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ABSTRACT

Wine aroma wine is formed by a large number of volatile chemical compounds,
present in variable concentrations and detectable by the human olfactory system.

The study of the volatile fraction of wines has been the aim of many research
studies and those analytical methods including basic steps, such as: isolation and
extraction of matrix, separation and detect by gas chromatography coupled to a
detection system and finally, the identification and quantification of the individual
components. The aim of this study was to extract, identify and quantify the volatile
compounds of brazilian Chardonnay wines, produced in different regions, using
solid phase microextraction in headspace mode (HS-SPME) and gas
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (GC-MS/MS). Samples
were produced in the main wine producing regions in Brazil: Serra Gaucha and
Campanha (Rio Grande do Sul state), Santa Catarinense and Regido de Altitude
(Santa Catarina state) and Sul de Minas (Minas Gerais state). A extraction method
of aroma compounds was developed and optimized using HS-SPME and GC-
MS/MS and multivariate central composite rotational design (CCRD) with response
surface methodology to obtain an optimum extraction condition. The optimized
conditions were temperature (°C) and time (minutes) of extraction. Multivariate
optimization of extraction conditions for HS- SPME allowed to evaluate the effects
of time and temperature of extraction allowing the achievement of the optimum
extraction point of compounds representatives of the main classes of volatile
compounds in Chardonnay wines. The optimum point observed is at temperature

in 30 ° C and time in 45 minutes.
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.A method for qualitative and quantitative analysis of the volatile fraction of wines
was carried out using the technique of GC-MS/MS. The method was validated and
used for the analysis of 31 volatile compounds in samples of Chardonnay wines.
From compounds analyzed, 30 compounds were used to perform PCA and HCA
targeting regional differentiation of wines. The Principal Component Analysis (PCA)
and Hierarchical Cluster Analysis (HCA) were performed with the data obtained.
The results showed that samples produced in Minas Gerais and Serra Gaulcha
shows high concentration of compounds with vegetal and herbaceous notes.
Meanwhile, samples of Campanha, Serra Catarinense and Regido de Altitude
shoes high concentration of compounds with floral and fruity notes. These results
reinforce the role of geographical origin in the formation and differentiation of

aroma in wines.

Keywords: volatile compounds; aroma; wine.
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RESUMO

O aroma final de um vinho é formando por um grande numero de compostos
quimicos volateis, presentes em concentracdes variaveis e detectaveis pelo
sistema olfativo humano. O estudo da fracao volatil de vinhos tem sido o objetivo
de muitas iniciativas de estudo, sendo que as metodologias de pesquisa de
compostos volateis em vinhos compreendem etapas fundamentais, tais como: a
extracao dos compostos, a separacao das diferentes moléculas por cromatografia
gasosa acoplada a um sistema de deteccao e posteriormente, a identificacao e
quantificacdo dos compostos volateis. O objetivo deste trabalho foi extrair,
identificar e quantificar os compostos volateis de vinhos Chardonnay produzidos
em diferentes regides brasileiras utilizando microextracdo em fase sélida no modo
de headspace (HS-SPME) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas tandem (GC-MSMS). As amostras foram produzidas nas principais
regides viticolas brasileiras: Serra Gaucha e Campanha (Rio Grande do Sul),
Serra Catarinense e Regiao de Altitude (Santa Catarina) e Sul de Minas (Minas
Gerais). O método de extragdao de compostos de aroma foi desenvolvido usando a
técnica de HS-SPME e GC-MS/MS e andlise multivariada com delineamento
composto central rotacional (CCRD) e metodologia de superficie de resposta para
obtencdo de um ponto 6timo de extracdo. As condigdes otimizadas foram
temperatura (°C) e tempo (minutos) de extracdo. A otimizacdo multivariada das
condicbes de extracdo por HS-SPME permitiu avaliar os efeitos de tempo e
temperatura de extragdo nesta metodologia, permitindo a obtengédo de um ponto

o6timo de extracdo, 30°C e 45 minutos, dos representantes das classes dos



principais compostos volateis presentes em vinhos Chardonnay. A analise
qualitativa e quantitativa da fragéo volatil dos vinhos foi realizada usando a técnica
de GC-MS/MS. O método foi validado e aplicado para a analise de 31 compostos
volateis nas amostras de vinhos Chardonnay. Destes compostos analisados, 30
foram utilizados para a realizacdo de PCA e HCA visando a diferenciagao regional
dos vinhos. A Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de
Agrupamento Hierarquico (HCA) foram realizadas com os dados obtidos. Os
resultados obtidos demonstraram que as amostras produzidas em Minas Gerais e
na Serra Gaucha possuem marcadores olfativos herbaceos e vegetais, enquanto
as amostras produzidas na regidao da Campanha/RS, Serra Catarinense e Regiao
de Altitude/SC possuem marcadores florais e frutados, reforcando o papel da

origem geografica na formacéao e diferenciacao do aroma dos vinhos analisados.

Palavras-chaves: compostos volateis; aroma; vinho.
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INTRODUCAO GERAL

A vitivinicultura brasileira € uma atividade com relevante importancia
socioeconémica nas principais regides produtoras do pais: os Estados da Regido
Sul, Sudeste e Nordeste. A produgdo de uvas ocupa uma area de,
aproximadamente, 77 mil hectares, com vinhedos estabelecidos desde o extremo
sul do pais, entre o paralelo 30°S, no Estado do Rio Grande do Sul, e o paralelo
9°S, no Nordeste do pais, regido situada proxima a Linha do Equador [1, 2]. Em
funcdo da diversidade ambiental, o Brasil apresenta regides produtoras com
caracteristicas temperadas, subtropicais e tropicais. Estas diferentes regides, com
distintas caracteristicas de clima, solo, variedade de uvas cultivadas, sistemas de
producéo, de vinificacdo e envelhecimento possibilitam a produc¢ao de vinhos com
ampla diversidade de caracteristicas de sabor e aroma, o que constitui uma das

caracteristicas da vitivinicultura brasileira atual [2, 3, 4].

A producdo de vinhos nacionais desenvolveu-se com base na producao
de vinhos de mesa, elaborados com uvas americanas e hibridas (Vitis labrusca,
Vitis bourquina). Mais recentemente, especialmente a partir da década de 70,
comecgaram a ocorrer investimentos com a implantacdao e/ou modernizacado de
vinicolas, com produgéo de vinhos finos, varietais ou de corte, elaborados com
uvas Vitis vinifera L., com maior valor agregado e, portanto, mais competitivos no
mercado consumidor de vinhos finos [2, 3]. A legislacdo brasileira define como

vinho varietal aquele produzido com, no minimo, 75% de vinho da variedade de
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uva indicada no rétulo e o restante de vinho de outra variedade, mas da mesma

espécie [5].

Como consequéncia dos investimentos, os vinhos finos nacionais tém
apresentado uma grande evolugcdo sensorial e na qualidade global, sendo
reconhecidos nacional e internacionalmente [2, 3]. Porém, os estudos de
caracterizacdo de aroma dos diferentes vinhos finos nacionais ainda sao
escassos. A composicao aromatica de vinhos tem uma grande importancia em
termos de qualidade e identificacao pelo mercado consumidor. Além disso, esta
intimamente ligada ao conceito de terroir, termo francés que descreve a nocao de
que os vinhos de diferentes regides geograficas podem ser percebidos como
unicos, sendo resultado de caracteristicas de solo, clima, condi¢des geograficas
do local de cultivo da uva e das técnicas enoldgicas empregadas na producéo do

vinho [6, 7] .

Uma das cultivares de uvas que mais recebeu atengdo a partir da
modernizac¢ao da vitivinicultura brasileira foi a cultivar Chardonnay ( Vitis vinifera L.)
[3, 4, 8]. Esta cultivar € conhecida internacionalmente como a principal uva branca
utilizada para a producao de vinhos brancos finos, varietal ou de corte, frutado e
de médio envelhecimento [8, 9, 10]. No Brasil, estd presente na maioria das
regides produtoras, originando vinhos varietais ou servindo de base para a

producgéo de vinhos espumantes [11].

Considerando a importancia da composicdo volatii de vinhos, e a

diversidade das regides produtoras brasileiras, este trabalho teve como obijetivos:
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(1) otimizar uma técnica de extragdo de compostos volateis em vinho Chardonnay,
utilizando microextracdo em fase sélida no modo de headspace (HS-SPME) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas tandem (GC-MS/MS);
(2) validar um método de identificagdo e quantificagdo dos principais compostos
volateis presentes em vinhos Chardonnay varietais produzidos em diferentes
regides brasileiras utilizando microextragdo em fase sélida no modo de headspace
e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas tandem; (3)
identificar os compostos volateis que formam o aroma dos vinhos Chardonnay
brasileiros e através do uso de ferramentas estatisticas de anadlise, evidenciar
suas diferencas e similaridades regionais, tracando um perfil aromatico desses

vinhos.
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OBJETIVOS

1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os compostos volateis presentes em vinhos Chardonnay ( Vitis

vinifera L.) produzidos em diferentes regides viticolas brasileiras

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Otimizar a técnica de microextracdo em fase soélida no modo
headspace (HS-SPME) para a extracdo de compostos volateis das amostras de

vinhos Chardonnay.

2.2 Utilizar métodos multivariados para a otimizagdo dos fatores
(temperatura e tempo) que influenciam no processo de extracdo dos compostos

volateis em vinhos Chardonnay.

2.3 Validar um método de identificacdo e quantificacdo dos principais
compostos volateis presentes em vinhos Chardonnay varietais produzidos em
diferentes regides brasileiras utilizando microextracdo em fase sélida no modo de
headspace (HS-SPME) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas tandem (GC-MS/MS).
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2.4 Identificar e quantificar os principais compostos volateis que formam o

aroma dos vinhos Chardonnay produzidos em diferentes regides brasileiras

2.5 Utilizar ferramentas estatisticas de andlise para evidenciar as

diferencas e similaridades dos compostos aromaticos dos vinhos Chardonnay

brasileiros.
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1. VITIVINICULTURA

A videira pertence a familia Vitaceae, sendo considerada a mais antiga
espécie frutifera domesticada, devido ao grande numero de registros feitos pelas
antigas civilizagdes mundiais. Na familia Vitaceae existem mais de 14 géneros,
sendo que o género Vitis apresenta, aproximadamente, 108 espécies e representa
o de maior importancia econémica, social e histérica. As plantas da familia
Vitaceae sdo predominantemente tropicais e subtropicais, porém as plantas do
género Vitis sdo, primariamente, indigenas de areas de clima temperado do

Hemisfério Norte [1].

Apos a separacdo dos continentes americano e euro-asiatico houve o
desenvolvimento de espécies em diferentes regides. Através de selecdo natural, a
espécie Vitis labrusca se desenvolveu no continente americano e a espécie Vitis
vinifera desenvolveu-se na Europa, na Asia e na regido entre esses dois
continentes, formando assim trés centros de origem: Americano, Euro-asiatico e

Asiatico [1,2].

As cultivares Vitis labrusca, Vitis labruscana, Vitis aestivalis e Vitis
bourquina abrangem a maioria das variedades americanas produtoras de uvas
com relevante importancia econémica, entre elas as cultivares Isabel, Concord,
Niagara branca, Nidgara rosada e Bord6. No Brasil essas cultivares séo utilizadas,
principalmente, para a fabricacdo de vinhos de mesa, sucos, geléias e também
para consumo in natura. As cultivares Vitis vinifera, também chamadas de

européias, sdo as mais difundidas em todo o mundo viticola, apresentando grande
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importancia econémica nos principais paises produtores. Dentre as cultivares mais
conhecidas, podemos citar as tintas Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot,
Syrah, Tannat, Pinot Noir, Carmenére, Nebbiolo, Gamay, Sangiovese,
Tempranillo, Zinfandel. Entre as cultivares brancas, destacam-se a Chardonnay,
Chenin Blanc, Moscatéis (Moscatel de Hamburgo, Moscato Blanc, Moscatel de
Alexandria), Riesling, Sauvignon Blanc, Sémillon, Traminer e GewUrztraminer

[1,2,3].

As atividades de cultivo de uvas e producao de vinhos estdo amplamente
difundidas em todo o mundo, com mais de 40 paises cuja producao € reconhecida
pela Organizacao Internacional da Uva e do Vinho (OIV). Segundo a OIV, os
maiores produtores mundiais de vinho, no ano de 2012, foram: Franga, ltalia,
Espanha, Estados Unidos e China [4]. O Brasil ocupou o 14° lugar em producao
de vinhos finos, com producao estimada em 2.917 milhdes de hectolitros. Entre os
principais consumidores mundiais de vinhos, destacam-se a Franga e os Estados
Unidos, com cerca de 30.000 hectolitros anuais. O volume de vinho fino

consumido no Brasil foi de aproximadamente 3.000 hectolitros em 2012 [4].

2. VITIVINICULTURA NO BRASIL

No Brasil a videira foi introduzida por Martim Afonso de Sousa, no século
XVI, na capitania de S&o Vicente, no atual estado de S&o Paulo. Porém o
desenvolvimento da viticultura nacional esta fortemente ligado a chegada dos

imigrantes europeus ao pais, no final do século XIX [2]. O desenvolvimento da
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vitivinicultura brasileira ocorreu com a producdo de cultivares americanas,
utilizadas para a elaboracao de vinhos de mesa. Entretanto, a partir de meados do
século XX comegaram a ser elaborados vinhos finos, com uvas de variedades de
Vitis vinifera. Entre as principais variedades de Vitis vinifera cultivadas no Brasil,
podemos citar as tintas Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinotage,
Pinot Noir, Syrah e Tannat. Dentre as variedades brancas destacam-se a
Chardonnay, Malvasia Branca, Moscato Branco, Moscato Canelli, Prosecco e

Riesling Italico [3].

Atualmente a viticultura brasileira ocupa uma area de, aproximadamente, 77
mil hectares, com vinhedos estabelecidos desde o extremo sul do pais, em latitude
de 30°S, até regides situadas proximas a Linha do Equador, em latitude de 9°S. A
producédo de uvas € da ordem de 1,5 milhdes de toneladas/ano [5]. Em 2012, a
producédo de uvas destinadas ao processamento (vinho, suco e derivados) foi de
830,92 milhdes de quilos, representando 57,07% da produgéo nacional. O restante

da producéao (42,93%) foi destinado ao consumo in natura [5].

As principais regides produtoras de uvas e vinhos encontram-se nos estados
da Regido Sul, Sudeste e Nordeste. Na Regido Sul e Sudeste colhe-se uma safra
por ano, assim como na classica viticultura mundial, enquanto na Regido Nordeste
as colheitas se sucedem ao longo do ano. As diferentes regides, com distintas
caracteristicas de clima, solo, cultivares de uvas, sistemas de producdo, de
vinificacdo e envelhecimento possibilitam a producdo de vinhos com ampla
diversidade de caracteristicas de sabor e aroma, o que constitui uma das

qualidades da vitivinicultura brasileira atual [3].
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2.1 Rio Grande do Sul

O Estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor nacional de uva e vinho e
apresenta trés regides vitivinicolas: Serra Galcha, Campanha e Serra do Sudeste.
Na regido tradicional da Serra Gaucha, cujo cultivo de uvas data do final do século
XIX, a principal area de cultivo de uvas para a elaboragéo de vinhos finos esta
localizada nos municipios de Bento Gongalves, Monte Belo do Sul, Garibaldi,
Farroupilha, Caxias do Sul e arredores. Mais de 80% da producdo da regido se
origina de variedades de uvas americanas ( Vitis labrusca, Vitis bourquina) e outras
hibridas. As variedades de maior expressao neste grupo séo: Isabel, Bordd (lves),
Nidgara Branca, Concord, Nidgara Rosada, Jacquez e Seibel 1077. Dentre as
cultivares Vitis vinifera, destacam-se as brancas Moscato Branco, Riesling Italico,
Chardonnay e Trebbiano (Ugni Blanc); e as tintas Cabernet Sauvignon, Merlot,
Cabernet Franc, Tannat, Ancellota e Pinotage. A producdo € de 10 a 30
toneladas/hectare, de acordo com a cultivar e as condi¢des climaticas da safra.
Nessa regido destaca-se a area que constitui a primeira Indicacdo Geografica do
Brasil, a Indicagdo de Procedéncia Vale dos Vinhedos, obtida em 2002.

Atualmente, a area detém o selo de Denominacao de Origem [3,6].

A regido da Campanha, localizada entre os municipios de Santana do
Livramento, Dom Pedrito, Candiota e Bajé, apresenta aproximadamente 1.500
hectares plantados. O desenvolvimento do cultivo de uva e da producao de vinhos

finos na regido consolidou-se na década de 1980. Ja na Serra do Sudeste,
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localizada entre os municipios de Encruzilhada do Sul e Pinheiro Machado, a
vitivinicultura veio a ganhar importancia econémica recentemente, a partir de
investimentos efetuados por vinicolas localizadas na Serra Gaucha. Em ambos os
pbélos produtores sao cultivadas exclusivamente cultivares Vitis vinifera, com
predominancia das uvas tintas Cabernet Sauvignon, Merlot, Tannat, Cabernet
Franc, Pinot Noir; Touriga Nacional, Tempranillo e entre as uvas brancas
destacam-se Chardonnay, Sauvignon Blanc, Pinot Griogio e Ugni Blanc

(Trebbiano) [3,6].

2.2 Santa Catarina

O Estado de Santa Catarina apresenta duas regides vitivinicolas tradicionais,
o Vale do Rio do Peixe, no Meio-Oeste, e a regidao Carbonifera no Sul do Estado.
A partir do ano 2000, foram implementados vinhedos destinados a producao de
vinhos finos na Regido do Planalto e Serra Catarinense, com destaque na

producao de uvas viniferas (Vitis vinifera) para a producao de vinhos finos [7].

No Vale do Rio do Peixe a viticultura ocupa cerca de 2.200 hectares, sendo
que a cultivar Isabel ocupa cerca de 75% da area de vinhedos, seguida por outras
cultivares de Vitis labrusca e hibridas como Nidgara Branca, Niagara Rosada, lves
e Couderc 13. Nesta regido, a producéo de uvas viniferas vem se desenvolvendo
nos ultimos anos. Na Regido Sul do Estado destaca-se como principais produtores
vinicolas os municipios de Urussanga e Pedras Grandes. A regido possui como

base da sua produgéo, vinhos brancos da variedade hibrida Goethe [6].
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Na Regiao de Altitude destacam-se os polos de Cacador, Campos Novos e
Sao Joaquim, com altitudes variando entre 900 e 1.400 metros e clima temperado
seco, com invernos rigorosos e temperatura média anual de 132 C. Os primeiros
vinhedos foram plantados na regido em 2001, chegando, em 2012, a uma é&rea
aproximada de 300 hectares. Entre as principais variedades cultivadas encontram-
se as tintas: Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Malbec e as brancas:

Chardonnay e Sauvignon Blanc [3,6].

2.3 Vale do Sub-meédio Sao Francisco

No Nordeste do Brasil, junto aos Estados de Pernambuco e da Babhia,
encontra-se a regido vitivinicola do Vale do Submédio S&o Francisco, situada em
zona de clima tropical semi-arido. A viticultura voltada a producdo de vinhos
concentra-se no cultivo de cultivares Vitis vinifera, com destaque para Syrah,
Cabernet Sauvignon e Ruby Cabernet, entre as tintas e Moscato Canelli e Chenin
Blanc, entre as brancas. Estima-se a existéncia de uma area de 500 hectares de
vinhedos com estas cultivares, originando cerca de sete milhées de litros de
vinho/ano, destes 80% de vinho tinto e 20% de vinho branco. O clima viticola da
regido apresenta variabilidade intra-anual, o que possibilita a producédo de uvas e
de vinhos ao longo de todos os meses do ano. Esta regido € uma das regides
emergentes que teve inicio nos anos de 1980 e que hoje experimenta um periodo

de expansao da producao de vinhos finos [3,6].
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2.4 Minas Gerais

A Regiao Sul de Minas Gerais, com destaque para os municipios de Caldas
e Andradas, é uma regido tradicional no cultivo de uvas de origem americana ( Vitis
labrusca e Vitis bourquina), com area de producao estabilizada em torno de 350
hectares. As principais cultivares utilizadas sdao Bordd (localmente também
conhecida por Folha de Figo), Jacquez, Niagara Rosada e Nidgara Branca.
Aproximadamente 95% do vinho produzido na regido € de mesa, sendo
produzidos com uvas cultivadas na prépria regido e parte com uvas adquiridas no
Rio Grande do Sul. A partir de meados dos anos 2000, empresarios e a Empresa
de Pesquisa e Desenvolvimento do Estado de Minas Gerais (EPAMIG)
desenvolveram agdes estratégicas para incentivar a produgéo de uvas viniferas na

regiao [6].

2.5 Sao Paulo

No Estado de S&o Paulo, destacam-se dois poélos viticolas: um na Regido
Noroeste (Regional Agricola de Jales) e outro na Regido Leste (Regionais

Agricolas de Campinas, Itapetininga e Sorocaba).

Na Regido Noroeste do Estado, a area de vinhedos é de aproximadamente
900 hectares, com predominio de uvas para consumo in natura. A principal cultivar
Vitis vinifera é a ltalia, e suas mutagdes Rubi e Benitaka. Na Regidao Leste do
Estado destacam-se trés grupos viticolas: um primeiro grupo, centrado nos

municipios de Jundiai, Vinhedo, Indaiatuba, Valinhos e Campinas, onde a
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produgédo de uva americana de mesa, representa cerca de 67% da area cultivada
(5.270,2 hectares), com predominio da cultivar Nidgara Rosada; um segundo pélo
de producéao, centrado no municipio de Sao Roque, onde a producao de uva é
destinada a elaboragédo de vinho de mesa, representando aproximadamente 4%
da area cultivada (335 hectares); e no terceiro grupo, destaca-se o municipio de
Sao Miguel Arcanjo, com producdo de uvas finas de mesa, representadas pela
cultivar ltalia e suas mutagdes Rubi e Benitaka, e cerca de 29% da area cultivada

(2.264,1 hectares) [6].

As vinicolas paulistas comercializam vinhos finos produzidos, quase que
exclusivamente, no Rio Grande do Sul, porém o setor viticola do Estado tem
buscado reestruturar, melhorar e expandir sua cadeia produtiva, 0 que demanda
uma avaliagdo do potencial produtivo para uvas destinadas a elaboracdo de

vinhos finos, com base nas caracteristicas de clima e solo do Estado [8].

3. CULTIVAR CHARDONNAY (Vitis vinifera L.)

A cultivar Chardonnay é originaria da regido da Borgonha, Franca, sendo
responsavel pela qualidade dos vinhos brancos elaborados nessa regido, e esta
difundida nas principais areas viticolas do mundo [9, 10, 11]. Na Franca, além de
ser a cultivar quase que exclusiva de varios vinhos da Borgonha, é uma das uvas
classicas utilizadas na producdo do Champagne. E cultivada com sucesso nos
Estados Unidos (Califérnia), Austrdlia, Nova Zelandia, ltalia, Portugal, Chile,

Argentina, Africa do Sul e Brasil [3, 12].
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Foi introduzida no Brasil na década de 1930, na regido de Sao Roque, em
Sao Paulo, e no Rio Grande do Sul, por volta de 1948, mas somente na década de
1980 que ela adquiriu notoriedade na Serra Gaucha, sendo utilizada como base
para a producao de vinho espumante. Em 2007 a quantidade de uva Chardonnay
processada no Rio Grande do Sul foi de 1.752,5 toneladas, representando, 6,3%

do total de uvas viniferas brancas processadas no Estado [13].

A cultivar Chardonnay produz vinho branco frutado, de meédio
envelhecimento. E um dos vinhos brancos que aceita e se beneficia da
fermentacdo e/ou maturagdo em barris de carvalho. Os principais descritores
aromaticos relacionados ao vinho varietal Chardonnay sédo descritores frutados

(citrus, abacaxi, maracuja, maca, péssego € melao), baunilha e manteiga [1, 12].

Mais de 140 compostos volateis ja foram identificados em vinhos
Chardonnay. Destes, ésteres, alcoois, aldeidos e cetonas s&o considerados de
maior relevancia na formagdo do aroma final do vinho. As concentracées
encontradas variaram em funcdo do processo fermentativo adotado e/ou pelo

processo de envelhecimento em barris de carvalho [14].

Segundo Lee e Noble [15], os vinhos Chardonnay californianos apresentaram
aromas florais e frutados, relacionados com as concentragdes dos compostos
acetato de isopentila, acetato de 2-feniletanol e linalol. Em vinhos Chardonnay
chineses, produzidos na Provincia de Changli, foram detectados 41 compostos
volateis, sendo alcoois superiores e ésteres de acidos graxos, 0s principais grupos

quimicos encontrados. O composto 2-feniletanol, juntamente com sete ésteres,
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foram descritos como responsaveis pelo aroma floral/frutado caracteristico desse

vinho [16].

Os compostos volateis aldeido acético, acetato de etila, metanol, 1-propanol,
2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol+3-metil-1-butanol foram analisados em
vinhos Chardonnay produzidos na Serra Gaucha. Estes compostos atuam na
formacgdo do aroma acético (acetato de etila), aroma de oxidacéo (aldeido acético)
e aroma herbaceo (alcoois superiores) em vinhos e os resultados encontrados
mostraram que estes compostos ndo apresentam grande participacdo na

formacao do aroma dos vinhos analisados [17].

4. COMPOSTOS AROMATICOS EM VINHOS

O vinho é uma solucdo hidroalcodlica contendo centenas de compostos
quimicos provenientes das uvas utilizadas na vinificacdo, além de compostos
formados durante o processo de fermentagdo e envelhecimento. Muitos destes
compostos participam da formag¢do do aroma do vinho, servindo como parametro

de qualidade e de identidade pelo mercado consumidor.

O aroma é formado por um grande numero de moléculas quimicas, com
média hidrofobicidade, baixo peso molecular e baixo ponto de ebulicgdo sendo,
consequentemente, volateis. Estas moléculas possuem a capacidade de estimular
0os 0Orgdos sensoriais responsaveis pelo olfato, sendo detectaveis pelo nariz
humano. As concentragdes variam de mg.L”" a ng.L™", ou em quantidades ainda

menores (tracos). Certos compostos, mesmo presentes em quantidades minimas
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podem desempenhar um importante papel no aroma final de um vinho, enquanto
outros, muito mais abundantes, podem fazer apenas uma pequena contribuicdo

[18].

Mais de 1000 compostos volateis ja foram identificados em vinhos, mas
aproximadamente 10% possuem participacao efetiva na formac¢ao do seu aroma
final. A participacdo de cada um dos componentes depende da correlagédo entre a
composigcao quimica e o limiar de percepcédo de cada um desses compostos, pois
a maioria dos compostos volateis encontra-se abaixo ou muito proximo ao limiar

sensorial individual [19].

A composicgao e intensidade desses compostos dependem de varios fatores
entre eles: a cultivar de uva utilizada, as caracteristicas edafoclimaticas do local de
cultivo da uva, fatores agronémicos empregados na produ¢cdo e manejo do
vinhedo, técnicas enoldgicas empregadas durante a producdo do vinho e as

condi¢des de armazenamento dos vinhos engarrafados [20, 21, 22, 23, 24, 25].

4.1 Classificacao dos Compostos Aromaticos de Vinhos

Os compostos volateis pertencem a grupos quimicos heterogéneos, tais
como: alcoois superiores, ésteres, monoterpenos, compostos sulfurados,
norisoprenoides, entre outros. Considerando a sua origem e sua natureza quimica,
o aroma pode ser classificado em quatro diferentes grupos: aromas varietais,
provenientes da cultivar utilizada e que depende das condi¢cdes edafoclimaticas do

local de cultivo; aromas pré-fermentativos, formados durante o processamento das
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uvas, em etapas como transporte, prensagem e maceragao; aromas
fermentativos, produzidos pelas leveduras durante o processo de fermentacao
alcodlica e por bactérias laticas durante o processo de fermentacdo malolatica,
que dependem da temperatura de fermentagdo e das cepas de microrganismos
utilizados; e por ultimo os aromas po6s-fermentativos, formados durante o processo

de conservacgao e envelhecimento do vinho [1, 18, 26].

4.1.1 Aromas Varietais

Os compostos de aroma varietal mais conhecidos sdo 0os monoterpenos,
responsaveis pelo aroma floral caracteristico nas uvas e vinhos das variedades
Moscatéis, as metoxipirazinas, caracteristicas da familia de uvas Cabernet, os tidis
volateis, presentes em uvas Sauvignon e os Ciz-norisoprenoides, caracteristicos

de uvas Chardonnay [1, 18, 26, 27, 28].

Os monoterpenos sdo Cqp-terpenoides formados na planta pela fusdo de
duas moléculas de isopentenilpirofosfato através da rota do isopreno e posterior
reacdo enzimatica. Considerando as suas propriedades aromaticas, o0s
monoterpenos mais conhecidos sao o linalol, hotrienol, a-terpineol, nerol e
geraniol, além de dois éxidos monoterpénicos, o 6xido de rosa e o 6xido de nerol
(Figura 1.1). Estes compostos possuem baixo limiar de percepc¢ao olfativa e estao
presentes em baixas concentragdes nos vinhos, na ordem de pg.L™, contribuindo

para a formacao de aromas florais [18].
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As metoxipirazinas sao compostos nitrogenados heterociclicos formados,
provavelmente, durante o catabolismo de aminodacidos, porém suas origens ainda
nao sao totalmente elucidadas [18, 26]. Contribuem na formacdo de aromas
vegetais, tais como pimentdo verde e aspargo, possuem limiar de percepcao muito
baixo e as concentracdes encontradas em vinhos sdo da ordem de ng.L". Os
principais compostos dessa classe sao 3-isobutil-2-metoxipirazina, 3-isopropil-2-

metoxipirazina e 3-secbutil-2-metoxi-pirazina [18].

HC  OH CH, CH, CHs
N
| S OH
CH,
OH
| OH | |
H,C” CHs HaC CH, H,C” CH, HsC” CHa
1) (2) (3) (4)
CH,

Figura 1.1. Principais monoterpenos encontrados em vinhos: (1) linalol; (2) a-terpineol; (3)

nerol; (4) geraniol; (5) 6xido de rosa; (6) 6xido de nerol e (7) hotrienol.
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Os principais tiois volateis identificados em vinhos sdo 4-mercapto-4-metil-
2-pentatona, 4-mercapto-4-metil-2-pentanol, 3-mercapto-1-hexanol, 3-mercapto-3-
metil-1-butanol e acetato de 3-mercaptohexila [29, 30]. Estes compostos estao
presentes em uvas na forma de cisteina-S-conjugados, sendo enzimaticamente
liberados durante o processo de vinificagdo. Sao responsaveis pelos aromas
vegetais e frutados, tipicamente observados em vinhos provenientes da cultiva

Sauvignon blanc [30].

Cis-norisoprenoides sdo formados a partir da degradagdo oxidativa de
carotenoides e usualmente divididos em dois grupos: megastigmanos e nao-
megastigmanos. No grupo de megastigmanos, destacam-se as iononas (molécula
de oxigénio em GCg) e as damasconas (molécula de oxigénio em Cy;). Estes
compostos estdo presentes em uvas em sua forma glicosilada, sendo hidrolisados
enzimaticamente ou no meio acido dos vinhos [1, 18]. Dentre os compostos do
grupo de nao-megastigmanos, destacam-se o vitispirano e 1,1,6-trimetil-1,2-
diidronaftaleno (TDN), responsaveis pelos aromas canforados e de solventes,

respectivamente.

A a-ionona, B-ionona e a B-damascenona sao os principais compostos Cqs-
norisprenoides presentes em vinhos, contribuindo na formag&o de aromas florais e
frutados (Figura 1.2) [1, 18]. A exposicado solar favorece a sintese de carotenoides
nos frutos antes do véraison (aproximadamente metade do ciclo de maturacdo das

uvas) e sua degradacao em Cqs-norisprenoides apos esse periodo [31].
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HiC.  CHs CHs HaC_ CHa CHs

Figura 1.2. Cy3-norisoprenoides encontrados em vinhos: (1) a-ionona; (2) B-ionona; (3) B-

damascenona.

4.1.2 Aromas Pré-fermentativos

Compostos pré-fermentativos sao formados em etapas anteriores a
fermentacdo alcodlica. Durante a colheita, transporte, trituragcdo e prensagem,
bem como durante a maceragcao, ocorrem reacdes enzimaticas, em presenca de
oxigénio, originando compostos pertencentes aos grupos de Cg-alcoois e Cg-
aldeidos, principalmente. Os compostos volateis produzidos sado hexanal, Z-3-
hexenal, E-2-hexenal e o0s alcoois correspondentes Estes compostos sao
derivados da fracao lipidica as uvas (acidos linoléico e linolénico), tendo como

principais descritores os aromas herbaceos e vegetais [32, 33, 34].
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4.1.3 Aromas Fermentativos

O processo de fermentagédo é a etapa essencial para a transformacgéao do
mosto em vinho, com a producdo de etanol a partir das moléculas de agucares
(principalmente glicose e frutose) presentes nas uvas. Esse processo ocorre pela
presenca de microrganismos no mosto, sendo que as leveduras do género
Saccharomyces sdo as mais comuns associadas ao processo de vinificagao [25].
Durante a etapa de fermentacdo, além do etanol, sdo formados compostos
secundarios pertencentes a diversos grupos quimicos, como alcoois superiores,
acetatos de alcoois superiores, ésteres, etilicos de acidos graxos e acidos graxos.
Estes compostos posuem intensa capacidade odorifera, que desempenham
importante papel na formagdo do aroma de um vinho, contribuindo para a

formacao de aromas frutados, caracteristicos de vinhos brancos jovens [1].

Os élcoois com mais de dois atomos de carbono sdo conhecidos como
alcoois superiores ou alcoois fuseis, sendo praticamente ausentes em uvas e
mostos, mas encontrados em vinhos em concentracdes relativamente mais
elevadas, atingindo valores superiores a 100 mg.L™" [1, 18]. Estes &lcoois e os
seus ésteres possuem intensa capacidade odorifera, desempenhando um papel
de extrema importancia para o aroma final de um vinho. Os principais compostos
desta classe sdo o 2-metil-1-propanol (alcool isobutilico), 2-metil-1-butanol, 3-
metil-1-butanol (alcool isoamilico), 2-feniletanol (alcool feniletilico), 1-propanol e 1-

hexanol (Figura 1.3) [1].
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H3C/\/OH HaC "
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Figura 1.3. Principais alcoois superiores encontrados em vinhos: (1) 2-metil-1-propanol;
(2) 2-metil-1-butanol; (3) 3-metil-1-butanol; (4) 2-feniletanol; (5)1-propanol; (6) 1-hexanol.

A concentragédo de &lcoois fliseis em vinhos varia de 140 a 420 mg.L™" [35].
Com excegcdao do 2-metil-1-butanol e do 2-feniletanol, estes compostos estédo
presentes, geralmente, em concentracdes abaixo de seus limiares de percepcao
olfativa, porém quando os niveis de alcoois fuseis estdo acima dessas

concentracdes, podem apresentar impacto negativo no aroma [36].

Os ésteres sdo um dos principais componentes dos vinhos, logo apés a
agua, etanol e alcoois fuseis. Sado produtos da condensacdo entre o grupo
carboxilico de um acido orgéanico e o grupo hidroxilico de um alcool ou fenol. Mais

de 160 moléculas de ésteres ja foram identificadas em vinhos, porém os mais
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comuns sao os acetatos de ésteres, formados pela condensagédo do acido acético
e um alcool fusel e os ésteres etilicos de acidos graxos, formados entre etanol e
acidos graxos [1]. Com o grande numero de diferentes alcoois e acidos em vinhos,
o potencial de formagdo de uma grande gama de diferentes ésteres €
consideravel. Assim, é possivel dividir o grupo de ésteres em classes, tais como
acetatos de alcoois superiores, ésteres etilicos de acidos graxos, ésteres etilicos
de acidos organicos, entre outros [37]. A Tabela 1.1 apresenta alguns
representantes das principais classes de ésteres presentes em vinhos e seus

principais descritores aromaticos.

Estes compostos sdo de extrema importancia para o perfil aromético das
bebidas fermentadas, especialmente vinhos, pois a presenca de diferentes ésteres
apresenta um efeito sinérgico, contribuindo para uma maior percepcdo dos
aromas individuais que estdo abaixo do limiar de percepg¢do. Apresentam, em
geral, aromas frutados, caracteristicos de vinhos brancos jovens [1]. Durante o
envelhecimento dos vinhos, os ésteres sao lentamente hidrolisados, perdendo sua

capacidade odorifera [1, 38, 39].
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Tabela 1.1. Diferentes ésteres presentes em vinhos.

Ester Molécula Descritores Aromaticos?

Acetatos de &alcoois

Acetato de etila O Solvente

I

HC” Y07 CH,

Acetato de isoamila ,O CH, Banana

, /\)\
H,e” O CH,

Esteres de 4cidos organicos

Succinato de dietila (,3, Floral, frutado
¢} CH
H30/\o/\/\”/ s
o)
Lactato de etila (|3, Frutado, amanteigado
CH
HSC/\O/\( 3
OH

Esteres etilicos de &cidos graxos

Butanoato de etila ﬁ Frutado, morango
H3C/\/\O/\CH3

Hexanoato de etila (l)l Frutado, maca verde
Hae” N0 TN N,

Octanoato de etila (l)l Doce, frutado
HSC/\O/\/\/\/\CH 5

Decanoato de etila ﬁ Frutado, uva, floral
o™ 07 TN e,

2:128, 40, 41].
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Os acidos graxos volateis presentes no vinho podem derivar do anabolismo
de lipidios, resultando em compostos com numero par de atomos de carbono, por
descarboxilagdo oxidativa de a-cetoacidos ou por oxidacao de aldeidos. Os &cidos
graxos volateis sintetizados a partir de a-cetoacidos sao, principalmente, o acido
propandico, o acido 2-metil-1-propandico (acido isobutirico), acido 2-metil-1-
butanoico e acido 3-metil-1-butandico (acido isovalérico, acido 3-metilbutirico). A
partir do metabolismo lipidico, os seguintes acidos graxos sao relatados: butanoico
(butirico), acido hexandico (caprdico), acido octanodico (caprilico) e acido

decandico (caprico) (Figura 1.4) [42].

Figura 1.4. Acidos graxos encontrados em vinhos: (1) &cido butanoico; (2) acido
hexandico; (3) acido octandico (4) acido decandico.
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Embora os acidos graxos estejam descritos por notas desagradaveis em
vinhos, tais como rang¢oso, queijo e sabao, apenas alguns compostos desta familia
atingem o seu limiar de percepc¢ao. No entanto, sdo considerados essenciais para

o equilibrio aromatico do vinho [36].

4.1.4 Aromas Pds-Fermentativos

O aroma de um vinho pode mudar drasticamente durante o periodo de
envelhecimento em barris e/ou em garrafa. As reagcées quimicas que ocorrem
durante esse periodo ainda sdo pouco compreendidas, porém sabe-se que 0
conteudo de oxigénio desempenha papel relevante na formacdo de novos
compostos e na evolugdo de compostos ja presentes. Em geral, o contetudo de
oxigénio esta relacionado com a formacdo de determinados compostos com
aromas oxidativos (por exemplo, aldeidos ou sotolon) e a formagao/degradacgéo de

compostos organicos sulfurados volateis [43].

Em vinhos que passam pelo processo de envelhecimento, principalmente
em barris de carvalho, ocorre a formacdo de alguns compostos de aroma
caracteristicos, como por exemplo, B-metil-octalactona, composto que participa da
formagao de aroma contribuindo com o odor de amadeirado, carvalho, baunilha

e/ou coco [44].
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5. ANALISE DE COMPOSTOS VOLATEIS EM VINHOS

A fracdo volatil do vinho é extremamente complexa, principalmente devido
ao grande numero de compostos, de diferentes classes quimicas, cobrindo uma
vasta gama de polaridades, solubilidade, volatilidade e concentragao variaveis.
Além disso, os compostos volateis estdao contidos em matrizes complexas e de
composicao muito variavel, onde podem estar associados e, portanto, a sua
volatilidade € modulada por outros macrocomponentes dos vinhos (polifendis,

etanol, polissacarideos, etc.) [45].

As metodologias de pesquisa de compostos volateis em vinhos
compreendem etapas fundamentais, entre elas a extracdo dos compostos volateis
da matriz (vinho), a separagcdo e deteccdo das diferentes moléculas por
cromatografia gasosa acoplada a um sistema de deteccdo e posteriormente, a

identificacdo e quantificacdo dos compostos volateis [46].

5.1 Extracao dos Compostos Volateis

A determinacdo de compostos volateis em uvas e vinhos requer, muitas
vezes, extensa extracao e preparacao das amostras antes da analise instrumental.
Historicamente, os volateis de vinhos foram isolados usando destilagdo ou

técnicas de extragédo por uso de solventes [47, 48].

Atualmente, ha ampla disponibilidade de ferramentas analiticas para a
extracdo de compostos, sendo que os métodos mais comumente utilizados séo a

extracao liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction, LLE), extracdo em fase soélida
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extracao (Solid Phase Extraction, SPE) e microextracdo em fase solida (Solid
Phase Microextraction, SPME). LLE é uma tecnologia versétil, que possibilita
extracoes simultaneas utilizando solventes com polaridades distintas, porém sao
utilizados grandes volumes de solventes, acarretando em impactos ambientais e a
salde do analista [48]. A SPE utiliza pequenos volumes de solvente e apresenta a
vantagem de ser uma técnica seletiva usando fases adsorventes apropriados para

as classes de compostos de interesse [49].

A microextracdo em fase solida (SPME) € a técnica mais empregada
atualmente para isolamento dos compostos volateis em vinhos. Foi introduzida por
Arthur e Pawliszyn em 1990 [50] e oferece muitas vantagens em relagdo as
técnicas convencionais de preparo de amostras, entre as principais podemos citar
a simplicidade, rapidez, utilizacdo de pequenos volumes de amostras, extragéo

isenta de solventes e manipulagao minima das amostras [51].

O dispositivo utilizado em SPME consiste em um holder (suporte), um
émbolo e uma agulha de ago. Quando o embolo é deslocado para baixo, uma
haste metalica e/ou de silica fundida que se encontra dentro da agulha € exposta.
Na extremidade da haste um pequeno segmento é recoberto com material
polimérico adsorvente, responsavel pela extragdo dos compostos de interesse.
Esse segmento sera exposto a amostra, por imerséo direta ou no modo de espaco

confinado (headspace) [51, 52].
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Na extracdo por SPME as moléculas do analito tém de se deslocar da
matriz e penetrar no recobrimento e, para isto, resisténcias a transferéncias de
massa devem ser vencidas, até que se estabeleca um equilibrio de particao (ou de
adsorcao, para o caso de recobrimentos sélidos) do analito, entre a fibra e 0 meio
qgue a envolve. Portanto, a teoria de SPME baseia-se na cinética de transferéncia
de massa entre fases e na termodindmica que descreve o equilibrio de particao do

analito entre elas [51, 52].

As caracteristicas do material de recobrimento da fibra (espessura,
polaridade, natureza do material polimérico) devem ser escolhidas de acordo com
as caracteristicas da(s) molécula(s) de interesse. Apés a extragdo, a fibra
extratora é transferida diretamente para o injetor de um cromatografo a gas onde
os analitos sofrem dessorgéo térmica, podendo ser subsequentemente analisados

qualitativamente e/ou quantitativamente [51, 52].

Considerando que a técnica de SPME ndo € uma extragdo exaustiva, mas
sim uma técnica de equilibrio, com o maximo de sensibilidade obtido em um
determinado ponto, o desenvolvimento de um método de SPME requer a
otimizac&o de alguns parametros, tais como: tipo € modo de amostragem (imerséao
direta ou headspace), as condicbes de agitacao (velocidade, tempo e
temperatura), a forca i6nica, o pH, o volume da amostra, o volume de headspace,

as condi¢oes de dessorgao, entre outros [39, 33, 53, 54, 55, 56, 57].

A técnica SPME realizada no modo headspace (HS) acoplada com a

cromatografia gasosa (GC) e/ou cromatografia gasosa/espectrometria de massas
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(GC/MS) tem sido amplamente utilizado para analisar e monitorar o aroma de

uvas e vinhos [16, 55, 58, 59, 60, 61].

5.2 Analise dos Compostos Volateis por Cromatografia Gasosa acoplada

a Espectrometria de Massas

A mistura complexa de compostos volateis obtida através da etapa de
extracdo requer, para a sua separagado, 0 uso de cromatografia gasosa (gas
chromatography, GC). A separagdo baseia-se na diferente distribuicdo dos
compostos da amostra entre uma fase estacionaria (liquida ou sélida) e uma fase
mével (gasosa). As substancias presentes na amostra passam através da coluna

cromatografica, onde sao separadas, e chegam ao sistema de deteccao [62].

Diferentes detectores podem ser acoplados a GC e suas caracteristicas
(sensibilidade, seletividade, linearidade e quantidade minima detectavel) diferem
significativamente. Dentre os detectores mais utilizados destacam-se o de
lonizagdo de Chama e o de Espectrometria de Massas. O detector por lonizacao
de Chama é considerado universal para compostos organicos. A Espectrometria
de Massas, em inglés Mass Spectrometry (MS), é uma das técnicas mais
importantes de andlise molecular devido ao seu potencial em fornecer informacdes

de massa molar, bem como da estrutura do analito [46, 62].

Atualmente alguns sistemas apresentam o acoplamento entre GC e a
espectrometria de massas tandem ou espectrometria de massas sequencial,

também chamada de MS/MS ou MS". Nesta técnica, as moléculas de interesse,
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apds um processo de ionizacdo, sofrem uma sequéncia de andlises: primeiro
ocorre a selecao de um ion precursor ou ion pai, em seguida ocorre a ruptura
deste ion precursor para gerar ions-fragmentos e ao final ocorre a anélise e

detecgao dos fragmentos formados [63, 64].

Para realizacao de analises do tipo tandem, sdo necessarios equipamentos
apropriados que permitam a selecdo especifica de cada ion desejado. As
configuragdes mais comuns sao os do tipo triplo quadrupolo (QQQ), quadrupolo-
time of flight (Q-TOF) e time of flight - time of flight (TOF/TOF). Esses
equipamentos apresentam trés componentes em sequéncia, sendo dois

analisadores e uma camara de fragmentacao ou colisdo [63, 64].

O analisador do tipo triplo quadrupolo é constituido por trés quadrupolos em
série, Q1, Q2 e Q3, sendo que o Q2 atua como uma célula de colisdo, onde

ocorrem as fragmentagdes dos ions selecionados anteriormente (Q1) (Figura 1.5).

O processo de colisdo utiliza um gas inerte para induzir a dissociacdo do
ion, Collision-Induced Dissociation (CID). O Q2 também é empregado como

direcionador dos ions produzidos ao terceiro quadrupolo [65].
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Figura 1.5. Esquema de um espectrémetro de massas em tandem do tipo triplo

quadrupolo.

Em um espectrdmetro de massas do tipo triplo quadruplo, diferentes
configuragdes de experimentos podem ser realizados, incluindo os modos SCAN
(varredura) e SIM (Single lon Monitoring), ambos em modo MS tradicional. No
modo MS/MS, as configuragdes utilizadas podem ser: monitoramento seletivo de
reacdes (SRM, Selective Reaction Monitoring) ou monitoramento multiplo de
reacbes (MRM, Multiple Reaction Monitoring), varredura de ions produtos,
varredura de ions precursores e varredura de perda neutra [63, 64]. A figura 1.6

mostra uma representacdo esquematica dos tipos de experimentos em MS/MS.

Na configuracdo Monitoramento Seletivo de Reagdes, MSR, o Q1 monitora
a fragmentacdo de um ion precursor previamente selecionado e 0s seus
correspondentes ions produtos. Quando se monitora a fragmentagdo de varios
ions precursores simultaneamente, este modo de varredura € denominado

Monitoramento de Reacdes Multiplas, MRM [65].
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A varredura dos ions produto (Product lon Scan) isola o ion de interesse em
Q1 que, em seguida, é fragmentado na cela de colisdo (Q2). No Q3 é realizada a
varredura dos ions produzidos a partir da fragmentagdo do ion de interesse

isolado em Q1 para obtencao do espectro de massas [65].

Q1 Camara de Colisdo - Q2 Q3

1) Monitoramento Seletivo de Reacdes

2) Varredura de fons Produto

3) Varredura de fons Precursores

4) Varredura de Perda Neutra

Figura 1.6. Configuracbes de experimentos em MS/MS do tipo triplo quadrupolo.

Ja a varredura do ion precursor (Precursor lon Scan) é realizada quando o
Q1 é ajustado para transmitir ions dentro de um intervalo de m/z de interesse, os

quais sao fragmentados na cela de colisdo (Q2), sendo transmitidos ions de uma
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Unica razao m/z (ion produto de fragmentagcédo) para o Q3 [65]. Por sua vez, a
varredura da perda neutra (Neutral Loss Scan) permite observar ions que se

fragmentam perdendo uma massa de estrutura quimica especifica e neutra [65].

Uma das principais vantagens do acoplamento entre cromatografia gasosa
e espectrometria de massas em tandem € a identificacao de compostos com alto
grau de confianga, o que nao seria possivel apenas com base nas caracteristicas
de retencdo/eluicdo dos compostos, fornecidas por outros detectores utilizados
[65]. Assim, as analises em tandem propiciam maior seletividade e sensibilidade

do sistema cromatografico.

5.3 Identificacao e Quantificacao de Compostos Volateis

A maneira mais simples de identificar compostos volateis é comparando os
tempos de retencédo (tg) dos picos de interesse com os picos de padrdées analiticos
puros. Quando ndo ha a disponibilidade de padrbes, outros parametros podem
auxiliar na identificacdo do analito desconhecido, aumentando, assim, o grau de
confiabilidade. As op¢des mais empregadas para este fim sdo: quando possivel, o
conhecimento prévio dos constituintes da amostra analisada; comparar o indice de
retencédo (ou indice de Kovats) calculado para o analito com aqueles fornecidos
pela literatura para a substancia em questédo, obtidos em colunas com a mesma
fase estaciondria; comparar o indice de retencdao em duas circunstancias, uma
utilizando uma coluna de fase polar e outra apolar [66]; considerar a posicdo do

analito em relacdo a outros constituintes com identificagdo consolidada na mesma
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amostra; e quando possivel, relacionar os descritores sensoriais obtidos por
olfatometria com os termos descritivos apresentados na literatura para o mesmo
composto, principalmente quando o pico registrado pelo MS ndo possui razao

sinal/ruido suficientemente grande para fornecer um espectro de qualidade [46].

Quando se utiliza espectrometria de massas para a identificacdo e
confirmagdo dos compostos volateis previamente separados, utiliza-se a
informacgao estrutural proveniente da relacdo massa/carga (m/z) do ion molecular
e dos fragmentos registrada nos espectros de massas obtidos. O analito é
considerado positivamente identificado quando o seu espectro € idéntico ao obtido

para a substancia pura [67].

As andlises quantitativas podem ser desenvolvidas utilizando padronizacao
interna ou externa. No método de padronizacdo interna uma quantidade de uma
substancia medida cuidadosamente, que atua como padrao interno, € introduzida
em cada padrdo e na amostra, e a razdo entre as areas do pico do analito e do
padrao interno funcionam como parametro analitico. O método de padronizacéo
externa envolve a preparacdo de uma série de solugdes-padrdo de composicdes
préximas a concentracdo do analito na amostra. A altura ou areas dos picos
obtidos no cromatogramas dos padrées sao entdo utilizadas em um grafico em
funcédo da concentracdo. Idealmente a curva obtida deve ser uma reta que passa
pela origem e a concentracdo da amostra é obtida a partir da equacgéo desta reta

[68, 69].
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A quantificacdo dos picos de compostos volateis identificados deve ser
realizada depois da validacdo do método. E essencial que os estudos de validagcdo
sejam representativos e conduzidos de modo que a variagcdo da faixa de
concentragdo e os tipos de amostras sejam adequados, garantindo a
confiabilidade e reprodutibilidade do método analitico utilizado. Os paréametros
analiticos normalmente encontrados para validacdo de métodos de separacéo
séo: seletividade; linearidade e faixa de aplicacdo; precisédo; exatidao; limite de

deteccédo; limite de quantificagéo e robustez [68, 69].
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RESUMO

Contexto e Objetivos: Um método de extracdo de compostos volateis em vinhos
Chardonnay utilizando microextracdo em fase solida (HS-SPME) e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas tandem (GC-MS/MS) foi

desenvolvido através de otimizagdo multivariada.

Métodos e Resultados: A estratégia de otimizacdo foi conduzida utilizando
andlise multivariada com delineamento composto central rotacional (CCRD)
baseado em planejamento fatorial 22 e metodologia de superficie de resposta. As
condicOes otimizadas foram temperatura (°C) e tempo (minutos) de extragdo. A
area total dos picos cromatogréficos referentes a dezenove compostos especificos
foram monitorizados e utilizado como resposta. A aquisicéao foi realizada no modo
de monitoramento de reacées multiplas modo (MRM). O modelo matematico que
descreve a superficie de resposta para o CCRD foi validado usando a analise de
variancia (ANOVA) a 95% de nivel de confianga. Este modelo mostrou uma falta
de ajuste, baseado nos valores de média dos quadrados e erro puro de cada

resposta, onde 0 Fgaiculado fOi 2,23 vezes de Figpuiado-

Conclusao: Apesar de nao poder ser rigorosamente utilizados para fazer
previsbes quantitativas, o modelo apresentou coeficientes da equacao Uteis,
principalmente os lineares, para a compreensdo do comportamento sistematico
nos valores de resposta em funcao dos niveis de fator com base nos resultados

observados. Assim, a condicdo 6tima observada neste método foi de 30°C e 45
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minutos de extracdo. Os compostos majoritarios observados nesta amostra foram

ésteres e alcoois, caracteristicos de aroma de vinho Chardonnay.

Importéancia do Estudo: O planejamento estatistico multivariado pode ser usado
na otimizacao dos parametros de extragcdo por HS-SPME, com numero reduzido
de experimentos, podendo ser efetivamente empregado na exitragcdo de
compostos volateis de vinhos Chardonnay e posterior andlise utilizando CG-
MS/MS. Este é o primeiro estudo empregando GC-MS/MS a anélise de compostos

volateis em vinhos.

Palavras chave: otimizagdo multivariada; HS-SPME; compostos volateis;

Chardonnay; GC-MS/MS.

78



Sartor, S. B. et al. Capitulo 2

ABSTRACT

Background and Aims: A method for optimization of extraction of volatile
compounds in Chardonnay wine was developed using headspace-solid phase
microextraction (HS-SPME) and gas chromatography coupled with triple

quadrupole tandem mass spectrometry (GC-MS/MS).

Methods and Results: Optimization of the HS-SPME conditions was carried out
using a 22 factorial central composite rotational design (CCRD).Variables chosen
were temperature (T,°C) and extraction time (i,minutes). Total area of
chromatographic peaks respect to nineteen specific compounds were monitored.
Acquisition was performed in multiple reaction monitoring (MRM) mode. The
mathematical model that describes the response surface for the CCRD was
validated using the analysis of variance (ANOVA) at 95% of confidence level. This
model showed a lack of fit based on mean square pure error ratios for each

response, Wlth Fca|cu|ated 2,23 tlmeS Of Ftabu|a’[ed

Conclusion: Although the models cannot be rigorously used to make quantitative
predictions, the model coefficients, especially the linear ones, are useful for
understanding systematic behaviour in the response values as a function of the
factor levels based on the observed results. Thus, the optimal extraction condition

achieved in this method was corresponding to 30°C and 45 minutes.

Significance of the Study: Multivariate statistical design can be used in
optimization of HS-SPME extraction parameters, with reduced number of

experiments and can be useful in sampling method of volatile compounds of
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Chardonnay wines analysis by CG-MS/MS. This is the first study employing GC-

MS/MS to the analysis of wine volatile compounds.

Key words: Chardonnay; GC-MS/MS; HS-SPME; multivariate optimization;

volatile compounds.
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1 INTRODUCAO

Os diferentes compostos volateis presentes em vinhos determinam o seu
aroma final, carateristica fundamental na identidade, qualidade e aceitagéo pelo
mercado consumidor. Estes compostos, quando em conjunto, formam uma matriz
capaz de estimular uma resposta sensorial pelo sistema olfativo humano (Smyth
and Cozzolino, 2012). Pertencem a diferentes classes quimicas, tais como
ésteres, alcoois, cetonas, aldeidos, monoterpenos, Ciz-norisoprenoides,
metoxipirazinas e compostos sulfurados (Ebeler and Thorngate, 2009). Mais de
1.000 compostos de aroma ja foram identificados em vinhos de diferentes origens,
porém apenas cerca de 10% destes apresentam alguma contribuicdo importante
para o aroma final de um vinho. A composicao e a intensidade destes compostos
dependem de varios fatores, tais como a cultivar de uva utilizada, grau de
maturacao da uva, clima, solo, altitude, microrganismos utilizados na fermentacéo,
técnicas enoldgicas utilizadas durante o processo de fermentagao,
envelhecimento, etc. (Jiang et al., 2013, Medina et al.,, 2013, An6n et al.,

Liberatore et al., 2010).

Devido a complexa composicdo quimica de vinhos, matriz onde os
compostos de aroma estdo presentes, um método eficiente de extracao se faz
necessario, tendo como obijetivo isolar os analitos alvo da matriz, além de servir
como uma ferramenta de pré-concentragcao, aumentado a sensibilidade do sistema
analitico empregado. Varios métodos de extragdo sao relatados na literatura para

a andlise de compostos volateis em vinhos, tais como técnicas de destilagao,

81



Sartor, S. B. et al. Capitulo 2

extracao por solvente e extracdo em fase solida (SPE) (Polaskova et al., 2008).
Atualmente, o método de extracdo mais utilizado em anadlise de compostos
volateis em uvas e vinhos é a microextracdo em fase sélida (Solid Phase

Microextraction, SPME) (San-Juan et al., 2010, Zhang et al., 2011).

Introduzido por Arthur e Pawliszyn em 1990 (Arthur and Pawliszyn, 1990), a
SPME é uma técnica sortiva de preparo de amostras isenta de solventes, que
envolve a exposicao de uma pequena quantidade de fase extratora dispersa em
um suporte sélido, sob condi¢des controladas, em contato direto com a amostra
(DI-SPME) ou entdo, com o headspace (ou espaco confinado) desta, estabelecido
previamente (HS-SPME). O processo envolve duas estapas basicas : a primeira,
onde ha a partigdo entre os analitos da amostra e o material do recobrimento da
fibra (fase extratora), e a segunda etapa, onde ocorre a dessorcdo dos analitos
concentrados na fibra para um instrumento analitico (Risticevic et al., 2009).
Dentre as principais vantagens desta técnica estao: o preparo das amostras em
menor tempo, uso de pequenos volumes de amostras, a possibilidade de
concentracao de analitos em amostras liquidas e sélidas, reduzida manipulagcéao
por parte do analista e, principalmente, o ndo uso de solventes organicos, sem,
consequentemente, a geracdo de grandes volumes de solventes residuais
(Risticevic et al.,, 2009, Zhang et al., 1994). A SPME tem sido utilizada,
rotineiramente, em conjunto com sistemas de cromatografia gasosa e aplicada

com sucesso a uma grande variedade de compostos, especialmente para a
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extracdo de compostos organicos volateis e semivolateis de matrizes complexas
(Risticevic et al., 2009, Hayasaka et al., 2005).

Considerando que a microextracdo em fase sdlida ndo é uma técnica
exaustiva e sim uma técnica de equilibrio, com 0 maximo de sensibilidade obtido
em um ponto de equilibrio, durante o desenvolvimento de um método de SPME
alguns parametros podem ser otimizados. Usualmente, os parametros
monitorados s&o o tipo de recobrimento da fibra, o modo de amostragem (modo
imersao direta ou headspace), agitacao, tempo e temperatura de extragao, forca
ibnica, pH, volume de amostra, tipo de vial utilizado, volume de headspace,
condi¢des de dessorcao, entre outros (Risticevic et al., 2009, Zhang et al., 2011,
Hayasaka et al., 2005, Medina et al., 2013, Whiton and Zoecklein, 2000).

Nestes casos, onde muitos fatores podem influenciar a resposta do sistema,
os procedimentos de otimizacdo da extracdo podem ser conduzidos usando
analises estatitiscas multivariadas, que permitem a variacdo simultdnea de todos
os fatores estudados, sendo util para localizar as interagcdes entre eles e as
variacdes nao detectaveis por analises experimentais univariadas tradicionais.
Essas ferramentas podem fornecer informagdes seguras sobre as melhores
condigbes de andlise e existéncia ou ndo de erros experimentais. Uma das
ferramentas mais utilizadas, em analise estatistica multivariada, é o uso de
delineamento composto central rotacional (DCCR) e metodologia de superficie de
resposta (Bogusz Junior et al., 2011, Welke et al., 2012).

Tradicionalmente, a técnica de cromatografia gasosa acoplada a

espectromeria de massas (GC-MS) é a mais utlizada para a analise de compostos
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volateis em vinhos (Polaskova et al., 2008). Na técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em tandem (GC-MS/MS), as moléculas de
interesse séo fragmentados por duas vezes e, em seguida, o sistema é capaz de
isolar um fragmento selecionado e refragmenta-lo, gerando um espectro
especifico obtido a partir dos ions selecionados (m/z). O uso de GC-MS/MS
proporciona um elevado grau de seguranca na identificacao do analito, devido sua
maior seletividade e sensibilidade quando comparado a técnica de GC-MS. Em
funcédo disso, esta técnica vem sendo amplamente empregada na deteccdo de
compostos presentes em baixas concentracdes na composicdo de matrizes
complexas, tais como a determinacdo de residuos de pesticidas em diferentes
matrizes alimentares (Sapozhnikova and Lehotay, 2013), determinacao de drogas
anabdlicas em urina humana (Delgadillo et al., 2012), analise de compostos
organicos volateis em agua (Cervera et al.,, 2011), analises metabolémicas
(Tsugawa et al.), entre outros.

Assim, o objetivo deste trabalho €, pela primeira vez em literatura, otimizar
um método de extragcdo de compostos volateis em vinhos Chardonnay por
microextracdo em fase solida no modo headspace (HS-SPME) e analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem (GC-
MS/MS), através da otimizacdo dos fatores temperatura e tempo de extracao,
mediante o uso de delineamento composto central rotacional (DCCR) do tipo 22 e
metodologia de superficie de resposta para a determinacao da condi¢do 6tima de

extracao.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e Padroes

Os padrdes analiticos utilizados foram: 1-hexanol (CAS numero 111-27-3),
3-metil-1-butanol (CAS numero 123-51-3), 2-feniletanol (CAS numero 60-12-8),
acetato de isoamila (CAS numero 123-92-2), acetato de hexila (CAS numero 142-
92-7), lactato de etila (CAS numero 97-64-3), succinato de dietila (CAS numero
123-25-1), butanoato de etila (CAS numero 105-54-4), hexanoato de etila (CAS
namero 123-66-0), octanoato de etila (CAS numero 106-32-1), decanoato de etila
(CAS numero 110-38-3), acido hexandico (CAS numero 142-62-1), &cido
octandico (CAS numero 124-07-2), acido decandico (CAS numero 334-48-5), nerol
(CAS numero 106-25-2), linalol (CAS numero 78-70-6), a-terpineol (CAS numero
10482-56-1), a-ionona (CAS numero 127-41-3), B-ionona (CAS numero 79-77-6).
Todos os padroes foram obtidos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA), com pureza

2 99%.

Uma solucao sintética de vinho foi preparada utilizando agua Milli- Q®, 12%
(v/v) de etanol grau HPLC (JT Baker, Xalostoc, México) e 2 g.L ™" de &cido tartarico
(Merck, Darmstadt, Alemanha). O pH foi ajustado para 3,2 com solugdo de
hidréxido de sédio (NaOH) 1M . Cloreto de Sédio (NaCl) foi adquirido da Vetec

(Rio de Janeiro, Brasil).

2.2 Amostras
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A amostra de vinho Chardonnay utilizada foi obtida em estabelecimento
comercial na cidade de Campinas, Sado Paulo e armazenada ao abrigo da luz e
temperatura de 16°C até a realizagdo das analises. O vinho foi produzido no
municipio de Andradas, Minas Gerais, durante a safra 2011 e as analises foram

realizadas no primeiro semestre de 2012.

2.3Preparo da amostra e procedimentos de SPME

Aliquotas de 10 mL de vinho foram transferidas para vials de SPME de 40
mL, com tampa de rosca e septo de PTFE/silicone (Supelco Inc., Bellefonte, PA,
EUA). Foi adicionado 3,0 g de cloreto de sédio (NaCl). Durante o tempo de
amostragem, a amostra foi agitada constantemente com uma pequena barra de
agitacao magneética. A fibra de SPME utilizada foi de 1 cm, recoberta com 50/30
mM de Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) (Supelco
Inc., Bellefonte, PA, EUA.), condicionada antes do uso de acordo com as
instrucées do fabricante. A fibra foi exposta no headspace da amostra apés 10
minutos de tempo de equilibrio. Apds a extracao, a fibra foi introduzida no injetor
do cromatégrafo a gas para a dessor¢cdo dos analitos a uma temperatura de

270°C, no modo splitless durante um periodo de 15 minutos.

2.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas em

tandem (GC - MS/MS)
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As analises cromatograficas foram realizadas utilizando um cromatografo a
gas Agilent 7890A (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) acoplado ao
detector de massas do tipo triplo quadrupolo Agilent 7000 Triple Quad (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA). O gas de arraste utilizado foi Hélio ultra puro 6.0
(White Martins, Brasil), em vazdo constante de 1,0 mL.min". A temperatura do
injetor foi estabelecida em 270°C, com injecdo no modo splitless. O liner utilizado
no experimento foi especifico para SPME, com didmetro interno de 0,75mm,
obtido da Sigma Aldrich (Saint Louis, USA). Para a separacao cromatografica foi
utilizada uma coluna capilar do tipo Supelc:owax® 10 (100% polietilenoglicol)
(Supelco Inc., Bellefonte, PA, EUA.) com as seguintes dimensées: 30m x 0,25mm
x 0,25um. A programacao de temperatura foi realizada conforme metodologia
proposta por Weldegergis e colaboradores (Weldegergis et al., 2011), onde a
temperatura inicial foi 30°C, mantida por 2 minutos, aumentando 4°C.min”" até
130°C e mantida por 2 minutos, aumentando a uma taxa de 8°C.min™" até 250°C,
permanecendo nesta temperatura por 5 minutos. O tempo de corte de solvente foi
estabelecido em 2,5 minutos.

Os espectros de massa foram obtidos usando ionizagdo por impacto de
elétrons (El, Electron Impact) com energia de colisdo de -70eV. As temperaturas
da interface, fonte e quadrupolos (Q1, Q2 e Q8) utilizadas foram 250, 260 e
150°C, respectivamente. Nitrogénio e Hélio foram utilizados na célula de colisao
(Q2) com vazao de 2,25 mL.min™" e 1,5 mL.min™", respectivamente. A aquisicdo de
dados foi realizada no modo de monitoramento de reacdes multiplas (MRM,

Multiple Reaction Monitoring). Os ions precursores (m/z) foram escolhidos como

87



Sartor, S. B. et al. Capitulo 2

qualificadores e os ions produto (m/z) como identificadores apds otimizacdo dos
valores de energia de colisao e fragmentagdo (CID, Collision-Induced
Dissociation), sendo estabelecidos de acordo com cada analito analisado. A faixa
de massas analisada foi de 30 até 400 m/z, com 50 milissegundos de tempo de
aquisicao. O adwell time, tempo de aquisi¢cao dividido pelo nimero de transigoes,
utilizado foi de 1 milissegundo para cada analito. As condi¢cdes especificas de
MS/MS estao apresentadas na Tabela 2.1.

Os dados foram adquiridos e processados utilizando o programa Agilent
MassHunter Workstation Software Qualitative Analysis (versdo B.06.00, Agilent
Technologies Inc.) e Agilent MassHunter Workstation Software Quantitative
Analysis for QQQ (versao B.05.02, Agilent Technologies Inc.). A identificacdo dos
compostos foi realizada por comparacao entre tempos de retencao dos compostos
analisados e com padrdes analiticos presentes em uma solucao sintética de vinho,
injetada sob mesmas condicdes. Os ions qualificadores e identificadores foram
considerados quando apresentaram mais que 75% de similaridade entre os
padroes preparados e analisados, além de comparados com os padrdes de
fragmentacao disponiveis nos espectros de massa presente na biblioteca National

Institute of Standards and Technology (NIST, 2011).
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Tabela 2.1. Tempo de retengdo e parametros de GC-MS/MS dos compostos

monitorados

fon Precursor  fon Produto Engrgla Tempo de
Analito Transicao Selecionado  Selecionado Colizéo Retencao

(m/z) (m/z) V) (min)
Alcoois
1-hexanol 69.0—-43.0 69 43 40 21.76
3-metil-1-butanol 77.0-55.0 77 55 20 29.39
2-feniletanol 91.0—65.0 91 65 40 34.61
Esteres
Acetato de hexila 84.0—56.0 84 56 25 27.78
Acetato de isoamila 87.0—-70.0 87 70 25 37.16
Lactato de etila 75.0—45.0 75 45 25 16.03
Dietil Succinato 129.0—-101.0 129 101 25 29.02
Esteres etilicos de &cidos graxos
Butanoato de etila 101.0—-29.0 101 29 25 21.65
Hexanoato de etila 115.0-27.0 115 27 25 21.71
Octanoato de etila 143.0—-73.0 143 73 35 27.78
Decanoato de etila 155.0—-101.0 155 101 35 30.93
Acidos graxos
Acido decanoico 129.0-57.0 129 57 30 21.66
Acido hexanoico 99.0—-55.0 99 55 30 14.68
Acido octandico 115.0—-85.0 115 85 30 37.14
C3-norisoprenoides
a-ionona 136.0—109.0 136 109 40 35.40
B-ionona 177.0—135.0 177 135 40 24.29
Monoterpenos
Linalol 121.0-80.0 121 80 35 28.78
a-terpineol 136.0—-59.0 136 59 35 19.89
Nerol 139.0-84.0 139 84 35 27.14

2.4Estratégia de Otimizacao

A otimizagdo das condigdes de HS-SPME foi realizada utilizando um

delineamento fatorial composto central rotacional (DCCR) do tipo 22, com quatro

pontos axiais (a = 1,4142) e quatro pontos centrais (Ferreira et al., 2007). Como

variaveis a serem estudadas foram escolhidas a temperatura (T, °C) e tempo de

extracao (t, minutos). Os niveis de cada variavel podem ser vistos na Tabela 2.2.

Doze experimentos foram realizados de forma aleatoria. Outros parametros
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(quantidade de NaCl, tempo de equilibrio, a velocidade de agitagdo, volume de

amostra) foram arbitrariamente estabelecido pelos autores.

Tabela 2.2. Fatores, niveis e dominio experimental das condigbes aplicadas na
otimizacao da extracao por HS-SPME.

Variaveis Variaveis codificadas
-0 -1 0 1 a®
Temperatura de extracao (T,°C) 30 32,5 40 47,5 50,6
Tempo de extracdo (t, minutes) 30 35 45 55 59,1
%a=1,4142.

2.5 Analises Estatisticas

A andlise de variancia (ANOVA) a 95% de nivel de confianga foi utilizada
para validar o modelo matematico que descreve a superficie de resposta para o
CCRD. O software Statistica® v.7 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA) foi utilizado para

analise estatistica dos dados e resultados obtidos.

3 RESULTADOS
Os compostos volateis monitorados neste estudo foram escolhidos por

representar as principais classes quimicas de compostos de aroma de vinhos:
alcoois, ésteres, etil ésteres, acidos graxos, monoterpenos e Ciz-norisoprenoides
[15]. A escolha da fibra utilizada, DVB/CAR/PDMS, foi realizada de acordo com o
interesse do presente trabalho: cobrir uma ampla gama de polaridade, volatilidade

e funcionalidade, representado pelos compostos selecionados. Diversos autores
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citam a fibra do tipo DVB/CAR/PDMS como a mais seletiva e eficiente para a
pesquisa de compostos volateis em vinhos (Castro Mejias et al., 2003, Welke et
al., 2012, Howard et al., 2005).

A quantidade de sal adicionada tem a finalidade de aumentar a forga idnica,
promovendo o “salting out” dos compostos volateis da matriz aumentando os seus
coeficientes de particdo e consequentemente o aumento da concentragdo dos
analitos no headspace antes da extracao (Whiton and Zoecklein, 2000, Howard et
al., 2005). Teoricamente, qualquer sal inorganico pode ser utilizado, porém os sais
mais utilizados sé@o o sulfato de sédio (Na>SOy,) e o cloreto de sédio (NaCl), devido
a alta solubilidade destes em meio aquoso (vinho) (Howard et al., 2005). A
concentragao geralmente utilizada é de 30% do volume da amostra (Camara et al.,
2006, Welke et al., 2012)

O volume de amostra utilizado foi estabelecido de acordo com os
procedimentos experimentais previamente testados, considerando o volume do
vial utilizado, o volume de headspace e tamanho e profundidade de exposi¢éo da
fibra ao headspace da amostra.

A Figura 2.1 apresenta o Diagrama de Pareto, onde os dados obtidos pelo
delineamento experimental realizado podem ser observados. Com base na analise
dos efeitos dos fatores envolvidos no delineamento, a 95% de confianga, podemos
verificar que apenas o fator temperatura (T, °C) foi significativo nos modelos

avaliados.
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Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 2.1. Diagrama de Pareto dos efeitos dos fatores avaliados no delineamento
fatorial 22. Resposta: area total dos picos cromatogréaficos dos compostos avaliados.

A Tabela 2.3 apresenta os resultados obtidos nos experimentos conduzidos
por DCCR, onde a resposta esta expressa em unidade arbitraria de area e
representa a darea total dos picos cromatograficos dos dezenove compostos
selecionados e monitorados.

Também podemos observar os niveis dos fatores tempo (i, min) e
temperatura (T, °C) utilizados na execucao dos experimentos. Os valores foram
arredondados para melhor controle experimental dos niveis. Observa-se maior
resposta cromatografica no experimento numero 5, com valores de area de
2,54E+07, onde o valor de temperatura utilizado foi 30°C e o tempo de extracao foi

de 45 minutos.
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Tabela 2.3. Condicbes experimentais e respostas obtidos por DCCR para
otimizacao da extracdo HS-SPME e GC-MS/MS

Fatores

Experimento T¢C) Temee(?rraaégroa de ¢ (min) -Le)(?:ggé%e Resposta®
1 -1 32,5 -1 35 2,50E+07
2 1 47,5 -1 35 2,44E+07
3 -1 33,5 1 55 2,49E+07
4 1 47,5 1 55 2,43E+07
5 -1,41 29,4 0 45 2,54E+07
6 1,41 50,6 0 45 2,43E+07
7 0 40 1,41 59,1 2,50E+07
8 0 40 -1,41 30,0 2,49E+07
9? 0 40 0 45 2,48E+07
102 0 40 0 45 2,49E+07
112 0 40 0 45 2,49E+07
122 0 40 0 45 2,49E+07

% repeticao do ponto central.

®: 4rea total dos picos selecionados, expresso em unidade arbitraria.

A analise de variancia (ANOVA), com 95% de confianga, foi utilizada para

verificar quais fatores afetam significativamente a resposta do procedimento de

HS-SPME e para validar o modelo matematico que descreve a superficie de

resposta do DCCR. A Tabela 2.4 apresenta os valores obtidos pela ANOVA. Com

base nos resultados de regressao, podemos evidenciar a existéncia ou nao da

falta de ajuste do modelo matematico, podendo fazer previsdes baseados neste

(Bogusz Junior et al., 2011, Ferreira et al., 2007).
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Tabela 2.4. Andlise de variancia pelo método de minimos quadrados, para os
fatores tempo e temperatura de extragdo dos compostos volateis de vinho
Chardonnay por HS-SPME

Fontes de Somados Grausde Média dos

a b
variacao quadrados liberdade quadrados Feal Fiao-  Fea/Fiab

Regressao 8,27E+11 5 1,65E+11 395,97 4,39 90,2
Residuos 1,63E+11 6 2,71E+10
Falta de ajuste 1,55E+11 3 517E+10 20,68 9,28 2,23
Erro puro 7,50E+09 3 2,50E+09
Total 1,14E+12 11
R® 0,720
% Fealoulado

: I:tabulado

Com base com dados apresentados, verifica-se que a significancia
estatistica da regresséo, dada pela média quadratica dos residuos (MQr/MQy) ou
Fcalculado, € de 395,97. Quando comparamos, ao nivel de confianga de 95%, os
valores de Fcacuado € de Fiabuiado (5,6,95%), cujo valor & de 4,39, verifica-se que
Fcalculado > Frabuiado Cerca de 90,2 vezes, indicando que a correlacdo entre as
variaveis estudadas é considerada adequada.

Com base no modelo quadratico obtido, foi gerado a superficie de resposta
do experimento. O modelo quadratico gerou a equacao R= 24875744-344901*T-
75859T2-7397*t-25559t%, onde T é a variavel 1 (temperatura de extragdo,°C), t é a
variavel 2 (tempo de extracdo, min) e R, a resposta (area total dos picos
cromatograficos). Os coeficientes da equacado do modelo, mesmo apresentando
falta de ajuste, podem ser utilizados na compreensdo do comportamento
sistematico nos valores de respostas em funcado dos niveis dos fatores (Meinhart

et al., 2010).
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4 DISCUSSAO
O processo de extragao por HS-SPME envolve a particdo dos analitos entre

a matriz, o recobrimento da fibra extratora e o headspace. No equilibrio, a
quantidade de amostra extraida € proporcional ao coeficiente de particdo e a
concentracao do analito no headspace. A extracao é considerada étima quando a
concentragdo do analito atinge o equilibrio de distribuicdo entre a fase extratora
(recobrimento da fibra) e o headspace (San-Juan et al., 2010, Zhang et al., 2011,

Zhang et al., 1994, Zhang and Pawliszyn, 1993).

A temperatura de extragdo exerce grande influencia sobre a eficiéncia do
processo de extragdo dos compostos volateis em um método de HS-SPME. A
cinética do processo de extracdo € afetada diretamente pela temperatura, pois
atua na determinacédo da pressao de vapor dos analitos na matriz (Pawliszyn,
2000). Além disso, afeta diretamente o coeficiente de particdo dos analitos. O
aumento da temperatura, devido as condigdes termodinamicas, reduz o
coeficiente de particdo e consequentemente, diminuindo a quantidade de analito
extraido (Zhang and Pawliszyn, 1993, Camara et al., 2006, Pawliszyn, 2000). Para
a andlise de compostos volateis em vinhos por HS-SPME, as temperaturas
utilizadas, apresentadas em literatura, variam entre 35°C e 55°C. Porém, estes
valores variam em fung&o do tipo de vinho analisado, dos constituintes da matriz e
das concentragdes dos compostos analisados (Camara et al., 2006, Welke et al.,
2012, Whiton and Zoecklein, 2000).

O tempo de extragcéo, ou de exposicao da fibra ao headspace da amostra,

influencia diretamente o equilibrio entre as fases envolvidas, e,
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consequentemente, a eficiéncia da extracdo. O tempo de extragcao € definido como
o tempo necessario para que o equilibrio entre as fases seja atingido. Para
compostos com menor coeficiente de particdo, o tempo necessario para atingir o
equilibrio ¢ maior. Compostos com coeficiente de particdo maiores necessitam
menor tempo para atingir o equilibrio (Zhang et al., 1994, Camara et al., 2006,
Pawliszyn, 2009).

A exposicao da fibra por periodos de tempo mais curtos, ou antes de atingir
o ponto de equilibrio, faz com que a concentragdo extraida dos compostos seja
subestimada. Por outro lado, a exposicao da fibra durante periodos de tempo
muito longos faz com que os compostos passem a competir pelos sitios ativos da
fibra, também afetando sua concentracao final (Zhang et al., 1994, Welke et al.,
2012, Whiton and Zoecklein, 2000, Howard et al., 2005).

Para a determinacdo de compostos volateis de vinhos, os tempos de
extracao otimizados e posteriormente utilizados, variaram entre 30 e 60 minutos
(Whiton and Zoecklein, 2000, Howard et al., 2005, Camara et al., 2006). Para a
extracdo HS-SPME em vinhos Chardonnay produzidos no Rio Grande do Sul e
utilizados como base para espumantes, Welke e colaboradores (Welke et al.,
2012) utilizaram 45 minutos como condicao 6tima de extracdo. Neste estudo, o
mesmo tempo de extracdo (45 minutos) foi observado, através da analise
multivariada, sendo determinado como tempo 6timo de equilibrio.

O modelo gerado mostrou uma falta de ajuste, baseado nos valores de
média dos quadrados e erro puro de cada resposta, onde 0 Fcacuiado f0i 2,23 vezes

de Fiabulado, S€NAO quUE Fealcuiado deveria ser menor que Fiapuiago Para que houvesse
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um bom ajuste do modelo. Com base nesse resultado, este modelo nao pode ser
utilizado para fazer previsdes sobre a resposta. Porém, o ponto 6timo de extracao
esta baseado em um resultado real, obtido experimentalmente, além disso, o
coeficiente de variacao calculado para os experimentos do ponto central foi
consideravelmente baixo, 0,14%, indicando adequada repetibilidade do método
desenvolvido nesta condigao.

Apbs o processo de extragao por HS-SPME, os analitos de interesse foram
separados e identificados utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas em tandem (GC-MS/MS).

A configuracdo empregada para a aquisi¢cao de dados foi 0 monitoramento
de reagbes multiplas (MRM, Multiple Reaction Monitoring), onde o0s ions
precursores foram escolhidos como qualificadores e os ions produto como
identificadores apo6s otimizacao dos valores de energia de colisdo e fragmentacao
(CID, Collision-Induced Dissociation), sendo estabelecidos de acordo com cada
analito analisado. Assim, para a confirmacao de cada pico cromatografico obtido,
as transicdes apresentadas na Tabela 2.1 foram monitoradas individualmente.

A Figura 2.2 apresenta o cromatograma obtido no ponto étimo de extracao
por HS-SPME (30°C, 45 minutos) dos compostos volateis em vinho Chardonnay.
O pico destacado (tg= 14.68min) corresponde ao acido hexandico, sendo
confirmado pela analise do ion precursor/qualificador (m/z = 99) e do ion

produto/identificador (m/z = 55) na faixa de massas (m/z) monitorada.
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Figura 2.2. Cromatograma obtido no ponto étimo (30°C, 45 minutos) de extragao
dos compostos volateis por HS-SPME em vinho Chardonnay. O pico destacado (tg=
14.68min) corresponde ao acido hexandico e a sua respectiva faixa de transicao

monitorada (m/z).

A confirmacéo da identidade de cada analito foi realizada pela comparacéao
dos espectros obtidos pela injecado dos padrdes analiticos e entre os analitos
presentes na amostra. O uso de GC-MS/MS proporciona um elevado grau de
seguranca na identificacdo dos compostos avaliados, com elevado grau de

seletividade e sensibilidade, quando comparado a GC-MS (Chiaradia et al., 2008).
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5 CONCLUSOES

O uso combinado das técnicas de HS-SPME e GC-MS/MS mostrou-se
adequado para a analise de compostos volateis em amostras de vinhos
Charodnnay. A otimizacao multivariada das condi¢des de extracao por HS-SPME
permitiu avaliar os efeitos de tempo e temperatura de extracdo nesta metodologia,
permitindo a obtencao de um ponto 6étimo de extracdo, 30°C e 45 minutos, dos
representantes das classes dos principais compostos volateis presentes em

vinhos Chardonnay.
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RESUMO

O estudo da fracdo volatil de vinhos tem sido o objetivo de muitas iniciativas de
pesquisa, sendo a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas a
técnica tradicionalmente empregada para este fim. O objetivo deste trabalho foi,
pela primeira vez na literatura, desenvolver e validar um método analitico para a
identificacdo e quantificacdo de compostos volateis em vinhos Chardonnay
produzidos em diferentes regides brasileiras, utilizando a técnica de extracao por
microextracao em fase sélida no modo headspace (HS-SPME) e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem (GC-MS/MS). As
amostras utilizadas foram produzidas no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e em
Minas Gerais. A aquisicdo dos dados foi realizada utilizando monitoramento de
reagcbes multiplas (MRM), com ions precursores (m/z) escolhidos como
qualificadores e os ions produto (m/z) como identificadores. A faixa de massas
analisada foi de 30 - 400 m/z com 50 milissegundos do tempo de aquisicdo. Foram
identificados e quantificados 31 compostos volateis nas amostras. Os compostos
observados em maior quantidade foram: alcoois, ésteres e ésteres etilicos de
acidos graxos. Estes compostos sao formados durante a etapa de fermentagéao e
contribuem para a formagao de aromas frutados. Diferengas significativas foram
observadas, principalmente quanto a origem geografica das amostras, e
confirmadas pela andlise de componentes principais (PCA) e pela analise de
agrupamento hierarquico (HCA). Cis-norisoprenoides, produzidos na uva a partir
de carotenoides, e responsaveis pela formagdao do aroma varietal de vinhos

Chardonnay também foram detectados, principalmente em amostras produzidas
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na regidao da Campanha e Serra Catarinense, podendo atuar como marcadores de

aroma de vinhos Chardonnay produzidos nessas regides.

Palavras-chave: vinho; aroma; compostos volateis; Chardonnay; HS-SPME; GC-

MS/MS.
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ABSTRACT

Wine aroma is formed by a large number of chemical compounds in different
concentrations. Many studies and researches aimed the study of the volatile
fraction of wines and gas chromatography. Traditionally, gas chromatography
coupled to mass spectrometry is the technique used for this purpose. The objective
of this work was, for the first time in the literature, develop and validate an
analytical method for the identification and quantification of volatile compounds in
Chardonnay wines produced in different regions of Brazil, using headspace solid
phase microextraction (HS-SPME) and gas chromatography coupled to mass
spectrometry in tandem mode (GC-MS/MS). Samples were produced in Rio
Grande do Sul, Santa Catarina and Minas Gerais, wine and grape major’s
producers in Brazil. Data acquisition was performed using multiple reaction
monitoring (MRM) with precursor ions (m/z) chosen as qualifiers and product ions
(m/z) as identifiers. Mass range (m/z) was 30-400, with a 50 milliseconds of
acquisition time. A total of 31 volatile compounds were identified and quantified in
the samples. Alchohols, esters and ethyl esters of fatty acids were the major’s
compounds quantified. These compounds formed during fermentation process,
contribute to floral and fruity aromas. Significant differences were observed,
especially regarding the geographical origin of the samples, and confirmed by
principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA). C13 —
norisoprenoids, produced in grapes from carotenoids, and responsible for the
formation of varietal aroma of Chardonnay wines were also detected, mainly in

samples produced in the region of Campanha, in Rio Grande do Sul state, and
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Serra Catarinense Santa Catarina. These compounds can act as markers for

aroma of Chardonnay wines produced in these regions.

Key words: wine; aroma; volatile compounds; Chardonnay; HS-SPME; GC-

MS/MS.
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1. Introducao

O aroma de um vinho é considerado uma mistura de centenas de
compostos com baixo ponto de ebuligdo, volateis, formando uma matriz capaz de
estimular uma resposta sensorial pelo sistema olfativo humano [1]. Estes
compostos pertencem a diferentes classes quimicas, tais como ésteres, alcoois,
cetonas, aldeidos, monoterpenos, Cis-norisoprenoides, metoxipirazinas e
compostos sulfurados [2]. Estes compostos podem interagir e combinar entre si,
atuando como sinergistas (por exemplo, a presenca de um composto melhora a
percepcdao da outra) ou como antagonistas (um composto que suprime a
percepgao de outro). Mais de 1000 compostos j& foram identificados em vinhos de
diferentes origens, cujas concentragdes variam entre mg.L™", ng.L" até tracos [3,
4]. As origens dos compostos de aroma sao variadas e dependem da cultivar de
uva utilizada para a producdo de vinho (aroma varietal), das condicdes
edafoclimaticas do local de cultivo da uva, normalmente agrupadas sob o conceito
de “terroir" (macro, meso e micro-clima, solo, topografia), das técnicas
agron6micas aplicadas no manejo do vinhedo, dos microrganismos utilizados no
processo de fermentagdo (em particular, as leveduras Saccharomyces cerevisiae
e Oenoccocus oeni), das condi¢gdes do processo de fermentacao (principalmente
os fatores tempo e temperatura), das condicbes de armazenamento e de

envelhecimento do vinho, entre outros [3, 5-7].

O estudo da fragao volatil de vinhos tem sido o objetivo de muitas iniciativas

de pesquisa desde a década de 1940, porém o desenvolvimento da cromatografia
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gasosa, na década de 1950, permitiu a amplificacdo dos estudos de identificacdo
e de quantificagdo de compostos de aroma de vinhos, tornando-se ferramenta

indispensavel até os dias atuais [2, 3].

Previamente a analise por cromatografia gasosa, um processo de extracao
dos compostos volateis € necessario, devido a grande complexidade quimica de
vinhos, com os objetivos de isolar os analitos alvo da matriz e servir como uma
ferramenta de pré-concentracdo, aumentado a sensibilidade do sistema analitico
empregado. Varios métodos de extragdo sdo relatados na literatura para a andlise
de compostos volateis em vinhos, tais como técnicas de destilacao, extracao de

solvente e extragado de fase sélida (SPE) [4].

Atualmente, o método de extracdo mais utilizado em analise de compostos
volateis em uvas e vinhos é a microextracdo em fase solida (Solid Phase
Microextraction, SPME) [3, 5, 8]. Introduzido por Arthur e Pawliszyn em 1990 [9], a
SPME é uma técnica sortiva de preparo de amostras isenta de solventes, que
envolve a exposicao de uma pequena quantidade de fase extratora dispersa em
um suporte sélido com a matriz de amostra. O processo envolve duas etapas
basicas: a primeira, onde ha a particao entre os analitos da amostra e o material
do recobrimento da fibra (fase extratora), e a segunda etapa, onde ocorre a
dessorcao dos analitos concentrados na fibra para um instrumento analitico [10].
Dentre as principais vantagens desta técnica estdo: o preparo da amostras em
menor tempo, uso de pequenos volumes de amostras, a possibilidade de

concentracao de analitos em amostras liquidas e sélidas, reduzida manipulacéao
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por parte do analista e, principalmente, o ndo uso de solventes organicos, sem,
consequentemente, a geracdo de grandes volumes de solventes residuais [10,
11]. A SPME tem sido utilizada, rotineiramente, em conjunto com a cromatografia
gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), e aplicado com sucesso a uma grande variedade de compostos,
especialmente para a extracdo de compostos organicos volateis e semivolateis de

matrizes complexas [10].

Atualmente, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS), é a instrumentacdo analitica mais utilizada para determinar a
concentracao dos compostos volateis do aroma de uvas e vinhos [3, 12]. A vasta
gama de aplicacbes do acoplamento entre cromatografia gasosa e espectrometria
de massas se deve a combinacdao entre a alta seletividade e eficiéncia da
separacao cromatografica com a obtencao de informacao estrutural proporcionada

pela espectrometria de massas [13].

Na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem
(GC-MS/MS), as moléculas de interesse sao fragmentadas por duas vezes e, em
seguida, o sistema é capaz de isolar um fragmento selecionado e refragmenta-lo
gerando um espectro especifico obtido a partir dos ions selecionados. Yost e Enke
introduziram a técnica em 1979 utilizando um espectrémetro de massas do tipo

triplo quadrupolo [14].

O uso de GC-MS/MS proporciona um elevado grau de seguranga na

identificacdo do analito, com maior seletividade e sensibilidade. Assim, esta
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técnica vem sendo amplamente empregada na detecgdo de compostos presentes
em baixas concentragcdes em matrizes complexas, tais como a determinacao de
pesticidas em frutas e vegetais [15], e em suplementos alimentares [16],
determinacdo de aminas heterociclicas em diferentes matrizes alimentares [17],
determinacao de drogas anabdlicas em urina humana [18], analise de compostos

organicos volateis em agua [19], andlises metabolémicas [20], entre outros.

Assim, o objetivo deste trabalho foi, pela primeira vez em literatura, validar
um método de identificagcdo e quantificacdo do s principais compostos volateis
presentes em vinhos Chardonnay varietais produzidos em diferentes regides
brasileiras utilizando microextracdo em fase sélida no modo de headspace (HS-
SPME) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas tandem
(GC-MS/MS) e identificar os compostos volateis que formam o aroma dos vinhos
Chardonnay brasileiros e através do uso de ferramentas estatisticas de andlise,
evidenciar suas diferencas e similaridades regionais, tracando um perfil aromatico

desses vinhos.

2. Material e Métodos
2.1 Reagentes e Padroes
Os padrdes analiticos dos compostos de aroma foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA), com uma pureza igual ou superior a 99%, para uso em
cromatografia gasosa. O padrdo interno utilizado foi 3-octanol, obtido da Sigma-

Aldrich (St. Louis, EUA). Uma solucao sintética de vinho foi preparada utilizando
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agua Milli- Q®, 12% (v/v) de etanol grau HPLC (JT Baker, Xalostoc, México) e 2
g.L" de acido tartarico (Merck, Darmstadt, Alemanha). O pH foi ajustado para 3,2
com solucao de hidroxido de s6dio (NaOH) 1M . Cloreto de Sédio (NaCl) foi
adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Para elaboracdo das curvas analiticas,
solucdes de padrbées foram preparadas adicionando quantidades conhecidas de
cada padrao em etanol grau HPLC (JT Baker, Xalostoc, México). Para a validacao
do método analitico cada padrdao foi adicionado a solucdo de vinho sintético
previamente preparada. Todas as solucbes preparadas foram mantidas a 4°C,

durante a elaboracédo do trabalho.

2.2 Amostragem
As amostras de vinhos Chardonnay produzidos em diferentes regides
brasileiras foram adquiridas em estabelecimentos comerciais na cidade de
Campinas, Sao Paulo. As amostras foram armazenadas ao abrigo da luz e
temperatura de 16°C até a realizacdo das analises A tabela 3.1 apresenta os

locais e safras de cada amostra.
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Tabela 3.1. Origem e safra das amostras de vinhos Chardonnay.
Amostra Estado Regiao Municipio Safra
CP 010 Rio Grande do Sul Campanha Santana do Livramento 2010
CP 080 Rio Grande do Sul Campanha Santana do Livramento 2008
CP 090 Rio Grande do Sul Campanha Candiota 2009
CP 092 Rio Grande do Sul Campanha Dom Pedrito 2009
SG 010 Rio Grande do Sul Serra Gaucha Bento Gongalves 2010
SG 090 Rio Grande do Sul Serra Gaucha Bento Gongalves - Vale dos Vinhedos® 2009
SG 092 Rio Grande do Sul Serra Gaucha Bento Gongalves 2009
SJ 080 Santa Catarina Serra Catarinense  Sao Joaquim 2008
SJ010 Santa Catarina Serra Catarinense  Sao Joaquim 2010
SJ 0102 Santa Catarina Serra Catarinense ~ Sao Joaquim 2010
CN 090 Santa Catarina Regido de Altitude = Campos Novos 2009
AG 090 Santa Catarina Regido de Altitude  Agua Doce 2009
SM 010 Santa Catarina Regido de Altitude  Tangara 2010
MG 011 Minas Gerais Sul de Minas Andradas 2011
MG 012 Minas Gerais Sul de Minas Andradas 2012

4 Denominag&o de Origem (D.O.)

2.3 Preparo de Amostra e Extracao por SPME

Aliquotas de 10 mL de vinho foram transferidas para vials de SPME de 40
mL, com tampa de rosca e septo de PTFE/silicone (Supelco Inc., Bellefonte, PA,
EUA). Foi adicionado 3,0 g de cloreto de sddio, para promover o “salting out’ dos
compostos volateis da matriz aumentando os seus coeficientes de particao [21].
Durante o tempo de amostragem, a amostra foi agitada constantemente com uma
pequena barra de agitagdo magnética. A fibra de SPME utilizada foi de 50/30 mM
de Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) (Supelco Inc.,
Bellefonte, PA, EUA.), condicionada antes do uso de acordo com as instrugcdes do
fabricante. A fibra foi exposta no headspace da amostra ap6s 10 minutos de

tempo de equilibrio. A temperatura da amostra utilizada foi 30°C, com exposicao
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da fibra durante 45 minutos. Os fatores tempo e temperatura de extragao foram
otimizados conforme descrito no Capitulo 2. Apés a extragdo, a fibra foi
introduzida no injetor do cromatdgrafo a gas para a dessorg¢ao dos analitos a uma

temperatura de 270°C, no modo splitless durante um periodo de 15 minutos.

2.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas em
tandem (GC - MS/MS)

As analises cromatogréficas foram realizadas utilizando um cromatografo a
gas Agilent 7890A (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) acoplado ao
detector de massas do tipo triplo quadrupolo Agilent 7000 Triple Quad (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA). O gas de arraste utilizado foi Hélio ultra puro (White
Martins, Brasil), em fluxo constante de 1,0 mL.min™". A temperatura do injetor foi
estabelecida em 270°C, com injecdo no modo splitless. O liner utilizado no
experimento foi especifico para SPME, com didmetro interno de 0,75mm, obtido
da Sigma Aldrich (Saint Louis, USA). Para a separacao cromatografica foi utilizada
uma coluna capilar do tipo Supelcowax® 10 (100% polietilenoglicol) (Supelco Inc.,
Bellefonte, PA, EUA.) com as seguintes dimensdes: 30m x 0,25mm x 0,25um. A
programacao de temperatura foi realizada conforme metodologia proposta por
Weldegergis e colaboradores [22], onde a temperatura inicial foi 30°C, mantida por
2 minutos, aumentando 4°C/min”" até 130°C e mantida por 2 minutos, aumentando
a uma taxa de 8°C/min” até 250°C, permanecendo nesta temperatura por 5

minutos. O tempo de corte de solvente foi estabelecido em 2,5 minutos.

119



Sartor, S. B. et al. Capitulo 3

Os espectros de massa foram obtidos usando ionizagdo por impacto de
elétrons (El, Electron Impact) com energia de colisdo de -70eV. As temperaturas
da interface, fonte e quadrupolos (Q1, Q2 e Q3) utilizadas foram 250, 260 e
150°C, respectivamente. Nitrogénio e Hélio foram utilizados na célula de colisao
(Q2) com fluxos de 2,25 mL.min" e 1,5 mL.min™, respectivamente. A aquisicdo de
dados foi realizada no modo de monitoramento de reag¢des mudltiplas (MRM,
Multiple Reaction Monitoring). Os ions precursores foram escolhidos como
qualificadores e os ions produto como identificadores apés otimizacao dos valores
de energia de colisao e fragmentacao (CID, Collision-Induced Dissociation), sendo
estabelecidos de acordo com cada analito analisado. A faixa de massas analisada
foi de 30 até 400 m/z, com 50 milissegundos de tempo de aquisicao. O dwell time,
tempo de aquisicdo dividido pelo numero de transicoes, utilizado foi de 1
milissegundo para cada analito. As condi¢cdes especificas de MS/MS estéo

apresentadas na Tabela 3.2.

Os dados foram adquiridos e processados utilizando o programa Agilent
MassHunter Workstation Software Qualitative Analysis (versdo B.06.00, Agilent
Technologies Inc.) e Agilent MassHunter Workstation Software Quantitative

Analysis for QQQ (versao B.05.02, Agilent Technologies Inc.).
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Tabela 3.2. Tempo de retencao (tg) e parametros de MS/MS para os compostos

analisados.
- lon Precursor lon Produto . Tempo de
Composto Jgiﬂi'?; doa Selecionado  Selecionado ggﬁ;g'oa (?/e) Rete%géo
(m/2) (m/z) (min)
Alcoois
1-hexanol 69.0—-43.0 69 43 40 21.76
1-propanol 42.0—-31.0 42 13 15 13.70
2-butanol 59.0-31.0 59 31 20 21.80
2-metil-1-butanol 70.0-57.0 70 57 25 30.90
3-metil-1-butanol 77.0—55.0 77 55 20 29.39
2-feniletanol 91.0—65.0 91 65 40 34.61
Metanol 32.0-15.0 32 15 10 13.41
Acetaldeido 43.0—29.0 43 29 10 5.51
Esteres
Acetato de 2-feniletila 121.0—104.0 121 104 40 24.36
Acetato de hexila 84.0—-56.0 84 56 25 27.78
Acetato de isoamila 87.0—-70.0 87 70 25 37.16
Lactato de etila 75.0—45.0 75 45 25 16.03
Succinato de dietila 129.0—101.0 129 101 25 29.02
Esteres etilicos de 4cidos graxos
Butanoato de etila 101.0—29.0 101 29 25 21.65
Hexanoato de etila 115.0—-27.0 115 27 25 21.71
Octanoato de etila 143.0—-73.0 143 73 35 27.78
Decanoato de etila 155.0—-101.0 155 101 35 30.93
Acidos graxos
Acido butirico 60.0—45.0 60 45 30 21.69
Acido decanoico 129.0—-57.0 129 57 30 21.66
Acido hexanéico 99.0-55.0 99 55 30 14.68
Acido isobutirico 73.0—-41.0 73 41 30 21.72
Acido isovalérico 87.0—-60.0 87 60 30 21.70
Acido octanéico 115.0—-85.0 115 85 30 37.14
Cs-norisoprenoides
a-ionona 136.0—109.0 136 109 40 35.40
B-ionona 177.0—-135.0 177 135 40 24.29
B-damascenona 175.0-121.0 175 121 40 40.23
Monoterpenos
a-terpineol 136.0—59.0 136 59 35 19.89
Geraniol 123.0—-93.0 123 93 35 34.63
Linalol 121.0—-80.0 121 80 35 28.78
Nerol 139.0—84.0 139 84 35 27.14
Compostos furdnicos
Furfural 67.0—-39.0 67 39 30 21.70
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A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacao entre tempos
de retengdo dos compostos analisados e com padrdes analiticos presentes em
uma solugdo sintética de vinho, injetada sob mesmas condi¢cdes. Os ions
qualificadores e identificadores foram considerados quando apresentaram mais
que 75% de similaridade entre os padrdes preparados e analisados, além de
comparados com os padrdes de fragmentacdo disponiveis nos espectros de
massa presente na biblioteca National Institute of Standards and Technology
(NIST, 2011). A quantificagdo foi realizada através da constru¢cdo de curvas
analiticas cada composto investigado, utilizando a area do pico cromatografico de
cada composto versus a concentracao correspondente. As faixas de concentracéao

variaram para cada composto, individualmente.

2.5 Validacao do Método Analitico
O processo de validagdo do método analitico foi realizado através da
elaboracao de curva analitica e da analise dos seguintes parametros: linearidade,

limites de deteccao (LOD) e quantificagdo (LOQ), precisao e exatidao [23].

2.5.1 Curva de Calibracao e Linearidade
Para o célculo do intervalo de linearidade, foram elaboradas curvas de
calibragcdo para cada composto analisado. As curvas foram elaboradas utilizando a
solucado sintética de vinho e concentracdes conhecidas dos compostos presentes

em um pool de padrdes, composto pelos padrdes analiticos de cada grupo
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quimico analisado (pool de alcoois, pool de ésteres, pool de ésteres etilicos, pool
de acidos graxos, pool de Cqz-norisoprenoides, pool de monoterpenos e furfural).
Cada curva de calibracao foi elaborada com seis niveis de concentracao e cada
nivel foi realizado em trés repeticoes. As concentragdes utilizadas cobriram os
intervalos de concentracao previstos para o0s varios compostos presentes em
vinhos brancos. As inje¢des foram feitas de forma aleatéria a fim de eliminar

possiveis efeitos de memdéria. O padrao interno 3-octanol foi utilizado.

2.5.2 Limites de deteccao (LOD) e quantificacao (LOQ)

Os limites do equipamento foram determinados utilizando a solugéo
sintética de vinho. Os limites de deteccdo (LOD) foram estabelecidos
considerando-se as concentragdes dos compostos que geraram a razao
sinal/ruido de 3:1 e os limites de quantificacao, as concentragcdes dos compostos

qgue geraram a razao sinal/ruido e 10:1 [23, 24].

2.5.3 Precisao
A precisao do método foi determinada através de ensaios de repetitividade
e precisdo intermediaria. A repetitividade foi calculada através da estimativa do
desvio padrao relativo (RSD, expresso em porcentagem, %) de seis ensaios (n=
6), realizados sob mesmas condicdes e em um mesmo dia. Para o célculo de
precisao intermediaria, 15 ensaios foram realizados durante 3 dias consecutivos,

divididos em 5 ensaios/dia. Para cada ensaio, foram calculados os valores médios,
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desvio padrao e coeficientes de variagao. Os ensaios foram realizados utilizando

volumes de solugéo sintética de vinho com 50 pg.L™" de cada padréo analitico.

2.5.4 Exatidao
Para avaliar a exatiddo do método, foram realizados ensaios de
recuperacao, onde aliquotas da solucao sintética de vinhos foram fortificadas com
trés diferentes niveis de concentracdo, dentro da faixa linear de cada composto
analisados (10, 50 e 100 pg.L™"). Cada ensaio foi realizado em triplicata. A
exatidao foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente cada nivel de

concentragao.

2.6 Analises Estatisticas
As determinacbes foram realizadas em ftriplicata com avaliacdo da
diferenca entre as médias através da aplicacao da ANOVA e o teste de Tukey,
considerando o nivel de 5% de significancia. Os resultados foram tratados e

interpretados através do software STATISTICA® versao 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

A técnica de Andlise de Componentes Principais (Principal Component
Analysis, PCA) e Analise de Agrupamento Hierarquico (Hierarchical Cluster
Analysis, HCA) foram realizadas visando visualizar as similaridades entre as
amostras. Para estas analises, foi utilizado o software Pirouette® versdo 4.5

(Infometrix Inc., 2007).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Validacao do Método
Conforme a Resolucdo RE 899, de 29 de maio de 2003, foram avaliados
0s parametros de: linearidade, limite de quantificacao, limite de deteccéo, precisao
e exatidao para validacao do método de quantificacdo de compostos volateis em
vinhos Chardonnay [23]. Os valores utilizados para avaliar o desempenho do
método analitico para cada um dos compostos analisados estao apresentados na

Tabela 3.3.

3.1.1 Curva de Calibracao e Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do
analito na amostra, dentro de um intervalo especificado [23, 24]. Para o célculo do
intervalo de linearidade, foram elaboradas curvas de calibracdo para cada
composto analisado. A Tabela 3.3 apresenta os valores obtidos para os calculos
de linearidade, / e faixa linear. Os coeficientes de correlagdo encontrados foram
considerados aceitaveis (*>0,99), assim como os valores de linearidade para os
intervalos em estudo, cujos valores foram calculados pela formula Linearidade (%)
=100 — RDS (%), onde RSD é o desvio padrao relativo da inclinacao da curva [23,

24]. Os valores de linearidade observados foram superiores a 97%.
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Tabela 3.3. Parametros de validacdo do método analitico utilizado na determinacdo de compostos volateis em vinhos

Chardonnay brasileiros: faixa linear, 7, linearidade, limite de deteccéo e quantificacao, repetitividade e precisdo intermediaria

(precisao), recuperacao e (exatidao).

C . . a . . b a a Repetitividade Premsg,o. ¢ Recuperagio®
omposto Faixa Linear e Linearidade® LOD® LOQ Intermediaria

RSD° RSD® 10pg.L” 50pg.L’ 100 pg.L”
Alcoois fuseis
1-hexanol 37,81-945,55 0,995 97,56 0,06 0,19 2,1 4,6 102,4 102,7 101,8
1-propanol 22,50-305,91 0,999 98,76 0,14 0,42 0,9 1,3 95,8 93,4 98,8
2-butanol 22,65-566,25 0,998 99,47 0,64 1,79 1,1 4,8 93,6 93,1 92,9
2-metil-1-butanol 8,62-862,00 0,997 98,55 0,34 0,95 2,0 3,7 102,4 102,7 101,8
3-metil-1-butanol 1,42-142,20 0,987 97,51 0,15 0,45 1,7 6,7 77,9 81,8 84,7
2-feniletanol 3,38-2706,24 0,997 98,71 0,10 0,29 0,8 3,5 88,9 90,3 89,0
Metanol 0,47-35,09 0,995 97,94 0,07 0,09 1,2 2,1 76,1 77,3 75,2
Acetaldeido 1,96-196,00 0,998 98,91 0,12 0,36 1,0 4,3 75,5 75,7 75,0
Esteres
Acetato de 2- 3,11-777,75 0,995 98,25 0,23 0,68 1,7 1,4 110,7 111,8 110,0
feniletila
Acetato de hexila 29,69-2226,75 0,990 98,47 0,08 0,20 3,5 0,9 100,5 103,6 101,0
Acetato de isoamila  46,50-2823,75 0,996 98,23 0,06 0,09 2,7 1,3 96,6 98,7 96,0
Lactato de etila 16,29-1221,75 0,998 98,86 0,13 0,31 3,3 3,2 84,7 86,2 86,5
Succinato de dietila 0,75-751,00 0,993 97,38 0,15 0,44 1,5 1,8 90,0 88,6 88,0
Esteres etilicos
Butanoato de etila 13,13-1093,75 0,999 99,20 0,14 0,38 8,5 4,8 105,4 102,5 105,1
Hexanoato de etila 9,02-2310,00 0,994 97,99 0,10 0,15 5,5 7,9 110,5 100,1 100,7
Octanoato de etila 25,18-5812,00 0,998 98,79 0,15 0,18 5,6 5,3 89,5 90,8 91,2
Decanoato de etila 6,73-1682,50 0,996 97,94 0,36 0,47 4.1 3,1 95,8 94,3 96,0
Acidos graxos
Acido butirico 0,15-153,50 0,998 99,02 0,25 0,15 3,0 3,5 109,6 109,0 108,6
Acido decanoico 7,15-206,50 0,996 97,80 0,95 1,02 2,8 4,6 103,1 103,4 104,0
Acido hexanéico 1,46-1216,50 0,997 98,75 0,55 0,63 1,9 4,9 77,3 79,0 81,0
Acido isobutirico 0,11-380,75 0,999 99,22 0,27 0,11 1,3 6,4 84,9 99,0 95,2
Acido isovalérico 11,63-387,50 0,996 97,79 0,20 0,59 4.1 2,1 88,8 85,7 89,5
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Acido octanéico 47,19-1179,75 0,997 98,83 0,40 0,61 5,6 8,5 99,3 100,5 100,6
C13-norisoprenoides

a-ionona 2,84-283,74 0,994 97,62 0,02 0,05 0,9 1,3 77,8 80,5 79,9
B-ionona 1,41-236,60 0,990 98,81 0,04 0,06 1,6 2,7 80,4 81,4 89,1

B-damascenona 14,60-321,20 0,996 97,65 0,06 0,08 1,7 1,0 90,9 101,0 99,2
Monoterpenos

a-terpineol 2,42-727,65 0,999 99,02 0,02 0,07 2,9 2,0 105,9 109,7 112,56
Geraniol 2,35-141,06 0,995 97,91 0,03 0,09 3,7 6,2 78,9 77,0 95,4
Linalol 0,36-108,15 0,998 99,16 0,10 0,12 4,4 4,0 94,7 95,9 97,0
Nerol 28,17-704,25 0,996 97,99 0,07 0,09 2,5 1,9 101,2 104,0 102,7
Compostos furanicos

Furfural 2,30-325,8 0,997 98,46 0,09 0,28 6,3 5,9 78,5 80,4 84,1

®expresso em pg.L”
®expresso em %
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3.1.1 Limites de deteccao (LOD) e quantificacao (LOQ)

O limite de deteccao representa a menor concentragdo do composto que
esta sendo analisado e que pode ser detectado pelo sistema analitico, ndo sendo,
necessariamente, passivel de quantificagéo. Por sua vez, o limite de quantificagéo
é definido como a menor concentracdo do analito que pode ser mensurada pelo
sistema analitico utilizado [23, 24]. Os limites calculados para o método estédo
apresentados na Tabela 3.3. Os menores limites de deteccao observados foram
para os compostos a-ionona e a-terpineol, com valores de 0,02 pg.L". Os valores
calculados séo considerados baixos, quando comparados aos métodos descritos
em literatura, geralmente expressos na ordem de mg.L™" [25-27]. O uso de GC-
MS/MS proporciona elevado grau de seletividade e sensibilidade quando
comparado a tecnica tradicional de GC-MS pela possibilidade de "subtrair" a
matriz no método de anadlise, selecionando apenas os ions dos compostos de
interesse. Assim, o limite de detecgéao, calculado em funcéo da relagéo sinal/ruido,
apresenta valores menores, justificando o emprego da técnica na detecgédo e
quantificacdo de compostos presentes em baixas concentracdes em matrizes

complexas [15-18].

3.1.2 Precisao
Os valores obtidos para estes parametros variaram entre 0,8% para o 2-
feniletanol até 8,5% calculado para o acido octanéico. Nenhum valor ultrapassou

10%, podendo ser considerados 6timos para este tipo de quantificacdo [23, 24].
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3.1.3 Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre resultados individuais
de um determinado ensaio. Os processos mais utilizados para a determinagao da
exatidao sdo o uso de material de referencia, estudos comparativos de métodos,
ensaios de recuperacao e adigcao padrao [23, 24]. Os resultados, apresentados na
Tabela 3.3, indicam que os valores calculados das recuperagdes variaram entre
75,5 e 112,5% entre os compostos, nos trés niveis analisados. Estes valores séo
considerados aceitaveis para os niveis de concentragcdo avaliados, indicando que

o método utilizado é exato [23, 24].

3.2 Determinacao dos Compostos Volateis
Um total de 31 compostos foram identificados e quantificados em amostras
de vinho Chardonnay brasileiros. Os valores (em pg.L") dos compostos volateis

presentes nas amostras de vinhos avaliadas estdo apresentados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Concentracao dos 31 compostos volateis quantificados por GC-MS/MS em vinhos Chardonnay produzidos

em diferentes regides brasileiras.

Amostras
Composto
CP 010 CP 080 CP 090 CP 092 SG 010 SG 090 SG 092 SJ 010
valor RSD' valor RSD valor RSD valor RSD valor RSD valor RSD valor RSD Valor RSD
Alcoois
1 1-hexanol 1,29E+03* 0,3 1,55E+03° 32 1,69E+03° 0,7 2,03E+03* 1,1 396E+03° 0,9 4,59E+03° 0,6 5,60E+03° 1,3 1,55E+03* 1,2
2 1-propanol 5,80E+03*° 1,1 6,78E+03" 1,2 7,63E+03* 2,0 6,00E+03° 1,6 4,65E+03° 1,4 3,77E+03° 0,9 3,01E+03° 1,4 8,13E+03° 2,5
3 2-butanol nd* nd nd nd 7,70E+02° 24 8,73E+02*° 3,3 791E+02° 2.8 nd
4 2-metil-1-butanol 8,03E+02° 29 950E+02° 22 869E+02° 36 7,66E+02° 2,8 1,79E+03° 1,6 1,50E+03° 3,9 1,64E+03° 47 804E+02° 28
5 3-metil-1-butanol 2,85E+03° 4,3 243E+03" 3,0 1,99E+03* 4,0 1,87E+03° 2,9 4,43E+03° 2,0 6,00E+03° 2,1 4,18E+03° 28 1,65E+03° 4,5
6  2-feniletanol 420E+04° 31  3,69E+04° 45 340E+04* 3,8 3,19E+04® 2,5 4,59E+04* 10 431E+04° 1,1 4,09E+04* 1,6 6,04E+04° 0,6
7 Metanol nd nd nd nd nd nd nd nd
8  Acetaldeido 2,89E+04° 10,0 2,58E+04® 3,2 2,68E+04* 6,3 259E+04° 4,2 6,42E+04° 44 597E+04° 5,0 5,74E+04° 3,9 7,02E+04° 2,7
Total élcoois: 8,16E+04 7,44E+04 7,30E+04 6,84E+04 1,26E+05 1,20E+05 1,13E+05 1,43E+05
Esteres
9 Acetato de 2-feniletila  538E+02° 1,1  3,90E+02° 2,2 4,39E+02° 05 5,08E+02° 1,2 2,99E+02° 0,6 3,03E+02° 0,9 3,23E+02° 1,2 564E+02° 1,0
10 Acetato de hexila 1,79E+02° 0,8 1,03E+02° 0,9 1,68E+02° 0,4 1,43E+02®° 0,7 2,08E+02° 0,5 1,71E+02*® 0,4 1,80E+02° 1,7 2,22E+02*° 0,5
11 Acetato de isoamila 3,88E+04° 0,8 3,47E+04* 1,6 4,02E+04® 0,9 3,80E+04* 0,6 4,27E+04*° 1,3 3,43E+04* 0,7 3,30E+04* 1,9 4,20E+04*° 0,2
12 Lactato de etila 2,74E+03° 14 1,01E+03° 0,7 1,86E+03° 1,0 1,75E+03° 0,4 1,57E+03° 2,0 1,42E+03° 1,4 1,37E+03° 0,8 2,44E+03° 1,1
13 Succinato de dietila 1,08E+02° 29 1,13E+02° 0,5 1,20E+02° 0,8 1,19E+02® 0,3 7,79E+01° 2,7 6,46E+01° 3,0 6,59E+01° 24 121E+02° 1.3
Total ésteres: 4,23E+04 3,63E+04 4,28E+04 4,05E+04 4,49E+04 3,62E+04 3,49E+04 4,53E+04
Esteres etilicos
14 Butanoato de etila 9,73E+02° 3,3  898E+02° 1,3 9,03E+02° 1,5 9,10E+02° 0,7 7,75E+02° 0,6 7,01E+02° 0,4 7,04E+02° 0,7 9,79E+02° 0,5
15 Hexanoato de etila 1,00E+03* 25 9,00E+02° 0,8 9,88E+02° 2,3 9,50E+02*° 1,1 7,87E+02° 0,9 7,05E+02° 0,7 7,10E+02° 0,6 1,11E+03* 04
16 Octanoato de etila 1,27E+03* 1,7 1,01E+03* 0,6 1,19E+03* 3,0 1,25E+03* 1,3 9,81E+02° 1,0 8,76E+02° 09 8,81E+02° 1,2 1,13E+03* 0,6
17 Decanoato de etila 3,10E+02° 3,1  2,10E+02° 1,9 3,08E+02*° 2,3 3,06E+02° 2,5 1,77E+02° 2,9 1,56E+02° 1,4 146E+02° 1,8 2,99E+02° 1,3
Total ésteres etilicos: 3 55E+03 3,02E+03 3,39E+03 3,42E+03 2,72E+03 2,44E+03 2,44E+03 3,52E+03

Acidos graxos
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18
19
20
21
22
23

24
25
26

27
28
29
30

31

Acido butirico

2,04E+01* 0,6 1,19E+01® 2,9 1,81E+01* 0,8 1,94E+01° 1,5 9,80E+00° 1,3 9,00E+00° 2,0 8,60E+00° 1,6 1,32E+01° 2,5
Acido decanéico 8,75E+02° 1,1  6,38E+02° 3,1 7,58E+02*° 0,9 7,58E+02° 2,3 7,52E+02° 0,8 5,21E+02° 1,7 5,18E+02° 1,7 8,95E+02° 1,4
Acido hexanéico 6,90E+02® 1,0 579E+02*° 1,0 501E+02*° 08 547E+02° 22 581E+02° 05 543E+02° 0,3 4,91E+02° 04 562E+02° 0,3
Acido isobutirico 5,79E+01* 1,0 554E+01® 1,8 6,18E+01* 1,4 6,69E+01* 3,1 7,12E+01® 0,9 7,48E+01® 2,3 7,57E+01* 1,8 5,89E+01* 2,7
Acido isovalérico 5,68E+02° 3,3 3,89E+02° 2,6 4,75E+02*° 2,1 4,50E+02° 3,6 252E+02° 2,6 246E+02° 1,7 2,07E+02° 23 4,79E+02° 3,6
Acido octanéico 9,88E+02° 2,8 8,66E+02° 1,3 9,07E+02*° 1,8 1,01E+03° 0,7 1,26E+03° 0,4 1,16E+03° 0,5 1,00E+03* 0,7 1,25E+03° 0,5
Total acidos graxos: 3 20E+03 2,54E+03 2,72E+03 2,85E+03 2,93E+03 2,55E+03 2,30E+03 3,26E+03
Cis-norisoprenoides
a-ionona 6,70E-01* 3,7 550E-01* 65 7,00E-01* 39 7,30E-01° 32 230E-01° 30 350E-01° 4,0 4,00E-01® 50 7,70E-01* 7,1
B-ionona 1,40E-01* 4,5 1,70E-01* 55 2,20E-01° 4,2 1,80E-01* 4,0 7,00E-02° 4,2 500E-02° 3,3 8,00E-02° 43 220E-01® 53
B-damascenona 2,35E+00° 4,9 2,77E+00° 59 2,07E+00*° 3,6 1,98E+00° 2,9 1,55E+00° 3,6 1,45E+00° 2,8 1,32E+00° 4,1 2,73E+00° 4,4
Total norisoprenoides: 3 16E+00 3,49E+00 2,99E+00 2,89E+00 1,85E+00 1,85E+00 1,80E+00 3,72E+00
Monoterpenos
a-terpineol 450E+01* 7,6 2,30E+01* 4,7 3,55E+01* 3,3 4,21E+01° 4,7 2,07E+01* 6,1 1,75E+01° 51 1,27E+01* 3,4 7,55E+01° 6,6
Geraniol 3,21E+00° 53  3,00E+00° 5,0 2,97E+00° 2,8 265E+00° 3,9 2,02E+00*° 35 1,98E+00° 3,8 1,77E+00*° 3,1 298E+00° 54
Linalol nd nd nd nd nd nd nd nd
Nerol 3,00E-02° 6,4 800E-02° 4,9 6,00E-02° 2,6 5,00E-02° 4,4 nd nd nd 4,00E-02° 8,0
Total monoterpenos: 4 82E+01 2,61E+01 3,85E+01 4,48E+01 2,27E+01 1,95E+01 1,45E+01 7,85E+01
Compostos furdnicos
Furfural 1,35E+02° 254 1,87E+03° 114 258E+02° 9,8 446E+02° 10,3 1,79E+03° 127 4,89E+03° 21,3 1,31E+03° 135 2,56E+03° 10,5
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Amostras
Compostos SJ 080 SJ 0102 CN 090 AG 090 SM010 MG 011 MG 012
Valor RSD Valor RSD Valor RSD Valor RSD Valor RSD Valor RSD® Valor RSD
Alcoois
1 1-hexanol 1,29E+03* 0,9 1,69E+03* 06 2,03E+03° 1,0 390E+03* 0,9 220E+03* 0,7 9,10E+03° 0,8 8,65E+03° 16
2 1-propanol 8,67E+03* 2,0 857E+03° 1,6 6,24E+03° 1,0 6,15E+03* 2,0 573E+03° 0,6 4,65E4+03° 1,2 4,63E+03° 2,0
3 2-butanol nd nd nd nd nd nd nd
4 2-metil-1-butanol 8,76E+02° 3,0 8,80E+02° 3,3 7,70E+02° 24 971E+02° 1,9 6,64E+02° 26 200E+03° 3,3 1,87E+03° 3.4
5 3-metil-1-butanol 1,89E+03° 3,2 1,50E+03* 3,8 1,25E+03° 2,9 1,19E+03° 3,0 1,13E+03* 2,1 8,03E+02° 3,7 9,60E+02° 4,0
6 2-feniletanol 575E+04° 0,9 5094E+04° 1,0 4,39E+04° 04 401E+04° 03 3,78E+04* 05 3,02E+04° 08 3,82E+04° 0,7
7 Metanol nd nd nd 1,62E+03 nd nd nd
8 Acetaldeido 6,89E+04° 22 7,40E+04° 3,1 541E+04° 2,9 501E+04° 25 453E+04° 32 6,13E+04° 33 6,59E+04° 26
Total alcoois: 1,39E+05 1,46E+05 1,08E+05 1,04E+05 9,29E+04 1,08E+05 1,20E+05
Esteres
9 Acetato de 2-feniletila 3,90E+02° 0,6 6,00E+02° 05 4,75E+02° 0,8 4,02E+02° 09 452E+02° 0,7 3,98E+02° 0,6 3,60E+02° 0,2
10 Acetato de hexila 2,05E+02* 0,3 229E+02° 0,6 1,76E+02° 1,0 1,47E+02*° 03 141E+02° 0,6 1,44E+02° 0,4 1,40E+02*° 0,9
11 Acetato de isoamila 3,98E+04* 0,6 4,09E+04® 0,3 3,69E+04 0,2 3,35E+04° 04 399E+04> 0,5 4,31E+04* 0,3 4,47E+04* 0,7
12 Lactato de etila 1,39E+03° 0,9 2,36E+03* 14 187E+03° 12 178E+03° 0,8 1,48E+03° 1,0 893E+02° 1,1 9,84E+02° 0,8
13 Succinato de dietila 1,02E+02° 1,7 1,19E+02° 1,8  1,14E+02*° 13 899E+01° 1,8 1,05E+02*° 1,0 7,80E+01° 1,7 8,14E+01° 1,2
Total ésteres: 4,19E+04 4,42E+04 3,95E+04 3,59E+04 4,20E+04 4,46E+04 4,62E+04
Esteres etilicos
14 Butanoato de etila 9,00E+02" 0,9 951E+02° 09 895E+02° 09 800E+02° 05 809E+02° 0,8 7,60E+02° 04 7,.86E+02° 0,9
15 Hexanoato de etila 8,96E+02° 0,3 1,01E+03*° 0,7 9,06E+02° 0,2 9,00E+02*° 04 7,89E+02° 0,3 7,25E402° 0,2 7,41E+02° 06
16 Octanoato de etila 9,98E+02° 1,0 1,21E+03*° 04 9,13E+02° 03 897E+02° 05 7,90E+02° 0,3 852E+02° 0,3 8,78E+02° 05
17 Decanoato de etila 2,01E+02° 12 2,76E+02° 0,7 3,01E+02° 1,1 2,79E+02° 1,2 2,54E+02° 1,5 1,51E+02° 2,0 1,56E+02° 15
Total ésteres etilicos: 2,99E+03 3,45E+03 3,01E+03 2,87E+03 2,64E+03 2,49E+03 2,56E+03
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Acidos graxos

18 Acido butirico 1,84E+01* 3,7 1,07E+01® 2,1 500E+00° 3,0 7,60E+00° 2,9 1,19E+01® 2,3 7,30E+00° 1,3 6,00E+00° 1,8
19 Acido decanico 784E+02° 1,0 7,84E+02° 1,0 6,87E+02° 12 589E+02° 0,9 6,72E+02° 15 572E+02° 21 6,24E+02° 1,9
20 Acido hexanéico 6,78E+02° 0,4 4,91E+02° 05 513E+02° 0,7 579E+02° 04 505E+02° 0,3 6,12E+02° 0,6 6,46E+02° 0,3
21 Acido isobutirico 6,08E+01* 3,9 4,52E+01° 2,8 3,85E+01° 20 4,13E+01® 2,3 370E+01° 3,3 7,00E+01*° 20 7,50E+01* 26
22 Acido isovalérico 4,01E+02° 4,0 4,64E+02° 3,8 3,89E+02° 3,6 3,54E+02° 3,9 3,23E+02*° 3,7 255E+02° 1,8 2,91E+02° 3,0
23 Acido octantico 9,85E+02° 0,5 9,84E+02° 0,6 846E+02° 02 1,02E+03° 0,3 7,88E+02° 04 814E+02° 05 7,99E+02° 0,3
Total &cidos graxos: 2,93E+03 2,78E+03 2,48E+03 2,59E+03 2,34E+03 2,33E+03 2,44E+03
Cis-norisoprenoides
24 a-ionona 780E-01° 6,6 6,50E-01° 69 4,00E-01° 60 3,00E-01° 58 220E-01" 73 1,80E-01® 86 120E-01° 9,0
25 p-ionona 2,00E-01* 4,9 280E-01° 47 160E-01° 39 1,40E-01* 61 170E-01° 58 200E-02° 9,0 500E-02° 10,6
26 p-damascenona 2,90E+00° 58 2,63E+00° 55 1,99E+00° 51 2,01E+00° 4,9 2,03E+00° 4,6 9,00E-02° 9,9 1,10E+00° 87
Total norisoprenoides: 3,88E+00 3,56E+00 2,55E+00 2,45E+00 2,42E+00 2,90E-01 1,27E+00
Monoterpenos
27 o-terpineol 7.86E+01* 7,9 885E+01° 7,5 421E+01° 6,8 6,89E+01° 65 6,39E+01° 7,0 3,60E+00° 14,7 4,00E+00° 13,2
28 Geraniol 3,05E400° 4,9 2,07E+00° 53 1,67E+00° 6,1  1,89E+00° 7,3 2,07E+00° 58 1,75E+00%° 12,8 1,90E+00° 10,7
29 Linalol nd nd nd nd nd nd nd
30 Nerol 1,00E-01* 6,3 7,00E-02*° 57 1,10E-01* 7,0 4,00E-02> 6,9 6,00E-02° 82 nd nd
Total monoterpenos: 8,18E+01 9,06E+01 4,39E+01 7,08E+01 6,60E+01 5,35E+00 5,90E+00

Compostos furdnicos

31 Furfural 3,65E+03° 9,9 2,10E+03° 11,2 545E+02° 12,0 6,86E+02° 10,6 7,79E+02° 12,9 nd nd

" média de trés repeticoes; ‘valor expresso em ug.L’1; T RSD: desvio padrio relativo, expresso em %; * nd: ndo detectado; letras diferentes na mesma linha
indicam diferenga significativa (Teste de Tukey, p<0,05) entre os locais de produgéo.
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Os compostos observados em maior quantidade foram: alcoois, ésteres e
ésteres etilicos de acidos graxos. Estes compostos secundarios sdo formados
durante a etapa de fermentacédo, juntamente com o etanol, e apresentam intensa
capacidade odorifera, desempenhando importante papel na formagdo do aroma
de um vinho, contribuindo para a formagao de aromas frutados, caracteristicos de
vinhos brancos jovens [28, 29]. Além dos aromas fermentativos, cabe destaque
para as concentragdes de Ciz-norisoprenoides, produzidos na uva a partir de
carotenoides e responsaveis pela formagcdo do aroma varietal de vinhos

Chardonnay [28].

3.2.1 Alcoois

A fragédo volatil formada por diferentes alcoois €, quantitativamente, a
principal classe de compostos presentes nas amostras de vinhos Chardonnay
brasileiros. A concentragéo total de alcoois variou entre 68.437,1 pg.L”' em vinhos
produzidos na regido da Campanha, Rio Grande do Sul, até 146.010,5 pg.L™' em
vinhos produzidos na Serra Catarinense.

Os alcoois com mais de dois atomos de carbono sdo conhecidos como
alcoois superiores ou alcoois fuseis, sendo praticamente ausentes em uvas e
mostos, mas encontrados em vinhos em concentracdes relativamente mais
elevadas, atingindo valores superiores a 100 mg.L" [28, 29]. Sao formados
durante a fermentacdo alcodlica, através da atividade da enzima lipoxigenase,
sobre a degradacdo de aminoacidos, carboidratos e lipideos. A presenca dos

diferentes alcoois em vinhos confere aromas que variam entre o floral e doce,
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relacionados ao composto 2-feniletanol, até notas herbaceas e vegetais,
provenientes do composto 1-hexanol [24].

Nas amostras avaliadas, o alcool que apresentou maior concentragéo
foi o 2-feniletanol. O 2-feniletanol é responsavel por notas de rosas e floral em
vinhos e seu limiar olfativo em solucéo hidro alcéolica é de 10 mg.L'1 [30]. Todas
as concentragdes observadas estavam acima de seu limiar de percepgdo (menor
concentragdo de uma substancia detectavel pelo sistema olfativo), portanto este
composto apresenta participacao efetiva na formacao do aroma final dos vinhos
Chardonnay avaliados. A maior concentracdo observada foi na amostra SJ 010,
produzida na Serra Catarinense durante a safra 2010, alcancando 60.400 ug.L™". A
menor concentracdo observada foi na amostra MG 011, produzida na regido de
Andradas durante a safra 2011, que apresentou 30.200 mg.L"'. Em vinhos
Chardonnay produzidos na Provincia de Changli, China, a concentracdo média de
2-feniletanol encontrada foi de 34.000 ug.L™.

O acetaldeido € um dos mais importantes compostos de carbonilicos
formados durante a fermentacédo, sendo altamente volatil. Este composto pode
conferir notas frutadas aos vinhos, principalmente notas de maga verde, porém
quando presente em excesso confere aromas indesejaveis tais como notas de
“‘gramineas” e aromas pungentes [31]. As concentracbes de acetaldeido
observadas variaram entre 65.900 ug.L" na amostra MG 012, 64.200 ug.L™ na
amostra SG 010 e 74.000 ug.L™" em SJ 0102. Quantidades significativamente
menores, em torno de 26.000 ug.L™, foram observadas nas amostras provenientes

da regido da Campanha, Rio Grande do Sul. O limiar de percepc¢ao sensorial do
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acetaldeido é 100 mg.L”, portanto, apesar das concentracdes elevadas, o
acetaldeido nao apresenta participacao efetiva na formacao do aroma dos vinhos
analisados.

Na amostra AG 090, produzida em Santa Catarina, detectou-se a
presenca de metanol em concentragdo de 1.620 ug.L”', sendo a Unica amostra
que apresentou tal composto. Na faixa usualmente encontrada em vinhos, entre
100 a 200 mg.L™", o metanol ndo apresenta efeito sensorial significativo, porém
sua presenca € indesejada devido a producao de metabolitos tdxicos, tais como o
formaldeido e acido férmico. A concentracdo observada nesta amostra, 1.620
ug.L™", esta abaixo de suas concentragdes usuais. O metanol é gerado a partir da
degradacdo enzimatica de pectinas, onde os grupos metilicos associado com
pectina séo libertados como metanol livre, assim a presenca de metanol pode ser
explicada pelo uso de enzimas pectoliticas adicionadas ao mosto ou vinho durante
o processo de clarificacao [29].

O 2-butanol, responsavel por notas de alcool e “medicinal’, foi
detectado apenas nas amostras provenientes da Serra Gaucha, porém em
concentracbes abaixo de seu limiar de percepcdao. O composto 1-propanol,
relacionado a notas de alcool e “frescor”, ndo foi detectado em concentragdes
acima de seu limiar de percepcdo, 306.000 ug.L™" [32]. Os compostos 2-metil-1-
butanol e 3-metil-1-butanol, relacionados a notas herbaceas, foram encontrados
em concentragdes acima de seu limiar de percepcdo, 1.000 ug.L’ em
praticamente todas as amostras, contribuindo para a percepgdo destas notas

nestes vinhos.
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O 1-hexanol, quando em concentragfes elevadas confere aroma
herbaceo indesejado aos vinhos. Apenas as amostras provenientes de Minas
Gerais apresentaram concentragbes de 1-hexanol acima do seu limiar de
percepcao, 8.000 ug.L™ [30]. As amostras provenientes da regido da Campanha e
Serra Catarinense apresentaram concentragées deste composto semelhantes as
encontradas por Simpson e Miller em vinhos Chardonnay australianos, cuja

[33]

concentragdo média foi de 1.250 ug.L Vinhos Chardonnay chineses

apresentaram concentragdes de 1-hexanol entre 1.100 e 1.200 ug.L'1 [34, 35]

3.2.2 Esteres e Esteres etilicos de acido graxos

Os ésteres sao um dos principais componentes dos vinhos, logo apés a
agua, etanol e alcoois fuseis. Sao produzidos enzimaticamente durante a
fermentacdo, através da condensagédo entre o grupo carboxilico de um acido
organico e o grupo hidroxilico de um alcool ou fenol [29]. A concentragcdo destes
compostos depende de muitos fatores, principalmente da cepa de levedura
utilizada, da temperatura da fermentagéo, do grau de aeracao e do teor de agucar
do mosto. Apresentam, em geral, contribuicdo positiva na formagcédo do aroma de
um vinho, conferindo aromas frutados e florais [24].

A maioria dos ésteres quantificados apresentaram concentracdes
superiores aos seus limiares de percepgdo sensorial, contribuindo
significantemente na formagcdo do aroma das amostras avaliadas. Apenas o
lactato de etila e o succinato de dietila, compostos marcadores de fermentacéo

malolatica, apresentaram concentragdes abaixo dos seus limiares em todas as
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amostras. As concentragdes observadas foram menores do que observadas em
vinhos Chardonnay produzidos na China [34, 35]. No geral, a concentragao total
dos ésteres e ésteres etilicos nas amostras variou entre 35.000 e 49.000 ug.L™.

O acetato de isoamila, responsavel pelo aroma de banana, foi o éster
encontrado em maior concentracdo em todas as amostras, com valores variando
entre 30.000 até 45.000 ug.L™". Em todas as amostras, as concentragdes estavam
acima de seu limiar de percepcdo, 30 ug.L”, indicando que este composto
apresenta relevante importancia na formacdo do aroma final dos vinhos
Chardonnay brasileiros. Em vinhos chineses, safra 2007, a concentragdo média de
acetato de isoamila observada foi 24.849 ug.L™" [35].

O hexanoato e octanoato de etila também se destacaram, com
concentragdes muito proximas, entre 700 - 1.200 ug.L' cada. O limiar de
percepcdo do hexanoato de etila é de 31 ug.L”" e do octanoato de etila, 25 ug.L™
[30]. Todas as amostras apresentaram concentracdo superiores aos seus limiares.
Estes compostos contribuem para a formacgao de notas de macga verde, morango e
frutado (hexanoato de etila) e abacaxi, pera e floral (octanoato de etila),
caracteristico de vinhos Chardonnay [30].

O decanoato de etila, cujos descritores aromaticos sdo frutado e
“prazeroso”, apresentou concentracdes abaixo de seu limiar de percepcao (200
ug.L™") nas amostras produzidas na Serra Gaticha e em Minas Gerais. Destaca-
se a presenca em concentracdes elevadas, em todas as amostras, do acetato de
2-feniletanol, cujos descritores arométicos sdo rosas, floral e mel, com limiar de

percepcdo em 250 ug.L™" [30].
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3.2.3 Acidos Graxos

A presengca de acidos graxos geralmente esta associada a notas
desagradaveis em vinhos, tais como rangoso, queijo e sabdo, no entanto apenas
alguns compostos desta familia atingem o seu limiar de percepgado. Porém, os
acidos graxos séo considerados essenciais para o equilibrio aromatico do vinho [5,
29, 30].

Em concentracdes entre 4 — 10 mg.L™, a presenca de acidos graxos em
vinhos pode conferir aroma “prazeroso”, porém, acima de 20 mg.L", o impacto
destes compostos no aroma torna-se negativo [36]. Em todas as amostras
analisadas, apenas os 4cidos isovalérico e octandico apresentaram concentragdes
acima de seu limiar de percepcdo, 33,4 ug.L™" e 500 ug.L™", respectivamente.
Porém, quando consideramos a soma de todas as concentragbes de acidos
graxos, estas ndo ultrapassam o valor de 4 mg.L™", ndo apresentando impacto

negativo no aroma destes vinhos.

3.2.4 Monoterpenos
Os monoterpenos sao metabdlitos secundarios das plantas, que
contribuem na formacéo de aromas florais em vinhos. Estes compostos possuem
baixo limiar de percepcgéao olfativa e estdo presentes em baixas concentracdes nos
vinhos, na ordem de pg.L™" [28, 29].
Neste trabalho, quatro monoterpenos foram estudados: a-terpineol,
geraniol, linalol e nerol. Apenas o linalol ndo foi detectado nas amostras de vinhos

Chardonnay analisados. O a-terpineol foi detectado em todas as amostras, com
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destaque para as concentracdes observadas nas amostras produzidas na Serra
Catarinense (SJ 010, SJ 080 e SJ 0102), com valores entre 76 e 89 pg.L™". Porém,
seu limiar de percepcdo é de 250 de pg.L™”, assim este composto ndo apresenta
participacdo na formacado do aroma das amostras. O mesmo acontece com o
geraniol, presente em concentragdes abaixo de 30 pg.L™”, seu limiar de percepgao
[30].

O nerol foi detectado em amostras produzidas na regidao da Campanha,
Rio Grande do Sul, e nas amostras produzidas em Santa Catarina, estando
ausentes nas amostras da Serra Gaucha e de Minas Gerais. Este composto
contribui para a formagdo do aroma de rosas em vinhos, quando presente em
concentracdes acima de 400 — 500 ug.L'1 [29, 30]. Nas amostras analisadas, as
concentragdes de nerol ndo ultrapassaram seu limiar de percepgao.

Os monoterpenenos sdo compostos aromaticos de origem varietal,
estando intimamente ligados a formacdo de aroma floral/frutado em uvas
Moscatéis. A presenca em vinhos Chardonnay ja foi relatada em amostras
californianas, realizada através de analise descritiva [37]. Porém, através do uso
de GC-MS, estes compostos ndo apresentaram impacto sensorial consideravel em

vinhos Chardonnay chineses [34].

3.2.5 Cy3-norisoprenoides
Cis-norisoprenoides sao formados a partir da degradacao oxidativa de
carotenoides. A a-ionona, [(-ionona e a [-damascenona sdo 0s principais

compostos Ciz-norisprendides presentes em vinhos, contribuindo na formagéo de
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aromas florais e frutados [29, 30, 38]. A a-ionona contribui para a formacdo de
aroma floral (violeta) em vinhos e seu limiar de percepgao € de 2,6 ug.L'1 [38].
Nenhuma amostra analisada apresentou concentragdes de a-ionona acima de seu
limiar de percepgéo.

A B-ionona é considerada um potente composto odorante, com notas
olfativas de amora, violeta e balsamico, sendo identificada em diferentes vinhos
varietais, tanto tintos quanto brancos [26, 39]. Seu limiar de percepgao olfativa é
0,09 pg.L" [27].

As amostras provenientes da Serra Catarinense apresentaram maiores
concentragbes de B-ionona, com valores ente 0,20 e 0,28 ug.L'1. A concentragéo
média de B-ionona em vinhos brancos jovens, avaliados por Silva Ferreira e
Guedes de Pinho [40], variou entre 0,01 e 0,32 pg.L". Apenas as amostras SG
090, MG 011 e MG 012 nao apresentaram concentragdes de [-ionona acima de
seu limiar de percepc¢ao.

Os descritores olfativos da p-damascenona sdo bastante variados,
incluindo compota de péssego, maga cozida, ameixa seca, floral, frutado, mel e
rosas [41-43]. Sua presenca em vinhos tintos é bastante conhecida, sendo
relatada em vinhos de diferentes cultivares de Vitis vinifera [41]. Seu limiar de
percepcdo é de 0,05 ug.L " [27].

Todas as amostras de vinhos Chardonnay analisados apresentaram
concentragdes de B-damascenona acima de seu limiar de percepcao, contribuindo
de forma efetiva na formacdo do aroma final destas amostras. As menores

concentragdes foram observadas nas amostras provenientes de Minas Gerais,
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cujas concetragdes médias variaram entre 0,09 e 0,11 pg.L™". As demais amostras
apresentaram concentragdes entre 1,3 e 2,9 ug.L™", concentragdo semelhante a
observada em vinhos Chardonnay chineses [34]. Estas concentracbes sao
semelhantes a outros vinhos brancos citados em literatura: em vinhos base para a
producdo de vinho Fiano doce, onde a concentracdo encontrada foi de 1,0 ug.L™

[44] e em vinhos da cultivar Zalema produzidos na Espanha [45].

3.2.6 Compostos Furanicos

Os compostos furanicos sdo considerados os principais produtos de
degradacao de carboidratos em alimentos em bebidas, estando relacionados as
reacdes de escurecimento ndo enzimatico (Reacdo de Maillard) e atuam como
marcadores de tratamento térmico em alimentos [46, 47]. Em vinhos, a presenca
de compostos furanicos esta associada ao processo de envelhecimento em barris
de madeira (carvalho), com aumento gradativo da sua concentracao em funcéo do
tempo de armazenagem e envelhecimento [48].

O composto furanico analisado nas amostras de vinhos Chardonnay foi
o furfural. O limiar de percepcéo deste composto é de 14.000 ug.L ™" e seu descritor
aromatico varia de acordo com a sua concentragdo, desde doce e caramelo até
pungente [30, 35].

Todas as amostras de vinho Chardonnay avaliadas apresentaram
concentragdes de furfural menores que o seu limiar de percepgéo olfativa. Nas
amostras provenientes de Minas Gerais, o furfural ndo foi detectado, indicando

que a amostra ndo passou pelo processo de envelhecimento em barris de
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madeira. Cabe destacar as concentragdes observadas nas amostras oriundas da
Serra Gaucha e Catarinense e a amostra CP 080, cujas concentragdes foram
significativamente superiores. Estas amostras, segundo dados demonstrados nos
rotulos dos produtos, passaram por estagio em barris de carvalho, explicando

assim, a origem do composto furfural.

3.3 Analises Estatisticas

3.3.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para verificar,
através da concentragdo dos compostos volateis analisados, a diferenciacéo
regional das amostras de vinhos. A Figura 3.1 apresenta o resultado do PCA
realizado com as amostras de vinhos Chardonnay de diferentes regides
brasileiras, onde podemos visualizar as amostras (Figura 3.1A) e as variaveis

(Figura 3.1B).
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Figura 3.1. Resultado da Andlise dos Componentes Principais (PCA) dos compostos volateis em vinhos Chardonnay
brasileiros. (A) grafico dos escores dos compostos volateis das amostras avaliadas (B) grafico das variaveis quantificadas
nas amostras de vinhos Chardonnay. Onde: CP 010: Campanha/RS, safra 2010; CP 080: Campanha/RS, safra 2008; CP
090: Campanha/RS, safra 2009; CP 092: Campanha/RS, safra 2009; SG 010: Serra Gaucha/RS, safra 2010; SG 090:
Serra Gaucha/RS, safra 2009; SG 092: Serra Gaucha/RS, safra 2009; SJ 080: Serra Catarinense/SC, safra 2008; SJ 010:
Serra Catarinense/SC, safra 2010; SJ 0102: Serra Catarinense/SC, safra 2010; CN 090: Regido de Altitude/SC, safra
2009; AG 090: Regiéo de Altitude/SC, safra 2009; SM 010: Regido de Altitude/SC, safra 2010; MG 011: Andradas/MG,
safra 2011; MG 012: Andradas/MG, safra 2012. 1= 1-hexanol; 1= 1-propanol; 3= 2-butanol; 4= 2-metil-1-butanol; 5= 3-
metil-1-butanol; 6= 2-feniletanol; 7= metanol; 8= acetaldeido 9=acetato de 2-feniletila; 10= acetato de hexila; 11= acetato
de isoamila; 12= lactato de etila; 13= dietil succinato; 14= butanoato de etila; 15= hexanoato de etila; 16= octanoato de
etila; 17= decanoato de etila; 18= acido butirico; 19= acido decandico; 20= acido hexandico; 21= acido isobutirico; 22=
acido isovalérico; 23= &cido octandico; 24= a-ionona; 25= B-ionona; 26= B-damascenona; 27= a-terpineol; 28= geraniol;
29= nerol; 30= furfural. Grupo 1: cor azul; Grupo 2: cor lilas; Grupo 3: cor verde; e Grupo 4: cor vermelha.
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Atravées do PCA ¢é possivel explicar 58,2% da variabilidade entre as
regibes produtoras das amostras. Verifica-se que 44,7% da variagdo ocorrida
entre as amostras foi explicada pelo primeiro componente principal (PC1),
enquanto o segundo componente principal (PC2) explicou 13,5% da variabilidade
entre as amostras. Foram utilizados 16 fatores, com total de 99,5% de explicacéo
e autoescalonamento conferindo pesos iguais para todas as variaveis. Para fins
estatisticos, o linalol foi descartado desta analise, pois ndo foi detectado em todas

as amostras.

Os componentes diferenciaram as amostras de vinhos, de acordo com a
regido produtora, sendo possivel visualizar a formacéao de 4 grupos distintos: (1)
grupo SG, em azul na Figura 3.1A, com vinhos provenientes da Serra Gaucha, Rio
Grande do Sul; (2) grupo MG, em lilas na Figura 3.1A, com as amostras da regido
de Andradas, Minas Gerais; (3), um grupo formado pelas amostras CN 090,
SM010, AG 090, produzidas na regido de altitude, Santa Catarina, juntamente com
a amostra CP 080, proveniente da regido da Campanha, Rio Grande do Sul e
representado em verde na Figura 3.1A; (4) e um grupo formado pelas demais
amostras CP, produzidas na regido da Campanha, Rio Grande do Sul e por
amostras SJ, originarias da regido da Serra Catarinense, Santa Catarina,

representado em vermelho na Figura 3.1A.

O grupo 1, formado pelas amostras provenientes da Serra Gaucha, SG
010, SG 090 e SG 092, apresentaram forte correlacdo negativa com o grupo 3,

formado pelas amostras CN 090, SM010, AG 090 e CP 080. As variaveis que
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apresentam forte influencia sobre o grupo 1 sdo 3, 5 e 21, 2-butanol, 3-metil-1-
butanol e &cido isobutirico, respectivamente. Estes compostos possuem impacto
negativo no aroma final de um vinho, porem apenas o composto 3-metil-1-butanol,
relacionado a notas herbaceas, foi encontrado em concentracbes acima de seu
limiar de percepcado nestas amostras. Estes compostos podem atuar como
marcadores para os vinhos Chardonnay produzidos nesta regido, pois foram
detectados nas amostras de safras diferentes. Além disso, as amostras SG
apresentaram forte correlagdo negativa com as variaveis (compostos) que atuam
na formacao de aromas florais e frutados em vinhos: os ésteres, monoterpenos e

C1s-norisoprenoides.

O grupo 2, formado pelas amostras produzidas em Minas Gerais,
apresentou forte correlagdo negativa com o grupo 4, formados pelas amostras
produzidas na regido da Campanha/RS e Serra Catarinense/SC, demonstrando a
influéncia da origem geografica na composi¢cdo volatii dessas amostras. As
variaveis fortemente correlacionadas a esse grupo sdo 1 e 4, 1-hexanol e 2-metil-
1-butanol, respectivamente. Ambos os compostos contribuem na formacao de
aromas herbaceos e vegetais em vinhos. Porém apenas o composto 1-hexanol
estd presente acima do seu limiar de percepgdo, 8.000 ug.L™". Este composto
pode atuar como marcador quimico para os vinhos Chardonnay desta regido, pois
foi detectado em ambas as safras analisadas (2011 e 2012). As amostras MG
apresentaram correlacao negativas com os monoterpenos, C1z-norisoprenoides e

com o 2-feniletanol, cujo descritor aroméatico € rosa.
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As amostras CN 090, SM010, AG 090, produzidas na regiao de altitude,
Santa Catarina, e CP 080, proveniente da regido da Campanha, Rio Grande do
Sul formaram o grupo 3. Este grupo encontra-se fortemente influenciado pelas
variaveis acetaldeido, acetato de isoamila, octanoato de etila e &cido hexandico. O
acetaldeido esta presente em concentragdes abaixo do seu limiar de percepgéo,
nao apresentando participagdo efetiva na formagdo do aroma dos vinhos
analisados. Este grupo também apresenta correlagdo com os compostos que
conferem aromas florais e frutado aos vinhos, os monoterpenos, Cis-
norisoprenoides e ésteres. Os compostos acetato de isoamila e octanoato de etila
estdo fortemente correlacionados a estas amostras. Os descritores arométicos
para estes compostos sdo: banana, para o acetato de isoamila, e abacaxi, pera e
floral para o octanoato de etila [30]. Neste grupo uma unica amostra é proveniente
da regido da Campanha, Rio Grande do Sul, enquanto as demais amostras foram
produzidas em Santa Catarina.

O grupo 4 agrupa as amostras produzidas na Serra Catarinense, SJ
080, SJ 010 e SJ 0102, e demais amostras provenientes da regido da Campanha,
CP 010, CP 090 e CP 092. Essas regibes apresentam caracteristicas
edafoclimaticas diferenciadas das demais regides avaliadas: grande amplitude
térmica diaria (variagdo entre temperatura maxima e minima em um mesmo dia),
invernos com frio intenso e baixa umidade relativa do ar [49-51]. Estes parametros
geograficos podem ter influenciado positivamente a composicao aromatica destes
vinhos, pois as amostras destes grupos apresentaram forte correlagdo com

aromas varietais, os monoterpenos e Cjz-norisoprenoides, responsaveis por
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diversos aromas florais e frutados. Reforcando a sua tipicidade, de acordo com a
origem geogréfica, este grupo apresenta correlagdo fortemente negativa com os
grupos 1 e 2, formados pelas amostras produzidas na Serra Gaucha e em Minas
Gerais, respectivamente.

Todos os monoterpenos avaliados encontraram-se abaixo de seu limiar
de percepgdo, nao apresentando, a principio, papel relevante na formagéo do
aroma final dos vinhos analisados. Por sua vez, os compostos (B-ionona e a -
damascenona, pertencentes a classe de Cjis-norisoprenoides, apresentaram
concentragdes acima de seu limiar de percepcéo, contribuindo de forma efetiva na
formacao do aroma final destas amostras. A B-ionona possui notas olfativas de
amora, violeta e balsamico e limiar de percepcdo de 0,09 ug.L™" [27]. Para a B-
damascenona os descritores olfativos sdo bastante variados, desde compota de
péssego, maga cozida, ameixa seca, floral, frutado, mel e rosas [41-43]. Seu limiar
de percepcado é de 0,05 pg.L™" [27]. Considerando a relevante contribuicdo destes
compostos na formacéo de aroma de vinhos, estes compostos podem atuar como
marcadores quimicos para os vinhos Chardonnay destas regides. Além destas
classes, esse grupo apresenta forte correlagéo positiva com ésteres, que também

contribuem com descritores aromaticos florais e frutados.

3.3.2 Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA)
A analise de agrupamento hierarquico (HCA) foi aplicada aos dados

normalizados e autoescalonados, empregando a distancia euclidiana para
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investigar similaridades entre as diferentes amostras analisadas e fornecendo os
clusters de similaridade [52]. Os resultados obtidos podem ser observados no
dendograma da Figura 3.2, onde quatro agrupamentos distintos, com similaridade
de aproximadamente 56,6%, podem ser observados. Para fins estatisticos, o
composto linalol foi descartado desta andlise.

Os 4 grupos formados classificaram as 15 amostras analisadas: (1)
duas amostras representadas em azul, produzidas em Minas Gerais; (2) trés
amostras em lilas, produzidas na Serra Gaucha; (3) quatro amostras em vermelho,
trés delas produzidas na Regido de Altitude /SC, e a amostra CP 080, produzida
na regidao da Campanha/RS); (4) seis amostras em verde pertencem ao grupo das
amostras produzidas na Campanha/RS e na Serra Catarinense/SC. Apesar de
nao fornecer informagao sobre a importancia das variaveis para a diferenciacao
das amostras, a andlise por HCA fornece informagdes confiaveis sobre a

diferenciacao regional das amostras, um dos principais objetivos deste trabalho.
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Figura 3.2. Dendograma da Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA), com 56,6% de similaridade, dos compostos volateis em
vinhos Chardonnay brasileiros. Onde: CP 010: Campanha/RS, safra 2010; CP 080: Campanha/RS, safra 2008; CP 090:
Campanha/RS, safra 2009; CP 092: Campanha/RS, safra 2009; SG 010: Serra Gaucha/RS, safra 2010; SG 090: Serra Gaucha/RS,
safra 2009; SG 092: Serra Gaucha/RS, safra 2009; SJ 080: Serra Catarinense/SC, safra 2008; SJ 010: Serra Catarinense/SC, safra
2010; SJ 0102: Serra Catarinense/SC, safra 2010; CN 090: Regido de Altitude/SC, safra 2009; AG 090: Regiao de Altitude/SC, safra
2009; SM 010: Regiao de Altitude/SC, safra 2010; MG 011: Andradas/MG, safra 2011; MG 012: Andradas/MG, safra 2012.
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4. Conclusoes

Um método de andlise utilizando a técnica de GC-MS/MS foi validado e
aplicado com sucesso para a identificacdo e quantificagdo de 31 compostos
volateis de vinhos Chardonnay de diferentes regides brasileiras. Este método
permitiu a caracterizagcdo da fragdo volatil destes vinhos, possibilitando a
realizacdo de PCA e HCA visando a diferenciagcdo regional dos vinhos. As
amostras produzidas em Minas Gerais e na Serra Galucha possuem marcadores
olfativos herbaceos e vegetais, enquanto as amostras produzidas na regidao da
Campanha/RS, Serra Catarinense e Regidao de Altitude/SC possuem marcadores
florais e frutados, reforcando a diferenciacdo pela origem geogréfica, confirmada

pelo HCA.
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CONCLUSAO GERAL

O método de extracdo de compostos volateis em vinhos Chardonnay
utilizando microextracdo em fase solida (HS-SPME) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas fandem (GC-MS/MS) foi desenvolvido
através de otimizacdo multivariada. A estratégia de otimizagdo foi conduzida
utilizando analise multivariada com delineamento composto central rotacional
(CCRD) baseado em planejamento fatorial 2° e metodologia de superficie de
resposta. Os fatores temperatura (°C) e tempo (minutos) foram otimizados e

variaram entre 30 e 50°C e 30 e 60 minutos.

Através dos resultados obtidos, obteve-se o modelo matematico que
descreve a superficie de resposta para o CCRD, sendo validado através do uso de
analise de variancia (ANOVA) a 95% de nivel de confianca. O modelo gerado
apresentou uma falta de ajuste, baseado nos valores de média dos quadrados dos
residuos e do erro puro de cada resposta, ndo podendo ser utilizado para fazer
previsbes sobre a resposta. Contudo, o modelo apresentou coeficientes da
equacao uteis, principalmente os lineares, além de os resultados observados no

ponto central indicarem adequada repetibilidade do método nesta condicao.

Assim, o modelo pode ser utilizado para compreensdo do comportamento
sistematico nos valores de respostas em funcao dos niveis dos fatores. O ponto
otimo de extracao observado neste método foi com temperatura em 30°C e 45

minutos de tempo de extracao.
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Um método de andlise utilizando a técnica de GC-MS/MS foi validado
para a separacao, identificacdo e quantificacdo de 31 compostos volateis de
vinhos Chardonnay de diferentes regides brasileiras. O processo de validagcao do
método analitico foi realizado através da elaboracdo de curva analitica e da
andlise dos seguintes parametros: linearidade, limites de deteccado (LOD) e
quantificacao (LOQ), precisdo e exatiddo. Todos os parametros avaliados
mostraram-se adequados, de acordo com a literatura, tornando o método valido
para aplicagdo em amostras reais.

Este método permitiu a caracterizacao da fragdo volatil destes vinhos,
onde 31 compostos foram analisados com base em suas transi¢cdes (ions
precursores(m/z)—ions produto(m/z)). Os compostos observados em maior
quantidade foram: alcoois, ésteres e ésteres etilicos de acidos graxos. Estes
compostos secundarios sao formados durante a etapa de fermentacgédo,
juntamente com o etanol, e apresentam intensa capacidade odorifera,
desempenhando importante papel na formagcdo do aroma de um vinho,
contribuindo para a formacao de aromas frutados, caracteristicos de vinhos
brancos jovens. Além dos aromas fermentativos, cabe destaque para as
concentracdes de Cqz-norisoprenoides, produzidos na uva a partir de carotenoides
e responsaveis pela formacao do aroma varietal de vinhos Chardonnay.

Através das analises estatisticas, PCA e HCA, foi possivel observar a
diferenciacdo regional dos vinhos. As amostras provenientes da Serra Gaucha,

apresentaram forte associacdo com 2-butanol, 3-metil-1-butanol e acido
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isobutirico, compostos relacionados as notas herbaceas. Estes compostos podem
atuar como marcadores para os vinhos Chardonnay produzidos nesta regido, pois
foram detectados nas amostras de safras diferentes. As amostras produzidas em
Minas Gerais apresentaram associacdo com o 1-hexanol e 2-metil-1-butanol.
Ambos os compostos contribuem na formagdo de aromas herbaceos e vegetais
em vinhos. O 1-hexanol pode atuar como marcador quimico para os vinhos
Chardonnay desta regiéo, pois foi detectado em ambas as safras analisadas (2011
e 2012).

As amostras produzidas na Regido de Altitude, Santa Catarina,
apresentaram influéncia dos compostos acetaldeido, acetato de isoamila,
octanoato de etila e acido hexanodico, além de compostos que conferem aromas
florais e frutado aos vinhos, os monoterpenos, Cis-norisoprenoides e ésteres. As
amostras produzidas na Serra Catarinense e na Regido da Campanha, no Rio
Grande do Sul apresentaram forte correlagdo com aromas varietais, 0s
monoterpenos e Cqs-norisoprenoides, responsaveis por diversos aromas florais e
frutados.

Em concluséo, o perfil aromético das amostras produzidas em Minas
Gerais e na Serra Gaucha apresentaram marcadores olfativos herbaceos e
vegetais, enquanto as amostras produzidas na regido da Campanha/RS, Serra
Catarinense e Regido de Altitude/SC possuem marcadores florais e frutados,

reforcando a diferenciacédo pela origem geografica, confirmada pelo HCA.
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