi-block analysis by common dimension analysis (ComDim) and

supervised classification with partial least squares with discriminant analysis (PLS-DA).

2.3.1. Spectra pre-treatment

Different pre-treatments for the samples and variables were applied for each spectral set
to estimate the best classification performances for (i) agronomic method of raw material
cultivation, (ii) aging time, and (iii) type of raw material used in the manufacture of the vinegars.
Next, the pre-treatments given to NMR, FT-IR, NIR, and UV-VIS are described. For better
visualization, see Figure S2 of the Supplementary Material.

For NMR, different possibilities were evaluated: (1) spectra alignment with icoshift
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using the 'max’' option (Savorani et al., 2010) for reference to the acetic acid signal with a range
of 1.9 to 2.1 ppm; (2) baseline correction using 'msbackadj' function with "pchip' as a method
to regression, for more details see 'help msbackadj' in Matlab software (MathWorks, 2022); (3)
normalization by maximum (norm o), by the sum of the absolute values (norm 1) and euclidian
(norm 2); and (4) spectrum from 0 to 4.5 ppm (no sign of water suppression). The FT-IR, NIR,
and UV-VIS spectra were initially cut between 950-3900 cm™!, 1050-2500 nm, and 195-450
nm, respectively; the original spectra were pre-processed by a mean smoother (noise and
variable number reduction) to increase the S/N ratio for each of the three data sets, as
recommended by Pedro and Ferreira (2005). Then, the following approaches were evaluated:
(5) raw data; (6) 1* and 2* derivative with Savitzky-Golay (S-G) with different order and
window-point; (7) standard normative variance (SNV) and multiplicative scatter correction
(MSC); and (8) 1* and 2* derivative with MSC and SNV. In addition, different pre-processing
for the variables in the four analytical techniques were evaluated by mean-centered, autoscaling,

and Pareto scaling.

2.3.2. ComDim

ComDim algorithm is an unsupervised multiblock analysis method that finds a common
space representation in a group of tables for the same n samples but with different variables.
This algorithm has been used to compare different analysis techniques applied to the same
sample group. In this case, it was used to compute weights (saliences) that express the
importance of each spectroscopic technique (NMR, FT-IR, NIR, and UV-VIS) for each
common dimension (CD). Each CD extracted has a set of saliences, scores, and loadings. Where
salience is the weight assigned to each data block for constructing a specific CD; and scores
describe the projections of samples and loadings are the weights of the variables contained in

each data block, analogous to the principal component analysis (PCA) (Aguiar et al., 2022).
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2.3.3. Samples selection
For supervised analyses, samples were selected using the Kennard & Stone algorithm
by dividing the sample set into training and test sets. In PLS-DA, 67% of samples from each
class were used for training, and the remaining 33% for the test. This procedure was repeated
for each analytical technique according to the type of raw material, agronomic method of
cultivation of raw materials, and aging time. See the flowchart in Figure S3 in Supplementary

Material.

2.3.4. PLS-DA

PLS-DA is a discriminant classifiers algorithm that emerged from the PLS regression,
where a linear relationship between the dependent variable (Y) and the independent variable
matrix (X) is established based on PCA. The X and Y matrices are decomposed into the scores
and loadings matrices applying the SIMPLS algorithm (Jong, 1993). In this method, there is a
slight rotation in the principal components (PC) axis seeking the maximum covariance of X
with Y, called latent variables (LVs). In PLS-DA, the Y matrix has a column for each class with
information about sample classes (binary data) with a column value of 0 or 1. Thus, it is
necessary to establish threshold values to define the class limits estimated by the Bayesian
theorem (Ballabio & Consonni, 2013).

The PLS-DA models were obtained using the pretreated dataset spectra (X matrix) as
input. The Y matrix was created to incorporate the type of raw material, agronomic method of
cultivation, and aging time. The number of LVs in each model was chosen based on the root
mean square error of cross-validation (RMSECV) performed by leave-one-out cross-validation
(LOOCYV). Based on the PLS-DA classification models, the most important signals for each

dataset spectra were evaluated by variable importance projection (VIP) scores, which measure



67

each variable's contribution to the model (Farrés et al., 2015).
Outlier tests were also performed with the Q (square residuals of the X matrix) and T?
(hotelling) statistics in the sample set. Samples with Q and T? values higher than the critical

values are considered outliers with 95% accuracy.

2.3.5. Model performances

Model performances were evaluated based on root mean square error (RMSE),
percentage of correct classification (PCC), area under the ROC curve (AUC), accuracy (ACC),
sensitivity (SEN), specificity (SPE), and the Matthews correlation coefficient (MCC), see

Equation (1-4).

TP Eq. 1
SEN =P (Eq. 1)
TP +FN
TN Eq. 2
spp— 1V (Eq.2)
TN + FP
TN+ TP Eq.
AcC = (Eq.3)
TN+TP +FN+FP
(TP X TN) — (FP X FN) (Eq. 4)

MCC =
J(TP + FP)(TP+ FN)(TN+ FP)(TN + FN)

Where: TP — true positive samples, TN — true negative samples, FP — false positive samples

and FN — false negative samples.

3. Results and discussion
3.1. Visual attributions of the spectra

Figure 1 shows the mean spectra of the vinegar samples by classes, that is, the type of
raw material, agronomic method of cultivation, and aging time obtained by (i) NMR, (ii) FT-
IR, (iii) NIR, and (iv) UV-VIS. In general, the mean spectral profiles between classes are very

similar with subtle differences; however, it is noted that the classes of organic alcohol vinegar
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aged up to 1-5 and 6-16 years of aging (O-I-A and O-II-A) showed greater variations. This
profile may be associated with the ability of reminiscent acetic acid bacteria ability to generate
the so-called acetate overoxidation during aging, providing a difference in acetic acid
concentrations, the main compound in white distilled vinegar (Mamlouk & Gullo, 2013).
Another similar behavior was observed in the UV-VIS spectra for the conventional and organic
fruit vinegar classes aged up to 6-16 years (C-I-F and O-I-F). Such differences between the UV-
VIS spectra may be associated with higher concentrations of chromophore compounds released
by biotransformations that occur during long aging times (Callejon et al., 2010; Cozzolino et

al., 2009; Rios-Reina et al., 2018).
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Figure 1 - Mean spectra for the different classes of vinegar obtained by (i) NMR, (ii) FT-IR,
(iii) NIR, and (iv) UV-VIS. Defined as: conventional aged (6-16 years) alcohol vinegar (C-I-

A), conventional aged (6-16 years) fruit vinegar (C-I-F), conventional aged (1-5 years) alcohol
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vinegar (C-II-A), conventional aged (1-5 years) fruit vinegar (C-II-F), organic aged (6-16
years) alcohol vinegar (O-I-A), organic aged (6-16 years) fruit vinegar (O-I-F), organic aged
(1-5 years) alcohol vinegar (O-II-A), organic aged (1-5 years) fruit vinegar (O-I11-F).

"H NMR spectra (Figure 1i) can be divided into different regions, one predominated by
carbohydrates, with the presence of glucose and fructose between ~3.1 and 4.2 ppm; one by
some organic acids such as acetic, malic, citric, and succinic acid between ~1.9 and 3.0 ppm;
and a more complex one consisting of alcohols, polyols, organic acids, amino acids and volatile
substances, including ethanol, acetoin, 2,3-butanediol, lactic acid, alanine, leucine, valine, and
ethyl acetate between ~0.75 to 1.75 ppm (Boffo et al., 2009; Caligiani et al., 2007).

FT-IR spectra (Figure 1ii) showed an intense band at ~3325 cm ™! attributed to the O-H
bond of water/acetic acid and another band at ~1636 cm ™! referring to the C=0 bond mainly of
acetic acid. Other bands with lower intensities were observed in the fingerprint region between
~1475 and ~1185 cm™'; this region contains a highly complex series of absorptions mainly due
to all manner of bending vibrations within the molecule, which here can be represented by
aldehydes, esters, ethers, organic acids, sugars, and others (Moros et al., 2008; Rios-Reina et
al., 2017; Silva et al., 2014).

NIR spectra (Figure 1iii) follow the same trend, with two intense absorption bands at
~1450 and ~1930 nm related to the first and second overtones regions associated with CH,
RCO2R’, CONH>, ROH, H>0O, which can be attributed to acetic acid, ethanol, and water that
make up the majority of vinegar. Two other bands in the first and second overtones region with
lower intensities are noted at ~1200 and ~1790 nm, which may be associated with the stretch
and deformation vibration —CH3;, C-H, and O-H associated with acetic acid, chemical
compounds aromatics, sucrose, fructose, and glucose (Rios-Reina et al., 2018).

UV-VIS bands are usually quite broad and difficult to associate with single

chromophores in complex matrices such as vinegar. In general, the UV-VIS spectra (Figure
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liv) had a greater spectral difference between ~250 and 300 nm with a maximum absorbance

of ~265 nm, possibly attributed to aromatic compounds, such as phenolic compounds, organic

acids, and other chromophores, with ROH e RCO2R’ groups (Cavdaroglu & Ozen, 2022). In

contrast, UV-VIS can be considered limited in fingerprinting compared to other spectroscopic
techniques since chemical information is less abundant (Rios-Reina et al., 2021).

In general, all these analytical techniques generate a large volume of highly complex

data; added to these factors, the quantity/variability of the vinegar samples makes it even more

challenging to interpret the results viably; therefore, the need to use multivariate analysis tools

is notable (Galvan et al., 2021a).

3.2. Multi-block analysis

Multi-block analysis was applied to the sets of spectra to verify the ability of
simultaneous grouping of the samples according to the type of raw material, agronomic method
of cultivation, and aging time. The analysis indicated that all common information for each
sample set was contained in the first eight CDs, with an accumulated variance of 99.9%.
Furthermore, the values of saliences in Table 1 indicate that the spectral information produced
by the instrumental techniques are different and complementary, as the saliences for each

technique prevailed in a given CD.

Table 1 - Saliences of each analytical technique for each common dimension.

Accumulated
Table CD1 CD2 CD3 CD4 CD5 CD6 CD7 CDS8

variance (%)
NMR 0.88 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 89.4
FT-IR 0.01 0.02 0.74 0.01 0.18 0.00 0.00 0.00 95.1

NIR 0.04 0.02 0.01 0.69 0.00 0.14 0.06 0.00 96.5
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UV-VIS 0.01 0.88 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 96.6

CD variance (%) 50.8 21.5 140 120 09 05 0.1 0.1 99.9

Total accumulated
50.8 72.3 86.3 983 992 99.7 99.8 99.9
variance (%)

* bold: predominant salience on each common dimension.

Combining the results between the techniques by the ComDim analysis allows a
simultaneous evaluation of the data and a better interpretation of the results. This way, it is
possible to infer the consensus more accurately between the different techniques and assess the
similarities between the vinegar classes. Figure 2 shows the score charts for the first four CDs.
In general, it is possible to notice that the three possibilities of discrimination between the
classes checked using an unsupervised analysis method were subtle since there was a large
overlap of samples in all cases. Several other factors may have a more decisive influence on the
fingerprint profiles of vinegar than the type of raw material, agronomic method, or aging time;
therefore, higher-order CDs than those verified may be required to have class discrimination.
Figure S4 shows the loadings for first 8§ CDs for each predominant analytical technique. Then
the next step was the application of a supervised method of analysis, whose main objective was

to describe the differences between the vinegar classes (Galvan et al., 2021a).
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Figure 2 - Score plot for the first four CDs obtained by ComDim from the NMR, FT-IR, NIR,
and UV-VIS spectra for the agronomic method of cultivation (top), aging time (center), and

type of raw material (bottom). Where: organic (O), conventional (C), aged for 6-16 years (I),
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1-5 years (II), fruit (F), and alcohol (A).

3.3. Supervised classification

Several pre-treatment possibilities for NMR, FT-IR, NIR, and UV-VIS data were
evaluated, totaling 387 possible combinations. Table 2 summarizes the PLS-DA models with
the best classification performance for each proposed approach. Some criteria can be used to
evaluate the performance of classification models, such as sensitivity, specificity, and accuracy,
as well as a more comprehensive assessment by the MCC (Oliveri & Downey, 2012). In this
context, excellent classification performances were obtained, considering the number of LVs
according to the RMSECYV values carried out by LOOCV. In addition, the RMSE, AUC, and
PCC values for training and test were also checked to ensure no overfitting in the models, see

Table S1 in the Supplementary Material.
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Organic and conventional

Analytical Training Test
Transformation Pre-processing
technique LVs Class FN TP FP TN MCC ACC SEN SPE [FN TP FP TN MCC ACC SEN SPE
O 1 30 1 22 092 9.3 968 957 |1 14 1 10 084 923 933 909
NMR Norm 1 + Alignment Pareto scaling 7
C 1 22 1 30 092 963 957 9.8 |1 10 1 14 084 923 909 0933
O 1 30 7 16 071 852 968 696 |3 12 2 9 061 80.8 80.0 81.8
FT-IR Raw data + MSC Autoscaling 9
C 7 16 1 30 071 852 696 968 |2 9 3 12 0.61 80.8 81.8 80.0
2" derivative with S-G (4™ O 0 31 4 19 086 92.6 1000 826 |4 11 4 7 037 692 733 63.6
NIR Pareto scaling 5
order, 21 window-point) C 4 19 0 31 086 926 826 10004 7 4 11 037 692 63.6 733
1% derivative with S-G (2™ O 2 29 4 19 077 889 935 826 |3 12 0 11 079 885 80.0 100.0
UV-VIS Autoscaling 8
order, 7 window-point) C 4 19 2 29 077 89 86 9350 11 3 12 0.79 885 100.0 80.0
Aged 1-5 and 6-16 years
Analytical Transformation Pre-processing Training Test
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technique LVs Class FN TP FP TN MCC ACC SEN SPE |FN TP FP TN MCC ACC SEN SPE
I 0 32 1 20 096 98.1 1000 952 (0 16 1 10 092 96.3 100.0 90.9

NMR Raw data Pareto scaling 5
II 1 20 0 32 096 981 952 10001 10 O 16 092 963 90.9 100.0
2" derivative with S-G (4 I 1 31 0 21 096 981 969 10000 16 2 9 085 92.6 100.0 81.8

FT-IR Autoscaling 9
order, 11 window-point) II 0 21 1 31 096 98.1 1000 9692 9 0 16 085 92.6 81.8 100.0
2" derivative with S-G (4 I 0 32 0 21 1.00 1000 100.0 100.0f 3 13 4 7 046 74.1 813 63.6

NIR Pareto scaling 2
order, 7 window-point) II 0 21 0 32 1.00 1000 100.0 1000 4 7 3 13 046 741 63.6 813
2" derivative with S-G (2™ I 1 31 2 19 088 943 969 9052 14 1 10 0.78 889 87.5 909

UV-VIS Pareto scaling 5
order, 21 window-point) II 2 19 1 31 088 943 905 99 |1 10 2 14 078 889 909 875

Alcohol and fruit
Analytical Training Test
Transformation Pre-processing

technique LVs Class FN TP FP TN MCC ACC SEN SPE [FN TP FP TN MCC ACC SEN SPE
Alignment + Baseline F 0 33 0 15 1.00 100.0 100.0 1000 0 18 O 7 1.00 100.0 100.0 100.0

NMR Autoscaling 5
correction A 0 15 0 38 1.00 100.0 100.0 100.0f 0 7 O 18 1.00 100.0 100.0 100.0
FT-IR 2™ derivative with S-G (4™ Pareto scaling 4 F 2 3 2 13 081 925 947 8.7 0 18 1 6 090 960 100 85.71
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order, 11 window-point) A 2 13 2 36 081 925 8.7 947 |1 6 0 18 090 96.0 857 100.0
2" derivative with S-G (40 F 2 36 4 11 071 887 947 733 |1 17 3 4 058 840 944 57.1

NIR Autoscaling 5
order, 21 window-point) A 4 11 2 36 071 887 733 947 |3 4 1 17 058 840 57.1 944
2" derivative with S-G (2" F 0 38 3 12 086 943 1000 80.0 |2 16 0 7 0.83 92.0 88.9 100.0

UV-VIS Autoscaling 6
order, 21 window-point) A 3 12 0 38 086 943 80.0 10000 7 2 16 0.83 92.0 100.0 88.9

Where: organic (0O), conventional (C), fruit (F), alcohol (A), aged for up to 6-10 years (I), aged for up to 1-5 years (II), latent variables

(LVs), Matthews correlation coefficient (MCC), accuracy (ACC), sensitivity (SEN), specificity (SPE), false positive (FP), true positive

(TP), false negative (FN), and true negative (TN) rates.
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Table 2 shows that the NMR data combined with PLS-DA had superior
classification performances in all cases compared to the other analytical techniques.
Overall, the NMR with PLS-DA models had MCC values between 0.84 and 1.00, see
Figure 3. MCC is preferable to evaluate models' performance, as it considers the
equilibrium index between classes, in which values of +1 indicate that all samples are
perfectly classified (Oliveri & Downey, 2012). Higher performances were already
expected for the NMR; since it is currently one of the most powerful analytical techniques
available for chemical and biochemical elucidation, providing highly informative spectra
about the purity of a given substance, molecular chemical environment, chemical bonds,

and stereochemistry of atoms (Ates et al., 2021).

1.0 {0 Agronomic production method
09 1 Aging time

Raw material for vinegar
0.8
0.7
0.6 ]
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1 -
0.0

MCC prediction test

FT-IR NIR NMR UV-VIS FT-IR NIR NMR UV-VIS FT-IR NIR NMR UV-VIS
| Agronomic production method | Aging time | Raw material for vinegar |

Figure 3 — Matthews correlation coefficient (MCC) values of the test set for PLS-DA
models according to the agronomic production method (left), aging time (middle), and

the type of raw material (right).

If a decrease in performance is tolerable, FT-IR and UV-VIS with PLS-DA also
proved to be good analytical techniques, with MCC values between 0.61 and 0.90. These

results suggest that FT-IR and UV-VIS can be used as screening tools to classify vinegar
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samples according to the agronomic cultivation method, aging time, and the type of raw
material used to manufacture vinegar. In addition, these techniques have instrumental
acquisition and operating costs that are relatively lower than NMR and do not require
sample preparation or skilled labor to perform the measurements (Galvan et al., 2021Db).
In contrast, the combinations between NIR with PLS-DA checked had poor MCC values,
between 0.37 and 0.58. A plausible explanation for this can be attributed to the sample
since vinegar is not clear a liquid as water, and the scattering characteristics of the samples
are stronger and require optical path length adjustments (Rios-Reina et al., 2021).

Figure 4 presents the VIP score indicators for the variables that most contributed
to the classification of each vinegar class using NMR, FT-IR, NIR, and UV-VIS data; as
a criterion, a VIP value greater than 1 is considered important (Farrés et al., 2015).
According to Figure 4i, the highest VIP scores for NMR are across the entire spectrum,
distributed among regions dominated by some carbohydrates, organic acids, alcohols,
polyols, and amino acids. These results demonstrate the difficulty in classifying organic
vinegars and conventional, because a series of compounds were the main ones responsible
for classifying the samples. However, it should be noted that the PLS-DA model with 7
LVs presented only two samples misclassified in the test set.

Previous studies have reported that recognizing metabolomic fingerprints in
fruit/vegetables grown by the organic and conventional methods is challenging, as they
vary less than other external sources, such as climatic, botanical factors, and stage of
maturation, among others. However, some considerations have already been postulated,
and normally samples cultivated by the organic method have higher contents of vitamins,
minerals, amino acids, organic acids, and phenolic compounds (Demir et al., 2010;
Novotna et al., 2012). Therefore, it is assumed that the impact of agricultural practices

influences the respective cellular processes and, thus, the chemical profile of the samples.
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Studies on organic vinegar are still scarce; however, an initial study compared the
bacterial microbiota of acetic apple fermented conventional and organic origin and made
it possible to verify that the microbiota of organic vinegar proved to be more
heterogeneous, thus being able to positively influence the chemical composition and the
sensory quality of the vinegar (Stornik et al., 2016).

FTIR-ATR technique is more sensitive than NIR and has a shorter analysis time
than FTIR conventional (Liu & Kazarian, 2022). In the FT-IR data, the most predominant
VIP scores were in the fingerprint region of the spectrum between 1400 and 1000 cm™,
with greater variability of chemical information in this region, see Figure 4ii. Similarly,
a study of wines produced in organic and conventional systems using FT-IR with PLS-
DA also showed that many chemical compounds in this region could contribute to the
discrimination of samples, including phenolic compounds and volatile and non-volatile
compounds (Cozzolino et al., 2009).

Due to the intrinsic characteristics of the techniques, the assignment of signals in
the NIR and UV-VIS spectra is not trivial. However, it is noted that the most important
VIP scores for the NIR were between 1900 and 2000 nm, which correspond to the first
overtone region associated with the RCO2R’, CONH;, and H>O (Figure 4iii); for UV-
VIS, the initial region of the spectra between 195 and 300 nm which may be attributed to
some chromophore agents present in each class of vinegar (Figure 4iv). Although the
UV-VIS bands are quite broad, it is not easy to associate a single chromophore with
spectra of complex matrices such as vinegar (Rios-Reina et al., 2021).

VIP scores for the classification of vinegar according to aging time. Again, the VIP
scores for NMR are distributed over the entire spectrum region, i.e., several compounds
were responsible for classifying the vinegar samples with 1-5 and 6-16 years of aging,

this classification was created according by Balsamic and Jerez Vinegars characteristics,
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both popular for having different aging times, which implies in their composition
variance, see Figure 4v; where the PLS-DA model with 5 LVs presented only one
misclassified sample for the test set (Consonni et al., 2008; Garcia Parrilla et al., 1999).
During vinegar aging, a series of bioactive compounds and nutrients, such as polyphenols,
melanoidins, minerals, vitamins, amino acids, and sugars, undergo biochemical and
physical-chemical transformations due to the raw material and aging time (Nie et al.,
2019; Xia et al., 2020). Promising studies have successfully applied 'H NMR with
chemometrics to differentiate vinegar, showing that different biomarkers can be identified
according to the raw material or during maturation/aging (Consonni et al., 2008; Hsieh et
al., 2013).

For FT-IR, the VIP scores also followed the same trend, with the fingerprint region
of the spectrum being one of the most important, see Figure 4vi. In contrast, the NIR and
UV-VIS data had a drastic change in the VIP scores profile, with the scores for the NIR
now distributed between the second and first overtone regions at ~1450 and ~1930 nm,
respectively (Figure 4vii). Absorption bands around ~1690 nm may also be related to
chemical compounds that change during aging, widely described in the literature
(Callejon et al., 2010; Tesfaye et al., 2004), as aromatic compounds and esters that
increase in concentration during aging or phenolic compounds released by wooden
barrels or oxidation products derived from chemical reactions (Callejon et al., 2010;
Cozzolino et al., 2009; Li et al., 2021; Rios-Reina et al., 2018). While the UV-VIS data,
the VIP scores predominated throughout the spectral region evaluated, see Figure 4viii.

Finally, VIP scores for classifying vinegar produced using fruit or alcohol as raw
materials. This time, the VIP scores profile for NMR spectra had changed, the
carbohydrates regions between ~3.1 to 4.2 ppm and the region of alcohols, polyols,

organic acids, amino acids, and volatile substances between ~0.75 at 1.75 ppm, the most
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important, see Figure 4ix. It is known that fruit vinegar has a relatively higher
concentration of phenolic compounds, carbohydrates, and specific amino acids than other
types (Boffo et al., 2009). Compared to the other classifications, these results suggest that
the classification of fruit and alcohol vinegar is less complex because a smaller amount
of compounds was required for classification; in addition, the PLS-DA model with 5 LVs
had no misclassified samples for the test set.

Again, FT-IR spectra had more predominant VIP scores in the fingerprint region
of the spectrum between 1600 and 1000 cm™ (Figure 4x), while NIR (Figure 4xi) and
UV-VIS (Figure 4xii) spectra had a homogeneous distribution of the VIP scores for all
spectral regions considered. Similarly, studies with IR spectroscopy supported by
chemometrics tools have generated good classification performances for vinegar
produced from different raw materials, such as wine, cereals, and fruit (Cavdaroglu &

Ozen, 2022; Saiz-Abajo et al., 2004; Xie et al., 2012).
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Figure 4 — Variable importance projection (VIP) scores for the classification by agronomic method of raw material cultivation (left), by aging time
(middle), and types of raw material (right) for '"H NMR, FT-IR, NIR, and UV-VIS.
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4. Conclusion

The combined use of spectralprint techniques with chemometric tools proved an
excellent alternative to discriminate vinegar samples according to the agronomic mode of
production, aging time, and type of raw material used in production. Of the four spectroscopy
techniques evaluated, NMR presented the best classification performances in all the tested
approaches, followed by FT-IR and UV-VIS, which had equivalent performances, and finally,
NIR with poor classification performances.

In general, the results indicated that the classification of vinegar according to the
agronomic cultivation method (organic or conventional) is more complex than the
classifications by aging time or type of raw material. This behavior can be attributed to other
external sources of more significant variation, such as climatic, botanical, maturation stage, and
raw material, among others, than the agronomic cultivation method.

These results indicated that the four spectralprint techniques are suitable for vinegar
classification, some more expensive and more accurate, others more accessible and less
accurate. The choice of a technique depends exclusively on financial resources and the purpose
of the application, although any of them can be used for identification, authentication, and fraud

detection.
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Figure S1 — Vinegar samples (n=80) of different raw material cultivation methods (organic or
conventional), type of raw material (fruit or alcohol) and aging times (type I, 6 to 16 years; type

IL, 1 to 5 years).
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Figure S2 — Schematic showing the pre-treatments applied to the X matrix for each spectroscopic dataset.
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Table S1 — Classification performance obtained by PLS-DA model.
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Organic and conventional

Analytical Variance in Y Variance in X Cross—validation Calibration Prediction
technique (%) (%) LVs RMSE AUC PCC(%){ RMSE AUC PCC (%) { RMSE AUC PCC (%)
NMR 72.4 68.4 7 0.51 0.70 63.0 0.26 0.99 96.3 0.33 0.99 923
FT-IR 514 97.8 9 0.58 0.57 60.0 0.34 0.92 83.3 0.39 0.89 80.1
NIR 71.7 55.38 5 0.32 0.97 87.0 0.26 0.99 90.7 0.50 0.65 61.5
UV-VIS 49.4 96.4 8 0.53 0.70 66.7 0.35 0.94 88.9 0.37 0.96 88.5
Aged 1-5 and 6-16 years

Analytical Variancein Y Variance in X

LVs RMSE AUC PCC(%){ RMSE AUC PCC (%) { RMSE AUC PCC (%)
technique (%) (%)
NMR 83.6 35.5 5 0.47 0.76 71.7 0.20 1.00 96.2 0.27 1.00 96.3
FT-IR 86.8 75.2 9 0.66 0.56 52.8 0.18 1.00 98.1 0.35 0.94 92.6
NIR 82.2 14.0 2 0.34 0.93 86.8 0.21 1.00 100.0 0.46 0.72 74.1
UV-VIS 59.1 73.1 5 0.55 0.78 71.7 0.31 0.98 92.5 0.39 0.92 88.9

Alcohol and fruit
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Analytical Variance in Y Variance in X

LVs RMSE AUC PCC (%) RMSE AUC PCC (%) i RMSE AUC PCC (%)
technique (%) (%)
NMR 79.8 58.8 5 0.44 0.90 86.8 0.22 1.00 98.1 0.33 1.00 98.1
FT-IR 63.6 67.5 4 0.43 0.79 77.3 0.27 0.98 90.57 0.34 0.98 88.0
NIR 52.6 58.3 5 0.53 0.56 64.2 0.31 0.95 88.7 0.39 0.79 84.0
UV-VIS 66.7 78.9 6 0.46 0.82 79.2 0.26 0.97 90.57 0.35 0.97 84.0

LV: latent variables; RMSE: root mean square error; AUC

: area under the ROC curve; PCC: percentage of correct classification.
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CONCLUSAO GERAL

Pode-se inferir a partir dos resultados obtidos que o uso combinado de
técnicas de spectralprint acopladas a ferramentas quimiométricas demostrou-se uma excelente
alternativa para discriminar amostras de vinagre de acordo com o modo agrondmico de
producdo, tempo de envelhecimento e tipo de matéria-prima utilizada na produgao.

Dentre as técnicas de espectroscopia avaliadas, a 'H-RMN apresentou os
melhores desempenhos de classificagdo em todas as abordagens testadas, seguida por FT-IR e
UV-VIS, que tiveram desempenhos equivalentes, e por fim, NIR com desempenhos de
classificagdo inferiores que as anteriores.

No geral, os resultados indicaram que a classificacdo do vinagre de acordo
com o método de cultivo agrondmico (organico ou convencional) ¢ mais complexa do que as
classificagdes por tempo de envelhecimento ou tipo de matéria-prima. Esse comportamento
pode ser atribuido a outras fontes externas de variagdo mais significativa, como clima, botanica,
estagio de maturagdo, matéria-prima, entre outras.

Esses resultados preliminares além de fornecerem material inédito e
atualizado a respeito do tema para a literatura, indicaram que as quatro técnicas de spectralprint
sdao adequadas para a classificagdo do vinagre, sendo, qualquer uma delas passiveis de serem

utilizadas para identifica¢do, autenticacao e deteccao de fraude.



