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RESUMO

Silva, F.L.N., 2013. APLICACAO DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA AVALIACAO DA
COMPOSICAO QUIMICA DE VINHOS E UVAS. Campinas: Tese de Doutorado — Instituto de
Quimica-Unicamp, 164p.

As variedades de uvas do género Vitis vinifera, incluindo a uva Syrah, sdo amplamente
utilizadas na vinificagdo. O hibrido (Maximo-lIAC 138-22), obtida do cruzamento entre Syrah e
Seibel 11342 tem mostrado grande capacidade de adaptacdo ao clima de Sao Paulo e,
aparentemente, produz um vinho de boa qualidade. A primeira parte deste estudo consistiu em
comparar a composicdo volatii no headspace do vinho tinto paulista com outros vinhos
originados da casta fina Syrah de diferentes regides do mundo. Para isso foi empregada a
técnica de microextracdo em fase sdlida (SPME) com a cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Na segunda parte foi estudado o perfil fenélico
de vinhos empregando a técnica de ionizacdo por eletrospray (ESI) acoplada com a
espectrometria de massas de ressonéancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier
(FT-ICR MS) que permitiu a deteccdo de milhares de compostos polares no vinho sem
separacao cromatografica e simples preparo de amostra. Constatou-se que o vinho paulista
possui um perfil fendlico similar aos outros vinhos comerciais da uva Syrah. No terceiro e
quarto estudos empregou-se a técnica ESI-MS por insercédo direta para quantificar os acidos
organicos em vinho e em uva. Apesar de o vinho constituir uma matriz complexa, a técnica
ESI-MS por insercdo direta permitiu quantificar os compostos polares majoritarios tais como
acido malico, acido tartarico e acido citrico. Nas uvas Vitis vinifera, Vitis labrusca e hibridos a
analise de componentes principais (PCA) mostrou clara distingdo entre vinhos de uvas
diferentes e 0 agrupamento do vinho paulista com os vinhos da uva Syrah. O método ESI-MS
por insercao direta estd sendo proposto pela primeira vez para quantificacdo de acidos em
vinhos e uvas. O método aqui desenvolvido foi validado segundo as normas do Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).
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Silva, F.L.N., 2013. APPLICATION OF MASS SPECTROMETRY IN DETERMINATION OF
CHEMICAL COMPOSITION OF WINE AND GRAPE. Campinas: PhD thesis — Chemistry
Institute-UNICAMP, 164p.

ABSTRACT

Varieties of grapes from the Vitis vinifera group incluind the Syrah grape are the most
widely used for winemaking. A hybrid grape (Maximum-lAC 138-22) obtained by crossing
Syrah and Seibel 11342 grapes has shown great adaptability in Sdo Paulo State, producing
apparently a high quality wine. This part first has compared the headspace aroma volatile
composition of wine made from the Maximum IAC 138-22 grape with wines made from Syrah
varietals originated from different regions of the world. Using static solid-phase microextration
(SPME) followed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis, main volatile
compounds were identifield. Hierarchical clustering analysis (HCA) showed that the wine from
the hybrid grape Maximum 138-22 has volatile aroma composition very similar to most high
quality Syrah grape wines studied. In the second part the phenolic profile wine using the
technique of electrospray ionization (ESI) coupled with mass spectrometry ion cyclotron
resonance Fourier transform (FT-ICR MS) that allows detection of thousands of polar
compounds in wine without chromatographic separation and simple sample preparation. Was
found that the wine paulista has a profile similar phenolic other commercial wines from Syrah
grapes. The ESI-MS technique for direct insertion allows us to obtain qualitative and
quantitative results without chromatographic separation of wine. In the third and fourth studies
employed the technique ESI-MS by direct insertion for quantifying organics acids in wine and
grapes. As the wine is a complex matrix, pre concentration and filtration ESI-MS for direct
insertion quantify the major polar compounds such as malic acid, tartaric acid and citric acid. In
Vitis vinifera grape, Vitis labrusca and hybrid the principal component analysis (PCA) showed a
clear distinction between wines from different grapes and wine group in Sdo Paulo with wines
from Syrah grapes. The ESI-MS method for direct insertion is first proposed for quantification of
acids in wines and grapes. The method ESI-MS by direct insertion is first proposed for
quantification acid in wines and grapes. The method developed here was validated according to
the standards of the National Health Surveillance Agency and National Institute of Metrology,
Quality and Technology (INMETRO).
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Introducao geral

O vinho fino é produzido pela fermentagao alcodlica de suco de uvas (Vitis vinifera) e
seu consumo esta geralmente associado aos beneficios a saude e ao bem estar humano,
bem como a aspectos culturais. Os melhores e mais famosos vinhos do mundo sao
produzidos a partir de cultivares Vitis vinifera, de origem européia. A uva dessa vitacea €
cultivada ha milhares de anos por diversos povos europeus, dando origem a dezenas de
castas vinicolas, como por exemplo, a variedade Syrah (Santos Neto, 1955). A importancia
dos cultivares americanas e seus hibridos sdo inegaveis para a viticultura americana. No
entanto, apesar das variedades americanas serem dotadas de caracteristicas que melhor se
adaptam ao nosso ambiente, frequentemente nao exibem o excelente sabor e aroma
intrinsecos as diversas variedades europeias e seus hibridos (TERRA et al., 1999).

No Brasil a viticultura surgiu com a chegada dos portugueses, mas se consagrou
como atividade comercial somente no inicio do século XX. Nesta época o cultivo de uvas
americanas era predominante, embora limitado apenas as regides sul e sudeste. Com o
passar do tempo, o panorama mudou e no final do século XX as fronteiras vinicolas se
expandiram e propiciaram o progresso no cultivo. No Brasil, mais de 75% da produgédo de
vinho é obtida a partir de cultivares de uvas americanas ou seus hibridos. No estado de Sao
Paulo, a producdo de vinho (3% da producdo nacional) baseia-se principalmente em
cultivares de uva Isabel, Bordd, Niagara Branca e Niagara Rosada. A implementacédo de
uvas europeias e hibridos no inicio de 1960 permitiu difusdo de novas castas. O hibrido
Maximo (IAC 138-22) também esta sendo cada vez mais utilizada para producao de vinhos
de mesa em Sao Paulo. Esse hibrido, originalmente obtido em 1946 com o trabalho de
Santos Neto (1955) em um grande programa de castas adaptadas ao estado de Sdo Paulo
para producao de vinhos de mesa é resultado do cruzamento entre as variedades Syrah e
Seibel 11342 (TERRA et al.,, 1990; CAMARGO, TONIETO E HOFFMANN, 2011). A uva
Maximo (IAC 138-22) pertence &s vitaceas de ciclo curto, sdo bastante resistentes a pragas e
rachaduras. O vinho paulista, produto deste hibrido, é considerado neutro, equilibrado com
aroma agradavel e sabor similar aos de outros vinhos nacionais (OJIMA et al., 1978).



O foco deste estudo recai sobre vinhos, uvas e a composicdo quimica. As mais
diversas metodologias ja foram aplicadas ao estudo da composicdo quimica do vinho e da
uva, dentre as quais se destaca mais recentemente a espectrometria de massas. Para a
andlise dos componentes volateis do vinho, a técnica de Cromatografia em Fase Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas com Microextragdo em Fase Soélida (HS-SPME-GC-
MS) foi usada. Porém, o vinho contém muitos compostos de baixa volatilidade e de alta
polaridade com importantes propriedades antioxidantes, mas que ndao sao adequadamente
analisados por GC-MS, mesmo com derivagdo. Por esse motivo é importante empregar
técnicas mais modernas de ionizagdo, como a ionizagdo por eletrospray acoplada a
espectrometria de massas (ESI-MS). A ESI-MS pode ser usada com insercado direta de
amostra, obtendo um perfil quimico da amostra, chamado de fingerprint, sem separacao
cromatografica fazendo-se uso de um preparo simples de amostra antes de inseri-la
diretamente no espectrémetro. Os compostos detectados podem ser identificados a partir de
seu padrao de fragmentacao (MS/MS) obtidos por dissociacéo induzida por colisdo. A analise
por ESI-MS foi efetuada em dois espectrometros de massas: o primeiro com um analisador
de ressonancia ciclotrénica de ions e transformada de Fourier (FT-ICR) e o segundo com um
analisador de massas triplo quadrupolo (TQD). O espectrometro de altissima resolucdo FT
ICR-MS é uma ferramenta muito eficiente, porém onerosa por isso utilizamos as analises em
um segundo espectrometro de alta resolucdo (TQD MS) que nos proporcionasse menor
custo de analise.

Assim, neste trabalho a composicao quimica do vinho paulista obtido da uva hibrida,
Maximo IAC 138-22, foi avaliada e comparada com outros vinhos de diferentes origens
empregando a técnica HS-SPME-GC-MS. Além disso, foram determinados os compostos
fendlicos e os acidos organicos simples (malico, tartarico e citrico) devido suas propriedades
antoxidantes no vinho e na uva atraves dos métodos FT ICR-MS e ESI-MS, respectivamente.



Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o perfil quimico de vinhos e uvas através da

aplicacao das técnicas de espectrometria de massas.

Objetivos especificos

A - Investigar se o vinho paulista produzido a partir do hibrido Maximo IAC 138-22
possui composicdo quimica similar aos vinhos tintos de diferentes regides obtidos da uva
Syrah, que € um dos parentais deste hibrido. Para isso, realizou-se uma pesquisa
comparativa entre a composicao quimica de compostos volateis do vinho paulista e outros
vinhos utilizando as técnicas HS-SPME-GC-MS (Capitulo 3).

B - Avaliar a composicdo quimica de compostos polares em vinhos nacionais e
importados, determinando a presenca de compostos fendlicos empregando a alta resolucéao
e exatidao da técnica ESI FT-ICR MS (Capitulo 4).

C - Desenvolver e validar o método para determinacao de acidos organicos em vinhos

por ESI-MS com insercao direta (Capitulo 5).

D - Aplicar o método ESI-MS com insercao direta na quantificagdo de acidos organicos

em uvas (Capitulo 6).






CAPITULO 1

Aspectos importantes do vinho






Capitulo 1. Aspectos importantes do vinho

1.1 O vinho no Brasil e no mundo

A Vviticultura brasileira teve inicio no século XVI com a chegada dos colonizadores
portugueses. Martin Afonso de Souza foi o responsavel pelo plantio das primeiras videiras,
originarias da Espanha e Portugal, na capitania de Sdo Vicente. As vinhas cultivadas na
época eram castas finas europeias (Vitis vinifera) propicias para a producdo de vinho
(SANTOS NETO, 1955). Com isso, o cultivo se espalhou por outras regides, porém com a lei
de proibi¢do do cultivo de uvas no Brasil em 1789, a producéo e comercializagdo de vinho no
Brasil tornou-se uma atividade domeéstica e somente no inicio do século XX com a chegada
dos imigrantes italianos, veio a se tornar uma atividade comercial. As finas castas européias,
contudo, tiveram problemas no inicio da viticultura comercial brasileira devido a incidéncia de
doencas fungicas. Através do advendo de fungicidas especificos foi que o cultivo das videiras
europeias progrediu nos estados do Rio Grande do Sul e Sao Paulo.

Durante 300 anos, a vitivinicultura brasileira esteve fundamentada em variedades
originarias da Europa, nunca chegando a constituir cultura de relevante importancia.
Somente entre 1830 e 1840 as variedades americanas aqui chegaram, entre estas a Isabel,
que logo prosperaram em razao da maior resisténcia as doencgas fungicas, além de
acentuadas caracteristicas de adaptacao as nossas condicoes ambientais. Se por um lado
estas trouxeram beneficios, por outro foram responsaveis pela introducdo de inumeras
pragas, como a filoxera, e outras moléstias causadas por fungos como o oidio e o mildio.
Ainda hoje as variedades americanas correspondem por 76% da area do vinhedo nacional. A
lideranga € da Vitis labrusca, com 67%. Os 9% restantes cabem a V. aestivalise e V.
bourquina. No grupo de V. labrusca, temos as variedades Isabel, Bordd, Ives, Niagara
Branca, Niagara Rosada e Concord. Todas podem originar bons vinhos e servem para a
mesa e a producdo de sucos (CAMARGO et al., 2011). No entanto, é sabido que os
melhores vinhos sao obtidos de Vitis vinifera. Assim, a busca por hibridos produtivos, aptos
para vinificacdo e resistentes as doencas e pragas, foi o objetivo de muitos pesquisadores
europeus. Nos ultimos anos, vem aumentando a area cultivada com o hibrido Maximo IAC
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138-22, originado do programa de melhoramento genético da videira no instituto agronémico
de Campinas (IAC) (OJIMA et al., 1978).

No Brasil, na década de 1940, teve inicio no IAC um programa de melhoramento
varietal da videira, que contou com a participagdo de destacados pesquisadores, como José
Ribeiro de Almeida Santos Neto, da Se¢édo de Viticultura, Julio Seabra Inglez de Sousa da
Estacdo Experimental de Jundiai e Wilson Corréa Ribas, da Estagdo Experimental de Sao
Roque. No que se refere as uvas destinadas a vinificagdo, o foco do trabalho de
melhoramento era reunir em uma mesma variedade as qualidades das finas castas de Vitis
vinifera, com a maior resisténcia as doencas fungicas e maior adaptacdo as nossas
condicoes ambientais apresentadas pelas variedades americanas e hibridas. Entre as
obtidas, uma se constitui a uva tinta mais promissora: conhecida pelo nome de Maximo ou,
tecnicamente, IAC 138-22 que foi obtida por Santos Neto em 1946 como resultado do
cruzamento das variedades Seibel 11342 e Syrah. E reputada como a melhor entre todas as
variedades langadas pelo Instituto Agronémico para a elaboracdo de vinhos tintos. Suas
plantas sao vigorosas, muito produtivas, com boa resisténcia as doencas, comportando-se
bem quando conduzidas sob o regime de poda curta. Os cachos sao médios a grandes,
cilindricos e pouco compactos, com bagas pequenas, oval-arredondadas, de coloracéo
preto-azulada, sucosas, com sabor neutro e de maturagcado precoce. Atualmente, o plantio
desta variedade vem sendo feito em diferentes regides do Estado de Sao Paulo. Entre os
municipios que se destacam, tem-se: S&o Miguel Arcanjo, Indaiatuba, Jundiai, Jarinu,
Louveira, Vinhedo, Valinhos e Monte Alegre do Sul. Varios produtores de vinho da regido tém
utilizado esta variedade para a obtengdo de um vinho de excelente qualidade, obtido com as
tecnologias atuais de vinificacdo (MESSIAS, 2007). A Figura 1.1 mostra algumas variedades
de uvas, inclusive a Maximo IAC 138-22, desenvolvidas pelo grupo de pesquisa de
Campinas.

O vinho é considerado historicamente como a mais higiénica e saudavel das bebidas.
Ele é produzido em todo mundo, do Chile & Africa do sul, & Nova Zelandia e & China. O
coracdo do mundo do vinho é a Europa - o Velho Mundo-, principalmente Franca, Italia,
Espanha e Portugal. Hoje, entretanto, h& vinhos de qualidade em todo o planeta, e o Novo
Mundo (Australia, Nova Zelandia, EUA, Africa do Sul e Améria do sul) tém papel relevante. A
Europa mediterranea, com 240 horas de luz solar por més, uma média de 17 graus de
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temperatura nos periodos de plantios, indices pluviométricos anuais de cerca de 600 mm e
frio seco no inverno, que proporciona as vinhas um periodo de hibernacdo. As regides
tradicionais de Bordeaux, Borgonha, Vale do Rhéne, Rioja e a Toscana se beneficiam

dessas condic¢oes ideais e, consequentemente, seus vinhos

O legado dos pesquisadores dolAC conta com uma série
de variedades que estio sendo avaliadas, para
caracteristicas quanto ac manejo e qualidades
fisico-quimicas e navinificagéio, frente
as novastecnologias desenvolvidas.
Entre essas variedades, podemos citar:

= Madalena jaC21-14) o

Produto docrizamentode Seibel 11342com Moscatel de
Canelli tesdurafunderte esabor moscatel Prestase paraa
elaboragdo devinhoespumants, comténue e agradavel sabor
moscatel

B Rainha (ACiig3l @ ]
Produto docnzamento entre Seibel 7053 e Burgunder )
Kastenholiz, realizado em 1948 P ossuibagas desabornautroe
agradavel e baia ecidez, qualidades quesdotrans mitidas s0s
winhos, MoEstado de Santa Catanna, sobre o pota-erxerto

504 temsesobressaidoentre asvanedadeshibridas

destinadas &elaboragdo devinhos brancos, dando produto
corsideradode olimagualidade

N Maximeo (ACI3B22 ®

Resultante docnizamertoenire asvanedades Seibel 11342 ¢ \
Syrah, realzado em 1946, & reputadocomoa melhorentretodas |
aevanedades lancadas pelo Instituto Agrondmico, paraa
elaboragdo de vinhostintos.

" Sanches (AC9808)

Hibrido complexo, resultado docnizamento entre |ACS77-82
Ixdmo, realizado em 1960, Bagas comtexdurafundente e
saborneutro Indicadaparaa elzboragio dewvinhos tintos

= IAC 960-12

Temamesmaorigemdasanches, ouseja, & umhibrido
complaxo obtido docruza mento entre ACST7 -8 & Wi mo,
realizado em 1980 Criginaninhos brancos deboa qualidads,
que tambémpropomzionambons cortescom ostintos elaborados
comavariedade Maximo.

B Moscatel de Jundiai (Jd90) @
Resultado docrizamento de S eyve Villard 5275 com Pirovano
4 Além de se prestarcomo matéria-pimapara aelaboragdo de
winhos moscatéis brancos licoroses, podesercorsumidacoma
boa Lva de mesa

B Dr. Julio (SR 49515

Produto docruzamerta entre Seibel 7053 e Gewlirziraminer,
realizado em 1848 E produtoradevinhos brances dequalidads,
comcaracteristicas dearoma esabor proprics.

= Dr. Seabra (SR 42616

Tema mesmaongemda Dr Jilio, ousejg, &produtodo
crizamento enfre Selbel Y053 e Gewlrztraminer; realizadoem
1943 Produe vinho branzode gualidade, bem equilibrado, de
aroma esabor neutros, caracteristicas que otornamexcelents
base paravinhos compostos oucomecio decortes

Figura 1.1 llustragao das principais variedades de uvas desenvolvidas pelo grupo de pesquisa IAC (MESSIAS,
2007).

tornaram-se padrdoes globais. Nessas regides da Europa, o conjunto de condicoes

geograficas e climaticas de um local (terroir) € de suma importancia. No terroir certo, a
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composicao do vinho tera o equilibrio perfeito de acucar, acidos, sabores frutados e taninos.
Foi a busca por novos terroirs que levou viticultores a se aventurarem em areas inexploraveis
de outros paises do Novo Mundo (KEEVIL, et al., 2008). A Figura 1.2 ilustra os principais
paises de cultivo de uva e produgao de vinho no mundo.

O terroir e as técnicas vinicolas exercem um papel importante, mas é a cepa especifica

ou a combinagao de uvas que mais influencia o sabor de um vinho.

O MUNDO DO VINHO

South America

Chile Argentina Brasil Africa do sul Nova Zelandia Espanha

Figura 1.2 Principais paises de cultivo de uva e produgéo de vinho no mundo.

A vinha pertence a familia de plantas Vitaceau, cujo género Vitis € 0 Unico importante
para a producao de vinho. Existem diversas espécies de Vitis, contudo a mais importante é a
Vitis vinifera, da qual € produzida a maioria dos vinhos. As uvas populares, tais como a
Chardonnay ou a Cabernet Sauvignon, sédo Vitis vinifera. Em algumas regidées do mundo sé&o
produzidos vinhos a partir de outras espécies, como a Vitis labrusca no estado de Nova York,
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mas a principal fungdo dessas outras espécies é servirem como porta-enxertos. Apos a
devastacao dos vinhedos europeus pela filoxera (que ataca as raizes das vinhas), no séc.
XIX praticamente toda Vitis vinifera é hoje enxertada nas raizes por espécies resistentes
como Vitis berlandieri, Vitis riparia e Vitis rupestris. Isso permite que a Vitis vinifera produza
seus sabores caracteristicos e fique protegida dessa praga (KEEVIL et al., 2008). A Figura
1.3 mostra um esquema da arvore genealdgica da vinha e as principais variedades

cultivadas no mundo.
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Figura 1.3 Esquema da arvore genealdgica da vinha e as principais variedades cultivadas no mundo.

1.2 Etapas de producao do vinho

O vinho é produzido pela fermentacao alcoodlica do suco de uvas e as etapas iniciais do

processo de vinificacdo, como ilustrado na Figura 1.4 transformam as uvas colhidas no
11



sumo. Tecnicamente ja é vinho, mas ainda precisa passar por varias etapas até ser
distribuido.

1- Esmagamento e desengaco das uvas: depois de colhidos, os cachos sao transportados

até um esmagador/desengacador, onde as uvas sdo esmagadas por rolos para expor o
sumo rico em agucar as leveduras e aos engacos. Esses sdo removidos, e o sumo (mosto) é

peneirado através de um cilindro rotativo perfurado (MEYEN et al., 2013).

2- As leveduras transformam o acucar das uvas em alcool e diéxido de carbono: gera-se
muito calor na fermentagéo, entdo a temperatura € controlada para impedir a evaporacao dos
compostos volateis do aroma e sabor. A fermentagdo do vinho tinto geralmente se completa
entre 4 a 7 dias, entdo as uvas permanecem nas cubas para maceragcdao (MEYEN et al.,
2013).

3- Prensagem: depois que o alcool for extraido através do processo de destilacdo, os
corantes, taninos e o suco sdo transferidos para outro recipiente. Os residuos que
permanecem no tanque sao entdo prensados, produzindo um liquido espesso e escuro
conhecido como vinho de prensa. Ele pode ser adicionado ao suco durante a mistura para

aumentar o tanino e a coloragédo (MEYEN et al., 2013).

4- Amadurecimento: em geral se aplica ao envelhecimento em barris de carvalho.

Normalmente reservado para vinhos tintos de alta qualidade, e pode levar varios anos. A
porosidade dos barris de carvalho permite uma oxidacdo lenta que ajuda a suavizar os
taninos e a aumentar a complexidade dos sabores. Nesta etapa ocorre também fermentacao
malolactica que é um processo posterior a primeira fermentacdo alcodlica. Criam-se as
condigbes ideais para certas bactérias transformarem o &cido malico em &acido lactico,
suavizando o sabor do vinho que ocorre em barris de carvalho ou em cubas de fermentacéo
(MEYEN et al., 2013).

5- Colagem e filtracdo: as técnicas de colagem e filtragdo sdo conhecidas por clarificacéo e

ajudam a produzir um vinho de aparéncia clara e estavel na garrafa. A colagem remove
particulas de proteinas empregando um “agente”, como por exemplo, clara de ovo ou argila
bentonita, que se associa as particulas em suspensdo e as faz precipitar no fundo do

recipiente. A filtragem retira os depoésitos sélidos do liquido (MEYEN et al., 2013).
12



6- Corte e engarrafamento: antes do engarrafamento, a maioria dos vinhos é misturada, e

depois descansa em um tanque (nessa etapa também pode ocorrer uma filtragem). O
equipamento automatico € caro, sendo que muitos pequenos produtores contratam
engarrafadores para preservar o carater inerente ao vinho pelo engarrafamento lento e
cuidadoso, protegido do oxigénio pelo nitrogénio ou didéxido de carbono (MEYEN et al.,

2013).

o Lvas Cuba de Fermentagdo
nescessariamente

Tintaz

Amassadar

Cuba de

Fermentagdo
(com cozcas)

Winho engi:ﬁr ratado ﬁ
S, pronto para envélhecer em
Adigdo de 50, barriz de madeira

Figura 1.4 Principais etapas de produgéo do vinho tinto.

1.3 Composicao do vinho

O conhecimento da composi¢gdo do vinho permite compreender melhor as mudancas
que ocorrem durante o processo de maturagao da uva, da fermentacao do mosto durante o
processo de elaboragcdo do vinho e seu posterior armazenamento e conservagao. As
principais substancias que constituem o vinho sdo: agucares, alcodis, acidos organicos,
compostos fendlicos, ésteres, aldeidos e cetonas (IVANOVA et al.,, 2011). Diversos
componentes do vinho afetam o seu paladar, por exemplo, os &cidos organicos contribuem
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para a estabilidade e qualidades organolépticas do vinho e suas propriedades preservativas
aumentam sua estabilidade fisico-quimica e microbiolégica da bebida (RIBEREAU-GAYON
et al., 1982). Ja& os compostos fendlicos sdo responsaveis pelas principais diferencas entre
os vinhos brancos e tintos e sdo precursores do aroma do vinho (RIBEREAU-GAYON e
SAPIS, 1965). A composicao fendlica € um aspecto importante para a boa qualidade dos
vinhos tintos. Os fendlicos sdo responsaveis pela adstrigéncia e sabor, e desempenham
papel importante na estabilidade da cor. O perfil fendlico do vinho mostra ser influenciado
pelas diferentes praticas viniculas e diferentes técnicas enoldgicas. A variedade e a regidao
onde a uva € cultivada também afeta a composi¢cdo fendlica do vinho (CLIFF, KING e
SCHLOSSER, 2007).

As antocianinas sdo responsaveis pela cor (RIBEREAU-GAYON, 1959) e os taninos
condensados pela adstringéncia. Os flavondides possuem propriedades antioxidantes,
bactericidas e vitaminicas que protegem o organismo humano de doengas vasculares e
cancer (MOUTOUNET et al., 1989). Estes componentes do vinho sdo provenientes de
diversas partes da uva e sdo extraidos durante o processo de vinificacdo (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006).
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CAPITULO 2

Analise do Perfil Quimico do Vinho e da Uva
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Capitulo 2. Analise do perfil quimico do vinho e da uva

2.1 Introducao

A espectrometria de massas (MS) tem um papel de suma importancia para a pesquisa
e controle da qualidade no ramo da vitivinicultura. O potencial analitico da técnica MS é
relevante no estudo das estruturas de compostos aromaticos e fendlicos (MONAGAS,
BARTOLOME e CORDOVES, 2005). A cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) é a técnica mais amplamente utilizada na analise da
composigao volatil do vinho, e geralmente esta associada a métodos de concentragédo e
extracao dos compostos volateis, que por sua vez, se encontram em baixa concentracdo no
vinho. Para isso, 0 método de Microextragcdo em Fase Sélida (SPME) € bastante empregado
devido sua alta eficiéncia, sensibilidade e auséncia de solventes, além da facilidade de
operacao (CABAROGLU et al., 2005). A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
UV-Vis e espectrometria de massas sdo as técnicas mais usadas para analises de
compostos polares nao volateis no vinho e na uva (por exemplo, acidos organicos, polifenois
e taninos). A espectrometria de massas sequencial (MS/MS) é muito eficiente para
elucidacao de estruturas de compostos identificados, e permite a caracterizagao de polifendis
de estruturas complexas, tais como procianidinas e taninos, fornecendo evidéncias
experimentais para estruturas de compostos que foram hipoteticamente deduzidas. A
insercao direta em espectrébmetros de massas com ionizacao por eletrospray (ESI-MS) é
muito empregada no estudo de caractericido de amostras complexas sem o emprego de
cromatografia e preparo de amostra relativamente simples. Outra técnica muito eficiente
baseada na espectrometria de massas de alta precisdo para determinacdo da presenca de
moléculas de alto peso molecular € a espectrometria de massas com ressonancia
ciclotrénica de ions e transformada de Fourier com ionizacdo por eletrospray e insercéao
direta (ESI FT-ICR MS) (FLAMINI, 2003).

17



2.1.2 Extracao dos compostos volateis por HS-SPME

A extracdo dos compostos volateis € uma etapa necesséria, realizada antes da
introducdo da amostra em um cromatégrafo & gas, visando basicamente a eliminacdo de
interferentes e o ajuste da concentragdo acima do limite detectavel. Existem duas formas de
isolamento dos compostos volateis: andlise total e a andlise do headspace. A primeira
compreende uma analise de todos os compostos volateis presentes no alimento, enquanto a
segunda envolve apenas a analise do espaco aéreo em equilibrio com a fase liquido ou
solida da amostra.

A SPME foi desenvolvida em 1990 por Artur e Pawliszyn e tem como vantagens a
simplicidade, rapidez além de nao fazer uso de solvenstes organicos (PAWLISZYN, 1997).
Esta técnica envolve dois processos que sao adsorcdo dos compostos na fase estacionaria
da fibra quando em contato com a amostra sob determinada temperatura sob agitagéo, e a
dessorcao dos compostos quimicos na porta do injetor do cromatdgrafo. O dispositivo basico
de SPME, como ilustra a Figura 2.1, consiste de um bastdo recoberto com silica fundida de
0,56 mm de diametro, com extremidade recoberta com um filme fino do polimero de PDMS
(polimetilsiloxano), PA (poliacrilato), CWX (Carbowax) ou de soélido adsorvente Carboxen
(carvao ativo microparticulado).

tubo de fixagdo da
fibra {internc ao
hipodérmico)

"

B
T T tubo
g4 —hipodermico —
{agulha)
d.e =0 56mm

fibra
| § exposta

fibra retraida

Figura 2.1 Fibra de SPME: (A) fibra retraida na agulha do suporte; (B) fibra exposta.
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2.1.3 Extracao dos acidos organicos por SPE

A SPE (do inglés, Solid Phase Extraction) pode ser aplicada diretamente para isolar e
concentrar compostos quimicos de amostras liquidas. Esta técnica, introduzida nos anos 80,
€ baseada na retencao seletiva de alguns compostos e sua subseqlente eluicdo por um
solvente apropriado.

Dependendo do tipo de adsorvente e das caracteristicas do analito, uma série de
interacoes fisicas e quimicas ocorre, permitindo que o composto de interesse seja separado
do restante dos componentes da amostra. A seletividade na separagao estara condicionada
pelo tipo de adsorvente e eluente empregados.

Os adsorventes utilizados sao similares as fases estacionarias empregadas em
cromatografia liquida, e podem ser agrupados em polar, apolar e do tipo troca idnica. A
escolha do adsorvente depende da natureza do analito, da matriz e dos possiveis
interferentes. De importancia particular sdo os adsorventes poliméricos e de silica, tais como
copolimeros de estireno-divinilbenzeno. Os adsorventes de silica s&o caracterizados por
apresentar uma capacidade de carga baixa e um elevado consumo de solvente e tempo,
além disso, em alguns casos podem ser confrontados com a adsorcao e degradacao de
certos compostos. O segundo tipo, baseado em polimeros de estireno-divinilbenzeno, que
sdo caracterizados por apresentar uma grande capacidade de carregamento, maior
estabilidade em valores de pH extremo, além da capacidade de serem empregado no modo
reversivel e normal.

SPE é uma técnica que tem grande aplicabilidade na enologia, a Figura 2.2 mostra,
resumidamente, as etapas de uma extracdo por SPE. Nesta técnica, os analitos contidos
numa matriz aquosa sado extraidos, juntamente com os compostos interferentes, apéds
passagem por um cartucho contendo adsorvente. Um solvente organico seletivo é
geralmente utilizado para remover os interferentes e entdo, outro solvente é usado para
extrair os analitos de interesse (CASTRO et al., 2008).
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Figura 2.2 Esquema das etapas de extragao por SPE.

2.1.4 lonizacao por elétrons (El)

O método de ionizacdo mais empregado para compostos volateis € a ionizacao por
elétrons El (do inglés Electron lonization). A Figura 2.3 mostra um esquema geral do
funcionamento da fonte de El, onde moléculas neutras na fase gasosa (dessorcao térmica) a
pressao tipica de 107 torr sdo bombardeados por elétrons, com energia tipica de 70 eV, que
proporcionam a retirada ou captura de elétron pela molécula formando ions M* ou M. El é
um processo unimolecular, no qual ions formados sdo rapidamente extraidos da fonte de
ionizacao pelo eletrodo de repulsao (repeller); ions moleculares sao formados com excesso
de energia interna e se fragmentam total ou parcialmente. A El é bastante versatil porque
produz tanto o ion molecular como também fragmentos com informacédo sobre estrutura do
composto quimico. Além disso, os espectros sao reprodutiveis proporcionando a construgao
de bibliotecas de espectros. A ionizacdo por elétron aplica-se a moléculas orgéanicas
relativamente pequenas de média a baixa polaridade e com baixo peso molecular (~500u)
(HOFFMANN, 2007).
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Figura 2.3 Esquema geral do funcionamento da fonte de ionizacao por elétron (El).

2.1.5 lonizacao por Eletrospray (ESI)

A técnica ESI foi inicialmente desenvolvida por M. Dole em 1968 (DOLE, MACH, e
HINES,1968) e aplicada por J.B.Fenn (FENN, MANN, MENG, e WONG, 1989) para analise
de moléculas pequenas e de proteinas. A fonte ESI transfere para a fase gasosa moléculas
polares de diversos tamanhos e que frequentemente sdo termicamente instaveis, permitindo
a andlise por espectrometria de massas de biomoléculas, tais como proteinas. Fato antes
impossivel por técnicas classicas como ionizacao por elétrons (El), onde somente moléculas
volateis e termo estaveis poderiam ser ionizadas. Além disso, El € muito energético, pois
fragmenta as moléculas de tal maneira que o ion molecular pode nado ser visualizado no
espectro e a identificagdo do composto quimico fica comprometida. O método ESI possui
uma ionizacdo branda, sendo capaz de ionizar moléculas até 600 Da na sua forma
monocarregada, sem fragmentacao, possibilitando a visualizacdo de ions individuais em
misturas complexas.

Por trabalhar com moléculas em solucdo e ser compativel com fase moével mais
frequentemente utilizados em HPLC com fase reversa (agua, metanol e acetonitrila), a fonte

ESI pode ser usada como interface entre métodos de separacao por HPLC e de identificacao
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dos compostos por espectrometria de massas (MS) ou sequencial (MS/MS"). Para facilitar a
protonacao de sitios basicos ou a desprotonagédo de sitios acidos, € comum adicionar um
agente modificador a solucdo. Para analisar as moléculas [M] basicas sdo adicionados 0,1 a
0,2% de &cido férmico a solugdo o que permitird a protonagdo mais rapida e eficiente do
composto. Neste caso, ocorrera a formagao de ions [M+H]" e sua analise é feita em modo
positivo. Para as moléculas acidas adiciona-se 0,1 a 0,2% de solucao de hidréxido de
amoénio a solucado para facilitar a desprotonagdo da molécula, formando ions [M-H]'com a

andlise sendo realisada no modo negativo.
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Figura 2.4 Desenho simplificado de uma fonte de ionizagao por eletrospray.

A Figura 2.4 apresenta um desenho simplificado de uma fonte de ESI. A solugéo
proveniente de uma bomba seringa ou um sistema de HPLC numa vazéo de 1-15 uLmin™ é
inserida no capilar em cuja extremidade é aplicada uma alta voltagem que podera ser
positiva quando a protonacgéo (ionizagcdo no modo positivo) for requerida ou uma voltagem
negativa quando a desprotonagado (ionizagdo no modo negativo) for desejada. O gas
nitrogénio, mais empregado como gas nebulizador, é aquecido para facilitar ainda mais a

22



volatilizacdo. Dois mecanismos sao propostos para a transferéncia dos ions do interior das
goticulas para a fase gasosa: (1) a “evaporagao” dos ions a partir da superficie das goticulas
e (2) a subdivisdo progressiva das goticulas com evaporagdo do solvente, sendo que na
pratica € provavel que ocorram ambos os mecanismos. Ou seja, a transferéncia ocorre
através da divisdo e evaporagao das gotas contendo um excesso de cargas (positivas ou
negativas dependendo do modo de aquisi¢cdo) e os ions sao transferidos para a fase gasosa
e atraidos para dentro do espectrémetro de massas através de um gradiente de potenciais.
Uma contra corrente de gas nitrogénio € aplicada para evitar a formacao de agregados de
ions (clusters) e também para evitar a entrada de moléculas neutras para o interior do
espectrébmetro de massas (SAWAYA, 2006). A fonte de ionizagdo ESI foi empregada nos

estudos dos capitulos 4, 5 e 6.

2.1.6 Analisador de massas quadrupolar (Q)

A Figura 2.5 mostra um esquema simplificado da estrutura do analisador de massas
quadrupolo (Q). Ele é constituido de quatro barras geralmente cilindricas paralelas que
servem de eletrodos. Diferentes potenciais de radiofreqiéncia variavel (AC e DC) sao
aplicados a cada par de barras.

fons
ressonantes

ions ndo
ressonantes

detector

fonte de
ions
voltagens DC e AC

Figura 2.5 Analisador de massas quadrupolar.
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Para se obter o espectro de massas com esse dispositivo os ions sao acelerados, no
espaco entre as hastes, por um potencial de 5 a 10 V. Em um dado instante, todos os ions
com determinada razdo m/z dentro de um intervalo limitado atingem o detector. Este
instrumento € mais compacto, barato e robusto que os outros tipos de espectrémetros de
massas, além disso, tem a vantagem de possuir altas velocidades de varredura,
possibilitando a obteng¢do de um espectro inteiro em 100 milissegundos (HOFFMANN, 2007).

2.1.7 Espectrometria de massas com ressonancia ciclotrénica de ions
com trasformada de Fourier (FT-ICR MS)

O analisador de resonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier (FT-
ICR), criado no inicio da década de 1970, é considerado até o momento o analisador mais
complexo em espectrometria de massas (MARSHALL, 1985). O FT-ICR é um hibrido que
pode apresentar na sua configuracdo, por exemplo, um Linear lon Trap (LIT) e uma cela de
ICR que une alta sensibilidade do ion trap com altissima resolucdo do ICR. O LIT é um
analisador de massas que faz da sua estrutura basica um quadruplo, ou seja, um arranjo de
quatro cilindros metélicos que, no entanto, em vez de filtrar ions de todas as razbes m/z, ele
€ utilizado para aprisonar os ions e fazer ejegcdo radial para o analisador ICR. A
determinacdo da m/z (relacdo massa-sobre-carga) no analisador ICR com alta resolucao
deve-se ao movimento ciclotrénico dos ions na presenga de um campo magnético.

A ultra-alta resolucdo do FT-ICR é devido, portanto, a quantidade de voltas que um
determinado ion percorre ao ser excitado na presenga de um campo magnético
(MARSHALL, HENDRICKSON e JACKSON, 1998). Por exemplo, um ion de 100 Da percorre
a distancia de 30 Km durante um periodo de observacédo de 1 segundo em uma cela de ICR
com magneto de 3T (30.000 Gauss). Além disso, quanto maior 0 campo magnético, menor
serd o raio ciclotrénico de um ion e maior sera sua frequéncia ciclotrénica, portanto, maior
serd o poder de resolugéo.

Um esquema geral do funcionamento da cela ICR é mostraddo na Figura 2.6. Os ions
gerados por uma fonte de ionizacdo como a ESI sédo aprisionados na cela de ICR. Neste

momento, devido a agdo do campo magnético uniforme, cada ion comega a se movimentar
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em uma determinada posicdo. Contudo, o sinal da cela ICR é detectavel apenas se os ions
apresentarem um movimento sincronizado (em fase). Com intuito de obter essa sincronia,
aplica-se um campo elétrico (r.f) espacilamente uniforme de magnitude igual a da freqiéncia
ciclotrénica, tornando o movimento dos ions espacialmente coerente e detectavel. O sinal de
ICR (dominio de tempo) é resultante, portanto, da corrente oriunda da indugédo (detecgéo) de
uma imagem oscilante de uma carga ao se aproximar dos dois eletrodos condutores
opostamente paralelos. O espectro em dominio de freqiiéncia é obtido pela transformada de
Fourier de um sinal de ICR digitalizado no dominio de tempo, em seguida, apds uma simples

manipulagdo matematica, este € transformado em dominio de m/z.

ICR
B
. pratos de A F:orrer\te é
excitacdo Y induzida
pratos de
aprisionamento w= 9B
m
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especiro dominio espectro espectro de
de tempo ICR dominio de massas
frequéncia

Campo lHF'
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agnético, excitacdo ligada
| —-{-‘\N‘va uma frequéncia (RF)

excita uma nvz

Figura 2.6 Esquema geral do funcionamento de uma cela de ICR.

2.1.8 Analisador de massas triploquadrupolo (TQD)
A Figura 2.7 mostra um diagrama geral de um instrumento com trés quadrupolos. Os

espectrébmetros de massas sao simbolizados pela letra maidscula Q, e os quadrupolos com
apenas frequéncia RF por letra mindscula . Um gas de colisdo pode ser introduzido no
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quadrupolo central a uma pressao tal que um ion ao entrar no quadrupolo sofra uma ou
diversas colisdes.

Quando o gas é inerte, a energia interna é transferida para o ion através da conversao
de uma fragdo da energia cinética em energia interna. Depois os fragmentos (ions produtos)
sao analisados pelo quadrupolo Q3. Quando o gas € reativo, reagdes ion-molécula podem
ser induzidas. Os produtos da reacao sao analisados depois pelo quadrupolo Q3.

> A

Q1 Q3

Figura 2.7 Diagrama de um instrumento tripo quadrupolo.

Esses instrumentos com diversos analisadores em série podem realizar todos os tipos
de varredura. O primeiro modo de varredura consiste na selecdo do ion com razdo m/z de
interesse pelo primeiro espectrometro de massas. Este ion colide no interior do quadrupolo
central e reage ou fragmenta. Os produtos da reacdo sdo analisados pelo segundo
espectrometro de massas. Este € a varredura do ion produto (Product ion scan), conhecido
antigamente por ion filho (daughter scan).

O segundo tipo consiste em focar o segundo espectrdmetro (Q3) no ion selecionado
durante a varredura das massas usando o primeiro espectrémetro (Q1). Todos os ions que
produzem o0s ions com as massas selecionadas através da reacdo ou fragmentagdo sao
assim detectados. Este método é chamado varredura do ion precursor (Precursor ion scan),
pois 0s ions precursosres sao identificados. Ele é também chamado varredura dos ions
parentes (Parents scan).

No terceiro modo de varredura, ambos os espectrémetros sao varridos juntos, mas
com deslocamento constante de massas entre os dois. Assim, para uma diferenca de
massas a, quando um ion de massa m atravessa o primeiro espectrometro de massas, a

deteccdo occorre se o ion produziu um fragmento do ion de massa (m-a) quando este deixa
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a cela de colisdo. Este é a varredura de perda neutra (Neutral loss scan), com massa neutra
a. Por exemplo, na ionizagdo quimica a molécula de alcool perde uma molécula de agua. Os
alcodis sao detectados pela varredura de uma perda neutra de 18 unidades de massas. Por
outro lado, um dado aumento de massas pode ser detectado se o gas reativo é introduzido
dentro da cela de colisao (HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

Neste capitulo 2, abordaremos um levantamento bibliografico dos principais
compostos quimicos do vinho e da uva e aplicacdes da espectrometria de massas na analise
do perfil quimico dos mesmos além do uso de diversos métodos de extracao, separacao e
ionizacao. Alguns dos trabalhos mostram a importancia da espectrometria de massas como

uma ferramenta poderosa na analise e caracterizacao de vinhos e uvas.

2.2 Acidos organicos simples

Os éacidos organicos sao produzidos naturalmente nos alimentos por processos
metabdlicos, bioquimicos, hidrdlise e crescimento bacteriano. Ja nos vinhos, estes &cidos,
provenientes da uva com cadeias simples C4-Ci3 (m/z 133-295, por ESI-MS no modo
negativo) sdo importantes porque contribuem com a cor, aroma, gosto, caracteristicas de
equilibrio gustativo e também para a estabilidade microbiolégica e quimica (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006). As estruturas dos acidos organicos simples mais importantes sao
mostradas na Figura 2.8.

Os &cidos orgénicos mais importantes identificados na uva e no vinho sdo: os acidos
tartarico e malico. O acido tartarico (m/z 149,00910) é conhecido como o acido do vinho
porque é encontrado em concentragdes elevadas no vinho e na uva e por ser considerado
um acido forte proporcionando ao vinho um pH baixo de 3,0 a 3,5. Os tartaratos, co-produtos
provenientes da producdo industrial de vinhos sdo muito empregados na industria de
alimentos e bebidas. O nivel de acido tartarico € um parametro de controle critico na
estabilizacdo do vinho. Ele também é usado para fins medicinais (como exemplo: laxativo),
em tingimentos de tecido, couro bem como corante de alimentos sob o niumero de referéncia
E102. O acido mélico (m/z 133,01425) é abundante em macas verdes, por isso € conhecido
como o acido da maca verde, e também esta presente em uvas brancas e vermelhas. A

concentracao desse acido no inicio da maturagéo do vinho é de aproximadamente 4,0 a 6,5
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gL e pode reduzir pela metade na primeira semana de maturagdo. O acido citrico (m/z
191,01970) é comumente encontrado na natureza, como por exemplo, no limdo. Ele
desempenha um papel bioquimico e metabdlico muito importante (ciclo de Krebs), inibe o
crescimento de leveduras e é usado como agente acidificante de alimentos e bebidas,
enquanto os citratos de sodio (E331), de potassio (E332) e de célcio (E333) sdo empregados
na industria farmacéutica. Além desses trés acidos majoritarios do vinho, existem os acidos
cindmicos, tais como: o acido cumarico (m/z 163,04015) que pode esta esterificado com
acido tartarico, fornecendo o acido cumariltartarico (m/z 295,04630). O acido D-glucénico
(m/z 195,05103), originario da glicose pode atingir altas concentracbes em sucos de uva e
posteriormente no vinho. O &cido mucico (m/z 209,03030) originado da oxidagdo da
galactose consiste num produto indesejado do vinho, e sua presenca tem sido observada na
existéncia de depésitos formados durante seu envelhecimento (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).

COOH COOH
| CH,COOH
HO——H CH,
OH——C—COOH
H———OH H OH
CH,COOH
COOH COOH
, . . . . . acido citrico
acido tartarico acido malico
o
CH:CH—C/
OOH \OH
OOH COOH
c——0
HC——O0H o P . -
HO—T—H HO————H OH
H—T—OH
H—T—OH N L. .
h— on "o : acido cafeico
N H— o (R1=0H; R2=H)
CH20H CHz0H COOH
- . . 4cido cumérico
4cido D-gluconico ~ acido 2-ceto D- acido mucico (R1=R2=H)
glucénico

Figura 2.8 Estrutura quimica dos principais acidos organicos encontrados na uva e no vinho.

Sao varias as técnicas usadas na separacao dos acidos organicos em uvas, Sucos e
vinhos dentre elas podemos citar a cromatografia, eletroforese e espectrofotometria (ZHENG

et al., 2009; MATO, SUAREZ-LUQUE E HUIDOBRO, 2005; DENIS et al., 2012; PERES et
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al., 2009). Entretanto, a técnica de ionizacao por eletrospray acoplada a espectrometria de
massas com insercao direta (ESI-MS) é uma étima alternativa para caracterizacdo de
amostras complexas porque nao requer pré-tratamento, derivatizacdo, separacao
cromatografica, é simples e rapida (EHLING E COLE, 2011). Assim, a infuséo direta ESI-MS
tem sido aplicada com sucesso como um método de caracterizacao (fingerprint) rapido,
capaz de classificar e detectar a adulteragdo e envelhecimento de amostras tais como
propolis (ZOTOU, LOUKOU, E KARAVA, 2004), bebidas (FRAYNE, 1986), whisky
(EYEGHE-BICKONG et al., 2012), vinho (VILLAGA et al., 2012; SAWAYA et al., 2011),
tempero (CATHARINO et al., 2006), gasolina (MAZZUCA et al., 2005), éleos (AMORIN et al.,
2009), 6leo vegetal (ROESLER et al., 2008), e 6leo de soja (CATHARINO et al., 2007).

No trabalho de CATARINO et al. (2006) o método ESI-MS com insercao direta foi
testado para caracterizar amostras de mostos de seis variedades de uvas brasileiras durante
o processo de fermentagcdo, bem como amostras dos seus respectivos vinhos apos a
fermentacdo malolatica. A analise quimiométrica dos espectros obtidos (fingerprinps) foi
usada para agrupar as amostras e definir os ions diagnosticos de cada grupo. A anadlise de
componentes principais (PCA) dos fingerprints separou claramente os mostos dos vinhos em
decorréncia do processo fermentativo sofrido. De fato, o processo fermentativo fez com que
a composicao dos vinhos mudasse muito a ponto de ter pouca similaridade com o mosto de
origem. SAWAYA et al. (2011) publicou um trabalho onde o0 método ESI-MS com insercao
direta foi usado para monitoramento do processo de envelhecimento de vinhos produzidos a
partir de uvas das variedades Pinot noir, Merlot e Cabernet Sauvignon, cultivadas no Rio
Grande do Sul. Os fingerprints das amostras mostraram as mudangas que ocorrem durante o
envelhecimento dos mostos para as trés variedades de uvas e a andlise de componentes
principais dos fingerprints em modo negativo foi usado para agrupar as amostras,
salientando as principais modificagdes da composicéo e indicando os ions marcadores para
cada grupo.

BIASOTO et al. (2010) realizaram uma analise descritiva de vinhos tintos, empregando a
espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray e insercao direta (ESI-MS). Esta
técnica permitiu a identificacdo de compostos volateis e ndo volateis em alimentos e bebidas,
sem a necessidade de extracdo, isolamento e separacdo cromatografica prévia dos
constituintes das amostras. Dados descritivos do sabor dos vinhos tintos elaborados a partir
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de uvas Vitis labrusca, hibrido e Vitis vinifera foram inicialmente gerados por painel humano
e em seguida correlacionados com os dados de ESI em modo negativo. A anadlise de
componentes principais e a correlacdo entre a analise de dados mostrou que o teor de acido
succinico foi bem determinado (r = 0,63, p = 0,05). Uma correlagdo negativa também foi
observada entre o sabor da uva e conteudo de acido carbénico (r = -0,76, p = 0,02). Alguns
dos acidos identificados foram indicadores da qualidade sensorial do vinho, tais como acidez
(acido succinico) e amargor (acido ascorbico). De modo geral, os fingerprints obtidos por
ESI-MS mostraram que a técnica € confiavel com uso em potencial em vinicolas para o

controle de qualidade.

2.3 Acidos da fermentacao

Os principais acidos produzidos a partir da fermentagdo do mosto e que séao
transferidos para o vinho s&o os de cadeia C3-Cs (Figura 2.9). As massas tedricas relatadas
a seguir sdo para ions analisados por ESI-MS em modo negativo. O acido piravico (m/z
87,00877) possui fungao metabdlica celular importante. O acido succinico (m/z 117,01933) é
outro que se desenvolve durante a fermentacdo e juntamente com o acido fumarico (m/z
115,00540) tém pKa baixo. O acido succinico tem um sabor intenso amargo que estimula a
salivagdo, acentuando o sabor do vinho e juntamente com o &cido citramalico (m/z
147,02990) sao encontrados em concentracdes perceptiveis nos vinhos. Os acidos organicos
consistem em moléculas polifuncionais que contém na maioria das vezes grupos hidroxilas
que lhes confere caracteristicas polares, hidrofilicas e reatividade quimica que podem
contribuir para o envelhecimento do vinho ao longo do tempo (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006).
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Figura 2.9 Estruturas dos principais acidos organicos produzidos durante a fermentagdo do mosto encontrados

no vinho.

2.4 Acidos fenélicos e seus derivados

Os compostos nao flavonoides compreendem os acidos fendlicos, benzoicos, cinamicos
e ourtros derivados fenélicos como os estilbenos. O vinho tinto contém sete acidos benzoicos
e cinco acidos cinamicos numa concentracdo que varia de 100 a 200 mgL™" (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006). A Figura 2.10 apresenta as estruturas quimicas dos principais acidos
fendlicos e seus derivados encontrados no vinho. Os acidos benzdicos possuem uma
estrutura com seis atomos de carbono na forma Cs-Cq, sendo o acido gentisico (m/z
153,01920) encontrado em niveis de baixa deteccdo. Os varios acidos benzoéicos sao
diferenciados pela substituichio em seus anéis e sao encontrados na forma livre,
monoglicosilada ou na forma de ésteres. Os acidos cinamicos constituem a segunda classe
mais abundante de &cidos fendlicos com estrutura na forma Ce-Cs. Estes tém sido
detectados em pequenas quantidades na forma livre e com maior frequéncia na forma
esterificada, em particular com acido tartarico. Também podem formar glicosideos simples ou
ésteres de acido tartarico, como por exemplo, o acido cafeiltartarico (m/z 311,04090) ou
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ainda o acido p-cumariltartarico (m/z 295,04594) e feruliltartarico (m/z 326,25601). Eles séo
altamente oxidaveis e responsaveis pelo escurecimento do mosto na formacéo do vinho. Os
acidos cinamicos podem combinar com as antocianinas monoglicosiladas para formar
antocianinas aciladas, via esterificacao do acido cafeico ou acido p- cumarico com a glicose
da antocianina. Do ponto de vista organoléptico, esses compostos nao possuem um odor ou
cor particular, contudo sao precursores dos fendlicos volateis produzidos pela acao de certos
microorganismos (RIBEREAU-GAYON, et al., 2006).

EHLING e COLE (2011) descreveram pela primeira vez um método baseado na diluicao
de is6topo estavel e na cromatografia liquida com espectrometria de massas (LC-MS),
aplicado para analise de acidos organicos (citrico, malico, quinico, e tartarico) em sucos de
fruta (romad) para estudos da composicao e determinacdo de autenticidade. Existem
trabalhos na literatura que atribuem a presencga do &cido tartarico uma forte indicagdo em
potencial de adulteragdo com suco de uva. Os &cidos tartarico e quinico foram confirmados
no suco de roma em concentragdes que variam de 1 a 5 mgL™, respectivamente. Essas
concentracOes estdo a baixo dos resultados de adulteracdo com sucos de uva e maga,
respectivamente a um nivel de 5%. Os dados de confirmag&o dos acidos tartarico e quinico
em sucos de roma geram importantes implicacoes para o estudo de autenticidade da bebida.
Este também foi o primeiro trabalho de LC-MS realizado para analise de acido citrico em

sucos de laranja.
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Figura 2.10 Estruturas quimicas dos &cidos fendlicos e seus derivados do vinho.

EYEGHE-BICKONG et al. (2012) relataram o desenvolvimento de um método baseado
na técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(DAD) acoplado ao detector de indice de refracdo (RID) e insercéo direta de amostra (ESI-
LC-DAD/RID) para analise do perfil dos principais agucares e acidos organicos em uvas. Os
acucares e acidos organicos foram extraidos com cloroférmio/polivinilpolipirrolidona e
separados empregando uma coluna HPLC com troca ibnica Aminex HPX-87X acrescida de 5
mM de acido sufarico conforme a fase movel. As andlises foram calibradas usando padrao
externo e uma nova equacgdo foi usada para calcular a concentracdo de acido malico e
frutose para separacao nao resolvida. Para que o método pudesse ser utilizado para analise
de um grande numero de amostras de uvas, cada amostra foi injetada diretamente logo

depois de extraida, sendo que a etapa de extracdo da amostra permitiu 0 uso de pequenas
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quantidades de material amostral. As concentracdes de acucares e acidos organicos em
uvas foram normalizadas para as concentracdes do padrao interno obtidos ap6s a extracao
de uma mistura padrdo. O método foi satisfatério obtendo alta recuperacédo entre 102,1% e
100,0% para frutose e glicose, respectivamente e 105,5%, 96,7%, 97,6% e 99,0% para o
acido citrico, acido malico, e acido succinico, respectivamente. O método mostrou-se
favoravel para as amostras fortificadas com a mistura padrdo, sendo adequado para tracar o
perfil dos principais agucares e acidos em amostras de uva em diferentes estagios de
maturagéo. Este é o primeiro trabalho realizado que combina o perfil dos principais agucares
e acidos organicos em uvas usando miligramas de amostras com injegcdo direta apos
extracdo. No trabalho de ZOTOU, LOUKOU, E KARAVA (2004) foi descrito o
desenvolvimento do método para determinacdo de sete acidos organicos em vinhos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, detector ultravioleta visivel (RP-LC-
UV-Vis) e coluna analitica comum Cig. Os acidos galacturdnico, tartarico, malico, latico,
acético, citrico e succinico foram determinados usando xantina como padrao interno. O
método foi aplicado em vinhos gregos tintos e brancos, apdés um pré-tratamento de amostra
com polivinilpirrolidona (PVP), seguida por extragdo em fase sdlida (SPE) através de
cartuchos SAX, com os quais se obteve recuperacdes entre 78,0 a 106,8%. Os limites de
deteccdo obtidos foram entre 0,001 a 0,05 gL e a faixa linear entre 0,003 a 2,0 gL™'. Os
bons resultados de linearidade e recuperacdo para todos os acidos, assim como a alta
sensibilidade, precisdo e seletividade juntamente com a simplicidade e rapidez permitiram
que o método proposto fosse recomendado sempre que a necessidade por resultados de alta
qualidade analitica fossem requeridos.

PALMA E BARROSO (2002) determinaram as condigbes 6timas de extracdo baseadas
em UAE (Extracédo Assistida por Ultrasson) para determinagédo dos acidos malico e tartarico
na uva. Um esquema experimental fatorial fracionério permitiu a determinacao dos efeitos de
sete variaveis. A relacao entre todas as variaveis foram examinadas. Pela aplicacao das
andlises graficas, as melhores condicdes de extracdo foram obtidas. As variaveis mais
importantes foram o liquido e a temperatura de extracdo. Depois um composto central foi
aplicado para otimizar a temperatura e a composicdo do liquido de extracdo. O método
otimizado foi aplicado para uvas e co-produtos da vinificagdo. A repetibilidade do método foi
estudada e a recuperacao dos acidos malico e tartarico foi estabelecida. A quantificagao foi
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realizada empregando a cromatografia liquida (LC) com um tampao pés-coluna e um
detector de conductividade.

SANCHEZ, BALLESTEROS E GALLEGO (2011) determinaram 29 &cidos organicos em
produtos alimentares empregando um método simples e rapido baseado na técnica de
extracdo em fase sdélida e cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (SPE-GC-MS). Para isso, uma coluna empacotada com 80 mg de material
adsorvente (LiChrolut EM-Supelclean ENVI-18) foi empregada para fins de extracdo e
remocao de interferentes. Depois da eluicdo com 200 pL de metanol, o extrato metandlico foi
injetado diretamente no GC-MS sem uma derivatizacao prévia, usando uma coluna capilar
HP-INNOWax (empacotada com fase estacionaria de polietileno glicol) para separagao
cromatografica. O método forneceu uma boa linearidade (0,5 a 1000 pgKg™) e uma precisdo
razoavelmente boa para todos os compostos (RDS menor que 6,2%). A faixa de recuperacao
das solugdes diluidas dos acidos organicos fortificadas com diferentes concentracées (10, 40
e 100 pgKg') foi de 93 a 98%. A aplicabilidade do método foi demonstrada através da
analise dos acidos organicos em uma ampla variedade de produtos alimentares incluindo
amostras de bebidas, vinho, suco de fruta, molho, leite de soja e mel.

FLORES, HELLIN, E FENOLL (2012) desenvolveram um método que empregou a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria sequiencial (LC-MS/MS)
com analisador triplo quadrupolo (TQD) e monitoramento de ion seletivo para determinacao
de 4&cidos organicos (glutamico, tartarico, quinico, maldnico, malico, chiquinico, a-
cetoglutarico, piravico, citrico, succinico e fumarico) em frutas (mel&do, uva, péra, laranja e
lim&o) e vegetais (pimenta, tomate e alface). A amostra foi inserida na fonte de ionizagao
eletrospray com insercao direta no modo negativo ESI(-)-MS. Todos os paréametros de
validagcdo foram encontrados dentro das faixas aceitaveis para todos os compostos.
Diferentes efeitos de matrizes foram observados no estudo de vegetais e as amostras foram
quantificadas pela adicdo de padrdo. As principais vantagens deste método sao sua
seletividade, que é uma das principais deficiéncias para a maioria dos métodos quanto a
analise de &cidos organicos em matrizes complexas, além de sua simplicidade e a
necessidade de pouco preparo de amostra.

ZHENG et al. (2009) desenvolveram um novo método para determinacao simultanea de
acidos organicos em vinho tinto e mosto por cromatografia liquida. A determinagcao de
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acidos organicos em vinhos foi completada em menos de 13 minutos, empregando apenas
uma simples diluicdo de amostra e uma etapa de filtracdo. Com este método, a separacao
cromatografica de oito acidos organicos e picos interferentes presentes no vinho tinto exigiu
somente uma coluna de fase reversa (Waters Atlantis C18, 4,6 x 150 mm ID, 5 pm). A fase
mével empregada foi 5% de acetonitrila e 95% de KH,PO4 em agua, pH 2,7 com taxa de
fluxo 0,8 mL/min. O comprimento de onda usado foi 210 nm, exceto para o acido ascérbico
que foi detectado com comprimento de 243 nm. A aplicacdo desse novo método para vinhos
tintos e mosto péde ser confirmada pela boa repetibilidade e mostrou ampla faixa de variagao
para concentracoes de acidos organicos. ANDRADE LIMA et al. (2010) otimizaram e
validaram um método para determinacao de acidos organicos em vinhos por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (LC-MS). O método analitico utilizado pbéde ser aplicado para
determinacao de acidos organicos, com rapidez (16 minutos) e facilidade de preparacéo da
amostra (diluicdo e filtragdo). A otimizacdao da fase moével pela adicdo de acetonitrila
possibilitou a melhoria da resolucdo cromatografica de todos os acidos. O método
apresentou 6timos resultados em todas as etapas de validacdo — sensibilidade, preciséo,
exatidao e robustez, demonstrando dessa forma a possibilidade de uma ampla utilizacdo na
analise de acidos organicos em vinhos tintos e brancos. FRAYNE (1986) também
desenvolveu um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de
refracdo (HPLC-RI) para separacgao isocratica e quantificacao dos principais acidos, agucares
e alcodis em vinho e mosto da uva. O método ultilizou um sistema com coluna de troca
catibnica dupla sem preparo de amostra. A amostra foi filtrada através de uma membrana de
0,45 um, em seguida foi injetada, separada e quantificada em menos de 40 minutos. A
avaliacao estatistica do método HPLC mostrou que ele foi reprodutivel, confiavel e estavel.
Uma comparagéo foi realizada entre o0 novo método e os métodos convencionais de analise,
tais como volumétrico, destilagdo, e enzimatico. A andlise estatistica mostrou boa
concordancia na exatidao e precisao entre os métodos comparados.

CATHARINO et al. (2006) realizaram a caracterizagdo de amostras de mostos e vinhos
de seis variedades de uvas (Pinot Noir, Bordd, Isabel, Merlot, Malbec e Cabernet Sauvignon)
por espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray e infusdo direta no modo
negativo ESI(-)-MS). Os ions diagndsticos dos mostos foram bem diferentes das amostras de
vinhos, embora fosse possivel observar poucas variagdes para cada variedade de uva. A
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adicao de mosto nao fermentado ou agucar ao vinhor foi detectado. O espectro foi adquirido
em poucos minutos por amostra, indicando que o método ESI-MS pode ser usado para
analisar amostras com alto rendimento e foi considerada util para o controle de qualidade
durante e ap0s o processo fermentativo do mosto, monitorando a mudanga na sua
composi¢cdo quimica. Esta mesma técnica foi também empregada na caracterizacao de
amostras de vinho, sem pré-tratamento ou separacao cromatogréfica, por espectrometria de
massas com ionizagdo por eletrospray e infusdo direta, em um processo chamado de
fingerprinting, que foi aplicado as varias amostras de vinho produzidas com uvas das
variedades Pinot noir, Merlot e Carbernet Sauvignon do estado do Rio Grande do Sul. Os
fingerprints por ESI-MS das amostras detectaram mudangas que ocorreram durante o
processo de envelhecimento para as trés variedades de uvas. A Anélise de Componentes
Principais dos fingerprints em modo negativo foi usada para agrupar as amostras, salientar
as principais modificagdes na composicao e indicar os ions marcadores para cada grupo
(SAWAYA et al., 2011).

VILLAGRA et al. (2012) ultilizaram o método de espectrometria de massas com
ressonancia ciclotrénica e transformada de Fourier com ionizacao por eletrospray e infusao
direta (ESI FT-ICR MS) combinada com a estatistica multivariada para caracterizagdo e
classificagdo de vinhos chilenos. Um total de 47 amostras de vinhos comercais como
Cabernet Sauvignon, Carménere, Syrah e Pinot noir, além de 25 amostras de vinhos brancos
das variedades Chardonnay e Sauvignon Blanc que foram diluidas, em seguida infundidas
diretamente no espectrometro de massas e analizadas no modo negativo. Os resultados da
analise de componentes principais permitiram uma boa classificagdo dos vinhos brancos,
porém 0 mesmo ndo ocorreu no caso dos vinhos tintos. As trés componentes principais
explicaram 96,82% e 85,65% da variancia para os vinhos brancos e tintos, respectivamente.
A andlise discriminante linear permitiu uma discriminacdo entre as amostras de 100% para
os vinhos brancos e 95,74% para os vinhos tintos. A validacao desses resultados usando o
método de validacao cruzada, deixando uma de fora gerou baixos valores percentuais de
classificacao (76,00 % e 61,70 % para amostras de vinho branco e tinto, respectivamente),
sugerindo que algumas dessas amostras de vinhos analisados pode ser produto de mais de
uma variedade. Consequentemente, as analises de vinhos por ESI FT-ICR MS podem ser
usadas para discriminacdo, mas requerem antes um forte modelo matematico junto,
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construido com as informacgdes espectrais das amostras puras e misturas de amostras para
melhorar as percentagens de classificagao.

RIZZON, ZANUZ E MIELE (1997) realizaram um trabalho de avaliagdo do efeito da
fermentacdo malolactica (FML) na composicdo dos vinhos Cabernet Franc, Cabernet
Sauvignon e Isabel, elaborados em pequena escala, safra de 1995. Dezoito varidveis foram
avaliadas antes e apds a FML. Os resultados mostraram que houve degradacao do &cido
malico; diminui¢cdo da acidez total, do extrato seco, do extrato seco reduzido e da intensidade
de cor; e aumento do pH, da acidez volatil, da relacao alcool em peso/extrato seco reduzido.
Entre os compostos volateis, verificou-se a formacdo de lactato de etila e da acetoina. O
acido tartarico e o acido malico foram determinados por cromatografia liquida de alta
resolucao utilizando detector colorimétrico. O lactato de etila, a acetoina (acetil metil carbinol)
e o butanodiol-2,3 (2,3-butileno glicol) foram determinados por cromatografia em fase gasosa
com detector de ionizacdo em chamas (GC-FID) e uma coluna com 10% de Carbowax 1540
como fase estacionaria. RIZZON e MIELE (2001) também realiazaram um trabalho com o
objetivo de determinar a concentracao de acido tartarico nos vinhos da Serra Gaucha. Foram
288 amostras analizadas de vinhos tintos Isabel, Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc e
Merlot e de vinhos brancos Chardonnay, Riesling Italico e Moscato. As analises foram feitas
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com um detector de arranjo de
diodos, a separacao foi realizada em fase reversa, com uma coluna Varian MCH-NCAP-5 e a
leitura foi feita a 212 nm. Os resultados evidenciaram que o teor médio do acido tartarico do
vinho Isabel (5,0 gL™) foi significativamente maior que o teor dos demais vinhos. Numa
classificacéo inferior ao vinho Isabel, ficou o vinho Riesling Italico (3,1 gL™") que foi similar ao
do Chardonnay (2,6 gL™"), mas significativamente maior que as concentragdes dos vinhos
Cabernet Sauvignon (2,2 gL™"), Cabernet Franc (2,3 gL™"), Merlot (2,4 gL') e Moscato (2,2 gL’
'). Esse mesmo grupo de pesquisadores avaliou em outro trabalho conjunto, a composigéo
fisico-quimica de vinhos Merlot elaborados na Serra Gaucha (RIZZON E MIELE, 2009),
visando a sua identidade varietal, a caracterizacao regional e a formacao de um banco de
dados. Foram analisados 34 vinhos, safras 2000 a 2003, de 30 vinicolas. As analises foram
feitas na Embrapa uva e vinhos, em Bento Gongalves, RS. As determinacdes classicas foram
efetuadas por meio de métodos fisico-quimicos; os elementos minerais, por
espectrofotometria de absorcao atbmica; e os compostos volateis, por cromatografia em fase

38



gasosa. Os resultados mostraram que os vinhos Merlot se enquadraram nos limites
estabelecidos pela legislacao brasileira. Foram observados valores elevados de matiz e
baixos indices de cor avaliados a 520 nm e 620 nm, varidveis que participam do aspecto
visual dos vinhos. Foram constatados teores elevados de acetato de etila e 1-propanol, que
s&o compostos volateis que influenciam as caracteristicas sensoriais, € de K, interferindo na
acidez e na conservagao do vinho. A concentracdo de metanol também foi elevada. O mosto
da uva de Bento Gongalves-RS também foi avaliado quanto ao teor de acidos tartarico e
malico por RIZZON e SGANZERLA (2007) que analisaram 81 mostos de uvas tintas:
Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot e Isabel, e 56 mostos de uvas brancas:
Chardonnay, Riesling ltalico, Moscato e Nidgara. As determinacbes foram efetuadas por
HPLC. Os valores obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Tuckey para
comparacao das médias. Os resultados evidenciaram predominancia do acido tartarico em
relacao ao malico, em todos os mostos, e teores mais baixos de 4cido tartarico e malico nas

uvas do grupo das americanas Isabel e Niagara em comparagédo com as Vitis vinifera.

2.5 Flavonoides

Os flavondides sao compostos fendlicos caracterizados pela presenca de um
esqueleto com 15 atomos de carbono arranjados na forma de dois anéis aromaticos unidos
por uma unidade de trés carbonos e condensada por um oxigénio (Cg-C3-Cs) cOmo mostra a
Figura 2.11_Os flavondides sao divididos em classes dependendo do estado de oxidacao e
do padrdo de substituicdo do anel central (RIBEREAU-GAYONET al., 2006). Dentre as varias
classes de flavondides, temos interesse particular nesse estudo pelos flavonaéis, flavanas e
antocianinas, pois esses compostos sdo 0s mais importantes no vinho. Essas moléculas sédo
encontradas nas formas livres ou glicosiladas, como por exemplo, taxifolina glicosilada (m/z
465,10393), 3-O-taxifolina raminosilada (m/z 449,10930) e 3-O-miricetina raminosilada (m/z
463,08813). Os ions correspondentes ao 3-O-quempferol raminosilada (m/z 431,09951) e
quercetina (m/z 301,03529) sdo encontrados em quantidades relativamente baixas no vinho
assim como miricetina (m/z 317,03010) (PIETRA, 2000).
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ANDRADE et al. (2001) estudaram sete variedades de uvas do Porto (Tinta Roriz, Tinta
Barroca, Tinta amarela, Tinta Cao, Touriga Francesa, Touriga Nacional e Rufete). Nesse
trabalho, eles determinaram diferencas de composi¢cdo entre as variedades de uva e
empregaram o méetodo SPE-HPLC. Embora ndo houvesse variagbes qualitativas, existem
diferencas quantitativas nas concentragdes individuais dos compostos fendlicos. Nas
variedades Tinta Cao e Rufete, a (-) epicatequina foi o principal composto. Todas as
amostras mostraram quantidades significantes de quempferol 3- glicosideo, com excecao da

variedade Rufete, onde este composto estava presente em baixo nivel de deteccao.

Rz = OH R’3 R’s Nome da aglicona
H H Quempferol
OH H Quercetina
OH OH Miricetina
OH H Dihidroquercetina (taxifolina)

OH

(4) 3-O-taxifolinaraminosilada

HO—CH,
HO o
\
HO
OH

(3) taxifolinaglicosilada

Figura 2.11 Estrutura quimica dos flavonéides: 1) flavona (Rs=H), e flavonol (R3=OH); 2) flavanona (R=H),

flavanonol (R;=0OH) e suas formas glicosiladas.
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FANG et al. (2007) desenvolveram um método baseado em HPLC para que 10
flavondides e duas flavonas pudessem ser identificados em um Unico experimento. A
separacao cromatografica desses flavonoides foi realazada em uma Unica corrida, usando
como fase movel a mistura acetonitrila-metanol-agua (1% tetrahidrofurano, THF) a 20 °c,
fluxo de 1,0 mimin™ e comprimento de onda 360 nm. Os compostos analisados foram
quercetina, quempferol, miricetina, 7-metilquercetina, rutina, morina, galangina, fisetina,
apigenina e luteolina. Nesta base, eles investigaram as mudancas de flavonéis e flavonas
contidas no vinho tinto estocado em trés diferentes barris de carvalho com tempos diferentes
de envelhecimento nos mesmos barris, isto porque esta é uma etapa muito importante
durante a producédo do vinho e grandes mudancas fisico-quimcas ocorrem durante este
periodo. Estes podem proporcionar uma base substancial para pesquisas futuras no controle
de flanondides durante o processo de vinficagao.

STECHER et al. (2001) investigaram os beneficios causados a saude pelos flavondides
e estilbenos do vinho tinto, desenvolvendo um novo método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia e fase reversa (RP-HPLC) com separacao aprimorada e melhoria de seletividade,
sensibilidade, e velocidade na determinacdo dos flavonoides quercetina, miricetina e
quempferol e os estilbenos cis- e trans- resveratrol em uma uUnica corrida. Diferentes
detectores de absorbancia-UV, fluorescécia (FLD), e a espectrometria de massas (MS)
também foram avaliados. A detecgao por absorbancia-UV com comprimento de onda 320 nm
para os estilbenos e 377 nm para os flavondides permitiu sua determinacdo até a faixa de
nanograma com uma linearidade de R?> 0,9999 (faixa linear 50 ngmL™ a 50 pugmL™). Os
valores médios calculados para recuperacao foram de 95 e 105 % para todos os analitos.
Para o resveratrol, a deteccao por fluorescéncia foi altamente seletiva, duas vezes mais
sensivel que a detecgdo por UV, e linearidade satisfatéria (R®> 0,9996). Para a deteccdo de
compostos glicosidicos hidrofilicos e rutina, que coeluem com outros compostos hidrofilicos,
o método de RP-HPLC validado foi acoplado ao um espectrébmetro de massas com
analisador jon-trap via uma interface de eletrospray (ESI) com 25 % de solugao de amdnia
como aditivo no modo negativo. A deteccdo empregando MS foi altamente linear (R*>
0,9878; faixa linear entre 50 ngmL™" a 50 pgmL™") para os analitos investigados, e os limites
de deteccdo estavam numa faixa baixa da ordem de nanograma. A detectagdo por
espectrometria de massas quando comparada a deteccao de UV resultou num aumento de

41



200% de intensidade de sinal para a miricetina e 400 % de aumento para quercetina e
quempferol, porém sinais de intensidade igual para resveratrol. Os valores meédios de
recuperacao foram 102% para miricetina. A dissociacéao induzida por colisdo (CID) também
foi usada para obter os fingerprints das fragmentagdes caracteristicas e assim facilitar as
andlises qualitativas e quantitativas até mesmo em matrizes complexas. Finalmente, este
método hifenado HPLC-ESI-MS foi altamente adequado e uma melhoria essencial
comparado com a detectacao por fluorescéncia e por absorbancia-UV.

Os flavonodides sdo os metabdlitos secundarios originarios de plantas mais difundidos e
comuns. Eles possuem ampla atividade fisiologica e biologica e s&o considerados
marcadores quimiotaxonémico. Por isso, tém sido extensivamente investigados desde os
periodos mais remotos aos anos recentes, e seu interesse tem aumentado. Na pesquisa por
novos compostos, assim como no controle de qualidade, existe a necessidade por novas e
confiaveis metodologias para analises de flavondides. A Espectrometria de Massas fornece
uma contribuicdo inestimavel por conta da sua alta sensibilidade, possibilidade de
acoplamento com diferentes técnicas cromatogragréaficas, ou seja, GC/MS, CE/MS e
especialmente LC/MS uma vez que esta permite a determinagdo qualitativa e quantitativa,
além de informagdes estruturais mais detalhadas podem ser obtidas quando se recorre a
espectrometria de massas sequencial (MS/MS) combinada a dissociagdo induzida por
colisdo (CID). No que dizem respeito a caracterizagao estrutural de flavondéides, informacoes
podem ser obtidas apartir (1) do radical aglicona, (2) o tipo de carboidrato (mono-, di-, tri- ou
tetra sacarideos e hexoxes, desoxihexose ou pentoses) ou ainda outros constituintes
presentes, (3) atribuicbes estereoquimicas de unidades de monosacarideos terminais, (4) a
sequéncia de unidades gliconas, (5) ligagdes interglicosidicas e (6) pontos de ligacado dos
substituintes das agliconas. Um trabalho de revisdo completo foi apresentado por
CUYCKENS e CLAYES (2004), onde sao considerados métodos de preparo de amostras e
procedimentos de andlises por LC-MS e LC/MS/MS para caracterizacao de flavondides
agliconas, O-glicosideos, C-glicosideos e glicosideos acilados.

PIETRA (2000) apresentou numa revisdo completa os aspectos estruturais e a
capacidade antioxidante in vitro e in vivo dos flavonbides mais comuns, com seus efeitos
antioxidantes endogenos. Os flavondides sdo substancias fendlicas isoladas a partir de uma
vasta gama de plantas, com mais de 8000 compostos conhecidos. Eles atuam em plantas

42



como antioxidantes, fotoreceptores, atratores visuais, repelentes de predadores e para
captacao de luz. Muitos estudos sugerem que os flavonéides exibem atividades bioldgicas,
incluindo agéo antiarlérgica, antiviral, antiinflamatéria e vasodiladoras. Contudo, o maior
interesse nos flavondides deve-se a atividade antioxidante dos flavondides, que ocorre
devido sua habilidade em reduzir a formagédo e aumentar a remogao dos radicais livres. A
capacidade dos flavondides de atuarem como antioxidantes in vitro tem sido o assunto de
muitos estudos no passado, e a importante relacao estrutura-atividade tem sido estabelecida.
A eficacia antioxidante dos flavonédides in vivo € menos documantada, presumivelmente por
causa do conhecimento limitado humano de sua captagcdo. A maioria dos flavondides
ingeridos é extensivamente degradada em acidos fendlicos, alguns desses ainda possuem a
habilidade de limpeza dos radicais. Ambos, os flavonéides e seus metabdlitos absorvidos
podem exibir uma atividade antioxidante, que € evidenciada experimentalmente pelo estado
de aumento de antioxidantes no plasma, poupando o efeito da vitamina E nas membranas
eritrécitas e de baixa densidade lipoprotéica, e a preservacdo das membranas eritrocitas poli
insaturadas de acidos graxos.

2.6 Antocianinas
As antocianinas pertencem ao grupo dos flavondides, compostos fendlicos que
apresentam como estrutura basica o cation flavilio 2-fenil-benzopirilio (Figura 2.12). O pH
exerce forte influéncia na cor das antocianinas, assim como na sua estabilidade. As
antocianinas sao mais estaveis em meio acido do que neutro ou alcalino. No vinho, podem
existir sob quatro formas estruturais em equilibrio, incluindo o catio flavilio [M*+H]" de cor
vermelha. Os pigmentos se apresentam na forma de antocianinas, que sdo mais estaveis
que as antocianidinas que nao possuem grupos glicosideos. As antocianinas do género Vitis
sdo a cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina, e malvidina. As suas quantidades relativas
variam com a casta, mas a malvidina é sempre a maioritaria. E caracteristico das Vitis
viniferas encontrar-se uma molécula de glicose na posicdo 3, uma vez que outras sao
diglucosidas nas posicées 3 e 5. Os principais acidos que podem esterificar a glucose na
posicdo 6, sdo o cafeico, p-cumarico e o acético (RIBEREAU-GAYON, 2006).
WANG, RACE e SHRIKRANDE (2003) desenvolveram um novo método de
cromatografia liquida e fase reversa (RP-HPLC) acoplada a espectrometria de massas com

analisador ion trap e interface eletrospray (ESI-MS) para caracterizacdo de antocianinas em
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sucos de uva Concord, Rubired e Salvador. As variedades Rubired e Salvador sdo hibridas
de Vitis vinifera e Vitis rupestris, respectivamente. A Concord € uma uva nativa da variedade
americana Vitis labrusca. As antocianinas individuais foram identificadas nas trés variedades
com base nos espectros de UV-vis e de massas, e suas estruturas elucidadas por espectros
de MS/MS. As antocianinas encontradas nas uvas Salvador e Concord foram 3-O-
glucosideo, 3-O-(6"-O-cumaril) glicosideo, 3-O-(6”-O-p-acetil) glicosideo, 3,5-O-diglicosideos
e 3-0O-(6”-O-p-cumaril)-5-O-diglicosideo de delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e
malvidina. A antocianina Vitisina B foi detectada em suco da uva Salvador. As antocianinas
no suco de uva Rubired foram principalmente antocianinas diglicosiladas: peonidina 3,5-O-
diglicosideo, malvidina 3,5-O-diglicosideo, peonidina 3-O-(6”-O-p-cumaril)-5-O-diglicosideo e
malvidina 3-O-(6”-O-p-cumaril)-5-O-diglicosideo sao as quatro principais antocianinas. A
presenca de pelargonidina 3-O-glicosideo, nédo relatado antes, foi detectada pela primeira

vez nos trés sucos.

R’s R’s Nome da aglicona
OH H Cianidina

OCHgs3 H Peonidina

OH OH Delfinidina

OH OCH; Petunidina

OCHs3 OCHg3 Malvidina

malvidin 3-monoglucosilada o o

(2) OH

Malvidina 3-monoglucosilada acilada pelo
acido p-cumarico na posicao 5 da glicose.

Figura 2.12 Estruturas quimicas das antocianinas encontradas nos vinhos por ESI (+).
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MATEUS et al (2002) analisaram os pigmentos derivados das antocianinas em vinhos
do Porto com o objetivo de tentar identificar novos pigmentos formados nesses vinhos tintos.
As amostras foram purificadas por coluna em gel HW-40 (250 x 16 mm i.d.), produzindo duas
fracoes. A primeira fragdo (A) foi eluida com agua: metanol 20% (v/v) e a fragao B foi eluida
com metanol 100% (v/v). A elucidagéo estrutural dos pigmentos detectados foi realizada
empregando LC/DAD-MS. Diversos pigmentos derivados das antocianinas foram detectados.
A primeira fragdo foi composta principalmente por malvidina-3-glicosideo e seus derivados
com acidos piravicos. Além disso, outros derivados de antocianina com acido piravico foram
também detectados. A fracdo B continha trés grupos de pigmentos derivados de
antocianinas: (1) pigmentos em que as antocianinas estdo ligadas a unidades de catequina
via ligagao etilica; (2) pigmentos em que as antocianinas estdo ligadas a unidade de
catequina ou a um dimero de procianidina via ligagcao vinila; (3) pigmentos em que as
antocianinas estdo ligadas a grupos 4-vinilfenol. As caracteristicas espectrais UV-vis da
maioria dos pigmentos mostram que eles contribuem para a mudanca de coloragcao do vinho
do Porto de roxo avermelhada para uma tonalidade mais laranja avermelhada. BERENTE et
al. (2000) desenvolveram um método simples e rapido de HPLC sem pré tratamento de
amostra para separagao de antocianinas em vinhos tintos usando uma fase estacionaria com
pH estavel. A linearidade e a robustez do método foram avaliadas, e analises investigativas
foram feitas para avaliar a conservagdo das antocianinas nos vinhos em diferentes
temperaturas com e sem a presencga de ar. A classificagdo de 52 amostras de vinhos alemas
foi realizada através dos métodos estatisticos multivariados. Os dados mostraram que ambos
a temperatura e o contato com o ar aceleraram o processo de degradagdo das antocianinas
nos vinhos: a perda de antocianinas em 69 dias foi de 24% quando mantidas em garrafas
fechadas a temperatura ambiente, mas sem contato com o ar, de 33% em amostras que
foram resfriadas a 4 °C mas em contato com o ar em um refrigerador e perda de 91% em
amostras estocadas em temperatura ambiente e em contato com o ar. O armazenamento a -
18 °C em freezer foi 0 mais apropriado para guardar as amostras por periodos longos. Nao
foram observadas perdas significativas de antocianinas quando as amostras de vinhos foram
congeladas e descongeladas vérias vezes. REVILLA et al. (1999) identificaram novos
compostos derivados de antocianinas em extratos de casca de uva e vinhos tintos por HPLC-
DAD-MS. Um método de separacao proposto para separacao desses compostos, possibiltou
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que a identificacdo das principais moléculas do vinho por analises diretas, sem tratamento
prévio da amostra. As antocianinas que compdem os diferentes extratos da casca de uvas
tintas e vinhos monovarietais comerciais foram determinadas através desse método. Alguns
derivados de antocianinas descritos recentemente e que supostamente sdo formados
durante a maturagdo do vinho foram também investigados. Os resultados mostraram que
alguns desses derivados estdo presentes em uvas e vinhos jovens. A combinacdao do
detector de arranjo de diodos com a espectrometria de massas tem se mostrado essencial
na identificacdo de derivados de antocianinas. As analises de MS foram realizadas nas
seguintes condi¢cdes: meio acido, ionizagdo no modo positivo e baixa voltagem de
fragmentacao (60 V). Os compostos mais abundantes encontrados em uvas e vinhos sao os
derivados glicosilados, principalmente delfinidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo e
malvidina-3-glicosideo, enquanto quantidades muito pequenas de cianidina 3-glicosideo e
peonidina-3-glicosideo foram encontradas, sendo até mesmo insignificantes. Quantidades
baixas de ésteres acéticos de antocianinas foram identificadas, e até mesmo alguns
derivados caféicos tais como malvidina-(6 cafeil)-3-glicosideo foi detectado. Os compostos
derivados da mavidina (Vitisina A e Vitisina B) foram distinguidos pela sua alta resisténcia a
perda de coloracdo com adi¢cao de SO, exposi¢ao a valores elevados de pH, e aumentaram
a estabilidade das antocianinas glicosildas. Por causa da sua grande estabilidade, este grupo
de derivados de antocianinas nao foi afetado pelas reacdes de envelhecimento do vinho
apos varios meses de maturagédo. Portanto, podem ser em alguns casos as antocianinas
mais abundantes. Além disso, podem ser encontradas em vinhos jovens e em extratos de
uvas em pequenas quantidades em relacéo a outras antocianinas.

BURNS et al. (2002) investigaram as variagdes nos perfis e conteldo de antocianinas
de vinhos feitos a partir de uvas Cabernet Sauvignon e hibridos. A detectacéo de adulteracao
de vinhos foi proposta pela relagdo entre nove antocianinas caracteristicas conjugadas
acetiladas e p-cumariladas que pode ser usada para determinar se um vinho é derivado de
uvas Cabernet Sauvignon ou de hibridos. Este teste teve implicagdes comerciais
significativas, uma vez usadas para decidir se os vinhos rotulados como Cabernet Sauvignon
seriam auténticos e se poderiam ser importados na Alemanha. Para avaliar a veracidade
desta abordagem, 24 vinhos foram analisados, sendo 4 destes produzidos apartir de hibridos
e 20 de Cabernet Sauvignon, de vinhas entre 1993 a 2000. Somente 13 dos vinhos Cabernet
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Sauvignon continham todas as nove antocianinas caracteristicas, e a relacdo entre os
derivados acetilados e cumarilados variaram de 1,2 a 6,5. Isto foi uma evidéncia de que o
uso do método da relagao entre as antocianinas é falho e que o exame do perfil completo de
antocinaininas e/ou a insvestigacdo da proporcdo de antocianinas acetiladas e
monoglicosiladas € uma melhor abordagem para distinguir entre vinhos Cabernet Sauvignon
e hibridos. Cinco monoglicosilados de antocianinas delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina, e malvidina foram identificadas pelo tempo de retencédo, ordem de eluicao,
espectros caracteristicos e ainda pelo uso de LC-MS/MS para confirmar a presenca do ion
M* e M*- 162 U (correspondente a perda de uma molécula de glicose). Da mesma forma, os
conjugados de acetilglicosideo p-cumarilglicosideo de malvidina e peonidina pela perda de
204 U, no caso da perda de acetilglicosideo e pela perda de 308 U para p-cumarilglicosideo.
A técnica de cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC) com deteccdo de absorbancia
de 520 nm foi usada para quantificar nove principais antocianinas do vinho. Uma
caracteristica marcante do vinho hibrido é a presenca de delfinidina 3,5-diglicosideo,
cianidina 3,5-diglicosideo, petunidina 3,5-diglicosideo, peonidina 3,5-diglicosideo e malvidina
3,5-diglicosideo. A presenca de malvidina e peonidina conjugadas acetiladas e p-cumariladas
tém sido amplamente relatadas e estdo entre as nove principais antocinaninas quantificadas
para validacao desse estudo. Os perfis dos vinhos hibridos foram bem diferentes dos vinhos
Cabernet Sauvignon. Os compostos 3-glicosideo de delfinidina, petunidina, peonidina e
malvidina foram detectados nos vinhos hibridos. Comparado aos vinhos Cabernet
Sauvignon, os hibridos tém maior propor¢cdo de antocianinas mono e diglicosiladas. A
validacdo do método com relacao as antocianinas foi falho, uma vez que o nivel de fendlicos,
incluindo as antocianinas, no vinho depende de muitos fatores (Ex: vinificacdo). MAZZUCA et
al. (2005) utilizaram a cromatografia liquida com a espectrometria de massas e ionizagéo por
eletrospray (LC-ESI-MS) como ferramenta basica para diferenciacdo entre vinhos de Vitis
vinifera e hibridos através do perfil das antocianinas. As antocianinas 3-O-monoglicosideo e
as acetil-, p-cumaril e cafeil-monoglicosideo ocorreram somente em Vitis vinifera, enquanto
que as antocianinas 3,5-O-diglicosideo e as substituidas acetil-, p-cumaril-, ferulil-, e cafeil-
diglicosideo foram os pigmentos adicionais encontrados nas uvas hibridas. O procedimento
foi aplicado para identificagdo das variedades de uvas vermelhas baseado na determinagao
do tipo de antocianinas. As variedades de uvas tintas apresentaram, em particular, uma
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antocianina 3,5-O-diglicosideo e novas classes de antocininas monoglicosideos, tais como
cianidina-3-0O-, cianidin-3-O-(6-O-acetil) e cinanidina-3-O-(6-O-p-cumaril)-pentosideo, que as
classificaram como hibridas. Uma segunda variedade de uva, caracterizada exclusivamente
por antocianinas 3-O-monoglicosideo foi incluida entre as espécies Vitis vinifera. A
caracterizagao do perfil das antocianinas pela espectrometria de massas pode representar o
ndcleo no procedimento quimiotaxindbmico para distincao entre uvas Européias e Americanas
baseada na identificacdo de modificacdes de antocianinas sintetizadas posteriormente. Os
resultados baseados no perfil de antocianinas por MS mostraram claras evidéncias da
classificacao incorreta da uva Casavecchia porque antes acreditava-se pertencer a espécie
Vitis vinifera, sendo na verdade uma uva hibrida, ja a variedade Pallagrello foi corretamente
classificado como da espécie Vitis vinifera. Por revelar a presenga de qualquer antocinanina
3,5-O-diglicosideo ou derivados relacionados como marcadores de uvas hibridas usados por
vinicultores, o beneficio dos procedimentos em longo prazo para obter o perfil de
antocianinas reside no fornecimento de um meio para garantir a autenticidade do vinho tinto.
HEIER et al. (2002) forneceram um método de HPLC-ESI-MS para analise de antocinaninas
de vinhos tintos capaz de detectar sessenta e seis diferentes antocianinas em uma amostra
de vinho produzido no ano de 1997. Essas antocianinas sdo bem conhecidas no vinho (mono
e diglicosideo). Além desses, 0s raros ésteres de acido acético e ésteres de acido cumarico
dos diglicosideos puderam ser identificados. Alguns recentemente descritos e alguns novos
pigmentos derivados de antocinaninas formados pela maturacdo do vinho foram também
detectados. Dimeros de catequinas bem como derivados de acetaldeido e acido piruvico de
delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina, e mavidina estavam presentes no vinho de um
ano de idade, estes Ultimos nas suas formas acetiladas e cumariladas. ZHAO, DUAN e
WANG (2010) identificaram as antocianinas da variedade de uva V. amurensis através da
técnica HPLC-ESI-MS/MS. Como resultado, foram identificadas 17 antocianinas, sendo 11
antocinaninas monoglicosideos e 6 diglicosideos. Dos 15 tipos de antocianinas
indentifiacadas no vinho, seis eram diglicosideos e nove monoglicosideos de antocianinas, e
dessas quatro eram piranoantocianina monoglicosideo (petunidina-3-O-glucosideo-4-
acetaldeido, malvidina-3-O-glucosideo-4-piravico, malvidina-3-O-glucosideo-acetaldeido e
peonidina-3-O-glucosideo-4-pirivico) foram detectadas. Além disso, dos 14 tipos de
antocianinas identificadas na casca da uva, seis eram diglicosideos e oito monoglicosideos
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de antocianinas, sendo duas piranoantocianinas monoglicosideos (peonidina-3-O-
glucosideo-4-piruvico, malvidina-3-O-glicosideo-4-vinilfenol) e uma piranoantocianina acilada
monoglicosideo (malvidina-3-O-(6-O-acetil)-glucosideo-4-vinilfenol). Os perfis da uva
V.amurensis e seus hibridos sao constituidos por antocianinas monoglicosideos,
diglicosideos e piranoantocianinas. Os vinhos dessas variedades possuem uma distribuicao
das antocianinas levemente diferenciada. A pelargonina-3,5-diglucosideo foi encontrada pela
primaira vez na casca e no vinho da uva V. amurensis, porém a forma acetilada n&o foi
detectada no vinho. HAYASAKA e ASENSTORFER (2002) desenvolveram e aplicaram um
método para rastreamento de pimentos em potencial de vinhos tintos empregando a técnica
ESI e nano-ESI-MS/MS. Quatorze agliconas foram identificadas como originarias de
malvidina pelos espetros MS/MS. As estruturas propostas de agliconas foram de
antocianinas substituidas no C4 na ligacao vinil entre C4 e o grupo hidroxila do C5. Os
derivados de antocianinas identificados nos extratos dos vinhos foram vinil, vinilmetil, &cido
vinilférmico, 4-vinilfenol, 4-vinilguaiacol e adutos de vinilcatequina de malvidina bem como os
acidos vinilférmicos e adutos de 4-vinilfenol de peonidina e petunidina. A presenca de acool
vinilico: 4-vinilcatecol, e derivados de 4-vinilsiringol de malvidina também foram propostos.

WANG e SPORNS (1999) aplicaram pela primeira vez a técnica de espectrometria de
massas com ionizacao e dessorcao a laser assistida por uma matriz (MALDI-MS) em
andlises qualitativas e quantitativas de antocianinas em vinhos tintos e sucos de fruta. A
técnica MALDI-MS é uma nova poderosa ferramenta que tem grande impacto na andlise de
alimentos. Este estudo empregou 2.,4,6-trihidroxiacetofenona (THAP) como matriz para
analises das antocianinas pois proporcionou a melhor repetibilidade ponto a ponto na placa
de ionizacdo. Apds um preparo simples de amostra, a presenca das massas molares das
antocianinas como cations foram encontradas nas proporcées esperadas para as frutas. A
quantificacdo das antocianinas foi possivel através da escolha apropriada de padrdes
internos. A resposta do MALDI-MS foi linear, grupos de derivados de antocianinas tiveram
similar resposta, e a adicdo de padrdo interno ndo teve efeito na resposta relativa de outras
antocianinas. Esta técnica pode dar uma contribuicédo significativa no uso dos fingerprints das
antocianinas para determinar a autenticidade de amostras de alimentos e bebidas e na
exploragdo de novas variedaes de frutas.
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2.7 Hidroxinamatos

A terceira classe mais abundante de fendlicos soluveis da uva sdo os ésteres
hidroxinamatos, que se encontram presentes nas células epiteliais da casca e da polpa
juntamente com taninos e antocianinas (ADAMS, 2006). Esses compostos sdo abundantes
em vinhos e sucos, sendo a forma estrutural frans a mais comum como mostra a Figura
2.13. Do ponto de vista quimico sdo compostos biofendlicos que desempenham papel
importante na qualidade do vinho. Eles contribuem com as propriedades sensoriais, tais com
sabor, adstringéncia, aroma e cor (ANDRADE et al., 2011). Além disso, sdo responsaveis
pelos efeitos fisioldgicos benéficos a salde humana, devido suas propriedades antioxidantes,
sendo sua determinagcdo importante para monitorar variagdes durante o processo de
maturagcédo da uva e mudancas durante o processo de vinificagdo e envelhecimento do vinho
(MONAGA, BARTOLOME e CORDOVES, 2005). Os ésteres hidroxinmicos do &cido
tartarico (acido mono-p-cumariltartarico, acido monocafeiltartarico e acido
monoferuliltartarico) foram separados, identificados e quantificados em diversos vinhos tintos
por HPLC-MS/MS. A analise direta do vinho sem preparo de amostra e do suco de uva com
o minimo preparo de amostra foi realisado por ESI-MS. Para a identificacdo, foram
empregados dois tipos de analisadores: Triplo Quadrupolo (TQD) e Quadrupolo Tof (QTof).
Os acidos predominantes no vinho foi o acido caftarico, seguido pelo acido cutérico e acido
fertarico, respectivamente (BUIARELLI et al., 2010).
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Figura 2.13 Estruturas dos hidroxicinamatos encontrados em uvas e vinhos.

2.8 Taninos

Os taninos consistem na classe mais abundante de polifendis sollveis da uva formado
por unidades poliméricas de flavan-3-ols. A estrutura de um tanino hipotético formado por
quatro subunidades poliméricas € mostrada na Figura 2.14, onde; catequina, epicatequina, e
epigalocatequina, sdo unidades de extensdo, pois participam na ligacdo interna entre as
flavonas através dos atomos de carbono na posicédo 4 e 8 da unidade adjacente. O galato de
epicatequina é uma unidade interna que possui 0 atomo de carbono livre na posicao 4 e
ainda possui uma molécula de &cido galico esterificado com o grupo hidroxila no atomo de
carbono na posicao 3. A catequina e epicatequina sdo as duas unidades de extensdo mais
importantes da uva, sendo a epicatequina a mais abundante dentre elas. Os taninos
constituem usualmente o conjunto de biomoléculas mais diversificado da uva. Eles podem

variar de tamanho, sendo formados por dimeros, trimeros e oligbmeros formados por 30
51



subunidades de flavan-3-ols. Os taninos da casca diferem dos da semente quanto ao
tamanho e ao tipo de unidades poliméricas. Por exemplo, os taninos da casca sdo maiores
que os da semente e contém subunidades de epigalocatequina que por sua vez nao sao
encontradas na semente. Contudo, os taninos menores da semente possuem maior
proporcdo de subunidades de galato de epicatequina, que por sua vez nao estao presentes
na casca da uva (ADAMS, 2006).

OH

OH
1 Catequina

OH

OH

2 Epicatequina
OH
OH

3 Epigalocatequina

OH
OH

OH

4 Galato de Epicatequina

OH OHO > OH

OH
OH

Figura 2.14 Estrutura de tanino condensado hipotético formado por quatro subunidades de flavonas: catequina,

epicatequina, epigalocatequina e galato de epicatequina.

2.9 A Fenilalanina e a biossintese dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao biossintetizados por meio de diferentes rotas, motivo pelo

qual constituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista metabdlico. Duas rotas
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metabdlicas basicas estdo envolvidas na sintese dos compostos fendlicos: a rota do acido
chiquimico, e a rota do acido malénico. A rota do acido chiquimico participa na biosintese da
maioria dos fendlicos solluveis da uva e do vinho, sendo considerada a mais importante
(ADAMS, 2006). A biossintese do fenilpropandide geralmente se inicia com o aminoacido
fenilalanina, que & produto da rota do acido chiquimico. Um esquema ilustrativo da rota de
biossintese de fendlicos iniciada com fenilalanina é mostrado na Figura 2.15, com os

compostos que se acumulam como produtos solUveis em uvas delineados por retangulos.

Fenilalanina

|Acido cutarico || Acido t-cinamico

|

p-cumaril-CoA <——  Acido p-cumarico | Acido caftérico

/N

Stibenos Flavanols © N i
(Resveratrol antocianinas Acido caféico ——> Cafeil-CoA
catequinas
taninos

Acido ferGlico ——s Ferulil-CoA

Acido fertarico ||

Figura 2.15. Rota de bioquimica das principais classes fendlicas mais sollveis encontradas na uva e vinho.

A concentracao de fenilalanina, &cidos cindmicos livres, e seus ésteres CoA € baixa na
auséncia de hidrolise de ésteres. Somente as antocianinas na casca parecem comportar-se
como um tipico produto final e parece mostrar pequenas mudancas desde quando formada.
O diagrama da biossintese dos flavondides que se acumulam nas varias partes da uva é
mostrada na Figura 2.16. Nele, as classes que se acumulam s&o destacadas por retdngulos.
A principal sequéncia biossintética dos flavondides inicia-se com a reagdo de sintese da
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chalcona, onde uma molécula de p-cumaril-CoA combina-se com trés moléculas de malonil-
CoA, formando uma chalcona e CO; (Figura 2.17).
A classe mais abundante de compostos fendlicos secundarios em plantas é derivada da

fenilalanina, por meio da eliminagdo de uma molécula de amdnia para formar o acido

cindmico (ADAMS, 2006).
Malonil—Co\ p-Cumaril-CoA

Chalconas

Flavanona

Flavanonois ——| Flavonéis |

Epicatequinas|f«——— Antocianidinas <«——— Flavan-3,4-diol—>|Catequinas ||

Y

Taninos

Antocianinas I Taninos I

Figura 2.16 Rota bioquimica dos principais flavono6ides encontrados na baga da uva. Os compostos que se

acumulam na fruta sao delineados por retangulos e os intermediarios estao presentes em baixos niveis.
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2.10 As antocianidinas e a biossintese de taninos

A rota de biossintese dos taninos esta diretamente relacionada com as antocianidinas,
que consistem em compostos intermediarios durante todo o seu mecanismo de formacgéo.
Como ja descrito anteriormente, catequina é 2,3-trans-flavan-3-ol, enquanto epicatequina &
2,3-cis. Esta estereoquimica é estabelecida pela reagcéo de isomerase da chalcona. Por meio
desta a flavan-3,4-diol é produzida pelo flavanonol por redugédo do dihidroflavanol que agora
tendo a configuracdo 2,3-frans, € convertido diretamente em catequina por uma
leucoantocianidina reductase (LAR) (Figura 2.17). Uma enzima capaz de produzir catequina
a apartir de 3, 4 - diol foi comprovada (STAFFORD e LESTER, 1984). Contudo, nenhuma
enzima capaz de produzir epicatequina (2, 3- cis) da 2,3-trans flavan-3,4-diol foi descrita. Um
estudo posterior mostrou que a epicatequina é produzida a partir da cianidina pela acéo de
uma enzima (antocianidina reductase: ANR) descrita pela primeira vez por XIE, SHARMA,
PAIVA, FERREIRA e DIXON (2003). A ANR converte cianidina e delfinidina em epicatequina
e epigalocatequina, respectivamente. Uma vez que a flavan-3,4-diol sofre quiralidade na
conversao da correspondente antocianidina, a biosintese de epicatequina procede através da
antocianidina aquiral antes da agao de uma epirase e reductase no 3,4-diol (Figura 2.18). A
UDP glucose-flavondide 3-O-glucosil transferase (UFGT) é responsavel pela conversado da
antocianidina em antocianina (ADAMS, 2006).

FULCRANT et al. (2008) abordaram a aplicacdo da espectrometria de massas na
caracterizacao de polifendis de matrizes complexas. Os polifendis de baixo peso molecular
incluindo os oligbmeros de proantocianinas foram analisados ap6s a separagédo por HPLC
utilizando colunas de fase normal e fase reversa. Contudo, essas técnicas cromatograficas
levam muito tempo e podem atingir baixa resolugcdo com o aumento da cadeia polimérica e
da diversidade estrutural. A deteccdo de compostos de elevada massa molecular, bem como
a determinacao de distribuicdes de pesos moleculares sdo desafios que permanecem em
analises poliméricas por MS. Algumas abordagens baseadas em andlises por espectrometria

de massas (MS) foram propostas por esse grupo de pesquisadores.
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Figura 2.17. Rota da biossintese de Flavan-3,4-diol apartir de cafeil-CoA e Malonil-CoA. CHS, chalcona sintase;

CHlI, chalcona isomerase; F3H, Flavanona-3-hidroxilase; DFR, dihidroflavonol-4-redutase.
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Figura 2.18 Formacao de catequina, epicatequina, antocianidina (cianidina), cianidina-3-glucosideo. LAR,
leucoantocianidina redutase; ANS, antocianidina sintase; ANR, antocianidina redutase; UFGT, UDP glucose-

flavonoide 3-O-glucosil transferase.
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Assim, analises por espectrometria de massas e ionizacao por eletrospray com insercao
direta podem ser usadas na determinacéo de fingerprints de polifenois de extratos complexos,
tais como o vinho. Esta técnica permite discriminar amostras com base no seu perfil fendlico
(ou seja, antocianina, acidos fendlicos e flavan-3-ol), porém oligbmeros de massas moleculares
elevadas foram pobremente detectados. A deteccdo de proantocianinas de elevada massa
molecular foi também restrita empregando a ionizacdo e dessorcao a laser assistida por uma
matriz (MALDI-MS), o que sugere difilculdade de dessorcdo desses ions para a fase gasosa.
JAITZ et al. (2010) focaram seus estudos no desenvolvimento de um método analitico para
separagao e quantificacdo precisa de compostos fendlicos em vinhos tintos da Australia. O
método rapido de LC-MS/MS com inigualavel sensibilidade e excelente limite de detecgéo foi
determinado. A técnica de HPLC empregou a fase reversa e sub particulas de 2 um como fase
estacionaria, permitindo analises com alto rendimento e tempo de corrida de 10 minutos para
11 compostos. O padréo fendlico de 97 amostras auténticas de vinhos foi avaliado (estocados
sob as mesmas condicbes sem tratamento prévio de amostra), pertencentes a onze regides
geograficas da Australia de seis variedades de uvas de cinco safras. A analise discriminante
canénica foi aplicada no conjunto de dados, mostrando adequacao dos espectros de fendlicos
para classificacdo das amostras de vinhos. O método permitiu uma discriminagdo geografica
de diversas variedades de uvas de quatro regides. Assim, uma nova e excelente descoberta
baseada na diferenciacdo de polifendis de cinco safras (2003-2007) foi conseguida.
NUENGCHAMNONG e INGKANINAN (2009) empregaram a técnica de HPLC acoplada a um
sistema de eliminagédo de radicais para identificar e caracterizar os compostos antioxidantes de
vinhos de duas frutas da familia da Myrtaceae, Syzygium cumini e Cleistocalyx nervosun var.
paniala. Os compostos ativos foram identificados por comparacéo entre os tempos de retencao
e dados de massas com os padrdes auténticos e espectros de massas por HPLC-ESI-MS/MS.
Os principais antioxidantes encontrados no vinho S. cumini foram misturas complexas de
taninos hidrolisaveis e os acidos da fruta. Uma quantidade em nivel de traco de antocianina,
malvidina 3-p-cumaril glicosideo foi também encontrada. No vinho de C.nervosum var. papiala,
os compostos ativos foram identificados como taninos hidrolisaveis e seus derivados, ou seja,
acido cafeilquinico, acido gélico, &cido elagico e metoximetilgalato.

COOPER e MARSHALL (2001) introduziram a técnica de espectrometria de massas com
ressonancia ciclotrénica e transformada de Fourier (FT-ICR MS) para caracterizacao de cinco

57



vinhos (California Red, Corbiere, Zinfandel, Beaujolais, and Sauvignon Blanc) sem extragdo ou
separagao prévia de amostra. O altissimo poder de resolugdo da técnica FT-ICR MS ¢ ideal
para o estudo de misturas complexas tais como o vinho, uma vez que 0s compostos sao
resolvidos simultaneamente e identificado sua composicéo elementar. Aléem disso, a alta faixa
dindmica do instrumento é vantajosa para identificar componentes em baixo nivel de detecgao.
Os espectros de massas obtidos no modo positivo sdo similares e dominados por sucrose
(vinhos tintos) e antocianinas. Mais de trinta compostos (fendlicos e carboidratos) foram
identificados. Os espectros de massas no modo negativo exibiram maior variagdo entre os
diferentes vinhos, com diversos compostos peculiar em todos os vinhos. As composigdes
elementares puderam ser atribuidas com alta confianca na faixa de 76 a 94% para ions
negativos de abundancia relativa maior que 10%. Este trabalho mostrou um progresso na
caracterizagdo entre diferentes variedades de vinhos ou da mesma variedade, mas de
diferentes idades e diferentes garrafas de uma mesma safra. De forma similar a técnica de FT-
ICR MS também foi aplicada na caracterizacao e classificagcdo de vinhos Chineses, um total de
47 vinhos tintos comerciais originados das uvas Cabernet Savignon, Carméneére, Syrah e Pinot
Noir e 25 vinhos brancos das variedades Chardonnay e Sauvignon Blanc foram diluidos e
inseridos diretamente dentro do espectrémetro de massas, e analisados no modo negativo
(VILLAGRA et al., 2012). Os ions com intensidade acima de 10% foram empregados como
variaveis na analise estatistica dos dados. As trés primeiras componentes principais explicaram
96,82% e 85,65% da variancia para os vinhos brancos e tintos, respectivamente. A analise
discriminante linear permitiu a correta discrimanagcao de 100% para os vinhos brancos e
95,74% para os vinhos tintos. A validacdo desses resultados usando o método de validacao
cruzada deixando uma de fora gerou porcentagens mais baixas de classificacao (76,0% e
61,7% para os vinhos brancos e tintos, respectivamente), sugerindo que algumas das amostras
de vinhos analizadas pudessem ter sido misturadas com mais de uma variedade.
Consequentemente, as analises por FT-ICR MS puderam ser usadas para discriminagdo, mas
necessitaram antes de um modelo matematico construido com informacdes espectrais de
amostras puras e da combinacédo de amostras para melhorar as percentagens de classificagao.

CARERI et al. (2003) desenvolveram e validaram um método rapido baseado em
cromatografia liquida de fase reversa com detector de arranjo de diodos UV-vis para
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos trans-resveratrol e quercetina. Este

58



método envolve a insercao direta sem pré-tratamento de amostra e uso de coluna C-18 sob
condicoes isocraticas. A quantificacdo foi realizada em amostras de bagaco de uva, um
subproduto da vinificacdo, obtido na etapa de prensagem da uva para produgédo do vinho. O
bagaco da uva foi analisado por ser uma fonte potencial dos compostos fendlicos (trans-
resveratrol e quercetina) benéficos a saude, a fim de encontrar possiveis usos industriais para
agregar valor a este material. NIXDORF e GUTIERREZ (2010) realizaram o primeiro estudo
detalhado sobre a composi¢do de alguns dos compostos fendlicos mais relevantes de baixo
peso molar em vinhos tintos da uva Isabel, um hibrido de V.vinifera e V.labrusca. A analise dos
compostos fendlicos do vinho foram realisadas por HPLC-DAD-ESI-MS" e a capacidade
antioxidante foi medida usando o método DPPH. As antocianinas encontradas no vinho tinto
Isabel baseiam-se principalmente em malvidinas e seus derivados 3-glicosideo e os ions 3,5-
diglicosideos ja descritos como caracteristicos de uvas hibridas. As analises por HPLC-DAD-
ESI-MS" permitiram a identificagio de varios compostos minoritarios, tais como os isdbmeros cis
mv-3-cmglc-5-glc (malvidina-3-(6”-cumaril)-glicosideo)-5-glicosideo). Além disso, o vinho tinto
Isabel contém pigmentos vermelhos derivados de antocianinas de baixo peso molecular
desenvolvidos durante a fermentagéo alcélica e envelhecimento do vinho, como por exemplo,
piranoantocianinas. O conteudo de hidroxifenilpiranoantocianinas € importante para o conjunto
de pigmentos dos vinhos tintos Isabel. A ocorréncia de outros compostos fendlicos que nao
antocianinas, tais como derivados dos acidos hidroxindmicos e flavonéis tem sido relatada pela
primeira vez neste trabalho para o vinho tinto Isabel. O vinho Isabel pode ser diferenciado dos
outros vinhos tintos de viniferas pela presenca de antocianinas 3,5-diglicosideos, ao passo que
nao houve diferenga quanto aos tipos de flavondis e acidos hidroxindmicos encontrados. O teor
de flavondis no vinho Isabel é relativamente baixo; contudo, seu conteudo de derivados de
acidos hidroxindmicos é alto o que provavelmente explica os altos niveis de hidroxifenil-
piranoantocianinas. Os estudos mostraram que o vinho tinto Isabel possui baixa a média
capacidade antioxidante em comparacao aos outros vinhos. Embora o vinho Isabel apresente
elevado teor de derivados de acidos hidroxindmicos, esses compostos fenélicos ndo sdo os
principais contribuidores para a capacidade antioxidante desses vinhos. E bem provavel que
outros compostos fendlicos, ndo analisados, (por exemplo, taninos) possam ser 0s principais

contribuidores da atividade antioxidante determinada pelo vinho Isabel.
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MINUTI, PELLEGRINO e TESEI (2006) simplificaram um procedimento de purificacdo e
extracao para obtencdo de um método baseado em GC-MS mais preciso e sensivel para
determinagdo de um grande numero de compostos fendlicos do vinho, bem como um método
mais simples e rapido para monitoramento rotineiro da concentragéo de fendlicos individuais do
vinho durante seu processo de envelhecimento e produgédo. O procedimento envolve métodos
de derivatizacdo e extracao liquido-liquido de flavandis, fendlicos e acidos carboxilicos, usando
apenas um pequeno volume de vinho. A recuperagdo meédia variou de 73 a 107%, e o
coeficiente de correlagdo (r?) de 0,981< r’20,999. A técnica de GC-MS/SIM forneceu boa
sensibilidade e especificidade, e, portanto pode ser adequado no monitoramento routimeiro da
concentracdao dos fendlicos antioxidantes durante os processos de vinificagdo. MINUTI e
PELLEGRINO (2008) também aperfeicoaram e validaram as condi¢des do método de extracao
por Dispersdo em Fase Sodlida em Matriz (MSPD) para detectacdo e quantificagdo de 23
compostos fendlicos em vinhos por GC-MS/SIM. Diferentes parametros da técnica MSPD, tais
como; dispersdo em fase sélida, solvente de eluicdo, forca ibnica da amostra e pH foram
otimizados. Os procedimetos otimizados de MSPD requerem um pequeno volume da amostra
de vinho (1 mL), silica gel comercial (1,5 g) como fase sélida dispersante e pequeno volume de
acetato de etila (5 mL) como solvente eluente. Assim, sob essas condicdes, a extragao dos
compostos estudados foi completa (valores médios de recuperacao de 87 a 109%) em curto
tempo de analise (15 minutos). Além disso, os desvios padrao satisfatérios de repetibilidade
(RSD<9% na maioria dos casos), coeficiente de regressdo linear (r>>0,993) e limites de
deteccdo (<8 pgL™') confirmam a utilidade da metodologia para monitoramento rotineiro da
concentracao de antioxidantes fendlicos individuais no vinho. A aplicacao foi ilustrada para
andlises de diferentes amostras de vinhos.

DELGADO et al. (2002) quantificaram 15 compostos fenélicos em 55 amostras de vinhos
tintos de diferentes regides da Espanha usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detector de fluorescéncia UV. As principais diferencas entre os vinhos foram
estabelecidas, em geral o vinho tinto das Illhas Canarias teve o menor teor de polifendis que a
faixa normal. A quercetina foi a excegéo para este vinho, que apresentou média superior (17,5
mgL™") quanto aos demais vinhos, e isto pode ser uma peculiaridade deste vinho em particular.
A ferramenta estatistica PCA foi empregada para o estudo da estrutura latente. Uma boa
diferenciagdo entre os vinhos foi obtida de acordo com a Analise Discrimante Linear (LDA).
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CARERI et al. (2004) desenvolveram, validaram e aplicaram um método robusto baseado
em LC-ESI-MS/MS para identificagao e quantificagao de cis-Resveratrol e trans-Resveratrol em
vinhos tintos, uvas e subprodutos do processo de Vvinificagdo (bagaco). A eluicdo
cromatografica foi realizada sob condigbes isocraticas em fase reversa usando uma coluna
C18, permitindo obter tempos de retencao inferiores a 12 minutos. Os resultados da validagao
atestaram excelente detectabilidade, linearidade, precisdo e sensibilidade da técnica LC-ESI-
MS/MS junto a sua capacidade de detectar resveratrol de forma inequivoca em amostras de
vinhos tintos. Os limites de detecgédo e quantificacdo na matriz foram iguais a 10 e 16 pg/L,
respectivamente. Os resultados de aplicagdo do método em vinhos tintos, uvas e subprodutos
foram comparados aos obtidos por LC-UV/DAD. O teor de trans resveratrol encontrado no
vinho tinto foi superior ao encontrado nos subprodutos das uvas (bagaco).

Uma revisdo completa sobre os principais compostos fendlicos presentes no vinho e os
mais recentes avangos alcan¢ados no ramo da quimica dos polifendis do vinho foi publicado
por MONAGAS et al. (2005). Os compostos fendlicos sdo parcialmente responsaveis pela cor,
adstringéncia, e sabor do vinho, bem como por numerosas propriedades fisiol6gicas
associadas ao consumo do vinho. A espectrometria de massas permitiu grande progresso na
identificacdo e caracterizagdo dos polifendis do vinho. O objetivo deste estudo foi reunir as
numerosas vantagens recentemente encontradas neste ramo de pesquisa. Os principais tipos
de compostos fendlicos encontrados no vinho, incluindo &cidos hidrobenzéicos e
hidrocindmicos, estilbenos, flavonas, flavondis, flavandis e antocianinas foram caracterizadas.
As reacdes quimicas e mecanismos envolvendo os compostos fendlicos durante o processo de
vinificacdo sdo também extensivamente discutidos, incluindo reacdes de oxidacdo quimica e
enzimatica, reacbes de condensagao direta antocianina-tanino mediada por acetaldeido,
reagdes de condensacgao tanino-tanino mediada por acido glioxilico, reagdes de cicloadigcdo de
antocianina C-4/C-5 com 4-vinilfenol, vinilflavandis e acido piravico, entre outros, levando a
formagéo de piranoantocianinas. Os espectros de massas sao Uteis para o conhecimento de
novos compostos fendlicos recentemente identificados no vinho, detalhes do seu padréo de
fragmentacado de acordo com as diferentes técnicas de ionizacao sdo dados.
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2.11 Aroma varietal

O aroma do vinho é formado por centenas de compostos volateis, em concentragdes
que variam de ngL"' a mgL' (BONINO et al., 2003). Alguns destes compostos s&o
transferidos da uva para o vinho durante o processo de fermentacdo do mosto ou pelo
processo de envelhecimento em barricas ou garrafas, os quais desempenham papel
importante na qualidade organoléptica do vinho (NOGUEROL-PATO et al., 2009).

O limite de percepcao desses compostos varia consideravelmente. Consequentemente, o
impacto olfativo desses compostos volateis no vinho depende da concentracdo e tipo dos
volateis. Certos compostos presentes em nivel de traco podem desempenhar papel importante
no aroma, ao passo que outros em concentracbes maiores contribuem de maneira menos
significativa.

A complexidade do aroma do vinho se deve a diversidade de mecanismos envolvidos no

seu desenvolvimento:

1. Metabolismo da uva, dependendo da variedade, assim como solo, clima e técnicas de
vinificacao.
2. Fendbmeno bioquimico, (oxidacdo e hidrélise) que ocorrem antes da fermentacao

desencadeada durante a extracdo do suco e maceragao.

3. O metabolismo de microorganismos da fermentagdo responsaveis pela fermentacao
malolatica e alcélica.

4. Reacbes enzimaticas e quimicas que ocorrem ap6s a fermentacdo, durante o
envelhecimento do vinho em barris ou garrafas.

Muitos compostos odoriferos liberados nos barris de envelhecimento do vinho através da
madeira de carvalho exercem forte impacto no aroma. Contudo, os compostos odoriferos da
uva (refletindo particularmente a variedade, clima e solo) desempenham papel decisivo na
qualidade e caracteristica regional do vinho e de outros componentes do aroma.
Paradoxalmente, muitos desses diferem dos encontrados em estados livres na uva. As
variedades conhecidas como aromaticas, tais como Muscats produzem mosto odorifero similar
ao vinho resultante. Contudo, 0 mosto de muitas variedades de uvas com sabor simples sao
praticamente sem aroma. Nao obstante, essas uvas produzem vinhos com aroma
caracteristico que sao relativamente especificos da variedade da uva de que foram feitos. Isto
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€ verdadeiro para a maioria das variedades de uvas: Merlot, Cabernet suavignon, Carbenet
Franc, Sauvignon Branc, Semillon e outras diferentes variedades tais como, Gamay,
Chardonnay, Chenin Branc, etc. O conceito de precursores, formas odoriferas das substancias
que produzem o aroma varietal em vinhos, €, contudo, muito importante no processo de
vinificagdo (RIBEREAU-GAYON, 2006).

O termo “aroma varietal” n&o deve, contudo, levar a atender que cada variedade de uva
tem compostos volateis especificos. De fato, os mesmos compostos odoriferos e seus
precursores sao encontrados em mostos e vinhos de diversas variedades de uva da mesma
familia, assim como outras frutas e plantas. A personalidade aromatica individual dos vinhos
feitos de cada variedade de uva se deve a uma infinidade de combinacdes e concentracdes de
varios compostos.

Os compostos odoriferos em uvas Vitis vinifera que tém sido estudados com maior
detalhe pertencem a familia dos terpenos. Esses compostos sdo responsaveis pelo aroma
caracteristico das uvas Muscat e seus vinhos, emboram também presente (baixa
concentragao) em variedades de uvas de sabor mais simples. Tanto as formas livres quanto as
glicosiladas foram identificadas no vinho e uvas.

Outros compostos que também contribuem para o aroma varietal sdo os norizoprendides,
nao considerados estritamente terpenos, sao produzidos pela reagdo enzimatica ou quimica de
carotendides em uvas. Eles também sao produzidos como precursores na forma glicosilda.

A funcao das metoxipirazinas no aroma de herbaceas de certas variedades de uva, tais
como Cabernet Sauvignon, é bem conhecido. Esses compostos costumam ser encontrados na
forma livre e nunca na forma de precursores glicosilados.

Mais recentemente, alguns compostos sulfurosos altamente odoriferos com funcdes tiols
tém participado no aroma de certas variedades de uva, especialmente Sauvignon Blanc. Esses
compostos ocorrem em uvas na forma conjugada com S-cisteina (RIBEREAU-GAYON, 2006).

Dois diferentes métodos foram desenvolvidos e validados para quantificacao de 3-alquil-2-
metoxipirazinas em vinhos e mostos (CULLERE et al., 2009). A comparagdo entre ambos os
métodos foi feita, sendo que a mais adequada foi aplicada na determinagdo desses compostos
em diferentes amostras de vinhos, produzidos a partir de diversas variedades de uvas, e
também diferentes amostras de mosto feito a partir de uvas Cabernet Sauvignon. Os dois
métodos consistiram de headspace dinamico com extracdo em fase sélida (HS-SPE) e a
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extracdo em fase solida (SPE) direta da amostra, acoplada com a cromatografia em fase
gasosa e espectrometria de massas multidimensional (MDGC-MS). A repetibilidade do método
foi avaliada em dois niveis de concentracdo. O desvio padrao relativo (RSD%) foi aceito em
ambos os casos, porém com HS-SPE os valores foram inferiores. A linearidade foi satisfatéria
na faixa de ocorréncia de metoxipirazinas em vinhos e uvas. O limite de deteccdo para a
técnica direta SPE foi muito inferior ao do HS-SPME em todos os casos. Os limites de
deteccao para o método direto de SPE foram de 0,09 a 0,15 ngL™". O método baseado em SPE
direto foi escolhido finalmente porque ele teve melhores limites de detecgao e foi mais facil e
rapido que o método baseado em HS-SPME. A quantidade encontrada desse composto nos
vinhos variou de 1,9 a 15 ngL™".

2.12 Terpenos odoriferos

Os compostos dessa familia compreendem os terpenos (compostos com 10 atomos de
carbono) e sesquiterpenos (com 15 atomos de carbono), formados por duas e trés unidades de
isoprenos, respectivamente. Os monoterpenos ocorrem na forma de hidrocarbonetos simples
(limoneno, mirceno, etc.), aldeidos (linanal, geranial, etc.), alcoois (linanol, geraniol, etc.),
acidos (&cido geranico, acido linanico etc.) e eventuais ésteres (acetato de linalil, etc.).

Aproximadamente quarenta compostos tém sido identificados em uvas, alguns desses
alcoois monoterpénicos estdao entre os mais odoriferos, especialmente linanol, a-terpineol,
nerol, geraniol, citronelol que apresentam um aroma floral de esséncia de rosas. A percepcao
olfativa desses compostos é muito baixa, menor que 100 mgL™". As estruturas dos principais
terpenos da uva e vinhos sao apresentadas na Figura 2.19. Os mais odoriferos sao o citronelol
e o linanol (RIBEREAU-GAYON, 2006).
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Figura 2.19 Estrutura dos principais monoterpenos e derivados identificados em uvas e vinhos.

NASI et al. (2008) aplicaram uma abordagem analitica baseda no uso combinado de
técnicas de espectrometria de massas (GC-MS, LC-ESI-MS e MALDI-TOF-MS), adequadas
para caracterizacdo de compostos volateis varietais e seus precursores em variedades néo
aromaticas, objetivando a caracterizacdo de uvas Falanghina e vinhos monovarietais derivados
dessas uvas e de diferentes areas produtivas e diferentes empresas comerciais, de modo a
obter informacdes analiticas Uteis e possiveis marcadores moleculares que possam descrever
a tipicidade e autenticidade desses produtos. Os compostos terpénicos dominantes (limoneno,
oxido de cis-furanlinalol, geraniol, 4-careno, mirceno, linalol, a-terpeneol), derivados de terpeno
(acetato de bornila, mentol) e norisoprendides (B-damascenona) foram identificadas em uvas e
vinhos monovarietais, superando as dificuldades analiticas derivadas da baixa concentracao
desses compostos relacionadas a variedade. Os compostos volateis varietais liberados pelas

uvas também foram explorados pela hidrélise enzimatica.
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2.13 Norisoprenodides — C;3

A degradagédo oxidativa dos carotendides (Figura 2.20), terpenos com 40 atomos de
carbono (tetra terpeno), produz derivados com 9, 11 ou 13 atomos de carbonos. Dentre esses
atomos de carbono, os derivados com 13 atomos de carbono possuem propriedades odoriferas
de interesse. Esses compostos sao muito comuns no tabaco, onde inicialmente foram
estudados, mas eles vém sendo também estudados na uva e no vinho. Do ponto de vista
quimico, esses derivados de norisoprenoides estdo divididos em duas principais formas:
megastigmamos e ndo megastigmanos, sendo que cada um desses grupos incluem um grande
namero de compostos volateis. O esqueleto do megastigmano é caracterizado por um anel
benzeno substituido nos carbonos 1, 5 e 6 por uma cadeia alifatica insaturada com quatro
atomos de carbono ligados ao carbono 6 (RIBEREAU-GAYON, 2006).

Os megastigmanos sao norisoprendides oxigenados-Cq3, com esqueletos oxigenados
no carbono 7 ou carbono 9 (Figura 2.21). Dentre os megastigmanos, a concentragcado de [3-
damascenona é variavel entre vinhos brancos e tintos. Os derivados de norisoprendides Cis
ndao megastigmanos também séo identificados, inclusive os odoriferos. O mais importante
deles € o TDN (1,1,6-trimetil-1,2-dihidroftaleno) que tem um distinto odor de querosene. O TDN
esta geralmente ausente em uvas e vinhos jovens, mas podem aparecer durante o
envelhecimento em garrafas, atingindo concentragées de 200 pgL™”, onde seu limite de
percepcdo é da ordem de 20 pgL™' (RIBEREAU-GAYON, 2006).

C13

Figura 2.20 Quebra na ligacdo do composto carotendide levando a formagéo de Cg, C4o, C41 € norisoprendides Ci3

da uva.
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Figura 2.21 Estruturas dos principais compostos da familia de derivados do norisoprenoide C13em uvas.

O actinidol e o vitispirano também fazem parte dessa familia, e possuem odor de canfora.
Alguns desses norisoprendides C13 ndo-megastigmanos sdo derivados de magastigmanos por
modificacées quimicas em meio acido. Isto possibilita que o vitispirano seja formado durante o
processo de envelhecimento em garrafas contribuindo com o cheiro de canfora em vinhos que
tenham sido prematuramente envelhecidos (RIBEREAU-GAYON, 2006).

Os olissacarideos dos vinhos Carignan e Merlot foram caracterizados com sucesso
empregando a técnica de ionizacao por electrospray acoplada a espectrometria de massas
com insercao direta (ESI-MS) pela primeira vez. A espectrometria de massas (MS) é muito
eficiente na identificacdo e determinacdo da estrutura de olissacarideos em particular os
originados de pectinas. A identificagdo de olissacarideos ricos em xilose por ESI-MS é
importante, pois essas moléculas representam a estrutura degradada de polissacarideos
originados das paredes celulares da uva, como resultado da presenca de endbégenos presentes
na uva ou atividade de enzimas exdgenas, adicionadas pelos vinicultores, presentes durante os
varios estagios de producdo do vinho. O uso da espectrometria de massas na andlise de
oligossacarideos permite o estudo da influéncia de varias técnicas de vinificagao: fermentagao
da casca durante a producdo do vinho tinto, maceracdo da casca da uva, tratamento
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enzimatico, etc. no conteudo final e na composicao estrutural de olissacarideos do vinho e as
propriedades que poderiam estar relacionadas a presenca dessas moléculas na bebida
(DUCASSE et al., 2010).

Trinta e seis amostras de vinho originado de quatro variedades de uvas: Boal, Malvazia,
Sercial e Verdelho foram analizadas de modo a estimar a fragdo livre de monoterpendides e
norizoprendides (compostos terpendides) usando a técnica de microextragdo em fase solida e
headspace dinamico acoplada a cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas
(HS-SPME-GC-MS). Os valores médios nas trés safras (1998-2000) mostram que esses vinhos
tém perfis caracteristicos de compostos terpendides. Como exemplo, os vinhos Malvazia
exibem alta concentracdo de farnesol. O uso de técnicas analiticas multivariadas permite
estabelecer uma relacdo entre os compostos e as variedades investigadas. A anadlise de
componentes principais (PCA) e a analise discriminante linear (LDA) foram aplicadas para
obter dados da matriz. Uma boa separagéo e classificacao entre os quatro grupos como uma
funcdo de sua origem varietal foi observada por CAMARA, ALVES e MARQUES, 2007.

2.14 Alcoois e outros compostos volateis

Os compostos quimicos majoritarios encontrados no aroma do vinho sdo os alcoois,
acetatos de etila, ésteres, aldeidos e cetonas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006; VAS et al.,
1998).

2.14.1 Alcoois superiores da fermentacdo

Os alcodis com mais de dois &tomos de carbono sdo conhecidos como alcoois superiores
(Tabela 2.1). A maioria deles sao produzidos durante a fermentacdo em concentracées que
variam entre 150 a 550 mgL™" no vinho. Esses alcodis e seus ésteres possuem um odor intenso
e desempenham um papel muito importante no aroma do vinho. Os principais alcoois
superiores da fermentagdo sao isobutil (1-metil-2-propanol) e alcoois amilicos (mistura de 1-
metil-2-butanol e 1- metil-3-butanol). Esses compostos de baixa concentragdo (300 mgL™)
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contribuem para a complexidade aromatica do vinho. Em elevados niveis, seu odor penetrante
que mascara o fino aroma do vinho, os ésteres acéticos desses alcoois, especialmente o
acetato de isoamila possui um aroma de banana que desempenha papel importante no aroma
de alguns vinhos jovens (primeur or nouveau) (RIBEREAU-GAYON, 2006).

Tabela 2.1. Relacao dos alcodis simples originados de plantas e leveduras.

Férmula Nome P.E. (°C)
H— CH,0H metanol 65
CH;— CH, — OH etanol 78
CH;— CH,— CH,OH 1-propanol 97
CH;— CHOH—CH; 2-propanol 82
CH;— CH, — CH, — CH,OH 1-butanol 117
H;
2-metil-1-propanol 107
CH;—— CH— CH,OH
CHj;
‘ 2-metil-2-propanol 82
CH;—— COH— CH;
CH;—— CH, — CHOH —CHj 2-butanol 99
CH; — CHOH —— CHOH —— CHj3; 2,3-butanodiol 183
CH; — CH, — CH, — CH,; — CH,OH 1-pentanol 137
CH; — CH, — CH; — CHOH — CHj3 2-pentanol 119
CH;— CH, — CHOH — CH, —CHj3 3-pentanol 115
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CH;

CH; — CH—— CH,—CH,OH

CH;

CH; — CH, — CH — CH,OH

CH;

CH; — CH—— CHOH — CH;

CH;— CH, — C=—=C — CH, — CH,0OH

H H

CH3— (CH,) ,—— CH,OH
CH;——(CH,) ;— CHOH—CHj
CH; —(CH,) 5— CH,OH

CH; — (CHp,—— CHOH —— CHj;
CH3—(CH,6—— CH,OH

CH;— (CHy)s — CHOH — CHj,
CH; —(CH, ;— CH,OH

CH;— (CHa) «— CHOH— CHj;

cHs— (CH,) — CH,OH

3-metil-1-butanol

2-metil-1-butanol

3-metil-2-butanol

cis-3-Hexen-1-ol

1-hexanol

2-hexanol

1-heptanol

2-heptanol

1-octanol

2-octanol

1-nonanol

2-nonanol

1-decanol

131

129

112

156

158

138

177

160

194

180

212

229
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CH, — CH,OH
©/ 2-fenil-etanol 219
HO ~©7 CH,— CH,OH
tirosol

CH;— (CH,) ;— CHOH—— CH =—=CH, 1-octen-3-ol

Os alcodis superiores sao formados por leveduras ou diretamente de acucares ou ainda
de amino acidos pela reacao de Erhlich (Figura 2.22).

dehidrogenase
+
NH, FAD™ FADH, ‘ o
C—=0
OH
H,O
R— C:N—Hi’ R—C —O0O + NH;
COOH COOH

decarboxilase ‘ ‘
R—C— COOH! R—C—H + CO;

-

‘ ‘ TPP

o)
I
ADH
R—C—H !(»- R — CH,OH

NADH NAD'

Figura 2.22 Biossintese dos alcoois superiores de acordo com Ehrlich.
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O teor elevado de alcoobis superiores da fermentacao do vinho varia com as condigdes de
fermentacdo, especialmente as espécies de leveduras. Em geral, os fatores que aumentam a
velocidade de fermentacdo (biomassa de leveduras, oxigenacdo, altas temperaturas e a
presenca de matéria em suspensao) também aumentam a formagéo de alcoois superiores.

O teor de alcoois superiores de um vinho pode aumentar devido a deterioragéo
microbioldgica envolvendo leveduras e bactérias. Nesses casos, o teor amilico pode tornar-se
excessivo. Os alcoois superiores sao mantidos como aguardentes apds a destilacdo e
contribuem para suas caracteristicas individuais. Técnicas de destilagdo tém um maior impacto
em suas concentracdes globais (RIBEREAU-GAYON, 20086).

2.14.2 Esteres

Os ésteres sédo formados quando uma fungéo alcool reage com uma fungéo acida e uma
molécula de agua é liberada (Figura 2.23). Esta reacédo é reversivel, limitada pela reacéo
invertida de hidrolise do éster. Quando o sistema esta balanceado, existe uma correlacao
constante das substancias presentes, governada pela lei de acdo das massas.

Existe um grande numero de diferentes alcoois e &cidos no vinho, de modo que o numero
de ésteres possiveis € também muito grande. Os acetatos de etila sdo os mais comuns por
razdes cinéticas, ou seja, devido a grande quantidade de etanol presente e ao fato dos alcoois
primarios serem os mais reativos.

Poucos ésteres estdo presentes na uva, moléculas odoriferas, tais como antranilato de
metila sdo responsaveis pelo odor caracteristico das uvas Vitis Labrusca e vinhos produzidos
apartir delas. Existem também grupos metoxilas nas pectinas que liberam metanol pela
hidrélise.

Os ésteres no vinho tém duas origens distintas: esterificacdo enzimatica durante o
processo de fermentacéo e a esterificacdo quimica durante o longo tempo de envelhecimento.

Os mesmos ésteres podem ser sintetizados pelas duas maneiras (RIBEREAU-GAYON, 2006).
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2.14.3 Acetatos de etila

O éster mais importante no vinho certamente € o acetato de etila. Uma pequena
quantidade é formada pelas leveduras durante a fermentagéo, mas a grande maioria resulta da
atividade de bactérias acéticas aerdbicas, principalmente durante o envelhecimento em barris
de carvalho. O acetato de etila € responsavel pela caracteristica olfativa do vinho quando
afetado por um odor sufocante de vinagre. O limite de percepcéo olfativa do acetato de etila é
de aproximadamente 160 mgL". Mesmo a baixo desse valor, em que ele ndo pode ser
identificado, pode estragar o buqué com um odor desagradavel e penetrante. Isto €, contudo,
possivel mesmo que em baixissimas concentracdes (50 - 80 mgL™”) o acetato de etila contribui
para a complexidade olfativa e assim tem um impacto positivo na qualidade.

Além disso, 0 acetato de etila afeta o sabor do vinho. Em concentragdes relativamente
altas (acima de 120 mgL™") que ainda esta abaixo do limite de percepcéo olfativo, ele d4 ao
vinho tinto um sabor quente que reforca a impressdo de amargor no gosto. O acetato de etila
contribui para aspereza e dureza de vinhos tintos. Uma concentragdo minima de 0,90 gL™ (uma
cidez volatil de 0,95 gL expressa em H>SO,) é necessaria para produzir um perceptivel gosto
azedo e amargo. Mesmo em altos teores, o acido acético ndo possui odor forte, enquanto o
acetato de etila é percebido em baixissimas concentracdes (RIBEREAU-GAYON, 2006).

2.14.4 Acetato de etila de acidos graxos e ésteres acéticos de alcoois
superiores

Os acetatos de etila de acidos graxos sado produzidos por leveduras durante a
fermentacao alcélica. Eles sao sintetizados a partir das formas acidas ativadas pela coenzima
A (HS-CoA), Acyl-S-CoA. A molécula de Acyl-S-CoA, originado do acido pirtvico, pode esta
envolvida na reacao de Claisen com o malonil-S-CoA, produzindo uma nova acil-S-CoA com
dois atomos de carbono adicionais (Figura 2.24). O acetil-S-CoA produz entdo butiril-CoA,
depois hexanil-CoA, etc. Entdo, enzimas especificas catalizam a alcahdlise de acil-S-CoA em
acetatos de etila de acidos graxos e ao mesmo tempo, as coenzimas A sao regeneradas.
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Figura 2.23. Equilibrio de esterificagdo de um alcool.

I
‘(‘) /C_S_COA
C— S — CoA (‘) HZC\
HZC\ + CH;—C—S— Coa —> /C:O + HS — CoA
C—O—H H,C
! \T:O_H
0O—H 0 o 0 o
| H | |
i» C—CH,— C—S —CoA CH; —C—CH, — C—S—CoA
Cco2 (‘:H2

Figura 2.24 Mecanismo da biossintese de um acido graxo.

Em geral, a concentracdo dos ésteres aumenta durante o envelhecimento do vinho. Os
acetatos de etila de acidos graxos sao formados por leveduras, sob condi¢cdes anaerdbicas, em
quantidades maiores que as preditas pela lei da acdo das massas. Consequentemente elas
sdo hidrolisadas durante o envelhecimento e a concentracdo tende a diminuir (Tabela 2.2). Os
acetatos de etila possuem um odor muito agradavel de cera e mel que contribuem para o
aroma fino dos vinhos brancos. Sua concentragéo varia de poucos mgL™.

Os ésteres acéticos (acetato de isoamila e acetato de fenila) estdo incluidos na classe dos
ésteres da fermentacdo e estdo presentes em quantidades moderadas no vinho, contudo
possui um odor intenso bastante comum (banana e maca). Eles contribuem para a
complexidade aromatica de vinhos naturalmente neutros. Mas podem mascarar alguns aromas
varietais. A formacao de todos estes ésteres € promovida quando a fermentacdo é lenta e
dificil, devido & auséncia de oxigénio, baixa temperatura e mosto clarificado (RIBEREAU-
GAYON, 2006).
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Tabela 2.2. Mudancas de concentracdo de ésteres de acidos graxos (umoIL'1) no vinho dependendo do tempo de

envelhecimento a 25 °C em dois valores de pH (3,0 e 3,5).

composto pH=3,0 pH=3,5

0 2 5 29 0 2 5 29
acetato de isobutila 0,70 0,40 0,00 0,00 0,70 0,60 0,00 0,00
acetato de hexila 1,90 1,20 0,00 0,00 1,70 1,50 0,40 0,00

acetato de isoamila 36,60 13,30 3,10 0,40 36,50 20,60 14,00 2,50

acetato de 2-fenil 11,0 240 0,50 0,50 4,80 3,40 2,60 0,88
hexanoato de etila 12,20 8,70 6,40 4,30 11,00 8,80 8,40 4,60
octanoato de etila 9,30 9,0 7,40 6,40 5,70 5,50 5,50 3,69
decanoato de etila 2,70 3,40 3,10 2,00 1,20 1,20 1,40 0,79

*0, 2,5 e 29 meses.

2.14.5 Aldeidos e cetonas

O etanal é o mais importante dos compostos carbonilados. As muitas formas em que ele
pode ser produzido sdo através da alta reatividade (o radical CHO possui afinidade quimica
elevada), bem como sua rapida combinacao com di6xido de enxofre em baixas temperaturas, e
suas propriedades organolépticas fazem do etanal um componente muito importante no vinho.
A presenga do etanal, produzido pela oxida¢ao do etanol, esta intimamente ligada ao fen6meno
de oxi-reducao. Ele estd envolvido no mecanismo de fermentagdo alcodlica. Além disso, o
etanal desempenha um papel durante a mudanga de cor que ocorre no vinho tinto durante seu
envelhecimento facilitando a copolimerizagdo de fendis (antocianinas e catequinas). No vinho
preservado com regular sulforizacao leve, a combinagédo sulfito de etanal (CHz3CHOHSO3H),
estavel em um meio acido, é a forma mais prevalescente. Quando as uvas sao sulfuradas de
forma intensa, a concentragdo de etanal aumenta e pode exceder 100 mgL™" mesmo na forma
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combinada com sulfito. Esta combinacdo de sulfito de etanal protege as leveduras dos efeitos
antisépticos do SO, (RIBEREAU-GAYON, 2006).

Os vinhos contém um excesso de etanal quando comparado a quantidade de SO3, ou
seja, etanal livre (na forma n&o combinada) sdo descritos como plana. Um leve trago de etanal
€ suficiente para produzir um odor caracteristico, que lembra maca recém cortada. Este
problema desaperece rapidamente se uma pequena quantidade de SO, é adicionada, uma vez
que este combina com o etanal livre.

Outros poucos aldeidos estdo presentes no vinho em nivel de trago. Os aldeidos
superiores contribuem para o buqué de alguns vinhos. O efeito neutralizante do diéxido de
enxofre sobre o0 sabor frutado do vinho branco se deve ao fato da combinacdo da fracao
aldeido no buqué. Os aldeidos também estdo presentes no vinho na série aromatica. O mais
significante é a vanilina associada com o envelhecimento do vinho em barril que possui por sua
vez um aroma caracteristico. Aparentemente a uva contém poucos aldeidos, o hexenal e o
hexenol tém, contudo, contribuido com o odor herbaceo de compostos Ce.

Diversas moléculas com funcdo cetona tém sido identificadas no vinho, incluindo
propanona, butanona e pentanona. Como mencionado anteriormente, as mais importantes sdo
acetilmetilcarbinol, e o diacetil. As moléculas com diversas fun¢des aldeido e cetona tém sido
identificadas no vinho: glioxal, metil-glioxal e hidroxipropanedial (RIBEREAU—GAYON, 2006).

Os principais macroconstituintes do aroma podem ser analisados por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (FLAMINI e TRALDI, 2010;
Silva et al., 2011), mesmo que estes compostos estejam em concentracées muito baixas
(ngL™") (PAWLISZYN, 2003).

Diversos métodos de isolamento e concentracdo tém sido desenvolvidos para analise
de compostos volateis em vinhos. Alguns métodos sdo muito trabalhosos e demorados,
outros tém niveis de recuperagédo e limites de detecgdo muito altos resultando em dados
pouco confiaveis devido a contaminacao proveniente de solventes e seletividade insuficiente
(ORTEGA-HERAS, GONZALEZ-SANJOSE e BELTRAN, 2002; HERNANZ et al., 2008; VAS
FREIRE, COSTA FREITAS e RELVA, 2001).

A técnica de micro extracao em fase sélida do headspace com a cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS) tem sido muito aplicada
(PAWLISZYN, 1997; NASI et al., 2008; ARMANINO et al., 2008; SETKOVA, RISTICEVIC e
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PAWLISZYN, 2007; MINUTI e PELLEGRINO, 2008; PENA et al., 2005; CALLEJA e
FALQUE, 2004; BOUTOU e CHATONNET, 2007; CABREDO-PINILLOS, CEDRON-
FERNANDEZ, e SAENZ-BARRIO, 2008; Tao et al., 2008; Pereira et al., 2010). O HS-SPME,
quando acoplada particularmente a MS oferece vantagens tais como: rapidez de analise, alta
densidade de informacao quimica, usa de pequena quantidade de amostra e facil automacéao
(MEURER et al., 2002; SILVA et al., 2007; ROBINSON et al., 2011; CANUTI et al., 2009;
PILAR MARTI et al., 2004; CAMARA, ALVES e MARQUES, 2006; DALL’ASTA et al., 2011).
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CAPITULO 3

Avaliacao da composicao volatil do vinho paulista
obtido do cultivar Maximo IAC 138-22 comparado a
outros vinhos da varietal Syrah de diferentes origens
por HS-SPME-GC-MS
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Capitulo 3. Avaliacao da composicao volatil do vinho paulista obtido do
cultivar Maximo IAC 138-22 comparado a outros vinhos da varietal Syrah
de diferentes origens por HS-SPME-GC-MS

3.1 Objetivos

O objetivo deste primeiro estudo foi avaliar a composicao quimica volatil de um vinho
genuinamente paulista produzido a partir de uma uva hibrida brasileira, empregando a
técnica de micro extracdo em fase sélida do headspace com a cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS) para andlise dos

macroconstituintes volateis em vinho.

3.2 Parte Experimental

3.2.1 Amostras de vinhos: Um total de 32 tipos de vinhos tintos comerciais, de uvas Vitis

vinifera variedade Syrah provenientes de diferentes paises, sendo vinte quatro destes
adquiridos em supermercado (todos Syrah, sendo trés garrafas de cada): Finca El Retiro
(Argentina), Syrah (Portugal), Cave Ladac (Franca), Cortona (ltalia), Oracle (Africa do sul),
Finckman (Argentina), Domaine (Grécia), Santa Rita (Chile). Seis amostras do vinho paulista
obtido do cultivar Maximo (IAC 138-22) produzido no estado de Sao Paulo foram fornecidas
pelo Laboratorio de pos-colheita FEAGRI-UNICAMP. Dois tipos de vinhos provenientes das

uvas americanas Bord6 e Isabel foram analisados para fins comparativos.

3.2.2 Indice de Kovats: Com o objetivo de identificar os compostos volateis nas amostras de

vinho, uma mistura padrao de hidrocarbonetos C7-Cg+C30-C32 (pureza 98 %, Sigma Aldrich)
foi adicionada ao volume de 20 mL de amostra, sendo extraida por HS-SPME e injetada no
cromatografo nas mesmas condigdes de analise. Os indices calculados foram comparados
com os obtidos na literatura (ARMANINO, CASOLINO, CASALE, e FORINA, 2008).
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3.2.3 Materiais e Equipamentos: Os experimentos foram realizados em um Cromatégrafo a

Gas GC-MS modelo HP 5890 series Il acoplado a um espectrometro de massas com
analisador quadrupolo series 5970 (modelo Agilent). Diversas fibras de SPME com diferentes
fases seletivas de polidimetilsiloxano (PDMS), carboxen/polidimetilsilioxano (CAR/PDMS),
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) e divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) foram inicialmente testadas e a melhor fibra de SPME foi a mista
DVB/CAR/PDMS (revestimento com 50/30 pum de
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano) da marca Supelco (Bellefonte, PA, USA). A fibra
foi condicionada, antes de ser usada, a 250 °C por 15 minutos de acordo com as instrugoes
de uso para evitar possiveis perdas de fases e para estabilidade.

3.3.4 Procedimentos de analise: Os procedimentos de preparo e extragcdo assim como as

condi¢coes cromatograficas de analise foram todas otimizadas antes de serem aplicadas aos
vinhos. No inicio de cada analise preparou-se um branco da fibra, da coluna cromatogréfica e
da agua usados nas analises a fim de verificar possiveis contaminacdées ou sangramentos da
coluna e da fibra SPME. Além disso, testaram-se varias diluicbes da mistura padrao de
hidrocarbonetos empregados na identificacdo dos volateis em vinhos. A coinjecdo de um
volume de 1 pL da mistura padrdo de hidrocarbonetos foi testada em quatro tempos de
extracao e agitacao (10, 15, 20, 25 e 30 minutos). A temperatura e agitacao também foram
testadas inicialmente em niveis crescentes iguais a 25 °C, 30 °C e 35 °C a 1200 e 1500
rotacdes por minutos. Varios testes envolvendo quantidades diferentes de sal adicionadas ao
vinho foram realizados para obter melhor liberagdo dos volateis da amostra (3 g, 6 g e 10 g).
A diluicdo do vinho em agua foi testada nas razdes 1:1 e 1:2. A rampa de temperatura do
forno e as temperaturas de injecao e deteccao foram ajustadas de acordo com os melhores
sinais de intensidade obtidos para cada analito. Depois que todos os parametros foram
testados, estabeleceu-se as melhores condi¢cdes de trabalho que sédo descritas a seguir:
Transferiu-se 20 mL de vinho para um vial de headspace de vidro com septo de silicone
contendo 6 gramas de NaCl e 20 mL de agua MilliQ. As analises foram feitas em triplicata
sob condi¢des de pré-concentracédo e extragao por fibora SPME: 15 minutos sob temperatura
ambiente e agitacdo de 1.200 rotagdes por minutos. Em seguida, a fibra foi inserida no
sistema de headspace da amostra durante 15 minutos sob mesma agitacdo. Transcorrido
esse tempo, a fibra foi retraida para o holder manual e ent&o, inserida manualmente no GC-
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MS. As condi¢cbes cromatogréaficas empregadas foram: coluna GC 30m; 0,25 mm; 0,25 um
HP-5MS, rampa de temperatura da coluna: 40 °C — 3 °C/min — 160 °C-10 °C/minutos-260 °C
(10 minutos), gas de arraste: Hélio, 1,0 mLmin™, fluxo constante; temperatura do injetor: 250
°C, temperatura de interface 120 °C, Splitless; temperatura do detector: 260 °C. A
identificagdo dos compostos volateis em vinho foi realizada através do estudo de
comparagao entre os espectros de massas obtidos com os existentes no banco de dados da
biblioteca NIST MS 2.0 e uso do indice de Kovats.

3.2.5 Andlise Estatistica: O programa Pirouett 3.11 foi usado no tratamento quimiométrico

dos dados efetuando a Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA) e Andlise de

Componentes Principais (PCA).

3.3 Resultados e Discussao

Os resultados da avaliagdo da composi¢ao quimica do vinho paulista obtidos do cultivar
Maximo IAC 138-22 através do perfil qualitativo dos compostos volateis utilizando HS-SPME-
GC-MS aqui apresentados foram publicados em periédico especializado na area de quimica
Analitica (SILVA, JARA, QUEIROGA, BECHARA, MESSIAS e EBERLIN, 2011). Inicialmente
algumas amostras de vinho de trés diferentes uvas (Syrah, Bordd e Isabel) foram analizadas
por HS-SPME-GC-MS. Os vinhos tintos Trento e Tordin apresentaram composi¢cdes
diferentes dos outros vinhos porque sao originados das uvas americanas Bordd e Isabel,
respectivamente como mostra a (Figura 3.1), portanto o estudo foi conduzido com foco
principal nas diferengas entre o vinho paulista e 0s outros vinhos tintos Syrah provenientes
de diferentes regides. Um total de 31 compostos foi detectado nos vinhos Syrah, sendo que
14 destes eram comuns a todos, porém em intensidades de sinais diferentes o que pode ser
relacionado ao tipo de uva utilizada na producdo do vinho tinto ou devido ao tipo de
armazenamento dado ao vinho quando em fase de amadurecimento ou estocagem e até
mesmo condigcdes de temperaturas ou acdo de leveduras sobre determinadas proteinas

durante o processo fermentativo.
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PC3 14,46

Figura 3.1 Andlise de componentes principais PC1 x PC2 x PC3 de vinhos.

A Figura 3.2 mostra os perfis cromatograficos de alguns dos vinhos estudados com os
picos dos compostos majoritarios e seus tempos de reten¢cdo. Em todos os cromatogramas é
possivel observar a presenca de um conjunto de ions referentes a compostos como alcooéis
superiores, ésteres e terpenos. O vinho paulista exibe perfil volatil similar aos vinhos
comerciais Syrah. A Tabela 3.1 apresenta a relacao dos vinhos com os compostos volateis,
seus indices de retencdo tedricos e experimentais, as areas percentuais relacionadas a
intensidade dos sinais de cada composto encontrado nas diversas amostras de vinhos. As
amostras foram agrupadas por pais de origem sendo que de cada pais adquiriu-se, no
minimo, trés garrafas. Nota-se claramente a predominancia dos alcodis superiores e seus
ésteres em todas as amostras.

A ferramenta estatistica HCA foi usada para comparar a composi¢ao volatil do vinho
paulista com os demais vinhos tintos. No dendrograma da Figura 3.3 dois grandes grupos
sdo observados.
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Figura 3.2 Cromatogramas de vinhos tintos empregando HS-SPME-GC-MS: A) vinho paulista; B) Valle de
Maipo/Chile e C) Cétes de Rhéne/Franca.

O primeiro grupo é constituido pelas amostras do vinho paulista (A), do vinho da
regido de Mendoza/Argentina (C), de Portugal (D), da Franca (E), da Africa do Sul (G) e da
Grécia (l). A similaridade entre estes vinhos deve-se a presenca dos compostos numerados
na Tabela 3.1. A Figura 3.4 mostra os PCAs dos escores das amostras de vinhos e dos
loadings (compostos volateis usados como variaveis). Podemos observar que os compostos
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mais importantes para o primeiro grupo sao: 3-metil-1-butanol isobutirato de etila, lactato de
etila, butirato de etila, 1,2-dimetil benzeno, 2-metiloutirato de etila, 4-metil-pentanol, 2,3-
dimetilhexano, valerato de etila, 2,3-butanodiol, acetato de isoamila, isobutirato de etila,
acetato de hexila e 3,3 dimetil-butanol. O segundo grupo é formado pelos vinhos Syrah da
regido de Rivadalia/Argentina (C), ltalia (F) e Chile (B), os quais sao agrupados
principalmente pela presenga do acetato de hexila, 3-hidroxi-2-butanona, 2-feniletanol,

vitispirane e isobutil metil éter.

Greece T

Argentina

Fortugal

South Africa

France

Brazil

Italy

Argentina

Chile

Figura 3.3 Dendrograma HCA dos cromatogramas dos vinhos tintos analisados por HS-SPME-GC-MS.
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Tabela 3.1 Relagéo dos compostos com seus indices de retengéo e areas percentuais médias encontrados nas amostras de vinho por HS-SPME-
GC-MS;
*RI i indice de retengéo da literatura (Adams, NIST2008 mass spectral library), **RI ¢, indice de retencao calculad, n.d ndo encontrado.

paulista Chile Argentina Portugal Franca Italia Africa Argentina Grécia
No Composto do Sul *RI lit. ##RI calc.
A) B) © D) (E) ¥ (H) ()
(&)

1 3-metill-1-Butanol 14.3 17.99 20.47 419 16.83 15.77 40.73 44.02 18.8 734.0 721
2 isobutirato de etila 0 0 1.14 2.1 0 0 1.72 0 1.52 nf nf
4 butanoato de etila 0.49 0 1.38 0 0.96 0 0 1.4 1.6 800.0 804
5 lactato de etila 0 0 0 0 0.72 0 0 2.67 1.94 nf nf
6 isovalerato de etila 0 0 0 0 0 0 0 0 1.24 856 850
7 o- xileno 0 0 0 0 0 0 0 1.08 0 nf 863
8 acetate de isoamila 17.85 4.87 0 3.76 6.27 1.84 8.1 7.8 0 876 875
9 acetate de hexila 0 0 0 0 0.92 0 0 0 0 1008.00 1016
10 hexanoato de etila 26.99 14.13 17.49 11.84 22.14 21.17 22.26 8.97 15.93 996 1002
11 feniletanol 0 0 3.86 0 2.25 8.57 2.32 3.54 0 1110 1105
12 octanoato de etila 17.67 39.21 30.16 13.22 41.48 38.17 7.5 13.28 0 1195 1151
13 succinato de dietila 1.33 4.88 8.86 0 1.64 8.22 2.15 1.92 0 1179 1143
14 o-cresol 0 5.36 0 0 0 8.57 0 3.54 0 nf nf
15  Vitispirane 0 0 0 0 0 2.14 0 0 0 nf nf
16  decanoato de etila 0.92 5.39 2.33 0 4.64 2.27 1.02 1.72 0 1394 1298
17 4-metil-1-pentanol 3.37 0 0 0 0 0 0 0 0 nf nf
18 acetate de hexila 5.54 0 0 0 0.92 0 0 0 0 nf nf
19 2-metill-pentano 0 3.74 0 0 0 0 0 0 0 nf nf
20 tolueno 0 3.94 4.61 0 0 0 0 0 0 nf nf
21 2-methyl-decano 0 497 0 0 0 0 0 0 0 nf nf
22 1 hexanol 3.58 7.69 2.07 0 0 0 391 0 0 867.00 868
23 1 heptanol 0 16.4 0 0 0 0 0 0 0 nf nf
24 3-hidroxi-2-butanona 0 0 1.96 0 0 0 0 0 0 nf nf
25 2-methyl-1-hidroxi-propano 0 0 2.62 0 0 0 0 0 0 nf nf
26 3,3-dimetill -1-butanol 0 0 0 0.74 0 0 0 0 0 nf nf
27 Pentanoato de etila 0 0 0 1.29 0 0 0 0 0 nf nf
28  2,3-dimetill -hexano 0 0 0 2.53 0 0 0 0 0 nf nf
29 4-metill-1-pentanol 0 0 0 0 0 0.98 0 3.18 1.78 nf 833
30  Acetaldeido 0 0 0 0 0 0 2.6 0 0.71 nf nf
31 2,3-butanodiol 0 0 0 0 0 0 1.64 0 0 nf nf
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Figura 3.4 Andlise de componentes principais dos escores e loadings: PC1 x PC3 (A); PC1 x PC2 (B) dos

compostos volateis encontrados nos vinhos. As letras A-l correspondentes aos vinhos e os nimeros 1-32
correspondentes aos compotos voléteis (variaveis) listados na tabela 3.1.
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3.4 Conclusao

Usando a técnica HS-SPME-GC-MS, foi possivel avaliar a composicao quimica,
detectar e identificar os macroconstituintes volateis do vinho paulista produzido apartir do
hibrido Maximo IAC 138-22.Quando os perfis cromatograficos foram comparados através de
analise estatisticaHCA, observou-se que a composi¢ao volatil do vinho paulista produzido a
partir do hibrido MaximolAC 138-22 é similaraos dos vinhos Syrah (Vitis vinifera) originarios
de diferentes regiées do mundo. Isto nos leva a crer que a uva hibrida desenvolvida no
estado de Sdo Paulo com maior resisténcia as doencas e melhor adaptadas as nossas
condicoes ambientais seja capaz de produzir vinhos de composi¢cdo quimica similar as Vitis
vinifera européias. A técnica de espectrometria de massas pode contribuir para um melhor
controle de qualidade do vinho paulista e assim auxiliar no melhoramento genético e

introducao de novos varietais.

89



90



Capitulo 4

Analise dos compostos polares do vinho por ESI
FT-ICR MS
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Capitulo 4. Analise dos compostos polares do vinho por FT- ICR MS

4.1 Objetivos
O objetivo deste segundo estudo foi analisar a composi¢cdo quimica polar do vinho
através da técnica de ionizagdo por eletrospray com inser¢cao direta combinada com a

espectrometria de massas com ressonancia ciclotrénica de ions e transformada de Fourier
(ESI FT-ICR MS).

4.2 Parte experimental

4.2.1 Amostras de vinhos: Foram analizadas amostras de vinhos de diferentes paises

produzidos a partir de uvas Syrah, Merlot, Tempranillo e Maximo. As amostras de vinhos
foram: Vale do S&o Francisco-Brasil (V1); Argentina (V2); Africa do sul (V3); Franca (V4);
Chile (V5); Sao Paulo-Brasil (V6); ltalia (V7); Valinhos-SP (V8); Portugal (V9); Grécia (V10);

Australia (V11); Rio Grande do Sul (V12). Todos foram analisados em duplicata.

4.2.2 ESI-MS: Inicialmente foram feitos varios testes de diluicdo das amostras de vinhos de
forma a obter a melhor ionizacdo dos compostos para atingir melhor intensidade dos sinais
dos compostos polares dos vinho. Varias razdes de diluicdo dos vinhos em metanol 1:9, 1:2,
1:1 (v/v) bem como o vinho puro adicionando solucdo acida ou basica foram testadas. A
solucao aquosa de acido férmico e hidroxido de aménio, quando adicionados foram nas
concentracdes de 0,1 e 0,2 % (v/v), respectivamente. Dessa forma, uma vez avaliadas as
diluicbes das amostras, a melhor ionizagao foi obtida para a diluicdo de 1:9 (MeOH:vinho),
assim uma aliquota de vinho de 100 pL foram dissolvidas em 900 puL de metanol. Para
analise no modo positivo, um volume de 1uL de uma solugédo aquosa 0,1% de acido férmico
(CH20,, Fluka, 98%) foi adicionada aos 1000 pL da solugao final para induzir a protonacéao
das moléculas [M+H]". Para a andlise no modo negativo, um total de 1 pL de solugdo aquosa
de hidroxido de aménio 0,1% (NH4OH) foi adicionada no mesmo volume de amostra (1000

puL) para induzir a desprotonacdo dos ions [M-H]. As amostras foram inseridas no
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espectrometro de massas com magneto de 7,2T, LTQ FT Ultra (ThermoScientific, Bremen,
Germany). Para a inser¢gdo da amostra no modo positivo foi usado o sistema automatizado
nano-ESI-MS (Triversa NanoMate 100 system, Advision BioSciences, lthaca, NY, USA)

sendo as amostras dispostas em 96 posigoes.

4.3 Resultados e discussao

A Figura 4.1 mostra os espectros de massas obtidos por ESI FT-ICR MS no modo
negativo dos vinhos analisados, sendo oito da uva Syrah, um da uva Merlot, um da uva
Tempranillo, um da uva Bordé e um da uva Maximo. A calibracdo interna do equipamento
com erro menor que 1 ppm na faixa de m/z 100-800, indica que a composi¢cao elementar
atribuida aos ions pode ser assegurada com boa confiabilidade.

A Figura 4.2 mostra o espectro de massas em modo negativo obtido por ESI (-) FT-
ICR MS para uma amostra do vinho paulista. A expansédo para trés intervalos de massas
(espectros superiores) mostra a resolucao e atribuicdo de composicao elementar para 11
ions caracteristicos de compostos polares acidos.

As moléculas de massas molares variadas, alta polaridade e complexidade estrutural
tais como acidos organicos simples, acidos de fermentacdo e os hidroxinamatos foram
facilmente ionizadas por ESI (-) e analisados por MS. Esses compostos apresentaram os
sinais mais intensos nos espectros de massas de todos os vinhos.

Os espectros obtidos permitiram descrever a amostra do vinho pelos ions
caracteristicos dos compostos quimicos polares. Utilizou-se a foérmula molecular para
identificar os compostos encontrados, desde que atribuidas com erro menor ou igual a 1
ppm. O tratamento da grande quantidade de dados gerados é laborioso e requer um estudo
prévio e minucioso das formulas estruturais dos compostos identificados de interesse na

amostra, a fim de evitar erros na constatagéao das estruturas quimicas.
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Figura 4.1 Perfis quimicos no modo ESI (-) MS dos vinhos.

A Tabela 4.1 apresenta uma lista contendo os compostos com os valores m/z tedrica
calculada a partir de combinagdes dos atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio com suas
respectivas féormulas moleculares e os erros correspondentes em relagdo a m/z experimental.
Os valores de m/z experimentais sédo indicativos da presenca de ions diagndsticos
caracteristicos de compostos acidos (acidos organicos simples, da fermentagdo e acidos
fendlicos). Esses ultimos podem ser encontrados nas formas livres, glicosiladas ou na forma
de dimeros. Dessa maneira, este trabalho proporcionou a identificagédo de aproximadamente
32 compostos quimicos importantes do vinho, no modo negativo, através da atribuicdo de
formula molecular Unica confirmada a partir de dados desses compostos previamente
identificados na literatura.
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Figura 4.2 (a) Espectro de ESI (-) ICR-FT MS para amostra do vinho paulista com mais de 600 sinais resolvidos
(b) expansao para diferentes intervalos de massas mostrando 11 ions resolvidos e caracteristicos de compostos
polares acidos com suas férmulas moleculares (acido succinico m/z 117,01929; acido malico m/z 133,01421;
acido citramalico m/z 147,02987; acido citrico m/z 191,01970; acido D-glucénico m/z 195,05104; acido siringico
m/z 197,04554 e acido cumariltartarico m/z 295,04630).

4.3.1 Acidos organicos encontrados nos vinhos tintos

Os acidos organicos simples que foram identificados nos vinhos e originarios da uva
sdo: tartarico (m/z 149,00910), malico (m/z 133,01425) e citrico (m/z 191,01970). Além
desses trés acidos, foram detectados os acidos fenilpropandicos, tais como: o acido
cumarico (m/z 163,04015) que uma vez esterificado com uma funcéao alcool e acido tartarico
fornece o acido cumariltartarico (m/z 295,04630); o acido D-glucénico (m/z 195,05103),
originario da glicose que pode atingir altas concentragées em sucos de uva e vinho; o acido
mucico (m/z 209,03030) originado da oxidacado da galactose, que é um produto indesejado
no vinho. A presenga deste uUltimo tem sido observada em depdésitos formados durante o

envelhecimento do vinho. A classe dos acidos organicos simples foi detectada em
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praticamente todos os vinhos tintos analisados e com intensidades de sinais elevadas e
caracteristica.

Os principais acidos da fermentacdo detectados no vinho foram o acido pirtavico (m/z
87,00877), acido latico (m/z 89,02431) e acido fumarico (m/z 115,00540) detectados no vinho
Merlot do Rio Grande Sul (V12). O &cido succinico (m/z 117,01933) foi identificado
juntamente com o acido citramalico (m/z 147,02990) em todos os vinhos. Esses dois ultimos
acidos acentuam o sabor do vinho.

Os &cidos fendlicos foram detectadosna nas formas livre, monoglicosilada e na forma
de ésteres. Dentre os acidos fendlicos encontrados nos vinhos, tem-se o 4cido protocatéico
(m/z 153, 01930) que foi detectado em praticamente todos os vinhos, exceto nos vinhos
argentino (V2) e francés (V4); o acido gentisico (m/z 153,01920) foi detectado somente no
vinho do Rio Grande do Sul (V12); o acido cafeico (m/z 179,03470) apareceu nos vinhos da
Argentina, Africa do sul, Chile, Portugal e Rio Grande do Sul; o 4cido galico (m/z 169,01430)
foi detectado no vinho do Vale do S&o Francisco, Africa do Sul e Chile; O &cido fertlico (m/z
193,05390) foi detectado somente no vinho da Franga; o acido siringico (m/z 197,04550) foi
detectado no vinho do Vale do S&o Francisco, Chile, SP-Brasil, Italia e do Rio Grande do Sul;
0 acido p-cumarico (m/z 163,04010) foi encontrado somente no vinho argentino e sua forma
monoglicosilada (acido glucosil p-hidroxibenzéico, m/z 299,07720) foi detectada nos vinhos
do Chile, ltdlia e Austrdlia. O acido glucosilprotocatéico e o acido glucosilgentisico (m/z
315,07216) foram detectados em todas as amostras de vinhos. O &cido glucosilvanilico (m/z
329,08780) nao foi detectado nos vinhos do Vale do S&o Francisco, Franca e Paulista; O
acido glucosilgalico (m/z 331,06710) foi identificado nos vinhos da Africa, Franca e Chile; ja o
acido glucosilcafeico foi detectado somente no vinho da Austrdlia; o acido glucosilferulico foi
detectado nos vinhos do Vale do Sao Francisco, Africa, Franca e Chile; o acido glucosil p-
cumarico foi detectado na maioria dos vinhos, menos no Paulista e da Grécia; o acido
glucosilsinapico apareceu somente no vinho da Argentina. Os acidos cindmicos foram
detectados na forma livre e com maior frequéncia na forma esterificada, em particular com
acido tartarico, dando origem aos hidroxinamatos que sao precursores dos flavondides e
taninos. Também podem formar glicosideos simples ou ésteres de &cido tartarico, como por
exemplo, o acido cafeoiltartarico (m/z 311,04090) detectado em muitas amostras, exceto nos
vinhos do Vale do S&o Francisco, Argentina e Chile. O acido p-cumariltartarico (m/z
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295,04594) foi detectado em todas as amostras de vinhos. Os hidroxinamatos foram
dectados na composic¢ao de outros vinhos ja estudados (Buiarelli, et al., 2010).

4.3.2 Flavonois encontrados no vinho

Esses compostos foram encontrados nas formas livres e glicosiladas, como por
exemplo, a taxifolina glicosilada, conhecida como dihidroxiquercetina glicosilada (m/z
465,10393), 3-O-taxifolina raminosilada (m/z 449,10930) e 3-O-miricetina raminosilada (m/z
463,08813) foram identificados no vinho chileno (V5). Os flavondis 3-O-quempferol
raminosilada (m/z 431,09951) e quercetina (m/z 301,03529) foram identificados somente no
vinho paulista (V6). A miricetina (m/z 317,03010) foi identificada nos vinhos argentino (V2),
chileno (V5), paulista (V6) e gaucho (V12). A Figura 4.3 mostra o espectro de massas do
vinho chileno (V5) com alguns dos flavondides identificados. De acordo com os resultados
obtidos, o vinho chileno e o paulista possuem perfil quimico similar quanto a presenga
desses compostos. Isto caracteriza o vinho paulista genuinamente brasileiro como uma
bebida com propriedades quimicas benéficas a saude humana, assim como de qualidade

similar aos vinhos tintos Syrah.
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Figura 4.3 Espectros de massas (ESI) com alguns flavonéides identificados no vinho chileno (V5):
taxifolinaraminosilada m/z 449.13076, taxifolinaglicosilada m/z 465.01970; 3-O-raminosilmiricetina m/z
463.09347 e miricetina m/z 317.03840
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Tabela 4.1. Compostos identificados em vinhos por ESI (-) FT-ICR MS.

Classe/composto Formula Massa Erro Al V2 V3 V4 V5 V6 V7 V9 V10 V11 V12
[M-HT tedrica ppm V8

Acidos organicos simples
acido malico C4Hs05 133,01425 -0,04 X X X X X X X X X X X X
acido tartarico C4Hs06 149,00916 -0,95 X X X X X X X X X X X
acido cumarico CgH;03 163,04015 -0,12 X
acido D-glucénico CeH1107 195,05103 -0,01 X X X X X X X X X X X X
&cido citrico CeH;0O7 191,01970 0,01 X X X X X X X X X X X
4cido 2-ceto-D-glucdnico CgHgO 193,03540 0,00 X X X X X X X X X X
4cido mucico CeHgOg 209,03030 -0,04 x
acido cumariltartarico C13H110g 295,04630 0,34 X X X X X X X X X X X X
Acidos orgénicos da
fermentacao
4cido pirtvico C3H303 87,00877 -0,89 X
4cido latico C3Hs03 89,02431 -0,11 X
acido fumarico C4H30,4 115,00540 0,67 X
acido succinico C4Hs04 117,01933 -0,95 X X X X X X X X X X X X
acido citramalico CsH;Os 147.02990 -0,89 X X X X X X X X X X X X
Acidos fendlicos
4cido protocatequinico C7Hs0.4 153,01930 -0,01 X X X X X X X X X X
4cido gentisico C;Hs04 153,01920 -0,20 X
acido caféico CgH;04 179,03470 -0,55 X X X X X
4cido gélico C7Hs05 169,01430 0,03 x X X X
acido ferulico C1oHgO4 193,05390 -0,07 X
4cido siringico CgHgOs 197,04550 -0,01 X X X X X
acido sinapico C11H110s 223,05600 0,60 X
acidop-cumarico CgH;03 163,04010 0,51 X
4cido glucosil-p- 0,80

Ci3 His Og 299,07720 X X X

hidroxibenzéico
acido C13H1509 315,07216 0,01 X X X X X X X X X X X X

glucosilprotocatequinico

acido glucosilgentisico C13H1509 315,07216 0,27 X X X X X X X X X X X X
acido glucosilvanilico C14H170¢ 329,08780 0,38 X X X X X X X
acido glucosilgalico Ci3H15010 331,06710 -0,34 X X X X
acido glucosilsiringico C15H19010 359,09840 0,50 X X

acido glucosilcaféico C15H170¢ 341,08780 -0,30 X

acido glucosilfertlico Ci6H190g 355,10346 -0,11 X X X X

acido glucosil-p-cumarico Ci5H170s 325,09289 0,04 x X X X X X X X X X
4cido glucosilsinapico C17H21049 385,11402 -0,46 X

2-Cafeoil-L-tartarico C13H110g 311,04090 0,32 X X X X X X X X

V1 (Vale Séo Francisco); V2 (Argentina); V3 (Africa do Sul); V4 (Franca); V5 (Chile); V6 (paulista); V7 (ltalia); V8 (Valinhos);
V9 (Portugal); V10 (Grécia); V11 (Australia), V12 (Rio Grande do Sul).
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4.3.3 Antocianinas

Quanto as antocianinas, uma ou mais de suas hidroxilas estao ligadas a uma ou mais
moléculas de acucares, sendo a glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou
dissacarideos 0os mais comuns, aos quais podem estar ligados acidos fendlicos, tais como p-
cumarico, ferdlico, caféico, p-hidroxibenzéico, sinapico, maldnico, acético, succinico, oxalico
e malico. A malvidina na forma livre (m/z 331,07530), malvidina-3-O-monoglicosilada (m/z
493,13405) foi detectada em quase todas as amostras de vinhos, exceto no vinhos da
Grécia; a petunidina-3-O-monoglucosidio (m/z 479,1184) foram identificadas nos vinhos do
Chile (V5), Séo Paulo (V6), ltalia (V7), Portugal (V9), Austradlia (V11), do Rio Grande do sul
(V12); a delfinidina 3-monoglucosidio (m/z 465,10275) foi detectada nos vinhos paulista (V6)
e italiano (V7); a peonidina 3-monoglicosidio (m/z 463,1235) foi encontrada nos vinhos do
Chile (V5) e da ltalia (V7); a malvidina-3-O-(6-O-acetil) monoglucosidio (m/z 535,1446) foi
identificada nos vinhos da Argentina, Africa do Sul, Grécia, Australia e Rio Grande do Sul; a
petunidina-3-0O-(6-O-acetil) monoglucosideo (m/z 521,1290) foi encontrada somente no vinho
da Australia; a delfinidina-3-O-(6-O-p-cumaril) monoglicosideo (m/z 611,1395) juntamente
com a cianidina-3-O-(6-O-p-cumaril) monoglucosidio (m/z 595,1446) foram encontradas no
vinho do Rio Grande do Sul.

A deteccdo das antocianinas aciladas e glicosiladas foram detecatadas no modo
positivo de ionizacdo e os espectros de massas das mesmas amostras da Figura 4.1 sao
mostrados na Figura 4.4. Embora a protonacao e a desprotonacdo de uma molécula sejam
processos que ocorrem simultaneamente dentro do capilar, a extensdao dos mesmos
depende, entre outros parametros, da estrutura da molécula (Crotti et al.,, 2006). Moléculas
que apresentam grupamente basicos, principalmente aminas, amidas e ésteres,
normalmente sado analizadas no modo positivo, dada a relativa facilidade com que as
mesmas sao protonadas, como por exemplo, antocianinas. Por outro lado, moléculas
contendo funcgdes Aacidas, tais como &cidos carboxilicos e fendis, sdo mais facilmente
desprotonadas e, consequentemente sdo analizadas no modo negativo como os &cidos

organicos e os hidroxinatos.
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Figura 4.4 Perfis quimicos no modo ESI (+) MS de vinhos tintos.

A Tabela 4.2 apresenta uma lista contendo os valores m/z teérica calculada a partir de
combinacdes dos atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio com suas respectivas férmulas
moleculares e os erros correspondentes em relagcdo a m/z experimental. Os valores de m/z
experimentais sdo indicativos da presenca de ions diagnésticos caracteristicos de
antocianinas. Em todos os vinhos as antocianinas monoglicosiladas foram predominantes no
modo positivo, embora com baixa intensidade de sinal, 0 que € comum, porém em nenhum
dos vinhos foi identificado uma antocianina diglicosilada o que n&o era de se esperar,
principalmente no caso do vinho hibrido Maximo. A auséncia das antocianinas diglicosiladas
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e taninos podem estar relacionados a varios motivos, tais como a baixa concentracao desses
compostos na bebida, a auséncia de método de extragdo especifico para esses compostos e
a ocorréncia de reagbes quimicas entre antocianinas e diversos compostos que levam a
formacao de novos constituintes bem mais complexos dificeis de ionizar ou detectar apenas

com a diluicdo da amostra em solvente.

Tabela 4.2 Antocianinas encontradas no vinho por ESI (+) FT ICR MS.

Férmula Massa Erro V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 Vi1 V12
Classe/composto

[M*+H]*  tedrica ppm
malvidina-3-O- CasHos04,  493,13405  -0,57 X X X X X X X X X X X X
monoglucosidio
petunidina-3-O- CaoH23012  479,1184 -0,563 X X X X X X X X X X
monoglicosidio
delfinidina-3-O- C21H21012  465,10275 -0,50 X X
monoglicosidio
peonidina-3-O- CaoH23041  463,1235 -0,22 X X
monoglucosidio
malvidina-3-O-(6-O- CasHo7043 535,1446 -0,57 X X X X X X
acetil)/monoglicosidio
petunidina-3-O-(6-O- Co4H2s013  521,1290 -0,82 X
acetil)monoglicosidio
delfinidina-3-0-(6-O-p-  CgoH27014  611,1395 -0,45 X
cumaril)monoglicosidio
cianidina-3-O-(6-O-p- CgoH27O13  595,1446 -0,09 X

cumaril)monoglicosidio

Os resultados obtidos por ESI FT-ICR MS mostram que o vinho paulista é
caracterizado por um perfil quimico similaraos vinhos tintos Syrah de excelente qualidade tais
como sul americano, francés e grego, principalmente quanto a presenca de acidos organicos

simples, de fermentacéo, fendlicos e os flavondides (flavondéis, flavandis e antocianinas).
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4.4 Conclusao

A técnica ESI FT-ICR-MS foi empregada com sucesso na caracterizacao do perfil
quimico de vinhos, provendo assim um meétodo inovador, preciso e de alto detalhamento
molecular e extremamente rapido, sendo capaz de elucidar estruturas quimicas dos
compostos fendlicos presentes no vinho a partir de combinac¢des dos atomos de carbono,
hidrogénio e oxigénio com suas respectivas formulas moleculares e os erros correspondes a
m/z experimental. Uma série de compostos polares pode ser analizada em poucos minutos e
sem extracdo ou separagao prévia. Os compostos fendlicos foram encontrados na sua
maioria nas formas livre, glicosilada e acilada. Os compostos fendélicos acidos e os polifenois
constituem os analitos majoritarios encontrados no modo ESI (-) FT ICR MS em relacao as
antocianidinas e taninos que foram pouco visualizadas no modo de ioniza¢ao positivo. Nessa
segunda fase do estudo constatou-se que o vinho brasileiro paulista possui um perfil quimico

similar aos outros vinhos tintos comerciais produzidos a partir da uva Syrah.
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Capitulo 5

Validacao de método para determinacao de acidos
organicos em vinho por ESI-MS
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Capitulo 5. Validacao de método para determinacao de acidos organicos
em vinho por ESI-MS

5.1 Objetivos

O objetivo deste terceiro estudo foi realizar a validagdo de um método para
determinacdo de acidos organicos em vinho empregando a técnica de espectrometria de
massas com ionizacao por eletrospray e insercao direta (ESI-MS). Também foi empregada a

ferramenta estatistica, PCA, para agrupar as amostras.

5.2 Parte experimental

5.2.1 Reagentes e solucoes analiticas

Os padrdes utilizados, com grau de pureza superior a 99,0%, foram &cido L-(-) malico,
acido tartarico e acido citrico (Sigma Aldrich), os quais foram preparados em um vinho de-
acidificado (vinho tinto sem os acidos organicos) na concentracdo de 1000 ugmL™. A partir
dessas solucdes estoque, foram preparadas as solucdes padrao para as curvas analiticas. O
vinho de-acidificado foi obtido pela extracdo dos acidos, inicialmente ativando-se os
cartuchos de SPE fase C18 (Supelco) de 2,5 mL com a adicdo de 1 mL de metanol grau
analitico HPLC (J.T.Baker, 99,97%), em seguida lavou-se os cartuchos com 1 mL de agua
ultrapura, Milli-Q, Millipore. Depois se transferiu 5 mL de vinho tinto e adicionou-se 5 mL de
agua ultrapura para retirada dos acidos. A matriz retida nos cartuchos foi extraida em
seguida com 5 mL de metanol e armazenada em frasco limpo de vidro com tampa de silicone

a 6 °C em geladeira.

5.2.2 Amostras

Foram utilizadas amostras de vinhos de diferentes paises produzidos a partir de uvas
Syrah e Merlot (Vitis viniferas), Maximo (hibrido de Syrah com Seibel 11342), Carmem
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(hibrido de Muscat Belly com BRS-Rubea) e Bordd (Vitis labrusca). As amostras de vinhos

comerciais caracterizadas estao indicadas na Tabela 5.4.

5.2.3 Procedimentos gerais experimentais

As amostras foram analizadas por infusdo direta com ionizagéo por eletrospray (ESI)
num espectrometro de massas TQD ESI Waters ACQUITY (USA), sendo as amostras
dispostas em 96 posigbes com injecao automatica (volume total de 100 pL em cada posicao).
As condicbes otimizadas para ESI foram: voltagem do capilar +3,5 KV, cone +30 V,
temperatura da fonte 150 °C, temperatura de dessolvatacdo 300 °C fluxo do gas 450 L h™,
faixa de massas 100-620. As amostras de vinho utilizadas para caracterizagéo por ESI (-) MS
foram representativas do conteudo do extrato final. Uma aliquota de 100 uL de vinho foi
dissolvida em 900 pL de metanol. Para analise no modo positivo, um volume de 1uL de uma
solucao aquosa 0,1% de acido férmico (CH20,, Fluka, 98%) foi adicionada aos 1000 uL da
solucdo final para induzir a protonacdo das moléculas [M+H]*. Para a analise no modo
negativo, um total de 1 uL de solugdo aquosa de hidréxido de aménio 0,1% (NH4OH) foi
adicionada no mesmo volume de amostra (1000 pL) preparado no modo negativo para
induzir a desprotonacao dos ions [M-H]J".

5.2.4 Analise estatistica dos dados

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi realizada empregando o software
Pirouette versao 2.60 da Infometrix, Woodinville, WA, USA e o programa Origin 6.0.

5.2.5 Validacao do método

Apés definidas as melhores condicoes de analises por ESI-MS, e as diluicbes das
amostras, a validacao do método foi efetuada abrangendo as seguintes figuras de mérito
(INMETRO, 2010):
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5.2.5.1 Seletividade

Neste trabalho foram analisados dois conjuntos de padrdes na faixa de concentragéao
igual a 1,25-10 pgmL™: o primeiro conjunto foi preparado com os padrdes (acido malico,
acido tartarico e acido citrico) em metanol e o segundo conjunto de padrées foi preparado na
solucao de vinho de-acidificado. Cada concentracdo do padréo foi preparada e injetada trés
vezes para avaliar o efeito matriz. Aplicou-se um teste estatistico simples, chamado teste F
definido como a raz&o entre as duas variancias das amostras (F= s1%/s,%) que é calculado e
comparado com o valor critico de F em um determinado nivel de confianca de 95% é igual a
19,0 para os trés acidos.

5.2.5.2 Exatidao

Neste trabalho trés amostras das solu¢des padrao dos acidos foram preparadas nas
concentracdes 1,25 ugmL™, 2,5 ugmL™" e 5 pgmL™. As amostras também foram injetadas em
triplicata para melhor verificacdo do método. A exatiddo do método analitico & expressa pela
relacdo entre a média determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica

correspondente, tendo o resultado como % de recuperacao.

5.2.5.3 Linearidade

A faixa linear para este trabalho foi estabelecida através da insercao de 5 solucdes
padrao de concentragdes diferentes obtidas a partir de diluigdes da solucao estoque de 1000
ugmL™ de cada &cido (maélico, tartarico e citrico) em vinho de-acidificado conforme segue:
1,25 ugmL™, 2,5 ugmL™"; 5 pgmL™; 7,5 pgmL™ e 10 pgmL™". As amostras foram inseridas em
triplicata e a curva analitica para cada acido orgéanico foi obtida pela correlacdo entre a
concentragao e area do sinal analitico, através do modelo linear dos minimos quadrados
(Origin 6.0). Figura 5.1.
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5.2.5.4 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragdo detectdvel e néao
necessariamente quantificada, utilizando um determinado método. O limite de quantificagéo
(LQ) representa a menor concentragdo da substancia de interesse que pode ser medida
empregando determinado método. O LD e LQ foram calculados baseados em parametros da
curva analitica, expressos como: LD = 3,3 x s/S; LQ =10 x s/S
Onde, s é a estimativa do desvio padrao da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrao do branco, da equacao da linha de regressao ou do coeficiente linear da equacéo e S

€ a inclinagcéo ou coeficiente angular da curva analitica.
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5.2.5.5 Precisao

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é considerada em trés
niveis: por meio da repetitividade, precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, sendo
usualmente expressas pelo desvio padrdo e coeficiente de variacdo. O coeficiente de
variagao (CV) também conhecido como desvio padrédo relativo (DPR) é calculado da seguinte
forma:

C.V. = DPR = DP/CMD x 100, sendo DP= desvio padrdao; CMD = concentracdo média
determinada.

5.2.5.6 Repetitividade (precisao intra-corrida)

A repetitividade pbéde ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica da
dispersao dos resultados e foi avaliada por meio da analise da solugdo padrao dos acidos em
trés valores de concentragdo (2ugmL™, 4 pgmL™" e 8 pgmL™) preparados em metanol e no
vinho de-acidificado. Foram analizadas cinco réplicas de cada nivel de concentracdo do

analito.

5.2.5.7 Precisao intermediaria (precisao inter-corrida)

Para a determinagcdo da precisdo intermedidria foram analizadas 5 réplicas em trés
niveis de concentragdo: baixa (2 pgmL™), média (4 pgmL™) e alta (8 ugmL™") de cada acido

em dias diferentes e com 0 mesmo analista.

5.2.5.8 Exatidao

Neste trabalho trés amostras das solug¢des padrao dos acidos foram preparadas nas
concentragdes: 1,25 pgmL™", 2,5 pgmL" e 5 pgmL™". As amostras também foram injetadas

111



em triplicata para melhor verificagdo do método. A exatiddao do método analitico € expressa
pela relagdo entre a média determinada experimentalmente e a concentragdo teorica

correspondente, tendo o resultado como % de recuperagao.

5.3 Resultados e Discussao

A seletividade do método foi satisfatéria para todos os acidos organicos, pois de acordo
com os dados obtidos, observou-se que nao ha diferenca significativa entre os desvios do
conjunto de amostras diluidas em metanol e as diluidas em vinho de-acidificado e, portanto
nao ha efeito de matriz, ou seja, a matriz ndo interfere na analise, pois o F calculado para os

trés acidos foi menor que o F critico, como mostra a Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Resultados obtidos no teste de seletividade para os acidos: malico, tartarico e citrico.

acido malico 1,25 ygmL™"  acido tartarico 1,25 ygmL™”  acido citrico 1,25 pgmL™”

Padrao/MeOH  Padrao/vinho Padrao/MeOH Padrao/vinho  Padrdo/MeOH  Padr&o/vinho de-
de-acidificado de-acidificado acificado
4rea média 39,275,447 32,137,030 8,126,197 6,433,442 12,724,429 10,743,383
variancia 3,452,670 1,260,729 166,591 214,953 315,201 381,724
observagdes 3 3 3 3 3 3
Fealculado 7,5 0,60 0,68
Feritico 95% 19,0 19,0 19,0

*Critério de aceitacao: F< Fcrit

Os dados de linearidade da curva analitica, limite de deteccao, limite de quantificacao
e exatiddo do método, cujos resultados sdo expressos em recuperacado percentual, sao
mostrados na Tabela 5.2. Nela observa-se que a curva analitica, nas condi¢des otimizadas,
apresenta linearidade nas faixas de concentragcées estudadas e os coeficientes lineares
variam de 0,993 (&c. citrico), 0,997 (ac. tartarico) e 0,999 (ac. malico). Os limites de detecgao
e quantificacdo foram relativamente baixos iguais a 0,278-0,711ugmL" e 0,843-2,157pgmL"
respectivamente, e foram similares aos valores encontrados na literatura (MATO et al.
(2007); PERES et al. (2009); ANDRADE LIMA et al. (2010); ZOTOU et al. (2004); ZHENG et
al. (2009). O resultado também mostra que a variacdo dos valores de areas nos 5 niveis de
concentragao ndao excedeu 5%, demonstrando repetibilidade instrumental e similaridade com
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os valores encontrados em outros trabalhos (Mato, Suarez-Luque, e Huidobro, 2007; Zheng,
Duan, Zhang, Pan, Li, e Huang, 2009).

Tabela 5.2. Parametros analiticos obtidos para analise quantitativa dos acidos em vinho.

Limites do .
. . . Exatidao
Composto Dados de linearidade da curva instrumento -
1 (recuperacao%)
(ngmL")
Equacdo da reta R LD LQ 1 2 3
ac. malico Y=-2,7223E6+3,36909E7X 0,999 0,278 0,843 9530 107.58 117.63
ac. tartarico Y=-9,23E+06+1,41E+07X 0,997 0,456 1,383 93.15 98.87 103.01
ac. citrico Y=-6,55E+06+1,40E+07X 0,993 0,711 2,157 4559 82.41 87.25

*Critério de aceitagdo: 70% <Recuperacdo <120%.(1)1,25 ugmL™"; (2) 2,5 ugmL™"; (3) 5 pgmL™".

Os resultados da exatiddo nas concentragcdes estudadas sao considerados
satisfatorios por estarem dentro dos limites aceitos para validacédo pelo INMETRO-2010 (70-
120%), exceto para o nivel inferior de concentragdo (1,25 ugmL™) para o acido citrico, fato
que esse justificado pela dificuldade de extracdo do acido citrico existente em baixa
concentracao nos vinhos.

A Tabela 5.3 mostra os resultados da precisdo do instrumento e do método ESI-MS. A
precisdo do método foi satisfatdria para todos os acidos, pois os valores de repetibilidade do
instrumento e do método nao ultrapassaram os limites maximos aceitos para validacao, 5 e
15 %, respectivamente. A precisao intermediaria do método foi avaliada pela comparacao
entre as areas obtidas para cada composto em dias diferentes e constatou-se nao haver
diferenca significativa entre elas (p < 0,01) em todos os acidos organicos, o que mostra a
precisao intermediaria do instrumento. Como se pode notar também, os CVs (%) para a
precisao intra-dia variam no intervalo 0,82-2,99 e para precisao inter-dia entre 0,82 e 4,26%,
indicando alto grau de precisao para o método proposto para ESI-MS.

Os resultados das concentracdes de acido malico, tartarico e citrico encontrado nas
amostras de vinhos sdo apresentados na Tabela 5.4. Nela verifica-se que 0s vinhos
brasileiros e importados apresentam concentragées de &cido tartarico superior aos demais
acidos.
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Tabela 5.3. Resultados da repetibilidade do instrumento e do método.

Repetibilidade e 3
Composto . Repetibilidade método (CV%)
instrumeto (CV%)

1 2 3 1 2 3

0
1°dia 2°dia 3°dia 1°dia 2°dia 3°dia 1°dia 2°dia dia

ac. Malico 0,82 1,20 1,24 087 08 184 120 193 19 3,17 3,10 1,24
ac. Tartarico 2,99 0,93 1,04 338 29 374 18 150 093 1,04 2,77 2,09

ac. Citrico 2,20 1,76 1,12 4,26 4,21 220 1,76 2,89 2,51 140 1,12 2,77

*(1) &c. Tartarico, malico e citrico 2,0 pgmL™; (2) 4c. Tartarico, malico e citrico 4,0 pgmL™; (3) &c. Tartarico,
malico e citrico 8,0 pgmL™.

Constatou-se teor médio mais elevado de acido tartarico nos vinhos Bordd da Serra
Gaucha-RS. Isto ocorre, devido a composigéo da uva, especialmente da casca e polpa onde
ha maior concentragdo de acido tartarico comparada as tintas americanas, hibridas e Vitis
vinifera. Outro fator que pode ter contribuido para o teor mais elevado de acido tartarico € a
regido de cultivo. A Serra Gaucha € uma regido muito conhecida por suas condigdes
climaticas e solo favoraveis para o cultivo de uvas, permitindo melhor desenvolvimento das
bagas de excelente qualidade e consequentemente vinhos com alto teor de acido tartarico.
Os vinhos Bordd e Isabel de Valinhos-SP, que apresentaram teores inferiores de acido
tartarico mesmo quando originados das mesmas uvas, porém cultivadas na regiao serrana.
Podemos observar que mesmo na regidao de Valinhos-SP, o teor de acido tartarico no vinho
Bordd continua sendo superior ao vinho Isabel também de Valinhos-SP. Isto comprova a
superioridade da uva americana Bord6é quanto ao teor acido e o efeito da regido serrana no

cultivo destas uvas.
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Tabela 5.4. Concentragbes dos acidos organicos (tartarico, malico, e citrico) em amostras de vinhos tintos

nacionais e importados por ESI-MS com inser¢éo direta.

acido malico  acido tartarico acido citrico
vinho uva origem 1 4 4
(ngmL") (ngmL") (ngmL")
2 Bordd Serra Gaucha-RS 2,79 +0,27 7,63 + 0,21 1,82 £ 0,05
3 Bord6+Merlot Serra Gaucha-RS 2,88 + 0,11 9,94 £ 0,40 3,88 £ 0,11
4 Bordé+Merlot Serra Galcha 2,05 +0,30 2,58 +0,15 1,77 £ 0,06
5 Syrah Nova Zelandia 4,18 £ 0,34 5,48 +0,17 1,70 £ 0,04
6 Isabel+Bordd Serra Galcha-RS 5,07 £ 0,22 5,983 + 0,20 2,77 £ 0,11
7 Syrah Franga 5,38 £ 0,11 4,91 £ 0,21 2,62 +0,10
8 Carmem Serra Gaucha-RS 2,75+0,12 4,24 +0,18 2,48 £ 0,10
9 Merlot Serra Gaucha-RS 6,30 £ 0,23 3,01 £0,16 1,49 £ 0,08
10 Syrah Australia 2,99 + 0,27 3,47 £0,14 1,47 + 0,05
11 Syrah Italia 4,56 + 0,11 3,49 £ 0,20 1,61 £ 0,06
12 Syrah Chile 5,01 £0,23 4,60 £ 0,22 1,74 £ 0,05
13 Syrah Grécia 4,58 + 0,03 2,83 0,11 3,59 £ 0,21
14 Syrah Portugal 3,61 +£0,20 5,55+ 0,15 1,78 £ 0,08
15 Bordd Valinhos-SP 4,16 £ 0,20 4,52 + 0,11 1,35+ 0,07
16 Isabel Valinhos-SP 8,72 £ 0,21 3,56 £ 0,10 1,43 + 0,05
17 Syrah Argentina 4,49 + 0,30 6,73 £ 0,21 2,85+ 0,60
18 Syrah Portugal 4,57 + 0,11 5,562 +0,17 2,19+ 0,11
19 Syrah Africa do Sul 2,81 +£0,15 4,34 £0,18 1,82 +0,10
20 Syrah Vale do Sao 4,20 £ 0,03 3,74 £ 0,14 1,39 +0,12
Francisco
21 Syrah Chile 4,79 £ 0,20 6,32 £ 0,21 2,46 £ 0,11
22 Syrah Argentina 3,38 + 0,21 4,44 + 0,18 1,54 + 0,05
23 Maximo Séao Paulo 2,90 £0,16 3,66 £ 0,11 1,28 + 0,04
24 Syrah Chile 3,16 £ 0,18 4,44 + 0,21 1,45 +0,02
25 Maximo Séo Paulo 3,15+0,22 4,61+0,19 1,21 £0,05
26 Syrah Franca 7,46 £ 0,11 14,23 £ 0,40 4,32 £ 0,21
27 Merlot Serra Gaucha-RS 6,37 £ 0,13 3,02+£0,13 1,67 + 0,01

Os vinhos hibridos (Maximo e Carmem) nao apresentam diferencas significativas com
relacdo ao teor de acido tartarico, ambos originados da regido paulista e serrana,
respectivamente. Uma vez que a regido de cultivo pode influenciar na composicao das uvas,

deduzimos que o vinho hibrido teria um maior teor de 4cido tartérico se produzido apartir de
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uvas Maximo cultivadas na regidao serrana, o contrario poderia ser observado com o vinho
Carmem quando processado a partir de bagas cultivadas na regiao paulista.

Quanto aos demais vinhos, foram constatados teores similares de &cido tartarico,
exceto para os Syrah da regido de Sendero de Chile e da Argentina, que tiveram teores
superiores aos vinhos de uvas do grupo das americanas, Vitis vinifera e hibridos, porém
ainda inferiores ao vinho Bord6 da Serra Gaucha-RS.

Quanto ao acido malico, foram detectados os teores mais elevados na cultivar
americana Isabel da regidao de Valinhos-SP, seguida pelas Vitis vinifera Merlot e Syrah da
Franca. Os teores de acido malico nos vinhos da Serra Gaulcha, exceto Merlot, sdo baixos
em comparacao aos vinhos de Valinhos, Vale do Sao Francisco, Sdo Paulo e demais regides
do mundo.Com relacdo ao acido citrico, constataram-se os teores médios baixos em
praticamente todos os vinhos, exceto os Syrah da Franga, Grécia, e o Bordd da Serra
Gaucha. Isto ocorre em parte devido a fermentacdo malolatica que converte o 4cido citrico
em malico. A correcao da acidez do &cido tartarico também contribui para aredugéao do nivel

de acido malico no vinho.

5.3.1 Comparacao de métodos

Recentemente, uma revisdo completa com diversos trabalhos sobre novas técnicas
analiticas para caracterizagdo de vinhos foi publicado (Mato, Suarez-Luque, e Huidobro,
2005). Contudo, este estudo é a primeiro que utiliza o método ESI-MS com insercdo para
quantificar &cidos organicos. Com isso, para comparar os resultados analiticos deste método
proposto com os resultados obtidos por outros trabalhos; cinco trabalhos sobre analise de
acidos organicos em vinhos foram selecionados (trés métodos de cromatografia liquida (LC) e
dois de eletroforese capilar (CE), onde os fatores selecionados para efeito de comparagéao
foram: a categoria de &cidos organicos detectados, LD, LQ, precisdo, recuperagdo e DPR,
indicados na Tabela 5.5. Em geral, o método de CE separa os acidos organicos em menos
tempo e possui maior faixa de trabalho (Peres, Moraes, Micke, Tonin, Tavares, e Rodriguez-
Amaya, 2009; Mato, Suarez-Luque, e Huidobro, 2007) ao passo que a maior sensibilidade e
precisao sao obtidos quando os métodos por LC sdo adotados (Zotou,Loukou, e Karava, 2004;

Zheng, Duan, Zhang, Pan, Li, e Huang, 2009), indicando que o método LC é mais adequado
116



para determinar os acidos presentes em mais baixa concentracdo no vinho. Os dados obtidos
de linearidade, precisdo e recuperacao para o método proposto em nosso estudo indicam que
ESI-MS com insercdo direta pode ser empregado para os mesmos fins que os métodos
mencionados. As principais vantagens do método ESI para quantificagdo, séo: 1) nao faz uso
de separacao cromatografica, 2) simples preparo de amotras com apenas dilui¢cdo e filtracao
prévia da amostra, 3) tempo curto de analise (<5 minutos).

Tabela 5.5 Parametros de validagcao de outros métodos para quantificacdo de acidos organicos em vinho.

andlise Andlise

LD LQ intradia interdia Recuperacdo RSD

Método (Mg/mL) (%) Referéncias
acido tartarico
CZE-UV 0,38 1,31 1,09 2,44 102,5 0,9 Mato et al. (2007)?
CE-UV 1,02 3,42 - - 98,1 1 Peres et al. (2009)%°
CLAE 2,6 13 1,12 0,4 108-115 - Andrade Lima et al. (2010)"
RP-HPLC-UV 0,025 0,05 0,533 1,56,4 79,8-102 - Zotou et al. (2004)'°
RP-LC 0,6 2 0,04 0,1 89,1 - Zheng et al. (2009)??
acido malico
CZE-UV 0,06 053 2,19 3,98 99 4,3 Mato et al. (2007)*'
CE-UV 0,64 2,12 - - 99 1 Peres et al. (2009)%°
CLAE 4,2 20,9 1,35 5,5 109-114 - Andrade Lima et al. (2010)’
RP-HPLC-UV 0,25 1 0,5-1,0 0,52,0 90,0-92,0 - Zotou et al. (2004)'®
RP-LC 1,6 5,3 0,2 1,1 95,6 - Zheng et al. (2009)??
acido citrico
CZE-UV 023 0,71 286 1,15 99,5 0,4 Mato et al. (2007)?'
CE-UV 1,55 5,15 - - 102 1 Peres et al. (2009)%°
CLAE 5,4 73 0,43 3,6 97-103 - Andrade Lima et al. (2010)’
RP-HPLC-UV 0,1 0,2 05-1,0 1,01,7 78,3-89,2 - Zotou et al. (2004)"°
RP-LC 2,3 7,7 1,6 5,5 106,3 - Zheng et al. (2009)?2
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5.3.2 Fingerprints dos vinhos por ESI-MS

Os gréficos dos escores (amostras) e dos loadings (variaveis) da componente principal
1 versus a componente principal 2 sdao mostrados nas Figura 5.2 e Figura 5.3,
respectivamente. Através dos pesos dos teores dos trés principais acidos quantificados por
ESI (malico, tartarico e citrico), percebemos que os acidos tartarico e malico sdo os mais
importantes para o agrupamento das amostras na Figura 5.2. O PCA explica 96% da
variacao total dos dados; sendo que a PC1 explica 71% e a PC2 explica 25% de variancia
dos dados. A amostra 26 (vinho da Franga, uva Syrah) destaca-se das demais amostras na
regido positiva da PC1 e da PC2 por apresentar maior concentragdo de &cido maélico,
tartarico e citrico. As amostras 2 (vinho artesal de adega do Parand, uva Bordd), 3 (unido de
vinhos da Serra Gaucha, uvas Bordd e Merlot) e 17 (vinho da Argentina, uva Syrah) se
destacam na regidao positiva da componente principal 1 por apresentarem as maiores
concentracdes de acido tartarico. As amostras 9 (vinho da Serra Gadcha, uva Merlot), 27
(vinho da Serra gaucha, uva Merlot) e 16 (vinho de Valinhos-SP, uva Isabel) se destacam na
parte positiva da PC2 por apresentarem maiores concentracoes de acido malico. As
amostras que mais se assemelham formam um grupo central e sdo provenientes das uvas
Syrah, Maximo e Carmem. Os vinhos provenientes das uvas Bordd e Merlot se diferenciam
dos demais. A Figura 5.3 mostra o segundo grafico dos escores e loadings da analise de
PCA (PC1 x PC2 x PC3) dos fingerprints dos vinhos. Os pesos das trés principais
componentes principais explicam 95% da variancia dos dados, sendo que a PC1 explica
78%, a PC2 explica 12% e PCS3 explica 5%. Podemos observar no grafico dos loadings (A)
que a componente 1 é representada pelo pelo ion de m/z 149, referente ao acido tartarico. A
componente 2 é representada pelos ions m/z 133 e 117, referentes aos acidos malico e
succinico, respectivamente. E a componente 3 é representada pelos ions m/z 117, 129, 175
e 133. O gréfico dos escores (B) mostraram que o conjunto dos vinhos Sendero, Finca El
Retiro, Libra, Syrah portugués, Campo largo, Bordd, FE, Bulnose e Oracle além das
amostras 1 e 2 se destacam na regiao positiva da PC1 quanto ao teor de tartarico, ao passo
que os vinhos Charboneau, Trento, Cortona, Finca Fickman, Santa Rita e principalmente o
Tordin se destacaram quanto ao teor de acidos malico e succinico. Os vinhos Maximo,
Trento, Santa Rita, Charboneau, Coonawarra, Bullnose, Sendero, Oracle, Felipe Eduardo,
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Finca Finckman, Syrah de Portugal e amostras 1 e 2 se destacam na regido positiva da PC3
(C), ou seja, possuem maior intensidade quanto aos ions de m/z 117, 129 e 175 e
negativamente quanto a concentracao do acido malico.

Este estudo comparativo revela que existe uma diferenca de teores acidos entre as
amostras de vinhos produzidos a partir de dois conjuntos de uvas: o grupo de vinhos
originados das uvas Merlot e Bordd apresenta maior variabilidade entre os valores de acidos
malico, tartarico e citrico que o grupo de vinhos produzidos a partir das uvas Syrah, Maximo
e Carmem, indicando que a composicao do segundo conjunto de vinhos €& menos
diversificada. Os fingerprints com o0s ions caracteristicos dos vinhos que mais se
diferenciaram quanto ao teor de acidos organicos sdo mostrados nas Figuras 5.4 e 5.5.

Os fingerprints das amostras de vinhos originados da uva Bordd, Merlot e da
combinacdo das duas sdo muito similares, variando apenas em intensidade de sinais dos
ions caracteristicos comuns dem/z [M-H]" 103, 117, 129, 133, 147, 149, 175, 191 e 193. No
fingerprint do vinho do Rio Grande do Sul produzido somente a partir da uva Merlot, observa-
se além dos ions caracteristicos comuns em maior intensidade outros ions de menor
intensidade dem/z 125, 143 e 161. O vinho de adega da uva Bordd possui um fingerprint
simples com além dos ions comuns caracteristicos o ion dem/z 187. O vinho Syrah de uva
do mesmo nome cujo fingerprint mostra os mesmos ions do grupo de vinhos Bordd, Merlot e
de adega artesanal também outros ions dem/z 115, 159, 177 e 307. J& o vinho Maximo
apresenta além dos ions comuns caracteristicos a todos os vinhos tintos mais dois ions
dem/z 295 e 325.
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Figura 5.2 PCA dos escores: PC1 x PC2 das amostras de vinhos da Tabela 5.4: (2) vinho Bord6, PR-Brasil; (3)
e (4) vinho Bordé e Merlot; (9) vinho Merlot, PR-Brasil; (16) vinho Isabel, SP; (17) vinho Syrah da Argentina; (26)
vinho Syrah, USA; (27) vinho Merlot, RS-Brasil.
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Os espectros dos demais vinhos tintos analisados est&do em figuras em anexos.
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Através da comparagado entre espectros encontrados na literatura de padrdes de
fragmentacao e uso da espectrometria de massas em série (MS/MS), os ions [M-H] de nove
compostos foram identificados no vinho, sédo eles: acido malico (m/z 133), acido tartarico (m/z
149), acido citrico (m/z 191), acido fumarico (m/z 115), acido succinico (m/z 117), acido
citramalico (m/z 147), acido 2-ceto-gluconico (m/z 193), acido cumaril tartarico (m/z 295) e o

acido glucosil p-cumarico (m/z 325).

5.4 Conclusao

O método ESI-MS descrito neste estudo pode ser aplicado na quantificacao de acidos
organicos em vinho. Ele apresenta vantagens tais como: rapidez de analise (<5 minutos),
simples preparo de amostra e auséncia de separagao cromatografica. Nele, os resultados em
todas as etapas de validacdo foram satisfatérios- sensibilidade, precisdo, linearidade e
exatiddo, demonstrando a possibilidade de uma extensa utilizacdo na analise de acidos
organicos comparado a outros métodos convencionais empregados na determinacdo de
acidos em vinhos. A analise de componentes principais € de agrupamento hierarquico
permitiu agrupar as amostras similares quanto aos teores de acidos organicos de forma que
foi possivel constatar a divergéncia entre dois grupos, o primeiro formado por vinhos
originados das uvas (Merlot e Bordd) e o segundo grupo constituido por vinhos das uvas
(Syrah, Maximo e Carmem). O teor de acido tartarico € relativamente superior aos demais
acidos em todos os vinhos nacionais e importados. Os fingerprints indicaram o0s ions
caracteristicos comuns em todas as amostras de vinhos bem como os ions diagndsticos de
amostras individuais através de MS/MS, possibilitando a caracterizacdo e identificagédo de
compostos acidos importantes da acidez do vinho.
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Capitulo 6. Quantificacao de acidos organicos em casca, polpa e semente
de uvas por ESI-MS

6.1 Objetivos

O objetivo deste quarto estudo foi determinar os acidos organicos (malico e tartarico)
em uvas pelo método ESI-MS. Nesse estudo também se procurou observar se as analises
por ESI (-)-MS poderiam ser usadas para correlacionar o teor de acidos organicos das
amostras de vinhos com as uvas indicadas como fontes vegetais desses compostos. Para
isso, amostras de vinhos, previamente caracterizadas (capitulo 5), e uvas da regido sul e
sudeste do Brasil foram analisados por ESI (-)-MS. Este é o segundo estudo realizado na
tentativa de empregar a técnica ESI-MS com insercao direta na quantificacdo de éacidos

organicos.

6.2 Parte experimental

6.2.1 Reagentes e solucoes analiticas

Os padrdes utilizados, com grau de pureza superior a 99,0%, foram acido L-(-) malico
e acido tartarico (Sigma Aldrich), os quais foram preparados em solucao contendo 50% (v/v)
de metanol grau cromatografico (99,97%, J.T.Baker) e agua ultrapura (Milli-Q, Millipore) nas
seguintes concentracdes: acido malico, 1000 pgmL™; acido tartarico 1010 ugmL™. A partir
dessas solugbes estoques, obtiveram-se as solugdes padrdo com a concentragdo de &cido
malico e tartarico: 1,25 pgmL™"; 2,5 ugmL™"; 3,75 pgmL™; 5,0 ugmL™"; 6,25 pgmL™"; 7,5 pgmL’
1-8,75 pygmL™ e 10 pgmL™". Todas as solugdes foram preparadas e analizadas rapidamente
sem intervalo de armazenamento ou condicionamento para se evitar a degradacao dos

analitos. Todas as solug¢des padrao foram preparadas e analizadas em triplicata.
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6.2.2 Amostras de uvas

A uva hibrida BRS Carmem, derivada de Muscat Belly A com BRS-Rubea foi
desenvolvida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agricultura (Embrapa), as amostras foram
cedidas pela industria de suco da Cooperativa Corol, localizada na cidade Rolandia, Estado
do Parana, Brasil. As amostras de uvas Borddé (Vitis labrusca) foram adquiridas de
agricultores de Santa Catarina, Brasil. As uvas Maximo (hibrido Syrah), Niagara(Vitis
labrusca) e Syrah (Vitis vinifera) foram doadas pela Faculdade de Engenharia Agricola de
Campinas (FEAGRI), localizada em Campinas, Estado de S&o Paulo. Todas as amostras de

uvas foram congeladas a -20 © C para posterior andlise.

6.2.3 Preparo, extracao e recuperacao das amostras de uvas

Para extrair e isolar os acidos organicos das uvas foram empregados os métodos de
extracao assistida por ultrason (UAE) e a extracdo em fase sélida SPE, respectivamente. A
combinacao dos dois métodos permitiu a remocao de interferentes na ionizacdo dos analitos
de interesse. Inicialmente, as amostras de uvas frescas foram preparadas separando-se
manualmente a casca, polpa e semente, pesou-se certa de 2-10 g de casca, polpa e
semente de uva separadamente em tubos Falcon de plastico de 50 mL graduado com tampa
e fundo conico, congelou-se as amostras em freezer a temperatura de -40 °C recobertas com
aluminio por 24 horas, em seguida liofiizou-se as amostras congeladas por
aproximadamente 8 horas seguidas, macerou-se as amostras liofilizadas (cerca de 100 mg)
em cadinho com pistilo na presenca de N liquido, depois pesou-se todas as amostras
maceradas em frascos de plastico com tampa. Na sequéncia a amostra foi extraida com 1
mL de metanol:agua (1:1), em seguida agitada em sorbex (BenchMixer-Benchmark) por 1
minuto e depois colocada em banho de ultrassom (UNIQUE computadorizada 1400) por 30
minutos, em seguida centrifugou-se em uma centrifuga (Quimis) por 2 minutos e separou-se
0 sobrenadante em um segundo tubo de ensaio plastico. Repetiu-se o0 experimento anterior
por trés vezes seguidas e analisou-se as fragbes separadamente de cada fase do extrato.
Depois de extraidas, as amostras foram filtradas através de uma membrana de fluoreto de

polivinidileno (PVDF) de 33 mm x 0,22 um e diluida novamente em metanol:agua (1:1) antes
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de inseridas no equipamento. Analisaram-se as quatro amostras de extratos diferentes,
partindo da ultima fase extraida (extrato mais diluido) para a primeira fase (extrato mais
concentrado), no total foram quatro etapas de extracdo. Esses testes serviram para nos
mostrar quantas extra¢des seriam necessarias para se remover todos 0s 4cidos nos extratos
das uvas. Observou-se que trés extracdes era o suficiente para retirar a totalidade desses
compostos. Apds todas condicbes acima serem testadas e aperfeicoadas o método de
extracao, ou seja, as condigdes de extracdo dos acidos malico, tartarico e citrico das uvas
melhoraram e o processo tornou-se mais rapido e eficiente. As cascas, polpas e sementes
foram preparadas, extraidas e analizadas separadamente e em triplicata. A Tabela 6.1 indica
a massa da amostra fresca, da liofilizada (originada a partir da fresca) e da pesada e
extraida. Os dados mostraram que o &cido citrico estava em baixa intensidade de sinal de
massa m/z 133 devido a baixa concentracdo na amostra, dessa forma proseguiu-se
realizando a quantificagdo somente dos acidos majoritarios tartarico e malico na casca, polpa
e semente das uvas.

A recuperagao dos acidos malico e tartarico foi realizada utilizando os extratos das
cascas das uvas Maximo e Syrah em trés niveis de concentragéo: baixo (1ug/mL), médio (2
pug/mL) e alto (3 pg/mL).

6.2.4 Procedimentos experimentais

A diluicao para cada parte da uva foi otimizada uma vez que as concentragdes destes
acidos variam nas diferentes partes da fruta. Dessa forma, prepararam-se todas as amostras
seguindo o padrao ideal para cada caso. Por exemplo, no caso da casca, pesou-se cerca de
100 a 120 mg de amostra liofilizada, extraiu-se com metanol:dgua (1:1) e depois diluiu-se o
extrato da casca em metanol:agua na razao 1:25. Todas as amostras foram analizadas em
triplicata e no mesmo dia. No caso da polpa, foram feitas diluicées do extrato de 1:50, 1:100
e 1:150 em metanol:agua (1:1) e para a semente realizam-se duas diferentes diluicdes, na
primeira o extrato da semente foi diluido na razdo 1:20 e na segunda diluicdo, preparou-se o
extrato na razao 1:40 em metanol:agua (1:1). As amostras foram analizadas por infusdo
direta ESI por meio de um espectrdmetro de massas TQD ESI Waters ACQUITY (USA),

sendo as amostras dispostas em 96 posigcdes com injecao automatica (volume total de 100
129



UL em cada posicao). As condigdes otimizadas para ESI foram: voltagem do capilar -3,5 KV,
cone -30 V, temperatura da fonte 350 °C, temperatura de dessolvatagdo 300 °C fluxo do gas
450 Lhr, faixa de massas 100-620. Os compostos foram quantificados através de curvas de
calibracao externa baseadas nos valores de areas obtidas através da integracdo dos sinais
espectrais. O modo negativo foi usado por ser considerado 0 mais adequado para andlise de

compostos acidos em uvas.

Tabela 6.1. Massas da casca, polpa e semente das uvas frescas e liofilizadas.

amostra amostra amostra
uvas fresca (g) liofilizada (g) extraida (g)
Niagara (casca) 4,4740 1,0068 0,1109
Niagara (polpa) 18,4152 2,5379 0,1174
Niagara (semente) 1,6706 0,82345 0,1048
Syrah (casca) 6,3155 1,4718 0,1116
Syrah (polpa) 9,3015 1,4931 0,1175
Syrah (semente) 2,5340 1,2064 0,1020
Maximo (casca) 3,8375 1,0317 0,1200
Méaximo (polpa) 9,1300 1,6440 0,1107
Maximo (semente) 1,4945 0,7653 0,1191
Carmem (casca) 8,7291 1,7831 0,1094
Carmem (polpa) 8,5639 1,2790 0,1128
Carmem(semente) 2,1379 1,2712 0,1173
Bordd (casca) 9,2175 1,7282 0,1201
Bord6 (polpa) 6,4386 1,0350 0,1010
Bordd (semente) 1,9823 1,3102 0,1140
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6.3 Ensaios de recuperacao do acido tartarico e malico em uvas

A recuperacao dos &cidos tartarico e malico em uvas foi realizada separadamente
empregando os extratos das cascas das uvas Maximo e Syrah fortificados com trés niveis de
concentragdo do padrdo: baixo (1ugmL™), médio (2 pgmL™) e alto (3 pgmL™).

6.3.1 Preparo de solucoes padrao de acido tartarico e malico

Preparou-se cada solugcdo estoque de &acido (tartarico e malico) 1000 ugmL'1,
pesando-se em uma balanca analitica a massa 0,010 g de acido, separadamente, em
Ependorff plastico e em seguida transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL, depois
adicionou-se a solugdo agua:metanol (1:1). Em seguida, homogeneizou-se a solucéo
estoque e guardou-se em geladeira até o momento de uso.

6.3.2 Ensaios de recuperacao do acido tartarico em uvas

Pesou-se cerca de 100 ug de casca da uva Maximo em tubos Falcon de plastico, os
valores exatos foram: 0,1049 g (frasco 1); 0,1074 g (frasco 2); 0,1055 g (frasco 3) e 0,1071 ¢
(frasco 4). A recuperacao foi realizada em trés niveis de concentracao: baixo, médio e alto.
Para isso, adicionaram-se diferentes volumes da solucdo estoque acida para obter nos
extratos finais da casca da uva as concentragdes: 1 pgmL”, 2 pgmL" e 3 pgmL™. No
primeiro frasco (massa = 0,1049 g) ndo adicionou-se padrdo, no segundo, terceiro e quarto
frasco adicionaram-se 225 uL, 450 uL e 675 pL de &cido tartarico 1000 pgmL™,
respectivamente. Depois de deixadas em repouso por cerca de 30 minutos, adicionou-se 1
mL de solucdo metanol:agua (1:1), depois de agitadas por 5 minutos, as amostras foram
sonicadas em banho de ultrasson por 20 minutos e centrifugadas por 2 minutos para
precipitacdo de particulados do extrato. Depois de remover o primeiro sobrenadante,
transferindo para outro tubo Falcon, repetiu-se a extracdo das amostras por trés vezes
consecutivas até obter-se um volume final de 3 mL de extrato. Esse volume final foi filtrado
com filtro 0,22 um PVDF numa seringa descartdvel de 5 mL. Depois de filtrada, a amostra foi
diluida em solucdo metanol:agua (1:1) na razdo 1:25, ou seja, transferiu-se uma aliquota de
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40 pyL da amostra e completou-se para 1 mL em vial de vidro de 1,5 mL e homogenizou-se
por 5 segundos em um agitador de vial. Depois, analisaram-se as amostras.

6.3.3. Ensaios de recuperacao do acido malico em uvas

Os materiais, reagentes e métodos empregados na recuperagdo do acido malico
foram os mesmos empregados para o 4cido tartarico na casca da uva. Dessa forma, as
Unicas mudancas foram nas massas pesadas dos extratos das uvas. Sendo que as massas
exatas foram: 0,1061 g (primeiro frasco); 0,1049 g (segundo frasco); 0,1067 (terceiro frasco);
0,1029 (quarto frasco) onde foram adicionados 0 uL, 227 uL, 455 L e 682 uL da solugao 990
pug/mL de &cido malico respectivamente nos frascos. Depois de adicionados os volumes
anteriores de solugcdo padrao, deixaram-se todas as amostras em repouso por 30 minutos,
antes do inicio das extrag6es. As analises foram realizadas no mesmo dia das extragdes e os
resultados sdo mostrados a seguir. Neste trabalho as amostras foram injetadas em triplicata
para melhor verificagdo da precisdo do método. A exatiddo do método analitico é expressa
pela relagdo entre a média da concentragdo determinada experimentalmente e a
concentracao tedrica correspondente, tendo o resultado expresso como % de recuperacao.

6.4 Resultados e discussao

O método adaptado para extracédo e determinacéo de acido malico e tartarico em uvas foi
otimizado para se obter as condi¢cées Otimas para analise por ESI-MS, assim como foi
realizado com amostras de vinhos.

Apés a realizacao de varios ensaios, optou-se por efetuar trés sucessivas extragcbes em
cartuchos SPE com 1 mL de solucdo metanol:agua (1:1) para garantir maior remocao dos
acidos organicos das uvas. A partir desse extrato final, seguiu-se com varios testes de
diluicdo nas razdes 1:25 (casca); 1:100 e 1:150 (polpa); 1:40 (semente). Nestas condi¢des
foram obtidas melhores ionizacbes dos analitos e melhor integracdo dos seus sinais. A
Tabela 6.2 mostra os resultados de linearidade da curva analitica, limites de deteccéo e
quantificacao do instrumento e exatidao do método, cujos resultados foram expressos em

recuperagao percentual. Observou-se que a curva analitica, nas condigées otimizadas de
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extracdo e diluicdo, apresentou linearidade nas faixas de concentragbes estudadas, com
coeficientes de correlacao que variam de 0,992 (malico) e 0,998 (tartarico) que evidenciam o
ajuste das correlagdes na regressao linear entre as respostas de areas e as concentracdes
para todos os compostos. Os resultados obtidos da exatiddo nas concentragdes estudadas
sao considerados satisfatorios, por estarem dentro dos limites aceitos pela INMETRO
(INMETRO, 2010), 70 a 120 % de recuperacao. A determinacdo do CVs%, recuperacao e
parametros de linearidade, LD, LQ permitem assegurar a precisdao e exatiddao do método.
Neste estudo, os valores de CV% e percentagem de recuperagédo dos extratos fortificados
com mistura padrdo em diferentes concentragbes mostraram uma boa precisdo e boa
recuperacdo como mostra a Tabela 6.2 similares aos valores da literatura (EYEGHE-
BICKONG et al. (2012); FLORES et al. ( 2012).

Tabela 6.2 Parametros analiticos obtidos para linearidade, limites de detecgao e quantificagao e exatidao para
os analitos estudados.

Limite do

instrumento Exatidao (recuperacao%)

(ngmL™)
Composto  Equacdo da reta R LD LQ 1 2 3
ac.tartarico Y=2,88E6+4,98E6X 0,998 0,65 1,98 114% 91% 84%
ac.malico Y=9,08E6+2,07E6X 0,992 1,50 4,55 88,71% 90,11% 91,19%

*Critério de aceitacdo: 70% <Recuperacdo <120%; (1) acido mélico, 4cido tartarico 1ugmL™; (2) acido malico,
acido tartarico 2 pgmL™; (3) 4cido malico, acido tartarico 3 pgmL™.

Em suma, foi constatada uma predominancia do &cido malico em comparagdo ao
acido tartarico em todas as amostras de uvas analizadas. As uvas do grupo das Vitis
labruscas e hibridas (Bordd, Niagara, BRS Carmem e Maximo) apresentam cascas e polpas
com teores mais altos de acido tartarico em comparagdao com a cultivar Vitis vinifera Syrah.
Com as sementes, 0 processo se inverte e a cultivar de Vitis vinifera apresenta maior teor de
acido tartarico que as do grupo das Vitis vinifera e hibridas. Quanto ao &cido malico, foi
detectado teor mais baixo na cultivar americana Vitis labrusca Bordé desde a casca, polpa e
semente. Na Tabela 6.3 estao dispostos os resultados de quantificacao dos acidos organicos
em uvas pelo método ESI-MS.
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Tabela 6.3. Concentragdes dos acidos organicos (malico e tartarico) em amostras de uvas Vitis labrusca, Vitis
vinifera e hibridos cultivados nos estados de Santa Catarina, Parana e Sao Paulo.

Concentragdo de acido tartarico ugmL” Concentracdo de dcido malico pgmL™

amostra arnctstra V% extrato afno’stra V% extrato
diluida concentrado diluida concentrado

casca Carmem 4,66 1,14 18,65 9,82 0,77 39,30
casca Niagara 4,41 2,61 17,63 8,41 2,86 33,65
casca Bordo 2,91 0,64 11,63 4,88 1,32 19,51
casca Syrah 1,73 6,34 6,90 8,19 4,54 32,77
casca Maximo 4,55 6,29 18,18 6,05 3,26 24,22
polpa Bordo 6,69 1,15 334,41 7,25 1,59 725,48
polpa Carmem 2,83 1,21 141,36 8,13 12,83 813,15
polpa Maximo 4,72 1,65 236,02 9,55 6,05 954,79
polpa Niagara 6,04 2,36 301,85 8,04 6,15 1218,12
polpa Syrah 4,53 0,79 226,54 7,63 8,26 762,78
semente Bord6 2,02 20,61 40,39 1,22 9,74 48,99
semente Niagara 4,05 13,13 81,07 4,60 11,78 184,15
semente Syrah 3,32 4,70 132,72 7,86 10,04 314,31
semente Carmem 0,94 3,42 37,55 5,51 6,56 220,25
semente Maximo 2,60 7,85 104,03 5,24 9,21 209,77

A Figura 6.1 mostra o dendrograma dos espectros fingerprints da casca, polpa e
semente das cinco variedades de uvas. Nela observa-se a separagdo nitida entre as
sementes, polpas e cascas, sendo a uva Maxima também agrupada as demais amostras.

A Figura 6.2 mostra o grafico dos escores com as componentes principais PC1 x PC2
que explica 99,99% da variacao dos dados. A PC1 explica 99,22% e PC2 explica 0,77% da

variancia dos dados. Podemos observar que o comportamento dos vinhos mais se aproxima
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das cascas das uvas, e que por conta disso eles se agrupam melhor. Isto é justificavel uma
vez que a casca da uva possui menor concentracdo desses acidos quando comparada a
polpa e a semente. Aléem disso, as concentracdes dos &cidos organicos, uma vez extraidos
da uva, tende a dimuir durante o processo de macerag¢ao da baga e fermentagcdo do mosto.
Ao término desses processos, o vinho tera menores taxas de acidos organicos malico e
succinico e maior de acido tartarico. No entanto, quando as amostras de vinhos e cascas de
uvas sao avaliadas separademente , observamos que se formam dois grupos distintos como
mostra o grafico dos escores das PCAs que explica 97% da variancia dos dados, sendo a
PC1 com 73% e PC2 24 % como na Figura 6.3. Isto ocorre porque as cascas das uvas
apresentam maior concentracdo de acido tartarico e malico que as amostras de vinhos.
Através do grafico dos loadinds na Figura 6.4, percebemos que os vinhos se destacam na
regido positiva da PC1 e por isso possuem mais acido tartarico e as cascas se destacam na
PC2, apresentando mais acido malico e succinico.

1.0 0.8 06 0.4 0.2 0.0
I I I I I
semente maximo B T

semente niagara

semente carmem

semente syrah

semente bordd

casca maximo

casca bordd

casca syrah "]

casca niagara

£asca carmem

polpa syrah

polpa carmem

polpa maximao

polpa bordd

polpa niagara

Figura 6.1. Dendrograma das amostras de casca, polpa e semente de uvas.
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Figura 6.4 Grafico dos loadings PC1 x PC2.

Observando os fingerprints das amostras dos extratos das cascas, polpas e sementes
das uvas, péde-se observar que existe diferenca entre cada parte da fruta com relagédo a um
conjunto de ions caracteristicos, como mostram as Figuras 6.5, 6.6 € 6.7. A inspec¢éao visual
dos fingerprints mostra que as amostras de casca, polpa e semente de uva da regidao sul e
sudeste brasileiro apresentam um conjunto de ions principais comuns em m/z 115, 133, 149
e 179. Nas cascas, os ions de m/z 113, 119, 321 e 367 foram sempre detectados e bem
intensos. As polpas apresentaram espectros mais simples e limpos, neles observou-se a
presenca dos ions de m/z 321 e 367 com baixissima intensidade de sinal. Nas sementes,
alguns ions com alta abundancia relativa de sinal aparecem em todas as amostras,
demonstrando serem ions diagndsticos da semente da uva como os de m/z 289, 341 e 440.

As regides brasileiras produtoras de uvas Vitis labrusca e hibridas estdo sob influéncia
de climas do tipo temperado e subtropical. Nelas, os elementos climaticos apresentam
comportamento diferenciado ao longo do ano, incluindo a temperatura, a insolagao, umidade
relativa do ar, a precipitacdo pluviométrica e os indices climéticos viticolas. Tal fato confere
as uvas um conjunto de caracteristicas proprias, inclusive quanto ao teor de acidos

organicos, em grande parte influenciada pelo efeito clima, principalmente a temperatura.
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Dessa forma, as caracteristicas climaticas da regidao do Rio Grande do Sul, Serra
Gaucha, Parana, Santa Catarina e Sdo Paulo sdo bastante particulares e distintas daquelas
encontradas na maioria dos paises vitivinicolas, e possivelmente por isso os fingerprints
dessas uvas diferem quanto a intensidade dos ions caracteristicos malico (m/z 133) e
tartarico (m/z 149).

De maneira geral, pode-se dizer que o conteudo de &cido tartarico depende sobre tudo
de condicdes climaticas, particularmente umidade e temperatura, enquanto que o acido
malico depende da conjuncdo da variedade/solo e clima (“terroir’). Fatores de
hereditariedade também afetam o conteudo de algumas variedades tais como “Zinfandel,
Cabernet Franc, Chenin Bland, Syrah e Pinot Noir que possuem maior proporcao de acido
malico, enquanto as variedades Riesling, Semillon, Merlot, Grenache and Palomino sdo mais
ricas em acido tartarico (KLIEWER et al.,1967).

Os acidos malico e tartarico sdo os dominantes nas uvas e 0s seus niveis sdo dados
frequentemente utilizados para determinar a data da colheita, uma vez que cada &acido
apresenta um comportamento particularmente diferente durante o processo de maturacéo. O
acido malico mostra uma queda continua durante o amadurecimento ao passo que o acido
tartarico permanece quase inalterada. Por conta disso, diferentes proporcbes podem ser
obtidas durante o amadurecimento e a melhor época de colheita pode ser estabelecida a
partir da sua razao. Dessa forma, a técnica ESI seria facilmente aplicavel no monitoramento

de diferentes estagios de maturagéo da uva.
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6.5 Conclusao

O método ESI-MS com insercdo direta descrito foi aplicado com sucesso na
determinacao de acidos organicos em uvas. Essa técnica simples, rapida e de baixo custo,
uma vez que nao faz uso de cromatografia, foi aplicada com éxito na quantificagdo de acidos
organicos em amostras também de vinhos. Os bons resultados de validacdo (LD, LQ,
linearidade, precisao e recuperacao) indicam que o método é adequado para o fim proposto.
Dentre as vantagens deste método esta o pré-tratamento simples de amostra, rapidez de
andlise (5 min) que permitiram determinar de forma confidvel a variagcao de teores dos 4cidos
organicos entre diferentes variedades de uvas. Todas as variedades nacionais e hibridas
estudadas possuem perfis quimicos similares, porém diferem quanto a intensidade dos sinais
referentes aos acidos malico e tartarico. Com isso, foi possivel avaliar qualitativamente e
quantitativamente a presenca desses analitos em amostras distintas de casca, polpa e
semente simultaneamente através do fingerprint obtido por ESI-MS com insercao direta. Uma
aplicacédo viavel para este método seria monitorar os diferentes estagios de maturagéo para

estabelecer o periodo ideal de colheita da uva.
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6.6 Conclusao geral

A espectrometria de massas (MS) foi aplicada com sucesso na caracterizagao quimica
de vinhos e uvas tintos. A aplicacao da espectrometria de massas permitiu 0 conhecimento
dos compostos quimicos majoritarios responsaveis pelo aroma caracteristico de varios tipos
de vinhos de diferentes regiées do mundo produzidos apartir da uva Vitis vinifera e hibrido.
Além da avaliacdo qualitativa do perfil volatil e fendlico do vinho, foi possivel avaliar
quantitativamente os compostos importantes para a formacéao do aroma, sabor e adstrigéncia
dos mesmos. Tais resultados foram obtidos empregando diferentes técnicas de analise de
massas de acordo o tipo e natureza das moléculas em estudo. No caso do aroma,
empregou-se a técnica mais usual para compostos volateis a cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS). Através dela foi possivel diferenciar vinhos produzidos
a partir de uvas tintas cultivados em diversas regides do mundo. Dentre as variedades de
vinhos analisados, tem-se o vinho paulista produzido a partir de uma uva hibrido (Maximo). O
estudo desse vinho é de suma importancia para a viticultura paulista, uma vez que tem-se
investido na pesquisa e cultivo de uvas de mesa hibridas para consumo e producao de
vinhos genuinamente paulistas. Como resultado, observou-se a similaridade entre este e os
demais vinhos tintos Syrah o que comprova a qualidade do vinho paulista Maximo frente aos
melhores vinhos do mundo. Quanto ao perfil fendlico, empregou-se a técna de
espectrometria de massas com ressonancia ciclotrénica de ions e transformada de Fourier
por eletrospray e insercao direta (FT ICR-MS). Esta ferramenta nos permitiu avaliar um
grande numero de compostos quimicos importantes do aroma e sabor do vinho. Dentre eles,
estdo acidos fendlicos, flavondis e antocianinas. Os resultados corroboram para o sucesso
na caracterizagcdo de amostras complexas empregando a técnica de espectrometria de
massas. Através dos dados obtidos, contatou-se a similaridade entre o perfil quimico fendlico
do vinho paulista e os demais vinhos tintos. Compostos quimicos tais como acidos organicos
simples sdo de facil ionizacdo e analise por espectrometria de massas com ionizagao por
eletrospray e insercdo direta (ESI-MS), no entanto a sua quantificacdo nem sempre é tao
simples. Para tanto foi preciso realizar um estudo de adequacédo de um método para
determinacao de acidos organicos simples (malico, tartarico e citrico). Com esse intuito, foi
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possivel a aplicacdo de tal método validado na determinagéo de acidos simples em vinhos,
casca, polpa e semente de vinhas.
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Figura A1. Espectros obtidos por (-) ESI-MSpara amostras de vinhos: (G) vinho Bordd + Merlot, Serra Gaucha;
(H) vinho Syrah, Nova Zelandia; (l) vinho Isabel, Serra Gaucha; &c. malico (m/z 133); ac. tartarico (m/z149) e

ac. citrico (m/z191).
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Figura A2. Espectros obtidos por (-) ESI-MSpara amostras de vinhos: (J) vinho Syrah, Franga; (K) vinho
Carmem, Serra Gaulcha; (L) vinho Syrah, Australia; ac. malico (m/z 133); ac. tartarico (m/z 149) e ac. citrico (m/z

191).
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Figura A3. Espectros obtidos por (-) ESI-MSpara amostras de vinhos: (M) vinho Syrah, ltalia; (N) vinho Syrah,
Chile; (O) vinho Syrah, Portugal; ac. malico (m/z 133); &c. tartarico (m/z 149) e ac. citrico (m/z 191).
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Figura A4. Espectros obtidos por (-) ESI-MSpara amostras de vinhos: (P) vinho Bordd, Valinhos-SP; (Q) vinho

Isabel, Valinhos-SP; (R) vinho Syrah, Portugal; ac. mélico (m/z 133); &c. tartarico (m/z 149) e &c. citrico (m/z

191).
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Figura A5. Espectros obtidos por (-) ESI-MSpara amostras de vinhos: (S) vinho Syrah, Africa do Sul; (T) vinho
Syrah, Vale do Sao Francisco; (U) vinho Syrah, Chile; ac. malico (m/z 133); ac. tartarico (m/z 149) e &c. citrico
(m/z191).
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Figura A6. Espectros obtidos por (-) ESI-MSpara amostras de vinhos: (V) vinho Syrah, Chile; ac. malico (m/z
133); ac. tartarico (m/z 149) e ac. citrico (m/z 191).
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Figura A7. ESI (-) - MS/MS dos compostos encontrados e identificados em vinho tinto de diferentes regides

citados nos capitulos 4, 5 e 6. (A) acido citrico; (B) acido D-gluconico.
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Figura A8. ESI (-) - MS/MS dos compostos encontrados e identificados em vinho tinto citados nos capitulos 4, 5
e 6. acido hidroxibenzoico.
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Figura A9. ESI (-) - MS/MS dos compostos encontrados e identificados em vinho tinto citados nos capitulos 4, 5
e 6, acido ferdlico.
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Figura A10. ESI (-) - MS/MS dos compostos encontrados e identificados em vinho tinto citados nos capitulos 4,

5 e 6, acido tartarico.
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