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RESUMO GERAL

O consumo de vinhos no Brasil aumentou cerca de 20% na ultima década, e sua
comercializacdo vem se difundindo, principalmente, pelo aumento da oferta, aumento do
poder aquisitivo da populacdo brasileira, aumento da producdo e pelos beneficios a satde
que lhe sdo atribuidos. A andlise de elementos trago nos vinhos é de grande importancia
para o controle da qualidade, autenticidade, biodisponibilidade de metais e estudo da
toxicidade, visando garantir a seguranca alimentar para os consumidores. Este trabalho
descreve o desenvolvimento de um método empregando a espectrometria de absor¢dao
atdmica com forno de grafite para a determinacdo de arsénio (As), cddmio (Cd), cobre (Cu)
e chumbo (Pb) em amostras de vinhos brasileiros. A digestdo 4cida preliminar ndo foi
necessdria no preparo de amostra. O programa de aquecimento, empregado no forno de
grafite foi otimizado para os diferentes tipos de vinhos e as amostras foram diluidas na
propor¢do de 1:3 com dacido nitrico (65% v/v) e perdxido de hidrogénio (30% m/m). A
curva analitica foi preparada em meio aquoso e alguns modificadores foram investigados
para cada elemento. As determinacdes foram realizadas nas seguintes faixas lineares 10-
100 ug L' Cu; 5,0 - 60 pg L' Pb; 0,5 - 2,0 ug L' Cd; 10 - 60 pg L™ As. Os limites de
quantificagcdo obtidos foram 11,5; 2,5; 0,22 e 5,0 ug L'l, respectivamente. As recuperacoes
obtidas variaram de 92-103% (vinho tinto) e 99-106% (vinho branco) para o Cu, 97-107%
(vinho tinto) e 95-101% (vinho branco) para o Pb, 89-102% (vinho tinto) e 98-106%
(vinho branco) para o Cd, e 103-106% (vinho tinto) e 99-107% (vinho branco) para o As.
Foram analisadas 45 amostras de vinhos nacionais adquiridos no comércio de Campinas/SP
de diversas regides do Brasil. Foram determinados os teores de As, Cd, Cu e Pb nas
amostras de vinho e os valores encontrados estavam abaixo dos teores estabelecidos pela
legislacdo brasileira. Foram calculadas as contribui¢des dos vinhos estudados na dieta de
um adulto, com relagdo a ingesta destes elementos e os valores demonstraram que 0s
vinhos estudados apresentaram baixa contribui¢cdo. Também foram determinados os valores
de pH e os teores de polifendis totais nos vinhos, as amostras apresentaram valores
compativeis com os relatados na literatura com valores médios para polifendis em vinhos
de mesa de 2046,0 mg L™, vinhos tinto 1443,0 mg L'e espumantes 1606,0 mg L. Os
valores de pH variaram de 2,8 a 3,8 entre os vinhos. Foi feito o estudo da acessibilidade e
da fracdo dialisavel pelo método in vitro dos elementos As, Cd, Cu e Pb nos vinhos e os
resultados demonstraram para todos os elementos que a fragdo solivel foi maior que 37% e
a dialisdvel, maior que 43%, indicando alta capacidade de acessibilidade. Quanto aos
dizeres de rotulagem foi observada uma necessidade de complementacdo da atual
legislacdo especifica para vinhos, com a finalidade de melhorar a qualidade das
informacdes oferecidas ao consumidor através dos rétulos dos vinhos.

Palavras Chave: vinho brasileiro, GF AAS, As, Cd, Cu, Pb, bioacessibilidade.
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Brazilian Wine: Total contents and bioaccessibility of As, Cd, Cu and Pb,
Total polyphenols contents and labeling assessement

GENERAL SUMMARY

Wine consumption in Brazil has been increasing in 20% in the last decade, and its sales
have been disseminating mainly due to offer and production increase, and to health benefits
attributed to it. The analysis of trace elements in wine is of great importance for quality
control, authenticity, metal bioavailability and toxicity study, aiming at granting safety to
consumers. This paper describes the development of a method which employs atomic
absorption spectrometry with graphite oven in order to determine arsenic, cadmium, copper
and lead in Brazilian wines samples. A preliminary acid digestion has not been necessary in
the sample preparation. The heating program employed to the graphite oven has been
optimized for the different types of wine and the samples have been diluted in proportion of
1:3 with nitric acid (65% v/v) and hydrogen peroxide (30% m/m). The analytical curve has
been prepared in aqueous medium and some modifiers have been investigated for each
element. The determinations have been performed in the following linear ranges 10-100 pg
L' Cu;50-60ug L' Pb;0,5-2,0pg L' Cd; 10 - 60 pg L' As. The qualification limits
obtained were 11,5; 2,5; 0,22 ¢ 5,0 pug L', respectively. The recoveries obtained ranged
from 92-103% (red wine) and 99-106% (white wine) for Cu, 97-107% (red wine) and 95-
101% (white wine) for Pb, 89-102% (red wine) and 98-106% (white wine) for Cd, and
103-106% (red wine) and 99-107% (white wine) for As. Brazilian wines, about 45 samples
from Campinas/SP local market have been analyzed at several Brazilian regions. The
contents of As, Cd, Cu and Pb have been determined in the samples and the amounts found
out were below the contents established by the Brazilian legislation. The contribution of
those elements on the diet of an adult have been calculated, and the amounts have shown
that the studied wines presented low contribution. The pH levels and the total polyphenols
contents have also been determined, the samples presented compatible rates according to
the literature, with average rates for polyphenol in table wines at 2046,0 mg L', red wines
1443,0 mg L' and sparking 1606,0 mg L. The pH rates varied from 2,8 to 3,8 among the
wines. The accessibility and the dialysis fraction through the in vitro method have also
been studied for the elements As, Cd, Cu and Pb in the wines. The results show that for all
elements soluble fractions greater than 37% and higher than 43% dialyzable indicating high
capacity accessibility. As for labeling was observed a need complement the current
legislation for wine in order to improve the quality of information offered to consumers
through wine labels.

Key words: Brazilian wine, GF AAS, As, Cd, Cu, Pb, bioaccessibility.
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INTRODUCAO GERAL

Toda a histéria da humanidade estd permeada pelo consumo de vinhos. Registros
arqueoldgicos revelam que os primeiros indicios sobre o consumo de bebidas pelo ser
humano datam de aproximadamente 6000 a.C. sendo, portanto, um costume extremamente
antigo e que tem persistido por milhares de anos. Relatos sobre as primeiras videiras
apontam para a Asia Ocidental e a Europa, onde, em cavernas pré-histéricas foram
encontradas folhas e sementes de uva. Posteriormente, a vinha se expandiu para outras

regides, tais como Portugal, Espanha, Franca e Itdlia (PACHECO, 1999).

Somente no século XIX, com as descobertas de Louis Pasteur sobre fermentacgdo,
pode-se entender de forma cientifica o processo de elaboracdo do vinho. Surge, entdo, a
enologia cientifica, baseada em conhecimentos adquiridos sobre as origens € mecanismos

desse processo (MIOLO, 1999).

Nos cinco continentes, o “mundo” da uva e do vinho compreende mais de 40 paises
e segundo os dados da OIV (Organizacao Internacional da Vinha e do Vinho) os maiores
produtores de vinho s3o a Franca, a Italia, a Espanha, os Estados Unidos e a Argentina

(IBRAVIN, 2011).

No Brasil, a vitivinicultura iniciou-se em 1532, porém esta atividade somente
ganhou impulso e tornou-se atividade de importincia socioecondmica a partir do final do
século XIX com a chegada dos imigrantes italianos, sobretudo no Estado do Rio Grande do
Sul. Atualmente, o Brasil € o 16° produtor mundial de vinho, com regides produtoras

situadas nos paralelos classicos da viticultura mundial do Hemisfério Sul, como € o caso da



Campanha Gatcha e também com vinhedos destinados a elaboracao de vinhos na zona

intertropical.

A vitivinicultura brasileira tem apresentado crescimento significativo nas ultimas
décadas, decorrente da vigorosa expansdo da drea cultivada e da tecnologia de produgdo de
uvas e de elaboracdo de vinhos. Merece destaque a difusdo da produgdo de uvas e vinhos,
além de outros derivados, para regides emergentes em diversas regides do Brasil, desde a
metade sul do Rio Grande do Sul até a regido Nordeste, passando por polos de importancia

crescente nos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Mato Grosso e Goias (GUERRA, 2009).

A composicdo mineral do vinho reflete a sua origem. A presenca de alguns
constituintes inorganicos pode originar fendmenos depreciativos na qualidade da bebida,
tais como turvagodes, precipitacdes e oxidagdes. Dependendo da concentragdo e do tipo do

elemento podem, também, caracterizar problemas toxicolgicos.

Ainda hoje, sdo poucas as informacdes disponiveis sobre a presenca de
contaminantes inorganicos em vinhos brasileiros. Considerando que alguns metais
apresentam grande potencial téxico para a saide humana, € relevante conhecer a qualidade
dos vinhos quanto aos teores desses contaminantes metdlicos aos quais a populacdo esta

exposta.

Das varias metodologias existentes para a determinacdo de metais, a espectrometria
de absor¢do atdmica (AAS do inglés Atomic Absorption Spectrometry) é apontada como
uma técnica bastante satisfatéria. Os métodos oficiais para determinacdo de constituintes

inorganicos em vinhos indicados pela OIV e adotados pela Unido Européia baseiam-se



essencialmente na AAS, com chama (F AAS Flame Atomic Absorption Spectrometry) e
com atomizacao eletrotérmica (ET AAS Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry).
As técnicas multi-elementares de ICP OES (Inductively Coupled Plasma optical
Spectrosmetry) e ICP MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrosmetry) vém sendo
utilizadas com frequéncia na determinacdo da composi¢do mineral dos vinhos, embora a
técnica de ICP OES apresente algumas dificuldades com relagdo aos limites analiticos

(CATARINO, 2006).

Além disso, a boa qualidade dos dados analiticos gerados é um fator primordial para

a tomada de decisOes visando a seguranca alimentar.

Na avaliagdo de risco a saude humana, a ingestdo de alimentos € considerada a
maior rota de exposi¢do para muitos contaminantes, causados pela contaminagdo industrial,

ambiental ou como resultado dos processos de producao.

A quantidade total de um contaminante ingerido (dose) nem sempre reflete a
quantidade que estd disponivel para o corpo. Apenas uma por¢ao do contaminante serd
disponivel e, por isso, esta quantidade também pode ser chamada bioacessibilidade. J4 a
biodisponibilidade € um termo usado para descrever a propor¢do do contaminante ingerido
através dos alimentos que de fato atinge a circulagdo sist€émica (VERSANTVOORT, 2004).

E um processo dinamico, influenciado por uma diversidade de fatores relacionados ao

individuo, a dose e a dieta.

O monitoramento de metais em vinhos € relevante porque o vinho € umas das

bebidas que tem seu consumo aumentado a cada ano, podendo se tornar um fator de risco



na contaminagao por metais potencialmente téxicos. O conhecimento dos niveis de metais
toxicos em bebidas brasileiras, bem como a estimativa de biodisponibilidade através da
acessibilidade desses metais a que a populagdo pode estar exposta ainda € pouco conhecido.
Os resultados obtidos através desse tipo de estudo podem fornecer subsidios para o
desenvolvimento de programas de protecdo a saide e seguranga alimentar, considerando
fatores regionais e de sazonalidade. Consequentemente, os dados gerados através do estudo
e do desenvolvimento de métodos analiticos mais sensiveis e com baixos limites de
deteccao podem contribuir como ferramenta para o controle de qualidade dos vinhos e de

fiscalizacdo.

Este trabalho de tese teve como objetivo geral desenvolver métodos analiticos para
a determinacdo de arsénio, cddmio, chumbo e cobre, em vinhos, sem empregar etapa de
mineralizacdo (andlise direta), utilizando a espectrometria de absorcdo atomica
eletrotérmica com forno de grafite (GF AAS). Além disso, procurou-se estimar a
biodisponibilidade de alguns contaminantes encontrados através de um método “in vitro”

para determinar a acessibilidade dos elementos encontrados nos vinhos.

E como objetivos especificos, pode-se enumerar:

1) Determinar os teores de arsénio, cobre, chumbo e cddmio em amostras de vinhos
nacionais, utilizando a técnica de espectrometria de absor¢cdo atdmica com forno de grafite

e comparar os resultados encontrados com a legislagao vigente.

2) Validar os métodos estudados em relagdo aos parametros exatiddao, precisdao e

linearidade, nas condi¢cdes experimentais otimizadas.



3) Avaliar a incidéncia dos contaminantes, determinar os teores de polifendis totais e pH e

andlise por componentes principais (PCA).

4) Calcular a contribui¢do do vinho nacional na ingestdo de arsénio, cddmio, chumbo e

cobre no consumo humano.

5) Conhecer a estimativa de biodisponibilidade (acessibilidade) dos possiveis

contaminantes inorganicos determinados em alguns vinhos através do método in vitro.

6) Avaliar os dizeres de rotulagens dos vinhos estudados.



Capitulo 1

Revisao bibliografica



Capitulo 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Vinho

O vinho € a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto simples de uva sa,
fresca e madura (BRASIL, 1988). A denominagdo vinho € privativa ao produto obtido a
partir da uva, quaisquer que sejam as espécies e cultivares, sendo vedada sua utilizacdo para

produtos obtidos de quaisquer outras matérias primas.

O vinho é uma mistura complexa de compostos organicos, complementada
naturalmente por alguns elementos inorginicos presentes na uva e na agua utilizada. As
diferencas entre vinhos envolvem diversas familias de compostos responsdveis pela cor,
pelo aroma e pelo gosto. Os principais componentes do vinho sdo: dgua, alcoois, acidos
organicos, compostos fendlicos, proteinas e outras substidncias nitrogenadas,
polissacarideos, acticares simples, compostos volateis, elementos minerais e algumas
vitaminas (FELLOWS, 2006). Em destaque para os minerais, as cinzas representam a soma
de todos os elementos minerais do vinho que provém principalmente da casca da uva.
Devido aos processos de elaboragdo, os vinhos tintos apresentam teores de cinzas mais
elevados que os brancos. Os vinhos contétm de 2 a 4 g L' de sais de 4cidos organicos e

minerais.

A vitivinicultura brasileira nasceu e cresceu com base em uvas americanas, as
chamadas uvas comuns, variedades das espécies Vitis labrusca e Vitis bourquina, usadas

para a elaboracdo de vinhos de mesa. Entretanto, a partir de meados do século XX,
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comegaram a ser elaborados vinhos finos, com uvas de variedades de Vitis vinifera,
também conhecidas como uvas finas.

A elaboracdo de vinhos no Brasil divide-se basicamente em vinhos finos/viniferas e
comuns. Na elaboracdo de vinhos finos sdo utilizadas uvas viniferas (de origem européia),

enquanto em vinhos comuns utilizam-se uvas americanas ou hibridas na sua elaboragao.

Classificacao dos vinhos

De acordo com a Portaria n° 229 de 25/10/88, do Ministério da Agricultura, os
vinhos sdo classificados como:

Vinho de mesa: ¢ o vinho com graduacio alcodlica de 10 a 13° GL (Gay Lussac), a 20 °C.

Vinho frisante ou vinho gaseificado: ¢ o vinho de mesa de sabor seco ou adocicado, com
uma gaseificacdo maxima de 1,5 atmosfera e minima de 0,5 atmosfera, a 10 °C, e

graduacao alcodlica ndo superior a 12,5° GL.

Vinhos de mesa finos: sao os vinhos provenientes de Vitis vinifera e que apresentam

completo e harmonico conjunto de qualidades organolépticas préprias.

Vinhos de mesa especiais: sdo os vinhos que apresentam predominantemente
caracteristicas organolépticas de Vitis Vinifera, porém demonstrando a presenca de uvas

hibridas e/ou americanas.

Vinhos de mesa comum: sio os vinhos elaborados com uvas hibridas, americanas e de

outras variedades.



. . 1 . .
Quanto ao teor de agucares totais, calculado em g L™ de glicose, o vinho de mesa
D . L . -1 .
serd designado de seco quando apresentar um teor mdximo de 5,0 g L™, meio seco quando
.o -1 L. 1
apresentar um teor minimo de 5,1 g L™ e um teor mdximo de 20,0 1 g L, doce ou suave

quando apresentar teor minimo de 20,0 g L! (BRASIL, 1988).

Cor

Quanto a cor os vinhos podem ser classificados como tinto, rosado ou rose, clarete e

branco.

O vinho comum, um dos objetos principais deste estudo, € um produto pouco
diferenciado que possui um publico alvo que busca precos baixos e, portanto, pouco
“sensivel” a qualidade do vinho. O padrdo tecnoldgico de producdo de vinhos comuns pode
ser considerado baixo e a uva utilizada na elaboracdo ¢ a mesma variedade necessdria para
a fabricagdo de suco (concentrado ou ndo). Outro fator relevante que esta associado ao
vinho comum brasileiro ¢ a pratica de “alongamento” do vinho, ou seja, adi¢do de agua
para aumentar a produtividade, embora esta pratica seja proibida. Assim, a qualidade desta

agua tem influéncia sobre o produto final (SCHNEIDER, 2006).

Principais regioes produtoras de vinho no Brasil

A viticultura no Brasil ocupa uma drea de, aproximadamente, 77 mil hectares, com
vinhedos estabelecidos desde o extremo sul do pais, em latitude de 30° 56° 15°°S, até
regides situadas muito préximas ao Equador, em latitude de 5° 11’ 15°’S. Em fungao da

diversidade ambiental, existem pdélos com viticultura caracteristica de regides temperadas,
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com um periodo de repouso hibernal; pdlos em dareas subtropicais, onde a videira é
cultivada com dois ciclos anuais, definidos em fun¢do de um periodo de temperaturas mais
baixas, no qual hd risco de geadas; e pdlos de viticultura tropical, onde € possivel a
realizacdo de podas sucessivas, com a realizacdo de dois e meio a trés ciclos vegetativos
por ano. A produgdo de uvas € da ordem de 1,2 milhdes de toneladas/ano. Deste volume,
cerca de 45% ¢ destinado ao processamento, para a elabora¢do de vinhos, sucos e outros

derivados, e 55% é comercializado como uvas de mesa.

Do total de produtos industrializados, 77% sao vinhos de mesa e 9% sdo sucos de
uva, ambos elaborados a partir de uvas de origem americana, especialmente cultivares de
Vitis labrusca, Vitis bourquina e hibridos interespecificos diversos. Cerca de 13% sao
vinhos finos, elaborados com castas de Vitis vinifera; o restante dos produtos
industrializados, 1% do total, sdo outros derivados da uva e do vinho. Grande parte da
producdo brasileira de uvas e derivados da uva e do vinho é destinada ao mercado interno.
O principal produto de exportacdo, em volume, € o suco de uva, sendo cerca de 15% do
total é destinado ao mercado externo; apenas 5% da producdo de uvas de mesa é destinada

a exportacao.

O vinho brasileiro tem sido conhecido por diversos paises, embora somente 1% dos
vinhos produzidos € comercializado fora do pais. O Brasil tem desenvolvido uma
capacidade excepcional para a producdo de vinhos de qualidade. Atualmente, o pais €
considerado uma das melhores regides no mundo para o cultivo de uvas destinadas a

producdo de vinhos espumantes. Hoje, o Brasil exporta vinhos para 22 paises, dentre os
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quais destacam-se Estados Unidos, Alemanha, Inglaterra e Republica Tcheca (IBRAVIN,

2012).

As condicdes meteoroldgicas, principalmente a temperatura, umidade e a radiacao
solar, exercem grande influéncia sobre o desenvolvimento, producido e qualidade da uva
destinada a elaboracdo de vinhos. Essa influéncia ocorre em todos os estdgios fenoldgicos
da videira, ou seja, desde o repouso vegetativo (inverno), a brotacdo, a floracdo, a
frutificacdo, crescimento das bagas (primavera), a maturacdo (verdo) e, até a queda das
folhas (outono) (GUERRA, 2009).

As principais regides produtoras de vinho no Brasil estdo representadas na Figura 1.
Sao elas: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia e

Pernambuco.

* 2 Don Padirto Caxias do Sul
Bagé Farroupilha
Pinheirc Mac Flores da Cunha
Garibaldi
Gramado

Verandpolis

Figura 1. Principais regides produtoras de vinhos do Brasil - Fonte: IBRAVIN — Instituto
Brasileiro do Vinho
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Rio Grande do Sul

O Estado do Rio Grande do Sul, localizado na regido Sul do Brasil, é o maior
produtor, com 3 regides vitivinicolas: a tradicional regido produtora da Serra Gatcha e as
regides emergentes — Campanha e Serra do Sudeste.

Na regido tradicional da Serra Gatcha, cujo cultivo de uvas data do final do século
XIX, a principal drea de cultivo de uvas para a elaboracdo de vinhos finos esta localizada,
sobretudo, na margem esquerda do Rio das Antas, em Bento Gongalves, Monte Belo do
Sul, Garibaldi, Farroupilha, Caxias do Sul e municipios vizinhos.

A atividade envolve milhares de produtores. Uma sub-regido da Serra Gaucha hoje
representa a primeira Indicacdo Geografica do Brasil: a Indicacdo de Procedéncia (IP) Vale
dos Vinhedos. Os vinhos que obtém o qualificativo de IP Vale dos Vinhedos possuem
identificacdo no rétulo e ostentam um selo de controle numerado. Cabe referir que outras
zonas especificas estdo buscando qualificar-se como IP: Monte Belo do Sul, Pinto Bandeira
e o Submédio Sao Francisco.

Os vinhedos comerciais da regido de Campanha tiveram inicio na década de 1980.
A topografia da regido permite o estabelecimento de médulos de vinhedos extensos que
podem ser amplamente mecanizados. O clima e o solo distintos conferem a regido, que
experimenta um periodo de expansdo da area cultivada, um novo potencial na producdo de
vinhos finos brasileiros.

A viticultura da regido da Serra do Sudeste teve igualmente inicio na década de
1980. Contudo, foi apenas nos ultimos anos que diversos novos empreendimentos

vitivinicolas foram estabelecidos. A paisagem permite a mecanizagdo nos vinhedos
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enquanto o clima e o solo s@o caracteristicos e distintos dos encontrados na Serra Gatcha e
em Campanha, configurando uma regido de producdo emergente.

Principais regioes/municipio:

Serra Gatcha: Bento Gongalves, Caxias do Sul, Garibaldi, Farroupilha, Flores da Cunha,
Sao Marcos, Monte Belo, Nova Padua.

Destino da Producio: Quase que a totalidade das uvas € destinada a vinificacdo ou
elaboracdo de suco de uva.

Principais Variedades: Isabel, Concord, Bordo, Chardonnay, Cabernet Sauvignon,

Cabernet Franc, Merlot, Moscato, Riesling.

Santa Catarina

O Estado de Santa Catarina também passou a implementar nos ultimos anos um
conjunto de vinhedos destinados a produgdo de vinhos finos na regido de Sdo Joaquim,
junto ao Planalto Sul Catarinense. Com vinhedos de altitude, S3o Joaquim representa a
regido mais fria das regides produtoras de vinhos do Brasil.

Regioes/municipio:

Vale do Rio do Peixe: Videira, Pinheiro Preto, Iomeré, Fraiburgo, Tangard, Cacador.
Planalto Serrano: Sdo Joaquim, Agua Doce, Bom Retiro, Campos Novos.
Destino da Producdo: Uvas destinadas a vinificagdo e elaboracdo de suco de uva.
Principais Variedades: Isabel, Nidgara Branca, Concord, Bordo, Chardonnay, Sauvignon

Blanc, Caberne Sauvignon, Merlot (GUERRA, 2009).
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Conduzidas em sistema espaldeira ou lira; esta nova regido tem grande aptiddo para a

elaboragao de vinhos tintos (IBRAVIN, 2012)

Parana

O Norte do Parana se caracteriza por vinhedos em “sistema latada”, com cultivo de
uvas para venda in natura; a coldénia japonesa desta regido é a grande motivadora desta
producdo. Na grande Curitiba e proximidades, estdo instalados grandes engarrafadores de
vinhos de mesa; grande parte do vinho envasado nesta regido é trazido de outras zonas de
producdo do Brasil.

Principais regioes/municipio:

Regido Metropolitana: Curitiba, Campo Largo.

Norte do Parana: Marialva, Maringa.

Destino da Producido: Destaque para a producdo de uvas de mesa. O estado é grande
engarrafador de vinhos.

Principais Variedades: Nidgara Branca, Nidgara Rosada, Itdlia, Rubi, Benitaka.

Minas Gerais

A producdo de vinhos em Minas Gerais esta concentrada na regido sul do estado,
mais especificamente nos municipios de Andradas e Caldas. Nestas localidades predomina
o cultivo das videiras americanas (95%) que, por serem rusticas adaptaram-se bem as

condic¢des de clima. Diversos projetos estdo sendo desenvolvidos de producio de vinhedos
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e vinhos de variedade viniferas, principalmente na regido de Trés Coragdes (Academia do

vinho, 2012).

Principais regioes/municipio:
Regido: Sul de Minas Gerais ( Andradas, Caldas, Trés Coracdes).
Destino da Producao: Destaque para a producao de uvas de mesa.

Principais Variedades: Seyve, Villard, Seibel, Couderc.

Sao Paulo

O Estado de Sao Paulo destaca-se pela producdo de uvas para consumo in natura,
com cultivo de vinhedos em sistema “latada” ou “lira”, empregando tecnologias, como:
cobertura pléstica e irrigacdo que possibilitam realizar duas safras por ano. O estado
também € responsavel por um grande volume de vinho de mesa engarrafado. Este vinho, na
sua maior parte, € comprado a granel de outras regides do pais.

Principais regioes/municipio:

Leste de Sao Paulo: Jundiai, Vinhedo, Campinas, Valinhos, Sio Miguel Arcanjo,
Sorocaba e Sao Roque.

Norte de Sao Paulo: Jales.

Destino da Producao: Uvas destinadas ao consumo in natura. Parte destina-se a
vinificagdo.

Principais Variedades: Nidgara Branca e Nidgara Rosada, Itdlia, Rubi, Benitaka, Clara,

Linda, Morena.
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Bahia e Pernambuco

No Nordeste do Brasil, junto aos Estados de Pernambuco e da Bahia, encontra-se a
regido vitivinicola do Vale do Submédio Sao Francisco. Ela estd situada em zona de clima
tropical semidrido, entre 09° e 10° de latitude Sul. O clima viticola da regido apresenta
variabilidade intra-anual, o que possibilita a producdo de uvas e de vinhos ao longo de
todos os meses do ano. Esta regido é uma das regides emergentes que teve inicio nos anos
de 1980 e que hoje experimenta um periodo de expansdo da produgdo de vinhos finos, com
uma tipicidade distinta das tradicionais regides produtoras da viticultura mundial.
Principais regioes/municipio:

Vale do Sao Francisco: Petrolina, Juazeiro.

Destino da Produciao: Uvas destinadas principalmente para o consumo in natura. Parte
destina-se a vinificagdo e elaboracdo de suco.

Principais Variedades: Tompson, Crimson, Itdlia, Red Globe, Festival, Benitaka Shirah,

Cabernet Sauvignon, Moscato Canelli, Cheni Blanc (IBRAVIN, 2012).

O vinho e os elementos inorganicos potencialmente téxicos

Ao longo de suas historias, o vinho e a medicina t€ém vérios pontos de ligacao.
Inumeras publicacdes t€m enaltecido o uso medicinal do vinho, desde os antigos egipcios,
ha mais de 4000 anos e, particularmente neste século, o avango da ciéncia médica tem
propiciado a descoberta de propriedades do vinho benéficas a satde, como, por exemplo, a
acdo benéfica no aparelho cardiovascular (LORIMIER, 2000). Entretanto, desde o século

XVIII ja se sabia que hd uma correlacio entre a gota, consequéncia do acumulo de 4cido
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drico no organismo e o saturnismo, que € a intoxicacdo por chumbo. Sabe-se, hoje, que o
saturnismo também leva a retengdo de 4cido urico nos rins e hd pesquisadores que
consideram a gota como uma consequéncia da intoxicacdo subclinica por chumbo. A
principal forma de contaminacdo era consequéncia da prética largamente utilizada pelos
romanos de ferver lentamente o vinho em recipientes feitos ou revestidos com chumbo ou
com uma liga metdlica contendo este metal. Essa pratica visava tornar o vinho adocicado
(na época nao se conhecia o actcar) e reduzir sua acidez. Deste modo, apds a fervura
obtinha-se um xarope espesso, doce, de forte aroma e cor acentuada denominado "sapa" ou
"defrutum" ou, ainda, "caroenum”. Outro efeito do processo de fervura era aumentar o
tempo de conservagdo do vinho, pois com a fervura ocorre a formagdo do acetato de
chumbo (o "acticar do chumbo") que ajuda na preservacdo gracas a sua acdo inibitoria do

crescimento de microrganismos (NETO, 1993).

O envenenamento coletivo por chumbo através do vinho nao foi exclusividade dos
romanos. No final do século XIII, na Franca, houve um surto de saturnismo na provincia de
Poitou que ficou conhecido como a "Colica Pictonum". Todos os bebedores de vinho
sofreram da moléstia devida a contaminacdo de vinhos tratados com litargirio, o 6xido de
Pb, para adocé-los e mascarar sua acidez de modo a torné-los mais parecidos com os vinhos

do Vale do Loire, mais caros e melhores (JOHNSON, 1989).

Também na Inglaterra, a classe nobre foi acometida por surtos de gota saturnina,
nos séculos XVIII e XIX, devido ao consumo desmedido de vinhos fortificados, em
especial de vinho do Porto, provavelmente contaminado. Nas décadas mais recentes, ainda

ocorreram casos esporddicos de intoxicacdo por chumbo proveniente de vinhos
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contaminados. Na Franga, durante os anos 50, ocorreu um famoso caso de envenenamento
de toda a tripulacdo de um petroleiro por vinho contaminado com 4 mg L' dePbe, na
década de 70, foi descrita a intoxica¢do de 23 pessoas por cidra contaminada. Em uma
revisdo da literatura, no periodo de 15 anos entre 1978 e 1992, foram relatados 8 artigos
(NETO, 1993) abordando casos individuais ou de pessoas de uma mesma familia que
sofreram intoxicag¢ao, tendo como fontes de contamina¢do, na maioria dos casos, a presenca
de chumbo no revestimento dos recipientes onde se armazenava vinho de fabricacdo caseira

(ceramica esmaltada, tintas, tubulagdo, etc.).

Nas décadas de 80 e 90, viérias pesquisas foram realizadas com o objetivo de
determinar os niveis de chumbo nos vinhos e no sangue de seus consumidores. Um estudo
feito em 1981 em 8 grandes cidades da Franca revelou que, entre vdrios fatores que
aumentam os niveis sanguineos de Pb, estd o consumo de vinhos, que afeta mais homens do
que mulheres. Numa pesquisa de 1983, na Itdlia, verificou-se que os bebedores de grandes
quantidades de vinho tém niveis sanguineos de chumbo mais altos do que os bebedores
moderados e abstémios (NETO, 1993). Um estudo feito na Inglaterra revelou que 20% dos
vinhos contendo cdpsula de chumbo sobre a rolha, analisados entre os anos de 1985 e 1986,
apresentavam conteddo de Pb superior ao limite legalmente permitido pela OIV (0,15 mg

L) (SMART, 1990).

Nesse sentido, vale ressaltar que existem cerca de vinte elementos considerados
potencialmente téxicos para a saide dos humanos incluindo As, Be, Cd, Co, Cr, Hg, Mn,
Mo, Ni, Pb, Se, Sn, Te, Ti, V e W. Tais elementos reagem com ligantes difusores com

macromoléculas e com ligantes presentes em membranas o que, muitas vezes, lhes
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conferem as propriedades de bioacumulacdo e biomagnificacio na cadeia alimentar,
persisténcia no ambiente e distirbios nos processos metabdlicos dos seres vivos

(TAVARES, 1992).

Na literatura, encontram-se intimeras definicdes para o termo “metal pesado”.
Algumas delas baseiam-se na densidade atdomica, nas propriedades quimicas, sendo que,
para muitas, este termo é empregado a um grupo de elementos como cddmio, cromo, cobre,
mercurio, zinco, niquel, chumbo entre outros, que estdo normalmente associados a
problemas de polui¢do e toxicidade (TOMAZELLI, 2003). Em uma das defini¢des
descritas por Alloway e Ayres (1993) o termo refere-se ao grupo de metais e de metaldides

. A__s . 3
com densidades atdmicas maiores que 6 g cm’.

Uma das importantes propriedades que distinguem os metais pesados dos outros
elementos € sua tendéncia em formar ligagdes reversiveis com um grande nimero de
compostos. A bioacumulagdo e a biomagnificacio sdo responséveis pela transformacao de
concentracdes consideradas normais em concentragdes toxicas para diferentes espécies da

biota e também para o ser humano (OLIVEIRA, 2005).

Os metais podem entrar na cadeia alimentar através da poluicdo ambiental causada
pelas atividades antrdpicas, ou naturalmente, pela ocorréncia em solos, dguas e plantas, ou
ainda pela migracdo desses metais presentes nos materiais de embalagem que podem conter
pigmentos, estabilizantes e ceramicas (HARRISON, 1993). Os principais alimentos que
contribuem como veiculo dos metais contaminantes sdo os vegetais, cereais, alimentos do

mar e 4gua (MURATA, 1999).
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Os elementos minerais presentes no vinho provém, em grande parte da uva e,
portanto, estdo relacionados a absor¢ao radicular da videira, verificando-se um constante
enriquecimento durante a formac¢do e maturacdo da fruta. Como grande parte das plantas, a
videira também tem a capacidade de absorver quantidades relativamente elevadas de
elementos toxicos, sem que se verifique manifestacdo de toxicidade nelas préprias, uma vez
que os metais sdo complexados e integrados em moléculas bioldgicas num mecanismo de

autodefesa da planta (CATARINO, 2006).

Arsénio

O arsénio existe na natureza numa variedade de formas quimicas, incluindo espécies
organicas e inorganicas, como resultado de sua participagdo em complexos bioldgicos,
processos quimicos e algumas aplicacdes industriais, como a manufatura de vidros,
materiais semicondutores e fotocondutores (STUMMEYER et al. 1996). Além disso,
compostos contendo arsénio sdo utilizados no tratamento de determinadas doencas e, na
agricultura. Assim, o arsénio encontrava-se nos herbicidas e fungicidas que foram usados
em vinhedos, principalmente como arsenato de sddio, podendo se tornar um composto
contaminante na produ¢do de vinhos caso esse tipo de agroquimica ainda seja utilizado

(BURGUERA et al., 1997; HERCE-PAGLIALI, 2002).

O uso de pesticidas a base de arsénio € proibido em todos os paises produtores de

vinho, porém mesmo apds a proibi¢do destes compostos, a absorcdo de grandes quantidades
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de arsénio pelos vinhedos a partir do residuo no solo ainda representa um sério problema

para um longo periodo de tempo (NRIAGU, 2006).

O arsénio € classificado como grupo 1A dos carcinogénicos pela IARC
(International Agency Research Cancer). As formas inorganicas do arsénio sdo as espécies
responsdveis pelo efeito carcinogénico do elemento. Os altos niveis de toxicidade de
arsénio sdo muito bem conhecidos, pois compostos de arsénio sdo facilmente absorvidos,
tanto oralmente quanto por inalagdo, sendo a extensdo da absor¢do dependente da
solubilidade do composto. Por inala¢do, o arsénio inorganico produz cancer de pulmio e
por ingestdo pode produzir cincer de pele, pulmdo, rim, figado e bexiga (HERCE-

PAGLIAL 2002).

O arsénio encontra-se nas formas trivalente e pentavalente nos alimentos, na dgua e
no meio ambiente, e é amplamente distribuido geologicamente como um componente de
aproximadamente 245 minerais diferentes. Logo, a continua liberacdo de arsénio no

ambiente leva a um acdmulo do elemento na cadeia alimentar.

O arsénio estd presente em quase todos os sulfetos metédlicos naturais, em particular
com o cobre, estanho e niquel. O arsé€nio presente nos vinhos pode ter origem no solo, ou
em herbicidas e fungicidas utilizados na vinha, no equipamento para o processamento € no

método de vinificagdo (GALANI-NIKOLAKAKTI, 2002, CATARINO, 2006).
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Chumbo

O chumbo é um elemento que vem sendo usado desde os tempos mais remotos, e
foi um dos primeiros metais a ser explorado pelo homem, sendo conhecido desde 3500

a.C.

As condic¢des geoldgicas e do solo e a extensdo nas quais estas sdo modificadas por
atividades humanas, tais como a disposi¢do de minas, perdas industriais ou urbanas,
irrigacdo e préticas de agricultura, podem ter uma influéncia significante sobre o contetido
de chumbo e, também, de cddmio e mercirio dos alimentos. A utilizagcdo do Pb nos
diversos setores da industria foi responsdvel pela introducdo de grande quantidade desse
metal no ambiente. Encontra-se nos solos majoritariamente sob a forma de sulfetos,
carbonatos e sulfatos, apresentando quatro istopos naturais: *** Pb, 206 pp, 207 pp, 208 py

(CATARINO, 2008).

As principais fontes de exposicdo ao chumbo para o homem sdo o ar, a d4gua e os
alimentos. Cerca de 30-50% das particulas inaladas sdo retidas no sistema respiratorio. A
concentracdo de chumbo em agua potdvel e em lengdis fredticos varia de 1 a 60 pg/L.
Ainda assim, esta exposi¢do € considerada baixa quando comparada com a exposi¢dao
através dos alimentos. Muitos estudos mostraram que a ingestdo de chumbo pelo homem
através dos alimentos varia entre 100 - 500 pg L' para um adulto. A principal forma onde o
chumbo atmosférico entra na cadeia alimentar € através de contaminagdo foliar das plantas

(deposicao) (OLIVEIRA, 2005).
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O pao, os cereais e as bebidas sdo responsdveis por, aproximadamente, 35% da
ingestdo didria de chumbo, sendo o restante derivado de uma variedade de tipos de

alimentos (OMS, 1998).

Muitos estudos t€ém mostrado que vinhos podem conter quantidades significativas
de chumbo, provenientes do uso de herbicidas ou de fertilizantes nos vinhedos, ou do uso
da cdpsula metédlica que sela a garrafa; alguns artigos relatam sua influéncia na
contaminacdo (ALBERTINI er al. 1997; KIM, 2005; MENA et al. 1997). Entretanto,
apenas a partir de 1995, o uso da cdpsula metdlica com folhas de chumbo foi proibido pela

OIV.

Durante a fermentagdo alcodlica e nas etapas seguintes de vinifica¢do, parte do
metal é removida, por precipitacdo sob a forma de sulfetos, por adsor¢cdo e absorcio das

leveduras e por precipitacdo com macromoléculas do vinho (CATARINO, 2008).

Muitos efeitos adversos a saude sdo atribuidos as altas concentracdes de Pb no
organismo, incluindo toxicidade nervosa, hematopoiética, renal, endécrina e no sistema

esquelético, sendo o sistema nervoso central, o primeiro a ser afetado (MOREIRA, 2004).

Cadmio
O cadmio é um dos mais téxicos elementos introduzidos e largamente espalhados

no meio ambiente pela populagio humana (BARTON, 2005). E um metal que apresenta

efeitos toxicos nos organismos vivos, mesmo em baixas concentragoes.
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Apresenta-se naturalmente sob a forma de sulfeto e associado a minério de Zn e, por
isso, pode ser absorvido pelas raizes da videira. A sua origem, como outros metais,
encontra-se fortemente relacionada com a atividade industrial. A sua presenca exdgena
estd, sobretudo, associada a poluicdo industrial. J4 a sua presenca enddgena € associada a
polui¢do atmosférica, a produtos fitossanitarios, ao contato com materiais com Zn, € com

aco inoxiddvel (CATARINO, 2008).

Alguns 6rgdos vitais sdo alvos da toxicidade do cadmio, entre eles, o figado e os
rins. E um elemento de vida bioldgica longa (cerca de 20 anos) e de lenta excregdo pelo
organismo, sendo bioacumulado, principalmente, pelos rins. A alta afinidade do Cd por
grupos-SH e a habilidade de realizar liga¢des covalentes resulta no aumento da solubilidade
lipidica, bioacumulacdo e toxicidade. Os efeitos toxicos provocados por ele compreendem
principalmente distdrbios gastrointestinais, apds a ingestdo do agente quimico (MC

LAUGHLIN et al., 1999).

A contamina¢do em seres humanos pode ocorrer por meio de via oral ou inalagdo.
Por via oral, ocorre por meio da ingestdao de alimentos contaminados oriundos de solos ou

dgua de irrigacdo contaminada (FERGUSSON, 1990).

Em 1993, a TARC classificou o cddmio e seus compostos como grupo 1 de
carcindgenos, tendo concluido que existiam evidéncias suficientes de que o cddmio é

cancerigeno para humanos e outros animais (OLIVEIRA, 2005).

Na agricultura, uma fonte direta de contaminagao € a sua utilizacdo em fertilizantes
fosfatados. A dgua € outra fonte de contaminacdo e deve ser considerada ndo somente pelo
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seu consumo como dgua potdvel, mas também pelo seu uso na fabricacdo de bebidas e no
preparo de alimentos (MATOS, 2007). A dieta € a maior rota da exposi¢do humana ao

caddmio, resultante da presenca deste nos solos e em dgua (NABRZYKI, 2006).

A contaminagdo de cddmio em cervejas e em outras bebidas alcodlicas pode estar
relacionada a matéria prima e/ ou ao processo tecnoldogico. Quanto ao vinho, esta

contamina¢do pode ser atribuida principalmente a residuos de produtos agroquimicos que

contém cadmio (KIM, 2005).

Cobre

O cobre € um dos principais micronutrientes presentes no corpo humano. Encontra-
se distribuido praticamente em todo o organismo, mas em diferentes concentragdes, o que
indica seu papel funcional. As atividades proteicas exercidas pelas enzimas tirosinase,
citocromo oxidase e ceruloplasmina sio, basicamente, regidas pelo cobre. Apesar da grande
importancia no corpo humano, seu excesso no organismo € nocivo por interferir nas

atividades cataliticas normais de outras enzimas (AZEVEDO et al., 2003).

A mais conhecida enfermidade decorrente dos distirbios do metabolismo do cobre é
a degeneracao hepato-lenticular ou doenga de Wilson, causada por uma mutacdo no gene
responsavel pela codificacdo do metabolismo do cobre. Essa mutacdo ocasiona um aumento
gradativo de cobre no organismo que se caracteriza pela precipitagcdo do metal nas corneas
e pela destrui¢do do figado e do tecido nervoso (LEAL, 2012). O excesso de cobre nos

alimentos pode ser considerado como um fator de risco para os portadores dessa doenca.
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Segundo Wanggoner et al., (1999), o cobre estd associado a doengas neurodegenerativas
como a doenga de Menkes, a propria doenca de Wilson, aceruloplasmina, esclerose e a

doenca de Alzheimer.

A origem do cobre nos vinhos deve-se a prOpria constituicdio das uvas,
particularmente das enzimas, especialmente das oxidases, as quais sdo encontradas em
abundancia nas uvas frescas. Porém, tratamentos com compostos cupricos refletem a
predominancia do elemento na forma idnica, que caracteriza a elevada capacidade deste ser

assimilado (CATARINO, 2008; NRIAGU, 2006).

A fim de controlar doengas nas videiras, principalmente nas Vitis vinifera, tais como
mildio, causada por Plasmopara viticola, os fungicidas, especialmente a base de cobre, sdo
aplicados extensivamente nas vinhas. A composicdo destes pesticidas incluem a
combinacdo de diferentes compostos como: CuSO 4 + Ca(OH),; CuSO 4 + 3Cu(OH),. Cu,0;
Cu(OH),. Cu Cl,3Cu(OH),, entre outros, resultando num aumento da concentracdo de
cobre nos solos dos vinhedos.

ConcentracOes extremamentes altas, da ordem de 3000 mg kg'1 de Cu, foram
relatadas por MIRLEAN et al. (2007) em solos de vinhedos brasileiros. Este valor muito

alto indica o uso mais intensivo de pesticidas a base de cobre em dreas subtropicais.

Embora muito do cobre dissolvido possa ser convertido em precipitados insoliveis,
como sulfeto de cobre durante a fermentagdo, o residual de cobre remanescente tem papel

importante na quimica do vinho (NRIAGU, 2006).
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Tracos de metais, como cobre, podem alterar cor, aroma e sabor de bebidas
alcodlicas (NEVES, 2007). Elementos metédlicos em bebidas alcodlicas podem vir da
matéria prima, do tratamento na colheita ou do processo de manufatura. Nos vinhos, a
presenca de cobre acima de 1 mg/L, na presenca de proteinas e em ambiente redutor,
podem causar a “casse cuprica” que, por sua vez, causa turvacdo ou precipitacdo nos

vinhos, comprometendo suas caracteristicas organolépticas (CATARINO, 2008).

A OIV ¢é uma organizacdo intergovernamental que trata dos aspectos técnicos e
cientificos de viticultura e enologia e que tem como um dos seus objetivos contribuir para a
harmonizacdo internacional das prdticas e normas existentes. Assim, sempre que
necessdrio, para a elaboracdo de novas normas internacionais, a fim de melhorar as
condi¢des de producdo e de comercializacio dos produtos vitivinicolas, assegura os
interesses dos consumidores. O Brasil € membro desta organizacdo e segue suas diretrizes

para exportacao.

No Brasil, o 6rgdo que regulamenta este segmento € o Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento (MAPA), porém quando consideramos os contaminantes, 0S

limites permitidos sdo regulamentados pelo Ministério da Saide (ANVISA).

Na Tabela 1, estdao os valores maximos de tolerancia determinados pela legislacdao
brasileira / Mercosul e pela Organizacdo Internacional da Uva e do Vinho (Paris).
Observamos que os limites considerados s@o os mesmos para todos os elementos com

excegdo para o cobre, onde a padronizacdo com a OIV favorece a exportagao.
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Tabela 1. Limites maximos de tolerincia para contaminantes inorganicos em vinhos.

Elemento Resolucao GMC N° 12/11 do Recomendaciao da OIV
Mercosul
Cu 5mgL ImgL"
Pb 0,15 mg L™’ 0,15mg L™
Cd 0,01 mgL” 0,01 mgL"
As 0,2 mg L! 0,2 mg Lt

*A partir da safra de 2007

Determinacao analitica dos elementos inorganicos

Das vérias técnicas analiticas disponiveis para a determinacdo de elementos-traco,
como, por exemplo, espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP-MS),
espectrometria de emissdo Otica com plasma de argénio indutivamente acoplado (ICP
OES), espectrometria de fluorescéncia atdmica (AFS), polarografia e voltametria, a
espectrometria de absor¢do atdmica (AAS), seja em chama (F AAS) ou em atomizador
eletrotérmico € amplamente utilizada em andlises de rotina em fun¢do de varios fatores:
alta especificidade, sensibilidade, robustez, baixos limites de detec¢do instrumental e baixo

custo relativo (FRESCHI, 2000).

A técnica de ICP-MS apresenta como grandes vantagens a andlise multi-elementar e
limites analiticos baixos, sendo aplicada cada vez com mais frequéncia no estudo da
composi¢ao mineral dos vinhos (MOREIRA et al. 2011; MARTIN et al. 2012). Também a

aplicacdo da técnica multi-elementar de ICP OES € bastante referida na literatura
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apresentando, contudo, limitacdo com relacdo aos limites analiticos para alguns dos

elementos de interesse € que se apresentam em concentracdes muito baixas.

Apesar do custo analitico relativamente alto, ambas as técnicas de ICP OES e ICP-
MS té€m sido aplicadas em vdrios campos, tanto na determinacdo nutricional, como na
determinac¢do de elementos toxicos.

O ICP MS tem sido uma ferramenta eficiente para se obter algumas informagdes
essenciais sobre a composi¢do elementar de vinhos. O principio fundamental do
espectrometro de massa € a ionizacdo de particulas de uma dada amostra e a medi¢do da
razdo da massa para carga elétrica do ion (m / z) correspondente ao analito. O plasma ¢é
utilizado apenas para a ionizacdo do analito. O fluxo heterogéneo de fons (positivo ou
negativo) € transferido para um sistema de vicuo contendo um filtro de massa (na maioria
das vezes um analisador de massa quadrupolar) e os fons sdo separados de acordo com a
proporcdo massa/carga (m/z). Os fons com as razdes massa/carga especificas sdo
transmitidos para um detector e a razao massa carga € utilizada para identificar os is6topos
dos elementos, enquanto a concentragcao ¢ determinada com base na intensidade de um sinal
especifico no espectro de massa, que € proporcional a quantidade de um dado is6topo

(KUCZYNSKA, 2006)

A espectrometria de fluorescéncia atdmica (AFS) € uma técnica adequada para
andlise de tracos por sua elevada sensibilidade, sua extensa faixa linear de 4-6 ordens de
magnitude e por necessitar equipamento relativamente simples e barato. No entanto, a

interferéncia de matriz limita consideravelmente a sua aplicacdo pratica (SEGURA, 1998).
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As técnicas eletroquimicas sdo pouco utilizadas, porém podem fornecer, além do
teor total dos elementos, informacdes sobre a distribuicdo das suas formas quimicas
(especiacio) (AZENHA & VASCONCELOS, 2000, BRAININA et al., 2004). Duas
técnicas eletroquimicas importantes que sdo utilizados para a andlise elementar sdao a
voltametria e a potenciometria (empregando eletrodos fon seletivos). Ambas podem ser
usadas somente em solucdes aquosas, porém para a andlise de alimentos € necessdrio a

mineralizacio e a dissolucdo prévia da amostra.

A espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite (GF AAS) é uma das
mais importantes modalidades da técnica de absorcdo atdmica com atomizagdo
eletrotérmica. Sua destacada vantagem sobre outras técnicas analiticas reside nos pré-
tratamentos quimicos e térmicos da amostra, que podem ser realizados durante uma ou mais
etapas do programa de aquecimento do forno, ou seja in situ. A espectrometria de
absor¢do atOmica teve inicio em 1955, com Alan Walsh, que mostrou que os fons metélicos
poderiam ser atomizados em uma chama e que a sua concentragdo poderia ser determinada
pela absor¢do de radiagdo monocromética incidente (WELZ, 1999).

Essa descoberta foi confirmada e complementada por Boris L'vov, em 1959, quando
apresentou o conceito de atomizacgdo eletrotérmica em absorc¢ao atdmica utilizando um tubo
de grafite como atomizador (L’VOV, 1961). Neste trabalho, L’vov mostrou que a
atomizacao da amostra dentro de um forno de grafite aquecido eletricamente possibilitava
um significativo aumento na sensibilidade da técnica de absor¢ao atdmica, além de exigir

um menor consumo da amostra.
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Na técnica de GF AAS a atomizagdo ocorre no interior de um tubo de grafite, que é
aquecido pela passagem de uma corrente elétrica, capaz de produzir cinco estdgios distintos
de temperatura. Inicialmente, ocorre a “secagem”, que consiste na evaporacdo do solvente,
e ¢ feita a cerca de 110 °C durante 10 a 20 segundos (Figura 2). Apds isso, a temperatura &,
entdo, elevada para cerca de até 1600 °C ou mais, durante um tempo otimizado, para a
eliminacdo da matriz; esta etapa € chamada de “pirolise” (Figura 3). Constitui-se em etapa
de grande importancia analitica, por se tratar de etapa de pré-tratamento da amostra dentro
do proprio tubo. Uma boa etapa de pirdlise proporciona condi¢des de baixo sinal de fundo
causado por processos de absor¢do molecular e espalhamento de radiagdo. Quanto maior a
temperatura de pirdlise, melhor a separacdo de concomitantes indesejados € menor o sinal
de fundo. Assim, pode-se dizer que a etapa de pirdlise é uma etapa de separagdo térmica
entre o analito e concomitantes, sendo que a temperatura empregada € criticamente
dependente do comportamento termoquimico das espécies quimicas envolvidas (KRUG,
2007). Em seguida, a temperatura sobe a valores entre 1600 e 3000 °C para a atomizacgdo do
elemento de interesse (Figura 4). Nesta etapa, os dtomos ficam confinados dentro do tubo
por um tempo de 2 a 5 segundos, sem fluxo de gis interno. Esta etapa é chamada de
atomizacdo. Nestas condi¢des de pouca ou nenhuma interferéncia da matriz e formacao de
um vapor atdmico concentrado, no caminho Optico do espectrometro, obtém-se uma
detectabilidade bastante superior aquele obtida com a F AAS e, para muitos elementos,
com o ICP OES (ANJOS, 1997).

Outras duas etapas incorporadas que fazem parte dos programas de aquecimento, e

realizadas apds a atomizacdo, sdo uma etapa de limpeza com temperaturas maiores que a
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atomizacao e uma etapa de resfriamento. Neste caso, espera-se que a temperatura do forno

esteja proxima de 40-50 °C para que a préxima amostra seja introduzida no atomizador.

Fluxo Ar Fluxo Ar

TIME (ssccnds)

Residuo Sélido

Figura 2. : Etapa de secagem em GF AAS, onde a evapora¢do do solvente forma um filme
s6lido sobre a superficie de grafite do tubo — Fonte: Perkin Elmer

Residuo Sélido

et

TME fsaoands)

Figura 3. Etapa de pirélise em GF AAS, com um aumento da temperatura para remover 0s
componentes da matriz (250 — 1600 °C) — Fonte: Perkin Elmer.
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Figura 4. Etapa de atomizacdo em GF AAS, onde o residuo contendo o analito é

vaporizado e forma-se uma nuvem de atomos no estado fundamental (1600—3000°C).
Fonte: Perkin Elmer — Figuras autorizadas pela Perkin Elmer Brasil em 20/12/2012.

A grande sensibilidade dos atomizadores eletrotérmicos em AAS resulta de sua
facilidade em reter uma porc¢do substancial da espécie de interesse atomizada no volume de
observacdao por um periodo finito de tempo. O requisito bdsico para conseguir essa
condicdo foi postulado primeiramente por L’vov: “A taxa de formagdo de atomos livres
pode ser igual ou muito maior que sua remo¢ao do caminho 6ptico” (ANJOS, 1997).

A partir dessa constatacdo, muitos trabalhos envolvendo a espectrometria de
absor¢do atdmica com atomizacdo eletrotérmica t€m sido efetuados, principalmente para a
determinacdo de espécies toxicas em baixas concentracdes (MENA, et al. 1996,
CVETKOVIC er al. 2002; KIM, 2004, CATARINO, 2006)

Por outro lado, a técnica de GF AAS, assim como as demais técnicas analiticas
baseadas no fendmeno da absor¢do atdmica, estd sujeita a interferéncias que, neste caso,
podem ocorrer tanto na fase condensada quanto na fase de vapor (WELZ, 1999).

As interferéncias espectrais, causadas pela absor¢ao molecular e espalhamento de

luz tém sido eliminadas com sucesso na maioria dos casos com o uso de sistemas de
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correcao de fundo. Interferéncias fisicas tendem a alterar o perfil do pico de absor¢cdo por
mudancas no tempo de aparecimento do sinal de absor¢do atomica e, dessa forma, a
temperatura aparente do analito. Isso resulta numa mudanga no perfil do sinal e, por
conseguinte, na resposta do analito.

As interferéncias fisicas podem ser explicadas pelos mecanismos de covolatilizacao
do analito com a matriz volatil e pela oclusdo do analito nos cristais da matriz. As
interferéncias quimicas podem ser causadas pela reacdo entre o analito com as paredes
quentes do grafite para formar carbetos refratdrios e pela formacdo de moléculas gasosas
estaveis, as quais sao perdidas antes de serem decompostas em atomos (ANJOS, 1997).

Buscando solucionar este problema, Ediger, em 1975, apresentou o primeiro
trabalho que propunha o uso de um modificador de matriz (atualmente denominado
modificador quimico), que tinha como uma das finalidades volatilizar os interferentes
durante a etapa de pirélise estabilizando o analito, possibilitando a separacio térmica mais
eficiente dos concomitantes da matriz antes da etapa de atomizacdo (SCHLEMMER,

1986).

Considerando essas caracteristicas, Schlemmer e Welz propuseram o uso de uma
mistura de nitrato de palddio e nitrato de magnésio em um estudo com nove elementos. Os
autores concluiram que a mistura possibilitava alcangar maiores temperaturas de pirdlise
que as obtidas com os modificadores estudados até entdo e que esse ganho permitia a
remog¢ao da maioria dos concomitantes inorganicos da matriz, antes da volatilizagao dos

analitos de interesse (SCHLEMMER & WELZ, 1986).
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Logo, a modificacdo quimica tornou-se um item importante na técnica e passou a

ser considerada principalmente nas etapas de desenvolvimento de novos métodos.

A escolha de um modificador mais eficiente para a estabilizacdo do elemento traco,
o programa de temperatura 6timo e os métodos de calibracdo mais adequados t€m sido os
temas mais investigados em GF AAS. Ferreira et al. 2009 descreveram a otimizagdo e a
validacdo de um método para a determinacio de cddmio em vinhos brasileiros, estudando
tempo e temperatura de pirdlise e a massa de modificador. Em 2002, Pereira-Filho estudou
a otimizacdo das temperaturas de pirdlise e atomizacdo de Al, Cd, Mo e Pb por ETAAS.
Karadjova et al. (2007) determinaram o teor de chumbo em 66 amostras de vinhos da
Macedonia, otimizando a temperatura de pirdlise com e sem o uso de modificadores. Em
2008, Ajtony et al. estudaram a introducdo direta de amostras de vinhos da Hungria para a
determinagdo simultinea de cddmio, cobre e chumbo. Também em 2008, Dessuy et al.
desenvolveram um método para a determinacdo de chumbo em vinhos, comparando o uso
de diferentes modificadores quimicos, o uso da plataforma com aquecimento transversal

tradicional e de um atomizador transversalmente aquecido com filtro.

Com o objetivo de reduzir substancialmente as interferéncias de matriz e tornar
possivel a determinacdo por simples calibragdo com solugdes padrdo, Slavin e
colaboradores introduziram um conceito denominado de STPF (Stabilized Temperature
Platform Furnace). O requisito principal para obter uma temperatura estabilizada € que o
tubo e a plataforma de grafite atinjam rapidamente a temperatura necessdria para a
atomizacdo, antes que a espécie de interesse seja vaporizada ou participe de processos de

recombinacao.
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Atualmente, quase todos os equipamentos jd trazem na sua constitui¢do condi¢des
para se aplicar os conceitos de STPF. Estes parametros sao: Plataforma de L’vov, medida
do sinal na forma de absorbancia integrada, eletrOnica rdpida, poténcia mdxima de
aquecimento, correcio de fundo baseada no efeito Zeeman, grafite revestido
piroliticamente, uso de modificadores quimicos e de amostrador automatico, fluxo zero ou

mini fluxo na etapa de atomizacao.

As principais vantagens das determinagdes em forno de grafite sio a elevada
detectabilidade, como ja foi mencionado, e a possibilidade de se realizar a andlise em
condi¢cdes isentas de interferéncias, levando a obtencdo de boa exatiddo e precisao,

inclusive para matrizes complexas e até mesmo sem pré-tratamento.

Muitos estudos tém adotado a técnica de absor¢do atdmica com forno de grafite para
a determinacdo de metais em vinhos e em outras bebidas alcodlicas com resultados
satisfatorios, enfatizando que o vinho é uma matriz complexa e com vdrios tipos de
interferentes (ACETO et al., 2002; OSHITA et al., 2003; SOARES, 2003; HUGUEST,

2004; KIM, 2005; FROES, 2006; STAFILOV, 2009).

Assim, diante da necessidade analitica da determinacdo de baixos teores de arsénio,
cddmio, chumbo e cobre, o maior desafio € encontrar as condicdes adequadas para as
caracteristicas das amostras de interesse e otimizar o método, que inclui a preparacdo da
amostra, de modo que o desempenho analitico atenda, para os principais contaminantes, o0s

requisitos exigidos pelas legislacdes regulamentadoras.
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Nesse sentido, vale lembrar que a determinagdo de elementos trago e contaminantes
em matrizes complexas como alimento requerem, muitas vezes, extensas preparagdes de
amostra ou extracdes complexas antes da andlise instrumental. Consequentemente, a
confiabilidade de um resultado analitico é fortemente dependente da etapa pré-analitica e da

selecdo adequada do procedimento de preparo de amostra. (KORN et al. 2008).

A etapa de preparo da amostra se faz necessdria, muitas vezes, para transformar o
elemento de interesse da matriz organica em uma forma inorganica simples e, geralmente,
dissolvido em uma solugdo de 4cido diluido. E importante observar que, dentre todas as
operacdes analiticas, a etapa de pré-tratamento das amostras € a mais critica. Em geral, é
nesta etapa que se cometem mais erros e que se gasta mais tempo. Por isso, os passos de um
procedimento de pré-tratamento de amostra deverdo ser sempre considerados
cuidadosamente para implantacio em rotina (KRUG, 2008). Considerando-se estes
aspectos, e o objetivo de se ter um método adequado para monitoramento de metais em
vinho, uma das vantagens mais importantes do uso da GF AAS neste trabalho é a
possibilidade do desenvolvimento de métodos simples e exatos para a determinacdo de
elementos-trago apenas utilizando dilui¢do da amostra. Esta caracteristica foi estudada para

os diferentes tipos de vinhos analisados e estd discutida posteriormente.

Polifendis e pH

Os compostos fendlicos (polifendis) estdo amplamente distribuidos no reino vegetal.
Entre as frutas, a uva (Vitis vinifera L.) € uma das maiores fontes de compostos fendlicos.
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O contetdo destes compostos estd principalmente nas partes sélidas da uva. A pelicula e as
sementes sdo as principais dreas de acumulacdo de compostos fendlicos. Os principais
fendlicos presentes na uva sdao os flavonodides (antocianinas e flavondis), os estilbenos
(resveratrol), os dcidos fendlicos (derivados dos 4cidos cindmicos e benzdicos) e uma larga
variedade de taninos (VACARI, 2009).

Os compostos fendlicos sdo importantes em enologia, uma vez que participam da
cor do vinho, das caracteristicas gustativas de suavidade, da dureza, do sabor adstringente
e, de alguma forma, do aroma que, por sua vez sdo influenciados pelo pH e acidez volatil

(FREITAS, 2000).

O pH, a acidez total e o teor alcodlico sao importantes na formacgdo das antocianinas
que sdo anféteras e, conforme o pH, esses pigmentos se encontram em diferentes formas de
oxoOnio e sdo geralmente de cor vermelha brilhante. Com o aumento do pH, as antocianinas
passam a ter uma estrutura quinoidal, pirpura, e em meio alcalino a cor muda para azul

(BOBBIO e BOBBIO, 2001).

O pH representa a concentracdo de ions de hidrogénio livres dissolvidos no vinho.
Seu valor nos vinhos brasileiros € variavel de 3,0 a 3,8, dependendo do tipo de vinho

(branco ou tinto), da cultivar e da safra (RIZZON, 2010).
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Validaciao do método

2

E a confirmacdo, por fornecimento de evidéncia objetiva, que os requisitos
especificos para o uso pretendido foram satisfeitos. A validacdo confirma que o nivel de
medicdo € suficiente, os procedimentos de medicdo sdo corretos e a calibragdo foi feita
adequadamente. Os principais parametros utilizados na validacdio de métodos sdo:
aplicabilidade, seletividade, linearidade, sensibilidade, limite de detec¢do, limite de

quantificagdo, exatidao, precisdo, robustez e incerteza (EURACHEM, 1998).

Estimativa da Biodisponibilidade

Em geral, a estimativa do conteddo total e a biodisponibilidade dos nutrientes
minerais em alimentos e bebidas ainda sdo pouco conhecidas no Brasil. Por outro lado, o
estudo da biodisponibilidade dos minerais, tanto do ponto de vista nutricional como

toxicoldgico, estd aumentando consideravelmente, especialmente em paises europeus.

Em humanos, a avaliacio de risco considera a ingestdo de alimentos a maior rota de
exposicao para muitos contaminantes causados pela contaminacdo industrial, ambiental ou
pelos processos de produgdo. A quantidade total de um contaminante ingerido (dose), nem
sempre representa a quantidade que estd disponivel para o corpo. Somente certa quantidade
de contaminante € biodisponivel. Biodisponibilidade, entdo, é o termo usado para descrever
a propor¢do de um contaminante ingerido no alimento que alcanca a circulagdo sistémica e

pode, de fato, exercer seus efeitos toxicos.
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Por volta dos anos 80, o termo biodisponibilidade, que era utilizado apenas pela area
farmacéutica, passou a ser utilizado também na area de nutri¢do, para indicar a propor¢ao
do nutriente que realmente seria utilizada pelo organismo. A biodisponibilidade é o
resultado de um processo dindmico, influenciado por uma diversidade de fatores
relacionados tanto a dieta quanto ao individuo, ndo podendo ser considerada propriedade

exclusiva do alimento ou da dieta (COZZOLINO, 2007).

A biodisponibilidade oral de um composto pode ser dividida em trés processos,

sengundo Versantvoort , 2004:

1) Liberacdo do composto da matriz no limen intestinal (bioacessibilidade)

2) Transporte através do epitélio intestinal para o corpo (transporte intestinal)

3) Degradagdo do composto no figado e intestino (metabolismo)

O termo bioacessibilidade € definido como a fracdo do composto que € liberado de
sua matriz no trato gastrintestinal, tornando-se assim disponivel para a efetiva absorcao
intestinal, sendo concomitantemente levado para a corrente sanguinea. Dessa forma, a
bioacessibilidade engloba todos os processos que ocorrem durante a transformacgdo
digestiva do alimento em uma substancia que possa ser assimilada pelo organismo. Em
outras palavras, uma substincia que possa ser absorvida/assimilada pelas células do
intestino epitelial (bioacessivel) e, posteriormente, pelo metabolismo pré-sistémico

(metabolismo intestinal e hepético) € uma substancia biodisponivel.
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Na literatura, varios métodos tém sido utilizados para estimar a biodisponibilidade
de nutrientes, entre eles: técnicas in vitro, técnica de balanco quimico de massas, técnicas
de deplecdo seguida de replecdo do nutriente, além de medidas do aparecimento do
nutriente no plasma ou ainda da atividade de enzimas, apds a suplementacdo do nutriente

(COZZOLINO, 2007).

A quantificacdo da biodisponibilidade e bioaccessibilidade € dificil e, muitas vezes,
dificultada por processos complexos que compreendem a digestdo. Experimentos precisos
“in vivo” no homem ou em animais experimentais podem proporcionar a melhor
informacdo sobre a  biodisponibilidade (relativa) de compostos ingeridos
(VERSANTVOORT et al., 2005). No entanto, a técnica in vitro € eleita sobre estudos in
vivo, porque reduz a necessidade de animais experimentais e simplifica a grande quantidade
de diferentes produtos / matrizes e reagentes necessdrios ao teste in vivo, sendo mais

reprodutivel, permitindo que o procedimento seja padronizado.

Técnicas in vitro:

As técnicas in vitro, utilizadas desde meados de 1930, foram desenvolvidas na
tentativa de estimar a disponibilidade de elementos inorganicos considerados essenciais.
Essa metodologia € capaz de quantificar a capacidade solivel ou dialisdvel do nutriente,
mas nao a sua biodisponibilidade propriamente dita, uma vez que nem todo material solivel
ou dialisavel € absorvido. Portanto, o método simula as condicdes fisiolégicas, como
também a sequéncia de eventos que ocorrem durante a digestdo no trato gastrintestinal.

Embora ndo reproduza na totalidade os fatores envolvidos na absorcdo e na utilizagdo de
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nutrientes, estes métodos apresentam baixo custo relativo, rapidez e simplicidade na

execug¢do, tornando-se modelo importante no sentido de prever e sugerir estudos in vivo.

Esses métodos compreendem uma simulagdo de duas fases da fisiologia
gastrointestinal, as fases estomacal e intestinal. A fase estomacal € essencialmente
proteolitica pela acdo da pepsina e HCl a 37 °C, e terd uma importancia significante, apenas
se o alimento que estd sendo digerido for rico em proteinas (que ndo é o caso do vinho). A
fase intestinal, ocorrendo em pH levemente alcalino, e também a 37 °C, constitui um meio
hidrolitico mais abrangente, ativando o suco pancredtico, sais biliares e a enzima amilase. A
este nivel, proteinas e peptideos hidrolisam em aminodcidos, polimeros de amido para
maltose, maltotriose e dextrinas que futuramente serdo hidrolisadas a glicose, gorduras para
micelas mistas, constituidas de monoacilglicerdis, dcidos graxos de cadeia longa, sais
biliares e fosfoacilglicerdis e residuos de carboidratos (como pectinase b-glucanos) em
monossacarideos. A fracdo solivel de um elemento ao final desta fase ¢ um dado util, mas
insuficiente para a estimativa da fracdo assimildvel do elemento, a qual pode ultrapassar a
membrana intestinal. Tem sido demonstrado que a fracdao de fons metdlicos que penetra as
membranas de didlise (12-15 mol Kda, Wt cut-off), sob condi¢des fisiolégicas simuladas
(ajuste de pH gastrico para nivel intestinal, alcancado gradualmente com a adi¢do de
NaHCO3), simula os eventos ocorridos quando o alimento sai do estbmago e entra no
duodeno. O uso deste dispositivo demonstrou dar uma boa estimativa para o método in vivo
da fracdo assimildvel de minerais e de elementos traco de diversos produtos alimenticios,
como por exemplo, o Fe “adicionado” em refeicdoes (Miller e al., 1981). Estes autores

conseguiram estudar a influéncia de varios fatores, como a adi¢do de acido ascérbico e a
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presenca de altos e baixos niveis de proteinas nas refeicdes, relacionando a maior ou menor
disponibilidade do ferro pelo método in vitro. Concluiram que o método in vitro utilizando
as membranas de didlise foi uma excelente ferramenta para indicar a disponibilidade do

ferro nas refei¢coes estudadas.

Considerando que no Brasil existem ainda poucas informacdes sobre a
acessibilidade de elementos potencialmente toxicos em diversos alimentos, e que as bebidas
como o vinho, podem contribuir para a dose didria total desses elementos, é importante
estudar e adequar os métodos relativamente baratos, rdpidos e eficazes como o método in
vitro, sem as dificuldades que envolvem os métodos in vivo, como um método preliminar

para futuras pesquisas de avaliagcdo de risco.
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Desenvolvimento de método para determinacao de As, Cd, Cu e Pb em
vinhos por GF AAS

RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um método empregando a espectrometria de
absorcdo atomica em forno de grafite para a determinagdo de arsénio (As), cddmio (Cd),
cobre (Cu) e chumbo (Pb) em amostras de vinhos brasileiros. A digestdo 4cida preliminar
ndo foi necessdria no preparo das amostras. O programa de aquecimento empregado no
forno de grafite foi otimizado para os diferentes tipos de vinhos e as amostras foram
diluidas na propor¢do de 1:3 com &cido nitrico (65% v/v) e peréxido de hidrogénio (30%
m/m). A curva analitica foi preparada em meio aquoso e alguns modificadores quimicos
foram investigados para cada elemento. Os modificadores selecionados na otimizagdo
foram: Cu (327,4 nm): 10 ug PA(NOs3), + 6 ug Mg(NOs),; Pb (283,3 nm): 2,5 ug Pd(NO3),
+ 1,5 pg Mg(NO3),; Cd (228,8 nm): 50 pg NH H,PO4+ 3 pg Mg(NO3),. As (197,3 nm): 20
pg PA(NO3), + 12 pg Mg(NO3),. Em todos os casos os modificadores foram co-injetados
com 5 puL de per6xido de hidrogénio a 30% m/m. As determinacdes foram realizadas nas
seguintes faixas lineares 10-100 pg L™ de Cu; 5,0 - 60 ug L™ de Pb; 0,5 - 2,0 pg L™ de Cd;
10-60 pg L" de As. Os limites de quantificagcdo obtidos foram 11,5; 2,5; 0,22 e 5,0 ug L',
respectivamente. A exatiddo do método foi avaliada através de experimentos de adicdo e
recuperagdo, considerando concentragdes baixas, altas e intermedidrias dentro da faixa
linear. As recuperagdes obtidas variaram de 92-103% (vinho tinto) e 99-106% (vinho
branco) para o Cu, 97-107% (vinho tinto) e 95-101% (vinho branco) para o Pb, 89-102%
(vinho tinto) e 98-106% (vinho branco) para o Cd, e 103-106% (vinho tinto) e 99-107%
(vinho branco) para o As. Os resultados obtidos para as amostras em estudo foram
comparados com aqueles obtidos apds digestdo por via imida em bloco digestor, a 90°C,
por 90 minutos. O valor de #-Student (calculado) para cada elemento estudado indicou que
ndo houve diferenca significativa nas médias das amostras que foram submetidas ao
processo de digestdo por via umida e as que foram somente diluidas. Os métodos estudados
apresentaram-se adequados quanto a sensibilidade, precisdo e exatiddo para determinacao
de baixas concentragdes de cobre, chumbo, cidmio e arsénio em vinhos.

Palavras chave: vinhos, GF AAS, desenvolvimento de método, elementos inorganicos
potencialmente toxicos.
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Method development for the determination of As, Cd, Cu and Pb in wines
by GF AAS

ABSTRACT

This work describes a method employing Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry (GF AAS) for the determination of cooper, lead, cadmium and arsenic in
various Brazilian wines. The developed procedure does not require preliminary acidic
digestion of the samples. The graphite furnace program was optimized and samples were
diluted 1:3 with 65% v/v nitric acid and 30% m/m hydrogen peroxide. Calibration curves
were prepared in aqueous medium and some modifiers were investigated for each element.
The modifiers selected for the analytes were: Cu (327.4 nm) 10 ug PA(NO3), + 6 pg
Mg(NOs),, Pb (283.3 nm) 2.5 ug PA(NO3), + 1.5 pg Mg(NOs),, Cd (228.8 nm), 50 pg
NH,;H,PO4+ 3 ug Mg(NO3),, As (197.3 nm) 20 ug PA(NO3), + 12 ung Mg(NOs),. In all cases
the chemical modifiers were co-injected with SuL of 30 % m/m hydrogen peroxide. The
determination were performed in the following linear ranges: 10.0— 100 pg L' for Cu, 5.0-
60 ug L' for Pb, 0.5 — 2.0 pug L for Cd and 10 — 60 ug L' for As. The limits of
quantification were 11. 5 ug L™, 2.5 ugL™!, 0.22 pg L™ and 5.0 pg L™ for Cu, Pb, Cd and
As, respectively. The accuracy of the methods was tested by addition and recovery
experiments all over the linear working ranges. The recoveries obtained were in the ranges
of 92-103% (red wine) and 99-106% (white wine) for Cu, 97-107% (red wine) and 95-
101% (white wine) for Pb, 89-102% (red wine) and 98-106% (white wine) for Cd, and 103-
106% (red wine) and 99-107% (white wine) for As. The results herein obtained were
validated by comparing them with the ones obtained after an acidic digestion, carried out in
a digestion block at 90°C, for 90 min. The value of 7-Student for each element studied
showed no significant difference in the averages between the sample subjected to wet
digestion process and those that were only diluted. The methods studied were suitable for
sensitivity, precision and accuracy for the determination of low concentration of copper,
lead, cadmium and arsenic in wines.

Keywords: wine, GF AAS, method development, potentially toxic inorganic elements
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Capitulo 2

Introducao

O vinho é uma bebida tradicional, largamente consumida em todo mundo, hd
milhares de anos. O consumo moderado, especialmente do vinho tinto, tem sido
investigado quanto a sua capacidade de melhorar a saide e a longevidade quando
combinado com uma dieta balanceada (BERTELLI, 2007), porém, vérios dados recentes
sugerem que bebidas podem contribuir de forma significativa para a dose didria total de
alguns elementos traco, com a possibilidade de seus niveis influenciarem tecidos e fluidos
corporais. O vinho é uma dessas bebidas que contribui aumentando cerca de 10% ou mais
da dose didria total da ingestdo de elementos traco (STAFILOV, 2009).

Dentre os elementos traco estdo alguns elementos metalicos e sua presenca no
vinho pode originar fendmenos depreciativos da sua qualidade, tais como turvacoes,
precipitacOes e oxidacdes. Além disso, dependendo da concentragdo do elemento pode
gerar, também, problemas de ordem toxicoldgica e legal (CATARINO, 2008).

A origem do cobre no vinho pode estar associada ao uso de fungicidas utilizados na
vitivinicultura a base de cobre, entretanto, a presenga de arsénio, cidmio e chumbo reflete
as diferencas nas variedades das uvas, nos fatores de exposi¢do ambiental e nos processos
de vinificacdo (AJTONY, 2008).

Alguns elementos contaminantes adquiriram uma prioridade de estudo superior a de
outros, eventualmente por estes se encontrarem em quantidades extremamente reduzidas
(considerando a importancia toxicoldgica dessa presenga) ou ainda a dificuldade de sua

determinagdo (CATARINO, 2008).
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A determinagdo dos elementos potencialmente téxicos como o Cd, Pb e As e do
elemento essencial Cu € importante e requer métodos seletivos, sensiveis e robustos para o
seu monitoramento. A técnica da espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite é
bastante apropriada e t€m sido amplamente usada devido a sua seletividade, sensibilidade e

capacidade de analisar com o minimo de preparo de amostras (FROES, 2006).

Modificadores Quimicos

A modificagdo quimica € uma pratica comum em determinacdes por GF AAS e uma
das suas fungdes € aumentar a estabilidade térmica do analito e/ou a eficiéncia da etapa de
pirélise por aumento na volatilizacdo da matriz, eliminando, assim, interferéncias

provocadas pela matriz ou concomitantes presentes na amostra (KRUG, 2007).

Modificadores quimicos sdo substancias adicionadas as amostras e padrdoes com o
objetivo de diminuir ou eliminar interferéncias e um dos principais objetivos de seu uso € a
estabilizacdo térmica eficiente de analitos volateis para aumentar as temperaturas de

pirdlise e atomizacdo (TSALEV & SLAVEYKOVA, 1992).

O desempenho de um procedimento analitico em GF AAS, com relagdo a
seletividade, sensibilidade, precisdo, exatiddao e tempo de vida util do atomizador, depende
principalmente da amostra, do programa de aquecimento e do modificador quimico

empregado (KRUG, 2007).
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Validaciao do método

Virios 6rgdos internacionais como: Association of Official Analytical Chemist
(AOAC); International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC); International
Conference on Harmonisation (ICH); Codex Alimentarius (Committee on Methods of
Analysis and Sampling); publicaram os parametros que devem ser utilizados para a
validacdo de métodos. No Brasil, dois 6rgdos governamentais publicaram normas de
validacdo: o Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO, 2010) e a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitdria (ANVISA, 2006, RE n° 899)

Considerando-se as recomendacdes dessas institui¢des, os objetivos desse trabalho
foram desenvolver métodos analiticos para determinacdo de As, Cd, Cu e Pb utilizando a
GF AAS, com o minimo de preparacdo de amostra e validar os métodos com relagdo aos
parametros seletividade, faixa de trabalho, linearidade, precisdo e exatiddo, sensibilidade,

limite de detec¢do e limite de quantificacao.

Material e métodos

Amostras

As amostras utilizadas neste estudo foram uma amostra comercial de vinho tinto e
uma de vinho branco, adquiridas no comércio de Campinas, ambas com teores de acticar de
aproximadamente 20 g L' e teores alcodlicos de aproximadamente 10% v/v, considerando
que estas amostras representavam as maiores concentragdes de agicar, o que podia

dificultar o desenvolvimento do método.
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Reagentes

Foram utilizados padrdes Titrisol (Merck) ou Carlo Erba para absorcdo atdmica,
para os seguintes analitos: cddmio (CdCl,), cobre (CuCl,), arsénio (As;Os) e chumbo
Pb(NO3), . Esses padroes foram preparados em baldes calibrados, em meio de dcido nitrico
diluido a 1% v/v nas concentra¢des de 1000 mg L. Diariamente eram preparadas solugdes
de trabalho de 100 ug L! para cobre (Cu), chumbo (Pb), cddmio (Cd) e arsénio (As), sendo

o diluente dessas solu¢des HNO3; 0,2% v/v.

Assim, foi utilizado também o d4cido nitrico (65%v/v) (Merck), previamente
destilado em destilador suboiling (Marconi, Piracicaba, Brasil), per6xido de hidrogénio
(30% m/m, Merck), além dos modificadores quimicos nitrato de palddio 1000 g L™ (Perkin
Elmer), nitrato de magnésio 1000 g L™ (Perkin Elmer) e dihidrogenofosfato de aménio em
HNO; (Perkin Elmer).

Os baldes utilizados para o preparo das curvas analiticas eram confeccionados com
pyrex grau A. Todas as solu¢des foram preparadas com dgua desionizada (resistividade
18,2 MQ cm) obtidas do sistema MilliQ (Millipore, Bedford, MA, EUA).

Toda vidraria e frascos de polietileno foram lavados com detergente neutro e
deixados em banhos com &4cido nitrico 20% v/v por pelo menos 24 horas e, em seguida,

enxaguados com dgua desionizada antes do uso.

59



Equipamentos

O instrumento utilizado foi um espectrometro de absorcao atdmica com atomizagao
eletrotérmica em forno de grafite (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, E.U.A; modelo AAnalyst
600), com corretor de fundo baseado no efeito Zeeman, amostrador automatico (modelo
AS-800), tubos de grafite com aquecimento transversal e plataforma de L’vov integrada.
Como fontes de radiacdo foram utilizadas lampadas monoelementares de descarga sem
eletrodo (EDL) para deteccdo de: As, operando a 400 mA, no comprimento de onda 197,3
nm e abertura de fenda de 0,7 nm; Pb, operando a 460 mA, no comprimento de onda de
283,3 nm e abertura de fenda de 0,7 nm; Cd, operando a 240 mA no comprimento de onda
de 228,8 nm e com abertura de fenda de 0,7 nm. Também foi usada uma lampada de catodo
oco (HCL), operando a 15 mA para Cu, no comprimento de onda de 327,4 nm e abertura de
fenda de 0,7 nm. A vazdo de argbnio como gés de purga foi, em todas as determinagdes, de

250 mL min". Esse gds foi interrompido durante a etapa de atomizacdo.

Também foi utilizado um bloco digestor (Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo; modelo

MA4025/SCR).

Avaliacao do procedimento de preparo da amostra

Para selecionar um procedimento (fator de preparo) mais apropriado foram
realizados estudos baseados na avalia¢dao dos sinais de absorbancia (maior absorbancia com
picos simétricos € menor sinal de fundo) e menor formacdo de residuos carbonéceos no
tubo de grafite. Para tanto, foram utilizadas amostras de vinho tinto e branco e o programa
de aquecimento recomendado pelo fabricante. As amostras de vinho tinto e de vinho branco
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foram introduzidas diretamente no forno de grafite. J4 nas primeiras determinacdes por GF
AAS verificou-se a formacao intensa de uma camada carbonédcea na plataforma do tubo de
grafite, resultado do alto teor de agicar das amostras escolhidas para o estudo do método.
Para contornar esse problema, foram preparadas solugdes, em triplicata, nas diluicdes 1:2,
1:3 e 1:4 do vinho tinto e vinho branco utilizando como diluente a associacdo de 4cido
nitrico a 65% v/v, peréxido de hidrogénio a 30% m/m e dgua desionizada, obtendo-se na
solugdo final 10% m/v de peréxido de hidrogénio e 2,6% v/v de 4cido nitrico. Observou-se
experimentalmente que quando eram usadas concentragdes de dcido nitrico menores que
2% v/v para a diluicdo das amostras, havia a formacao de maiores quantidades dos produtos
de pirdlise, que ficavam retidos na plataforma. Assim, para os vinhos tinto e branco, com
variados teores de acticar, uma concentragdo de 2,6% v/v de HNO; foi suficiente para a
diminui¢do da interferéncia da matriz e preservacdo da plataforma de grafite. Por outro
lado, o uso do perdxido de hidrogénio a 10% v/v, juntamente com a temperatura 6tima de
pirélise contribuiram de forma muito eficiente para uma melhor precisdo das medidas e
remog¢ao da matriz, possibilitando a injecdo das amostras sem a mineralizacdo prévia.
Portanto, para o preparo das amostras nas dilui¢cdes de 1:2, 1:3 e 1:4, foram pipetados
respectivamente 5,00 mL, 3,33 mL e 2,50 mL de amostra de vinho, aos quais foram
adicionados 3,33 mL de peréxido de hidrogénio a 30 % m/m e 0,4 mL de &4cido nitrico
concentrado, em um baldo volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com 4gua

desionizada.

Foram realizados testes comparativos, utilizando fornos de grafite novos e mesma

condicdo analitica comparando-se os valores de absorbancia e a menor formacdo de
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residuos carbondceos na plataforma de grafite. O actimulo de residuos carboniceos pode
causar nos ciclos subsequentes efeito de memoria e alto sinal de fundo (background),
gerando baixa precisdo e aumentando as incertezas. A melhor condi¢do de diluicdo
estudada foi a de 1:3. Esta condi¢do de dilui¢do proporcionou menor formacao de residuos

carbondceos no tubo de grafite e ndo afetou a detectabilidade, em razdo da baixa diluicao.

Portanto, para os estudos posteriores, o preparo da amostra utilizado estd descrito

abaixo:

Em baldo volumétrico de 10,0 mL foram pipetados 3,33 mL de amostra de vinho
homogeneizados, 3,33 mL de per6xido de hidrogénio a 30% m/m, 0,40 mL de acido nitrico

concentrado e o volume foi completado com dgua desionizada.

Avaliacio da estabilidade das amostras diluidas

Nesta etapa também foi avaliado o efeito do tempo entre o preparo da amostra e o
momento da andlise. Foram preparadas sete replicatas das amostras de vinho tinto e de
vinho branco, as quais foram diluidas e deixadas em repouso por 48 horas antes da anélise.
Outras sete replicatas das mesmas amostras foram preparadas imediatamente antes das

leituras no equipamento
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Estudo dos modificadores quimicos:

Avaliacao do uso de peroxido de hidrogénio:

Com o objetivo de melhorar a preservacdo do tubo de grafite, foi feito um estudo
utilizando peréxido de hidrogénio co-injetado com os modificadores indicados pelo
fabricante do equipamento de AAS. Foram realizados testes na auséncia e na presenga de
peréxido de hidrogénio nos teores de 15% v/v e 30% v/v por co-injecdo com volumes

injetados de 5 uL. e 10 pL, juntamente com a mistura de modificadores 3 pg Mg(NO3), +

5 ug PA(NO;),.

Para essa comparacdo, foram utilizados fornos de grafite novos, em igual condicao,
avaliados antes e apds as queimas de amostra de vinho tinto e vinho branco diluidos (1:3),
utilizando para esse estudo o elemento cobre e as recomendagdes do fabricante para o

programa de aquecimento.

Modificadores Quimicos

O comportamento eletrotérmico dos quatro elementos (As, Cd, Cu e Pb) no vinho
foram avaliados individualmente, quanto ao uso dos modificadores e também, quanto a
otimizacdo do programa térmico. Foram estudados vérios modificadores utilizando-se
diferentes concentracdes dos mesmos, com base na recomendacdo do fabricante e
preconizados pela literatura. Para este estudo foram avaliados varios aspectos como o valor

do sinal analitico, o valor de RSD (desvio padrio relativo), a exatiddo, a massa
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caracteristica do elemento, o perfil dos picos gerados através das curvas de pirdlise e a

atomizacao.

Cobre

Foram avaliadas duas diferentes massas dos modificadores de nitrato de palddio e
nitrato de magnésio, tanto associados quanto separados: 5 pg PA(NO3),, 3 pg Mg(NOs3),, 5

ug PA(NOs); + 3 ug Mg(NO3)2 e 10 pg PA(NO3); + 6 pg Mg(NO3), .

Para este estudo foram utilizadas amostras de vinho branco e tinto diluidos a 1:3,
conforme descrigdo anterior, fortificadas com 15 pg L de solucdo padrio de cobre. Foram
utilizados 20 uL. de amostras de vinhos diluidas e 5 uL de solu¢do de modificador(es), que

foram co-injetados com 5 pL. de H,O, a 30% v/v.

Chumbo

Para sele¢do do modificador a ser utilizado nas andlises para chumbo foram
estudadas as seguintes misturas de modificadores, todos co-injetados com 5 pL. de H,O, a
30% v/v: 50 ug de NH4H,PO4 + 3pug de Mg(NOs3),, os modificadores 2,5ug de PA(NOs3),
+ 1,5 pg de Mg (NO3), e também Sug de PA(NOs3), + 3 pg de Mg(NOs),. Para este estudo
utilizou-se as mesmas amostras dos vinhos tinto e branco, que foram diluidas e

acidificados, conforme descricdo anterior, e fortificadas com 50 pg L™ de chumbo, antes
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das andlises. Foram utilizados 20 uL das solugdes de amostras e 5 uLL de cada mistura de

modificadores co-injetados com 5 uL de H,O, a 30% v/v.

Cadmio
A elimina¢@o dos componentes organicos e inorganicos da matriz durante a etapa de
pirdlise pode interferir na volatilidade do cddmio, causando perdas do elemento nessa

etapa. Temperaturas de pirdlise maiores que 200°C, sem o uso de modificadores quimicos,

podem causar perdas do cddmio no tubo de grafite.

Desta forma, foi feito um estudo para a escolha dos modificadores quimicos com a
finalidade de melhorar as etapas de pirdlise e de atomizagcdo. Foram estudados os
modificadores nitrato de palddio, 5 ug Pd(NO3),, a mistura de palddio e nitrato de magnésio
(5 pg PA(NO3), + 3 pg Mg(NOs),), dihidrogeno fosfato de amonio (50 pg NH4H,PO,), a
mistura dihidrogeno fosfato de amoénio e nitrato de magnésio (50 ug + NH4sH,PO4 3 pg
Mg(NO3),) e 250 pg de tungsténio como modificador permanente. Todos os modificadores
estudados foram co-injetados com 5 uL de perdxido de hidrogénio 30% (v/v). Para este
estudo utilizou-se amostras de vinho branco e tinto, apds a diluicdo otimizada, fortificadas

com 1 pug L™ de solucdo padrio de cddmio.
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Arsénio

O uso de modificadores quimicos para a determinacao de arsénio em vinhos é uma
pratica necessdria, uma vez que o elemento é volatil e a matriz vinho requer alta

temperatura de pirélise para sua completa calcinacgao.

Foram estudados os modificadores 20 ug de Pd (NO3), e também as misturas Pd
(NO3)2 + Mg (NOs3),, nas respectivas massas de Sug + 3 ug; 10 ug + 6 ug; 20 ug + 12 p g,
todos co-injetados com 5 pl. de H,O, a 30% v/v. Para este estudo foram utilizadas
amostras dos vinhos tinto e branco diluidos a 1:3 e acidificados, e fortificados com 50 ug L

1 . .
, conforme descrito no item 2.4.

Avaliacao do Programa Térmico

ApO6s o estudo e a selecdo dos modificadores quimicos mais apropriados para cada
um dos analitos, foi feita a otimizacdo do programa de aquecimento. Este estudo foi
realizado com amostras diluidas dos vinhos, na propor¢do 1:3. O objetivo dessa etapa foi
obter a melhor sensibilidade e repetibilidade do método, visando também a diminuicdo da
quantidade de residuos carbondceos na plataforma do tubo de grafite, que foram observados

e podem ser atribuidos a matriz complexa.

As etapas de secagem foram monitoradas visivelmente utilizando um acessério do

equipamento (espelho de aumento), observando-se a evaporagdo da fase liquida, tempo
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gasto para secagem total, indicando a volatilizagdo do dlcool, sem espalhamento da

amostra.

Para cada elemento foram estudadas e comparadas as temperaturas de pirdlise e
atomizacdo para os vinhos tinto e branco analisando o perfil dos picos gerados, os sinais
analiticos, os sinais de fundo (BG), a precisdo das medidas (RSD). Para o cobre a
temperatura de pirdlise foi estudada na faixa de 1000 °C a 1500 °C e a atomizagao na faixa
de 1700 °C a 2300 °C; para o chumbo foi estudada a faixa de 750 °C a 1000 °C para
pirdlise e 1500 °C a 1700 °C para atomizagdo. Para o cddmio foram estudadas temperaturas
na faixa de 400 °C a 700°C com incrementos de 50 °C para pirdlise e 1350 °C a 1700 °C
para atomizagdo, enquanto para o arsénio foram estudadas as faixas de temperatura de 1100

°C para pirdlise e 1850 °C a 2200 °C para atomiza¢do com incrementos de 50 °C.

Validacao do Método:

Foram estudados os seguintes parametros analiticos para a validacdo do método:

Curva analitica de calibracao/Linearidade:

Antes de iniciar a constru¢do da curva analitica foi necessdrio definir a menor e a
maior concentragdo, isto €, a faixa de concentracdo de interesse, na qual a linearidade foi
posteriormente estudada. Para essa decisdo foram avaliados os valores maximos permitidos
pela legislacdo e os valores reportados pela literatura para a concentracdo dos elementos

nos vinhos.
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A linearidade foi verificada pela construcdo de uma curva analitica com solugdes
cujas concentracoes atendem a faixa de concentracdo esperada e os resultados foram
avaliados por métodos estatisticos apropriados, como o cdlculo da regressdo linear

utilizando o método dos minimos quadrados.

Os intervalos entre os niveis de concentra¢des foram equidistantes. A avaliagdao dos

dados obtidos foi realizada pela andlise estatistica:

- Célculo da regressao linear simples;

- Inspecdo visual do grafico da regressao;

- Inspecao visual dos picos do sinal analitico e do sinal de fundo

- Inspec¢do dos desvios padrao relativos

Para a construcdo das curvas analiticas as solucdes padrdao para cddmio (obtidas a
partir de CdCl,), cobre (obtidas a partir de CuCl,), arsénio (obtidas a partir de As,Os) e
chumbo (obtidas a partir de Pb(NO3),) foram preparadas em baldes calibrados, em meio de
acido nitrico diluido a 0,2% v/v, sendo que cada ponto da curva foi preparado em

triplicatas independentes .

Seletividade:

Foi feita a adicio do analito de interesse em cinco niveis de concentracdo,

distribuidos uniformemente nas amostras de vinhos tinto e branco, e determinados em
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triplicatas independentes. Os valores dos slopes (inclinagdo da curva analitica) preparados
com a matriz foram comparados com aqueles obtidos com curvas aquosas em meio de
HNO; 0,2% v/v, apenas (sem a presenca da matriz). Este procedimento foi realizado, uma

vez que ndo foi possivel obter amostras de vinhos sem os analitos estudados.

Limite de deteccao e limite de quantificacio:

Os limites de detec¢do (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram calculados a partir
das equacgdes: (3 x s/a) para LOD e (10 x s/a) para LOQ, onde s é o desvio padrao de vinte
leituras do branco do ensaio ¢ a, o coeficiente angular da curva analitica de calibragdo. Para
o célculo do LOD e do LOQ do método, os valores obtidos na determinagdo instrumental

foram multiplicados por trés, considerando o fator de preparo da amostra.

Exatidao:

A recuperacdo dos elementos foi avaliada pelo método de adi¢do e recuperacio,
uma vez que ndo existe amostra de referéncia ou amostra de referéncia certificada
disponivel com teores nas faixas estudadas. A recuperacdo foi feita em cinco niveis
diferentes da curva analitica, ou seja, abrangendo concentracdes baixas, altas e

intermediarias.

Para este estudo, quantidades conhecidas dos padrdes de cobre, chumbo, cddmio e

arsénio foram adicionados em diferentes concentracdes na matriz do vinho tinto e do vinho
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branco, juntamente com o 4cido nitrico e o peréxido de hidrogénio, e deixados em contato
por 24 horas, antes de se completar o volume e realizar a leitura, com o objetivo de
favorecer o equilibrio do elemento com a matriz. A amostra original, sem adi¢cdo de padrao,
e cada uma das amostras contendo o padrao adicionado foram analisadas e as quantidades
medidas relacionadas com as quantidades adicionadas. A recuperagao foi calculada

empregando-se a férmula (THOMPSON et al.; 2002)

% Recuperagdo = (Concentracdo da amostra fortificada — Concentragdo da amostra) X 100

Concentracdo do padrao

Comparacao da determinaciao dos elementos apods digestao por via amida

e diluicao direta

Foram determinadas as concentracdes dos elementos cobre, chumbo, cddmio e
arsénio nas amostras de vinhos tinto e branco, sem fortificagdo, apds digestdo por via imida
em bloco digestor. A digestdo realizada foi baseada em Freschi et al.; 2001. As amostras
foram preparadas em triplicata utilizando 8,33 mL de vinho, 3,33 mL de perdxido de
hidrogénio a 30% (m/m) e 3,33 mL de 4cido nitrico concentrado, colocados nos tubos de
digestdo e levados ao bloco digestor. A temperatura do bloco digestor foi aumentada
gradualmente, até atingir 90 °C, por 90 minutos. As amostras esfriaram a temperatura
ambiente e foram transferidas para baldes volumétricos cujos volumes foram completados

com 4gua desionizada para 25 mL. O fator de preparo foi o mesmo utilizado para as
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amostras diluidas (3). As amostras se apresentaram totalmente transparentes sem particulas

em suspensao quando observadas visivelmente.

Resultados e Discussao

Avaliacao do uso de peroxido de hidrogénio:

A presenca de H,O, co-injetado como modificador quimico promoveu uma melhora
significativa na preservagdo da plataforma de grafite. Por outro lado, a andlise estatistica
mostrou que para o vinho tinto ndo houve diferenca significativa na precisao das medidas
(valor para F9s59. ), calculado de 1,53, sendo o tabelado igual a 5,82) e nas médias (t 95%: 6),
calculado de 0,03, enquanto o t tabelado foi de 2,45), para os sinais de cobre. Além disso,
também ndo foi obtida nenhuma melhora significativa do sinal. Para o vinho branco, por
sua vez, houve um aumento de 17% no valor do sinal analitico e melhora na precisdo das

medidas quando foi utilizado um volume de 5 pL do peréxido a 15% v/v (Figura 1).

Embora o sinal da absorbancia para a concentracio de 30% v/v de perdxido
hidrogénio tenha sido um pouco menor do que a de 15% v/v, essa concentragdo foi mais
efetiva na preservacdo da plataforma de grafite. Ja o volume de 10 puL de peréxido a 15%
v/v ndo favoreceu a preservacdo do tubo para nenhum dos dois tipos de vinhos estudados,

indicando ser uma quantidade insuficiente.
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Figura 1. Absorbancia integrada normalizada para o cobre em fun¢do da concentragdo de
Hy0;

Avaliacao da estabilidade das amostras diluidas

Os resultados mostraram que ndo houve diferencas significativas na precisdo e na
média dos sinais obtidos, tanto para o vinho tinto quanto para o vinho branco, em funcio do
tempo de preparo. Os valores para F (954, ¢6) calculados, menores que 5,82 para as duas
amostras, e os valores para t Student, menores que 2,4509s5%,6) para 95 % de confianga, para
as duas amostras, indicam que ndo existem diferencgas significativas entre os tempos de

preparo e andlise, até um periodo de 48 horas.

Modificadores Quimicos

Cobre

Observou-se um aumento de 39% no sinal analitico quando foi utilizada a massa de
10 pg de nitrato de paladio associada a 6 pg de nitrato de magnésio. Com a utilizagao
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dessas massas foi obtida uma recuperagdo de 89% do Cu adicionado no vinho tinto, com
desvio relativo de 2,1%, e recuperacdo de 99% do Cu adicionado no vinho branco, com
desvio relativo de 5,6%, conforme Tabela 1. A presenga do nitrato de palddio favoreceu a
atomizacdo do cobre para o vinho branco, que pode ser observado quando comparamos a
recuperagdo do uso do nitrato de palddio (70%) com o uso do nitrato de magnésio (28%).
As massas caracteristicas obtidas, de 26 pg e 27 pg, respectivamente, sdo valores adequados

para o objetivo deste trabalho.

Tabela 1. Desvio padrao relativo (RSD), porcentagem de recuperacdo e massa
caracteristica (m,) para o cobre em vinhos tinto e branco obtidos no estudo de

modificadores quimicos.

Vinho Tinto Vinho Branco
RSD
Modificadores %) Recup. (%) m,(pg) RSD (%) Recup.(%) m,(pg)
(4
Pd(NO3); (5 ng) 1,5 169 61 2,47 70 26
Mg(NO3),
0,5 28 74 2,45 28 70
(3 ng)
Pd(NOs), +
Mg(NO3), 3,2 145 19 9,4 61 33
(S ng +3 pg)
Pd(NOs), +
Mg(NO3), 2,1 89 26 5,6 99 27
(10 pg + 6 pg)

Foram co-injetados com os modificadores 5 uL. de H, O, a30% .
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Este estudo foi realizado utilizando os comprimentos de onda de 324,8 nm e 327,4
nm, porém, melhores resultados de recuperacdo foram obtidos quando foi utilizado o
comprimento de 327,4 nm, que conferiu uma melhor exatidao das medidas.

O cobre possui 7 linhas de ressondncia favordveis, analiticamente. A mais
importante linha de ressonancia para baixas concentragdes de cobre é a linha 324,8 nm.
Porém, é um dos poucos elementos que sofre perda da sensibilidade (cerca de 50%) quando
se usa o corretor de fundo pelo efeito Zeeman na linha principal de ressonancia, a 324,8
nm. Por isso, ao “trocar” o comprimento de onda, a massa caracteristica passa de 8 pg para
4 pg . A perda da sensibilidade devido ao efeito Zeeman € significantemente menor e por
consequéncia a linearidade também € melhor, quando se usa a linha de 327,4 nm, apesar
desta linha ser mais recomendada para a determinagdo de concentracOes altas de cobre

(WELZ, 1999).
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Chumbo

Os dados obtidos para o uso dos modificadores quimicos na andlise de chumbo estao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Temperatura de pirélise e atomizagdo, massa caracteristica e desvio padrao

relativo (RSD) para o chumbo, em vinhos tinto e branco, obtidos no estudo dos

modificadores quimicos.

Vinho Tinto Vinho Branco
Modificadores Temp. my RSD Temp. mo RSD
Pir/Atom (pg) (%) Pir/Atom (pg) (%)
°C) )
NH4H,PO,4 +
Mg(NO3), 850/1500 40 0,5 900/1500 45 1,2
(S0 pg + 3 pg)
Pd(NO3); +
Mg(NOs), 950/1550 30 1,1 950/1550 33 1,1
(2,5 pg + 1,5 pg)
Pd(NO3), +
Mg(NO3), 950/1600 42 1,1 950/1600 44 1,3
(S ng +3ng)

Foram co-injetados com os modificadores (5uL de H, 0,a30%) - Massa caracteristica de referéncia my = 30 pg (uso do NH;H,PO,

+Mg(NOs), com variacdo de +20% e My = 50 pg (uso do PA(NO;), + Mg(NOs),).

Analisando a Tabela 2, € possivel verificar que a menor temperatura para a pirdlise
foi obtida quando foram utilizados os modificadores dihidrogeno fosfato de amoénio com

nitrato de magnésio, o que desfavorece a eliminacdo da matriz. A massa caracteristica
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obtida para essa condi¢do foi cerca de 20% maior do que o valor de referéncia, o que pode
indicar uma perda da sensibilidade.

A utilizacdo do modificador PA(NOs3), associado a Mg(NOs3), nas massas de (Sug +
3ug) possibilitou o uso de uma temperatura maior de pirélise € a massa caracteristica
obtida foi um pouco maior que a dos outros modificadores (42 pg). Entretanto, o perfil dos
picos gerados ndo foi satisfatério para essa condi¢cao. O modificador PA(NO3), + Mg(NO3),
(2,5 pg + 1,5 pg) possibilitou o uso de uma temperatura maior de pirdlise (950°C), com
massa caracteristica mais baixa que a do valor de referéncia (m, 50 pg), porém com desvio
padrdo relativo (RSD 1,1) satisfatdrio e picos simétricos. O nimero de queimas no forno de
grafite utilizando este modificador foi de aproximadamente de 350 queimas. Portanto, o
modificador quimico selecionado para a determinacdo de chumbo foi a mistura PA(NO3), +

Mg(NOs),, usando as seguintes massas (2,5 ug + 1,5 pg).

Cadmio
Foram avaliadas as temperaturas de pirdlise e atomizacdo com os diferentes

modificadores, além do desvio padrdo relativo, da massa caracteristica e do sinal analitico,

que foram baseados nas medidas da 4rea do pico.
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Tabela 3. Temperaturas de pirdlise e atomizagdo, massa caracteristica, desvio padrdao
relativo (RSD), sinal analitico para o vinho tinto e desvio padrao relativo (RSD) para o

cadmio em vinhos tinto e branco obtidos no estudo de modificadores quimicos.

Vinho Tinto Vinho Branco
Sinal
Temp. Temp.
m, RSD analitico RSD
Modificadores Pir/Atom Pir/Atom m, (pg)
(pg) (%) vinho tinto (%)
(°C) (°C)
NH2H2PO4 +
Mg(NO3), 550/1500 0,74 0,92 0,1200 550/1400 0,84 0,98
(S0 pg+ 3 pg)
NH;H,PO4
450/1450 0,92 0,2 0,0624 450/1550 0,94 1,5
(50 pg)
Pd(NO3), +
Mg(NO3), 500/1450 1,02 8,3 0,1014 450/1400 1,04 2,2
(S ng+3 ug)
Pd(NO3),
500/1450 1,01 0,87 0,0654 550/1450 1,01 3,8
(3 ng)
Nao Nao Nao
400/1450 0,85 0,16 0.0899
(250 pg) ’ estudado estudado estudado

* (5 puL de H, O, 4 30% foram co-injetados junto com os modificadores) M, 1,3 pg

Analisando a Tabela 3, podemos observar que as temperaturas obtidas foram muito
parecidas, independente dos modificadores estudados. A mais alta temperatura obtida neste
estudo, que pode favorecer a pirdlise, foi obtida quando utilizada a associacdo de 50 pg
NH4H4PO4 e 3 ug Mg(NOs),. Esta temperatura (550 °C) pode propiciar a elimina¢do mais

efetiva da matriz, sem danificar o tubo de grafite. Observa-se também um sinal analitico
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maior para o vinho tinto quando foi utilizado o modificadore 50 ng NH4H4POs + 3 pg
Mg(NO3),, além dessa condig¢@o propiciar um perfil de pico mais simétrico entre todas as
condicoes.

A precisdo das medidas também foi satisfatéria para todos os modificadores
estudados, com valores abaixo de 10%.

Com o uso dos modificadores individuais, nitrato de palddio e dihidrogeno fosfato
de amodnio, obteve-se um sinal analitico ¢ um sinal de fundo mais baixos, para o vinho
tinto, porém a temperatura de pirdlise foi inferior a outras condi¢des e os picos gerados

apresentaram-se assimétricos.

Além do uso de modificadores quimicos, foi avaliada a modificacdo quimica
permanente com a adicdo de 250 ug de tungsténio. A modificacdo da superficie da
plataforma e das paredes do forno ocorreu por deposicao térmica do metal introduzido no

forno, segundo Oshita (2003), e a sequencia de etapas estd descrita no Anexo 1.

Virias propostas foram descritas para explicar o mecanismo de acdo dos
modificadores permanentes. Para elementos formadores de carbetos refratdrios, como € o
caso do tungsténio, uma cobertura deste carbeto € formada na superficie da plataforma.
Com a adi¢do da amostra e dos elementos formadores de oxoanions, além da elevagdo da
temperatura, ocorre a formagdo de uma mistura de 6xidos de elevada estabilidade térmica
contendo o 6xido do analito e o 6xido do metal refratdrio. A elevacdo da temperatura na
etapa de atomizacgdo provoca a quebra das ligacdes, promovendo a reconversao do 6xido do
metal refratario em carbeto, a evolucdo de CO e a atomizacdo do analito livre (FROES,

2006).
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Comparando as temperaturas de pirdlise de todos os modificadores quimicos
utilizados, pode-se dizer que a menor temperatura foi alcancada com a utilizagdo do W
(400 °C), que pode ter ocorrido devido a falta de homogeneidade na deposi¢dao do metal na
plataforma, fato jé relatado por outros autores (LIMA et al.,1998). Outro fator observado
com o uso deste modificador permanente foi o baixo nimero de ciclos de atomizagao, cerca
de 140 queimas, quando comparado ao uso dos modificadores quimicos convencionais para

este estudo, com média de 350 queimas.

Levando em consideragdo os fatores analisados e a recomendacdo do fabricante, foi
selecionado o uso de 50 pg NHsH,PO4 e 3 ug Mg(NO3),como modificador quimico para a

determina¢do de Cd nos dois tipos de vinhos.

Arsénio

O vinho € uma matriz rica em fosfatos e muitas interferéncias quimicas e espectrais
sdo mencionadas na literatura na determinacdo de arsénio (WELZ, 1999). A interferéncia
espectral ocorre pela absor¢do molecular das espécies P, e PO e, apesar do uso do corretor
pelo efeito Zeeman, observa-se uma sobrecorrecao porque o perfil de absorcao das bandas

de PO é afetado pelo campo magnético do corretor Zeeman (HUSAKOVA, 2007).

Muitos modificadores quimicos como, por exemplo, Pd, Pt, Ni e as suas misturas,
tém sido reportados como eficientes estabilizadores térmicos de fosfatos, atrasando e
diminuindo o sinal de fundo, reduzindo assim a interferéncia espectral causada por este na

determinagdo de arsénio (HUSAKOVA, 2007).
79



Foram estudados os modificadores 20 ug de Pd (NOs3), e também as misturas Pd
(NO3), + Mg (NOs),, nas respectivas massas de Spg +3 pug; 10 ug + 6 ug; 20 ug + 12 pg,
todos co-injetados com 5 pL de H,O, a 30% v/v (Tabela 4). Para este estudo foram
utilizadas amostras dos vinhos tinto e branco diluidos a 1:3 e acidificados, e fortificados

com 50 pg L™, conforme descrito no item 2.4.

Tabela 4. Temperatura de pirdlise, atomizagdo, massa caracteristica e desvio padrdo

relativo para o arsénio em vinhos tinto e branco obtidos no estudo dos modificadores.

Vinho Tinto Vinho Branco
Temp. Temp.
mo RSD mo RSD
Modificadores Pir/Atom 02) %) Pir/Atom 02) %)
pPg (4 pg ©
°C) °C)
Pd (NOs); + Mg(NO3),
1250/2000 48 1,9 1300/1900 49 0,5
(5 pg+3pg)
Pd (NO3); +
Mg(NO3), 1300/2050 42 3,5 1250/2200 45 4.9
(10 pg + 6 pg)
Pd (NO3); + Mg(NO3),
1300/2050 44 0,9 1350/2000 41 0,9
(20 pg + 12 pg)
Pd (NOs),
1300/2050 47 0,4 1350/2000 53 2.4
(20 pg)

Foram co-injetados com os modificadores SpL de H, O, 230% ; my:Massa caracteristica de referéncia 40 pg
com variagdo de + 20%.

E possivel observar na Tabela 4 que as temperaturas obtidas no estudo do programa
térmico foram bastante semelhantes, mesmo variando as massas dos modificadores, tanto
para a etapa de pirdlise quanto para a de atomizagao. Porém, utilizando-se a massa de 20 ug

de Pd(NOs), associado a 12 pug de Mg(NOs3), a temperatura de pirdlise pode ser
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aumentada para 1350°C, podendo ser utilizada como uma temperatura de compromisso
tanto para o vinho tinto quanto para o branco, porém essa temperatura deverd ser
confirmada através das curvas de pirdlise e atomizacdoe. O sinal gerado pelo analito teve
um aumento considerdvel de 17,5%, quando comparado com a utilizacdo de 5 ug Pd
(NO3), + 6 pg de Mg (NO3)s.

Avaliando as massas caracteristicas pode-se observar, também, que os valores
obtidos mais préximos da referéncia (40 pg) sdo alcancados com a utilizacdo das massas de
10 pg e 20 pg de PA(NO3), associados ao Mg(NOs),. Nessas condicdes, o desvio padrao
relativo é menor do que 10%, demonstrando também boa precisdo entre as medidas.

O estudo do programa térmico para arsénio foi dificultado devido aos altos sinais de
fundo (fundo estruturado), o que era esperado devido a presenca de alguns possiveis
concomitantes como sulfato e fosfato, entre outros. Estes componentes da matriz podem
causar co-vaporiza¢do do elemento e de igual modo, podem bloquear os “locais ativos” do
modificador palddio (AJTONY, 2008). Por isso, uma massa maior de modificador quimico
foi utilizada resultando em picos mais simétricos e possibilitando alcancar temperaturas
mais favordveis na etapa de pirdlise.

Embora o sinal analitico para essas duas condi¢des, 10 ug Pd(NOs3), + 6 ug
Mg(NOs), e 20 pug PA(NO3), + 12 ug Mg(NOs), sejam préximos, o sinal de fundo
(background) para a condi¢ao 20 pg PdA(NOs), + 12 pg Mg(NOs), foi maior, como é
possivel observar na Figura 2.

Avaliando a utilizacdo de 20 ug Pd(NO3), como modificador quimico, observam-se

as mesmas temperaturas alcangadas quando este reagente estd associado a 12 ug Mg(NO3),
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(Tabela 6), porém, a massa caracteristica (40 pg) ficou mais proxima da referéncia (40 pg)
com o uso da associacdo 20 pg Pd(NOs), + 12 pg Mg(NOs3),. Outro fator importante
observado na utilizagdo do modificador 20 ug Pd(NOs3), sem associagdes, foi um aumento

substancial do sinal de fundo (BG), como pode ser observado na Figura 2.

Sinal analitico e sinal do background nas diferentes
massas de modificadores

12 4
1 .|
o 0,8 -
-]
s
£ 0.6 - i
5 H Sinal analitico
c
< 04 # Sinal do background
0,2
0 4

5Pd+Mg 10 Pd + Mg 20 Pd + Mg 20 Pd
Modificadores em pg

Figura 2. Sinal analitico e sinal do background obtidos com diferentes massas dos
modificadores PA(NO3), e Mg(NO3), .

Na Tabela 5 estdao descritos todos os modificadores avaliados neste estudo,
comparados com aqueles sugeridos pelo fabricante do instrumento de AAS. Somente para o
elemento cddmio o modificador quimico selecionado foi o indicado pelo fabricante. Para os
elementos Cu, Pb e As foram selecionadas massas diferentes das recomendadas, o que
comprova a necessidade de um estudo mais criterioso para cada elemento com a matriz

para a implantacdo dessas determinagdes na rotina de um laboratério analitico.

82



Tabela 5. Modificadores quimicos selecionados para a anélise de vinhos.

Modificadores selecionados por este  Modificadores recomendados pelo

Elemento
estudo fabricante do equipamento
Cu
10 pg PA(NOs3), +6 ug Mg(NOs), 5 ug PA(NOs), + 3 pg Mg(NOs),
327,4 nm
Pb
2,5 ug PA(NO3), +1,5 ng Mg(NOs), 5 ug PA(NO3); + 3 pg Mg(NO3),
283,3 nm
Cd
50 ug NHoHoPO4 + 3 pg Mg(NO3), 50 ug NHoHoPO4 + 3 pg Mg(NO3),
228,8 nm
As
20 pg PA(NO3), + 12 pg Mg(NO3), 5 pg Pd(NO3); + 3 pg Mg(NO3),
197,3 nm

Avaliacao do Programa Térmico

Foram necessarias duas etapas de secagem, a primeira a 110 °C, com um patamar de
50 segundos, necessario pelo aumento de volume gerado com o uso de dois modificadores
co-injetados com o peroxido de hidrogénio e para a melhora da precisdo das medidas, e

uma segunda etapa, a 130 °C, para finalizar a secagem.

As etapas de secagem foram as mesmas para todos os elementos de interesse neste
estudo. Para as etapas de pirdlise e atomizagdo foram desenvolvidos estudos individuais,

que estdo descritos a seguir.
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Cobre

A temperatura de pirdlise foi estudada na faixa de 1000 °C a 1500 °C e a de
atomizacao, de 1700 °C a 2300 °C. O sinal do cobre manteve-se muito proximo e constante
nas temperaturas de 1000 °C, 1200 °C e 1300 °C, como pode ser observado na Figura 3. Foi
selecionada a temperatura de pirdlise de 1300 °C, a qual favoreceu a decomposi¢do mais
eficiente da matriz e, consequentemente, a vida tutil da plataforma. Nesse sentido, vale
ressaltar que durante os testes observou-se que as grandes quantidades de residuos
carbondceos afetam diretamente a precisdo (RSD > 10%) e a exatiddo das determinacdes e

diminuem também o tempo de vida do tubo de grafite.

A temperatura de atomizacdo foi estudada no intervalo de 1700 °C a 2300 °C e os
resultados foram avaliados em funcdo da sensibilidade, do sinal analitico e do fundo e dos
formatos dos picos. A temperatura de atomizacdo maior que 1900 °C causou uma
diminui¢do progressiva na absorbancia, como pode ser observado na Figura 3. Embora os
sinais para as temperaturas de 1800 °C e 1900 °C sejam semelhantes, os valores para os
desvios padrao relativos e sinais de fundo foram menores para a temperatura de 1800 °C.
Por esta razdo, as temperaturas 6timas de pirdlise e de atomizacdo, quando associadas ao

estudo dos modificadores selecionados, foram de 1300 °C e 1800 °C, respectivamente.

O comportamento térmico foi 0 mesmo, tanto para as amostras de vinho branco

quanto para o vinho tinto como € possivel observar na Figura 3.
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Figura 3. Grificos de pirélise (a) e de atomizacao (b) dos vinhos tinto e branco, obtidos
para a determinacdo de cobre.

Chumbo

Foram estudadas as temperaturas de 750 °C a 1000 °C para a pirdlise e de 1500 °C a
1700 °C para a atomizagdo do chumbo. Os vinhos tinto e branco apresentaram

comportamento térmico semelhante, para a pirélise, como € possivel observar nas curvas de
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pirdlise (Figura 4). A temperatura selecionada foi de 950 °C para a etapa de pirdlise, para
os dois vinhos, e para a atomizacao foi selecionada a temperatura de 1550°C, considerando-
a uma temperatura de compromisso entre os dois tipos de vinho analisados, empregando-se

o modificador Pd + Mg(NOs),, nas respectivas massas de 2,5 uge 1,5 ug.

-a— Vinho tinto
—e— Vinho branco

1,00 H

0,98

0,96 4

0,94 4

A-S Normalizada
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T T T T T T
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(a)

1019 — = —Vinho Tinto

1,00 4 " —=—\Vinho Branco
| ]
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| |
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| |
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Figura 4. Grificos de pirélise (a) e de atomizacao (b) dos vinhos tinto e branco, obtidos
para a determinacdo de chumbo.
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Em relacdo a temperatura de pirdlise, observou-se que o emprego de temperaturas
elevadas ndo necessariamente produz a eliminagdo completa de toda a matriz e suas
interferéncias, mas traz alguns beneficios como foi verificado na literatura: permite a
separacdo dos componentes volateis da matriz; possibilita a hidrélise térmica de espécies
interferentes originando outras espécies que ndo interferem, como por exemplo, a hidrélise
de MgCl, (interferente na determinacdo de chumbo) a temperaturas superiores a 600°C,
formando MgO (espécie que ndo interfere na determinacdo do analito); retarda a
atomizacao do analito, até que condi¢Oes mais isotérmicas possam ser alcangadas no tubo;
permite uma melhor separacdo temporal entre o sinal analitico (AA) e o sinal de absor¢do
de fundo (BG); minimiza as perdas convectivas dos vapores do analito durante a etapa de

atomizacao (KRUG,2007).

Cadmio

A temperatura de pirdlise foi estudada na faixa de 400 °C a 700 °C e a de
atomizagdo, de 1350 °C a 1700 °C, com incrementos de 50 °C. Na temperatura de pir6lise
de 450 °C, foi observado um maior sinal analitico (0,0956) e menor desvio padrdo relativo
(0,64%), favorecendo assim uma completa calcina¢do e a preservagdo da plataforma. O
sinal analitico comegou a diminuir a partir da temperatura de 550 °C (0,0936) com uma
tendéncia a estabilizacdo do sinal, como pode ser observado na Figura 5. Quanto a
temperatura de atomizac¢do, a mesma foi estudada no intervalo de 1350 °C a 1700 °C e os
resultados foram avaliados em funcdo da sensibilidade, do sinal analitico, do sinal de fundo

(background) e do perfil dos picos. A temperatura de atomizacdo maior que 1450 °C
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causou uma diminui¢do progressiva no sinal analitico, como pode ser observada na Figura
5. Embora os sinais para as temperaturas de 1400 °C e 1450 °C apresentaram-se
semelhantes, os valores para os desvios padrdo relativos e os sinais de fundo foram
menores para a temperatura de 1400 °C. Por esta razdo, as temperaturas 6timas de pir6lise e
de atomizagao, quando associadas ao estudo dos modificadores selecionados, foram de 450
°C e 1400 °C, respectivamente. Essas temperaturas sao mais baixas que as encontradas para

os outros elementos, devido a volatilidade do cadmio.
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O comportamento térmico foi 0 mesmo, tanto para as amostras de vinho branco

quanto para o vinho tinto, como é possivel observar na Figura 5.
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Figura 5. Grificos de pirélise (a) e de atomizacao (b) dos vinhos tinto e branco, obtidos
para a determinagdo de cddmio.
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Arsénio

Foram estudadas as temperaturas de 1100 °C a 1400 °C, para a etapa de pirdlise, e
de 1850 °C a 2200 °C para a atomizacdo, com incrementos de 50 °C. Os vinhos tinto e
branco apresentaram um comportamento térmico diferente, como € possivel observar nas
curvas de pirdlise e um perfil de atomizacdo bem parecidos (Figura 6). A temperatura de
escolha para pirdlise foi 1300 °C considerando ser uma temperatura de compromisso que

atende os dois tipos de vinho e a de atomizacao foi de 2000 °C, para os dois vinhos.
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Figura 6. Grificos de pirélise (a) e de atomizacao (b) dos vinhos tinto e branco, obtidos
para a determinacdo de arsénio.

Os programas térmicos otimizados para cada elemento estdo dispostos na Tabela 6,

apresentada a seguir:
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Tabela 6. Programa de aquecimento otimizado para os elementos cobre, chumbo, cddmio e

arsé€nio, para a andlise de vinhos.

Temperatura (°C) Rampa Sustentacio  Vazio de Ar

Etapa
Cu Pb Cd As © ®) (mL min™)
Secagem 1 110 110 110 110 10 50 250
Secagem 2 130 130 130 130 15 20 250
Piroélise 1300 950 450 1300 10 30 250
Atomizacdo 1800 1550 1400 2000 0 4 0
Limpeza 2450 2450 2450 2450 1 4 250

O principal objetivo do processo de valida¢do € demonstrar que o método analitico €
adequado para os seus propositos, sendo muito importante principalmente quando o método
€ utilizado para a quantificacdo de analitos ao nivel de tragos. A validacdo € expressa em
parametros analiticos e é comprovada por ensaio de laboratdrio e tratamento estatistico dos
dados (EURACHEM, 1998). A seguir, cada um desses parametros estdo discutidos,

separadamente.
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Validaciao do método

Curva analitica de calibracao/Linearidade

Foram realizadas avaliagdes visuais do comportamento dos resultados do gréafico da

concentracdo do analito versus as respostas medidas (absorbancia integrada). As curvas
L. . 2 .. . , .

analiticas apresentaram-se lineares com os R” (coeficientes lineares) proximos a 0,999

como pode ser observado nas Figuras de 7 a 10.

Curva analitica para o cobre

K=}
2

y=0,0041x +0,0037
R?=0,9968

Sinal analitico
o o o
r w E

o

0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentragao de cobre em g L-1

Figura 7. Curva analitica para cobre.
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Figura 10. Curva analitica para arsénio.




Para o estudo da linearidade também foram obtidos graficos, dividindo o sinal analitico
de cada elemento pelas suas respectivas concentracdes obtendo as respostas relativas, eixo
y, enquanto as concentracdes correspondentes em escala logaritmica foram plotadas no eixo
x (Figura 11). A linha obtida apresentou-se linear sobre toda a faixa, portanto, é possivel
concluir que o método € linear até o ponto onde a resposta relativa intercepta a linha 95% e

105% (RIBANI, 2004).
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Figura 11. Determinacdo grifica das curvas de linearidade através do grafico da razdo
sinal/concentracdo versus Concentragdo, em escala logaritmica, para cobre (a), chumbo (b),

cadmio (c) e arsénio (d).
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Seletividade

As curvas com adi¢do de analito nos vinhos tinto e branco e a curva aquosa foram
entdo comparadas quanto a sua inclinacdo e se apresentaram paralelas, indicando que a
matriz ndo estava interferindo na determinacdo do elemento, conforme figuras abaixo
(Figura 12).
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Figura 12. Curvas aquosa e com adi¢do de padrdo nas matrizes de vinho branco e tinto

para os elementos cobre (a), chumbo (b), cidmio (c) e arsénio (d).

Avaliando estatisticamente os valores obtidos para a inclinacdo das curvas aquosas e

das curvas com a matriz de vinhos tinto e branco, podemos dizer que ndo houve diferenca
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significativa entre a precisdo dos valores de inclinagdo avaliados, sendo que os F,»
calculados foram de 6,0; 7,0; 4,9 e 1 e comprados com F,, tabelado igual a 39 (Miller &
Miller, 2005), indicando que ndo existem diferencas nas variancias das medidas para 95%
de confianca para os elementos Cu, Pb, Cd e As. Os valores de t calculado para cobre,
chumbo, cddmio e arsénio foram respectivamente 0; 1; 1,20 e 1,22, portanto, com p-valores
de (0,47, 0,25 0,29 e 0,28) maiores que 0,05, indicando que ndo existem diferencas
significativas entre as médias dos grupos estudados. Todas as curvas estudadas
apresentaram o coeficiente linear (R) > 0,99, indicando boa linearidade o que pode ser

observado nas Tabelas (7 a 10) relacionadas abaixo.
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Tabela 7. Comparacio dos slopes das curvas aquosas com os das curvas com adi¢do de

padrdo para o elemento cobre.

Curva de calibracao em solucio aquosa em Curva com adicio de padrio nos vinhos

HNO;3 a 0,2% tinto e branco
Slope R? Slope R?
0, 0021 0, 9998 0, 0022 (Vinho tinto) 0, 9992
0, 0019 0, 9999 0,0021 (Vinho tinto) 0, 9991
0, 0018 (Vinho
0, 0021 0, 9988 0, 9979
branco)

t tabelado (0s;2)=430 * amostras diluidas 1:3 e adicionadas de padrio de cobre

Tabela 8. Comparacdo dos slopes das curvas aquosas com aqueles das curvas com adicdo

de padrdo para o elemento chumbo.

Curva de calibracio em solucio aquosa  Curva com adicao de padrao nos vinhos

em HNO; a 0,2% tinto e branco
Slope R? Slope R?
0, 0018 0, 9998 0, 0022 (Vinho tinto) 0, 9992
0, 0019 0, 9999 0, 0017(Vinho tinto) 0, 9991
0, 0018 (Vinho
0, 0017 0, 9988 0, 9979
branco)

t tabelado (o0s,2)=430 * amostras diluidas 1:3 adicionadas de padrdo de chumbo.
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Tabela 9. Comparacio dos slopes das curvas aquosas com os das curvas com adi¢do de

padrdo para o elemento cadmio.

Curva de calibracao em solucdo aquosa em Curva com adicio de padrao nos vinhos

HNO;3 a 0,2% tinto e branco
Slope R’ Slope R’
0, 076 0, 999 0, 073 (Vinho tinto) 0, 996
0,072 0, 999 0, 075 (Vinho tinto) 0, 997
0,079 0, 999 0,070 (Vinho branco) 0,991

t 0.05:2) =430 * amostras diluidas 1:3 adicionadas de padrdo de cddmio

Tabela 10. Comparacdo dos slopes das curvas aquosas com 0s slopes das curvas com

adi¢do de padrdo para o elemento arsénio.

Curva de calibracio em solucio aquosa em Curva com adicao de padrao nos vinhos

HNO; a 0,2% tinto e branco
Slope R’ Slope R’
0, 0019 0, 999 0, 0018 (Vinho tinto) 0,997
0, 0018 0, 997 0, 0019 (Vinho tinto) 0, 999
0, 0017 0, 999 0, 002 (Vinho branco) 0,997

t ©.05:2)=430 *amostras diluidas 1:3 adicionadas de padrao de arsénio
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Limite de deteccao e limite de quantificacao
Os valores de LOD, LOQ e a faixa de linearidade estdo representados na Tabela 11.

Tabela 11. Figuras de mérito obtidas apds validagdo dos métodos para a andlise de vinhos.

Elemento LOD LOQ Linearidade
Cobre 35ug L’ 11,5ugL" 10pgL'a100 ug L
Chumbo 0,8 ugL" 25ugL! 5pgL'a60pgL!
Cadmio 0,06 ug L™ 0,22 ug L 05pugL'a2pgL?
Arsénio 1,5ug L’ 50ugL’ 10pg L' a60 pgL°

LOD: limite de detec¢do do método; LOQ: limite de quantificagdo do método.

Comparando os valores obtidos para os LOD dos métodos desenvolvidos com
alguns citados na literatura, podemos dizer que os valores determinados neste trabalho
foram menores ou bem préximos daqueles obtidos por outros autores, evidenciando uma

boa condi¢do para a andlise de tracos (Tabela 12).
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Tabela 12. Comparagdo entre os limites de deteccio dos métodos obtidos no presente

trabalho com os publicados na literatura.

Trabalhos da literatura Presente trabalho

Referéncias Elemento Modificador LOD Elemento Modificador LOD
Cvetkovic As Pd( NO;) 5 ug L
(2004) As 20 ug Pd + 12 pg 1.5 pg L
Mg(NO i
E‘;;’:; As Pd(NO;) 6,6 pgL* b
Pd (NO
Jaganathan cd (NOj) + 0,03 g L
(1997) HNO; cd 50 pg NH,H,PO4+ 3 pg 0,06 pg L
. Mg(NO ’
CZ;;‘;‘S'C cd Pd(NO;) 0,08 pg L ENOs)
Almeida Sem 1
(1994) Cu odificador >0 HEL .
Cu 10 pg Pd +6 ug Mg(NO3), 3,5 ug L
Catarino Pd (NO3) + 1
SugL
(2005) €U Mg(NOy) ne
Fernandes Pd (NO3) + 1
P L
(2002) P MgnNoy Ore 2.5 ug Pd +1.5 g .
Pb 0,8 ng L
Matthews NH,H,PO,+ 1 Mg(NO3),
(1993) Pb Mg(NO, S2rel

LOD: limite de deteccao do método[]
Exatidao

Amostras de vinho tinto e de vinho branco, fortificadas com solucdo aquosa dos
analitos, mostraram recuperagdes quantitativas para cobre (tinto 97%, branco 109 %,
Tabela 13); chumbo (tinto 101%, branco 99%, Tabela 14), cadmio (tinto 102%, branco
103%, Tabela 15) e arsénio (tinto 106%, branco 107%, Tabela 16), respectivamente. A
exatiddo do método foi satisfatéria para todos os elementos estudados (Tabela 17) e em
acordo com a qualidade requerida dos resultados analiticos, conforme recomendacido da

AOAC (2002), representada na Tabela 18.
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Tabela 13. Recuperacdo estimada dos vinhos em 5 niveis de concentra¢ao para o elemento

cobre.

Vinho Tinto Vinho Branco

Concentracao Recup. % CV % Concentracao Recup. % CV %

10 pg L 96,7 2,8 10pg L 106,0 9,8

20 pg L 91,7 0,8 20pug L 109,4 5,0

30 ugL! 99,3 12,2 30 ug L' 98,5 3,5

40 pg L 93,7 11,7 40 pg L 102,7 1,7
Hg Hg

50 ug L™ 103,1 9,3 50 pg L 105,5 2,1

Tabela 14. Recuperacdo estimada dos vinhos em 5 niveis de concentracdo para o elemento

chumbo.

Vinho Tinto Vinho Branco

Concentracao Recup. % CV% Concentracao Recup. % CV%

5pugL! 104 2,5 5pg L 98 1,3
10 pug L™ 107 4,6 10pgL! 99 2,1
20pg L™ 97 1,3 20pg L 95 0,1
30 ug L 100 0,3 30 ug L' 99 1,5
40 pg L™ 101 1,3 40 pg L™ 96 1,1
50 pg L™ 102 1,8 50 g L 101 2,9

101



Tabela 15. Recuperacdo estimada dos vinhos em 5 niveis de concentra¢ao para o elemento

cadmio.

Vinho Tinto Vinho Branco

Concentracao Recup %. CV% Concentracao Recup. % CV%

0,5ug L’ 98 0,2 0,5ug L 106 0,4
0,75 ug L™ 93 4,0 0,75 ug L™ 98 0,3
1,0pgL?! 96 2,6 1,0 ug L 103 0,7
1,5pgL?! 102 3,1 1,5ugL?! 100 1,4
2,0pugL! 89 52 2,0 ug L 99 2,4

Tabela 16. Recuperagdo estimada de arsénio nos vinhos em 5 niveis de concentragdo para

o elemento arsénio.

Vinho Tinto Vinho Branco

Concentraciao Recup. % CV% Concentraciao Recup. % CV%

10 pug L 106 1,2 10pugL! 99 2,6
20pg L 103 0,7 20pg L 103 0,4
30pug L 104 0,9 30pug L 99 3,7
40 pg L™ 103 0,8 40 pg L™ 105 0,5
50 ug L-' 105 1,3 50 ug L 107 0,7
60 pg L-' 106 0,7 60 pg L-' 104 3,7
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Tabela 17. Recuperacdo em 5 niveis de concentracdo dos vinhos tinto e branco e

coeficientes de variacao.

Recuperacao Coeficiente de variacao
Elemento
Vinho tinto % Vinho branco % Vinho tinto % Vinho branco %
Cobre
. 92 a 103 98 a 106 0,8a12 1,7a9,8
10a50 pg L
Chumbo
. 97 a 107 95 a 101 0,3a4,6 0,1a2,9
SasSOpgl”
Cadmio
. 89 a 102 99 a 106 3,1a5,2 0,3a0,4
0,5a2,0 ug L
Arsénio
. 103 a 106 99 a 107 0,8a1l1,3 0,4a3,7
10a60 pg L

Considerando a recomendagdo da AOAC (2002, representada na Tabela 18),
podemos observar através do resumo mostrado na Tabela 17, que todos os elementos
apresentaram uma porcentagem de recuperacdo dentro do esperado e satisfatoria para os

métodos propostos.
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Tabela 18. Critérios de aceitagdo da Recuperagdo segundo AOAC.

Concentracao do analito Recuperacio (%)

100% 98-101

10% 95-102

1% 92-105

0,1% 90-108

0,01% 85-110

10 ppm 80-115

Ippm 75-120

10 ppb 70-125

1 ppb 65-125

Fonte: Modificado de AOAC (2002) — Guidelines for single laboratory

Comparacao da determinaciao dos elementos apods digestao por via imida

e diluicao direta

Analisando estatisticamente os valores descritos na Tabela 19, € possivel afirmar
que nao houve diferenca significativa nas médias das medidas entre os grupos que foram
tratados por digestdo por via umida em bloco digestor e as que foram somente diluidas. Os
valores de t calculado obtidos foram menores que o tp2») tabelado (4,30) para um nivel de
confianga de 95%: para o cobre, nos vinhos tinto e branco (t calculado O e 2,31); para o
chumbo nos vinhos tinto e branco (t calculado 0,64 e 0,80), para o cddmio nos vinhos tinto
e branco (t calculado O e 1,35) e arsénio nos vinhos tinto e branco (t calculado 0,98 e
0,64). Todos os p-valores obtidos foram maiores que 0,05 (nivel de confianca de 95%). E
possivel concluir também que ndo existe diferenca significativa na precisdo das medidas
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para o cobre, chumbo, cddmio e arsénio, obtendo-se o F, (954%), calculado respectivamente
para os vinhos tintos e brancos (7,45 e 4,84); (1,49 e 32,0); (22,7 e 1,74) e (4,02 ¢ 2,71),
quando comparados com F (959, tabelado igual a 39 ( MILLER & MILLER, 2005), e
valores de p-valores maiores que 0,05 em todos os casos. Observa-se, porém, que 0s
valores encontrados para o cddmio estdo abaixo do LOQ e muito préximos do LOD,
representando, assim, apenas uma estimativa da concentracao. Entretanto, os valores
obtidos sdo semelhantes, considerando os dois procedimentos avaliados para o tratamento

das amostras, tanto para o vinho tinto como para o branco.

Sendo assim, pode-se verificar uma boa concordancia entre as medidas para os
diferentes analitos determinados, sob diferentes condi¢des de preparo da amostra, o que

ressalta a exatiddo da metodologia proposta.

Tabela 19. Determinacio de Cu, Pb, As e Cd através da diluicdo direta e apds digestdo via

umida.
Diluicao acida (1:3) Digestiio Via Umida (bloco digestor)
Elementos
Tinto (ng L") Branco (ng LY Tinto (ug LY Branco (ug LY

Cu 484+ 1,0 37,8 £0,6 44,83 £2.9 346+ 14

Pb 14,8 £ 3,6 13,62 £0,9 14,43 + 3,0 13,2 £0,01

As 5,18+0,3 5,27+04 4,82 +0,6 5,10+£0,3

Cd 0,20 £ 0,01 0,07 £0,01 0,19 £0,03 0,08 £ 0,01
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Conclusao

Os métodos estudados apresentaram-se adequados quanto a sensibilidade, precisdo e
exatidao para a determinag@o de baixas concentragdes de cobre, chumbo, cddmio e arsénio

em vinhos brasileiros.

O uso do perdxido de hidrogénio co-injetado com os modificadores quimicos
auxiliou na preservagdo da plataforma de L’vov, que em condi¢des otimizadas pdde ser
usada para aproximadamente 450 queimas, ou seja, levando a uma durabilidade de cada
unidade do forno de grafite em torno de 450 leituras. O uso dos modificadores quimicos foi
necessario para garantir uma boa exatiddo e contribuiu principalmente com o aumento e a

qualidade do sinal analitico para todos os elementos estudados.

O preparo simples e rdpido da amostra através da diluicao 4cida, juntamente com o
peréxido de hidrogénio, foi adequado para preservar a plataforma e também contribuiu de
forma significante para diminuir os efeitos de matriz. Este estudo também mostrou que é
possivel preparar as amostras com até 48 horas de antecedéncia da leitura no equipamento

de absorcdo atdmica, sem alteracdo significativa dos resultados.
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Determinacao de As, Cd, Cu e Pb e de polifendis totais em vinhos
brasileiros

RESUMO

A partir dos anos 90 o consumo de vinhos no Brasil aumentou cerca de 20% e sua
comercializacdo vem se difundindo, principalmente, pelo aumento da oferta, da producao e
pelos beneficios a saide que lhe sdo atribuidos. O vinho € a bebida alcodlica mais antiga e
tradicional produzida e consumida pela humanidade. E definida pela legislagdo brasileira
como a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto simples de uva sa, fresca e
madura. Essa denominagdo é privativa deste produto, sendo vedada a sua utilizagdao para
produtos obtidos de quaisquer outras matérias primas. O consumo didrio de vinhos em
quantidades moderadas contribui significantemente para as exigéncias do organismo com
relacdo a alguns elementos essenciais. Por outro lado, muitos elementos que sdo conhecidos
pela sua potencialidade téxica como Pb, Cd, e As, podem estar presentes nesses vinhos.
Logo, a determinacdo de elementos traco nos vinhos é de grande importancia para o
controle da qualidade, autenticidade, biodisponibilidade de metais e estudo da toxicidade,
visando garantir a seguranc¢a alimentar para os consumidores. A importancia dos compostos
fendlicos, no vinho, reside no fato de estes contribuirem para a cor, para a adstringéncia, e
para o aroma. Sao também conhecidos por suas propriedades antioxidantes e de prevengao
de doencas cardiovasculares. Neste trabalho, foram analisadas 45 amostras de vinhos
nacionais adquiridos no comércio de Campinas/SP. Deste total, 18 (40%) eram vinhos
finos, 18 (40%) vinhos de mesa e 9 (20%) espumantes. Quanto a regido de producdo, 25
(56 %) eram do Rio Grande do Sul, 8 (18%) de Sao Paulo, 6 (13%) de Minas Gerais, 3
(7%) do Pernambuco, 2 (4%) da Bahia e 1 (2%) do Parana. Foram determinados os teores
de As, Cd, Cu e Pb nas amostras de vinho por GF AAS e os valores encontrados estavam
abaixo dos teores maximos estabelecidos pela legislacdo brasileira. Apenas uma amostra de
vinho fino apresentou, para o cobre, teor acima do valor preconizado pela OIV, o que pode
prejudicar as caracteristicas sensoriais deste produto. Foram calculadas as contribui¢des dos
vinhos estudados na dieta semanal de um adulto, com relagdo a ingesta dos elementos As,
Cd, Cu e Pb e os valores demonstraram que os vinhos estudados apresentaram baixa
contribuicao: 0,93% para o cobre, 0,46% para o cddmio, 6,8 pg para o chumbo e 2,63%
para o arsénio. Com relacdo aos valores de pH e aos teores de polifendis totais as amostras
apresentaram valores compativeis com os relatados na literatura, em que os valores médios
para polifenois € de 2046,0 mg L' para vinhos de mesa, 1443,0 mg L' para vinhos finos e
1606,0 mg L' para os espumantes. Os valores de pH variaram de 2,8 a 3,8 entre os vinhos.
Os resultados obtidos com a andlise de PCA, a varidvel mais importante que separou o0s
vinhos de mesa foi os polifendis totais, as varidveis (grau alcodlico) e pH foram as
responsaveis pela separacdo dos vinhos finos. Os vinhos espumantes sofreram maior
influéncia dos metais, que foram os responsaveis pela dispersao destas amostras. Também
foi possivel distinguir a variedade de uva hibrida americana das demais. Observamos, no
entanto, que ndo foi possivel distinguir um padrdo de vinho em diferentes estados usando as
varidveis estudadas.

Palavras chave: vinho, elementos inorgénicos, polifendis totais, pH
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Determination of As, Cd, Cu and Pb and total polyphenols in Brazilian
wines

ABSTRACT

In the 90’s wine consumption in Brazil increased in 20% and its sales have been
disseminating mainly due to offer and production increase, and to health benefits attributed
to it. Wine is the oldest and most traditional alcoholic beverage consumed by human
beings. It is defined in legislation as a beverage resulted from alcoholic fermentation of a
simple must of fresh ripe whole grape. This denomination is particular to this product, and
its use is forbidden to any other product obtained from any different raw material. Daily
consumption of wine in moderate amounts significantly contributes to body demands
regarding some essential elements. On the other hand, many elements which are known for
their toxic potential, such as Pb, Cd and As, may be present in wine. Therefore, the analysis
of trace elements in wine is of great importance for quality control, authenticity,
bioavailability of metal and toxicity study, aiming at granting safety to consumers. The
importance of phenolic compounds in wine lies in the fact that they contribute to its color,
astringency and scent. These compounds are also known for their antioxidant properties
and cardiovascular diseases prevention. Brazilian wines, about 45 samples from
Campinas/SP local market have been analyzed. Among them, 18 were fine wine, 18 were
table wine and 9 were sparkling wine. Concerning the production area, 56% were from Rio
Grande do Sul, 18% from Sao Paulo, 13% from Minas Gerais, 7% from Pernambuco,4%
from Bahia and 2% from Parana. Contents of As, Cd, Cu and Pb have been determined in
the wine samples through GF AAS and the analyte levels found were below the ones
established by the Brazilian legislation. Only one sample of fine wine presented content
above the one determined by OIV for copper, it this may harm the sensorial characteristics
of the product. The studied wines contributions to the weekly diet of an adult have been
accounted for, in relation to the ingestion of elements As, Cd, Cu and Pb and the amounts
have shown that the studied wines present low contribution: 0,93% for Cu, 0,46% for Cd,
06,8 pg for Pb and 2,63% for As. Concerning pH amounts and total polyphenols contents,
the samples presented compatible figures to the ones reported in the literature, with average
rates for polyphenol in table wines at 2046,0 mg L'l, fine wines 1443,0 mg L' and
sparkling 1606,0 mg L. The pH rates varied from 2,8 to 3,8 among wines. The results
obtained with the PCA analysis, the most important variable that separated the table wine
was the total plyphenol. The alcohol content and pH variables were responsible for the
separation of fine wines. Sparkling wines have suffered great influence and metals were
responsible for the dispersion of the samples. It was also possible to separate the American
hybrid grape variety from the others. We note however, that it was not possible to separate
a pattern of different wines using state variables .

Key words: wine, polyphenols, pH, inorganic elements
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Capitulo 3

Introducao

A vitivinicultura brasileira tem apresentado crescimento significativo nos dltimos
anos, decorrente da vigorosa expansdo da drea cultivada e da tecnologia de producdo de
uvas e de elaboracdo de vinhos. Merece destaque a difusdo da produgdo de uvas e vinhos,
além de outros derivados, para regides emergentes em diversas regides do Brasil, desde a
metade Sul do Rio Grande do Sul até a regido Nordeste, passando por polos de importancia
crescente nos estados de Santa Catarina, Minas Gerais, Sao Paulo, Mato Grosso e Goias
(GUERRA, 2009).

Na ultima década o consumo de vinhos no Brasil aumentou cerca de 20% e sua
comercializacdo vem se difundindo principalmente pelo aumento da oferta, da produgdo e
pelos beneficios a saide que lhe sao atribuidos.

O vinho € a bebida alcodlica mais antiga e tradicional produzida e consumida pela
humanidade. E definida por legislacio como a bebida obtida pela fermentagio alcodlica do
mosto simples de uva sa, fresca e madura. Essa denominagdo € privativa deste produto,
sendo vedada a sua utilizagdo para produtos obtidos de quaisquer outras matérias primas
(BRASIL, 1988). A producao de vinhos no Brasil se divide em vinhos finos produzidos por
uvas de origem Vitis vinifera e de vinhos comuns produzidos por uvas americanas ou
hibridas. O consumo de vinhos comuns corresponde a 80% da producdo do Brasil
(GUERRA, 2003).

Quanto a elaboragdo, os vinhos podem ser classificados como vinho branco, tinto,

rose e espumantes. Os vinhos brancos sdo geralmente elaborados a partir de uvas brancas,
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mas também podem ser produzidos com uvas rosadas e tintas. Para isso, é necessario
separar imediatamente a fase liquida da sélida, que contém os pigmentos responsdveis pela
cor (MIOLO, 1999).

O vinho tinto € elaborado a partir de uvas tinta, pois € da pelicula que, durante a
maceragdo, sao extraidas as antocianinas e os taninos. Estes compostos fendlicos conferem
ao vinho cor, estrutura, “corpo” e originalidade.

O vinho rose propriamente dito é elaborado a partir de uva tinta, porém, alguns
produtores utilizam-se da mistura de uvas tinta e branca, ou ainda do corte (assemblages)
de vinhos tinto e branco apds serem elaborados separadamente.

Para os espumantes existem trés principais processos de elaboracdo: o método
Champenoise, também chamado de tradicional ou cldssico, onde a fermentacdo ocorre na
garrafa; o método Charmat, caracterizado por uma segunda fermentacdo a ser realizada em
tanques de inox, ao invés de na propria garrafa; o método Asti, que surgiu na Itdlia, e que
no Brasil comeca a ser denominado de moscatel espumante. Este produto, ao contrario de
outros espumantes elaborados com duas fermentacdes, ¢ submetido a uma fermentagcao
parcial (MIOLO, 1999).

A composi¢cdo do vinho € influenciada por muitos fatores relacionados a drea de
producdo especifica como o solo, os diversos tipos de varietais, o clima e as préticas de
vinicultura.

O consumo didrio de vinhos em quantidades moderadas contribuem
significantemente para as exigéncias do organismo com relacdo aos elementos essenciais,

como K, Ca, Mg, Cr, Fe, I, Cu, Mn, Mo, Ni, Se, Zn. Por outro lado, muitos elementos como
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Pb, Cd e o As, sdo conhecidos pela sua potencialidade t6xica e também podem estar
presentes nesses vinhos (LARA, et al., 2005).

A determinacdo de elementos traco nos vinhos é de grande importancia para o
controle da qualidade, autenticidade, biodisponibilidade de metais e estudo da toxicidade,

visando garantir a seguranca alimentar para os consumidores.

pH no vinho

Os vinhos sdo constituidos por uma mistura de 4cidos fracos (4cido tartérico, citrico,
malatico, fosférico, entre muitos outros) que, em maior ou menor extensao, dependendo do
pKa, se encontram dissociados na forma de sais. A proporcao de sais formados no vinho
depende também da origem geografica , da variedade da uva, da maneira como as vinhas
sdo tratadas e, evidentemente, de todo o processo de fabricagdo do préprio vinho.

Devido a sua composicao, tanto os mostos como os vinhos apresentam propriedades
tampdo. Esta propriedade explica as variagdes minimas de pH no mosto durante a
fermentacdo alcodlica e maloldtica. A solubilidade dos compostos responsdveis pelas
casses cupricas e férricas (fendmeno de turvacdo ou precipitagdo causado pela presenca do
excesso de cobre e proteinas em ambiente redutor) depende de valores de pH baixos mas,
por outro lado, um valor baixo de pH diminui a dissociacdo dos complexos metdlicos
formados com os dcidos organicos. Deste modo, o pH tem influéncia direta tanto nas casses

como na precipitacdo do bitartarato de potassio (REIS, 2007).
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Quanto mais baixo for o pH maior € a fragao de di6xido de enxofre livre dissolvido

e volatil e, consequentemente, maior é o poder anti-séptico e o odor que este composto

confere ao vinho (REIS,2007).

Polifenois nos vinhos

Os polifendis totais correspondem ao conjunto de todos os compostos fendlicos do
vinho.

A composi¢cdo de polifendis em vinhos varia de acordo com varios fatores, como
técnicas de vinificagdo, condi¢des de armazenamento dos vinhos e reagdes que podem
ocorrer entre as diferentes moléculas, como condensagdo, polimerizacdo e oxidacdo
(GONZALEZ-NEVES et al., 2004). Maior exposicio das videiras aos raios solares parece
contribuir positivamente na biossintese de polifendis (RASTIJA et al.; 2009).

A importancia dos compostos fendlicos, no vinho, reside no fato de estes
contribuirem para a cor (contribui¢io para a pigmentacdo vermelha e formacdo de
substratos acastanhados), para a adstringéncia (explica-se pelo fato dos taninos interagirem
fortemente com as proteinas, em geral, e em particular com as proteinas salivares,
provocando certa diminui¢do nas propriedades lubrificantes da saliva), e para o aroma
(uvas e vinho), bem como o fato de ser uma reserva para a reducdo do oxigenio
(propriedades antioxidantes). Pensa-se ainda que os compostos fendlicos estdo relacionados

aos odores picantes que os vinhos podem apresentar (REIS, 2007).
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Deste modo, os compostos fendlicos desempenham um papel muito importante no
vinho, uma vez que sao os responsaveis pelas principais diferencas entre o vinho branco e o
tinto e em especial na cor e no aroma dos vinhos tintos.

Em relacdo as propriedades que os polifendis podem exercer sobre a saide humana,
podem-se destacar seus efeitos anti-inflamatdrios, antivirais e anticarcinogé€nicos
(RASTUA et al.; 2009). Devido também as suas propriedades antioxidantes, os polifendis
sdo componentes importantes na dieta, atuando na neutralizacdo de radicais livres. A
ingesta de polifendis tem sido associada com a diminui¢do dos niveis de peroxidacdo
lipidica e com a menor incidéncia de certos tipos de cancer (LUCENA et al., 2010).
Estudos epidemiolégicos tém evidenciado que os polifendis podem modular as fungdes
vasculares, induzindo a vasodilatagdo, como consequéncia da sua a¢do no aumento da
producdo de o6xido nitrico. Esta acdo pode estar associada a diminui¢do de algumas

doengas, como as do coragdo (MUDNIC et al., 2010).

Analise Exploratéria de dados empregando Anailise de Componentes Principais

PCA)

A anélise de Componentes Principais (PCA) &, provavelmente, o método estatistico
multivariado mais amplamente difundido e, devido a importancia das medidas
multivariadas, é considerada, por muitos, como o método mais significante que muda o

ponto de vista do usudrio para a andlise multivariada de dados (BRERETON, 2003).

A andlise por componentes principais consiste essencialmente em reescrever as

coordenadas das amostras, descritas em func¢do das varidveis determinadas, em outro
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sistema de eixos mais conveniente para a andlise de dados, numa dimensdo menor
(GRANATO, 2011). Ocorre uma transformagao da matriz de dados, constroe-se um novo
sistema de eixos (denominados rotineiramente de fatores, componentes principais, variaveis
latentes ou ainda autovetores) para representar as amostras, no qual a natureza multivariada
dos dados pode ser visualizada em poucas dimensdes (MORGANO, 2005). Este método
permite a reducdo da dimensdo dos pontos representativos das amostras, pois, embora a
informacdo estatistica presente nas p-varidveis originais seja a mesma dos p-componentes
principais, € comum obter em apenas 2 ou 3 das primeiras componentes mais que 70%
desta informacao, visto que as componentes principais (PC) sdo combinacdes lineares das
varidveis originais. Como resultado da PCA sdo obtidos graficos bi ou tridimensionais de
escores ou pesos. O escore corresponde a coordenada de cada amostra nos PC
(Componentes Principais); amostras com valores de escores semelhantes podem ser
consideradas semelhantes entre si, pois possuem as mesmas coordenadas no espaco
multivariado. Os valores dos pesos ((loadings) indicam a contribui¢cdo da varidvel (ou peso
da varidvel) no PC e, portanto, quanto maior o peso de uma varidvel, maior € a importancia
da varidvel para explicar a variabilidade das amostras (SOUZA, 2003). O gréifico da
componente principal 1 versus a componente principal 2 fornece uma janela privilegiada
estatisticamente para a observacdo dos pontos no espago p-dimensional (GRANATO,

2011)

O presente trabalho teve como objetivos: determinar os teores de arsénio, cddmio,
cobre e chumbo em amostras de vinhos brasileiros das diversas regides de producdo do

Brasil, utilizando para isso a espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite;
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comparar os resultados obtidos com a legislacdo brasileira vigente e com os valores
recomendados pela OIV; calcular a contribuicdo dos vinhos estudados na ingestdo de As,
Cd, Cu e Pb na dieta; determinar os teores de polifendis totais e pH e avaliar se existe

correlacdo entre os parametros estudados e os estados de origem dos vinhos.
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Material e métodos

Amostras

Foram analisadas 45 amostras de vinhos nacionais adquiridos no comércio de
Campinas/SP, no periodo de maio de 2010 a maio de 2012. Deste total, 18 (40%) eram
referentes a vinhos finos, 18 (40%) vinhos de mesa e 9 (20%) espumantes. Quanto a regiao
de producao, 25 (56 %) eram do Rio Grande do Sul, 8 (18%) de Sao Paulo, 6 (13%) de

Minas Gerais, 3 (7%) do Pernambuco, 2 (4%) da Bahia e 1 (2%) do Parana.

Reagentes e padroes

Para a determinagdo dos elementos As, Cd, Cu e Pb foram utilizados os seguintes

reagentes e padroes:

Acido nitrico (65% v/v) (Merck), previamente destilado em destilador sub-boiling,
peroxido de hidrogénio (30% m/m, Merck), além de nitrato de palddio 1000 g L (Perkin
Elmer), nitrato de magnésio 1000 g L (Perkin Elmer), dihidrogeno fosfato de amonio em
HNO; (Perkin Elmer), usados como modificadores quimicos nas andlises por absorcao

atOmica.

Padrdes Titrisol (Merck ou Carlo Erba) para absor¢ao atdomica para cddmio (CdCl,),
cobre (CuCly) , arsénio (As;Os) e chumbo Pb(NOs3), foram preparados nas concentragdes
de 1000 mg L' em baldes calibrados e usando 4cido nitrico diluido a 1% v/v . Diariamente,
eram preparadas solucdes de trabalho de 100 pg L' para cobre, chumbo, cadmio e arsénio.

O diluente dessas solucdes era HNO3 0,2% v/v.
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Foi utilizada uma solucdo de lavagem para o amostrador automatico com 1% v/v de

HNO:s;, contendo de 0,2% v/v de Triton X100 (Sigma/Aldrich).

Todas as solugdes foram preparadas com dgua de alta pureza (resistividade 18,2

MQ cm) obtidas pelo sistema MilliQ.

Os baldes utilizados para o preparo das curvas analiticas eram de vidro Pyrex®

(grau A) calibrados.

Toda a vidraria e frascos de polietileno foram lavados com detergente neutro e
deixados em banho de acido nitrico 20% v/v, por pelo menos 24 horas e, em seguida,

enxaguados apenas com dgua desionizada antes do uso.

Modificadores quimicos

Para a determinacdo de As, Cd, Cu e Pb foram utilizados 5 pL dos modificadores
relacionados na Tabela 1, co-injetados com 5 pL de perdxido de hidrogénio 30% v/v,

conforme estabelecido no capitulo 2.
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Tabela 1. Modificadores quimicos utilizados para a determinagdo de As, Cd, Cu e Pb por

GF AAS.

Elemento Modificadores Selecionados
Cu - 327.4 nm 10 pg Pd + 6 pg Mg(NO3),
Pb - 283,3 nm 2,5 ng Pd + 1,5 pg Mg(NOs),
Cd - 228,8 nm 50 ug NH4H,PO4+ 3 pg Mg(NOs),
As -197,3 nm 20 pg Pd + 12 ng Mg(NO3),

Para as medidas de pH foram utilizadas uma solu¢do tampao pH 4,00 e pH 7,00 (

Merck) .

Para a determinacdo de polifendis totais foram utilizados: Carbonato de sédio 4%
m/v (Merck), Reagente Folin- Ciocalteau 10% v/v (Dinamica), padrdo de 4cido gilico em

etanol a 99,9% v/v (Merck).
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Equipamentos

O instrumento utilizado para a determinacdo dos elementos inorginicos foi um
espectrometro de absorcdo atdmica, com atomizagdo eletrotérmica em forno de grafite
(Perkin-Elmer, Norwalk, CT, EUA; modelo AAnalyst 600), com corretor de fundo baseado
no efeito Zeeman, amostrador automatico (modelo AS-800), tubos de grafite pirolitico com

aquecimento transversal e plataforma de L’vov integrada.

Como fontes de radiacdo foram utilizadas: lampadas monoelementares de descarga
sem eletrodo (EDL), para a deteccdo de As, operando a 400 mA e no comprimento de onda
de 197,3 nm e abertura de fenda 0,7 nm; para Pb, operando a 460 mA no comprimento de
onda de 283,3 nm e abertura de fenda de 0,7 nm; para Cd, operando 240 mA no
comprimento de onda de 228,8 nm e abertura de fenda de 0,7 nm, e lampada de catodo oco
(HCL), operando a 15 mA, para Cu, no comprimento de onda de 327,4 nm e abertura de
fenda de 0,7 nm. A vazdo de argdnio como gis de purga foi a mesma para todas as
determinagdes, igual a 250 mL min™', sendo que esta vazdo foi interrompida, durante a

etapa de atomizacao.

Foram empregados também ultrapurificador de 4gua sistema MilliQ, banho de
Ultra-som — Unique, modelo USC 1400, 120 W, medidor de pH de leitura digital com
precisdo 0,01 unidades com eletrodo combinado.- Hanna, modelo 200, espectrofotometro

UV/VIS — HP, modelo 8453.
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Determinacao de As, Cd, Cu e Pb

As amostras de vinho foram homogeneizadas e as de espumantes foram submetidas

ao banho de ultrassom para desgaseificacio, por aproximadamente 5 minutos.

Todas as amostras foram diluidas da seguinte maneira: em baldo volumétrico de 10
mL foram pipetados 3,330 mL de amostra de vinho, previamente homogeneizado, 3,33 mL
de peréxido de hidrogénio a 30% m/m, 0,4 mL de dcido nitrico 65% v/v e completados com
dgua desionizada. Foram preparadas triplicatas de cada amostra para a leitura contra uma
curva analitica aquosa com 0,2% v/v de HNOs; para cada elemento, como descrito no
capitulo 2. O espectrofotometro de absorcdo atdmica foi programado para fazer um
“reslope” a cada 10 leituras de amostras, ou seja, o equipamento refazia a leitura de um
padrdao (dltimo ponto da curva analitica) e recalculava o coeficiente angular e linear, se
necessdrio, garantindo dessa forma a calibracio do equipamento durante toda rotina

analitica.

Com o amostrador automético foram pipetados 20 pL de amostra, juntamente com 5
puL de peréxido de hidrogénio a 30% v/v e 5 uL de modificador quimico especifico para
cada elemento, diretamente na plataforma de L’vov, e seguiu-se a programacao do forno de

grafite para conforme mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Programa de aquecimento otimizado para os elementos cobre, chumbo, cddmio e

arsénio.
Etapa Temperatura (°C) Rampa Sustentacdo Vazio de 11&r
Cu Pb  Cd  As () () (mL min™)
Secagem 1 110 110 110 110 10 50 250
Secagem 2 130 130 130 130 15 20 250
Pirolise 1300 950 450 1300 10 30 250
Atomizacao 1800 1550 1400 2000 0 4 0
Limpeza 2450 2450 2450 2450 1 4 250

Determinacio de pH e de polifenois totais

Determinacao do pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, utilizando um potencidmetro

calibrado com solugdes tampao pH 4,00 e pH 7,00, a temperatura ambiente. A

determinacdo foi efetuada diretamente sobre as amostras de vinho (RIZZON, 2010).

Determinaciao de polifenéis

Os polifendis totais correspondem ao conjunto de todos os compostos fendlicos no

vinho (RIZZON, 2010).
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A determinagdo do teor de polifendis totais foi realizada por meio de espectrometria
na regido do visivel, utilizando-se o método de Folin-Ciocalteau (WOISKY &
SALANTINO, 1998). O método se fundamenta na redugcdo do reagente de Folin-
Ciocalteau, que contém uma mistura de dcidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, com
formacdo de um complexo de coloragdo azul intensa, com absor¢cao maxima entre 620 e
725 nm. O método utiliza o 4cido gélico como padrdo e os resultados sdo expressos em mg
de equivalente de 4cido gélico por litro (EAG)/L. Este método permite a quantificacdo de
espécies fendlicas, mas pode sofrer interferéncias de outras substancias redutoras de

natureza nao fenolica.

Preparo da curva analitica:

Foram pesados 50 mg de 4cido gélico e transferidos para um baldo de 100 mL,
adicionou-se 10 mL de dlcool etilico 99,9% v/v e o baldao foi completado com &4gua

desionizada para se obter uma solu¢do padrdo de 4cido galico de 500 mg L.

A partir da solu¢do padrio de 500 mg L' de 4cido gdlico foram preparadas
dilui¢des com dgua desionizada, a fim de se obter solucdes de 10 mg L', 20 mg L™, 40 mg

L', 60 mg L", 80 mg L', e 100 mg L.
Procedimento:

Em tubo de ensaio foram pipetados 0,25 mL da amostra de vinho e 0,25 mL de dgua
desionizada, aos quais foram adicionados 2,5 mL da solucdo de Folin-Ciocalteau diluida

em dgua desionizada a 1:10. Os tubos de ensaios foram agitados e deixados em repouso
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por cinco minutos. Foram acrescentados 2,0 mL da solu¢do de Na,CO3 a 4% m/v e os tubos

foram homogeneizados e deixados em repouso por 2 horas, protegidos da luz.

Foi preparada em paralelo uma solug¢do do branco analitico, usando 0,5 mL de dgua

desionizada, utilizando os mesmos reagentes empregados na preparacdo da amostra.

Procedeu-se as leituras no espectrofotometro em 720 nm, ajustando o equipamento
com a solucdo branco. A Figura 1 mostra a curva analitica obtida para a determinagdo do

teor de polifendis totais nas amostras dos vinhos avaliados neste estudo.

1.2 Curva analitica para polifenois
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Figural. Curva analitica para determinagdo de polifendis totais.
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Andlise Exploratoria de dados empregando Analise de Componentes
Principais (PCA)
Foram analisadas 45 amostras de vinhos de 3 tipos (mesa, fino e espumante); de 3

cores (tinto, branco e rosado); de 6 estados (RS, MG, SP, BA, PR e PE) e de 3 variedades

(Cabernet, hibrida americana e outras).

Os vinhos foram analisados quanto a suas concentra¢cdes de chumbo, cddmio,
arsénio, pH e polifendis totais (pF) . Os valores de grau alcodlico (GA) foram obtidos

através da informacdo da rotulagem.

Dessa forma, uma matriz denominada de X foi construida, contendo seis variaveis,
Pb, Cd, As, pH, PF e GA e 45 amostras. A andlise exploratéria foi analisada com 4 classes :

tipo, cor, estado e variedade.

A matriz X foi autoescalonada e o algoritmo da decomposi¢do dos valores

singulares (SVD) foi executado para encontrar os scores e os loadings da PCA.

Foi utilizado o Software : PLS - Toolbox 7.0 for Matlab.
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Resultados e Discussao

Determinacao de elementos inorganicos nos vinhos

Os resultados obtidos para a concentracdo de cobre, cddmio, chumbo e arsénio nas
determinagdes feitas em triplicata das amostras dos vinhos estudados estdo descritos nas

tabelas 3,4 e 5 a seguir.
Vinhos de mesa:

Para os vinhos de mesa (Tabela 3) todos os valores encontrados estavam de acordo com a
legislagdo em vigor para contaminantes inorganicos (Cu 5 mg L™, Pb0,15mgL", Cd 0,01

mg L, As 0,2 mg L' MERCOSUL/GMC/RES n°12/2011).
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Tabela 3. Teores de cobre, chumbo, cddmio e arsénio em vinhos de mesa.

Origem Tipo  Cu(pgL™) Pb(ugL? Cd(ugL'  As(ugL?
1 RS T 53,31+290  14,87+0,60 0,67 0,01 6,07 0,30
2 RS B 33,94+ 1,30  13,62+0,90  0,31+0,01 5,46 0,50
3 RS T 3748 +0,40  2608+1,50  0,31+0,02 4,56 +0,10%
4 RS T 18,55+0,25  1833+0,10 0,20 +0,03%* 2,59 +0,30%*
5 RS R 21,14 + 1,80 13,0802  027+001 3,17 +0,10%*
6 RS B 25,65+0,10  21,60+0,30  0,28+0,05 3,57 +0,10%*
7 RS T 4993 +2,66  628+0,60  025+003 4,18+0,15%*
8 RS B 2426+090  862+020  0,25+005  3,15%0,10%*
9 RS B 90,79 +2,24 2,24 +0,40* ND 2,56 +0,11%*
10 RS T 3741+ 1,13 12,72+0,99 022 +0,15% 0,73 +0,06%*
11 MG T 11223 +1,12 5674032  030£0,01 3,30 £0,10%*
12 MG T 80,97 £0,15  24,14+0,75 0,33 +0,03 ND
13 MG B 3390+230  10,50+1,30  0,23+0,02  921+0,78
14 MG T 38,6 + 1,36 7,68 0,80 0,04 +0,01%* 1,96 +0,40%*
15 SP T 90,86+ 1,23  3546+1,65 0,74 +0,01 8,29 +0,25
16 SP B 10224 +1,70  16,13+0,88  035+0,05 4,08 +0,63**
17 SP T 21,14 + 1,8 13,49 +0,60 0,37 0,02 6,67 1,9
18 PR T 31,71 +0,65 10,85+1,8 0,18 +0,05%*  895+0,11

T = tinto, B = branco , R = rose. * Estimativa da concentragdo, valores abaixo do LOQ (porém acima do
LOD). ).** Estimativa da concentragdo, valores abaixo do LOQ ( cddmio 0,22 pg L'l; arsénio 5 pg L ), #
ND néo detectado.
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Para o cobre, os resultados apresentaram uma grande variacdo de amostra para

amostra, onde o valor maximo encontrado foi de 112,2 pg Lt para um vinho tinto do estado

de Minas Gerais e o valor minimo encontrado foi de 18,6 pg L' de um vinho do Rio

Grande do Sul.

Quanto aos teores de chumbo, todas as amostras estavam acima do limite de
quantificacio do método LOQ (2,5 pg L), com excecdo o vinho 9. Os valores variaram de
2,24 pg L' a 35,46 ug L' !, referentes aos vinhos tinto e branco das regides de Sio Paulo e

Rio Grande do Sul, respectivamente.

Para os teores de cddmio e arsénio os valores encontrados também estavam abaixo
do valor maximo permitido pela legislacdo (Resolucdo GMC N° 12/11 do Mercosul, 10 pg
L' e 200 ug L! respectivamente). Quatro amostras apresentaram valores abaixo do LOQ
do método, mas acima do LOD, portanto, representam uma estimativa da concentracao.
Além disso, apenas em duas amostra os analitos ndo foram detectados, sendo uma para

cadmio e uma para arsé€nio (amostras n° 9 e n° 12).

Vinhos finos:
Para os vinhos finos (Tabela 4) os teores de cobre apresentaram uma variacao de
197% entre as amostras. Comparando os valores com aqueles obtidos para os vinhos de

mesa, a média dos valores foi maior, 189,06 pg L' contra 50,22 ug L! (média da
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concentracdo de cobre nos vinhos de mesa). Essa varia¢ao pode ser explicada pelos tipos de

solos de cada regido, tipos de uva e dos diferentes processos de producao.

Tabela 4. Teores de cobre, chumbo, cadmio e arsénio em vinhos finos (n=3).

Origem Tipo Cu (ng LY Pb (ugL™) Cd (ng LY As (pg LY
1 RS T 252,53 £2,50 2,88 £0,10 0,37 £ 0,04 4,76 £ 0,2%*
2 RS B 215,22 £ 8,00 7,01 £1,00 0,36 £0,01 5,62 £0,10
3 RS R 30,45 £ 1,30 3,16 £ 0,40 0,20 £0,01* 1,22 £0,30*
4 RS T 87,97 £3,40 12,36 + 0,69 0,34 £ 0,10 13,40 + 0,27
5 RS T 39,09 + 2,50 12,33 +0,50 0,21 £0,10% 7,75 £ 1,31
6 RS T 4293 + 1,1 7,32 +£0,18 0,23 £0,03 6,75 £ 0,81
7 RS T 1629,0 £ 14,0  12,22+0,10 0,10+0,01* 2,74 £0,13*
8 RS B 12,20 £ 0,02 4,87 +0,10 0,17 £0,01* 9,02 + 0,34
9 RS T 38,86 + 1,88 9,96 £ 0,15 # ND 10,88 £ 0,42
10 RS T 43,81 £ 1,47 12,57 +1,22 0,18 £0,03* 15,42 £0,15
11 RS T 57,06 = 0,13 13,35+ 2,15 0,56 £ 0,05 2,11 £0,25*
12 BA T 155,64 £2.0 3,28 +0,10 0,50 + 0,01 5,78 £ 0,20
13 PE T 131,51 £1,60 13,32 +0,85 0,86 £ 0,10 18,74 £ 0,26
14 PE B 55,9 £ 0,80 12,33 £ 1,14 1,40 £ 0,01 17,04 £ 0,42
15 PE R 31,29 £ 0,58 12,91 £ 0,05 1,00 £ 0,01 12,27 £ 0,19
16 MG B 90,79 £2,24 27,17 £0,80 0,33+0,15 8,29 £ 0,25
17 MG T 48,72 + 0,42 12,88 +0,75 0,17 £0,09* 4,71 £0,25%*
18 SP T 53,91 £ 0,84 4,38 £0,10 0,11 £0,01* 7,92 £0,28

T = tinto, B = branco , R = rose.* Estimativa da concentragdo, valores abaixo do LOQ (cddmio 0,22 pg L'l;
arsénio 5 pg L' ); # ND nao detectado

E possivel observar na Tabela 4 que a amostra n° 7, um vinho tinto do Rio Grande
do Sul, apresentou um teor de cobre de 1629,0 pg L™, acima do valor preconizado pela OIV
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(1 mg L"), porém, com relacdo a legislacdo brasileira esse valor € permitido e estd abaixo
do valor mdximo correspondente de 5 mg L! (MERCOSUL/GMC/RES n°12/2011). Com
relacdo a exportacdo, este vinho poderia ser prejudicado, levando em consideracdo que a
presenca de teores maiores que 1 mg L' de cobre na presenca de proteinas e em um
ambiente redutor favorece o fendmeno de casse cuprica (CATARINO, 2008). Nao ¢

desejdvel que um vinho de qualidade contenha um teor de cobre acima desse valor.

Com relacdo aos elementos cddmio e arsé€nio todas as amostras estavam com 0S
teores abaixo dos valores mdximos permitidos (MERCOSUL/GMC/RES n°12/2011, 10 pg
L' e 200 ng L', respectivamente). Para o cddmio, sete amostras apresentaram teores

abaixo do LOQ (amostras n° 3, 7, 8, 10 e 17) e uma amostra teve o teor ndo detectavel
(amostra n° 9). Para o arsé€nio, cinco amostras apresentaram-se abaixo do valor de LOQ

(amostras n°® 1, 3,7, 11 e 17), conforme Tabela 4.
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Espumantes:

Com relacdo aos espumantes (Tabela 5), os valores de cobre também apresentaram
maior variacdo entre as amostras, de 91,5%. O valor mdximo encontrado foi 175,6 pg L'e

o valor minimo foi 10,15 pg | I

Todos os valores dos teores dos elementos estudados estavam abaixo do valor
maximo permitido pela legislacio (MERCOSUL/GMC/RES n°12/2011). Para o ao
cddmio, duas amostras apresentaram valores abaixo do LOQ (amostras n° 2 e 5), e com

relacdo ao arsénio, quatro amostras apresentaram valores menores que o LOQ (amostras 1,

2,5¢9).

Tabela 5. Teores de cobre, chumbo, cidmio e arsénio em espumantes (n=3)

Origem  Cu(ugL™) Pb (ng L") Cd (ngL™) As (ug L")
1 RS 17,03 + 1,01 11,43 + 0,23 0,44 + 0,01 2,98 + 0,60*
2 RS 52,68 +0,42 10,39 + 1,32 0,18 +0,01* 1,17 £0,05*
3 RS 175,6 = 2,30 23,56 + 0,35 0,54 + 0,02 27,71 = 0,89
4 RS 46,08 + 0,26 8,84 +0,42 1,01 £0,01 6,80 + 0,28
5 SP 16,09 + 0,02 7,46 +1,2 0,084 + 0,003* 1,97 +£0,10*
6 SP 27,45 +1,18 13,08 = 0,57 0,67 + 0,06 11,65 +£0,03
7 SP 92,01 + 3,30 34,5+0,8 1,01 +£0,01 6,28 + 0,42
8 MG 10,15 + 0,25 19,56 + 0,21 0,54 + 0,02 18,31 + 0,33
9 BA 125,07 = 2,50 11,03 +2,70 0,24 + 0,01 2,80 +0,19*

*Estimativa da concentracdo, valores abaixo do LOQ (cddmio 0,22 pg L', arsénio 5 ug L"): # ND ndo

detectado
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E importante ressaltar que as amostras que apresentaram valores abaixo do LOQ
foram analisadas novamente e, para algumas delas, foram utilizados os procedimentos de

adi¢do de analito para confirmar a concentragdo encontrada para o elemento.

A visualizagdo geral dos resultados de todos os vinhos pode ser observada na Tabela

6, abaixo relacionada:

Tabela 6. Resultados médios, estimativa de desvio padrdao, mediana, valor minimo e valor

maximo obtido para contaminantes inorganicos em vinhos nacionais.

Amostras de
Valor Valor
Média Desvio Mediana acordo com a
Elemento Minimo Maximo

(gL  (ugLh) (ugLh el (ue L Legislacdo %

e com a OIV

Cu 68,25 58,20 49,38 10,15 1629,0 97,7
Pb 12,54 7,00 12,36 2,24 34,50 100
Cd 0,40 0,33 0,30 0,22 1,34 100
As 6,97 5,73 5,62 0,73 27,71 100

Os valores obtidos mostraram grande variacdo dos teores entre os diferentes tipos de
vinho analisados. A maior varia¢cdo encontrada foi para o elemento cobre (85 %), seguido
pelo cddmio (82 %), arsénio (82 %) e chumbo (56 %).

A Tabela 7 mostra os valores para cobre, chumbo, cddmio e arsénio obtidos neste

estudo, comparando-os com os valores obtidos por outros autores.
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Tabela 7. Comparacio dos valores obtidos em pg L™

literatura.
Elemento Presente Moreira Schiavo
Trabalho (2011) (2008)
Cu 10,1 a 16290  -——-- 56 a764.4
Pb 25a345 @ - 0,3a17,3
Cd <022al3 - 1,7a 8,6
As <5,0a27,7 44al13  ———-

em vinhos brasileiros com os da

Dessuy Spaziani
(2008) (20006)
—————— 50 a395,0
10,0 a 26 a 150
46,0
—————— 0,30 a
0,60

Freschi
(2001)

10,3 a 55

0,03 a
0,20

Os valores apresentados na Tabela 7 sdo bastante variados, podendo-se atribuir tal

variacdo a grande variedade de marcas existentes de vinhos nacionais e as diferentes

técnicas utilizadas pelos autores para a determinacdo dos elementos inorganicos, além dos

diferentes tipos de uva, das condicdes de cultivo e processos de fabricagdo.

Contribuicao das amostras de vinho estudadas na ingesta de As, Cd, Cu e

Pb

O consumo de vinhos no Brasil ainda é baixo, com uma média de 2 litros per capita

por ano, como € possivel observar na Tabela 9, comparado aos paises europeus (Franca 52

litros) e com a Argentina (28 litros) e Chile (18 litros). Porém, estima-se que até 2030 estes

valores dobrem (UVIBRA, 2012).
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Tabela 8. Consumo de vinhos no Brasil (consumo por Estado, em litros per capita/ano).

ESTADOS Consumo (L) ESTADOS Consumo (L)
1. Rio Grande do Sul 4,80 13", Bahia 0,79
2. Sdo Paulo 3,95 14, Rondonia 0,74
3. Parané 3,20 15 Mato Grosso 0,60
4. Esp. Santo e Rio 2,36 16, Amazonas 0,68
Janeiro
5. Santa Catarina 1,99 17" Pernambuco 0,61
6. Distrito Federal 1,21 18", Paraiba 0,43
7. Minas Gerais 1,17 19 Ceard 0,32
8. Amapé 1,06 20" Pari 0,27
9, Acre 1,09 21".  Rio Grande Norte 0,14
10, Roraima 0,92 22, Sergipe 0,11
11 Goids 0,90 23", Alagoas e 0,10
Tocantins
12 Mato Grosso do Sul 0,82 24", Maranhio e Piaui 0,08

Fonte: UVIBRA (Uniéo dos Vitivinicultores do Brasil)

A Comissdao do Codex Alimentarius publicou em marco de 2011, baseada nos
estudos de referéncias do JECFA, um guia com valores toxicolégicos para os principais
contaminates. Para o arsénio é utilizada a referéncia de valor BMDL (Benchmark Dose
Lower Limit), ou seja, a dose limite inferior de referéncia. Este valor foi determinado
através de estudos de modelagem de dose-resposta de dados toxicoldgicos e se refere a 3,0

pg/kg de peso corporeo por dia. Para o cddmio a referéncia usada é PTMI (Provisonal
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Tolerable Monthy Intake), a ingestdo provisodria tolerdvel por més. Este critério é usado
para contaminantes com propriedades acumulativas, com uma meia vida longa no corpo
humano. Seu valor representa a exposicdo humana permitida mensal a um contaminante
associado inevitavelmente ao alimento e seu valor € 25 pg/kg, por peso corpdreo, por mes.
Para o cobre, a referéncia utilizada é o PMTDI (Provisional Maximum Tolerable Daily
Intake), ingestdo didria méixima tolerdvel provisoria, critério adotado para os contaminantes
sem propriedades acumulativas. Seu valor representa a exposi¢do humana admissivel, como
resultado da ocorréncia natural da substincia nos alimentos e na dgua. No caso dos
elementos-traco, que sdo essenciais € sdo inevitdveis nos alimentos, o valor inferior
representa o nivel de essencialidade e o superior, a ingestao maxima tolerdvel. Para o cobre,
esses valores sdao 0,05-0,5 mg/kg por peso corpéreo por dia. Em 2010, a PTWI
(Provisional Tolerable Weekly Intake) de 25 pg/kg por peso corpdreo por semana, para o
chumbo, foi retirada, conforme relatério da Comissdo do Codex Alimentarius, apOs
concluirem através de estudos de dose-resposta que este valor ndo representava um fator de
protecdo a saude, mas a exposi¢cdo humana permitida semanalmente para os contaminantes

com propriedade acumulativas (WHO, 2011).

Considerando os critérios estabelecidos acima e o fato de que um adulto com peso
aproximado de 70 kg pode ingerir cerca de 200 mL de vinho por dia, foi calculada a
contribuicdo dos vinhos estudados na ingestdo de arsé€nio, cddmio, cobre e chumbo,
considerando o valor da mediana e também o valor maximo encontrado para os elementos,
uma vez que todos os vinhos estudados apresentaram teores abaixo dos valores maximos

permitidos pela legislagdo brasileira. Para o arsénio, um vinho com teor de 27,71 pg L'
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(médximo encontrado), a ingestdo semanal seria de 5,54 ug, cujo valor representaria 2,63%
da BMDL. O teor representado pela mediana das amostras (5,62 ug L") seria de 1,12 pge
a contribuicdo em relacio 2 BMDL seria de 0,53%. E importante ressaltar que esse limite
proposto para o arsénio, de 210 ug , considerando uma pessoa de 70 kg , seria para toda a
dieta, e ndo s para o consumo do vinho. Outro fator importante a ser considerado também
¢ a complexidade de todo o processo que envolve a digestdo e que nem toda quantidade do

elemento ingerida é absorvida pelo organismo.

Para o elemento cddmio, considerando que um adulto de 70 kg consumisse 200 mL
de vinho por dia, com teores de 1,34 pg L' (mdximo) e 0,30 ug L"' (mediana), a sua

contribuicao com relacdo a PTMI seria de 0,46% e 0,10%.

Para os vinhos com teores de cobre de 1629 g L (miximo) e 49,38 ug L'

(mediana) a contribui¢ao seria de 0,93 % e 0,03% com relacdo a PMTDI.

Para os vinhos com teores de chumbo de 34 pug L' (mdximo) e 12,36 ug L’

(mediana) a contribui¢do seria de 6,8 ug e 2,5 pg por 200 mL de vinho.

De forma geral, estes valores demonstram que o consumo dos vinhos considerados
neste estudo € uma estimativa, pois existe uma grande variabilidade de consumo entre os
estados, e também entre os teores encontrados, porém considerando os resultados
apresentados acima, concluimos que os vinhos estudados indicam pouca contribuicdo para

a ingestdo de elementos potencialmente téxicos.
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Valores de pH

Os valores de pH medidos nas amostras de vinhos estdo discriminados na Tabela 9.
Para os vinhos de mesa, os valores minimos e maximos foram 3,00 e 3,58, ja para os vinhos
finos os valores minimos e mdximos foram 3,04 e 3,89, enquanto que para os espumantes
esses valores foram 2,80 e 3,36.
Segundo Rizzon, 2010, o pH dos vinhos brasileiros varia de 3,00 a 3,80, dependo
do tipo de vinho (branco ou tinto), da cultivar e da safra.
Os valores de porcentagem de dlcool foram obtidos através da informagdo da

rotulagem de cada vinho e estdo descritos na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores de pH e grau alcodlico das amostras de vinho de mesa, finos e

espumantes.

Vinhos Yo Vinhos Y% %o

mesa pH Alcool finos pH Alcool Espumante Acool pH
M 3,18 9,50 IF 3,37 11,50 1E 7,50 2,80
XM 341 9,50 2F 3,04 12,50 2E 11,80 333
aMm 321 10,50 3F 3,71 13,00 3E 1150 303
4aM 339 10,70 AF 3,17 11,50 4E 12,00 238
sM 310 10,50 5F 3,89 12,50 5E 7,50 3,27
6M 342 9,50 6F 3,74 13,60 6E 10,00 292
™M 3,10 10,10 7F 3,68 11,80 7E 150 336
sM 323 1080 8F 3,54 13,00 8E 9,00 3,25
oM 333 1070 9F 3,75 12,00 9E 10,00 375
oM 322 1050 10F 321 12,00

1M 3,14 10,60 11IF 335 12,00

12M 300 1050 12F 352 11,50

13M 313 10,80 13F 3,8 11,00

14M 358 1150 14F 352 12,00

15M 338 10,60 I5F 3,68 11,30

1eM 3,16 1050 16F 341 12,10

7™M 337 1050 17F 3,6 12,10

18M 304 1070 18F 381 12,50

(vinhos de mesa M; vinhos finos F e espumantes E)
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Em vinhos com pH inferior a 3,2, as bactérias laticas (principais responsaveis pelas
alteracdoes dos mostos e dos vinhos) desenvolvem-se com dificuldade, razdo porque as
espécies ativas ndo podem atacar os aglcares e o vinho obtido é limpido, com poucos
acidos volateis, o que contribui para a melhor conservagao da cor tipica. Por outro lado,
vinhos com pH elevado (superior a 3,5) possuem fraca acidez total e a fermentacao
maloldtica desencadeia-se facilmente, tornando-os mais susceptiveis as altera¢des

oxidativas e bioldgicas.

Quanto mais baixo for o pH maior € a fracdo de di6xido de enxofre livre dissolvido
e volatil e, consequentemente, maior € o poder anti-séptico e o odor que este composto
confere ao vinho (REIS,2007).

O composto mais abundante no vinho ¢ a agua, e em seguida o etanol. A “for¢a” de
um vinho € expressa em termos do conteido de etanol, ou de porcentagem de dlcool por
volume. O etanol desempenha um papel fundamental na percepcao olfativa, tanto pela sua
participacdo no odor como pela influéncia que exerce sobre outros compostos do aroma, ao
fazer diminuir a polaridade do meio ( GALLICE, 2010).

Através da Tabela 9, podemos observar que a porcentagem de 4cool dos vinhos
finos € maior, o que representa um fator de qualidade, pois significa vinhos com um poder
maior de longevidade e conservacdo, tendo em vista que o dlcool possui um efeito anti-

septico em relacdo as leveduras e favorece as precipitacdes tartaricas (FREITAS, 2006).
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Determinacao de polifenoéis totais

Os valores obtidos para os polifendis totais, cuja andlise foi feita em triplicata nos
vinhos estudados, estdo representados na Tabela 10.

Nos vinhos de mesa, os teores variaram em 8,7%, sendo o valor minimo encontrado
de 1464 mg L' (amostra 9) para um vinho branco do Rio Grande do Sul, enquanto o valor
maximo encontrado foi 2.313 mg L! (amostras 3 e 11) para um vinho tinto também do Rio
Grande do Sul e outro de Minas Gerais. Com relagdo aos vinhos finos, a variagdo entre os
valores encontrados foi de 5,7% e os minimos e maximos foram 1.342 mg L! (amostra 20)
e 1.609 mg L (amostra 31), para amostras do Rio Grande do Sul e Pernambuco. Para os
espumantes, a variacdo foi de 8,8% e o teor maximo encontrado foi de 1.774 mg Lt

(amostra 37) em um vinho do Rio Grande do Sul.
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Tabela 10. Teores de polifendis totais em vinhos de mesa, vinho fino e espumantes.

Origem Tipo Polifendis Origem Tipo Polifenois
mg L'AG mg L'AG

2 RS B/M/ 20147 + 26 RS B/F 1378,7 £ 14,2

18.0 Chardonnay Viogner

americana

4 RS /M 28 RS T/F 1416,2 £48,0
2094,1 £0,2 Merlot

americana

30 BA T/F 14552 +

2023,5 + .
Shiraz 17,18

. 16,3
americana

B/F 1364,0 £19,7

2005,9 +
Chenin Blanck

. 22,6
americana

10 RS /M 34 MG B/F 1401,8 £43,1

2087,2+1,6 Chardonnay
americana

12 MG /M 36 SP T/F 14447 £10,1

2129,6 +8,5 Cabernet Sauvignon
americana
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14 MG M 2067.0 + 38 RS E 1611,8 £22,7

29,9

americana

16 Sp B/M 40 RS E 1774,65 +
2012 +85 16,0
americana

18 PR /M 42 SP E 16944 +54
2050,8 £7,5

americana

20 RS B/F 1342,0 £ 44 BA E 1468,0 £21,9
Semillion/Malvdcia 51,9

22 RS Cabernet Franck 1560,8 + 8,0
Tannat

24 RS T/F 14214 +
Tannat 39,3

T(tinto), B(branco), F (fino), M (mesa), E (espumante).

Em alguns tipos de vinho tinto as uvas sdo esmagadas com o engago, a casca € a
semente, gerando maior quantidade de compostos fendlicos uma vez que, segundo Amerine
& Joslyn (1987), o engago contém de 1 a 4%, a casca cerca de 1 a 2% e as sementes, 5 a

8% de compostos fendlicos.
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A diferenca na quantidade de compostos fendlicos dos vinhos tintos e brancos nao
se deve apenas a presenga das antocianinas, mas também aos processos de fabricacdo para a
obtencao do vinho.

Um estudo realizado no Brasil por Freitas (2000), na regido de Bento Gongalves,
RS, revelou que os vinhos tintos daquela regido apresentaram concentra¢do de polifendis
totais entre 491,4 e 1.722,3 mg Lt para vinhos da cultivar Cabernet, entre 430,3 e 1.992,6
mg L! para vinhos da cultivar Merlot e 832,9 a 1.932,9 mg L! para vinhos da cultivar
Tannat.

Gallice (2010) demonstrou, analisando 47 amostras de vinhos de diversas
nacionalidades, sendo que dessa amostragem 16 amostras eram de origem brasileira, que os
teores de polifendis totais variaram entre 970 mg L'a2910 mg L', com média em torno
de 1.910 mg L . Granato (2011) determinou os teores de polifendis totais em vinhos tintos
brasileiros e os valores encontrados variaram de 141,6 a 1.958,7 mg L' em écido galico.
Estes dados estdo concordantes com os resultados encontrados pelo presente estudo,
conforme as médias e medianas apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados médios, estimativa de desvio padrao, mediana, valor minimo, valor

maximo obtido para os teores de polifendis nos vinhos nacionais.

Valor Valor
Média Desvio  Mediana Variacao
Tipo de Vinho L L L Minimo Maximo
(mgL™) (mgL”’) (mgL™) " " CV%

(mgL™) (mgL™)
Mesa 2.046,0 178,5 2.077,1 1.464,0 2.313,0 8,7
Finos 1.443,0 82,8 1.418.,8 1.342,0 1.609,0 5,7
Espumantes 1.606,6 142,3 1.549.4 142,3 1.774,65 8,8
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Andlise Exploratoria de dados empregando Andlise de Componentes

Principais (PCA)

A Tabela 12 mostra que, ap6s a decomposicao, 86 % da varidncia acumulada foi

explicada na quarta componente e 56,86% na segunda componente.

Tabela 12. Porcentagem da variancia acumulada pelo modelo PCA

A Figura 2 mostra a separag¢do encontrada para as amostras (scores) e a influéncia

Nimero da % de Variancia
PC acumulada
1 30,03
2 56,86
3 75,83
4 86,96

das varidveis (loadings) sobre a separacao.
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Figura 2. Tipos de vinho: verde (Fino), azul (Espumante) e mesa (Vermelho).
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Legenda

Tipo: Cor: Estado:

Mesa (M) Tinto (T) RS, MG, SP, BA, PR, PE
Fino (F) Branco (B)

Espumante (E) Rose (R)

Nota-se pela andlise dos scores que as amostras de vinho de mesa se separaram
muito bem das restantes, porém, algumas amostras de espumante e de vinho fino se
misturaram ao vinho de mesa. Nota-se, entretanto, que a maioria das amostras de vinho fino

apresentou uma boa separacdo, na parte superior do grafico.

A varidvel mais importante para separar os vinhos de mesa foi a PF (polifendis
totais), enquanto as varidveis GA (Grau alcodlico) e pH foram as responsdveis pela
separacao dos vinhos finos. Os vinhos espumantes sofreram maior influéncia dos elementos
inorganicos e, certamente, estas varidveis foram as responsdveis pela dispersio destas

amostras.
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Figura 3. Quanto a cor dos vinhos: verde (Branco), azul (Rosado) e vermelho (Tinto).

De acordo com a Figura 3, os vinhos tintos se destacaram por estarem em maior
quantidade, entretanto, nota-se que as varidveis estudadas ndo foram capazes de separar os

vinhos pela cor.

O resultado apresentado na Figura 4 mostra que nao é possivel distinguir um padrao
de vinhos de acordo com a procedéncia dos diferentes estados do Brasil, produtores de

vinho, usando as variaveis estudadas.
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Figura 4. Quanto ao estado de origem: verde (MG), azul (SP), vermelho (RS), amarelo

(BA), rosa (PE), preto (PR).

Por outro lado, o resultado apresentado na Figura 5 mostra que € possivel distinguir a
variedade de uva hibrida americana das demais. A variedade Carbernet se distanciou
razoavelmente da hibrida, porém uvas de outras variedades se dispersaram. As amostras 40
e 41 nao identificam no rétulo a sua variedade. As amostras 37 e 21 sdo Moscatel e Shiraz,

respectivamente.
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Scores on PC 2 (30.49%)
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Figura 5. Quanto a variedade: verde (Cabernet), azul (Outras Uvas), vermelho (Hibrida

Americana).
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CONCLUSAO

Das 47 amostras de vinho analisadas, todas apresentaram teores de As, Cd, Cu e Pb
abaixo do valor miximo permitido pela legislacgio (MERCOSUL/GMC/RES n°12/2011).
Apenas uma amostra de vinho tinto fino do Estado do Rio Grande do Sul apresentou teor
de cobre acima do valor médximo preconizado pela OIV (1 mg L"), o qual pode alterar as
caracteristicas sensoriais deste vinho. Foi observada também uma grande variacdo dos
teores entre os diferentes tipos de vinho analisados. A maior variacdo encontrada foi para o
elemento cobre (85 %), seguido pelo cadmio (82 %), arsénio (82 %) e chumbo (56 %). Tal
variacdo pode ser explicada pelas diferentes varietais utilizadas para fabricacdo dos vinhos,
pelas particularidades de cada processo de fabricacao e pela composi¢do do solo de origem.

Por apresentarem teores relativamente baixos de As, Cd, Cu e Pb, a contribui¢do do
consumo dos vinhos estudados para a dieta, € muito pequena.

Pelos resultados obtidos com a andlise de PCA, a varidvel mais importante, que
separou os vinhos de mesa, foi o teor de polifendis totais, enquanto as varidveis GA (grau
alcodlico) e pH foram as responsdveis pela separacdo dos vinhos finos. Os vinhos
espumantes sofreram maior influéncia dos teores dos elementos inorganicos estudados e
foram os responséveis pela dispersdo destas amostras. Também foi possivel distinguir a
variedade de uva hibrida americana das demais. Observou-se, no entanto, que ndo foi
possivel distinguir um padrdo de vinhos pela sua procedéncia geografica, usando as

variaveis estudadas.
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Estudo da fracio bioacessivel e da fracao dialisavel de As, Cd, Cu e Pb
em vinhos brasileiros pelo método in vitro

RESUMO

A extensdo dos efeitos toxicos causados por elementos potencialmente téxicos ndo &
governada pela concentragdo total, mas sim, pelas formas dos metais que podem ser
eficazes para interagir como ligantes nos sitios biolégicos. A biodisponibilidade de um
elemento depende da capacidade e das formas fisico-quimicas em que o mesmo estd
presente no local de absorcdo para ultrapassar a barreira intestinal e ser potencialmente
biodisponivel. A absorcdo intestinal requer que essas formas sejam soliveis, sendo uma
condi¢c@o necessdria, mas nao suficiente. As técnicas in vitro, utilizadas desde meados de
1930, foram desenvolvidas na tentativa de estimar a disponibilidade de elementos
inorganicos considerados essenciais. Essa metodologia € capaz de quantificar a capacidade
solivel ou dialisdvel do nutriente, mas nio a sua biodisponibilidade propriamente dita, uma
vez que nem todo material solivel ou dialisdvel é absorvido. Portanto, o0 método simula as
condigdes fisioldgicas, como também a sequéncia de eventos que ocorrem durante a
digestdo no trato gastrintestinal. Embora ndo reproduzam na totalidade os fatores
envolvidos na absor¢d@o e na utilizagdo de nutrientes, estes métodos apresentam baixo custo
relativo, rapidez e simplicidade na execucdo, tornando-se modelo importante no sentido de
prever e sugerir estudos in vivo. Neste trabalho, foram estimadas a porcentagem da fracdo
acessivel (soluvel) e dialisdvel dos elementos arsénio, caddmio, cobre e chumbo em
amostras de vinho tinto, branco e espumante através da simulacdo gastrointestinal,
utilizando para separacdo dos elementos a centrifugacio e o saco de didlise. Os resultados
mostraram que para todos os elementos estudados as fracdes soluveis foram maiores que
37% e que as fragdes dialisdveis foram maiores que 43%, indicando a possibilidade desses
elementos terem a capacidade de atravessar a barreira intestinal e serem absorvidos.

Palavras chave: fracdo soluvel e dialisdvel, bioacessibilidade, vinho, As, Cu, Cd, Pb.
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Study of the bioaccessible and dialyzable fraction of As, Cd, Cu and Pb in
Brazilian wines through in vitro method

ABSTRACT

It is acknowledged that the extension of the toxic effects caused by potentially toxic
elements is not governed by total concentration but the forms of metals that may be
efficient to interact with the binders in the biological sites. The bioavailability of an
element depends on the capacity and on the physical-chemical form that the element
presents in the absorption site to go through the intestinal barrier and be potentially
bioavailable. Intestinal absorption requires these forms to be soluble, this being a necessary
condition but not a sufficient one. The in vitro techniques, used since middle 30’s, have
been developed as an attempt to estimate the availability of inorganic elements considered
as essential. This method is able to quantify the nutrient soluble or dialyzable capacity, but
not its bioavailability itself, since not all soluble or dialyzable material is absorbed.
Therefore, the method simulates the physiological environment as well as the sequence of
events that occur during digestion in the gastrointestinal tract. Although it does not totally
reproduce the involved facts in the absorption and use of nutrients, these methods are of
low cost, fast and simple to be performed, thus becoming an important model in the sense
of predicting and suggesting studies in vivo. This paper has estimated the percentage of
accessible (soluble) and dialyzable fractions in the elements arsenic, cadmium, copper and
lead in samples of red, white and fizzy wines through gastrointestinal simulation, using
centrifugation and dialysis sack to separate the elements. The results showed that, for all the
studied elements, the soluble fraction was greater than 37% and the dialyzable fraction was
greater than 43%, indicating the possibility of these elements have the ability to cross the
intestinal barrier and be absorbed it.

Key words: soluble and dialyzable fractions, bioacessibility, wine, As, Cd, Cu and Pb
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Capitulo 4

Introducao

Na avaliagdo de risco a satde, a ingestdo de alimentos é considerada a maior rota de
exposicdo para muitos contaminantes, causada, principalmente, pela contaminagao
ambiental, industrial e também pelos processos de produgcdo dos alimentos

(VERSANTVOORT, 2005).

A ingestdo de certa porcdo de um contaminante nem sempre reflete a real
quantidade disponivel para o organismo. Reconhece-se que a extensdo dos efeitos toxicos
causados por elementos ndo é governado pela sua concentragdo total e sim pelas formas
como os elementos podem interagir eficientemente com os sitios dos ligantes biolégicos

(VERSANTVOORT, 2005).

O termo biodisponibilidade tem sido definido de muitas maneiras, de acordo com a
drea de pesquisa e aplicacdo. A biodisponibilidade inclui dois conceitos importantes:

bioacessibilidade e bioatividade.

A bioacessibilidade € definida como a fragdo do composto que é liberado de sua
matriz no trato gastrointestinal, tornando-se assim disponivel para a efetiva absor¢do
intestinal, sendo concomitantemente levado para a corrente sanguinea (FERNANDEZ-

GARCIA, 2009).

A bioatividade inclui eventos relacionados com a forma como o composto bioativo

¢ transportado e atinge o tecido alvo, como ele interage com as biomoléculas, o
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metabolismo ou a biotransformagdo que pode sofrer e a formacdo de biomarcadores e as
respostas fisioldgicas que provoca. A partir de estudos de bioatividade, pode-se realmente
avaliar quais os efeitos benéficos ou maléficos de um determinado alimento a saide em

nivel celular FERNANDEZ-GARCIA, 2009).

7z

A biodisponibilidade de um nutriente ou de um micronutriente € um processo
dindmico, influenciado por uma diversidade de fatores relacionados tanto a dieta quanto ao
individuo, ndo podendo ser considerada propriedade exclusiva do alimento ou da dieta.
Entdo, avalia o real valor nutricional de um alimento, em relacdo aos seus componentes
essenciais ou toxicos que sdo efetivamente absorvidos pelo organismo (COZZOLINO,
2007).

Cerca de 90% de toda a absor¢do de nutrientes ocorre no intestino delgado. Os
outros 10% no estdmago e no intestino grosso. Qualquer material ndo digerido ou nao
absorvido, deixado no intestino delgado, passa para o intestino grosso. O intestino delgado
possue uma extensao de 2-6 m. Seu didmetro é de cerca de 4 cm e possui trés segmentos
histologicamente pouco distintos: o duodeno, com cerca de 25 a 30 cm; o jejuno, com 2 m;
e o ileo, com 3 a 4 m. O intestino delgado humano possui uma &4rea absortiva de
aproximadamente  100.000 cm2, sem considerar a darea de microvilosidades
(EKMEKCIOGLU, 2002). A absor¢ao no intestino delgado ocorre, preferencialmente, no
duodeno e na por¢do proximal do jejuno (nos 100 cm iniciais) de sua extensdo. A alta taxa
de absor¢do centralizada nessa regido ocorre porque essa superficie intestinal apresenta
certas peculiaridades como: dobras de Kercking, vilosidades e microvilosidades que

facilitam o processo de absorcao dos nutrientes (BRANDON et al.; 2006).
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A massa semi-liquida e disforme de alimento parcialmente digerido que passa ao

longo do trato digestivo é chamada quimo (chymos, suco) (JACOB, 1983).

O processo de digestio de um nutriente/mineral no interior do sistema digestivo
inicia na boca, onde ocorre a trituragao do alimento e, devido a a¢do da amilase salivar,
tem-se a primeira degradacdo do amido, o qual € convertido em maltose. Posteriormente, o
bolo alimentar segue em direcdo ao estdbmago e, em seguida, ao intestino. Devido a
producdo de acido cloridrico (HCl) o estbmago possui uma elevada acidez, facilitando a
conversao do pepsinogénio em pepsina, sendo esta empregada na degradacdo de proteinas,
levando a produgdo de aminoécidos, oligopeptideos e polipeptideos. Apds uma parte do
alimento acidificado ser digerido no estdbmago, este é direcionado para o intestino delgado,
onde enzimas e fluidos sdo adicionados ao quimo através do pancreas e do figado. A acdo
do bicarbonato, secretado pelo pancreas, neutraliza o quimo acidificado, prevenindo danos
a mucosa intestinal. O epitélio do intestino, juntamente com o pancreas, secreta fluidos
contendo enzimas (amilase, lipase, protease, peptidase) que agem na digestdo de amido,
proteinas, carboidratos e gorduras. O figado adiciona bile, que € uma mistura complexa de
sais biliares, e agentes que auxiliam na digestdo de gorduras. Ao final do processo tem-se a
absor¢do no intestino delgado dos produtos gerados por esta sequéncia de quebras
enzimaticas, bem como a absorcdo de vitaminas e sais minerais. A dgua € absorvida no
intestino grosso e, logo apds, tem-se a defecacdo. Apds este processo complexo de
digestdo, o nutriente/elemento poderd ser absorvido, metabolizado e utilizado na

manutencao do organismo (SILVERTHORN, et al. , 2003).
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Metodologias aplicadas para a determinacao da bioacessibilidade:

Na pesquisa, varios métodos tém sido utilizados para estimar a biodisponibilidade
de nutrientes, entre eles: método in vitro, in vivo e método por balanco de massa, além de
medidas do nutriente no plasma ou ainda da atividade de enzimas, apds a suplementacao do

nutriente (COZZOLINO, 2006).

Os testes in vivo empregam cobaias (ratos, coelhos, porcos e macacos) e humanos, e
sd@0 muito usados nas dreas biomédica e farmacéutica, para determinar a biodisponibilidade
efetiva de medicamentos, drogas ou de materiais contaminados, ao serem administrados

diretamente na dieta de cobaias (BOSSO& ENZWEILLER, 2008).

A técnica do balanco de massa consiste em determinar a quantidade absorvida
através da medicao da diferenca entre as quantidades ingeridas e excretadas do composto
nutriente ou bioativo. A técnica de bioensaios (bioatividade) consite na monitorizagdo do
aumento no plasma / soro da concentracdo do composto nutriente ou bioativo. Estas
abordagens tém sido aplicadas em animais de experimentagdo ou seres humanos para
determinar a absor¢do de carboidratos, minerais, vitaminas, fitoquimicos e outros. Os
estudos in vivo em humanos € a tecnica padrdo para determinar a biodisponibilidade de
nutrientes alimentares ou compostos bioativos, apesar de algumas abordagens

experimentais serem tecnicamente invidveis (FERNANDES-GARCIA, 2009).
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As técnicas in vitro, utilizadas desde meados de 1930, foram desenvolvidas na
tentativa de estimar a disponibilidade de elementos inorganicos considerados essenciais.
Essa metodologia é capaz de quantificar a capacidade solivel ou dialisdvel do nutriente,
mas ndo a sua biodisponibilidade propriamente dita, uma vez que nem todo nutriente ou
micronutriente solivel ou dialisdvel é absorvido. Portanto, o0 método simula as condicdes
fisiolégicas, como também a sequéncia de eventos que ocorrem durante a digestdo no trato
gastrintestinal. Embora ndo reproduza na totalidade os fatores envolvidos na absor¢do e na
utilizacdo de nutrientes, estes métodos apresentam baixo custo relativo, rapidez e
simplicidade na execug¢do, tornando-se modelo importante no sentido de prever e sugerir

estudos in vivo.

A simulacdo mais complexa e préxima da composicao real do suco gastrointestinal
humano € apresentada por Versantvoort et al. (2004), embora este modelo ndo considere a
atividade dos micro-organismos presentes nas partes superior (boca + estdbmago) e inferior

(duodeno + jejuno + ileo) do sistema digestivo humano (BOSSO, 2008).

Em modelos de digestdo in vitro o processo de digestdo no trato gastrointestinal é
simulado de uma maneira simplificada pela aplicacdo das condi¢des fisioldgicas, ou seja,
baseados em composi¢cdo quimica, pH dos fluidos digestivos e periodos de tempo de
residéncia tipico para cada etapa. A bioacessibilidade do contaminante pode ser
determinada em cada etapa, no entanto, a absor¢do dos nutrientes ocorrem em uma pequena
area do intestino, por conseguinte, a bioacessibilidade € principalmente determinada apenas

no quimo da fase do intestino delgado (FERNANDEZ-GARCIA, 2009).
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O modelo in vitro de digestdo descreve um procedimento de trés etapas que simula
os processos digestivos na boca, estdmago e intestino delgado. Em cada uma das etapas, a
matriz € incubada a 37 ° C, durante um tempo previamente estabelecido para cada etapa. A
digestdo € iniciada pela adi¢do de saliva artificial e, posteriormente, por sucos gastricos e
fluidos intestinais que sdo adicionados para simular os processos digestivos no estdmago e
no intestino delgado, respectivamente (VERSANTVOORT, 2005). A etapa do intestino
delgado pode ser simulada por diversos modelos, entre eles o uso de um saco de didlise
(membrana) com porosidade conhecida, ou uso de modelos baseados em cultura celular
para a simula¢do da absor¢do do composto de interesse no epitélio intestinal, com destaque
para a utilizacio das células Caco-2. As células Caco-2 sdo extraidas do adenocarcinoma de
cOlon humano, regido do duodeno. Apds sua cultura em filtros especificos (Transwell®)
proporcionam uma barreira fisica e bioquimica para a passagem de ions e de pequenas

moléculas (MAURER, 2010).

Foi reportado por Coles et al. (2005) o uso de uma Unica enzima purificada para a
simulacdo do teste in vitro, o que facilitaria a padronizacdo do método e a comparacdo de
resultados entre laboratdrios, porém a digestao de um nutriente € influenciada pela digestao
de outros nutrientes, entdo, o uso da mistura de diversas enzimas nos diferentes fluidos

torna o experimento mais realistico e mais reprodutivel (HUR et al.; 2011).

O volume de fluidos disponiveis no trato gastrointestinal para um composto se
dissolver € dependente do volume de fluidos ingeridos, secrecoes e fluxo de dgua através da
parede do intestino. Cerca de 2-3 litros sdo ingeridos por dia, o que estd de acordo com o

consumo médio de um adulto. O volume ingerido é recebido, juntamente com as secrecoes
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enddgenas de saliva (= 1L), sucos géstricos (= 2L), sucos pancredticos (= 2L) e bile (<1L),
pela primeira por¢dao do duodeno. Estas secre¢des vao totalizar cerca de 6 litros por dia e
sdo essenciais para a digestdo normal luminal dos géneros alimenticios. A maioria destes
sumos ¢ secretada pos-prandial. Além disso, o intestino segrega cerca de 1-2 litros por dia,
para proteger as células epiteliais com muco e para melhorar o contato entre o conteido
luminal e as células epiteliais. Este liquido é rapidamente reabsorvido e cerca de 7-8 litros
jé € absorvido no intestino delgado. Apenas 1,5 litros sdo apresentados para o célon por dia,
dos quais cerca de 1,3 litros sdo absorvidos, com o restante para a formacdo de um dos

componentes das fezes (VERSANTVOORT, 2004).

Assim, contabilizando a absor¢cdo dos sucos digestivos durante o trinsito, uma
propor¢dao em volume de 1,5 (ingestdao de alimentos): 1 (saliva): 2 (suco gastrico): 2 (suco
pancreatico): 1 (bile) foi proposto para o modelo in vitro de digestio (VERSANTVOORT,

2004).

O objetivo deste trabalho foi estudar a fracdo bioacessivel e a fracdo dialisavel dos

elementos As, Cd, Cu e Pb em vinhos brasileiros, utilizando o método in vitro.

Material e métodos

Amostras

Foram estudadas amostras de vinhos brasileiros adquiridos no comércio. Foram
selecionadas 01 amostra de vinho tinto, 01 de vinho branco e 01 de espumante. As amostras

foram escolhidas considerando a concentragdo dos elementos estudados, de forma que ndao
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fosse necessdrio adicionar os elementos nas amostras. Porém, ndo foi possivel obter
amostras dos diferentes tipos de vinho que tivessem a mesma propor¢ao para todos os

elementos.

Reagentes e padroes

Para a determinagdo dos elementos As, Cd, Cu e Pb foram utilizados os seguintes

reagentes e padroes:

Acido nitrico (65%) (Merck), previamente destilado em destilador sub-boiling,
peréxido de hidrogénio (30% m/m, MERCK), modificadores quimicos nitrato de palddio
1000 g L™ (Perkin Elmer), nitrato de magnésio 1000 g L' (Perkin Elmer), dihidrogeno

fosfato de amonio em HNOj; (Perkin Elmer).

Padrdes Titrisol (Merck ou Carlo Erba) para absor¢do atdmica para cddmio (CdCl,),
cobre (CuCl,) , arsénio (As;Os) e chumbo Pb (NOs), preparados em baldes calibrados em
meio de 4cido nitrico diluido a 1% v/v nas concentracdes de 1000 mg L. Diariamente,
eram preparadas solucdes de trabalho de 100 pg L' para cobre, chumbo, cddmio e arsénio.

O diluente dessas solucdes era HNO3 0,2% v/v.

Foi utilizada uma solucdo de lavagem para o amostrador automético com 1% v/v de

HNOs e 0,2% de Triton —X100 (Sigma/Aldrich).

Todas as solugdes foram preparadas com dgua desionizada de alta pureza

(resistividade 18,2 MQ cm) obtidas pelo sistema MilliQ — (Millipore, Bedford, MA, EUA).
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Os baldes utilizados para o preparo das curvas analiticas eram confeccionados com
®
Pyrex™ grau A.
Toda vidraria e frascos de polietileno foram lavados com detergente neutro e
deixados em banhos com &cido nitrico 20% v/v por pelo menos 24 horas e, em seguida,

enxaguados com dgua desionizada antes do uso.

Para a simulacdo do modelo de digestdo in vitro foram utilizados os seguintes

reagentes e bioativos:

Acido trico 99% - ref. U 2625 (Sigma, Zwijindrecht, Holanda), a-amilase de
Aspergilus oryzae — ref. 86250 (Sigma, Zwijindrecht), Pepsina de mucosa gastrica de
suinos — ref. P7000 (Sigma, Zwijindrecht), Albumina bovina fracdo V em p6 — ref. (Sigma,
Zwijindrecht, The Netherlands), Lipase tipo II em estado bruto obtida de pancreas suino —
ref. L3126 (Sigma, Zwijindrecht), Mucina tipo II - ref. M 2378 (Sigma, Zwijindrecht),
Pancreatina de pancreas suino — ref. P1625 (Sigma, Zwijindrecht), Extrato de bile suino ref.
B8631 (Sigma, Zwijindrecht), Ureia (Sigma, Zwijindrecht), Glicose (Sigma, Zwijindrecht),

Acido glicurdnico (Sigma, Zwijindrecht), Cloreto de glicosamina (Sigma, Zwijindrecht).

Sais de KCIl (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil), KSCN (Synth, Diadema, Brasil),
NaH,PO, (Cinética Quimica), NaSO, (Synth, Diadema, Brasil), NaCl (Carlo Erba),
NaHCO;, (Merck, Darmstadt, Alemanha), CaCl, (Cinética Quimica), KH,PO, (Cinética
Quimica), MgCl, (Synth, Diadema, Brasil) HCl a 37% (g/g) (Merck, Darmstadt,

Alemanha).
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Saco para didlise, de 21 mm de diametro, 12 kDa - ref. D6066-25EA (Sigma,
Holanda).

Equipamentos

O instrumento utilizado para a determinacdo dos elementos inorginicos foi um
espectrometro de absorcdo atdmica, com atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite
(Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA; modelo AAnalyst 600), com corretor de fundo baseado
no efeito Zeeman, amostrador automatico (modelo AS-800), tubos de grafite com

aquecimento transversal e plataforma de L’vov integrada.

Como fontes de radiacdo foram utilizadas as seguintes lampadas: Lampada
monoelementares de descarga sem eletrodo (EDL) para deteccao de As, Pb e Cd e lampada
de catodo oco (HCL) para a determinag@o de Cu. A vazao de argdnio como gas de purga foi

de 250 mL min™'. Esse gds foi interrompido durante a etapa de atomizagao.

Foram também utilizados banho de Ultrassom — modelo USC 1400, 120 W
(Unique), banho de 4gua Dubnoff microprocessado — Modelo Q226 M - (Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda.), Sdo Paulo Brasil, centrifuga de tubos — Quimis - Modelo Q222 T/TM -
(Quimis Aparelhos Cientificos Ltda.), Sao Paulo Brasil, medidor de pH de leitura digital
com precisdo 0,01 unidades com eletrodo combinado.- Hanna , modelo 200, sistema de
digestdo por radiacdo micro-ondas - Modelo Milestone, Sorisole Ethos Milestone e sistema

de ultrapurificacdo de dgua Milli Q — (Millipore, Bedford, MA, EUA).
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Método
Procedimento para digestao in vitro

Procedimento para determinacao da fracao bioacessivel (solavel)

No modelo de digestdo in vitro utilizado, o processo de digestio no trato
gastrointestinal em humanos € simulado de uma maneira simplificada pela aplicacdo de
condi¢des fisiologicamente determinadas, como a composicdo quimica dos fluidos
digestivos, periodos de tempo de residéncia de incubagdo e pH para cada etapa de digestao.
O método utilizado foi proposto por Versantvoort, 2004 com algumas modificagdes, como
a adicdo de uma etapa de banho de gelo com a finalidade de diminuir a atividade

enzimatica.

Este modelo simula trés etapas do processo de digestao, boca, estdmago e intestino

delgado.

Todo o experimento foi realizado em triplicata para as amostras e para o branco

analitico (4gua desionizada).

Em tubo “falcon” de 50 mL foram pipetados 10,0 mL de vinho e, em seguida, foram
adicionados 6,0 mL de fluido salival. A mistura foi homogeneizada e colocada no banho de

dgua de Dubnoff, a 37°C, com agitacio por 5 minutos. O pH medido nesta etapa

encontrava-se em torno de 6,80.
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Entdo, 12,0 mL de suco gastrico foram adicionados as amostras e brancos e
colocados novamente no banho de dgua de Dubnoff por 2 horas, a 37°C. O pH medido

estava entre 2,0 - 2,5.

Finalmente, foram adicionados 12,0 mL de suco duodenal, 6,0 mL de suco biliatico
e 2,0 mL de bicarbonato de s6dio nas amostras e nos brancos. As amostras voltaram para o
banho de 4gua de Dubnoff a 37°C com uma velocidade de agitacdo de aproximadamente 80

ciclos por minuto, por mais 2 horas.

As amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 2000 rpm e, em seguida,
colocadas em um banho de gelo por 30 minutos, com a finalidade de paralisar a acdo das
enzimas e evitar a continua sedimentagdo dos reagentes. O sobrenadante (quimo) foi
separado da fase precipitada e transferido para outro tubo de “falcon” de 50 mL. O quimo

entdo foi tratado através da mineralizacdo 4cida assistida por radiacdo micro-ondas.

Procedimento para a mineralizacao acida do quimo (fracdo bioacessivel)

por micro-ondas:

Considerando que, apds o procedimento de digestdio e a separacdo por
centrifugacdo, o sobrenadante obtido (quimo) apresentou-se bastante rico em matéria
organica em fun¢do da adicdo dos reagentes da digestdo, foi necessaria uma etapa de pré-
tratamento antes da determinacdo por GF AAS dos elementos de interesse. Devido as
vantagens que a mineralizagdo 4cida assistida por radiagdo micro-ondas apresenta, a mesma

foi selecionada para esta finalidade.
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Num volume de 5 mL de amostra (quimo) foram adicionados 2 mL. de HNO3 a 65%
v/v e 1,5 mL de peréxido de hidrogénio 30% m/m. Os frascos das amostras e do branco, em
triplicata, foram fechados e submetidos ao seguinte programa térmico no sistema de

mineralizacdo por micro-ondas (Tabela 1).

Tabela 1. Programa de aquecimento utilizado no forno micro-ondas para o tratamento do

quimo de vinho obtido no ensaio de digestao in vitro.

Etapa Rampa (min) Permanéncia (min) Temperatura (°C)
1 6:00 4:00 80
2 3:00 5:00 130
3 5:00 10:00 200

Apés o resfriamento do sistema, os frascos foram abertos dentro da capela, as
amostras foram transferidas para baldes de 10,0 mL e o volume completado com édgua

desionizada.

Procedimento para determinacao da fracao dialisavel:

Todo o experimento foi feito em triplicata para as amostras e para o branco

analitico. O método utilizado foi proposto por Versantvoort, 2004 .

Em tubo “falcon” de 50 mL foram pipetados 10,0 mL de vinho e adicionados 6,0
mL de saliva. A mistura foi homogeneizada e colocada no banho de dgua de Dubnoff , a
37°C, com agitacdo constante por 5 minutos. O pH medido estava em torno de 6,8. Entdo,

12,0 mL de suco gastrico foram adicionados as amostras e aos brancos e colocados
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novamente no banho Dubnoff por 2 horas, a 37°C. Nesta etapa, o pH medido estava

compreendido entre 2-2,5.

Finalmente, foram adicionados 12,0 mL de suco duodenal, 6,0 mL de suco biliatico
e 2,0 mL de bicarbonato de s6dio. As amostras voltaram para o banho de dgua de Dubnoff

a 37°C, com agitacdo, por mais 30 minutos.

Ap6s esse periodo todo o conteido da digestdo (50 mL), foi colocado dentro de um
saco de didlise de 12 kDa, previamente ativado (banho de dgua por 10 minutos), fechado
nas extremidades e colocados em bequer de 250 mL, contendo 4dgua deionizada (205,5 mL)
e bicarbonato de sédio (4,5 mL), volume suficiente para atingir pH 7,4 (pH fisioldgico). As
amostras voltaram para o banho de dgua de Dubnoff, a 37°C, com uma velocidade de

agitacdo de aproximadamente 80 ciclos por minuto, por mais 2 horas.

ApOs este periodo, os sacos de didlise foram retirados dos bequeres e o dialisado
(volume externo da membrana) foi recolhido em frasco apropriado para a determinacao dos

elementos.

Uma representacio esquemadtica da digestdo in vitro estd apresentada na Figura 1. A

saliva e os sucos digestivos foram preparados artificialmente.
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2 horas a 37°C

!

6 mL de suco
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da dialise.
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Centrifugagdo 30
min a 3000 rpm

(banho de gelo)

Sobrenadante
(Fragdo soldvel)

Dialisado

Figural. Representacdo esquemadtica do modelo de digestdo in vitro.
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Tabela 2. Fluidos sintéticos para o modelo in vitro, composi¢do e concentracao.

Fluido Salival Fluido Géstrico Fluido Duodenal Fluido Biliatico
10 mL KCI 89,6 gL”! ;
. ,  40mLNaCl1753 gL
10 mL KSCN 20 g L 15,7 mL NaCl 175,3 gL 30 mL NaCl
. 40 mL NaHCO; .
10 mL NaH,PO, 3,0 mL NaH,PO, 88,8 g L 847 o - 1753 gL”
Solucoes 88,8 gL 9,2 mL KC189,6 g L '8 , 68,3 mL NaHCO;
. , 10 mL NaH,PO, 8 g L’ .
inorgianicas 10 mL Na,SO,57 gL~ 18 mL CaCl,.2 H,022,2 gL~ . 84,7gL
. . 6,3 mL KC189,6 gL .
1,7mL NaCl 1753 g L~ 10 mL NH,C130,6 g L . 42mLKCI89,6 gL
10 mL MgClL, S gL~
20 mL NaHCO; 6,5 mL HC137% g/g 150 uL HC1 37% g/g
: 180 uL HC1 37% g/g
84,7gL”
10 mL glicose 65 g L™
10 mL &cido glicur6nico
Solucdes ; . 2gL"! ‘ : _ :
8 mL uréia 25 g L : 4 mL uréia 25 gl 10 mL uréia 25 gl”
Organicas 3,4 mL uréia 25 gL
10 mL cloreto de glucosamina
33gL!
Bioativos 9 mL CaCl,.2 H,0 i (A TEE
mL CaCl,.
(adicionar a 290 mg a-amilase 1 g BSA 22,2 gLt . i . ’
- 8
mistura de 15 mg 4cido drico 2,5 g pepsina 1 gBSA Ay
20 8
organicos e 25 mg mucina 3g mucina 9 g pancreatina -
ile
inorganicos) 1,5 g lipase £
pH 6,8 £0,2 1,3+£0,2 8,1£0,2 82+0,2

A Tabela 2 descreve os fluidos sintéticos, bem como sua composi¢do e

concentracdo para o modelo in vitro usado neste trabalho.

As solugdes organicas e inorganicas foram completadas para 500 mL com &4gua
desionizada. Os reagentes bioativos de origem bovina, suina e flingica foram adicionados
ap6s a mistura dos compostos organicos e inorganicos. O pH de cada etapa foi medido e

controlado. Todos os reagentes foram preparados no momento do uso.
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Resultados e discussao

Foram determinadas as concentracdes totais de As, Cd, Cu e Pb nos vinhos usando a
técnica de GF AAS e, ap6s a aplicacdo do modelo de digestao in vitro, foram determinadas
as porcentagens das fracdes soltiveis e também das fracdes dialisdveis destes elementos nas
amostras de vinho tinto, branco e espumante. Neste trabalho consideramos a fragcao solivel
a porcentagem do elemento que € capaz de se separar da matriz (quimo). A fracdo
dialisdvel corresponde a porcentagem do elemento que se separou da matriz e foi capaz de
atravessar a membrana de didlise. Para avaliar a porcentagem de analito dialisdvel foi
necessdrio utilizar um saco de didlise na ultima fase do modelo de digestdo. Os sacos de
dialise utilizados neste estudo, ttm uma permeabilidade em particular definida pelo termo
“molecular cut-off ” (MCO), que corresponde a massa da maior proteina globular que
pode passar através dos poros da membrana que constitui o saco de didlise. Em geral, as
proteinas que possuem uma massa maior que valor-MCO (12 kDa) serdo retidos pela
membrana. O valor-MCO ¢é aproximadamente proporcional ao raio do poro da membrana.
As caracteristicas de permeabilidade das membranas artificiais, principalmente
determinadas pelos valores MCO, devem corresponder as condi¢des in vivo
(EKMEKCIOGLU, 2002). Este processo baseia-se no fato de que os compostos presentes
no extrato gastrointestinal devem ser dialisados para atingir uma condi¢cdo de equilibrio
entre a parte interna e externa do saco de didlise, simulando o processo de transporte do
analito para o organismo.

A fracdo soluvel (bioacessivel) e dialisdvel massica dos elementos estudados foram
calculadas de acordo com a equacgdo (1):
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Equacao 1:

Fracao bioacessivel ou dialisavel (%, m/m) = massa do elemento solivel  x (100)

massa total do elemento

onde a massa do elemento solivel refere-se a massa do elemento presente no quimo ou no
dialisado obtido no método de digestdo in vitro e a massa total do elemento refere-se a
massa total do elemento submetido ao ensaio, calculada com a determinacdo da
concentracao total do analito na amostra.

As fragdes potencialmente assimildveis de arsénio, cddmio, cobre e chumbo,
presentes no vinho digerido, foram determinadas apds a centrifugacdo, como fragao soldvel
(bioacessivel), e as fracdes que ultrapassaram as membranas do saco de didlise apds a
aplicacdo do modelo de digestao foram determinadas como fragdo dialisavel.

As Tabelas 3 a 6 apresentam os teores totais e as fragdes bioacessiveis (soldveis) e

dialisadas obtidas para os elementos cobre, chumbo, cddmio e arsénio, respectivamente.
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Cobre

Tabela 3. Teor total, fracdo solivel e fracdo dialisdvel do cobre nos vinho tinto, branco e

espumante.
Cobre Vinho tinto Vinho branco Espumante
Teor total (ug L'l)
1629,0 £ 14,0 55,9 £ 0,80 241,8+23
Fracao solivel
% 83+4 80 +£23 86 + 13
Dialisavel
% 10£0,6 10£1 25+3

Os valores obtidos para os vinhos tinto, branco e espumante demonstraram que 80%
do cobre presente provavelmente estava na forma solivel, porém com relacdo a fragcdo
dialisdvel as porcentagens foram bem menores e iguais para os vinhos tinto e branco (10%)
(Figura 2). Este fato pode estar relacionado com algumas evidéncias citadas na literatura de
que o cobre e o chumbo presentes nos vinhos estdo principalmente associados a
macromoléculas maiores que 30 kDA, e, portanto, ndo ultrapassam os poros do saco de

didlise. (AZENHA, 2000).
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Figura 2. Fracdo bioacessivel (solivel) e dialisdvel do cobre nas amostras de vinho tinto,
branco e espumante.

A biodisponibilidade de um elemento depende da capacidade da sua forma fisico-
quimica, que estd ligada ao sitio de absorcdo, de ultrapassar a barreira intestinal. A
absor¢do intestinal requer que as formas sejam soliveis, sendo uma condi¢do necessdria,
mas nao suficiente. O elemento que pode ultrapassar a barreira intestinal € potencialmente

biodisponivel.

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS, Genebra), as formas soluveis de
cobre sdo absorvidas a partir do intestino com uma efici€éncia usualmente na faixa de 40 a
60%. Alguns fatores podem inibir a absorcdo de cobre a partir do limen intestinal,
reduzindo a sua biodisponibilidade geral; a forma quimica na qual o cobre se encontra afeta
acentuadamente sua absorcdo. As espécies altamente soluveis de elementos metélicos, tais

como o sulfato ou nitrato, sdo prontamente absorvidas, enquanto outras formas insoliveis,
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como o 6xido de cobre, sao pouco absorvidas e as formas complexas como a porfirina de

cobre ndo sao absorvidas.

O aumento do pH reduz a absor¢do do cobre. Isto se deve provavelmente a
diminui¢cdo de Cu™ e um predominio de hidréxido de cobre (II), [Cu(OH);], que tende a
precipitar. E conhecido que a fragdo de cobre presente em grios de cereais pode formar
quelatos com lecitinas e glicoproteinas, que se dissociam em valores baixos de pH e
formam complexos insoldveis. Um complexo de cobre, como o cobre metionina, é mais
facilmente absorvido do que o cobre na forma de sais inorganicos. Cisteina e &cido
ascorbico, em contrapartida, podem reduzir a biodisponibilidade de cobre, provavelmente

através da reducdo de Cu(Il) para Cu (I) (MENEZES, 2010).

Chumbo

A solubilidade das diferentes espécies de chumbo depende do pH do meio. Em pH
acido (1 a 5), como o encontrado no estdmago humano, muitas espécies de chumbo sao
soliveis, e por isto a ingestdo de alimentos, solo ou poeiras contaminadas pode resultar na
absor¢do do chumbo. A absor¢do do chumbo ocorre no estdbmago (em menor escala) e no
duodeno, desde que as condi¢des sejam favordveis. O elemento deve estar soldvel, na sua
forma livre (Pb>*) ou complexada por aminodcidos, dcidos ou sais orginicos e pelos
componentes da bile. Desta forma, é transportado através da parede epitelial, onde pode ser

absorvido e entrar na circulagdo sanguinea (BOSSO, 2008).
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Neste estudo, os valores obtidos para as fracdes variaram de 52 a 89% para a fracdo
solivel e de 43 a 80% para a fracdo dialisdvel, como mostram os dados da Tabela 4,
diferentemente do que foi reportado por Azenha et al., em 2000, quando determinou as
fragdes soliveis de chumbo em vinhos de Portugal e obteve 74 a 77% para os vinhos
brancos e 36 a 39% para os vinhos tintos, utilizando um método modificado descrito por
Crews et al., 1986. Porém, este resultado pode ser devido a diferenca do método utilizado
quanto a composicdo dos sucos e fluidos digestivos e também pelas diferencas da

composi¢do dos vinhos estudados.

Tabela 4. Teor total, fracao solivel e fra¢do dialisavel de chumbo nos vinhos tinto, branco

€ espumante.

Chumbo Vinho tinto Vinho branco Espumante
Teor total (ug L) 22,0+£0,2 30,7£0,8 23,6 £0,3
Fracao solivel 83,0+4 52+2 89 £ 27

%
Dialisavel 80 15 43 £8 60 £ 15
%

A biodisponibilidade média de chumbo presente numa dieta comum (alimentos e
dgua) de criancas varia de 40 a 53% e em adultos de 7 a 15%. Para a ingestdao de solos e

poeiras, a EPA (EUA) propde uma biodisponibilidade média de Pb em torno de 30%,
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enquanto para dgua e a dieta ela é de 50%. Estes resultados sdo provenientes de testes in

vivo executados com porcos, que viviam em solos contaminados (OOMEN et al., 2003).

Estudos realizados por McKinnon e Scollary (1997) demonstraram que a maioria do
Pb presente nos vinhos € encontrado complexado com moléculas cuja massa molecular é
superior a 30 kDa. Os taninos condensados foram identificados como os ligantes mais
provaveis para Pb. A concentracdo de taninos nos vinhos tintos é geralmente maior do que
nos vinhos brancos. Estes compostos polifendlicos sdo considerados como um fator anti-
nutricional, porque eles podem diminuir a digestibilidade dos nutrientes. Peaslee e
Einhelling (1977), mostraram que os taninos inibem a bioacessibilidade do chumbo de

alimentos em estudos realizados em camundongos.

Os valores de polifendis totais encontrados para as amostras estudadas foram:
espumante 1.540 mg L, vinho tinto 1.421 mg L e vinho branco 1.359 mg L' e a fracdo
dialisdvel dessas amostras foram espumantes (60%), vinho tinto (80%), vinho branco
(43%). Porém, esses teores representam os polifendis totais onde outras moléculas estdo
presentes, como as antocianinas e os flavondides entre outras, € ndo somente o teor de
taninos, ndo permitindo dessa maneira a relacdo entre teor total de polifendis e fracdo

dialisavel.
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Figura 3. Fragao bioacessivel (solivel) e dialisivel do chumbo nas amostras de vinho tinto,
branco e espumante.

Observa-se na Figura 3, que a fracdo soldvel de chumbo nos vinhos foi ligeiramente
maior que a fracdo dialisavel e, também, que a capacidade de permeabilidade através da
membrana do saco de didlise independe da concentragcdo total do elemento, ou seja, na
Tabela 4 observa-se que o vinho branco apresentou maior concentragdo total de chumbo,

porém a poecentagem da fracdo soluvel e dialisdvel foi menor que os outros vinhos que

apresentaram menor concentracao total.
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Cadmio

Analisando a Tabela 5 e a Figura 4, observamos uma alta porcentagem da fracdo
dialisdvel do cddmio, indicando que grande parte do cddmio presente nas amostras de vinho
provavelmente estaria na sua forma livre, ou foi liberada através da lise ocasionada com a
presenca das enzimas adicionadas no procedimento de digestdo in vitro. Outra possibilidade

€ que cddmio poderia estar ligado as moléculas de baixa massa molecular, como alguns

aminodcidos que atravessariam os poros do saco de didlise.

Tabela 5. Teor total, fragdo solivel e fracao bioacessivel de cddmio nos vinho tinto, branco

€ espumante.

Cadmio Vinho tinto Vinho branco Espumante

Teor total (ug L")
1,02 £ 0,10 1,40 £ 0,02 1,40 £ 0,09

Fracao soltvel

%0 100 £ 12 37+6 84 +24
Fracao dialisavel

%o 124 + 1 102 + 10 107 =10

Observa-se, também, que as amostras de vinho branco e de espumante mostram o
mesmo teor para o cddmio total. Entretanto, os resultados da frac¢do solivel e da dialisdvel
foram diferentes, demonstrando que os fatores que envolvem a capacidade de solubilidade

e permeabilidade dependem da composi¢do da amostra.

A contaminagdo de solos por cddmio € atribuida ao uso de fertilizantes fosfatados
que contém cddmio em sua composicdo, considerando sua ripida distribuicio no meio

ambiente, devido a sua alta solubilidade em 4gua.
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Quando presente em solos, o cddmio acumula-se nas plantas e, como consequéncia,

vegetais e cereais representam a maior fonte de cidmio na dieta humana.

Como o cddmio ndo exerce nenhuma fun¢do essencial no metabolismo das plantas,
estas tentam evitar sua absor¢do. Porém, a absor¢dao depende de vdérios fatores, como a

concentracdo do elemento metalico no solo e o pH.

Uma possivel explicacdo para a acumulagao de cddmio em plantas (videiras) € a sua
afinidade por grupos tidis. Acredita-se que o cddmio se ligue a grupos tidis presentes em
proteinas e enzimas, podendo causar inibicdo de suas atividades e/ou interferir em reacoes
enzimaticas de 6xido-redugdo. Outra possivel rota de acumulagdo € a similaridade entre o
fon Cd** e fons que atuam como co-fatores de enzimas, como Zn** e Fe™*, por exemplo

(DALCORSO, 2008).

Com relacdo ao metabolismo, pouco se sabe sobre o que acontece com o Cd apds
sua absorcdo pelo organismo humano. Acredita-se que uma vez absorvido, o Cd se ligue a
proteina albumina, sendo transportado através da corrente sanguinea. No figado, a presenca
de Cd induziria a producdo de metalotioneina, formando o complexo Cd-metalotioneina
pela ligacdo do Cd com os residuos de cisteina presentes nesta proteina. Acredita-se que a
ligacdo intracelular do Cd a proteina metalotioneina em tecidos possa evitar a acdo toxica
do Cd no organismo humano. Até o momento, todos os efeitos nocivos do Cd sao
associados ao Cd ndo complexado, o que pode acontecer mediante a ingestdo de altas

concentragdes deste contaminante (WHO, 1992).
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Figura 4. Fracao bioacessivel (solivel) e dialisdvel do cddmio nas amostras de vinho tinto,
branco e espumante.

Arsénio

Muitos estudos t€ém abordado o que acontece apds a ingestdo das espécies de arsénio

e como estas sdo biotransformadas no organismo humano para desencadear os possiveis

efeitos toxicos.

Uma vez ingerido, acredita-se que espécies de arsénio inorganico [As(II) e As(V)]
sofram reacdes de metilacdo, processo que ocorre principalmente no figado, levando a
formagdo de espécies de monometilarsenatos [MMA(IIl) e MMA(V)], dimetilarsenatos

[DMAII) e DMA(V)] e metabdlitos trimetilados [TMA(III) e TMAO(V)].
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O processo de metilacdo foi considerado por muitos anos como um processo de
desintoxicac¢do do organismo devido a baixa toxicidade das espécies de arsénio metiladas
(ROY, 2002). No entanto, hoje em dia tal consideracao nio € mais totalmente aceita, ja que
estudos recentes t€ém apontado para a alta toxicidade de algumas espécies metiladas

trivalentes de arsénio (DOPP, 2010).

Observa-se na Tabela 6 e na Figura 5, que ndo foi possivel determinar as fragdes
soliveis e dialisdveis no vinho tinto, por esse apresentar teor total de arsénio muito baixo
(4,0 ug L™). Para os vinhos branco e espumante foi possivel obter as fracdes soliveis e
dialisdveis, porém nao foi possivel comparar os teores encontrados com a literatura porque
as matrizes estudadas citadas sdo bem diferentes do vinho e a composi¢do da matriz exerce

um efeito bastante significativo na solubilidade dos elementos.

Tabela 6. Teor total, fracdo soluvel e fracdo bioacessivel de arsénio nos vinho tinto, branco

€ espumante.

Arsénio Vinho tinto Vinho branco Espumante
Teor total (ug L") 4,0+£0,1 17,4+ 0,4 27,7 £0,8
Fracao solavel ND
% 62+ 16 99 +2
Dialisavel ND
Yo 69 =10 89 £8

ND - Valor nao determinado, devido a baixa concentracao total de arsénio no vinho tinto
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Figura 5. Fragao bioacessivel (soltivel) e dialisavel do arsénio nas amostras de vinho tinto,
branco e espumante.

Devido ao grande nimero de etapas e a complexidade da simulacdo do processo
digestivo humano, para este tipo de ensaio sdo aceitos resultados com um coeficiente de
variacdo de até 25% (VERSANTVOORT, 2004). Neste estudo, a dificuldade encontrada
quanto a repetitividade do ensaio pdde ser notada pelos maiores desvios obtidos na andlise
da fracdo soldvel (bioacessivel) e da fracdo dialisada, quando comparado aos desvios
obtidos para a determinagdo do teor total dos analitos estudados. No entanto, os resultados

obtidos apresentaram precisdo bastante satisfatoria.

De uma maneira geral, observou-se uma porcentagem alta da fracdo bioacessivel de
todos os elementos estudados utilizando o processo de simulacdo do modelo digestivo, o
que confirma os dados da literatura que mostraram que a fase de maior absorcdo € a etapa

de digestdo intestinal, como esperado (MAULVAULT, 2011). Considerando a fracdo

190



bioacessivel obtida ao final do processo digestivo, os elementos As, Cd, Cu e Pb mostraram
alta possibilidade de serem bioacessiveis ao organismo humano, considerando que
aproximadamente todo o contetido destes elementos nas amostras analisadas mostraram-se
disponiveis para absorc¢ao intestinal.

Desta maneira, a determinagao da concentracdo total de um elemento em uma
amostra alimenticia ndo € suficiente para predizer sua toxicidade, sendo necessarios estudos
da bioacessibilidade e/ou biodisponibilidade dos elementos de interesse, considerando que

nem toda a fracdo de uma substancia ingerida é assimilada pelo organismo humano.
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Conclusao

Os elementos estudados, As, Cd, Cu e Pb nos vinhos apresentaram, em média, uma
solubilidade relativamente alta e também alta capacidade de permeabilidade através dos
poros de didlise nos ensaios in vitro, demonstrando ser um bom indicador para os estudos
de biodisponibilidade. A bioacessibilidade desses elementos € bastante influenciada por

vérios fatores como a composi¢do da matriz e as propriedades quimicas dos contaminantes.

O método de digestdo in vitro mais completo, proposto por Versantvoort, no qual sdao
simulados os processos digestivos que ocorrem na boca, no estbmago e no intestino e a
consideracdo da composicao dos fluidos digestivos, além de fatores como pH e tempo de
residéncia, representaram um significativo avanco nos métodos de digestdo in vitro
utilizados até entdo.

Apesar dos indicativos fornecidos pelo método in vitro, para se ter uma estimativa da
bioacessibilidade dos elementos estudados, fornecendo informacdes relevantes para a
avaliacdo de risco, € necessdrio que seja realizada uma complementacdo destes estudos
através de métodos que utilizem outras ferramentas, como por exemplo as células de
linhagen especifica como a Caco 2. Neste caso, o experimento simula uma situacdo mais
proxima da real, considerando que os sistemas in vitro ndo possuem a capacidade de

simular a absorcao do analito pelo intestino, a interacao € o sinergismo entre os nutrientes.
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Avaliacao dos dizeres de rotulagem de alguns vinhos brasileiros

RESUMO

As informacdes contidas no rétulo sdo essenciais para a escolha do produto pelo
consumidor. Neste trabalho foi avaliada a rotulagem de 39 vinhos nacionais, quanto a sua
conformidade com as legislacdes vigentes. Nesta andlise, foram considerados os seguintes
dizeres: nome do produtor/elaborador, endereco do estabelecimento, nimero de registro no
Ministério da Agricultura, nome do produto e sua marca comercial, a expressdao “industria
brasileira”, o conteido liquido, os aditivos empregados, a graduagdo alcodlica, a declaragdo
dos ingredientes, a identificac@o do lote, o prazo de validade, a frase de adverténcia “Evite
o consumo excessivo de dlcool” e a declaragdo de presenga ou ndo de gliten. Em relacdo a
legislacdo especifica para vinhos, todas as amostras estavam em conformidade. No entanto,
ao considerar a legislacdo para bebidas em geral, 28% das amostras foram ndo conforme
pela falta de identificacdo do lote ou por esta informacdo estar ilegivel. Em relagcdo a
declaracdo de contém ou ndo gliten, 2,5% estava em desacordo. Neste contexto, pode-se
inferir que ha necessidade de harmonizar os descritivos nos rétulos com as informagdes
obrigatdrias exigidas pelas legislacdes existentes, a fim de melhorar o esclarecimento ao

consumidor e o controle através da rastreabilidade.

Palavras-chave. vinhos brasileiros, rotulagem, legislacdo.
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Evaluation of the quality of labels on some of the Brazilian wines samples

ABSTRACT

The information on the label is essential for the product choosing by the consumer. Thirty-
nine labels on the national wines were evaluated following the legislations in force. For
this purpose, the following products details were investigated: the producer name, the
establishment address, the registration number at the Ministry of Agriculture, the product
name and respective trademark, the “Brazilian Industry” statement, the liquid contents, the
used additives, the alcoholic contents , the ingredients description, the lot identification, the
expiration date, the “immoderate alcohol drinking restriction” warning words, and the
gluten-free or gluten-added remark. According to the legislation for general drinks, 28%
of samples showed noncompliant labels because of unreadable lot identification or lack of
this information; and noncompliance in information on “contains gluten or not” was found
in 2.5% samples. In this context, it may be inferred to bring into agreement the
characteristics on products labels with the required labeling information based on the

current legislations, in order to make them better understandable to consumers.

Keywords. Brazilian wine, labeling, legislation.
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Capitulo 5

Introducao

A rotulagem € o processo através do qual se estabelece uma linha de comunicacdo
entre as empresas produtoras de alimentos e os consumidores. E uma forma legal, que
assegura a defesa e a protec@o ao consumidor, e apresenta todas as informagdes necessarias
para que esse consumidor saiba o que estd adquirindo, além de fornecer todas as bases
necessdrias para que os 0rgaos competentes realizem seu trabalho de fiscalizagdo (BRASIL,
1990).

Rotulo € toda inscricdo, legenda, imagem ou toda matéria descritiva ou grafica que
esteja escrita, impressa, estampada, gravada, gravada em relevo ou litografada ou colocada
sobre a embalagem do alimento (BRASIL, 2005). E um dos fatores que pode influenciar na
escolha do consumidor ao adquirir um produto ou outro. Por essa razdo, € necessario que os
rotulos atendam a determinadas exigéncias legais devendo, dessa maneira, fornecer
informacdes uteis e confidveis sobre o produto para garantir seguranca e qualidade ao
consumidor (TEIXEIRA, 2007).

Para assegurar a declaracdo de informagdes bésicas no rétulo de vinhos, ha algumas
legislacdes em vigor. No ambito da industria de bebidas em geral, vigora a Lei n° 8.918, de
14 de julho de 1994 (BRASIL, 1994), regulamentada pelo Decreto n° 6.871, de 4 de junho
de 2009 (BRASIL, 2009). Em relagcdo a determinacOes especificas de vinhos e derivados,
estd em vigor a Lei n® 7.678, de 8 de novembro de 1988 (BRASIL, 1988), regulamentada
pelo Decreto n° 99.066, sendo que alguns dispositivos desta foram alterados pela Lei n°

10.970, de 12 de novembro de 2004 (BRASIL, 2004).
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Outra legislacdo, que também deve ser considerada, ¢ a Lei n° 10.674, de 16 de
maio de 2003 ( BRASIL, 2003), que obriga a informagdo de presenca ou ndo de gliten no
alimento e o Regulamento Técnico RDC N° 259, de 20 de setembro de 2002 (BRASIL,
2002), que se aplica a rotulagem de alimentos comercializados, qualquer que seja a sua
origem, embalado na auséncia do cliente, e pronto para o consumo. Esta dltima foi aplicada
de maneira complementar, no presente trabalho, uma vez que o vinho possui legislacdo
especifica tanto para seus padrdes de qualidade, identidade e comercializacdo, quanto para
a rotulagem.

No Brasil, as informagdes fornecidas através da rotulagem contemplam um direito
assegurado pelo Cédigo de Defesa do Consumidor que, em seu artigo 6°, determina que a
informacdo sobre produtos e servicos deve ser clara e adequada e “com especificacdao
correta de quantidade, caracteristicas, composi¢do, qualidade e preco, bem como sobre 0s
riscos que apresentem” (BRASIL, 1990).

Embora exista legislacdo, pouco se sabe sobre a situacdo da rotulagem dos vinhos
vendidos no Brasil. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a rotulagem de vinhos
finos, de mesa e espumantes nacionais, comercializados na regido de Campinas, quanto as

legislacdes vigentes.

Materiais e Métodos

Foram analisados 39 rétulos de vinhos nacionais adquiridos no comércio de
Campinas/SP, no periodo de maio a dezembro de 2011. Deste total, 19 (48,7%) eram

referentes a vinhos finos, 13 (33,3%) a vinhos de mesa e 7 (18%) a espumantes. Quanto a
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regido de producdo, 21 (53,9%) eram do Rio Grande do Sul, 7 (17,9%) de Sao Paulo, 5
(12,9%) de Minas Gerais, 3 (7,7%) do Pernambuco, 2 (5,1%) da Bahia e 1 (2,5%) do
Parana.

Os rétulos foram avaliados quanto a sua declaragdo utilizando um check list baseado
nos pardmetros obrigatérios exigidos nas legislacdes vigentes. Segundo a legislacdo
especifica para vinhos, os parametros avaliados foram: nome do produtor/elaborador,
endereco do estabelecimento, nimero de registro no Ministério da Agricultura, nome do
produto e sua marca comercial, a expressdo “industria brasileira”, o contetdo liquido, os
aditivos empregados e a graduacio alcodlica.

Além dos itens citados acima, a legislagdo para bebidas exige, ainda, a declaracdo
dos ingredientes, a identificacio do lote, o prazo de validade e frase de adverténcia
relacionada ao consumo de bebida alcodlica. Outro item avaliado foi a declaracdo de
presenca ou ndo de gluten, obrigatoria pela Lei n° 10674, de 16 de maio de 2003, como
medida preventiva e de controle da doenca celiaca.

O Regulamento RDC n° 259, de 20 de setembro de 2002, foi aplicado de maneira
complementar, quanto aos parametros de denominacdo de venda, lista de ingredientes,
conteddo liquido, identificacdo de origem, razdo social/nome, lote e validade, embora esta
dltima ndo seja considerada obrigatéria para vinhos. De acordo com este regulamento,

ainda € previsto a visibilidade correta das informacdes.
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Resultados e discussao

Em relagdo a legislagc@o para vinhos, 100% das amostras estavam de acordo com as
especificagdes exigidas. J4 em relacdo a legislacio para bebidas, das 39 amostras
analisadas, 9 (23%) foram consideradas em desacordo por ndo apresentarem a identificacdao
do lote e 2 (5,1%), por apresentarem tal informacao ilegivel (Figura 1). Do total das 11
amostras condenadas, 45,4% referiam-se a vinhos de mesa, 27,3% a vinhos finos € 27,3% a
vinhos espumantes.

Ao consumidor e aos 6rgdos de fiscalizagc@o o lote € um importante instrumento para
individualizar produtos com eventuais problemas ou caracteristicas especiais, permitindo a

rastreabilidade de processos, matérias-primas e safras (MARZAROTTO, 2012).

M amostras de acordo

B amostras em desacordo

Figura 1. Percentual de rotulagem de vinhos em conformidade segundo Lei n° 8.918/94.

Os rétulos foram avaliados também quanto a sua clareza e disposicdo das
informacdes. Em 3 (8%) amostras, a descricdo ndo era de ficil leitura por haver pouco
contraste entre as cores da letra e do fundo ou por ser utilizada letra muito estreita e muito

préximas uma das outras.
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A denominagdo de venda ou designa¢do do produto € um dos itens mais importantes
da rotulagem, pois informa a respeito da natureza do produto, definindo a classe, cor e
conteudo de agucar.

Para atender a legislacdo brasileira os rétulos de vinho tornaram-se carregados de
informacdes, diante da grande quantidade de dizeres obrigatdrios exigidos. Para solucionar
tal questdo, a rotulagem passou a ser distribuida em painel principal e contra-rétulo,
buscando manter a apresentacdo das informacdes, de forma elegante e estética
(MARZAROTTO, 2012).

Quanto ao uso da expressdo “contém ou ndo contém gliten”, embora o vinho seja
um produto que ndo apresente risco para o consumidor celiaco, o seu uso € obrigatdrio para
facilitar a identificacdo de tal contetido pela populagdo de risco. Dentre todos os rétulos
avaliados, 1 (2,5%) ndo apresentou tal informacao.

O principal ingrediente do vinho € a uva, fazendo parte também da sua composi¢ao,
conforme o caso, os aditivos e os agucares utilizados para adogar os vinhos suaves. Os
aditivos permitidos sd@ao o diéxido de enxofre (INS 220), utilizado como conservante e
antioxidante, e o sorbato de potdssio (INS 202), utilizado como antifermentativo em vinhos
adocicados.

Embora atendendo as exigéncias para os rétulos, 5 (13%) amostras foram
consideradas em desacordo, por apresentar a expressdo ‘“produto natural”’, embora
apresentassem entre seus ingredientes, aditivos. Tal expressio pode, portanto, levar o
consumidor ao equivoco ou erro, infringindo a Resolugdo RDC n° 259 e Leis n° 8.918 e n°

7.678.
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Os Conselhos de Classe Profissional estdao requerendo a inclusao de identificagdao do
responsdvel técnico pelo produto, para que este possa ser interpelado em caso de alguma
inconformidade do produto (MARZAROTTO, 2012). Tal informagdo estava presente na
maioria dos rétulos (74%).

O vinho, por se tratar de uma bebida alcodlica, € obrigado por legislagdo (Lei n°
9.294 de 02/07/1996) (BRASIL, 1996), a trazer em sua rotulagem a frase de adverténcia
“Evite o consumo excessivo de alcool”. Tal frase foi observada em 44,5% das amostras.
Nas demais, foram observadas frases semelhantes, como: “Beber com moderacao” (44,5%)
e “Aprecie com moderacao” (11%).

A legislacao especifica para bebidas exige a informacao referente a sua validade. As
vinicolas utilizam, para os vinhos em embalagens de vidro, a expressdo ‘“validade
indeterminada”. Tal informac¢do é dada desta maneira, ja que a alteracdo das propriedades
pode variar de vinho para vinho e pela maneira com que sdo armazenados. Visando
prolongar a manutencdo de tais caracteristicas, algumas vinicolas indicam no rétulo as
condic¢des ideais de armazenamento, como manté-los em local seco, fresco, ao abrigo de luz
e em posicdo horizontal. Dessa maneira, fica a cargo do consumidor avaliar o periodo
maximo de armazenamento, evitando assim a perda do produto.

Alguns parametros independentes da legislacdo de rotulagem sdo importantes para a
escolha de um vinho fino pelo consumidor. Nem todos os rétulos apresentam a mesma
qualidade de informacdo e complexidade. Algumas informagdes bdsicas sdo necessdrias,
como: nome do vinho que se refere ao nome comercial ou de “batismo”’; nome da uva que

deve ser declarado somente quando se utiliza no minimo 70% da variedade indicada; ano
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da safra, que indica o ano da colheita da uva e que nao necessariamente coincide com o ano
do engarrafamento do vinho; o grau alcodlico e o volume, que devem necessariamente estar
expostos no rétulo; e nome da regido de origem, que nem sempre estd presente, mas pode
ser importante, pois a sua procedéncia indica na maioria das vezes sua qualidade e essa

tendéncia vem sendo fortemente trabalhada no Brasil.

Conclusao

Mediante ao que foi discutido, conclui-se que a legislacdo especifica para vinhos
(Let n°® 7.678, de 8 de novembro de 1988), ndo exige itens que sdo considerados
importantes na rotulagem como lote, orientacdo de validade e frase de adverténcia, o que
evidencia a necessidade de uma complementacdo com outras legislacdes, principalmente
com o regulamento técnico RDC n° 259, de 20/09/2002, que se aplica a rotulagem de
alimentos comercializados, qualquer que seja a sua origem, embalado na auséncia do
cliente, e pronto para o consumo, abrangendo itens importantes para a qualidade do rétulo.
O rétulo, com todas as informagdes obrigatdrias e relevantes sobre o produto, € um
instrumento essencial para a escolha dos produtos mais adequados pelo consumidor. No
entanto, para assegurar que os dizerem obrigatdrios estejam contidos nos rotulos, € preciso

haver a prética da fiscalizacao continua e efetiva pelos 6rgaos responsaveis.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente trabalho mostraram que todas as amostras de vinho
analisadas quanto aos teores de As, Cd, Cu e Pb, apresentaram teores abaixo dos valores
maximos permitidos pela legislacdo brasileira vigente. Os teores encontrados
demonstraram pouca contribui¢do para a ingesta desses elementos através do consumo de
vinho, embora os estudos para estimativa da bioacessibilidade tenham mostrado que a
maioria dos elementos estudados apresentaram uma bioacessibilidade maior que 37% pelo
método in vitro. O modelo de digestdo utilizado e a matriz (vinho) estudada, ainda ndo
relatada por pesquisadores no Brasil, permitiu a obtenc@o de informacdes relevantes que
podem contribuir para futuras investigacOes sobre avaliacdo de risco de contaminantes

inorgéanicos nos vinhos brasileiros.

Através dos resultados obtidos com a andlise de PCA, a varidvel mais importante
que separou os vinhos de mesa foi o teor de polifendis totais, enquanto as varidveis GA
(grau alcodlico) e pH foram as responsdveis pela separacdo dos vinhos finos. Os vinhos
espumantes sofreram maior influéncia dos elementos inorganicos e foram as responsaveis
pela dispersao destas amostras. Também foi possivel distinguir a variedade de uva hibrida
americana das demais. Observa-se, no entanto, que nao foi possivel distinguir um padrio de

vinhos pela sua procedéncia geografica, usando as varidveis estudadas.

Com relacdo a rotulagem dos vinhos, conclui-se que a legislacdo especifica para
vinhos (Lei n° 7.678, de 8 de novembro de 1988) deveria ser complementada quanto a

rotulagem, considerando também itens que sdo avaliados como importantes, como lote,
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orientagdo de validade e frase de adverténcia, melhorando dessa forma a qualidade das

informacdes necessdrias para a escolha do consumidor.
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Anexo 1

Sequéncia para o cobrimento da plataforma de THGA com tungsténio (W), segundo

OSHITA, 2003.

1) Foi pipetado 50 uL de 1,0 g L' de W na plataforma de grafite.

2) Aplicou-se o programa de aquecimento (rampa, permanéncia) para secagem e pirdlise.

Temperatura (°C) Rampa (s) Permaneéncia (s)
Secagem 120 5 25
Secagem 150 10 60
Pirdlise 600 20 15
Pir6lise 1000 10 15

3) Repetiu-se o passo 1 e 0 3 mais trés vezes.

4) Pipetou-se mais 50 uL de 1,0 g L' de W na plataforma de grafite e seguiu-se o seguinte

programa:
Temperatura (°C) Rampa (s) Permanéncia (s)

120 5 25

150 10 60

600 20 15

1000 10 15

1400 10 5

2000 3 2
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5) Aplicou-se 04 vezes o programa abaixo, utilizando temperaturas moderadas

150 1 10
1.100 10 5

6) Aplicou-se 04 vezes o programa descrito abaixo, utilizando temperaturas altas.

150 1 10

1.100 10 5

1.500 3 5

1.700 1 1
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Anexo 2

Tratamento do residuo quimico gerado

As solucdes de amostras enriquecidas e os residuos das solugdes-padrao foram
estocados em galdes de polipropileno. Este procedimento utilizado € adotado pelo
laboratério do Grupo de Espectrometria Atdmica (GEAtom) do Instituto de Quimica da
Unicamp, para tratar residuos aquosos que contém varios metais. Consiste em separar os
elementos da fase aquosa por precipitacdo controlada. Em pH 7 a 8 Ca, Mg, Mn, Fe, Zn,
Cu, Al, Pb e Cd foram tratados com solucdao de NaOH (1 mol L'l) e FeCls (1 mol L'l) e Co-
precipitaram com o Fe(OH)s formado. Os sais precipitados sdo separados da fase aquosa
por filtracio comum, empregando papel de filtro qualitativo. A solucdo restante foi
condicionada em pH 7, aproximadamente, com o auxilio de H,SO4 1 mol L' eaelase
adicionou uma solucio de Na,S (78 g L™). Os residuos obtidos foram mantidos nos papéis
de filtro utilizados e enviados para o depdsito de residuos sélidos do Instituto de Quimica

da UNICAMP (SOUSA, 2003).
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