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“A estrada se deita debaixo dos pés para servir.
A gota de orvalho se desfaz na terra para servir.
O grao de areia que ninguém vé enterrado no alicerce
sustenta nos ombros o arranha-céu para servir.
No entanto, a pedra mais alta, soberba, no cimo da torre &

aquela que menos serve, que menos peso carrega’.

Os gestos mais simples de
doacédo carregam significados
nobres e muitas vezes
inesqueciveis, transformando
companheiros de rotina em
grandes amigos.

Adaptado de Padre Tarcisio Marchiori (1963)




RESUMO

A analise dos compostos carbonilicos (CCs) é um dos procedimentos de
rotina em muitos laboratérios de controle de qualidade de bebidas, no entanto,
atualmente sdo quantificados apenas os CCs totais expressos em teores de
acetaldeido, sem que sejam associados outros CCs com a sua qualidade.
Esses compostos possuem impacto olfativo no aroma dos vinhos e uma
forte afinidade pelo bissulfito, adicionado na vinificacdo, podendo formar
adutos estaveis que interferirdo também no aroma. Os maiores desafios,
no entanto, consistem em predizer quais CCs tém maior afinidade pelo
S(lV), que circunstancias favorecem esta interacdo e como analisa-los
em conjunto. Por esse motivo, no presente estudo foi avaliado o perfil de
22 CCs em “solucdo modelo" e em dez amostras reais de vinhos,
empregando uma metodologia desenvolvida e validada para analisa-los
de forma simultanea, que utiliza CLAE com sistema de gradiente binario
de eluigao.

Baseado na Anadlise de Componentes Principais (ACP) e nas
constantes de dissociagao (Ky), os resultados revelaram que os aldeidos
alifaticos formam adutos com S(IV), enquanto as cetonas, os aldeidos
ciclicos e os trans-alcenais interagiram fracamente e sdo encontrados
predominantemente em sua forma livre. Estes resultados revelaram
também que a faixa de pH entre 10 e 11 foi definida como a mais
apropriada para a dissociagdao do aduto CC-S(IV), favorecendo a
quantificacdo segura dos CCs na forma total. Nos vinhos e uvas
estudados foram identificados o formaldeido, acetaldeido, butanal,
hexanal, furfural, benzaldeido, E-penten-2-al, ciclo hexanona e 2-etil
hexanal, sendo este ultimo identificado pela primeira vez neste tipo de
matriz. Os quatro primeiros aldeidos citados podem ser considerados
aromas primarios por estarem presentes tanto nos vinhos quanto nas

uvas que lhes deram origem.



Palavra-chave: vinho, compostos carbonilicos, acidos hidroxialquilsulfénicos
ABSTRACT

Carbonyl compounds analysis is one of the routine procedures in
several laboratories of control and quality of beverages. However, only
total CCs, expressed by the acetaldehyde concentration, are quantified
which results in a lack of knowledge about the beverage’s quality and
other CC concentrations. Although present in minute quantity, other CCs
have a strong olfactory impact in many fermented beverages. In addition,
the CCs found in wines have a strong affinity for bisulfite, added in
winemaking process, and can form stable adducts, which will also
interfere in the characteristics of aroma. The greatest challenge, however,
is to predict which CCs have the strongest affinity for S(IV), what
conditions favor this interaction and how to analyze them jointly. In order
to better understand the reaction of CC-bisulfite adduct formation, this
study has evaluated the role of 22 CCs in a “model soluction” containing
bisulfite and in ten real samples of different wines, using a methodology
developed and validated to analyze them simultaneously. This
methodology is based on HPLC with binary gradient system of elution.

On the basis of Principal Component Analysis (PCA) and
dissociation constants (Ky), the results revealed that aliphatic aldehydes
form adducts with S(IV), whereas ketones, cyclic aldehydes and trans-
alkenes interact weakly and are found predominantly in their free form.
These results revealed also that pH 10 and 11 were defined as the most
appropriate for CC-S(IV) adduct dissociation and the total CCs were
quantified reliably. In the wines and grapes studied were identified
formaldehyde, acetaldehyde, butanal, hexanal, furfural, benzaldehyde,
cyclo hexanone, E-pent-2-en-1-al, and 2-ethil hexanal, being the last one
firstly identified in wines. Formaldehyde, acetaldehyde, butanal, and
hexanal can be considered primary aroma since they are present in wines

as well in their respective grapes.
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1. INTRODUGAO

O vinho é um produto natural resultante de inumeras reacdes bioquimicas
que se iniciam durante a maturacdo das uvas e continuam durante a colheita,
através da fermentacdo e ap6s o engarrafamento’. O conjunto das substancias
resultantes de todas essas reagdes esta representado por varias classes de
compostos e é responsavel pelo flavour final do vinho. Fazem parte desse
conjunto: hidrocarbonetos, alcoois, terpenos, ésteres, aldeidos, cetonas,
acidos, fenois volateis, lactonas e compostos sulfurados e nitrogenados™™.

A complexidade do aroma nos vinhos esta refletida ndo s6 pela variedade
de compostos presentes, mas pela faixa de concentracdo na qual se
apresentam, podendo ser encontrados mais de mil componentes aromaticos
em niveis de concentragdes que variam de mg L (alguns alcoois) a ng L™
(cetonas). Além disso, nem todos contribuem com a mesma intensidade ao
aroma, pois essa contribuicdo depende diretamente do limite de percepgao®.

Todos esses compostos podem apresentar um papel importante na
caracterizagao do aroma de cada tipo de vinho, inclusive diferenciando um
vinho de outro. Em alguns casos, um pequeno numero deles parece colaborar
de forma mais intensa na tipicidade dessa bebida, mas todos ajudam a formar
a sua “personalidade”. Portanto, conhecer melhor os componentes aromaticos
desta bebida significa estabelecer novos critérios para controlar a sua
qualidade, podendo haver, desta forma, um impacto na vitivinicultura e no
processo de produgao.

Condicdes climaticas e de cultivo, tipo de uva, amadurecimento, microbiota
natural, fatores biologicos, processos fermentativos, tipo de produgdo e
envelhecimento sdo alguns dos fatores que podem influenciar quantitativa e
qualitativamente na producdo dos compostos aromaticos dos vinhos®*’. O
clima quente e seco do Submédio Vale do Sao Francisco, localizado no sertdo
nordestino, € um exemplo desta influéncia. O calor intenso e a falta de chuva
sdo caracteristicas tipicas da regiao e favorecem o amadurecimento das uvas e
a concentragdo de acucar, prejudicando, por outro lado, o indice de acidez®.

Algumas vezes, a presenga de certos constituintes quimicos pode ser

indesejavel, principalmente quando conferem sabores e odores estranhos ao



paladar, podendo reduzir drasticamente a qualidade e o valor comercial do
vinho. A maioria dos defeitos percebidos nesta bebida estd associada a
presenca de ésteres, alcoois, aldeidos e cetonas obtidos de fermentacdes
paralelas (contaminag¢des), oxidacbes enzimaticas de &cidos graxos
provenientes da casca e sementes da uva e/ou pela oxidagdo de alcoois®. Os
alcoois sdo os precursores mais importantes na sintese de compostos
carbonilicos (CCs) sendo a desidrogenacgao alcodlica o principal mecanismo de
formacao de aldeidos, especialmente do acetaldeido'™. O acetaldeido aparece
com frequéncia em cervejas e vinhos submetidos ao contato com o ar. No caso
dos vinhos, as pesquisas realizadas com o intuito de avaliar a sua qualidade
indicam o acetaldeido como principal marcador quimico de deterioracao
oxidativa. De fato, este € o principal componente resultante da oxidagdo do
etanol, no entanto, outros aldeidos foram identificados por Escudero e
colaboradores'!, quando estudavam os vinhos brancos submetidos a oxidagéo
induzida.

Todos os CCs sdo importantes para as propriedades sensoriais dos vinhos,
mas ainda ndo esta claro o seu papel efetivo na formacao da caracteristica
“‘oxidada” deste produto. A identificacdo de outros CCs em vinhos pode ser um
recurso importante na busca pela padronizacdo sensorial desta bebida. Em
linhas gerais, pode-se dizer que aldeidos de baixa massa molar marcam
negativamente os vinhos, produzindo os gostos herbaceos e de ranco,
depreciadores do produto e que os aldeidos de cadeia longa sao muito mais
agradaveis ao aroma e ao paladar, constituindo os sabores vitais de um bom
vinho. No entanto, do ponto de vista analitico, os CCs de alta massa molar
apresentam certa dificuldade de separacao e quantificacdo, fato este que tem
limitado o seu estudo em qualquer tipo de amostra'?.

Um procedimento analitico utilizando o método CLAE foi desenvolvido por
de Oliveira e de Andrade (1994)", visando a analise simultanea do formaldeido
e do acetaldeido em vinhos. Este procedimento baseia-se no fato de que os
CCs podem ser caracterizados por meio de reagcdes de adicao da carbonila
com reagentes nucleofilicos. Por este motivo, utiliza-se a 24-
dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) para derivatizar os aldeidos presentes na
amostra, identificando-os através das suas respectivas hidrazonas. Os autores

levaram em conta também a existéncia de conservantes a base de enxofre no



vinho. Esses aditivos reagem com uma parte dos aldeidos presentes na
amostra formando acidos hidroxialquilsulfénicos e, portanto, esses acidos
também devem ser avaliados na matriz'" '°.

A identificacdo destes e de outros componentes quimicos nos vinhos é
importante para auxiliar no controle de qualidade, na condugédo de misturas
adequadas, na certificacdo das bebidas e também para atender a requisitos
legais’®.

Neste trabalho serdo apresentadas as consideragdes feitas por diversos
autores quanto a presenca de CCs em vinhos, sua influéncia no aroma e as
técnicas freqlientemente aplicadas para sua identificagdo. A principal proposta
deste trabalho foi desenvolver uma metodologia analitica capaz de identificar
todos os CCs presentes no vinho na forma livre ou combinada, assim como
entender o equilibrio envolvido nas reagdes de formacdo do aduto com o

bissulfito.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. AINDUSTRIA DO VINHO NO BRASIL

O vinho é uma bebida milenar, sua fabricagdo comegou provavelmente no
periodo neolitico, 8.500 a.C. Alguns achados arqueoldgicos levam a crer que o
consumo desta bebida era um habito comum entre todas as civilizagcbes
antigas. Nas montanhas Zagros, no norte do Ira, foi encontrado um jarro de
7.000 anos com capacidade para 9 litros de vinho e algumas pinturas
encontradas numa tumba egipcia mostram que aquele povo também dominava
as técnicas de colheita da uva e fabricagdo do vinho'’.

No Brasil, a produgao de vinhos comegou quando imigrantes do norte da
Italia se instalaram no sul do pais no inicio do século XIX, trazendo a tradi¢ao
européia de fabricagdo e consumo. A producdo de vinho brasileira ainda esta
em fase de expansdo, mas a viticultura ja colocou o pais entre os 10 maiores
produtores de uva de mesa do mundo, com boas perspectivas de crescimento
ja que novas variedades de uvas apirénicas (sem sementes) estdo sendo
cultivadas.

O comportamento da producéo e do mercado de vinhos no Brasil € bastante
complexo, pois cada regido produtora possui realidades bem diferentes como:
condicdes climaticas, variedades, tipos de solo, etc. Atualmente, o maior pdlo
nacional da vitivinicultura esta localizado na Serra Gaucha (RS), de onde saem
90,0% dos vinhos e dos espumantes produzidos no Pais, no entanto, fortes
investimentos também tém sido feitos em outras areas, do Sul ao Sudeste e do
Centro-Oeste ao Nordeste'® (Figura 1).

A vitivinicultura nacional consolidou-se no Vale dos Vinhedos (Serra
Gaucha) pela implantagcdo de mais de cem variedades de uvas americanas e
hibridas, destas apenas 20 cultivares sdo apropriadas para producdo de sucos
e vinhos de mesa comuns. O Vale do Rio do Peixe, em Santa Catarina,
também apresenta este perfil e € uma regido de significativa expressao

econdmica, onde os vinhedos ocupam 1.706,91 hectares'®.
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Figura 1: Mapa das regides vitivinicolas brasileiras associado as suas

condigdes climaticas®.

Na década de 70, variedades de uvas européias (V. viniferas) foram
introduzidas na regido semi-arida do pais dando inicio a producédo de vinhos
finos, surgindo assim, a vitivinicultura tropical brasileira, cujo principal pdlo
produtor esta localizado no Vale do Sao Francisco, nos estados de
Pernambuco e Bahia. Hoje, os novos polos de produgéo, conhecidos como:
Fronteira, Serra do Sudeste, Campos de Cima da Serra e Planalto Catarinense,
todos no sul do pais, também investem no segmento de vinhos finos.

Minas Gerais, no Sudeste do Brasil, também figura no cenario de produgao
de vinhos nacionais com dois importantes poélos: O podlo viticola do Sul,
compreendendo os municipios de Caldas, Andradas e Santa Rita de Caldas, e
outro ao Norte, no municipio de Pirapora.

O mais novo enderego da atividade vitivinicola no Brasil € o municipio de
Santa Helena de Goias (GO), com vocagdo para uvas de mesa, vinhos de
mesa comuns e suco concentrado. Uvas de mesa e sucos concentrados de

uva também podem ser encontrados em Nova Mutum (Norte do Mato Grosso),

Lagoa Crande
_| Sra.mMaria da



nos poélos de Marialva e de Bandeirantes (no Parana), em Jales (Noroeste de
Sao Paulo) e em Brejo Santo (Ceara).

Nas regides tradicionais ou nos novos pélos, a modernizagéo tecnoldgica e
genética tem favorecido a participagao brasileira no mercado internacional de
uvas de mesa, sucos e vinhos. Cada podlo possui suas caracteristicas culturais,
climaticas, tecnoldgicas e mercadoldgicas diferenciadas, produzindo vinhos e
espumantes bem distintos e gerando uma cadeia produtiva claramente
segmentada’®. Em todas essas areas o enoturismo tem sido usado como
veiculo para gerar oportunidades de negdcio e rendimentos adicionais. Além de
diversificar a economia rural e gerar renda, o agroturismo tem o importante
papel de preservar a identidade visual e cultural das comunidades e paisagens
rurais’'®.

Segundo dados obtidos pelo IBGE (citado por EMBRAPA UVA E VINHO,
2005%°), a regido com maior area plantada e, conseqlientemente, maior
producao de uva no Brasil € a regido Sul, pois os trés estados que a compdem
representam juntos 71,0% de toda area cultivada com este fruto no pais
(Figuras 2 e 3). Os estados de S&o Paulo, Pernambuco e Bahia também
possuem uma area de vinhedos bastante expressiva, com respectivamente
16,7%, 6,42% e 4,63% da area total cultivada®.

ORio Grande do Sul: 42449 ha
B S&0 Paulo: 12206 ha

B Santa Catarina: 4224 ha
Parana: 5800ha

B Fermambuco: 4742 ha

EBahia: 2422 ha

B Minas Gerais: 984 ha

Figura 2: Area de uva plantada no Brasil (ha) — ano 2005%.
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O Brasil produziu em 2005 aproximadamente 1,3 milhdes de toneladas de
uvas, sendo 57% desta producdo destinados ao mercado interno para
consumo in natura, 40% encaminhados as agroindustrias para serem
processadas e apenas 3% foram exportados'®. Mesmo representando um
pequeno percentual do total produzido, as exportacbes de uva de mesa
apresentaram um aumento gradual nos ultimos anos e ainda € o principal

produto exportado, seguido pelos sucos concentrados (Figura 4).

60 1

m .
50 Exportagéo

8 Importacéo

YValor (10°US$)

va de Suco Yinhos Vinhos |hva
mesa e uva demesa espumantes passa

Figura 4: Exportacbes e importacbes brasileiras de uvas e derivados no
periodo de 2000 a 20038,

A Figura 4 mostra que o consumo de vinho importado no Brasil ainda é
muito significativo, indicando que os vinhos nacionais possuem um grande

mercado a ser conquistado, inclusive internamente. Para isso, o investimento



em marketing, assim como algumas medidas econdmicas do Governo para
impulsionar a produgdo nacional se tornam necessarios para consolidar o

nome do pais no mercado mundial.
2.1.1. Os vinhos do semi-arido brasileiro

O Vale do Submédio Sdo Francisco, localizado no sertdo nordestino entre
os estados da Bahia e Pernambuco, é reconhecido internacionalmente pela
produgao de uvas de mesa, que conseguem ser colocadas no mercado na
entressafra dos demais paises produtores.

A regido é responsavel por 96% da exportagao brasileira de uvas de mesa e
vem se firmando também como um importante pdolo de producédo de vinhos
finos®'. Em apenas 20 anos, 600 hectares de uvas de castas européias
(viniferas) ja foram implantados e diversas empresas, entre nacionais e
européias, engarrafam cerca de dez marcas diferentes de vinho e ja processam
seis milhdes de litros da bebida por ano®.

Assim como as variedades americanas e hibridas se adaptaram ao solo e
clima gauchos, as variedades viniferas foram bem adaptadas as condi¢oes
climaticas do sertdo, que incluem trés mil horas anuais de sol, clima seco e
solo de facil drenagem, dando origem a um vinho do tipo jovem, frutado e
aromatico, com tipicidade e sabor diferenciado?.

O Submédio é a regiao mais arida do Vale do Sao Francisco (Figura 5),
com precipitagdo irregular entre 350 a 600 mm/ano e a temperatura média de
26,5 °C**. No entanto, as caracteristicas climaticas, a disponibilidade de agua
de boa qualidade (do rio Sao Francisco) e os investimentos na irrigacdo fazem
dessa regiao o unico local do mundo onde se pode produzir uvas para vinho
durante todos os dias do ano e a unica regido no pais com capacidade para
producado anual de duas safras e meia.

O volume de vinho produzido no sertdo em 2006 foi de aproximadamente 7
milhdes de litros, no entanto, especialistas estimam que em 2 anos esse valor
seja duplicado, uma vez que novos parreirais ja se encontram em fase de

implantagao?.
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As uvas utilizadas na elaboragao dos vinhos do sertdo sao: Moscato

Canelli, Syrah, Cabernet Sauvignon, Merlot, Cabernet Franc, Chenin Blanc,

Sauvignon Blanc, Tannat, Ruby Cabernet e Petite Syrah, e as vinicolas

responsaveis por esta producio no Vale sao:

Vinicola do Vale do Sao Francisco (Marca: Botticelli);
Vinibrasil (Marca: Adega do Vale e Rio Sol);

Adega Tedesco e Bianchetti (Marca: Bianchetti);
Vitivinicola Lagoa Grande (Marca: Garziera e Carranca);
Adega Cave do Sol (Marca: Passarin);

Vinicola Ducos (Marca: Ducos);

Fazenda Ouro Verde (Marca: Terra Nova).

A consolidagédo e o crescimento dos vinhedos em pleno sertdo nordestino

foram possiveis devido a uma forte influéncia tecnoldgica nos sistemas de

cultivo de frutas, baseada principalmente em modernas técnicas de irrigagao.



2.1.2. Elaboracao de vinhos: desafios atuais

A elaboragdo de vinhos envolve uma tecnologia milenar que tem sido
melhorada ao longo dos anos em termos de equipamentos e higiene das
instalagdes, mas sem alterar a base tecnolégica da fermentacdo. Duas das
maiores preocupag¢des dos vitivinicultores, citadas com frequéncia em muitos
artigos sobre o assunto, tem relagdo com a necessidade de criar vinhos que
combinem elementos naturais e culturais de cada regido e de se obter
informacdes mais precisas sobre o tipo de componentes que constituem estas
bebidas, ou que possam ser formados durante o seu envelhecimento nas
garrafas'®®.

Historicamente, a caracterizagdo de vinhos tem sido realizada
principalmente através de anadlises sensoriais. O olfato e as papilas gustativas
continuam sendo as ferramentas analiticas mais sensiveis, no entanto, as
exigéncias legais e o controle de qualidade estdo forcando as vinicolas a
realizar mais analises, tanto de componentes majoritarios quanto os
minoritarios. Isto tem impulsionado os pesquisadores e as empresas a buscar
métodos instrumentais mais sofisticados que possibilitem:

- Otimizar e simplificar as técnicas analiticas para auxiliar no controle de
qualidade;

- Identificar compostos que possam estar implicados em odores defeituosos
ou no carater varietal do vinho;

- Determinar com precisao o término das fermentagdes;

- Comprovar a autenticidade dos vinhos e das variedades de uvas;

- Conhecer a influéncia das leveduras sobre a transformacao de alguns
componentes do mosto durante a fermentagao;

- Detectar, com seguranga e simplicidade, a presenga dos compostos
sulfurados que se desenvolvem em alguns vinhos, meses depois de serem
engarrafados, pois os métodos atuais sdo muito complexos para serem
aplicados em analises de rotina.

No setor mercadolégico nacional, o maior desafio tem sido criar
mecanismos para aumentar o consumo per capita de uvas de mesas, sSucos e
vinhos finos'®. Nesse sentido, é preciso agregar qualidade ao produto a tal

ponto que se torne referéncia para os consumidores.
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2.2. PRINCIPAIS COMPONENTES VOLATEIS NOS VINHOS

2.2.1. Formagao do aroma nos vinhos

As substancias aromaticas do vinho sdo provenientes da propria uva ou do
seu processo de elaboracdo e envelhecimento. Desta forma, esses
componentes do vinho podem ser classificados em trés grupos: os de aroma
primario, de aroma secundario e os de aroma terciario.

As substancias formadoras do aroma primario compreendem os compostos
aromaticos da uva que influenciam a tipicidade e a estrutura do vinho, nao
apenas pelos seus aromas vegetativos, mas pela presengca de acgucares,
acidos organicos, compostos fendlicos e outros compostos. Todos eles juntos
podem representar a identificacdo de cada tipo de uva enquanto que a
caracterizagao do conjunto desses compostos pode ser usada como base para
diferenciagdo do carater varietal. Entre as quase oito mil variedades de uvas
existentes atualmente, apenas 100 delas podem produzir vinhos
comercializaveis e, seguramente, poucas dezenas delas dariam um vinho
considerado de excelente qualidade, pelo seu equilibrio e complexidade?.

Em uvas consideradas aromaticas, sdo encontrados teores significativos de
compostos terpénicos, que por sua vez, aparecem em quantidades muito
pequenas em uvas nao aromaticas. Portanto, através da determinacido destes
compostos, é possivel distinguir uvas que dardo origem a vinhos de boa
intensidade aromatica®.

Os compostos terpénicos mais comuns na maior parte das uvas aromaticas,
tintas ou brancas, sao: linalol (quantitativamente € o mais representativo, com
limite de percepgcao de 50 ug/L), a-terpineol, nerol, geraniol, citronelol,
hotrienol, diendiol-1, diendiol-2, endiol, triol e terpenos combinados. Estes
compostos, apesar de nao apresentarem influéncia direta no aroma, constituem
uma importante reserva de volateis, liberando lentamente o alcool terpénico
que desaparece progressivamente no vinho transformando-se em compostos
com baixo poder aromatico®. Os terpenos s&o encontrados também na fragéo
aromatica de muitos 6leos essenciais de vegetais e podem ser emitidos para a
atmosfera através das plantas. As estruturas desses terpenos sdo mostradas

na Figura 6.
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Figura 6. Principais compostos terpénicos presentes nas uvas e nos vinhos

aromaticos®.

O mosto obtido de uvas menos aromaticas contem compostos volateis

representados principalmente por aldeidos e alcoois (Cs), acido caproico, alcool

benzilico, a-butirolactona e numerosas substancias presentes em quantidades

inferiores a 1 ug L™ ©.

No estudo realizado por Rosillo e colaboradores%, sobre sete variedades de

uvas viniferas cultivadas na Espanha, sendo quatro variedades tintas e trés

brancas, também foi observada, além dos terpenos, a predominancia de

compostos contendo seis atomos de carbono no complexo aromatico de todas

12



as variedades, cuja formacao foi atribuida a acdo conjunta do oxigénio e da
lipoxigenase durante as etapas que vao desde a colheita até o inicio da
fermentagao alcodlica. Estes compostos s&o classificados como “constituintes
precursores do aroma’?®?’. Além dos terpenos, outro grupo de compostos que
apresenta papel importante neste complexo, segundo os autores, sao os
acidos organicos, sendo o mais abundante o acido caprilico.

Por sua vez, o aroma secundario € formado por substancias resultantes do
metabolismo de leveduras e bactérias laticas durante as fermentacdes
alcoodlica e malolatica. A superficie das uvas possui uma grande variedade de
bactérias e leveduras que sao transferidas ao mosto no momento da
maceragdo. Alguns desses microrganismos sdo inativados e outros tém seu
crescimento estimulado pela adicdo de compostos quimicos nos tanques de
fermentacado. As varias espécies de leveduras que conseguem desenvolver no
processo fermentativo global metabolizam os constituintes do mosto,
principalmente os agucares, a uma grande quantidade de produtos finais
volateis ou nao-volateis, que influenciam e determinam o tipo e a concentracéo
de muitos componentes formadores das caracteristicas do aroma e do sabor
do vinho, contribuindo de forma positiva para o aroma final.

Os maiores produtos volateis resultantes dessa interagdo microbiana s&o o
etanol e o CO; que ndo contribuem significativamente para o aroma.
Contrariamente, acidos organicos, alcoois superiores, ésteres, compostos
carbonilicos (aldeidos e cetonas), compostos sulfurados e nitrogenados,
lactonas e fendis volateis constituem o maior grupo de compostos que formam
o “bouquet fermentativo” e representam, quantitativamente, a maior parte dos
constituintes do aroma do vinho. No entanto, quando presentes em grandes
concentracdes, estes compostos podem também ser indesejados?’.

O aroma terciario é formado durante a estocagem do vinho e constituido por
substancias provenientes em parte da uva e em parte originadas no curso da
fermentacdo, as quais sao formadas lentamente, dando origem a outras
substancias responsaveis pelo bouquet. O bouquet é o “perfume” caracteristico
dos grandes vinhos e se desenvolve na garrafa, durante o envelhecimento em
ambiente redutor’. Esses compostos ainda s3o pouco conhecidos, mas
acredita-se que sejam derivados de precursores especificos da variedade da

uva utilizada®.
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Muitos compostos formadores do aroma também s&o produzidos nos vinhos
envelhecidos em barricas de madeira (predominantemente de carvalho),
principalmente no caso dos tintos. Diversos tipos de madeira sdo usados em
todo o mundo na construcdo das barricas que irdo receber o vinho para o seu
envelhecimento, contribuindo para o carater “maduro” desta bebida, uma vez
que seus componentes volateis e n&o-volateis sdo extraidos e interagem de
forma complexa com os constituintes do vinho. Um exemplo disso s&o os
aldeidos vanilicos e siringicos e os diasteroisbmeros da 3-metil-y-octalactona,
citados como os componentes que mais contribuem para o aroma amadeirado
na bebida. O ambiente interno da barrica favorece também as reacbes de

oxidacéo, hidrdlise e polimerizagao.

2.3. COMPOSTOS CARBONILICOS EM ALIMENTOS E BEBIDAS

Os compostos carbonilicos (CCs) de baixa massa molar, assim como outros
compostos orgénicos, encontram-se bastante difundidos na natureza e séo
assimilados pelo homem através da respiracao de seus vapores, por absorgcao
cutanea ou pela ingestdo de alimentos e bebidas?®.

Grande atencdo tem sido dada aos CCs que apresentam propriedades
patolégicas aos seres vivos, com sintomas que variam de irritagdo dos olhos,
pele e trato respiratério até caracteristicas fitotoxicas, teratogénicas,
mutagénicas e principalmente carcinogénicas. Essas propriedades sdo mais
acentuadas nos aldeidos e cetonas de menor massa molar que possuem
insaturacdo e substituintes halogenados?®.

Alimentos e bebidas, em particular, contém esses compostos de maneira
bastante difundida, podendo influenciar significativamente na sua qualidade. A
presenca de CCs em bebidas alcodlicas esta relacionada com sintomas como
nausea, vébmito, inquietagao, suor, confusdo, queda na pressao e dores de
cabeca®. Por esse motivo, o interesse no estudo das concentracdes desses
compostos em alimentos e bebidas alcodlicas ou n&o-alcodlicas tem
aumentado. Além do efeito nocivo a saude, os aldeidos e cetonas afetam as
caracteristicas sensoriais das bebidas, pois a ocorréncia nestes produtos pode

ser um indicador de deterioracdo provocada por superaquecimento ou
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fermentagdo, ou indicador de contaminagdo pelo uso de embalagens
compostas por determinados materiais plasticos ou processo inadequado de
engarrafamento®.

Apesar de todos esses aspectos negativos, é importante salientar que, em
estudos direcionados a caracterizagao quimica de alimentos e bebidas,
principalmente aqueles que buscam identificar compostos formadores do
aroma, € possivel observar que, entre os componentes responsaveis pela
qualidade sensorial do produto, aparecem frequentemente alguns CCs.
Portanto, fica evidente a necessidade de se conhecer melhor o perfil e a
influéncia desses compostos em alimentos e bebidas, para que possam ser

classificados como marcadores negativos ou positivos nestes produtos.
2.3.1. Compostos carbonilicos identificados em vinhos

Os aldeidos e cetonas presentes em vinhos tém sido identificados de forma

isolada1-3,5-7,1 1,13,26,31-37

, mas poucos estudos focalizam a investigacdo no
conjunto dos CCs presentes, assim como existem poucas informagdes sobre 0
papel destes compostos na tipificacdo desta bebida. A literatura registra
algumas informagdes sobre formaldeido, acetaldeido, furfural, 5-hidroximetil
furfural, hexanal, E-oct-2-en-1-al, E-non-2-en-1-al, benzaldeido, diacetil, octan-
3-ona, acroleina, B-ionona, damascenona, cujas principais caracteristicas seréo

apresentadas a seguir:

Formaldeido

E o aldeido mais simples, mas provavelmente o mais estudado devido &
sua frequente incidéncia na atmosfera e hidrosfera, provocando irritagdo nos
olhos e no trato respiratério, nauseas, dor de cabeca, cansaco e sede®**,

O odor do formaldeido pode ser percebido em concentragcbes de
aproximadamente 1,00 mg L', acima disso, torna-se irritante ao trato
respiratorio e em concentragées maiores que 30,0 mg L™ pode provocar
pneumonia, bronquite ou resultar em morte quando esta concentracido exceder
100 mg L. Por isso, é importante conhecer as concentracdes desse aldeido

no ar, na dgua e nos alimentos para minimizar os danos & satde*’. Nos vinhos
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brancos foram encontradas concentragdes que variaram de 0,22 a 0,88 mg L™,

em diferentes marcas da bebida'®.

Acetaldeido

O acetaldeido é o principal aldeido presente no vinho, do ponto de vista
quantitativo. Caracteriza-se como um composto de alta reatividade quimica,
presente também no conjunto de compostos volateis em outros alimentos e
bebidas fermentados, assim como na composigdo do ar®.

O limite de percepcgao olfativa (menor concentragédo de uma substancia no
meio ambiente ou em solucdo, detectavel através do odor) do acetaldeido no ar
e de 0,21 mg L™, podendo tornar-se irritante ao aparelho respiratério quando
em concentracdo superior a 134 mg L™ “%. No vinho, o limite de percepcdo
olfativa é de aproximadamente 100 mg L™ “". O acetaldeido tem se mostrado
um potente embriotoxico e teratogénico em ratos, podendo ser considerado
também como um agente mutagénico e carcinogénico®*’.

A maior parte do acetaldeido encontrado em vinho é resultante da oxidagao
microbiana do etanol em condicdes aerdbias’®, sendo que a sua principal via
metabdlica é através do processo fermentativo das leveduras durante a
fermentagdo alcoodlica (Esquema 1), quando o acido piruvico é transformado
pela acdo da enzima piruvato carboxilase®*'*?. Pode ainda ser produzido, em
pequenas quantidades, através da oxidacdo nao-enzimatica.

O acetaldeido é produzido por varias cepas de leveduras em concentragdes
variaveis (10,0 a 140,0 mg L'1), sendo que esta variacdo dependera do tipo de
uva vinifera utilizada na produ¢cdo do mosto e também da quantidade de SO,
livre adicionado no processo’. Como o SO, é um agente anti-séptico, as
leveduras irdo se defender produzindo acetaldeido, que ira se combinar com o

bissulfito formando o acido a-hidroxietanossulfonico*3*4,

H
ch\_/,H\ o
oH HBC\_,/H TT‘. H3C%H —2p HSC\/H
g ;co I NADHHY  NAD* HO |
2 O
Acido pirdvico Acetaldefdo Etanal Acetaldeido

Esquema 1. Via metabdlica da fermentacao alcodlica
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Segundo Pontalier (citado por ref. 9), nos vinhos tintos o acetaldeido
também pode ser produzido através da oxidagdo do etanol provocada pelo
peréxido de hidrogénio formado na reagdo entre os polifendis presentes no
mosto das uvas tintas e o oxigénio que se difunde através da madeira da
barrica e é dissolvido lentamente.

Na industria de bebidas, é importante conhecer as concentracbes de
acetaldeido, pois este tem um papel central na manifestacido da intoxicacéo
alcoodlica. A legislacdo brasileira admite os seguintes valores maximos de
aldeidos totais em bebidas destiladas, expressos em mg de acetaldeido/100mL
de etanol anidro: aguardente 30,0 mg/100mL, conhaque 40,0 mg/100mL,
graspa 80,0 mg/100mL, destilado simples de uva 40,0 mg/100mL, pisco 20,0
mg/100mL*>®.

Vinhos estocados em tanques ou barricas de madeira que nao estejam
completamente plenos favorecem o desenvolvimento rapido de leveduras
fermentativas ou oxidativas (candida ou pichia) que oxidam o etanol e o
glicerol, deixando niveis altos e inaceitdveis de acetaldeido e outros
componentes ainda pouco conhecidos®. Altas concentragdes de acetaldeido
resultam em um aroma herbaceo indesejavel ao vinho*’, apesar de estar
associado a um agradavel aroma de mag¢d quando presente em pequenas
concentracdes®’. Nos vinhos brancos, em especial, a presenca do acetaldeido

»48

influencia na formagao do aroma “amadeirado” ou de “rangco”, além das notas

de “solvente”, “cola” e “esmalte”.

Furfural (F) e 5-hidroximetil-furfural (HMF)

Os aldeidos furanicos, furfural (F) e 5-hidroximetil-furfural (HMF) sao
compostos formados durante as reagcdes de escurecimento ndo enzimatico dos
alimentos. A toxicidade desses compostos furanicos ainda ndo €& bem
conhecida, com excec¢ao do furfural, para o qual ja esta estabelecido o valor
IDLH (Imediately Dangerous to Life or Health Air Concentration) que é de 100
mg L%%9 A literatura sugere que o contato prolongado ou repetitivo com o
furfural possa causar dermatites, irritacdo da mucosa e trato respiratério, além
de afetar o sistema nervoso central. Todos esses dados sdo baseados em
testes realizados com animais de laboratério, ndo havendo estudos conclusivos

sobre os efeitos desses aldeidos sobre humanos?*®°%°1,
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Tanto o F como o HMF podem ser considerados indicadores de degradagao
de alimentos e bebidas, quando encontrados em grandes concentragdes. No
mel, por exemplo, o aumento do conteudo de HMF é associado ao tratamento
térmico severo ou & temperatura inadequada de estocagem®*°°.

O aumento da concentracao do furfural esta relacionado com as mudancas
no aroma do alimento®, enquanto que o aumento da concentracdo do HMF
esta relacionado com reagdes que promovem mudangas na cor, principalmente
naqueles alimentos que sofrem reagdo de Maillard ou caramelizac&o®®.
Entretanto, quando presentes em baixas concentracées, compdéem o aroma de
algumas bebidas como brandies (conhaques) e vinhos envelhecidos em
barricas de madeira®'°"8,

A composigdo quimica da madeira inclui, além de muitas outras
substancias, lignina e polissacarideos como a celulose e a hemicelulose.
Quando uma barrica estd sendo construida, a parte interna da madeira é
queimada e em seguida molhada para evitar futuras rachaduras. Esse
tratamento resulta na reducéao parcial da celulose a HMF.

A adicado de caramelo é outra possivel fonte desses aldeidos furanicos em
vinhos destilados (brandies), pois na sua composi¢do quimica € encontrada
uma grande quantidade de HMF>2.

Ao estudar o efeito do envelhecimento estatico (quando o vinho permanece
na mesma barrica durante o envelhecimento) e dindmico (envolve a troca
parcial do conteudo de uma barrica para outra contendo um vinho mais velho,
durante varios anos) de brandies comerciais em barricas de madeira, Granados
e colaboradores® observaram que a adicdo intencional de caramelo resulta
realmente em concentragcbes de HMF significativamente maiores do que de

furfu ra|31 ,32,36,56

De acordo com o estudo, nos dois processos de
envelhecimento, a razdo F/HMF encontrada em quase todas as amostras foi
sempre inferior a 1 (Figura 7). Os autores utilizaram recursos estatisticos para
confirmar que as diferencas na razdo entre os dois aldeidos furanicos sao
consequéncias da adicao de caramelo e ndo um fato ao acaso.

No mesmo estudo os autores submeteram brandies isentos de caramelo ao
envelhecimento estatico e puderam perceber que na sua auséncia a relacao

F/HMF foi sempre maior que 1 (Figura 8), ou seja, se ndo houver caramelo na
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bebida a relagdo F/HMF sera alta (F/HMF > 1) e na presenca deste corante a
relacdo sera baixa (F/HMF< 1).

A relagdo F/HMF podera indicar também a origem do HMF, que pode ser
proveniente da termdlise da celulose (F/HMF > 1) ou como consequéncia do
caramelo adicionado como agente corante (F/HMF < 1).

O 5-hidroximetil-furfural também faz parte da fragdo aromatica do Xerez*,
um vinho branco muito seco, elaborado no sudoeste da Espanha® e de alta
graduagéao alcodlica. Este tipo de vinho também é submetido a processos de
envelhecimento estatico e/ou dinamico. Durante a producdo do Xerez,
processos quimicos bem diferentes podem ser empregados, gerando bebidas
com caracteristicas também diferentes. Na produgao do Xerez “fino”, processos
redutores predominam, enquanto que na elaboragdo do “aromatico” os
processos sdo somente oxidativos. Ja na elaboracdo do Xerez “amontilado”
ocorre a combinagao de processos oxidativos e redutores.

Ao comparar o comportamento dos aldeidos furanicos e fendlicos nos trés
tipos de Xerez®', foi observado que no tipo “fino” a presenca desses compostos
€ muito pequena ou inexistente. No entanto, foi observado que o F, HMF, o p-
hidroxi-benzaldeido, a vanilina e o siringaldeido estdo presentes em maiores
concentracbes no Xerez dos tipos “aromatico” e “amontilado”, ambos
associados a processos oxidativos de envelhecimento®'+°.

O furfural presente no vinho pode ser proveniente também das rolhas de
cortica, pois ja foi identificado entre os 50 compostos volateis naturais
formadores do aroma das corticas que ndo contém defeitos de contaminagcao
microbiana®*.

O 5-metil furfural também pode ser associado ao aroma “amadeirado”
apresentado em alguns vinhos'. Foram encontrados teores de 0,10 a 51 pg L™
e 0,66 pg L™ deste aldeido em vinhos tintos e brancos, respectivamente’®. Seu
impacto sobre o aroma nao parece ser tao significativo quanto do F e HMF,
pois seu limite de percepcao olfativa € muito maior do que os teores
encontrados (20000 pg L ™).
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Hexanal, E-oct-2-en-1-al e E-non-2-en-1-al

Os aldeidos Hexanal, E-oct-2-en-1-al e E-non-2-en-1-al sao produtos da
degradagdo oxidativa de acidos graxos insaturados em alimentos. As
concentracbes que podem afetar a saude humana ainda ndo estdo
estabelecidas, mas a literatura afirma que podem causar irritagdo no trato
respiratorio, sistema digestivo e na pele, podendo ocasionar também edema
pulmonar grave*®°0°",

O hexanal é considerado um indicador importante da oxidacao lipidica por
ser o produto mais abundante desta reacéo®’, além de ser responsavel pelo
aroma herbaceo resultante da degradacdo de acidos graxos em uvas semi-
amadurecidas®’. As enzimas responsaveis pela producdo de aldeidos contendo
seis atomos de carbono na cadeia, a partir dos acidos graxos polinsaturados da
uva, sao: acil hidrolase, lipoxigenase e alcool desidrogenase. O mecanismo de

obtencao desses compostos esta mostrado no Esquema 2.

Lipidios membranares

acil hdrolase

¥ ¥
acido linoleico (C18:2) acido linolénico (C18:3)
. ' . - ' - -
Hidroperdsxido Hidroperdxido
enzima de cisdo dos ehZima de cisdo dos
hidroperdxidos Il hidroperixidos
Hexanal E-hexen-2-al Z-hexen-3-al
alcoal
desidrogenase

E-hex-2-en-1-ol Z-hex-3-en-1-0

Esquema 2. Formacao de aldeidos e alcoois contendo seis atomos de carbono
na cadeia, a partir de acidos graxos polinsaturados da uva?’.
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Este aldeido contribui com o odor final indesejavel e pode ser encontrado
em concentragdes crescentes durante a estocagem dos produtos alimenticios.
O limite de percepgao do hexanal em agua € de 4,5 ug L,

As caracteristicas desses aldeidos mudam significativamente com o
aumento da cadeia carbdnica e em geral o limite de percepg¢ao diminui entre os
componentes de cadeia mais longa®. A Tabela 1 apresenta algumas dessas

caracteristicas.

Tabela 1. Propriedades sensoriais e limites de percepgdo de alguns trans-
alcenais®?.

Aldeido Limite de percepgéao Descritor olfativo
(ug L)

E-pent-2-en-1-al 1500 Forte
E-hex-2-en-1-al 17 Forte, herbaceo, améndoa
E-hept-2-en-1-al 13 Herbaceo
E-oct-2-en-1-al 0,10 Oleoso, 6leo de limao, amadeirado
E-non-2-en-1-al 0,07 Intensivamente oleoso, vegetal cozido
E-dec-2-en-1-al 0,30 Oleoso
E-undec-2-en-1-al - Citrico, herbaceo
E-dodec-2-en-1-al - Herbaceo

Nos vinhos o hexanal e o E-oct-2-en-1-al foram associados ao aroma
“amadeirado” da bebida, sendo esta caracteristica frequentemente descrita em
vinhos velhos e oxidados. O E-oct-2-en-1-al foi encontrado em quatro vinhos
tintos e quatro vinhos brancos diferentes analisados por Culleré e
colaboradores.®®. De acordo com os autores, este aldeido provavelmente
compde o grupo de volateis com alto impacto no aroma dos vinhos analisados,
pois os valores obtidos (0,19 a 0,97 pg L™ nos vinhos tintos e 0,66 a 1,1 ug L
nos vinhos brancos) sao superiores ao seu limite de percepcéo olfativa (0,10 ug
L-1)63_

A deterioragdo oxidativa do vinho e da cerveja resulta também em odor de
“vegetal cozido” ou “serragem”, atribuido ao E-non-2-enal'"®*. Este aldeido nao
faz parte dos compostos majoritarios da fragao volatil dos vinhos e, no entanto,
exerce uma grande influéncia sobre o aroma uma vez que seu limite de
percepcdo é muito baixo (0,07 pg L™)®. Nos vinhos Chardonnay e Merlot os

respectivos teores encontrados foram de 0,03 ug L' e 0,23 ug L™ ©%.
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4-metil-benzaldeido

O 4-metil-benzaldeido foi identificado durante a fermentagdo da uva
Muscadine®, porém existem poucas informagées sobre este aldeido na
literatura revisada. Aparentemente, a sintese e degradagao ocorrem durante a
fermentacao alcodlica, restando concentracbes muito baixas do 4-metil-

benzaldeido no vinho engarrafado.

Benzaldeido

O benzaldeido é um composto de odor amargo, nocivo a saude, podendo
causar dermatite e irritacdo gastrointestinal, além de afetar o sistema nervoso
central, provocando inconsciéncia ou coma®’. Seu limite de percepcdo no
ambiente é de 0,04 mg L', mas os valores IDLH ainda n3o estdo definidos*.
Segundo a literatura, quando presente em concentragdes de 1,40 a 13,5% em
volume no ar, ja comega a ser irritante aos olhos e vias respiratorias®’.

No vinho, o benzaldeido esta associado ao aroma de améndoa amarga e
ao grupo dos compostos formadores do aroma das cerejas®®. Pode ser
encontrado tanto em vinhos de uvas tintas quanto em vinhos brancos, mas em
geral é encontrado em pequenas concentracdes (0,08 a 0,23 mg L)*.

Alguns autores citam a importancia do benzaldeido como marcador quimico
utilizado para diferenciagdo entre variedades de uvas viniferas*>®°. Nos vinhos,
sua presencga pode estar relacionada também ao odor de “vegetal cozido” ou a

caracteristica “alcodlica” do odor.

Diacetil

O diacetil, ou butan-2,3-diona, € um composto dicarbonilico cujo contato
prolongado ou repetitivo pode causar sensibilizagdo cutanea. Seus vapores
podem provocar irritagdo nos olhos, nariz e garganta51. Nao existem valores de
concentracao (IDLH) relacionados com a sua toxicidade em humanos®.

O diacetili € um componente de importdncia sensorial e encontra-se
presente na composi¢cdo do aroma da manteiga, do vinagre, do café e de
outros alimentos °*®. E um composto carbonilico secundario formado durante
a fermentacdo malolatica, por interferéncia de leveduras®®. A reagdo se inicia
com a condensacédo do piruvato com uma molécula de acetaldeido combinada

com o pirofosfato de tiamina, formando acido a-acetolactico. O acido o-
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acetolactico sofre entdo uma descarboxilagdo nao oxidativa e é convertido em

diacetil (Esquema 3).

HSCM—-—""}”\\
[l

]
Firuvato

I|:i TRF +
HSC“‘H”A‘“OH %. TPP-:y ———= Acetolactato
o Ciog .
Piruvato E:-E%ZNAD l\‘
+ COz
HADH+ H

oH

CHa CH, CHy
== Hio HO
=0 T T =0 T = OH
HaC NADH+H  HAD HaC NADH+H  MAD HC
Diacetil Acetoina Butan -2, 3-diol

Esquema 3. Formacao de diacetil por levedura, em anaerobiose (TPP:
pirofosfato de tiamina; TPP-C,: acetaldeido ativo)*.

A acetoina e o butan-2,3-diol sdo igualmente formados a partir do piruvato.

Em concentragdes superiores a 2,0 - 4,0 mg L™ pode conferir um aroma de
manteiga ao vinho. Existem evidéncias de que a producédo de diacetil nos
vinhos esteja relacionada principalmente com a variedade da uva®*°.

Além de estar associada a fermentagcdo malolatica, a produgédo do diacetil
pode também ocorrer por degradagao do acido citrico, através da interferéncia
de bactérias laticas (Esquema 4). Neste metabolismo, o acido citrico é
degradado a oxaloacetato e acetato por enzimas presentes no interior da
bactéria. O oxaloacetato € descarboxilado a piruvato, que por sua vez, dara

origem aos compostos acetoinicos (diacetil, acetoina e butan-2,3-diol)*.
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Esquema 4. Vias metabdlicas de degradagdo do acido citrico por bactérias

laticas™®

De acordo com Pripis-Nicolau e colaboradores®’, assim como o diacetil,
outros compostos a-dicarbonilicos sao encontrados no vinho, em equilibrio com
sua forma reduzida (a-hidroxicetonas e a-didis) e, devido a alta reatividade da
carbonila em meio aquoso, eles podem interagir com aminoacidos presentes
no vinho, gerando compostos de forte impacto no aroma®”. Segundo os
autores, em seu estudo foi possivel observar que a interacdo do acetil com os
aminoacidos cisteina, metionina, valina, leucina, isoleucina e fenilalanina gerou
compostos com aroma a “tostado, batata, queijo, amilico, frutado e floral”,

respectivamente®’

Octan-3-ona

A octan-3-ona € uma cetona produzida pela levedura Saccharomyces
cerevisiae durante a fermentagdo. Sua producido € resultante da interacéo
entre a levedura e fungos presentes no mosto da uva. Estes fungos produzem

metabdlitos como a oct-1-en-3-ona, cuja influéncia é refletida no aroma “a
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fungo” observado na bebida. A levedura convertera este metabdlito em octan-

3-ona, abrandando o odor citado®.

Acroleina
A acroleina (ou propenal) é extremamente téxica por todas as vias de
administragcdo e tem mostrado caracteristicas mutagénicas, além de provocar

irritagdo no trato respiratério de animais e humanos®**%.

Os vapores de
acroleina sao lacrimogénicos, muito irritantes aos olhos, nariz e garganta®'. O
limite de percepcdo olfativa da acroleina no ambiente é de 0,21 mg L™ e
concentragbes dez vezes maiores sao consideradas perigosas a vida e a
satde®.

A producéao de acroleina pela transformacao de 3-hidroxipropanal € comum
em cidras e provoca uma alteragdo indesejada, conhecida por “piqlre
acroleigue”, responsavel pelo aroma de pimenta e pela sensacao picante e
irritante nas bebidas. O Esquema 5 mostra a reacao simplificada de obtencéao

da acroleina.

H
Propana-1 3-diol

Glicerd desidratase MD desidratase
| Coenzima EI,,; | | OH
oH OH HO CH NADHH-  Nape =N
2

Gliceral J-Hidroxipropanal Propano - 1, 3 - diol

H+

aguecimento

H, 0
HECWD
Acroleina

Esquema 5: Via metabdlica de obtencéo da acroleina®.

Nos vinhos, este metabolismo é associado a presenca das bactérias
termofermentativas: Bacillus amaracrylus e Lactobacillus colinoides®®°. Neste
caso, os principais doadores de hidrogénio sdo os aminoacidos sulfurados
cisteina e metionina. A metionina, por exemplo, é transformada no aldeido 3-
metil sulfanil propanal (metional) e este é fotodegradado em acroleina e sulfeto

de dimetila, conforme mostrado no Esquema 62’.
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Esquema 6. Formagao de acroleina a partir de aminoacidos sulfurados?’.

A acroleina obtida por fotodegradacéo esta associada ao “gosto de luz”,
defeito que se manifesta essencialmente nos vinhos brancos apds o

engarrafamento e exposicdo a luz*’.

pionona

A cetona pB-ionona, cujo odor esta associado a “rosa’, “violeta” e
“balsamico”, apresenta limite de percepg¢ao de 0,005 mg L (determinado em
solugdo a 10% v/v de etanol, com pH ajustado para 3,5 com 4&cido
tartarico)®*#%®. E muito utilizado em perfumaria devido ao seu aroma floral
caracteristico, quando diluido em solugdo aquosa®. Alguns descritores de

"0 Ainda ndo

aroma para esta cetona incluem também “fruta”, “banana” e “doce
existem dados conclusivos sobre suas propriedades toxicolégicas, mas sabe-
se que em elevadas concentragdes pode causar irritagdo no trato digestivo,

respiratorio, pele e olhos®.

27



Nos vinhos, a B-ionona faz parte do grupo de compostos ceténicos obtidos
através da degradacdo de carotendides da uva sob influéncia da luz e de
enzimas como a polifenoloxidase e lipoxigenase?’. As demais cetonas obtidas
desta forma sdo encontradas em quantidade trago, mas possuem importante
papel no aroma dos vinhos. A concentragdo média de B-ionona encontrada em
vinhos tintos foi de 0,11 pg L™, enquanto em vinhos brancos foram encontrados
apenas concentracéo “tracos” do composto®.

Damascenona

A damascenona é uma cetona de grande importancia no estudo dos
compostos volateis, estando presente em muitos produtos derivados de
vegetais. A produgdo e comercializagdo estdo direcionadas atualmente para
atender as industrias de perfumes e aromas. Apresenta um limite de percepcgao
de 2,0 ng L™ em agua e é descrita como uma das substancias responsaveis
pelo aroma floral nas bebidas destiladas e nos vinhos tintos **"". Também esta
associada a nota de “fruta exdtica™’. Um estudo de identificacdo de compostos
volateis em dez tipos de vinhos elaborados com diferentes variedades de uvas
tintas revelou a presenca da B-damascenona em todas as amostras®. Acredita-
se que a sua presenga nos vinhos seja proveniente da degradagdo térmica do
carotendide neoxantina, por um mecanismo complexo®.

Estudos recentes em uvas viniferas indicam que a pB-damascenona pode
ser formada in vivo numa sequéncia de reacdées como mostrado no Esquema
7. De acordo com o esquema proposto, as neoxantinas (1) sdo convertidas em
uma cetona (2) e em seguida transformadas em um triol (3), identificado como
um componente do extrato da uva tratada com enzima glicosidase. O referido
triol é convertido rapidamente nos produtos: p-damascenona (4), 3-
hidroxidamascenona (5), e 5,7-enina-3,9-diol (6). O diol formara lentamente
tanto pB-damascenona quanto 3-hidroxidamascenona, podendo gerar esses
produtos no vinho engarrafado por varios anos, enquanto durar seu
envelhecimento. No entanto, ndo sera um precursor significante em variedades

de uvas para vinhos jovens’".
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Esquema 7: Via metabdlica da obtengdo da damascenona (4)"".

Aproximadamente 40 aldeidos e cetonas foram citados por estarem
presentes em uvas e vinhos (Tabela 2 e Figuras 9 e 10). Alguns sao citados
com maior frequiéncia devido a sua maior representatividade em relacédo aos
outros ou pela influéncia que exercem no aroma ou na saude do consumidor.

De acordo com Laws e colaboradores®®, uma parte dos CCs provenientes
da uva é quimicamente reduzida pela levedura durante a fermentagdo do
mosto. Apesar disso, os autores ressaltam que ha registros do aumento da

concentragcédo de alguns aldeidos como o furfural, o acetaldeido e outros CCs
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de maior massa molar durante a fermentacao, estocagem e envelhecimento do
vinho, especialmente sob temperaturas elevadas™>.

O nonanal, decanal, 3-hidroxi-butan-2-ona e 6-metil-5-hepten-2-ona foram
identificados, entre outros, por Girard e colaboradores’® como produtos da
fermentagao alcodlica do mosto da uva Pinot noir. Esses compostos foram
encontrados em concentragdes respectivas de 123,0; 19,4; 28,3 e 5,50 mg L
("2 A presenca de octanal esta relacionada com as leveduras envolvidas no

envelhecimento biolégico de alguns vinhos, sua descricdo aromatica envolve
:!36,70- A

caracteristicas como “gorduroso”, “citrico”, “maca”, “terpénico” e “rosa
butan-2,3-diona (diacetil) e pentan-2,3-diona sdo outros CCs importantes
formados durante a fermentagdo, eles sdo obtidos pela descarboxilagdo
espontanea de o-ceto acidos’®. No mosto da uva Muscadine o aldeido
resultante da fermentacdo foi o 4-metil benzaldeido, cuja concentragao
aumentou durante os dez primeiros dias, diminuindo progressivamente apods
este periodo®.

Outros aldeidos benzodicos, por sua vez, tém sua origem ligada a
composi¢cao da uva ou a estocagem em barricas de madeira, de onde séo
extraidos. A vanilina, o p-hidroxibenzaldeido e o siringaldeido, por exemplo,
foram encontrados em vinhos tipo xerez e vinho tinto de Tempranillo,
produzidos sob condicdes de envelhecimento oxidativo em barricas de carvalho
3170 De acordo com a literatura, eles sdo formados através da degradagdo da
lignina da madeira pelo alcool, podendo ser encontrados também em bebidas

31,74

como conhaque, whiskies e brandies Os teores de vanilina podem

alcancgar 140,0 ug L™, em vinhos tintos®.
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Tabela 2. Compostos carbonilicos identificados em amostras de vinho.

Compostos carbonilicos Férmula | Massa | Citagdes (referéncias)
ALDEIDOS Molecular | Molar
Furfural CsH4O, | 96,090 | 11,32,33,36,56,57,58,75,72
4-Metil benzaldeido CgHgO | 120,16 | 35
5-Metil furfural CsHsO2 | 110,11 | 11,75,60,70
Hexanal CeH120 | 100,16 | 11
E- Oct-2-en-1-al CgH14O | 126,20 | 11
Benzaldeido C/HesO |106,13 | 11,26,36,72
E- Non-2-en-1-al CoH1sO | 140,23 | 11,64
Acetaldeido C,H,O | 44,050 | 1,11,13,30,32,33,36,38,41
Formaldeido CH,O 30,030 | 13,30,38
Acroleina Cs;H4sO | 56,060 | 36,68
5-Hidroximetil-furfural CsHsO3 | 126,11 | 11,31,56,57,70,50
Nonanal (nonil aldeido) CoH1sO | 142,24 | 36,72,64
Decanal C1oH200 | 156,27 | 5,26,36,72,64
E-Cinamaldeido CoHsO | 132,16 | 36
Propanal C3sHsO | 58,070 | 71
Butanal e iso- butanal C4HgO | 72,100 | 66
Iso-pentanal CsH10O | 86,000 | 31
p-Hidroxi-benzaldeido C/HsO, | 122,12 | 31,36
Siringaldeido CoH1004 | 182,18 | 31,70
Vanilina CgHsO3 | 152,15 | 31,60,70,76,74,73,
3-Metil butanal CsH10O | 85,600 | 36
Heptanal C/H4,O | 114,18 | 36
Octanal CsH1sO | 128,21 | 32,36,64
CETONAS
4-Hidroxi-4-metil-pentanona | CgH1,02 | 116,16 | 11
B-lonona C13H19O | 192,30 | 3,6,36,72,60,73
Nonan-2-ona CoH1sO | 142,24 | 11
3-Etoxi-butan-2-ona CgH1202 | 116,16 | 33
3-Etoxi-pentan-2-ona Cs/H440, | 130,19 | 36,72
3-Hidroxi-butan-2-ona C4HsO, | 88,110 | 36,72
6-Metil-5-hepten-2-ona CgH140 | 126,20 | 2,66
Octanona CsH46O | 128,22 | 2,5,36,60
B-Damascenona C43H1sO | 190,28 | 77
Benzoquinona CeH4O, | 108,10 | 36
Heptan-3-ona C/H14,O | 114,19 | 36
Heptan-2-ona C/H4,O | 114,19 | 36
Octen-3-ona CgH14,0 | 126,20 | 36
Decan-2-ona C1oH200 | 156,27 | 36
Undecanona C11H220 | 170,30 | 36
2-Acetilciclopentanona C7/H4002 | 126,16 | 36
Butan-2,3-diona (diacetil) C4HsO, | 86,090 | 36,73
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Figura 9. Férmulas estruturais dos aldeidos identificados em vinhos
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2.3.2. Influéncia dos CCs na qualidade dos vinhos

Os compostos carbonilicos, em particular os aldeidos, estdo amplamente
distribuidos em vinhos e bebidas em geral, influenciando significativamente no
aroma desses produtos devido ao baixo valor de seus limites de percepgao
olfativa® "’

O tipo e concentragao desses CCs podem variar tanto quanto o poder de
conferir notas agradaveis ou desagradaveis ao aroma, ou seja, um Uunico
aldeido podera influenciar positiva ou negativamente nas caracteristicas
sensoriais do vinho, dependendo principalmente da sua concentragdo no
meio®. Por esse motivo, a identificagdo de CCs pode ser um recurso
importante na busca pela sua padronizagao.

Alguns aspectos positivos e negativos da presenga de CCs em vinhos serao
discutidos a sequir:

Aspectos positivos

Em alimentos, a reacdo de Maillard entre sacarideos e peptideos contendo
lisina ou outros residuos de aminoacidos pode gerar compostos carbonilicos
que irdo interferir no aroma, especialmente os CCs furanicos®. O 2-metil
butanal, por exemplo, é o composto resultante da interagdo entre isoleucina e
os compostos dicarbonilados do vinho, sendo um dos responsaveis pelo aroma
“frutado” desta bebida®'. Os produtos da interacdo entre fenilalanina e os
compostos dicarbonilados sdo o benzaldeido e o fenilacetaldeido, ambos
descritos como responsaveis pelo aroma “floral”®”.

O grupo de CCs volateis responsaveis pelos aromas “floral” e “frutado” &
composto principalmente por cetonas e aldeidos benzdéicos (B-ionona, B-
damascenona, vanilina, siringaldeido e benzaldeido) e também por aldeidos
alifaticos de cadeia longa (octanal e decanal). Alguns deles sdo extraidos da
madeira da barrica na qual o vinho é colocado para envelhecer, outros sao
provenientes da propria uva.

A vanilina é um dos aldeidos benzoicos mais importantes, pois é
encontrada em concentragbes elevadas conferindo aromas agradaveis,
descritos pelas expressodes: “caramelo”, “fruta”, “algodéo, “doce” e “péssego”,
além de ser o componente mais importante do aroma da baunilha®?. Os

descritores aromaticos para a [-ionona, p-damascenona e octanal sao
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semelhantes e incluem: “frutado”, “floral”, “rosa”, “violeta”, “banana”, “maca” e
“doce”. O decanal foi descrito como “citrico”"*"®).

Os aldeidos furanicos, furfural, 5-metil furfural e 5-hidroximetil furfural,
também extraidos da madeira ou provenientes da caramelizacdo, podem
conferir sabores e aromas agradaveis quando presentes em baixas
concentragdes. Esses aromas sdo descritos como notas de “madeira” e ajudam
na complexidade dos vinhos envelhecidos''?*. As notas de “madeira” também
estdo relacionadas com aldeidos cinamicos como o coniferaldeido e
sinapaldeido que, da mesma forma que os aldeidos furanicos e benzdicos,
passam para os vinhos envelhecidos em barricas de madeira por extracdo’.

Alguns CCs como o hexanal e o E-hex-2-en-1-al foram relacionados ao
grupo de compostos formadores do aroma em calvados (bebida obtida da
destilagao da sidra). Esses compostos sdo formados durante o processo de
trituragcdo da maca para obtencdo do suco que sera fermentado e podem ser
total ou parcialmente convertidos em outros compostos volateis durante a
fermentacdo. A B-damascenona e as heptanonas metiladas, originadas pela
degradacao térmica de carotendides, sdo citadas como cetonas constituintes
do sabor caracteristico da bebida apds a destilagdo, originadas pela
degradacao térmica de carotendides™.

De uma forma geral, € possivel perceber que os CCs que constituem as
notas aromaticas mais agradaveis dos vinhos sdao compostos de alta massa
molar, envolvendo longas cadeias carbdnicas ou cadeias aromaticas.

Aspectos negativos

A qualidade de certos vinhos pode ser prejudicada por odores e sabores
indesejaveis, que conferem diferentes notas de aroma a bebida.

Os “gostos amilicos”, por exemplo, sdo sabores provenientes de uma
fermentagdo inadequada, resultando em grandes concentragbes de ésteres,
alcoois ou aldeidos. Esta caracteristica € muito comum em vinhos brancos
vinificados a temperaturas muito baixas. O 3-metil butanal também esta
associado a esta caracteristica e, segundo a literatura, € um dos produtos da
degradacgéao de Strecker, iniciada com a interagdo entre o aminoacido leucina e
compostos dicarbonilados do vinho®’. Este aldeido foi identificado em oito tipos
de vinhos (quatro tintos e quatro brancos), em concentragdes que variaram

entre 4,45 a 13,3 pg L™, levando a concluir que sua presenca pode afetar
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significativamente o aroma do vinho, uma vez que seu limite de percepgao é de

apenas 1,00 ug L'®3).

Quando o aminoacido envolvido é a cisteina (contém
enxofre na estrutura), os produtos da reagdo possuirdo descritores de aroma
como: “ovo podre”, “sulfidrico”, “assado”, “tostado”, etc. Se o aminoacido
envolvido for a valina, resultara em 2-metil propanal, um indicador de aroma de
“queijo” desagradavel®’.

Os “gostos herbaceos” sao atribuidos a presenca de alcoois e aldeidos
resultantes de uma série de oxidagdes enzimaticas dos &cidos graxos
insaturados (acidos linoleico e linolénico) presentes na casca da uva e/ou de
uvas nao amadurecidas suficientemente ou da presenca de folhas na
vinificagd0>2. O hexanal é o principal deles, mas o E-oct-2-en-1-al e o E-non-2-
en-1-al também podem ser responsaveis por este defeito no aroma. Durante a
fermentacao esses aldeidos poderao ser transformados em seus respectivos
alcoois, com sabores mais toleraveis'"%.

O E-non-2-en-1-al e o benzaldeido foram mencionados na literatura por
conferirem o aroma a “vegetal cozido” ou “serragem” em alguns vinhos
brancos, mas a nota aromatica atribuida com maior frequéncia ao benzaldeido

3539400 Os teores de E-non-2-en-1-al no vinho s&o

é de “améndoa amarga” {
muito baixos, entre 0,10 a 5,00 pg L™, mesmo assim, podem influenciar
negativamente o aroma®.

O fenilacetaldeido esta relacionado com o aroma a “madeira velha”, sendo
citado na literatura como importante odorifero por ter sido encontrado em varios
tipos de vinho em concentragbes bem acima de seu limite de percepgao (0,20 a
0,40 pg L™"). Os valores encontrados variaram de 4,82 a 30,3 ug L7,
respectivamente nos vinhos brancos e tintos’®%.

Outra caracteristica indesejada relacionada com a presencga de aldeidos é o
“‘gosto aceético”. A producédo de acetaldeido €, até certo ponto, um processo
natural; no entanto, concentragées de acetaldeido iguais ou superiores a 50,0
mg L manifestam a caracteristica “oxidada” do vinho. Esse defeito pode ser
resultante da aeracdo do vinho, da contaminacéo por leveduras estranhas ao
processo ou da conservagdo em recipiente cujo volume em liquido esteja
incompleto, permitindo o contato com a camada interna de ar®.

O “defeito acroleina” é caracteristico em vinhos contaminados por bactérias

laticas especificas e pela interagdo dos polifendis com alguns componentes

36



quimicos do mosto. Ele confere um odor picante com pequenas notas de
plastico.

A interagdo entre a Sccharomyces cerevisae e fungos presentes no mosto
produz a oct-1-en-3-ona, cetona responsavel pelo aroma a “fungo” ou

131

“‘cogumelo™’. As bactérias envolvidas na fermentagcdo malolatica, por sua vez,

sdo responsaveis pela producdo de diacetil (butan-2,3-diona), cetona

»5

relacionada com o aroma a “manteiga™. Alguns compostos carbonilados como

isobutanal, isovaleraldeido, nonan-2-ona e undecan-2-ona participam na nota a
“ranco”?’.

E importante ressaltar que os CCs do vinho ndo existem apenas na forma
livre, mas parcialmente ligados ao didxido de enxofre, formando &acidos
hidroxialquilsulfénicos que serao tanto mais estaveis quanto menor for o pH do
vinho. Os referidos acidos também irdo influenciar na qualidade da bebida e

serdo discutidos a seguir®.

2.3.3. Interagido dos CCs com o SO, e formagcao de acidos

hidroxialquilsulfénicos

2.3.3.1. Importancia do SO, na elaboraco de vinhos

Os compostos sulfurados (NaS,0s5 ou K,S,;05 - metabissulfito de sédio ou
potassio e/ou KHSOs - bissulfito de potassio) tém sido usados pelas vinicolas
para solucionar os problemas de oxidacao e interferéncias microbianas em
vinhos™.

Considerando que o uso destes compostos se difunde cada vez mais, deve
ser levado em conta também os fatores relacionados com seu efeito prejudicial
a saude, particularmente porque eles estdo associados aos problemas de
asma entre os consumidores de bebidas alcodlicas’”. Os niveis de
concentracdo de SO, total permitidos pela EU (Unido Européia) e OIV
(Organizacao Internacional da Uva e do Vinho) para alguns tipos de vinho
variam respectivamente de 160 a 260 mg L™ e de 175 a 360 mg L' “3.
Entretanto, de acordo com a literatura, concentracdes inferiores a 10,0 mg L™

sdo suficientes para provocar ataques de asma®’.
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Em solugcdo aquosa estes compostos produzem varias espécies de S(1V),
envolvidas em um equilibrio que depende principalmente do pH do meio.
Especialmente no vinho ocorre um equilibrio entre as formas livre e ligada das
espécies de S(IV)*. O “SO, ligado” se refere aos compostos de adicdo entre
S(IV) e outras substdncias como aldeidos, acidos organicos, antocianinas,
proteinas e acucares. Nesta forma ele tem pouco efeito inibidor sobre a maioria
das leveduras e bactérias, mas na forma “livre” ira atuar como agente
antimicrobiano e antioxidante.

As concentragdes do SO, livre encontradas em diferentes tipos de vinho
podem variar em fungao da composicado da bebida, da quantidade do bissulfito
e/ou o metabissulfito adicionados e da maior ou menor facilidade de interacéo
entre S(IV) e alguns componentes carbonilicos da matriz (estes componentes
serao discutidos na sequéncia). Como os vinhos contém niveis significativos
destes CCs, esta combinagao deve ser considerada, pois podem influenciar a
redugdo da concentragdo do SO,*. O equilibrio da formagado do aduto depende
da temperatura, do pH do meio, e do tipo de constituintes quimicos que
combinam com as espécies de S(IV). Além disso, qualquer mudanga na
composicdo do vinho afeta inevitavelmente este equilibrio, o que ¢é

demonstrado no Esquema abaixo **®':

=181 pi=H6591
L {50 +I

forma predominante
fo vinhao

S0, + H,0 ok

Esquema 8: Distribuigcao das diferentes formas de S(IV) em solugado aquosa.

No vinho, cujo pH varia de 3 a 4, a espécie de S(IV) predominante é o ion
bissulfito **®*%% A Tabela 3 mostra a abundancia relativa das espécies de S(IV)
no vinho, tanto na forma livre (SO, "~ espécie ativa) como na forma de HSOz3,

nesta faixa de pH.
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Tabela 3. Abundancia relativa das duas espécies de S(IV) em fungédo do pH,
a 20°C, em solucéo aquosa™.

pH | SO; livre(%) | HSO3 (%)
3.00 6.06 94.9
3.10 4.88 95.1
3.20 3.91 96.1
3.30 3.13 96.9
3.40 2.51 97.5
3.50 2.00 98.0
3.60 1.60 98.4
3.70 1.27 08.7
3.80 1.01 99.0
3.90 0.81 99.2
4.00 0.64 99.4

Os dados mostram que em vinhos com pH’s mais elevados, a quantidade
de SO; livre diminui, justificando a necessidade de uma sulfitagem maior
quando o pH do mosto ou do vinho € elevado.

Apesar de existirem poucas evidéncias, acredita-se também que o bissulfito
possa impedir a ocorréncia da reacdo de Maillard nos vinhos. Ele atuaria
bloqueando os grupos carbonilicos ativos - presentes nos agucares redutores,
aldeidos e cetonas - evitando a condensagdo entre estes grupos e os
aminoacidos e proteinas do vinho e, consequentemente, promovendo a
paralisacdo da seqliéncia desta reacdo de escurecimento’’.

Em linhas gerais, o papel das espécies de S(IV) no suco da uva ou no vinho
esta relacionado com sua capacidade em competir com o oxigénio pelos
grupos quimicos susceptiveis a oxidagdo, inibindo algumas reagbes de
oxidacao. Ainda ndo se conhece o mecanismo exato da inibicdo, mas sabe-se
que essas espécies desestabilizam as pontes de enxofre que mantém a

conformacgao natural das enzimas oxidativas responsaveis pelo escurecimento.

2.3.3.2. Moléculas que se combinam com o S(1V)

Varios compostos presentes no vinho se ligam ao bissulfito especialmente
aqueles que possuem carbonila em sua estrutura, como por exemplo:
formaldeido, acetaldeido, glioxal, metilglioxal, os &cidos piravico, a-

cetoglutarico, galacturénico, glucurdnico, 2-cetoglucdnico, 2,5-dicetoglucénico,
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os carboidratos xilose, 5-cetofrutose e o hidroxipropanedia

desses compostos sao listados abaixo:

HCHO

CH;-CHO

CHO-CHO

CH;-CO-CHO

CH;-CO-COOH
CH-CO-CHOH-CHOH-CH;OH
COOH-CO-CH;-CH,-COOH
CHO-CHOH-CHOH-CHOH-CHOH-COOH
CHO-CHOH-CHOH-CHOH-CHOH-COOH
COOH-CO-CHOH-CHOH-CHOH-CH,0OH
COOH-CO-CHOH-CHOH-CO-CH,0OH
CH,;0H-CO-CHOH-CHOH-CO-CH,OH
CHO-CHO-CHO

1438384 Alguns

Formaldeido
Acetaldeido

Glioxal

Metilglioxal

Acido piravico
Xilosana

Acido a-cetoglutarico
Acido galacturdnico
Acido glucurdnico
Acido ceto-2-glucdnico
Acido diceto-2,5-glucénico
Ceto-5-frutose
Hidroxipropanodial

Em solugdes aquosas, as espécies de S(IV) podem se ligar aos compostos

carbonilicos de varias maneiras e uma destas combina¢des pode conduzir a

formacdo dos compostos de adicao

hidroxialquilsulfénicos (AHAS) (Esquema 9)

Composta carbaonilico ion hissulfito

conhecidos como acidos

RQCJ
|

R—C—S5—0"

OH O

Hidroxialguilsulfonata

Esquema 9. Reacdo de formacao dos acidos hidroxialquilsulfénicos.

Como ja foi mencionado, a combinagao do bissulfito com os CCs, em geral,

resulta em compostos de adicdo com baixa estabilidade, a excecdo da
combinacdo com o formaldeido e acetaldeido. Porém, quando a concentracao
de S(IV) livre € muito reduzida em decorréncia de processos de oxidagao, o
equilibrio sera restabelecido com a dissociagdo do aduto para regenerar S(IV)
livre.

As moléculas dicarboniladas (glioxal, metil glioxal e hidroxipropanodial), por
sua vez, estdo presentes em maiores concentragdes no mosto proveniente de

uvas atacadas por microrganismos causadores de apodrecimento dos frutos.
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Como possuem dois grupos carbonilicos, podem combinar com dois ions
bissulfito. Por isso, podem apresentar um importante papel, ainda pouco
conhecido, nas combina¢des de bissulfito em alguns vinhos.

Os acidos cetdnicos sao produtos secundarios da fermentacio alcodlica e
também constituem importantes compostos de combinacdo. Sao formados no
inicio do processo fermentativo e encontrados em maiores concentragées nos
vinhos doces. Altas temperaturas, pH elevado e aeracbes favorecem a sintese
e acumulo destes acidos.

O acetaldeido, em particular, reage rapidamente com os ions bissulfito
formando um produto de adicdo nao volatil e, por este motivo, reduzindo a
percepcdo do seu odor*t. Isto justifica o uso dos compostos sulfurados para
mascarar o excesso deste aldeido no vinho. O aduto formado — acido a-
hidroxietanosulfénico — consiste em uma forte espécie acida envolvida no
equilibrio.

Compostos carbonilicos que possuem maiores massas molares também
formam AHAS. A estabilidade desses acidos também dependera da estrutura
do CC ligado, do pH e da temperatura do meio®®®. E importante conhecer as
concentracbes desses acidos formados com compostos carbonilicos mais
complexos para entender o equilibrio das reacbes de formagdo do aduto
(AHAS) e para possibilitar a quantificagdo de CCs totais presentes nas

amostras do vinho ou de outras bebidas fermentadas.

2.4. METODOS ANALITICOS PARA IDENTIFICACAO DE
COMPOSTOS CARBONILICOS

Os métodos analiticos de referéncia para analises de vinho sdo aqueles
padronizados pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists) ou pela
OIV (Organisation Internationale de la Vigne et du Vin). No entanto, muitas
vinicolas adotam outros métodos para analises de rotina que também sao
aceitos pela comunidade cientifica, principalmente quando conseguem

reproduzir os resultados de forma rapida e segura‘”.
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O método classico para determinacao de aldeidos totais utiliza titulometria e
baseia-se na forte afinidade entre CC e espécies de S(IV). A amostra €&
inicialmente misturada com solu¢cdo de metabissulfito de potassio e solugcéo de
amido a 0,2%, que serve como indicador. Em seguida ela é titulada com
solugdes de iodo 0,10 mol L"e 0,02 mol L'1, respectivamente em pH 2,0 e 9,0,
para cada titulacdo*’. Este método ndo é especifico, consome muito tempo
para analise e requer bastante habilidade do analista.

Por esse motivo, apesar de ainda ser bastante utilizada, esta metodologia
precisa ser otimizada ou substituida por procedimentos mais seguros e
praticos, como a espectrofotometria e a cromatografia. Ao compararem essas
duas técnicas para anadlise de aldeidos em conhaque, Granados e
colaboradores®® observaram que ndo havia diferenga estatistica significativa
entre o0s resultados encontrados, mas salientou que empregando a
cromatografia a andlise pode ser realizada em menos tempo®®. Além disso,
segundo Pereira e colaboradores*, o método espectrofotométrico ndo &
suficientemente sensivel para amostras com concentracdes muito baixas de
CCs, ficando restrito a deteccao apenas de aldeidos totais, necessitando de um
rigoroso controle do tempo e temperatura da reagdo e gerando produtos
instaveis que podem levar a uma baixa recuperagdo e grande variagado
estatistica dos resultados®.

Alguns autores mencionam as vantagens da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia - fase reversa (CLAE) sobre os demais métodos devido a sua
rapidez e maior eficiéncia de separacdo dos compostos carbonilicos e seus

8788 além de apresentar maior precisdo nas andlises quantitativas e

derivados
capacidade de analisar compostos termicamente instaveis®®.

Por estes motivos sdo encontrados com muita frequéncia trabalhos que
utilizam a CLAE na determinagcdo de compostos carbonilicos, principalmente
em matrizes como alimentos, bebidas ou amostras ambientais. Desta forma,
neste trabalho escolheu-se para analise dos CCs CLAE em fase reversa com

detecgao no UV.

2.4.1. Reacéo de derivatizacdo do analito
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A maioria dos trabalhos que utiliza a CLAE-fase reversa na separagao e
identificacdo de compostos carbonilicos em diferentes tipos de amostras se
refere a necessidade de converter estes componentes em seus derivados
antes da separagdo cromatografica. Esse tratamento € necessario devido a
relativa instabilidade quimica da carbonila em meios complexos como os
alimentos e bebidas'%®°, Com a derivatizagdo é possivel aumentar a resposta
do detector e a seletividade dos CCs, além de tornar mais segura a analise dos
aldeidos de baixa massa molar como formaldeido, acetaldeido e propanal, que
sd0 altamente volateis e reativos®®®. Tais caracteristicas dificultam as suas
analises diretas, fazendo com que suas determinagdes por métodos indiretos,
via reagbes de derivatizag&o, sejam mais apropriadas®®.

Muitos agentes derivatizantes como 5,5-dimetil-1,3-ciclo-hexanodiona, 2,4-
dinitro-3,5,6-trideuterofenilhidrazina, hidroxilamina, semicarbazina e 2,4-
dinitrofenilhidrazina sdo empregados para este fim, mas as principais reagoes
de derivatizagdo sdo as que envolvem a adigdao de um atomo de nitrogénio
nucleofilico ao carbono da carbonila para formar produtos estaveis®%%97,

Entre as reagbes de adicdo de CCs e nucledfilos, a mais empregada € a
condensagao com solugao acidificada de 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH),
descrita em 1930 por Allen (citado por ref. 89). Esta reacdo esta representada
na Figura 11.

As hidrazonas (2,4-DNPHo-CC) formadas s&o analisadas normalmente por
CGAR e por CLAE-fase reversa, sendo que entre estas duas técnicas, a CLAE-
fase reversa tem se mostrado mais atraente. A CGAR tem limitagcdes no que

diz respeito a baixa volatilidade e instabilidade térmica dos derivados®®.

=]
-
MH—MNH, MH—MN—
H
MO, = H+ NO,
+ H— C\\ —_— + H2[:|
H |
Mo, NO,
24-DMPH [ 24-DMPHo
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Figura 11. Reacgdo de derivatizacdo dos compostos carbonilicos com 2,4-
DNPH.

A 2,4-DNPH é uma das melhores alternativas para determinacdo de
aldeidos e cetonas tanto em amostras liquidas como gasosas. O principal
motivo para a sua ampla utilizagdo como agente derivatizante é que a reagao
com os CCs é altamente especifica favorecendo um preparo de amostra mais
rapido e minimizando os efeitos de matriz. Soma-se a essas vantagens o fato
de que a reacao é seletiva e ocorre facilmente em temperatura ambiente.

A formacdo das hidrazonas deve ocorrer em condigbes acidas, pois a
catalise acida ativa o carbono carbonilico por meio da protonagédo do oxigénio,
tornando-o muito mais eletrofilico e passivel de ser atacado por um nucledfilo
fraco, como a 2,4-DNPH?®°. De acordo com Veloso®®, “a influéncia do valor do
pH nesta reacdo deve-se a competicdo entre a nucleofilicidade e a basicidade
da 2,4-DNPH e ao carater eletrofilico do carbono do grupamento carbonilico.
Em valores de pH muito baixos a 2,4-DNPH atua como base e é protonada,
diminuindo a sua acdo como nucledfilo. Em valores de pH altos a reatividade
do grupamento carbonilico diminui. Assim, é necessario estabelecer valores
6timos de pH para equilibrar ambos os fatores”. Em seu estudo, Veloso®
definiu como faixa ideal de pH o intervalo que garantiu o melhor rendimento de
recuperacao dos CCs, compreendido entre 1,50 e 2,20.

Para acidificagao da solugao derivatizante de 2,4-DNPH, a literatura sugere
alguns acidos como o acido cloridrico, perclérico e fosforico. De acordo com
Uchiyama e colaboradores®®, o uso do 4&cido cloridrico apresenta o
inconveniente de necessitar de uma etapa de filtragdo e lavagem do derivado
obtido e posterior dissolugcdo em solvente apropriado antes da inje¢do no
sistema CLAE, tornando a analise demorada e trabalhosa. O uso dos acidos
perclérico e fosférico, por sua vez, permite a inje¢cdo direta da solugdo
derivatizada®. A acidificagdo com o acido fosforico pode trazer beneficios
analiticos que vao além do aumento da velocidade de derivatizagdo. De acordo
com os autores®, na fase liquida a derivatizacdo em meio acidificado com
acido fosférico conduz a formacdo equilibrada de isbmeros E e Z das
hidrazonas, prevenindo a ocorréncia de erro analitico relacionado com a

detecgao de apenas E-isbmeros quando o acido nao € usado na derivatizagao.
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As condi¢cdes otimas de derivatizagao de alguns aldeidos furanicos (F e
HMF) com 2,4-DNPH foram estudadas por Lo Coco e colaboradores®. Foi
observado que a reagdo é quantitativa quando a razédo reagente/analito € de,
no minimo, 2,5:1 e o pH do meio esta préximo a 1,0. Nestas condi¢des, tanto o

F como o HMF s3o convertidos as suas hidrazonas em 25 minutos®.

2.4.2. CondicOes de separacéo e deteccao

Os compostos carbonilicos derivatizados pela 2,4-DNPH sao geralmente
separados por cromatografia liquida de fase reversa. A literatura descreve
variadas condicdes de separacao para CCs em amostras ambientais, alimentos
e bebidas, empregando CLAE'%13:29-3153-5573.74.87.98-104 ' ag caracteristicas como
dimensdes das colunas, composi¢cao de fase moével, comprimento de onda e
vazéo, estdo agrupadas na Tabela 4.

E possivel observar que o tamanho das colunas varia de 110 a 300 mm,
sendo mais comum o uso de colunas com 250 mm de comprimento. O
diametro interno é de 3,0 a 10,0 mm e a maioria é recheada com particulas de
5 um de diametro, sendo o material do recheio constituido basicamente pelo
octadecilsilano (C18).

Para a fase movel, € comum o emprego dos solventes: acetonitrila/agua
e/ou metanol/agua, cuja eluigdo ocorre por gradiente.

Os compostos carbonilicos foram detectados por detector UV, em

comprimentos de onda com faixa de variagcao de 254 a 385 nm.

45



Tabela 4. Sistemas de separacdo e detecgao de compostos carbonilicos em amostras ambientais, alimentos e bebidas, por CLAE

(coluna C18).

Amostra | CC detectados A (nm) Fase movel Vazéo Dimensdes da Referéncias
(mL min™) coluna
Agua acetaldeido 350 — 365 | ACN/H,O(57/43%) 1,0 250x4,6mm (5um) 30
formaldeido 254 ACN/H,0(60/40%) 1,0 250x4,6mm (5um) 87
acroleina 370 ACN/H,0(10/90%) 1,5 - 99
benzaldeido ACN (100%)
butanona
propanona
glioxal
metilglioxal
crotonaldeido
Ar formaldeido 365 MeOH/ACN/H20 1,0 250x4,6mm (5um) 12
acetaldeido (74,5/0,5/25%)
propanona 360 MeOH/agua(73/27%) 0,7 250x4,6mm (5um) 100
butanona 350 ACN/H;0 (57/43%) 1,0 300x4,0mm (5um) 13
acroleina 360 ACN/H,0 - 250x4,6mm (5um) 98
benzaldeido
propanal 360 | ACN/H;0 (55/45%) 1,0 110x4,7mm (5um) 101
hexanal
crotonaldeido ACN/H,O (54/46%) 1,4 150x4,7mm (5um)
metacroleina ’
butanal
valeraldeido
tolualdeido
Mel furfural 385 ACN/H,0 (55/45%) 1,0 250x4,6mm(5um) 54
5-hidroxi metil
furfural
Tomate 5-hidroxi metil - MeOH/H0 (80/20%) 1,5 250x4,0mm(10um) 95
furfural
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Tabela 4. Sistemas de separacédo e deteccdo de compostos carbonilicos em amostras ambientais, alimentos e bebidas, por CLAE

(coluna C18)(continuagéo).

Amostra CC detectados A (nm) Fase movel Vazéo Dimensdes da Referéncias
(mL min™) coluna
Cachaga formaldeido 365 MeOH/H,0 (65/35%) 1,0 150x6,0mm (5um) 29
acetaldeido butanal MeOH/H,0 (85/15%)
acroleina MeOH/H,0 (80/20%)
benzaldeido 365 ACN/H20 (43/57%) 1,2 250x3,9mm(5um) 103
butiraldeido 365 MeOH/H,0 (65/35%) 1,0 150x6,0mm(5um) 104
valeraldeido MeOH/H20 (85/15%)
furfural MeOH/H,0 (80/20%)
hidroxi metil furfural
propanal
vinho hidroxi metil furfural | 280 e 340 | MeOHl/acido acético/ 1,0 300x3,0mm (10um) 31
hidroxibenzaldeido H.O
siringaldeido A (10/2/88%)
p-hidroxi- B (90/2/8%)
benzaldeido 280 e 320 | H,O /acido férmico 1,0 250x4,6mm (5um) 102
furfural (98/2%)
vanilina MeOH/ac.form./ H,O
(68,6/2/29,4%)
280 ACN/H,O/acido 1,0 250x4,6mm (5um) 74
acético (80/15/5%)
350 H20 (100%) 2,0 250x10mm (5um) 73
EtOH (100%)
Cerveja formaldeido 385 ACN/H20 (55/45%) 1,0 250x4,6mm (5um) 53
ac]?t?fldeido 365 ACN/H20 (57/43%) 1,0 250x4,6mm (5um) 53
urfural

hidroxi metil furfural
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2.4.3. Quantificagao de CCs e seus acidos hidroxialquilsulfénicos

Os compostos carbonilicos do vinho interagem com o bissulfito presente
formando acidos hidroxialquilsulfénicos (AHAS). Portanto, a quantificagdo dos CCs
nessas condi¢coes devera levar em conta os teores de CCs livres e ligados na
forma de aduto (acido hidroxialquilsulfonico-AHAS).

De acordo com de Andrade e Tanner'®, aldeidos livres podem ser
determinados diretamente em CLAE apds derivatizagdo com a solugao de 2,4-
DNPH. A quantificagcao de CCs totais, no entanto, esta baseada na decomposicao
do aduto AHAS. Neste caso, a literatura sugere que a amostra seja inicialmente
acidificada com HCI e levemente aquecida (50 °C) para eliminar o excesso de SO,.
Em seguida, uma solugdo de NaOH deve ser adicionada a amostra para tornar o
meio suficientemente alcalino para decompor o AHAS. Este estagio € seguido pela
derivatizacdo e quantificacdo, como descrito para CCs livres. As concentragdes
dos AHAS sio determinadas pela diferenca entre os conteudos dos CCs totais e
livres, para todos os CCs 8219

De Oliveira e de Andrade’® avaliaram a presenca de formaldeido e acetaldeido,
assim como de seus acidos, em trés amostras de vinho branco e os resultados

estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Concentragdo (mg L") de formaldeido, acetaldeido e seus respectivos
acidos hidroxialquilsulfénicos ™.

Amostra HCHO HCHO AHMS CH;CHO CH;CHO AHES
Livre Total Livre Total

| nd 0,880 0,880 1,59 17,1 15,5

11 nd 0,810 0,810 8.81 50,2 41,4

111 nd 0,220 0,220 7,76 18,1 10,3

nd= nao detectado

Os autores constataram que, de fato, ha uma interagdo entre os aldeidos
estudados e o bissulfito presente nas amostras. O formaldeido apresentou maior
interacdo com o bissulfito, uma vez que foi encontrado predominantemente na
forma de aduto, enquanto o acetaldeido foi encontrado tanto na forma livre, em

menor quantidade, quanto na forma de aduto, em maior quantidade®.
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3. OBJETIVOS

3.1.

OBJETIVO GERAL

Estudar o comportamento dos compostos carbonilicos de baixa e alta massa

molar e seus respectivos acidos hidroxialquilsulfénicos presentes em vinhos

brancos e tintos e em algumas variedades de uvas viniferas.

3.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Adaptar a metodologia existente para deteccdo de CCs de baixa massa
molar disponivel para amostras gasosas, para ser usada na analise de
uvas e vinhos;

Identificar e quantificar os principais CCs presentes em em uvas viniferas
e vinhos brancos e tintos;

Desenvolver metodologia analitica de determinagcdo de compostos
carbonilicos de alta massa molar;

Desenvolver procedimento analitico para a quantificacdo de acidos
hidroxialquilsulfénicos em vinhos;

Estudar os equilibrios envolvendo compostos carbonilicos, bissulfito e os
respectivos  acidos  hidroxialquilsulfénicos,  estabelecendo  um
comparativo entre as interagdes destes componentes nos vinhos

comerciais e em solu¢ao modelo;
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4. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

Os compostos carbonilicos, em particular os aldeidos, possuem grande
importancia como compostos de aromas devido aos seus baixos Limites de
Percepcéao Olfativa. Diante da evidéncia de que podera haver influéncia positiva ou
negativa relacionada com a presenca desses compostos sobre as propriedades
sensoriais do vinho, e que essa influéncia podera ser determinante na sua
comercializagdo, surge entdo a necessidade de identifica-los e quantifica-los
através de técnicas analiticas adequadas, de forma que possam ser adotadas
pelos laboratérios de controle de qualidade das vinicolas ou de industrias de
bebidas em geral. Desta forma, sera possivel dar uma abrangéncia quimica maior
a investigacado de aldeidos, pois atualmente, nas praticas de controle laboratorial
de rotina, as suas concentragcdes sao expressas apenas em teores de acetaldeido.

Além disso, o estudo da interagdo CC-S(IV) relacionado aos compostos de
S(IV) adicionados durante o processo de elaboragao pode também elucidar a
influéncia desse aditivo sobre os CCs, minimizando os prejuizos sensoriais
causados por ambos os constituintes quimicos e influenciando igualmente na sua
quantificacado. Até entdo, poucos estudos focaram a formacédo do aduto resultante
da combinagao CC-S(IV) neste tipo de matriz.

O presente estudo propde, portanto, o desenvolvimento e aplicagcdo de uma
nova metodologia analitica que possibilite o estudo simultaneo de varios CCs
presentes no vinho, quantificando, inclusive, aqueles que se encontram na forma
de aduto (acidos hidroxialquilsulfénicos). Durante o desenvolvimento deste trabalho
foi dada grande atencdo a esses acidos, pois a dissociagdo desse aduto exige
condigdes de pH especificas, que foram estudadas em detalhe para garantir a
confiabilidade dos resultados.

Os resultados obtidos através dessa nova metodologia analitica poderdo ser
usados para diferenciacdo entre variedades de uvas viniferas, identificacdao da
presenca de microrganismos contaminantes no mosto, fermentagao inadequada,
tipificacdo de vinhos, fraude por adicdo de compostos ndo permitidos pela

legislac&o (ex.: aldeidos furanicos do caramelo), etc.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. REAGENTES, SOLVENTES E SOLUCOES

5.1.1. Reagentes
Os padrées utilizados para obtencdao das hidrazonas de compostos
carbonilicos (2,4-DNPHo-CC) foram das marcas Merck, Aldrich e Sigma e o tipo e

caracteristicas desses padrbes encontram-se descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Padrbes de compostos carbonilicos utilizados e suas caracteristicas.

Padrao de carbonilico | Densidade | Pureza Fabricante
gmLY | (%)
Formaldeido 1,089 36,0 Merck
Acetaldeido 0,780 99,0 Aldrich
Ciclo pentanona 0,948 99,0 Aldrich
Benzaldeido 1,040 98,0 Aldrich
Hexanal 0,834 98,0 Aldrich
Octanal 0,821 99,0 Aldrich
Glioxal 1,265 40,0" Aldrich
Heptanal 0,818 95,0 Aldrich
Nonanal 0,827 95,0 Aldrich
Decanal 0,832 99,0 Sigma
Heptan-4-ona 0,817 98,0 Aldrich
Pentanal 0,810 98,0 | Acros Organics
Propanal 0,805 98,0 Aldrich
Heptan-2-ona 0,815 99,0 Fluka
Hexan-2-ona 0,812 98,0 Aldrich
B-ionona 0,945 96,0 Aldrich
Salicilaldeido 1,166 99,5 Fluka
Nonan-2-ona 0,832 99,0 Aldrich
Octan-2-ona 0,817 98,0 Merck
Decan-2-ona 0,822 95,0 Merck
Acroleina 0,839 90,0 Aldrich
Propanona 0,790 99,5 Aldrich
5 Hidroximetil furfural 1,243 99,0 Aldrich
E-pent-2-em-1-al 0,860 95,0 Aldrich
E-hex-2-em-1-al 0,846 98,0 Aldrich
E-hept-2-em-1-al 0,857 97,0 Aldrich
E-oct-2-em-1-al 0,846 94,0 Aldrich
2,4-DNPH - 98,0 Aldrich

*
valores de concentragdo do aldeido em agua

5.1.2. Solventes
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Os solventes utilizados no preparo de amostra, solugdo padrdo e fase movel
(acetonitrila e metanol), foram de grau cromatografico HPLC J. T. Baker. A agua
deionizada, também presente na composicdo da fase movel, foi obtida pelo
sistema de purificacdo Barnstead, modelo NANOpure Diamond.

Apés o preparo da fase movel foram realizadas filtragens através de filtros
Millipore para solventes organicos (0,45 um) e degasagem a vacuo sob sonicagao
por quinze minutos. A remocao da poeira e material particulado previne danos no
sistema de bombeamento e injegao e entupimento da coluna. As bolhas de ar sao

retiradas (degasagem) para evitar diminuicéo da eficiéncia do detector®.
5.1.3. Preparo e purificagao da solugao de hidrazina (2,4-DNPH)

A solucao de 2,4-DNPH 0,04% foi preparada dissolvendo 0,05 g de 2,4-DNPH
em 60 mL de acetonitrila, 39 mL de agua deionizada e 1 mL de acido fosforico
concentrado, de forma que o pH final era de aproximadamente 2,0. Para a solucéo
de 2,4-DNPH 0,4% a massa utilizada foi de 0,50 g, para os mesmos volumes dos
demais componentes da mistura. A purificacdo destas solugdes foi feita através de
extracdo descontinua liquido-liquido, usando pequenos volumes de tetracloreto de
carbono ou diclorometano (Figura 12). Apos a purificagdo, uma aliquota da solugéo
era injetada em CLAE-UV para conferir a sua pureza e em seguida estocada sob

refrigeragdo em frasco ambar'?’.

Figura 12. Extracado e purificagao da solugéo de 2,4-DNPH.

5.1.4. Sintese de hidrazonas dos compostos carbonilicos (2,4-DNPHo-CC)
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A reacado de derivatizacdo entre CCs e a 2,4-DNPH produz derivados 2,4-
dinitrofenilhidrazénicos (2,4-DNPHo-CC), cujos cristais, depois de purificados, sé&o
utilizados no preparo de solucdes-estoque que foram usadas como padrdes na
quantificacao dos CCs igualmente derivatizados em amostras de vinho.

A sintese da hidrazona consiste em adicionar inicialmente 0,8 g da hidrazina a
uma mistura contendo 6 mL de agua deionizada e 4 mL de acido sulfurico
concentrado. Em outro recipiente, um volume de solugdo de CC, equivalente a
massa de 0,10 g, € diluido em 20 mL de etanol e esta solugédo é misturada a
solucdo inicial de hidrazina. A mistura resultante € colocada em repouso a
temperatura ambiente para aguardar a formacdo completa dos cristais, que séo
posteriormente filtrados e transferidos para um béquer para serem
recristalizados "%,

Para a recristalizacdo foram realizados testes com metanol, etanol e
diclorometano no intuito de definir o solvente que favorecesse a formagao dos
cristais. Em seguida, uma nova filtragem foi realizada e os cristais devidamente
acondicionados em dessecador, ao abrigo da luz, até o seu uso.

Os derivados 2,4-DNPHo-CC foram detectados no sistema CLAE-fase reversa
por detector de UV, em comprimento de onda de 365 nm, com tempos de retencao

caracteristicos para cada hidrazona.

5.1.5. Preparo das solugoes-estoque de hidrazonas (2,4-DNPHo-CC)

A partir das 2,4-DNPHo-CC, foram preparadas solucdes-estoque por meio de
pesagem e dissolugdo dos cristais das 2,4-DNPHo solidas de cada CC em
acetonitrila. As massas pesadas e as concentragbes de cada hidrazona nas
solucdes-estoque encontram-se na Tabela 7, estando expressas como
concentracdo da hidrazona e como sua concentragdo correspondente em
composto carbonilico.

Estas solugbes foram armazenadas sob refrigeracdo em frascos ambar,
lacrados com filme de teflon e envolvidos em papel aluminio para evitar

contaminagdo ou degradagao pela luz. As solugdes-estoque foram utilizadas na
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preparagao de solugdes padrao de trabalho empregadas na construgao das curvas

analiticas e demais testes.

Tabela 7. Concentragdes das solugdes-estoque de hidrazonas, fator individual de
corregédo de cada CC e concentragdes corrigidas dos CCs.

Composto MMcc | MMpnpho-cc fe MpPNPHo-CC Ccc
Carbonilico (mg) Conpio-cc | (mgL™!)
(mgL")

Formaldeido 30,03 210,2 0,1429 9,960 199,2 28,47
Acetaldeido 44,05 2242 0,1965 10,05 201,0 39,50
Ciclo pentanona 84,12 264,2 0,3183 9,850 197,0 62,70
Benzaldeido 106,1 286,2 0,3707 10,25 205,0 75,99
Hexanal 100,2 280,3 0,3574 102,7 205,4 73,41
Octanal 128.,2 308,3 0,4158 10,16 203,2 84,49
Heptanal 114,2 294.3 0,3880 2,300 46,00 17,84
E-Pent-2-en-1-al | 84,10 264,2 03183 |  103,1 206,2 65,63
Propanal 58,08 238.2 0,2438 11,42 2284 55,71
Propanona 58,08 238,2 0,2438 10,01 200,2 48,81
Ciclo hexanona 98,14 2783 0,3527 10,44 208,8 73,64
2 Etil hexanal 128,2 308,3 0,4158 10,16 203,2 84,49
Iso butanal 72,11 252,2 0,2859 10,00 200,0 57,18
Butanal 72,11 252,2 0,2859 10,27 205,4 58,72
E-Hex-2-en-1-al 98,10 278,2 0,3526 10,76 215,2 75,90
Butanona 72,10 252,2 0,2859 10,60 212,0 60,61
Acroleina 56,06 236,2 0,2374 25,00 500,0 118,7
Salicilaldeido 122,12 300,2 0,4040 4,800 96,00 38,78
Furfural 96,09 276,2 0,3479 10,48 209,6 72,92

MMcc = Massa molar do CC

MMpnpHo-cc = Massa molar da hidrazona
f. = Fator de correcdo de massa = MMcc/ MMpnpHo-cc

MpnPHo-cc = Massa da hidrazona (g)
Conprocc = Concentracdo da solugdo de hidrazona (mg L™ )
Ccc (mg L'1) = Conc. correspondente do CC na solugado (mg L'1) = CpNpPHo-cc X T

5.2. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

e Balancga analitica Sartorius, modelo 42, com precisao de 0,1 mg;

e Banho de ultra-som Arruda, modelo SX-10;

e Deionizador Nanopure Diamond, Barnestead;

e Phmetro digital Digimed;
e Micro-seringas de vidro 10, 25, 50 e 100 yL Hamiltom, EUA;
e Cartucho C18 Sepak, Waters, USA;
e Bomba de vacuo FABRE-PRIMAR, modelo 151;
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e Filtros Millipore descartaveis, com membrana durapore HV de 0,45 um de
poro e 25 mm de didametro;

e Cromatografo a liquido com sistema de eluigédo isocratico. Para analise em
sistema isocratico de fase reversa: bomba Intralab modelo 5010, valvula
injetora RHEODYNE loop de 10 ulL, detector Intralab modelo UV-5100 com
lampada de deutério e integrador/processador Intralab modelo 4290
(programacgéao: CS=0,25, PT=100, AT= variavel). Os compostos foram
separados em coluna Zorbax C-18 HP (250 x 0.46 mm — 5 um)

e Cromatografo a liquido com sistema de eluigdo com gradiente de solvente.
Para analise em sistema gradiente de fase reversa: bomba Perkin Elmer
Série 200, valvula injetora RHEODYNE loop de 20 ulL, detector Perkin EImer
série 200 UV/VIS 5100 com lampada de deutério, integrador/processador
Intralab, modelo 4290 (programacgao: CS=0,25, PT=100, AT= variavel,
MA=1000). Os compostos foram separados em coluna LichroCART 250-4
(Merck) RP-18 (5 um).

5.3. DESCRICAO DAS AMOSTRAS

Em todos os experimentos foram utilizados vinhos brancos (Moscato Canelli) e
tintos (Syrah) de diferentes vinicolas da regido do Vale do S&o Francisco, safras
2003 e 2004, adquiridos diretamente nas vinicolas e acondicionados em ambiente
refrigerado (aproximadamente 15 °C) até o momento da analise.

As uvas analisadas foram colhidas e imediatamente refrigeradas a 4 °C para
serem analisadas dentro de um periodo de 48 horas. Foram avaliadas uvas
brancas das variedades Moscato Canelli, Chenin Blanc, Schomburger e Riesling
Itdlico e tintas Syrah, Cabernet Sauvignon, Alicante Bouschet, Alfocheiro, Pinnot

Noir e Ruby Cabernet (Figura 13).
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Schomburger Finot noir Alfocheiro

Alcanfe bouschet

Figura 13. Uvas viniferas analisadas.
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5.4. ANALISE DE pH DO VINHO

O pH dos vinhos foi determinado imediatamente apds a abertura das garrafas,
por leitura direta em 20 mL da bebida, com auxilio de um potencidmetro digital
Digimed, devidamente calibrado com as solug¢des tampao (pH 4,0 e 7,0).
5.5. ANALISE DO BRIX DA UVA

O Brix de uma amostra representa o teor de sélidos dissolvidos, sendo, em
geral, expresso pelo percentual de agucares presentes na amostra. A analise do
brix do extrato de uva foi feita em dez variedades de uvas viniferas através de
refratdmetro manual. Seis amostras de cada variedade foram analisadas.
5.6. ANALISE DE COMPOSTOS CARBONILICOS POR CLAE

5.6.1. Preparo de amostras

5.6.1.1. Amostras de uvas

A determinacao de CCs nas uvas foi feita com o objetivo de identificar, entre os
CCs, aqueles que poderiam contribuir com o aroma primario do vinho, ou seja, os
CCs presentes no vinho e originarios da uva. Os extratos das uvas foram obtidos
por esmagamento das bagas desengagadas em almofariz, em seguida o extrato foi
filtrado em filtros Millipore descartaveis, com membrana durapore HV de 0,45 pm
de poro e 25 mm de didmetro. Uma aliquota de 1 mL do filtrado foi derivatizada
com solugao 0,4% de 2,4-DNPH e submetida a sonicagao por 15 minutos para ser
injetada diretamente no cromatografo para separagdo e quantificagdo por CLAE-
UV (Figura 14).
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Figura 14. Esquema de preparo de amostra para analise de CCs em uvas por
CLAE: a) uvas inteiras desengacgadas; b) esmagamento para retirada do suco; c)
suco; d) remogdo do extrato com seringa; e) filtragem; f) derivatizagdo sob
sonicagao; g) pré concentracdo em cartucho C18 e h) eluigdo com acetonitrila.

5.6.1.2. Amostras de vinhos

A quantificacdo de CCs em vinhos foi realizada levando-se em conta a
presenca desses compostos nas formas livre (CCL) e ligada (CCLig). A forma livre
representa o CC no estado normal e a forma ligada representa o CC combinado
com o bissulfito, formando o acido hidroxialquilsulfénico. Na pratica, o teor de CC
ligado foi determinado pela diferenga entre CCs totais (CCT) e CCs livres (CCLig =
CCT -CCL).

Para determinacédo de CC na forma livre, uma aliquota do vinho era transferida
para um frasco ambar contendo 5 mL de solugao de 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-
DNPH), sendo em seguida submetida a sonicagdo por 15 minutos em banho de
ultrassom. Desta forma, os CCs s&o transformados em suas respectivas
hidrazonas e a amostra ja se encontra pronta para injegdo em CLAE.

A determinacédo de CCs na forma ligada foi realizada a partir da dissociagao do
aduto CC-S(1V) de modo que todo composto carbonilico presente na amostra péde

ser quantificado na forma de CCT e entado, por diferenca, podia ser encontrada a
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concentracao de CCLig. Para isso o pH do vinho, que é de aproximadamente 3,50,
foi ajustado para que o meio se tornasse alcalino e o aduto pudesse ser desfeito.
As amostras de vinho foram alcalinizadas com solu¢ao de hidroxido de sédio 1 mol
L™ até pH = 11,0 antes da derivatizacdo com 2,4-DNPH. Apds o ajuste do pH o
procedimento utilizado no preparo da amostra foi o mesmo usado para
determinacdo dos compostos na forma livre. Devido as pequenas diferengas no
procedimento de preparo de amostra, os testes foram divididos em trés etapas.

Na primeira etapa dos testes, foram derivatizadas amostras de 1 mL de vinho
para identificacdo dos CCL e CCT. Em ambos os casos, na derivatizagao, o vinho
foi inicialmente acidificado com HCI 1 mol L™ e em seguida aquecido a 50 °C por
15 segundos com a finalidade de eliminar o excesso de bissulfito, seguindo
metodologia sugerida por de Andrade e Tanner'®. Na determinacdo dos CCL,
ap6s o aquecimento, foi feita a derivatizagdo com solugcdo de 2,4-DNPH 0,04%
(1:5) e sonicagao por 15 minutos seguida da injecao direta em CLAE. Para os CCs
totais, no entanto, adicionou-se NaOH 1 mol L™ apds a etapa de aquecimento para
promover a dissociagado do aduto CC-S(IV) e s6 depois foi feita a derivatizagéo e
sonicagao por 15 minutos, seguida da injecdo em CLAE. Neste teste foram
analisadas 5 garrafas de vinho branco (da uva Moscato Canelli, safra 2003, marca
Terra Nova), com 3 repeti¢cdes para cada garrafa.

Na segunda etapa, um volume maior de vinho foi utilizado com a intencdo de
determinar os CCs de maior massa molar, que se encontravam em menores
concentragbes na bebida. Para isso, foram misturados 50 mL de amostra com
solugdo 2,4-DNPH 0,04% (1:1), seguindo a mesma metodologia citada para a
primeira etapa, eliminando as etapas de adi¢ao de acido e de aquecimento. Apds a
reacado de derivatizacdo, as amostras foram filtradas e concentradas em cartucho
C18 e eluidas com 3 mL de acetonitrila (Figura 15). Foram analisadas 6 garrafas

de vinho branco, com 3 repeticbes para cada garrafa.
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Figura 15. Esquema de preparo de amostra para analise de CCs em vinhos por
CLAE: a) derivatizacdo com 2,4-DNPH sob sonicacao; b) filtragem da amostra
derivatizada e concentracdo em cartucho C18; c) eluigdo com acetonitrila; d)
amostra pronta para ser injetada em CLAE.

Na terceira etapa, aliquotas de 1 mL de vinho foram derivatizadas com 5 mL de
2,4-DNPH 0,4% (1:5). O mesmo procedimento analitico descrito na segunda etapa
foi adotado, porém, ndo foi necessaria a filtragem e concentracdo em cartucho C-
18. Foram analisadas 5 garrafas de vinho branco e 5 garrafas de vinho tinto,
ambos produzidos por fabricantes diferentes. Para cada garrafa foram feitas trés
repeticoes.

Os esquemas mostrados na Figura 16 detalham as técnicas de preparo de
amostra nas trés etapas distintas.

E importante ressaltar que em todas elas, as garrafas de vinho eram abertas no
dia da analise e as amostras foram analisadas logo apds o seu preparo e em
seguida estocadas em frascos ambar, vedados com fita teflon e armazenados em

geladeira para possivel re-analise.

5.6.2. Reagao de derivatizagcao

O estudo das melhores condicdes de reacao de derivatizacao foi feito levando-
se em conta inicialmente o volume de amostra na qual fosse possivel detectar o
maior numero de CCs em niveis tragco, sendo posteriormente avaliada a proporg¢ao
de vinho e 2,4-DNPH ideal para garantir também a deteccdo de maior numero

desses compostos. Os dois testes sdo descritos nos itens 5.6.2.1 € 5.6.2.2.
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5.6.2.1. Teste para definicido do volume de amostra

Neste teste, foram preparadas amostras de 1

2,4-DNPH a 0,04%.

, 5, 10, 25 e 50 mL de vinho

branco submetidas a reacao de derivatizacdo com o mesmo volume de solucéo de

5.6.2.2. Teste de proporcdo amostra: 2,4-DNPH (v/v)

No teste para definicao da proporgao entre volume de amostra e volume de 2,4-

DNPH a ser empregada na detecgao dos CCs foram avaliadas amostras de vinho

branco e tinto derivatizadas em solugbes de 2,4
proporcoes: 1:0,5; 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; e 1:6.

al

1mL de vinho

HC14mol LT

—»

Aquecimento em
banho-maria

b)
s0mL de winho

a0mL de 24 DMPH 004%

|
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Sonicacio 15 b
concertragan

min.

CJ
TmL de vinho

Sml de 2 4-DMPH 04%

§
—» /—l* —» CLSE
[

Sonicacdo 15
min

Figura 16. Esquemas de preparo de amostra para analise de CCs livres em

vinhos: a) etapa I; b) etapa Il; c) etapa lll.
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5.6.3. Condigoes cromatograficas

Durante o desenvolvimento da metodologia analitica para separagcdo de
compostos carbonilicos (CC), os testes foram divididos em trés etapas, conforme
descrito no item 5.6.1.2. Na etapa | utilizou-se cromatografia liquida com sistema
de separacdo isocratico e nas etapas Il e lll utilizou-se o sistema binario de
cromatografia em gradiente. As condi¢ées cromatograficas para os dois sistemas
estdo descritas na Tabela 8.

A definigdo das condi¢cbes cromatograficas para o sistema gradiente citadas na
tabela foi feita apds os testes de programacao e fase, que serdo discutidos nos
itens 5.6.3.1 € 5.6.3.2.

Tabela 8. Condi¢gdes cromatograficas para separagdo de CCs em sistemas
isocratico e gradiente.

Condicoes Isocratico Gradiente
Fase mével (v/v/v) Fase A: MeOH/ACN/H,0 | Fase A: MeOH/ACN/H,0
(74,5:0,50:25,0%) (74,5:0,50:25,0%)
Fase B: MeOH
(100%)
Vazio (mL min™) 1,0 1,0
A (nm) 365 365
Programacao Tempo Fase Tempo Fase
32’ 100%A 0’ 100% A
12’ 100% A
12’ 100% A—B
3’ 100% B
10° 100% B—A
Tempo total da corrida 32 minutos 37 minutos

5.6.3.1. Testes de programacao de separacio

Uma vez evidenciada a dificuldade de utilizacdo do sistema isocratico em

separar os CCs de maior massa molar e a necessidade de realizar esta separacao
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em sistema gradiente de eluicdo, foram realizados testes de programacao, visando
obter a melhor resolugao possivel dos picos.

As programacgoes testadas foram:

e Programagéo n°1

100
90—
80
70
60—
50—
40—
30
20
10+
0—

Composigao da fase (%)

=] 10 15 20 25 30 35

Temnn fmint

e Programagé&o n°2

100 —
90—
G0
70—
50—
a0 —
40—
30—
204
10—
o4 ——_ 7

Compasicao da fase (%)

5 10 14 20 25 30 35
Tempo (min)

e Programagéo n°3

100+
90—
80—
70—
60—
50—
40
30
20
10 —

0——

Composigio da fase (%)

& 10 15 20 25 30 35

Tempo (min)
5.6.3.2. Testes de 1ases movels

Apds a definicdo da programacgéo n°3 para separagido dos CCs, baseada na

melhor resolugdo observada, esta foi utilizada para realizacdo de testes com
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diferentes composicoes de fases moveis com o objetivo principal de melhorar a

separacao dos CCs mais leves. As variacdes de fases realizadas nos testes foram:
e Teste de fase n°1

Fase A: ACN/H,0 (75,0/25,0%)

Fase B: MeOH (100%)

e Teste de fase n°2
Fase A: MeOH/H,O/ACN (74,5/25,0/0,50%)
Fase B: MeOH (100%)

e Teste de fase n°3
Fase A: ACN/H,0 (75,0/25,0%)
Fase B: ACN (100%)

5.6.4. Figuras de mérito

Para garantir a qualidade analitica dos resultados foram feitos testes de
validacéo seguindo as orientagdes do “Guia para validagao de métodos analiticos e
bioanaliticos” - Resolugdo n°475, do Ministério da Saude/ANVISA'®. De acordo
com a resolugéo citada, a metodologia analitica sera considerada validada desde
que sejam avaliados os parametros: Seletividade, linearidade, faixa linear de
trabalho, precisao, limite de deteccao (sensibilidade), limite de quantificacao,
exatiddo e robustez. Dentro do possivel, foram utilizados alguns desses

parametros para conferir a qualidade dos resultados.

5.6.4.1. Seletividade

O teste de seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de
um método instrumental’’®. E aplicado quando desejamos saber se a metodologia
analitica é capaz de produzir respostas para varios analitos e, além disso, se é
possivel distinguir a resposta de um analito da resposta de outros componentes

que podem interferir na sua determinacéo’"".
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O estudo de seletividade de um método sobre uma matriz complexa como o
vinho, na qual ndo é possivel obter a matriz isenta da substancia de interesse,
deve ser realizado através do método de adigdo-padrao’',

Devido a essas caracteristicas do vinho, ou seja, pela impossibilidade de obter
um vinho sem CCs, foi realizado o teste de seletividade comparando os valores
das inclinagdes das duas curvas de regressao linear obtidas apés a adigao-padréo.
A primeira curva foi construida apenas com padrbes contendo sete niveis
diferentes de concentracdo dos CCs enquanto a segunda curva foi construida com
amostras de vinho adicionadas dos mesmos padrbes de CCs, também em sete
niveis de concentracao diferentes. Neste caso, o método sera considerado seletivo
se as inclinagdes destas duas curvas de regressao linear forem as mesmas, ou
muito proximas, indicando que o unico efeito de matriz presente é a interferéncia

natural causada pelo nivel basico do analito’".

5.6.4.2. Linearidade e faixa linear de trabalho

A quantificacdo de analitos requer o conhecimento da dependéncia entre a
resposta medida e a sua concentragdo. Através do estudo da linearidade é
possivel demonstrar se 0 método analitico € capaz de produzir uma resposta
diretamente proporcional a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado''"°.

A relagdo matematica entre o sinal (resposta) e a concentracdo do analito de
interesse foi expressa através das equagdes das retas (curvas analiticas) e seus
respectivos coeficientes de correlagéo (r). Considerou-se como evidéncia de um
ajuste ideal dos dados para linha de regresséo, valores de r>0,9900.

Muitas vezes, mesmo que um meétodo analitico demonstre ser linear, torna-se
necessario conhecer a faixa de concentracdo na qual a sensibilidade possa ser
considerada constante, definindo o intervalo que possibilite a determinacdo da
concentracido do analito com a precisdo, exatidao e linearidade necessarios para o
ensaio’"""?, Este intervalo pode receber diferentes denominacdes como: faixa de

12 ou faixa linear de trabalho™".

variacdo''®, faixa linear dinamica'"?, intervalo
Neste estudo a faixa linear de trabalho foi definida conforme sugerido por Ribani
e colaboradores''. Foi construido um gréafico contendo a resposta relativa (area do

pico/concentragcao do analito) no eixo y e as concentragdes correspondentes em
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escala logaritmica no eixo x. Trés linhas horizontais e paralelas ao eixo x foram
colocadas, representando o valor médio das respostas relativas a 95,0 e 105%
deste valor para a linha inferior e superior, respectivamente. Apos a plotagem dos
pontos no grafico considerou-se como faixa linear de trabalho os pontos onde a
resposta relativa estava inserida entre os limites inferiores e superiores do

grafico'°.
5.6.4.3. Precisao

A precisdo € a avaliagado da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, podendo ser considerada em trés niveis: repetibilidade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade’®'"".

Neste estudo, a precisao foi expressa como o desvio padrdo relativo (ou

coeficiente de variagdo) de uma série de medidas'®, através da equagao (1):

DPR = s/CMD x 100 (Eq. 1)
Onde:
DPR = desvio padrao relativo;
s = desvio padrao;

CMD = concentracdo média determinada;

O valor maximo aceitavel de DPR geralmente ira depender da metodologia
empregada, da concentracdo do analito na amostra, do tipo de matriz e da
finalidade do método, porém, ndo deve ultrapassar 5% (''?. No entanto, em
métodos de analises de tragos sao aceitos DPR de até 20%, dependendo da
complexidade da amostra’™.

A avaliagcao da precisdo do método desenvolvido para analise de CC em vinhos

foi feita com base na repetibilidade dos dados.

5.6.4.4. Limite de deteccao (LD)
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Segundo Soares''?, o conceito de limite de deteccdo tem sido objeto de

diferentes definicdes conforme a area de trabalho''?

. Por este motivo, foram
encontradas algumas variagbes em relagdo as técnicas de obtencdo do LD na
literatura. De maneira geral, essa expressao refere-se a menor concentragao do
analito que pode ser detectado em uma amostra sob as condi¢gdes experimentais
estabelecidas'®. Em um primeiro momento, o limite de deteccéo foi calculado com
base na referéncia 109, na qual sugere que o limite de detecgdo pode ser
estabelecido por meio da analise de solucbes de concentragdes conhecidas e
decrescentes do analito até o menor nivel detectavel'®.

Para fins de comparacéao, o limite de detec¢cdo do método desenvolvido neste
estudo foi também calculado a partir do quociente entre o desvio padrao do
coeficiente linear e o coeficiente angular das curvas analiticas e este multiplicado
por 3, de acordo com a equagao (2):

LD = 3s/a (Eq. 2)

Onde s é o desvio padrdo do coeficiente linear da curva analitica e a é o

coeficiente angular (inclinagéo) da mesma'®,

5.6.4.5. Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentragado da substancia
em exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento
experimental’®. O LQ do método desenvolvido neste estudo também foi calculado
a partir do quociente entre o desvio padrao do coeficiente linear e o coeficiente
angular das curvas analiticas, sendo este multiplicado por 10, de acordo com a
equacao Il

LD = 10s/a (Eq 3)

Onde s é o desvio padrdao do coeficiente linear da curva analitica e a é o

coeficiente angular (inclinagdo) da mesma'®,

5.6.4.6. Validacéo (teste de recuperacao)
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O teste de recuperagao se fundamenta na medicdo do teor do componente
adicionado em uma porc¢ao analitica da amostra e na verificacdo da eficiéncia
dessa medigdo pelo método proposto'™.

Nos testes de recuperacdo foram adicionadas concentracbes conhecidas de
alguns CCs a uma amostra de vinho branco e em seguida a amostra foi injetada no
sistema CLAE, seguindo o procedimento analitico ja descrito anteriormente na
sessdo 5.6.1.2 (Figura 19c). Cada CC foi adicionado a diferentes aliquotas do
vinho, em sete niveis de concentracdo diferentes. Os teores medidos dos CCs
adicionados foram divididos pelos valores efetivamente adicionados e multiplicados

por 100, obtendo-se assim as percentagens de recuperacgao.

5.6.5. Testes com solugao modelo

5.6.5.1. Preparo da solucdo modelo

A presenca de espécies de S(IV) nos vinhos, adicionadas com a intengédo de
conservar a bebida, deve ser entendida como um fator importante na quantificacao
de compostos carbonilicos, uma vez que pode ocorrer a interagao entre esses dois
componentes. Ainda ndo esta bem estabelecida, no entanto, quao intensa ou
estavel é esta interacdo. Por este motivo, foram realizados testes com solugao
contendo padroes de CCs em condicbes que se aproximavam as do vinho, como
teor alcodlico, teor de bissulfito e pH. Esta solugdo foi denominada “solugao
modelo”.

A “solucdo modelo” foi preparada conforme metodologia adaptada de Ancin e
colaboradores®, a partir da mistura contendo padrées de carbonilicos (Cfinai = 10
mg L™), bissulfito (Csina = 50 mg L") e &cido tartarico®, cuja finalidade era ajustar o
pH para que ficasse proximo ao do vinho, ou seja, 3,5, em solugdo de etanol a
11%. Os reagentes e padrdes utilizados foram de grau analitico e os solventes
(acetonitrila, metanol e etanol) de grau HPLC. Para o preparo das solugbes
envolvidas foi utilizada agua deionizada obtida por sistema Millipore.

Os 22 CCs estudados foram: formaldeido, acetaldeido, propanal, pentanal,
hexanal, octanal, nonanal, decanal, E-pent-2-en-1-al, E-hex-2-en-1-al, E-hept-2-en-
1-al, E—oct-2-en-1-al, benzaldeido, salicilaldeido, propanona, hexan-2-ona, heptan-

2-ona, octan-2-ona, nonan-2-ona, decan-2-ona, p-ionona e ciclo pentanona. Todos
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estes CCs foram citados como constituintes da fragdo volatil de vinhos®®83:84.95:114-

116.

Solugdes padroes de cada CC foram preparadas de forma a se obter
concentracdo final de 1000 mg L™ do analito. Uma aliquota de 1 mL desta solugéo
foi transferida para um baldo volumétrico A e outra para um baldo B de mesma
capacidade (Figura 17). Em ambos os casos, os volumes foram aferidos com
solugédo de etanol 11% para obter uma concentragdo de 100 mg L™ de cada CC.
Ao baldo B foram adicionados acido tartarico e bissulfito de sodio (para favorecer a
formagdo do aduto AHAS), sendo esta amostra denominada de solu¢gao modelo
(SM).

Aliquotas de 1 mL das solugcdes A e B foram transferidas para os frascos A1 e
B1 e aferidas com solugéo de etanol 11% para obter concentragéo final de 10 mg
L. Em seguida, 1 mL de ambos os baldes foi transferido para frascos ambar
contendo 5 mL de 2,4-DNPH a 0,4%, acidificada com acido fosférico, para que o
composto carbonilico fosse derivatizado. As misturas foram sonicadas por 15
minutos e injetadas no sistema CLAE. Os compostos carbonilicos livres (CCL)
contidos nos baldes A1 e B1 foram entao analisados.

Aliquotas de 1 mL do vinho sintético (B) foram transferidos para os baldes C1,
C2, C3, C4 e C5. O pH das solugbes contidas em cada baldo foi ajustado para
9,10,11,12 e 13, respectivamente, através da adicdo de NaOH 1 mol L™. Todos os
balbes foram aferidos com solugéo de etanol a 11%. Uma aliquota de 1 mL contida
em cada balao foi derivatizada com 5 mL de solugao de 2,4-DNPH a 0,4% e usada
para analise de compostos carbonilicos totais (CCT).

Com a finalidade de avaliar o papel de cada CC na formacdo do aduto
(individualmente ou em mistura), em valores de pH diferentes, realizou-se em um
primeiro momento os testes com solugbes modelos feitas de forma individual, ou
seja, para cada composto carbonilico foram preparadas amostras de branco, livre e
total isoladamente, de forma que fosse possivel observar o comportamento de
cada um deles mediante a presenca do bissulfito. O mesmo procedimento de
preparo da amostra foi repetido em seguida para obter uma unica solugao
contendo todos os CCs juntos, com o intuito de avaliar a influéncia das diversas

estruturas desses CCs sobre a interagdo com o bissulfito.
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Figura 17. Diagrama de preparo de amostra para avaliagdo da estabilidade do aduto AHAS em “solugdo modelo”.



5.6.5.2. CondicOes de analise

Os compostos carbonilicos e seus respectivos acidos hidroxialquilsulfénicos
foram separados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, com sistema
gradiente de fase reversa através da passagem das fases moveis A (74,5%
Metanol/0,5% acetonitrila/25% agua v/viv) e B (100% metanol), de acordo com a
seguinte programagao: 12 min — 100%A; 12 min — 100% A—B; 3 min — 100% B; 10
min — 100% B—A; e quantificados com detector UV/VIS em 365nm.

5.6.5.3. Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados obtidos com a “solucdo modelo” foi baseado
na analise multivariada da matriz de dados. A matriz de dados original consiste de
22 amostras e 10 variaveis, em pHs diferentes, ou seja, a matriz original de dados
possui 0 formato 22x10. As amostras correspondem aos CCs pesquisados,
enquanto a concentragdo dos compostos carbonilicos sob a forma ligada (CCLig) e
total (CCT) representam as variaveis. As concentragdes dos CCs na forma ligada e
total foram medidas, na solugdo modelo, em pH’s 9, 10, 11, 12 e 13. Os valores de
CCL nao foram utilizados na execucéao do tratamento estatistico.

O método utilizado foi Analise de Componentes Principais (ACP), usando o

(1"7) Neste método, os dados sdo

programa computacional Unscrambler versao 7.6
explorados e comprimidos, agrupando as amostras semelhantes e selecionando as
variaveis mais relevantes. Inicialmente, utilizou-se um pré-processamento do tipo
autoescalamento de forma a fornecer a mesma importancia (peso) para todas as
variaveis. Apos efetuar o autoescalamento, obteve-se a matriz de correlagao; esta
€ quadrada, simétrica e possui elementos da diagonal igual a 1. Assim, o
coeficiente de correlacdo entre as variaveis € bastante elevado, confirmando a
correlagao entre elas. Em um segundo momento, com a execugao da ACP, estas
variaveis sao agrupadas em uma nova variavel (Componente Principal),
direcionada ao longo do eixo de maior espalhamento dos dados, reduzindo entao a
dimensionalidade. Os diagramas de scores e loadings foram analizados.

Na analise multivariada o processo de reducdo da dimensionalidade espacial
provoca consequentemente uma diminuicdo no numero de variaveis. O intuito é

obter parametros que n&o estejam altamente correlacionados entre si e que as
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amostras sejam agrupadas e discriminadas. O processo de compressao das
variaveis foi executado em etapas: a) Decomposicao de Valores Singulares (SVD);
b) Diagonalizacdo da matriz de correlacdo. Primeiramente, a matriz original de
dados (X) foi decomposta em trés matrizes (A, B e C), decompondo o Método da
Decomposicdo de Valores Singulares, de acordo com a equacao (4), onde as
matrizes A e C sdo quadradas e ortonormais, ou seja, as colunas de A e C sao

ortogonais entre si e normalizadas.
X=A.B.C' (Eq. 4)

A matriz B é retangular e diagonal, possuindo valores singulares para todos os
elementos fora da diagonal iguais a zero. Deste modo, o produto A.B representa a
matriz de Scores T e C corresponde a matriz de Loadings. As colunas da matriz C
contém os autovetores da matriz X'. X e as colunas da matriz A contém os
autovetores da matriz X . X'. Posteriormente, realizou-se a diagonalizagdo da
matriz de correlagdo, onde os autovetores C e os autovalores K foram calculados
através da equagao (5), sendo que a matriz de autovalores K é diagonal e seus
elementos sdo iguais aos quadrados dos respectivos valores singulares (Ax) de

acordo com a equacgao (6).

X".X.C=K.C (Eq. 5)
M = (Skk) (Eq. 6)

Cada elemento Ak da diagonal refere-se a variancia dos dados originais descrita
pela k-ésima componente principal. A quantidade de informagao contida numa
unica componente principal pode ser fornecida pela porcentagem de variancia
explicada — (%Var ). A variancia total do conjunto é determinada pela somatéria
da variancia de cada componente principal. Assim, a primeira componente principal
sempre contera maior porcentual de informagao, conforme descrito anteriormente.
Deve-se considerar todas as componentes principais suficientes para descrever
cerca de 95,0% da informagao original. Neste momento, tem-se 0 numero de
componentes principais significativas, ou seja, o posto quimico, podendo também
calcular (%Var acumulada) P€las componentes principais. Apds tratamento por ACP

executou-se o cross-validation (validagdo cruzada), com intuito de obter o
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percentual validado da analise realizada. O programa Unscrambler versdo 7.6
realiza o procedimento estatistico multivariado ACP utilizando SVD e
diagonalizagdo de matriz, obtendo a calibracdo do modelo resultante. O programa
também executa o método de cross-validation interno, onde retira-se uma a uma as
amostras com intuito de obter a capacidade de predicdo do modelo proposto. O
método utilizado de cross-validation foi o randémico.

Utilizando a mesma matriz de dados, foi feita também a analise de regresséo,
escolhendo o modelo matematico pelo maior valor de R? ajustado e significancia do
coeficiente de regresséo a 5,00% pelo teste t. Para a maioria dos CCs estudados,
o modelo matematico que melhor se ajustou ao sistema foi o quadratico. A analise
de regressdo foi feita pelo programa SAEG-UFV, versdo 8.1'"® e seu principal
objetivo era o de usar os modelos matematicos para prever o comportamento dos
valores de concentragcdo dos CCs estudados em solucdo modelo em funcédo das
variagcbes de pH em meio alcalino durante a analise de CCT e, desta forma,
selecionar o pH (ou faixa de pH) no qual os valores da resposta do método fossem
satisfatérios. Através da observacdo dos pontos criticos das curvas obtidas,

definiu-se a faixa ideal de pH para ser aplicada no preparo de amostra.

5.6.5.4. Determinacao de espécies de S(1V) por titulometria

A afinidade de um CC pelo bissulfito é representada pela constante de
dissociagao (K4) do composto de adi¢ao correspondente, definida de acordo com a
lei de acdo das massas. Para encontrar os valores das constantes de equilibrio dos
CCs estudados na solugao modelo e explicar melhor a afinidade destes CCs pelo
bissulfito € necessario, portanto, avaliar os teores de bissulfito livre e ligado, nas
mesmas condicdes. Para isso, foi feita a analise de bissulfito em amostra sintética
de vinho, preparada conforme descrito no item 5.6.5.1., com concentracdo de 100
mg L™ para todos os CCs e 500 mg L™ de HSO3, sendo o pH ajustado para 3,5
com solucao de acido tartarico.

A metodologia usada para a analise baseia-se na titulagdo de uma aliquota de
10 mL da amostra contendo 1 mL de solu¢ao de HCI 25% com solugao padrao de
iodo 0,01 mol L, usando como indicador solucdo de amido 1%. O ponto de
viragem pode ser observado quando a amostra passa de incolor para lilds. Desta

forma é determinada a concentragéo de HSOj3 livre'9120121,
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A partir dos dados obtidos na titulagcdo e dos valores de CCT e CCL obtidos por
CLAE, calcula-se o valor da constante de equilibrio (Kd).

5.6.6. Testes com vinho comercial

Inicialmente foi realizado um estudo para identificar os CCs que seriam
quantificados no vinho. A identificagao foi feita por comparagao entre os tempos de
retencdo dos compostos encontrados na amostra e os tempos de retengcdo dos
seus respectivos padrdes puros. Também foi feita a co-cromatografia, na qual se
adicionou uma quantidade de padrao na amostra e depois foi verificado o aumento
na altura do pico, coincidentemente nos mesmos tempos de retengcdo. A cada dia
de trabalho era feita também a comparagéo entre os cromatogramas da amostra e
do padrao injetados no mesmo dia da realizagao das analises'"’.

A quantificagdo dos compostos carbonilicos foi feita empregando-se o método
de padronizagdo externa, através das curvas analiticas construidas com os
padrbes e considerando-se as areas integradas dos picos cromatograficos. Em
algumas ocasides foi necessario realizar os calculos por fator de resposta devido
as variacdes de sensibilidade do equipamento. As curvas analiticas de cada CC
foram construidas com cinco a dez pontos, registrando-se area do pico versus a

concentragdo, e obtidas por regresséo linear'?.

5.6.7. Avaliagao da estabilidade do vinho apds abertura da garrafa

O estudo da estabilidade do vinho esta relacionado, neste trabalho, com o
comportamento dos teores de compostos carbonilicos apds a abertura da garrafa e
estocagem por um periodo determinado.

Para o estudo usou-se uma garrafa de vinho branco seco da marca Botticelli,
safra 2006 (uva Chenin Blanc) e outra de vinho tinto da mesma marca e safra (uva
Cabernet Sauvignon). Ambos foram analisados no dia de abertura das garrafas
(dia 0) e depois com 8, 14, 23, 30 e 42 dias de estocagem sob refrigeracdo. As

amostras foram analisadas em triplicata.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. OBTENCAO DAS HIDRAZONAS

A sintese de hidrazonas foi realizada com a finalidade de obter derivados puros
dos CCs, desta forma, tornar possivel a identificacdo e quantificagdo dos mesmos
em amostras de vinho e uva. Foram feitos testes de derivatizagdo com vinte
aldeidos e cetonas (Tabela 9).

Em toda sintese os CCs puros foram derivatizados com a 2,4-DNPH em meio
acidificado com acido sulfarico. Através do teste de solventes foi possivel identificar
o melhor entre eles (MeOH-metanol, DCM-diclorometano ou EtOH-etanol) no qual
cada hidrazona cristalizava de forma mais eficiente, sendo o EtOH e o MeOH os
mais empregados.

A sintese das hidrazonas n&o apresenta comportamento similar, ou seja, cada
derivatizagdo possui sua particularidade e algumas delas estado descritas na Tabela
9. E possivel perceber, por exemplo, que & medida que sdo sintetizadas
hidrazonas de CCs cujas estruturas moleculares sdao mais complexas ou
ramificadas, ocorre maior dificuldade para dissolugcao dos cristais e recristalizagao.
Isto foi observado principalmente para os CCs hidroxilados (4-hidroxi-4-metil-
pentan-2-ona e 3-hidroxi-butan-2-ona).

Os CCs de cadeia alifatica (propanal, butanal, pentanal, butan-2-ona, hexan-2-
ona, heptan-2-ona, heptan-4-ona) sao facilmente derivatizados e seus cristais se
formam sem dificuldade em temperatura ambiente, mas para alguns deles (octanal,
nonan-2-ona, hexanal, decanal, octan-2-ona) a dissolugdo dos cristais exige um
aquecimento prévio para favorecer a recristalizacdo, que deve ocorrer em banho
de gelo.

As hidrazonas dos carbonilicos formaldeido, acetaldeido, butanal, benzaldeido,
2-etil-hexanal, propanona, ciclo hexanona e E-pent-2-en-1-al ja estavam

disponiveis no laboratorio e por este motivo n&o foram sintetizadas.
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Tabela 9. Observacgdes importantes relacionadas a sintese e recristalizagcdo das hidrazonas

SINTESE RECRISTALIZACAO
Composto Densidade gtd Teste de solventes Solvente usado Observagdes importantes
Carbonilico (g mL™) na
Solvente | a frio | a quente | recristalizagao

B-ionona 0,945 106,0 yL MeOH I S MeOH A dissolugdo da hidrazona requer um grande
DCM S S volume de MeOH e aquecimento em banho-maria.
EtOH [ PS A cristalizac&o requer banho de gelo.

5-HMF 1,243 0,149 MeOH I I DCM Dissolve com DCM, mas nao re-cristaliza, assim
DCM I S como ndo formou cristal também quando
EtOH PS I MeOH/DCM dissolvido com a mistura de MeOH/DCM.

Salicilaldeido 1,166 85,70 yL MeOH I S DCM Cristalizou facilmente a temperatura ambiente.
DCM I S
EtOH I I

Heptan-2-ona 0,815 122,7 uL MeOH PS S EtOH Cristalizou facilmente a temperatura ambiente.
DCM S S
EtOH I S

Hexan-2-ona 0,812 123,1 uL MeOH I S EtOH Cristalizou facilmente a temperatura ambiente.
DCM S S
EtOH I S

Heptan-4-ona 0,817 122,4 uL MeOH . S EtOH Cristalizou facilmente a temperatura ambiente.
DCM S S
EtOH I S

2-Acetil 1,060 94,30 yL MeOH l. S EtOH A dissolugdo da hidrazona requer aquecimento

ciclopentanona DCM S S em banho-maria. Sintese com baixo rendimento
EtOH I S de cristais.

2-Metil-2- 0,855 116,9 uL MeOH I S EtOH A cristalizagao requer banho de gelo.

hepten-6-ona DCM S S
EtOH I S

Nonan-2-ona 0,832 120,0 uL MeOH PS. S MeOH A dissolucdo da hidrazona requer aquecimento
DCM S S em banho-maria. A cristalizacdo requer banho de
EtOH S S gelo e lavagem posterior dos cristais com MeOH

gelado.

Octanal 0,821 122,0 uL MeOH PS S EtOH A dissolugdo da hidrazona requer aquecimento
DCM S S em banho-maria. A cristalizacdo requer banho de
EtOH I S gelo.

I= insoluvel; S=soluvel; PS=parcialmente soluvel; MeOH=metanol; EtOH=etanol;

DCM=diclorometano.
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Tabela 9. Observagdes importantes relacionadas a sintese e recristalizagao das hidrazonas (continuagéo)

SINTESE RECRISTALIZACAO
Composto Densidade | quantidade Teste de solventes Solvente usado Observacodes importantes
Carbonilico (gmL™) na
Solvente | a frio | a quente | recristalizagéo

Hexanal 0,814 123,0 yL MeOH I PS MeOH A cristalizagao requer banho de gelo.
DCM S S
EtOH PS S

Glioxal 1,265 395,0 yL MeOH I I - Nao foi possivel dissolver os cristais formados
DCM I I com os solventes testados (além dos citados
EtOH I | foram testados também ACN e agua).

Decanal 0,832 120,0 yL MeOH PS S EtOH A dissolugao da hidrazona requer aquecimento
DCM S S em banho-maria.
EtOH I S

4-Hidroxi-4- 0,937 107,0 yL MeOH - - - Nao formou cristal, ndo houve derivatizagéo.

metil-pentan- DCM - -

2-ona EtOH - -

Octan-2-ona 0,817 122,0 yL MeOH I S EtOH A dissolugao da hidrazona requer aquecimento
DCM S S em banho-maria.
EtOH I S

3-Hidroxi- - 0,1g MeOH I I - Nao formou cristal, ndo houve derivatizagao.

butan-2-ona DCM I I N&o foi possivel dissolver os poucos cristais
EtOH I | formados com os solventes testados.

Propanal 0,800 120,0uL MeOH PS S EtOH Cristalizou facilmente a temperatura ambiente.
DCM S S
EtOH I S

Butanal 0,806 122,4uL MeOH PS S EtOH Cristalizou facilmente a temperatura ambiente.
DCM S S
EtOH I S

Pentanal 0,810 120,0uL MeOH PS S EtOH Cristalizou facilmente a temperatura ambiente.
DCM S S
EtOH I S

Butan-2-ona 0,800 120,0uL MeOH I S EtOH Cristalizou facilmente a temperatura ambiente.
DCM S S
EtOH I S

I= insoluvel; S=soluvel; PS=parcialmente soluvel; MeOH=metanol; EtOH=etanol; DCM=diclorometano.
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6.2. DETERMINAGAO DO pH DO VINHO

Entre os constituintes dos vinhos, aqueles relacionados a acidez sao os que
mais sofrem a interferéncia dos fatores naturais, como clima e solo. A acidez
do mosto e do vinho pode ser avaliada através da determinacdo do pH, da
acidez total e da concentracdo individual dos acidos organicos'?. Seu valor
depende do tipo e da concentracdo dos acidos organicos, além da
concentragcdo de cations, especialmente de potassio, que reage com o acido

tartarico formando tartarato'?2.

Apesar de nao estar citado entre os Padrdes de Identidade e Qualidade dos

Vinhos123,124

, sabe-se que o pH €& um importante parametro a ser avaliado nesta
bebida, pois condiciona a estabilidade biologica da bebida e influencia na cor e
nas caracteristicas gustativas dos vinhos. O pH de um vinho normalmente
situa-se entre 2,8 e 3,8. Valores baixos de pH (= 3,0) reforcam a estabilidade
dos mostos e dos vinhos nos planos biolégico e quimico. Este fenbmeno é
acentuado pelo fato de aumentar a proporcdo de SO, livre, quando o pH
diminui'®. Os vinhos com um pH elevado (> 3,7), no entanto, sdo sensiveis a
contaminagdes e alteragdes, uma vez que o desenvolvimento das bactérias,
principais responsaveis pelas alteracbes dos mostos e dos vinhos, se encontra

favorecido.

A intengao, ao realizar-se esta medigao neste trabalho, foi a de conferir se o
pH do vinho estava coerente com os valores normais esperados, pois a
mudanca nestes valores pode implicar em alteracdes no equilibrio entre CC e
espécies de S(IV)*"

Os valores apresentados na Tabela 10 sio referentes a analise de pH em
treze amostras de vinhos brancos e treze amostras de vinhos tintos, de
diferentes marcas, todas envolvidas nas analises de CCs realizadas neste

trabalho.
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Tabela 10. Valores de pH dos vinhos brancos e tintos analisados.

Vinhos | Faixade pH | média| s cv
Brancos | 3,19-3,45 | 3,42 | 0,07 | 2,04%
Tintos 3,35-3,80 | 3,68 |0,11|2,99%

s = desvio padrao; CV = Coeficiente de Variagao

Na Tabela sdo mostrados os valores da média, desvio padrao e coeficiente
de variacdo das medidas. O valor médio de pH para os vinhos brancos foi de
3,42 e para os vinhos tintos de 3,68, estando, portanto, dentro dos valores

considerados normais para vinhos.

6.3. DETERMINAGAO DO BRIX DAS UVAS

Os valores de brix representam, na pratica, os teores de acgucares
presentes no extrato. E uma medida importante quando se deseja conhecer o
estagio de maturagao no qual a uva se encontra, influenciando na definicao do
momento ideal de colheita e processamento para obtencéo do vinho.

A leitura do brix das 10 variedades de uvas citadas na Tabela 11 foi feita
através de refratbmetro manual, apos adi¢cao de trés gotas do extrato da uva
peneirado e filtrado (em algodao) sobre o prisma do refratbmetro. Para cada
variedade foram feitas seis repeticdes.

A quantificagdo desses valores foi determinante na escolha das amostras
para analise de CCs, pois foram avaliados os teores destes compostos apenas
naquelas uvas nas quais o desenvolvimento fisiolégico estivesse concluido,
indicando que os constituintes responsaveis pelo aroma ja haviam sido
formados, entre eles os CCs. Tomou-se como referéncia o valor de 18,00 °brix,
citado na literatura como valor indicativo da maturidade fisiolégica para a
maioria das uvas viniferas'?®. Entre as variedades analisadas, apenas a
Schomburger apresentou um valor de brix abaixo do esperado sendo, portanto,
excluida da analise de CC nas uvas. A uva Syrah apresentou valor de brix
muito proximo do desejado (17,75 °brix) e por este motivo foi incluida entre as
amostras a serem analisadas. As demais apresentaram brix superior a 18,00

°brix.
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Tabela 11. Valores de brix das uvas analisadas.
Uvas %Brix | s CV
Ruby Cabernet 19,77 10,10 | 0,51%
Cabernet Sauvignon | 23,05 | 0,12 | 0,52%
Alicante Bouschet 20,63 (0,82 | 3,97%

Pinnot Noir 20,93 10,16 | 0,76%
Alfrocheiro 22,231 0,08 | 0,36%
Riesling Italico 20,05 | 0,08 | 0,40%
Chenin Blanc 20,68 | 0,15 | 0,72%
Moscato Canelli 22,65 0,10 | 0,44%
Shiraz 17,751 0,19 | 1,07%
Schomburguer 15,33 (0,11 0,72%

s = desvio padrao; CV = Coeficiente de Variacao

6.4. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO

Como foi descrito no item 5.6.3., os experimentos desenvolvidos com a
intengdo de definir a metodologia analitica em cromatografia liquida de alta
eficiéncia para analise de compostos carbonilicos em vinhos envolveu trés
etapas distintas. Em cada uma das etapas foram feitas algumas variagbes em
relagdo ao preparo de amostra e programacao de separagao e os resultados

obtidos em cada etapa ser&o discutidos a seguir.

6.4.1. Sistema isocratico (etapal)

Na primeira etapa do experimento, aliquotas de 1 mL de vinho branco
foram derivatizadas com solucdo de 2,4-DNPH a 0,04%. Foram analisadas
cinco garrafas do vinho, com trés repeticbes de cada garrafa. Os valores
minimos, médios e maximos de CCs livres (CCL) e totais (CCT) encontrados

estao apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Concentragdo de CCs (mg L") no vinho branco, safra 2003: etapa |I.

CC CCL CCT

min méd | max S min méd max S

Formaldeido 0,25 | 0,30 | 0,34 | 0,0425 | 0,54 0,67 0,72 0,0765
Acetaldeido 0,35 | 0,42 | 0,47 | 0,0523 1,2 1,3 1,4 0,1100

Furfural 0,27 | 0,41 | 0,50 | 0,0990 0,39 0,41 0,42 0,0114
Propanona nd nd nd nd 0,11 0,12 0,14 0,0144
Butanal nd nd nd nd 0,13 0,13 0,14 0,0050
Butanona nd nd nd nd 0,16 0,21 0,22 0,0454
Benzaldeido nd nd nd nd 0,17 0,19 0,24 0,0434

*nd= nao detectado; s= desvio padrao

Os resultados obtidos para formaldeido e acetaldeido confirmam a previsao
de que poderia haver uma fragao dos CCs do vinho ligada as espécies de S(IV)
e formando o aduto CC-S(IV), conhecido por AHAS. Tomando-se como
referéncia os valores médios de CCT, observamos que 56,2% do formaldeido e
66,3% do acetaldeido se encontravam na forma de aduto. Por outro lado, os
valores de concentragédo do furfural nas duas formas (respectivamente 0,41 e
0,41 mg L™ para livre e total) revelam que este composto carbonilico ndo é
encontrado na forma ligada e provavelmente a justificativa para este fato esteja
relacionada a presengca de um sistema aromatico conjugado com o grupo
carbonilico do furfural. Esta conjugag¢ao diminui o carater eletrofilico do carbono
diminuindo assim a disponibilidade de interagdo com outros componentes.

Para os demais CCs so foi possivel a quantificagdo na forma total, pois
como se observa na tabela, a técnica analitica desenvolvida na etapa | € mais
apropriada para determinagdo dos CCs que se encontram em maiores
concentragdes na amostra, ndo sendo possivel detectar outros CCs a nao ser
pequenas concentragdes de propanona, butanal, butanona e benzaldeido na
forma total (respectivamente 0,12; 0,13; 0,21 e 0,19 mg L™"). Provavelmente as
concentragbes dos CCs de maior massa molar na forma livre estejam em
valores menores que o limite de detecgao do método.

Além do mais, como foi utilizado o sistema isocratico de separacio, foi
possivel perceber que, em uma mistura de dezesseis padrdes de CCs, aqueles
de maior massa molar ndo sdo separados de forma eficiente através desse
sistema. O cromatograma apresentado na Figura 18 mostra que em CLAE por
sistema isocratico apenas os CCs leves sao separados com melhor eficiéncia,
havendo co-eluicdo dos demais e gerando a necessidade do uso de um

solvente mais polar para separagao.
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Nesse sentido, novos testes foram realizados na segunda etapa dos
experimentos, desta vez, modificando o preparo da amostra e utilizando o
sistema de cromatografia liquida por gradiente binario de eluigdo. Os

resultados serdo discutidos no item a seguir.

1
2

|socratico

=0

5 10 15 20 25 30 34

Tempo de retengio (min.)

Figura 18. Cromatograma de uma solugdo contendo padrbes de 16CCs
submetidos a separagcao por CLAE em sistema isocratico. Picos: 1 —
formaldeido; 2 — acetaldeido; 3 — furfural; 4 — propanal; 5 — propanona; 6 —
butanal; 7 — iso-butanal; 8 — ciclo pentanona; 9 — benzaldeido; 10 — E-pent-2-
en-1-al; 11 — ciclo hexanona; 12- E-hex-2-en-1-al; 13 — hexanal; 14 — heptanal,
15 — octanal; 16 — 2-etil-hexanal.

6.4.2. Sistema gradiente (etapas Il e lll)

Na segunda etapa dos experimentos, um volume maior de amostra foi
derivatizado (50 mL de vinho) com volume igual de 2,4-DNPH 0,04% e apds a
derivatizacdo a amostra foi filtrada e pré-concentrada em cartucho C-18. Os
CCs retidos no cartucho foram eluidos com 3 mL de acetonitrila e injetados
diretamente no sistema CLAE-fase reversa. As condicbes de eluicdo que
permitiram a separacdo dos compostos em estudo e a redugao dos tempos de

retencdo daqueles de massas molares mais elevadas foram:
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e Fases moveis:
Fase A = MeOH/ACN/H0 (74,5/0,50/25,0%)
Fase B = MeOH (100%)

e Programacéo:

100% de A por 12 minutos, levando mais 12 minutos para passar a
100% de B, condicdo que permanece por 3 min, em seguida retorna a
100% de A em 10 min.

e Comprimento de onda:

Todas as hidrazonas foram detectadas em 365 nm.

Para comparar os sistemas de separagcdo isocratico e gradiente,
inicialmente uma solugao contendo dezesseis padroes de 2,4-DNPHo-CC foi
injetada e separada por ambos os sistemas. Os cromatogramas mostrados na
Figura 19 revelam a visivel diferenca entre os dois, justificando o uso do
sistema de separacdo por gradiente de eluicdo nos demais ensaios realizados
neste trabalho. Em seguida uma amostra de vinho preparada de acordo com o
descrito para a etapa |l foi também injetada nas duas condi¢des referidas e os

cromatogramas obtidos para a amostra sdo mostrados na Figura 20.
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Figura 19. Cromatogramas comparativos de uma solugédo contendo padrbes de
16 CCs submetidos a separagcao por CLAE em sistemas isocratico e gradiente.
Picos: 1 — formaldeido; 2 — acetaldeido; 3 — furfural; 4 — propanal; 5 —
propanona; 6 — butanal; 7 — iso-butanal; 8 — ciclo pentanona; 9 — benzaldeido;
10 — E-pent-2-en-1-al; 11 — ciclo hexanona; 12- E-hex-2-en-1-al; 13 — hexanal,
14 — heptanal; 15 — octanal; 16 — 2-etil-hexanal.
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Figura 20. Cromatogramas de uma amostra de vinho branco submetida a
analise por CLAE em sistemas isocratico e gradiente. As letras indicam os
diversos CCs separados na amostra.
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Analisando a Figura 20 é possivel perceber que o0 uso de um volume maior
de amostra, associado ao método de pré-concentracado e separagdo com fases
moveis de polaridades diferentes favorece a detecgdo de um maior numero de
compostos carbonilicos. Para o sistema de separacdo em gradiente, dezoito
picos foram detectados no vinho analisado, contra quatro detectados na
mesma amostra pelo sistema isocratico (as letras indicadas no cromatograma
da Figura 20 sao referentes aos diversos CCs separados na amostra, mas
ainda néo identificados no momento da analise).

Apesar do gradiente de solvente utilizado ter favorecido a separagao de
dezoito CCs na amostra de vinho branco, posteriormente foram identificados e
quantificados apenas dez deles. A identificacdo dos CCs foi feita através da
adicdo individual dos padrdes correspondentes aos provaveis compostos
carbonilicos presentes no vinho e confirmacao pelo aumento do sinal detectado
no mesmo tempo de retencdo. A quantificacao foi feita através das equagdes
obtidas apds a construcdo das curvas analiticas de cada CC em estudo e os

resultados sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Concentracédo de CCs (mg L") no vinho branco, safra 2003: etapa
Il.

CcC CCL CCT
min | Méd | max S min méd | max S
Formaldeido 0,03 0,04 |0,05|0,0064 | 0,06 | 0,08 | 0,10 | 0,0139
Acetaldeido 0,3110,32 10,34 |0,0136 | 1,3 1,3 1,4 | 0,0326
Furfural 0,28 10,3110,33|0,0287 | 1,3 1,4 1,5 |0,1015
Propanona 0,02 10,02 ]0,02|0,0034| 0,06 | 0,06 | 0,056 |0,0028
Butanal 0,02 ]0,02]0,03|0,0020| 0,5 | 0,17 | 0,19 | 0,0151

Ciclo pentanona | 0,02 | 0,03 | 0,03 | 0,0047 nd nd nd nd

Ciclo hexanona | 0,07 | 0,09 | 0,11 | 0,0181 | 0,002 | 0,003 | 0,004 | 0,0004

E-Pent-2-en-1-al | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,0025 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,0002

Hexanal 0,89 | 1.1 1,1 | 0,0943 nd nd nd nd

2-Etil hexanal 0,05 0,06 | 0,06 | 0,0078 | 0,34 | 0,37 | 0,44 | 0,0556
*nd= nao detectado; s= desvio padrao

Entre os compostos carbonilicos identificados no vinho por este método, os
mais significativos do ponto de vista quantitativo sdo o acetaldeido, furfural e 2-
etil-hexanal, presentes em concentragbes de 1,3; 14 e 0,37 mg L'1,
respectivamente.

Os resultados desta etapa foram considerados satisfatorios, pois o volume
de amostra (50 mL) utilizado favoreceu a detecgdo de uma grande quantidade

de CCs contidos no vinho, inclusive em quantidades “tragcos”. Também foi
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observado que o desvio padrao calculado para os valores de concentragao dos
CCs obtidos por este método € menor do que aqueles obtidos na etapa
anterior, indicando melhor repetibilidade da metodologia de analise. No
entanto, surgiu a necessidade de tornar o preparo de amostra mais facil
(eliminando a pré-concentragdo), rapido e menos dispendioso, gerando
também menor volume de residuo toxico.

Na etapa Il dos experimentos foi averiguada a possibilidade de trabalhar
com volumes menores de amostra e de solucdo de hidrazina, pois na etapa
anterior eram utilizados 50 mL de cada uma delas. Para isso, foram realizados
testes com uma solugdo de hidrazina dez vezes mais concentrada que a
anterior, passando de 0,04% para 0,4% e reduzindo o volume de amostra de
50 mL para 1 mL. As condi¢cdes de separacao desta etapa foram as mesmas
adotadas nas anadlises da etapa |l (sistema gradiente) que, por sua vez, foram
estabelecidas apds os testes de programacéao (6.4.2.1) e fase movel (6.4.2.2)
que serao discutidos na sequéncia. Para otimizagdo das novas condi¢coes
exigidas na etapa lll foram realizados também testes de volume de amostra
(6.4.2.3) e testes para definicdo da proporgdo amostra:2,4-DNPH (6.4.2.4). A
quantificacdo de CCs em vinhos brancos, vinhos tintos e uvas viniferas foi feita
apods todos esses ensaios prévios e sera discutida respectivamente nos itens
6.6, 6.7 € 6.8.

6.4.2.1. Teste de programacao

Na Figura 21 sdo apresentados os cromatogramas de uma mistura
contendo dezesseis 2,4-DNPHo-CC e obtidos por CLAE em sistema gradiente
em trés diferentes programacgdes de separacao.

Em ambas as programagdes a fase moével A (MeOH/ACN/H,O-
74,5/25,0/0,50%) foi mantida a 100% durante os doze minutos iniciais da
corrida cromatografica, periodo no qual houve a separagédo dos cinco primeiros
CCs da mistura: formaldeido, acetaldeido, furfural, propanal+propanona. Apartir
dai as programagdes foram modificadas para atender a necessidade de
resolver melhor a separacdo dos CCs, principalmente daqueles de maior

massa molar.
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a) Programacéo 1. b} Programacgao 2; C) Programacéo 3;

Omin. 1mL/min 10024 O min. 08mL/min 100%A O min. Ambfmin 100%A

14 min. AmlLimin 100% A 12 min. 0.8mLmin 100%A 12 min. Imbimin 100%A

13 min. 1mlU/min  A-B gmin. 08mL/min 10%A 90%E 12 min. Imbimin A-B

2 min. ImLimin 100%E G min. 08mL/min 10%A S0%E 3 min. tmbimin 100%E

5min. TmL/min B-A Bmin. 08mLimin 100%A 10 min. Imbimin B-A
13
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Figura 21. Cromatogramas de uma solugéo padrédo contendo 16 CCs, obtidos em trés programacdes diferentes. Picos: 1 — formaldeido;
2 — acetaldeido; 3 — furfural; 4 — propanal; 5 — propanona; 6 — butanal; 7 — iso-butanal; 8 — ciclo pentanona; 9 — benzaldeido; 10 — E-
pent-2-en-1-al; 11 — ciclo hexanona; 12 — E-hex-2-en-1-al; 13 — hexanal; 14 — heptanal; 15 — octanal; 16 — 2-etil-hexanal.
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Observando o cromatograma referente a programagio n° 1 (Figura 21)
percebe-se que houve co-eluicdo dos CCs propanal+propanona, butanal+iso-
butanal e ciclo pentanona+benzaldeido+E-pent-2-en-1-al, representados pelos
picos cujos tempos de retengédo (TR) foram respectivamente de 9,07; 12,46 e
15,66 minutos, e que os picos dos demais CCs se agrupavam no final do
cromatograma, dificultando sua visualizagdo e quantificagdo. Por este motivo,
foi feita uma nova tentativa (programagéo n°2) na qual o tempo total da corrida
foi reduzido para 32 minutos e o gradiente modificado, melhorando a resolugao
dos picos no final da corrida e separando melhor a ciclo pentanona do
benzaldeido e do E-pent-2-en-1-al. Nesta programacédo obteve-se um
cromatograma com melhor separagao, no entanto, como o ultimo CC (2-etil-
hexanal) eluiu em TR=32 min, optou-se por realizar mais um teste
(programagcéo n°3) com a finalidade de reduzir um pouco mais esse tempo. No
ultimo teste, o TR para o 2-etil-hexanal foi de 30 minutos e houve uma melhor
resolugcao na separagao dos picos, principalmente entre os mais pesados.

Portanto, a programacgdo n°3 foi definida como a mais apropriada, sendo

utilizada em todos os testes deste trabalho.

6.4.2.2. Teste de fase moével

Nos testes de fase movel foi empregada uma amostra de vinho derivatizada
em substituicdo a solugado contendo os dezesseis padroes de CCs que estava
sendo usada anteriormente. A amostra eluiu através da coluna cromatografica
com auxilio de trés combinagdes de fases mdveis preparadas com acetonitrila,
metanol e agua deionizada, em proporgdes variadas e empregando a
programagao n° 3 discutida no item anterior. Os cromatogramas obtidos e as
fases empregadas estdo apresentados na Figura 22.

Nos testes 1 e 3 a fase movel ACN/H,O (75,0/25,0%) foi utilizada
isocraticamente por 12 minutos sendo entdo iniciado o gradiente com a fase B
(ACN 100% para o teste 1 ou MeOH 100% para o teste 3). Em ambos os testes
ocorreu registro de picos nos primeiros 12 minutos, havendo uma significativa
co-eluigdo nos primeiros 8 minutos (Figura 22), indicando que a composi¢ao de
fase movel inicial (ACN/H20 - 75,0/25,0%) n&o foi adequada para separagéo de

CCs no vinho.
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Teste de fase n” 3
FASE A Acetonitrilafagua

(7/25%)
FASE B: Acetonitrila (100%)

Teste de fase n” 2

FASE A
Metanolfagualacetonitrila
(74 5/25/0 5%)

FASE B: Metanol (100%)

Teste de fase n” 1
FASE A Acetonitrila‘agua (75/25%)
FASE B: Metanol {(100%)

—
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Figura 22. Cromatogramas de uma amostra de vinho branco separada por CLAE, por diferentes fases méveis. Os picos representam os

diversos CCs presentes na amostra, posteriormente identificados.
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No teste n° 2 foi incluido o metanol a fase A e a mistura passou a ter na
composi¢do: metanol/agua/acetonitrila (74,5/25,0/0,5%). O metanol foi utilizado
também como solvente da fase B (100%) e obteve-se uma melhor separagao,
na qual varios CCs leves e pesados foram detectados. As fases moveis A e B
utilizadas neste teste foram, portanto, escolhidas para separagdo de CCs em

vinhos e uvas.

6.4.2.3. Teste de volume de amostra

Este teste foi realizado com o intuito de otimizar o volume de vinho
empregado no procediemento de preparo de amostra. Foram feitos ensaios
com 1, 5, 10, 25 e 50 mL de vinho e avaliou-se a influéncia da quantidade de
amostra sobre o numero de compostos detectados. O numero de picos obtidos

nos testes pode ser visto na Tabela 14.

Tabela 14. Numero de picos obtidos em teste de variacdo de volume de
amostra.

Volume de | Volume de 2,4- Volume apds pre- Numero de
vinho (mL) DNPH (mL) concentrag&o (mL) picos obtidos
1 1 - 9
5 5 - 9
10 10 - 9
25 25 3 11
50 50 3 18

Era de se esperar que volumes maiores favorecessem a deteccdo de maior
quantidade de compostos carbonilicos, principalmente por estar envolvida uma
etapa de pré-concentragdo. Quando foram utilizados 25 e 50 mL, por exemplo,
obtiveram-se 11 e 18 picos, respectivamente. Com volumes menores, apenas 9
picos foram detectados.

Apesar da evidente vantagem de se utilizar maiores volumes de vinho (25 e
50 mL), percebeu-se que nessas condigcbes grandes quantidades de
formaldeido e acetaldeido eram perdidas devido a saturagdo do cartucho C18

empregado na etapa de pré-concentracdo. Além disso, eram necessarios
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grandes volumes de solugdo de 2,4-DNPH e um preparo mais trabalhoso e
dispendioso. Como nao havia diferencga entre a quantidade de picos detectados
nos demais testes (1, 5 e 10 mL), optou-se por trabalhar com aliquotas de 1
mL, usando solugdes de 2,4-DNPH mais concentradas (0,4%). Desta forma foi
possivel melhorar o sinal das 2,4-DNHPo-CC, reduzindo o volume de

reagentes e amostra necessarios para a analise.

6.4.2.4. Definicao da proporcao de amostra:2,4-DNPH

As novas condi¢cdes de preparo exigiram um teste no qual foram avaliadas
diferentes proporcdes de vinho:2,4-DNPH 0,4%, visando estabelecer a mais
adequada propor¢ao para a nova situagao de derivatizagao, tanto em vinhos
brancos quanto em vinhos tintos.

Foram testadas as proporgdes: 1:0,5; 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5 e 1:6 e tomada
como referéncia a melhor resposta dos valores das concentragdes de
formaldeido, acetaldeido, 2-etil-hexanal e ciclo hexanona presentes no vinho. A
Figura 23 mostra o perfil de concentragdo de CCs nas amostras de vinho
branco e tinto empregando as diferentes proporgdes.

Para o vinho branco, a medida que era aumentada a quantidade de 2,4-
DNPH, aumentava também o sinal analitico referente a concentragdo dos
quatro CCs em estudo. A partir do quinto teste (propor¢céo 1:4) os valores
mantiveram-se constantes para ciclo hexanona, 2-etil hexanal e formaldeido,
mas continuaram aumentando para o acetaldeido, sendo o sexto teste
(proporgéao 1:5) escolhido como mais adequado para este tipo de vinho.

Na proporcdo 1:6 ha um aumento do sinal para o acetaldeido e um
decréscimo do sinal do 2-etil hexanal (Figura 23a).

No teste de proporcéo realizado com vinho tinto, o aumento gradual dos
volumes de 2,4-DNPH nao influenciou de forma significativa na resposta. Com
excegcao da ciclo hexanona, os valores encontrados para acetaldeido,
formaldeido e 2-etil hexanal mantiveram-se muito préximos. Como o sinal do
acetaldeido foi discretamente maior na proporgao 1:5, também foi adotada esta
como a mais adequada, até porque, na proporcdo 1:6, observa-se uma

tendéncia a diminuigao do sinal para os quatro CCs (Figura 23b).
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Conclui-se, portanto, que a melhor resposta (maior concentragao) sera

obtida quando um volume de amostra for derivatizado em cinco volumes de

2,4-DNPH 0,4%,

2.5 1
7

Concentragio 4 g
(mgL-17 '

para os dois tipos de vinho.

Yinho branco

0,51
I:I.
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Figura 23. Concentragdes de formaldeido, acetaldeido, 2-etil-hexanal e ciclo
hexanona em vinhos brancos (a) e tintos (b), obtidos no teste de proporcéo
amostra:2,4-DNPH 0,4%.
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6.5. FIGURAS DE MERITO

Apods avaliacdo das trés etapas envolvidas nos testes de desenvolvimento
da metodologia analitica para analise de compostos carbonilicos em vinhos,
consideramos que as melhores condicbes para a analise em questdo sao
aquelas descritas na etapa lll, cujo esquema detalhado de preparo é mostrado
na figura 16¢ do item 5.6.2.2.

Descrevendo resumidamente o método, pode-se dizer que este envolve um
preparo de amostra simples, no qual 1 mL de vinho é misturado com 5 mL de
2,4-DNPH a 0,4% para que os CCs presentes possam ser derivatizados e
analisados na forma livre. A determinacdo de CCs na forma ligada requer uma
alcalinizac&o prévia da aliquota de vinho até pH 11, adicionando 2 a 3 gotas de
NaOH 1 mol L™, sendo feita em seguida a derivatizagcdo. Em ambos os casos,
a mistura é sonicada por 15 minutos e injetada em sistema CLAE-fase reversa.
Para isso, o tempo de preparo das amostras n&o ultrapassa 30 minutos.

A separagao das 2,4-DNPHo-CC é feita por um sistema binario de eluigéo
das fases moveis A (MeOH/ACN/H,O — 74,5/0,50/25,0% v/viv) e B (MeOH —
100%), submetidas a uma programagao que permite inicialmente a passagem
da fase A por 12 minutos, em seguida leva-se 12 minutos para passar da fase
A para B, mantendo 100% da fase B por 3 minutos e retornando a fase A em
um intervalo de 10 minutos. Cada corrida envolvera um tempo total de 37
minutos. A deteccéo de todas as 2,4-DNPHo-CC foi realizada por detector UV,
em comprimento de onda de 365 nm.

Alguns parametros foram utilizados para medir a qualidade analitica dos
resultados gerados por este método. Estes parametros incluem: seletividade,
linearidade, faixa linear de trabalho, precisdo, limites de deteccédo e

quantificacado e percentual de recuperagao.
6.5.1. Seletividade

A avaliagao da seletividade do método proposto neste trabalho foi realizada
através da comparacao entre os valores das inclinagdes das duas retas
(coeficiente angular-a) obtidas com solugdes contendo apenas padrbes de

alguns CCs identificados (apadrso) € amostras de vinho adicionadas dos
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referidos padrdes (avinno+padrao), S€ndo eles: formaldeido, acetaldeido, butanal,
furfural, hexanal, E-pent-2-en-1-al, propanona e 2-etil-hexanal. Neste caso,
quando as inclinagdes das duas retas sdo iguais ou muito proximas, com razao
entre os dois coeficientes se aproximando de 1, significa que o unico efeito de
matriz presente € a interferéncia natural causada pelo nivel basico do analito,
ou seja, ndo ha efeito de matriz e, portanto, o método sera seletivo'"".

As retas das amostras adicionadas de padrées e dos padrdes puros sao
mostradas na Figura 24, assim como suas equagdes. Através delas podemos
observar que o método desenvolvido é considerado seletivo para os compostos
carbonilicos formaldeido, acetaldeido, furfural, E-pent-2-en-1-al, propanona,
butanal, hexanal e 2-etil-hexanal, pois os valores resultantes da razao
Avinho+padrao/ 8padrao Para cada um deles foram, respectivamente: 1,3518; 1,4604;
1,1938; 1,2719; 1,3804; 1,3529; 1,3235; 1,2591.
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Figura 24. Curvas analiticas das amostras com adi¢gao de padrdes (—) e dos
padrbes puros (----), utilizadas na verificagdo do teste de seletividade do
método: a) formaldeido, b) acetaldeido, c) furfural, d) E-pent-2-en-1-al,
e)propanona, f) butanal, g) hexanal, h) 2-etil-hexanal.
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padrées puros (----), utilizadas na verificagdo do teste de seletividade do
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6.5.2. Linearidade e faixa linear de trabalho

A linearidade reflete a capacidade do método de produzir uma resposta
diretamente proporcional a concentragdao do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado''"°. Apds a construcdo das curvas analiticas dos CCs
identificados nos vinhos, o0s resultados dos testes foram tratados
estatisticamente para que fosse avaliada a linearidade do método em relacdo a
presenca desses CCs.

Com frequéncia, a linearidade € avaliada através do coeficiente de
correlagdo (R?), que expressa a relacdo de x e y na curva, onde se espera um
valor ideal proximo de 1, ou seja, quanto mais préximo da unidade, maior a
probabilidade de existir uma relagdo linear definida'®’. Na Tabela 15 sdo
mostrados os coeficientes de correlacdo das curvas analiticas dos CCs
estudados. Para todos eles (excecdo da ciclo hexanona), os valores de R?
foram maiores que 0,99, indicando boa linearidade do método para a maioria
dos CCs.

Tabela 15. Curvas analiticas (y = ax + b) para determinagao de 2,4-dinitrofenil
hidrazonas de CCs, por CLAE.

cC Equacdes R?

Formaldeido Y =285921x + 51841 | 0,9932
Acetaldeido Y =213294x — 1295,7 | 0,9991
Furfural Y =29327x — 2245,7 | 0,9965
Propanona Y = 175376x — 2607 0,9981
Butanal Y =7901,6x — 921,91 | 0,9943

Ciclo pentanona | Y =121747x— 16995 | 0,9979
E-Penten-2-al Y =151335x — 41885 | 0,9956
Ciclo hexanona Y =24217x + 1891,9 0,9674
Hexanal Y =21072x + 1657 ,4 0,9987
2 Etil Hexanal Y =12995x + 162,51 0,9986

De acordo com Barros Neto e colaboradores'®®, uma outra maneira de
conferir a linearidade é através da comparacgao entre os valores de Fcacuiado (Fc)
e Fbelado (Ft), obtidos das curvas de calibragdo’®. O teste F é um teste de
variancia e o valor F representa quantas vezes a variagdo do fator estudado
(concentragdo do CC) é maior do que a variagdo provocada pelo acaso.

Segundo os autores, para que a reta seja linear, o ideal é que o valor de F;
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seja, no minimo, maior que dez vezes o valor de F;. O valor de F; € obtido da

razdo entre MQr (média quadratica devida a regressédo) e MQ, (média

quadratica residual) ambas mostradas na Tabela 16. Observa-se que, entre os

CCs estudados, a ciclo hexanona novamente nao apresentou boa linearidade

para o método proposto, pois os valores de F. e F; foram respectivamente

59,33 e 18,51. Os demais CCs apresentam uma boa relagao linear, pois, para

eles, os valores de F.; foram, no minimo, duzentas vezes maior que F;.

As regressdes obtidas para as curvas analiticas dos CCs listados na Tabela

16 mostraram ser estatisticamente significativas no nivel de 95% de confianga.

Tabela 16. Resultados da analise de variancia das curvas analiticas (gli = 1; gl»

= 8)

CC SQR MQR SQr MQr Fcalculado Ftabelado
Formaldeido |2,79x10™ [2,79x10™ [1,93x10™ | 2,41 x10° | 1160,81 | 5,32
Acetaldeido | 1,56 x10' | 1,56 x 10" | 1,35x 10° | 1,69 x 10% | 9269,30 | 5,32

Furfural 3,02x10" [ 3,02x10" | 1,05 x 10® | 1,31 x 10" | 2290,81 | 5,32
Propanona 2,74x10" | 2,74x10" | 511x10” | 6,39 x 10° | 428543 | 5,32
Butanal 513x10° | 513x10° | 2,95x 10" | 3,69 x 10° | 1390,01 | 5,32
Ciclo pentanona | 5,37 x 10" | 5,37 x 10" | 1,13x10° | 1,42x10° | 3791,12 | 5,32
E-Penten-2-al | 7,61 x10" | 7,61 x10" | 3,34 x 10° | 4,18 x 10° | 1821,22 | 5,32
Ciclo hexanona | 1,36 x10° | 1,36 x 10° | 4,59x 10" | 2,29 x 10" | 59,3300 | 18,5
Hexanal 8,13x10° | 8,13x10° | 7,28 x 10° | 9,40 x 10° | 8931,15 | 5,63

2 Etil Hexanal | 4,01 x10° | 4,01 x10° | 5,56 x 10° | 6,95 x 10° | 5769,43 | 5,32

SQg = soma quadratica devida a regressao
g.l1 = grau de liberdade de SQgr
MQg = média quadratica devida a regressao
SQ, = soma quadratica residual

g.l> = grau de liberdade de SQ;

MQ; = média quadratica residual
Fcalculado = MQR/MQr
Fiabelado = ponto de percentagem da distribuicdo F em nivel de 95% de

confianga

O estudo da faixa linear de trabalho para cada CC foi feito como

complemento ao teste de linearidade, visando a definicdo do intervalo de

concentragdes no qual fosse possivel quantificar de forma segura os analitos.

Para isto, foram construidos os graficos mostrados na Figura 25.
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Figura 25: Intervalos de faixa linear de trabalho para os CCs identificados no
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Nos graficos, o eixo y contém a resposta relativa resultante da razdo entre a
area do pico e a concentragcdo do analito e o eixo x as concentragdes
correspondentes em escala logaritmica. A construgcdo da curva com a
concentragdo em escala logaritimica permite melhor visualizagdo da faixa
linear. As trés linhas horizontais e paralelas ao eixo x representam o valor
médio das respostas relativas e 95,0 e 105% deste valor para a linha inferior e
superior, respectivamente.

Foi considerada como faixa linear de trabalho os intervalos nos quais os
pontos estavam inseridos entre os limites inferiores e superiores do grafico.
Para cada CC foram avaliados, no minimo, seis niveis de concentracao,
conforme sugerido pela IUPAC'"°. A IUPAC especifica que os pontos devem
ser igualmente espagados sobre a faixa de concentragéo de interesse e que
esta faixa compreenda 0 -150% ou 50,0 - 150% do valor esperado'’.

Os intervalos lineares de trabalho obtidos pela metodologia proposta sao
mostrados de forma resumida na Tabela 17. Entre os CCs, aquele que
apresentou maior faixa linear de trabalho foi o acetaldeido (0,50 - 42,0 mg L),

enquanto o menor intervalo foi obtido para a propanona (0,15 - 1,00 mg L™).

Tabela 17. Faixa linear de trabalho (valores em mg L") para os CCs
encontrados na uva e nos vinhos.

CcC Faixa linear de trabalho
minimo maximo
Formaldeido 1,50 5,00
Acetaldeido 0,50 42,0
Furfural 0,10 6,00
Propanona 0,15 1,00
Butanal 2,50 9,50
E-Pent-2-en-1-al 1,50 5,00
Ciclo hexanona 1,50 5,00
Hexanal 0,50 4,00
2-Etil-hexanal 0,80 5,00

6.5.3. Precisao

A precisdao do método foi avaliada através de testes de repetibilidade. A
repetibilidade representa a concordancia entre medigcdes sucessivas de um

mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes e envolvendo varias
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medicdes da mesma amostra, podendo ser expressa através da estimativa do
coeficiente de variacao (CV) das medi¢des. O INMETRO recomenda que sejam
feitas sete ou mais repeticdes para este calculo e que o valor maximo do CV
n3o ultrapasse 5,0%'%%113,

Para avaliacdo da repetibilidade do método proposto foram calculados os
coeficientes de variacdo (CV) dos ensaios feitos com cada CC presente na
amostra, em um total de oito repeticbes. Na Tabela 18 sdo mostradas as
concentracdes obtidas, assim como os valores de média, desvio padrdo e
coeficiente de variacao.

Os valores de CV obtidos para os CCs encontram-se dentro do limite de 5%
permitido, com excec¢do da ciclo hexanona, cujo CV foi de 14,41%. Podemos
concluir, portanto, que o método apresenta precisdo para a maioria dos CCs

identificados em uvas e vinhos.

Tabela 18. Média, desvio-padrao e coeficiente de variagao da concentragao de
CCs em amostras de solucdo modelo.

CC Média da concentragdo (mgL™") +s | CV (%)
Formaldeido 1,5968 + 0,0779 4,8761
Acetaldeido 1,6093 £ 0,0839 5,2168
Furfural 0,4145 + 0,0211 5,0847
Propanona 1,6111 £ 0,0268 1,6665
Butanal 0,8281 + 0,0383 4,6270
E-Penten-2-al 1,0874 £ 0,0518 4,7633
Benzaldeido 1,7471 £ 0,0799 4,5753
Ciclo hexanona 0,1371 £ 0,0197 14,411
Hexanal 1,4427 £ 0,0619 4,2893
2-Etil-Hexanal 0,1013 + 0,0055 5,4326

6.5.4. Limites de detecc¢ao e quantificagao

Como ja foi mencionado anteriormente, o conceito de limite de deteccao
(LD) e quantificagdo (LQ) pode variar conforme a area de trabalho'". Segundo
Silva'® e Swartz'"®, uma alternativa para encontrar os LD e LQ do método é
calcula-los com base na razéo entre o desvio padrao da resposta e a inclinacao
da curva analitica’®. O valor resultante da razdo sera, entdo, multiplicado por
trés para obtencdo do LD e por dez para obtencdo do LQ'®'3 Outra
alternativa seria estabelecer o LD por meio da analise de solugdes de
concentracdes conhecidas e decrescentes do analito até o menor nivel

|98

detectavel®®, sendo o LQ equivalente a cinco vezes o LD'"3.
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Os dois procedimentos citados foram executados neste trabalho, visando a
avaliacao daquele que melhor se enquadrava as caracteristicas do método. Na
analise feita através dos dados fornecidos pelas curvas analiticas contidas na
Tabela 15 e mostrados na Tabela 19 os limites foram considerados altos em
relacdo aos obtidos através de solucbes de concentracbes decrescentes,

mostrados na Tabela 20.

Tabela 19. Limites de Deteccao (LD) e Quantificagdo (LQ) do método para os
CCs encontrados no vinho, obtidos através dos dados fornecidos pelas curvas
(sistema gradiente).

Carbonilicos LD (mg L™ LQ (mg L™
Formaldeido 0,2784 0,9280
Acetaldeido 0,0981 0,3271
Furfural 0,1997 0,6656
Propanona 0,0229 0,0762
Butanal 0,4636 1,5447
E-penten-2-al 0,2200 0,7333
Ciclo hexanona 0,4977 1,6590
Hexanal 0,0734 0,2448
2-Etil-hexanal 0,0953 0,3178

Tabela 20. Limites de Detecgéo (LD) e Quantificagdo (LQ) do método para os
CCs encontrados no vinho, obtidos por concentracdo decrescente, nos
sistemas isocratico e gradiente.

Isocratico Gradiente
Carbonilicos LD(mgL" | LQ(mgL") | LD(mgL") | LQ(mgL™)
Formaldeido 0,0030 0,0150 0,0064 0,0320
Acetaldeido 0,0071 0,0355 0,0073 0,0365
Furfural 0,0120 0,0600 0,0127 0,0635
Propanona 0,0100 0,0500 0,0176 0,0880
Butanal 0,0200 0,1000 0,0230 0,1150
E-penten-2-al - - 0,0087 0,0435
Ciclo hexanona - - 0,0085 0,0425
Hexanal - - 0,0432 0,2160
2-Etil-hexanal - - 0,0071 0,0355
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Apesar de saber que alguns aspectos cromatograficos, como idades da
coluna e da lampada do detector, podem interferir nestes resultados,
considerou-se significativa a diferenga entre os valores obtidos pelos dois
procedimentos. Por este motivo, considera-se que a maneira mais indicada
para definicdo dos valores de LD e LQ para analitos quantificados por CLAE-
fase reversa, pela metodologia proposta, € através do uso de solugdes estoque
contendo concentragdes conhecidas do padrdao em diluicbes sucessivas até
obtencdo do menor sinal que possa ser diferenciado do ruido apresentado no
cromatograma. Deste modo, o LD e LQ recomendados s&o os registrados na
Tabela 20.

6.5.5. Validagao do método

Um método analitico pode ser validado através de testes de recuperacao
que sao complementados com ensaios em materiais de referéncia certificados
ou por comparacdo com outro método ja em uso'°.

Levando-se em conta que nao existem materiais de referéncia que
reproduzam as caracteristicas necessarias nos vinhos para este experimento e
que a metodologia de andlise simultinea de CC ainda esta sendo
desenvolvida, a validacdo do método proposto neste trabalho ficara restrita aos
resultados do teste de recuperacio.

Os resultados mostrados na Tabela 21 fornecem um panorama do
comportamento do método com relagdo aos compostos de interesse presentes
na matriz, ou seja, informam a propor¢gdo da quantidade da substéncia de

interesse que é extraida e passivel de ser quantificada'"?.
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Tabela 21. Recuperagdes dos CCs adicionados em determinada amostra de
vinho e em diferentes concentracdes (concentragdo emmg L™, n = 7).

CcC

FORMALDEIDO

Quantidade (mg L")

area integrada amostra | adicionada | total esperada | total obtida | % recuperacéao
346244,66 0,1610 0,7993 0,9603 0,9693 101
451261,22 0,1610 1,4989 1,6599 1,2633 76,1
529412,45 0,1610 1,9986 2,1596 1,4821 68,6
734487,88 0,1610 2,5696 2,7306 2,0562 75,3
982145,67 0,1610 2,9979 3,1589 2,7495 87,0
1144657,66 0,1610 3,9972 4,1582 3,2044 771
1343664,31 0,1610 4,9964 5,1574 3,7615 72,9
média 79,7
ACETALDEIDO
area integrada amostra | adicionada | total esperada | total obtida | % recuperacéo
1491918,51 9,2861 0,9825 10,2686 6,8858 67,1
1436834,05 9,2861 1,4737 10,7598 6,6316 61,6
1549742,37 9,2861 1,9650 11,2511 7,1527 63,6
1975599,43 9,2861 2,5545 11,8406 9,1182 77,0
2527740,83 9,2861 2,9475 12,2336 11,6666 95,4
2191599,64 9,2861 3,9300 13,2161 10,1152 76,5
2722082,88 9,2861 4,9125 14,1986 12,5636 88,5
média 75,7
FURFURAL
area integrada amostra | adicionada | total esperada | total obtida | % recuperacéao
4544478 1,3567 1,0020 2,3587 1,5847 67,2
58831,43 1,3567 1,5029 2,8596 2,0515 71,7
76599,5 1,3567 2,0039 3,3606 2,671 79,5
105295,15 1,3567 2,5049 3,8616 3,6718 95,1
98502,62 1,3567 3,1058 4,4625 3,4349 77,0
134324,76 1,3567 4,0078 5,3645 4,6841 87,3
185190,52 1,3567 5,0097 6,3664 6,4579 101
média 82,7
E-PENT-2-EN-1-AL
area integrada amostra | adicionada | total esperada | total obtida | % recuperacéo
88623,15 0,0451 0,9867 1,0318 0,6471 62,7
141654,71 0,0451 1,4998 1,5449 1,0343 66,9
190338,73 0,0451 1,9735 2,0186 1,3898 68,8
245634,28 0,0451 2,5655 2,6106 1,7935 68,7
335395,74 0,0451 2,9996 3,0447 2,4489 80,4
515915,2 0,0451 3,9469 3,9920 3,7670 94,4
634432,82 0,0451 4,9336 4,9787 4,6323 93,0
média 76,4

105



Tabela 21. Recuperagdes dos CCs adicionados em determinada amostra de
vinho e em diferentes concentragdes (Concentragdo mg L', n = 7).

(Continuacao).

CC
PROPANONA Quantidade (mg L™
%
area integrada amostra | adicionada | total esperada | total obtida | recuperacéo
51043,5 0,3054 0,1492 0,4546 0,3060 67,3
72966,14 0,3054 0,1989 0,5043 0,4374 86,7
93960,75 0,3054 0,2925 0,5979 0,5632 94,2
133356,4 0,3054 0,4096 0,7150 0,7994 112
131630,31 0,3054 0,4973 0,8027 0,7891 98,3
175532,86 0,3054 0,6144 0,9198 1,0523 114
210169,61 0,3054 0,7021 1,0075 1,2599 125
média 99,6
BUTANAL
%
area integrada amostra | adicionada | total esperada | total obtida | recuperacéo
8592,54 0,016 2,5176 2,5336 2,2272 87,9
12400,75 0,016 3,5723 3,5883 3,2144 89,6
18425,69 0,016 4,4229 4,4389 4,7761 107,6
18987,66 0,016 5,4435 5,4595 4,9217 90,1
23363,49 0,016 6,4642 6,4802 6,0560 93,4
26881,93 0,016 7,4849 7,5009 6,9680 92,9
30503,76 0,016 8,5055 8,5215 7,9068 92,8
média 93,5
HEXANAL
%
area integrada amostra | adicionada | total esperada | total obtida | recuperacéo
3535,69 0,0573 0,2052 0,2625 0,3384 129
9418,85 0,0573 0,9813 1,0386 0,9014 86,8
16300,17 0,0573 1,5165 1,5738 1,5599 99,1
17560,69 0,0573 2,1518 2,2091 1,6806 76,1
28438,93 0,0573 3,0222 3,0795 2,7217 88,4
31795,04 0,0573 3,5683 3,6256 3,0429 83,9
39454,93 0,0573 4,0143 4,0716 3,7760 92,7
média 93,7
2-ETIL-HEXANAL
%
area integrada amostra | adicionada | total esperada | total obtida | recuperagéo
3129,91 0,1136 0,2002 0,3138 0,4519 144
3674,36 0,1136 0,4004 0,5140 0,5306 103
4037,88 0,1136 0,6229 0,7365 0,5831 79,2
10267,26 0,1136 1,4127 1,5263 1,4826 97,1
20526,99 0,1136 3,1143 3,2279 2,9641 91,8
25758,8 0,1136 4,0041 41177 3,7196 90,3
35588,61 0,1136 4,8940 5,0076 5,1391 102,6
média 101
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Para este teste foram preparadas sete solugdes contendo, cada uma, uma
mistura de formaldeido, acetaldeido, furfural, propanona, butanal, E-pent-2-en-
1-al, hexanal e 2-etil-hexanal, em concentrac¢des diferentes. Aliquotas de 100
ML dessas solugbes foram misturadas a mesmo volume da amostra
derivatizada e em seguida analisadas por CLAE.

Os valores de recuperacao foram calculados pela equacdo (7).

%recuperagdo = (Ciotal obtida — Camostra)/ Cadicionada X 100 (Eq.7)

Onde: Ciotal obtisa = CONCentracéo obtida na amostra adicionada (mg L)
Camostra = CONCENtragdo obtida na amostra pura (mg L™)

Cadicionada = CONcentragdo adicionada (mg L™)

Os intervalos aceitaveis de recuperagao para alguns tipos de analise estao
geralmente compreendidos entre 70,0 e 120%. Porém, em amostras mais
complexas como o vinho esta faixa pode ser ampliada para 50,0 a 120%°%°.
Com base nesta informacao pode-se concluir que o método apresenta boa
recuperacédo para os CCs formaldeido (79,7%), acetaldeido (75,7%), furfural
(82,7%), E-pent-2-en-1-al (76,4%), propanona (99,6%), butanal (93,5%),
hexanal (93,7%) e 2-etil-hexanal (101%), cujos valores médios de recuperagao

se incluiam nos limites aceitaveis.

107



6.6. ANALISE DE CCs EM SOLUGAO MODELO

A opgao por avaliar os CCs em condigdes simuladas (solugdo modelo)
deve-se a necessidade de serem excluidos os interferentes naturais que
dificultariam o entendimento do comportamento destes compostos em
presenca do bissulfito, que € um conservante encontrado na bebida como
resultado da adigao intencional, cuja finalidade é manter a qualidade do vinho
por um periodo prolongado.

A interagdo CC-S(IV) produz adutos (AHAS) que deverao ser dissociados
no momento da quantificacdo dos CCs na bebida. Diante deste fato, o estudo
em solugdo modelo foi realizado visando o esclarecimento dos seguintes
aspectos:

1. A interagdo CC-S(IV) pode estar condicionada a estrutura quimica dos
CCs, por isso, € importante que estas estruturas sejam avaliadas para que seja
conhecida a sua influéncia sobre a formacao de adutos e, assim, prever de que
forma eles iriam predominar no vinho. Por este motivo, foi realizado o estudo
com vinte e dois CCs, entre eles, aldeidos e cetonas ciclicas, alifaticas e na
forma de isébmeros trans (trans-alcenais).

2. Para que a dissociagcao do aduto seja completa € preciso que o pH da
amostra seja ajustado na faixa alcalina. Torna-se necessario, portanto,
caracterizar o melhor pH, ou faixa de pH, no qual seja possivel a quantificagédo
segura dos CCs totais presentes na amostra.

3. Ao serem estudados isoladamente, os CCs podem apresentar
determinado comportamento em relagao a interacdo com o bissulfito, mas em
mistura, este comportamento pode ser alterado devido a influéncia dos CCs
mais reativos. Por este motivo, o estudo do comportamento dos CCs na
presenca de bissulfito deve envolver a avaliagcdo da formagcdo dos AHAS em
solugdes individuais de cada CC na solugcdo modelo, posteriormente, em
mistura contendo todos os CCs juntos.

A solucdo modelo foi entdo preparada de forma que permitisse reproduzir
principalmente alguns paréametros de interesse para o estudo, como: teor
alcodlico (11%), pH (3,5) e concentracdo de bissulfito (50 mg L'). A esta
solucdo foram adicionados os 22 CCs isoladamente e depois em mistura (ver

esquema de obtengdo da solugdo modelo no item 5.6.5.1). Em seguida as
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amostras foram submetidas a analise dos CCs na forma livre e total, de acordo
com o método descrito.

Os valores das fragbes de CCL (livre), CCLig (ligado) e CCT (total) obtidos
na solugcdo modelo foram inicialmente tratados através da Analise de
Componentes Principais (ACP). A execugao da ACP neste estudo revelou que
as duas primeiras componentes principais sdo capazes de explicar 99,6% da
variancia total do conjunto de dados. A primeira componente principal (PC1)
explica 89,99% da variancia, enquanto a segunda componente (PC2) explica
9,61%. Apds a execugao da analise ACP, trés parametros foram selecionados
e nenhuma amostra anémala foi detectada.

O diagrama de scores (Figura 26) indica que as amostras foram agrupadas
em trés categorias: aldeidos, cetonas e trans-alcenais. Em ACP, os scores
localizados préximos entre si apresentam correlacao estatistica significativa131.
O diagrama de Scores revela ndo somente que as amostras foram separadas
em trés grupos, mas também que os derivados insaturados (trans-alcenais)

estao separados dos demais CCs estudados.
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Figura 26. Diagrama de Scores das duas primeiras componentes principais
(PC1 e PC2), indicando o agrupamento das amostras em trés subgrupos:
aldeidos, cetonas e trans-alcenais.

Ao serem confrontados os diagramas de Scores (Figura 26) e Loadings
(Figura 27), eles revelam também que as variaveis CCLig-pH10 e CCLig-pH11
contribuem positivamente para PC1, justificando entdo que em pH10 e pH11 0

conjunto de amostras de trans-alcenais é discriminado do conjunto de amostras
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dos demais compostos carbonilicos (aldeidos e cetonas), visto que as
amostras destes aldeidos insaturados se agruparam no quadrante esquerdo
com menor contribuicdo para PC1. As amostras de aldeidos e cetonas
apresentam uma maior tendéncia em se apresentarem sob a forma ligada nos
pHs 10 e 11, quando comparados aos trans-alcenais. Analisando a matriz de
dados, pode-se notar que no pH 11 estes CCs estdo praticamente na forma

livre, 0 que & coerente com a analise estatistica.
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Figura 27. Diagrama de Loadings das duas primeiras componentes principais
(PC1 e PC2), revelando as variaveis responsaveis pelo agrupamento das
amostras em subgrupos (CCLig-ligado e CCT-total).

O pH alcalino foi objeto de estudo nesta etapa da pesquisa, uma vez que
ele é necessario para garantir a completa dissociagdo do CCLig, permitindo a
quantificacdo segura do CCT presente na amostra. Através do diagrama de
Loading é possivel perceber que os valores de pH 10 e 11 foram considerados
0os mais significantes para se obter a melhor resposta em termos de
concentragdo de CCT, uma vez que as variaveis CCT-pH10, CCLig-pH10 e
CCLig-pH11 foram selecionadas pelo método. Esta faixa de pH foi definida
apos verificagao dos resultados da analise de ACP e regressao.

A analise de ACP revelou que os demais pHs (9, 12 e 13), por
apresentarem autovalores mais baixos do que aqueles das variaveis pHs 10 e
11, ndo foram selecionados e, portanto, ndo apresentam relevancia significativa

na determinagao das concentragdes e na discriminagcao dos CCs estudados.

110



Através da analise de regressao (Figura 28), € possivel perceber que estes
valores de pH sao considerados pontos criticos para as curvas, ou seja, antes
do pH 10 e apds o pH 11 existe uma diversidade de comportamento das curvas
(a resposta aumenta ou diminui) e isso ndo é desejado quando pretende-se
analisar os CCs simultaneamente em uma amostra real de vinho.
Contrariamente, ao serem usados os modelos quadraticos para estimar o
comportamento da resposta no intervalo de pH entre 10 e 11 foi possivel
observar que nao havia diferenga significativa entre os resultados. Portanto,
esta faixa de pH podera garantir uma boa dissociagdo do aduto e assegurar a
confiabilidade dos resultados na analise de CCT para uma grande quantidade
de CCs.

A variagdo da concentracdo em funcdo do pH, mostrada na Figura 28, se
ajusta ao modelo quadratico para a maioria dos CCs, como foi verificado em
91% dos casos estudados. Na Tabela 22 sdo apresentados os modelos
matematicos obtidos na regressdo e utilizados para construgdo das curvas
mostradas na Figura 28. As expressdes matematicas confirmam que a
resposta analitica € influenciada pela variacdo do pH. Isto pode ser
comprovado se forem analisados os valores de b nas referidas expressoes,
pois, o coeficiente do segundo termo da equagao (b) representa a taxa de
incremento da concentragao do CC em fungado de cada unidade de pH e, como
pode-se perceber, estes valores variaram bastante entre os CCs, sendo mais
elevados principalmente entre os aldeidos alifaticos, tanto nas formas cis
quanto nas formas trans.

Os valores dos pH’s criticos (pontos de inflexdo) mostrados na Tabela 22,
para cada expressao, representam pontos sobre o grafico da fungéo nos quais
o sentido da curva muda'?'*°. Neste caso, os pontos de inflexdo indicardo o
intervalo de pH a partir do qual havera aumento ou diminuicdo do sinal
analitico, representando um comportamento ndo desejado para a analise, uma
vez que se pretende definir um intervalo no qual n&o haja variagao da resposta
(concentragdo) para os CCs presentes no vinho. Portanto, no momento do

preparo da amostra para analise de CCT este intervalo devera ser obedecido.
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Figura 28. Variacdo da concentragdo de CCs em fungdo do pH em solugdo modelo, usando as equagdes quadraticas obtidas na
regressao.
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Tabela 22. Equacgdes de regressao relacionando a concentragao de CCs em funcéo do pH e respectivos coeficientes de determinagao.

CC Equacéo de regresséo Modelo R? pH’s criticos
Formaldeido y=-0,8560+0,3515pH-0,0119pH" Quadratico 0,9567 10,0 -10,9
Acetaldeido y= 0,6777+0,0801pH+0,0001pH? Quadratico 0,7849 10,0-10,9

Propanal y= 1,5203+0,8558pH-0,0470pH2 Quadratico 0,9040 10,0-10,9
Pentanal y= 0,3027+0,3463pH-0,0113pH? Quadratico 0,9800 10,0-10,9
Hexanal y=-0,5229+0,3858pH-0,0189pH?> Quadratico 0,9435 10,2 -10,9
Octanal y=-1,0900+0,4942pH-0,0223pH? Quadratico 0,9735 10,0-10,9
Nonanal y=-0,1969+0,2403pH-0,0090pH?> Quadratico 0,9822 10,0-10,9
Decanal y=-0,4813+0,4396pH-0,0213pH? Quadratico 0,9400 10,3- 10,9
E-Pent-2-en-1-al y— 3,5626-0,6741pH+0,0321pH? Quadratico 0,9961 10,5-10,9
E-Hex-2-en-1-al y= 3,0666-0,4337pH+0,0164pH? Quadratico 0,9966 10,0-10,9
E-Hept-2-en-1-al y= 3,4901-0,6734pH+0,0329pH? Quadratico 0,9951 10,2-10,9
E-Oct-2-en-1-al y= 3,2804-0,6166pH+0,0299pH? Quadratico 0,9973 10,3- 10,9
Benzaldeido y= 2,8032-0,0091pH+0,0308pH? Quadratico 0,0308 10,0 - 10,9
Salicilaldeido y=1,4102+0,0316pH-0,0023pH? Quadratico 0,2260 10,0 -10,9
Propanona y= 1,6455-0,0227pH+0,0017pH? Quadratico 0,6387 10,0 -10,9
Hexanona y= 0,1656+0,6424pH-0,0763pH?+0,0027pH? Cubico 0,8590 10,0 -10,9
Heptanona y= 1,7051-0,1557pH+0,0106pH? Quadratico 0,6611 10,0 -10,9
Octanona y= 2,0228-0,0738pH+0,0047pH? Quadratico 0,3301 10,0 -10,9
Nonanona y= 3,4801-0,7089pH+0,0836pH>-0,0030pH> Cubico 0,9029 10,0 -10,9
Decanona y=1,2510+0,1078pH-0,0094pH? Quadratico 0,3104 10,0 -10,9
B-lonona y=1,6019-0,0074pH+0,0081pH? Quadratico 0,5030 10,0-10,9
Ciclo pentanona y= 2,1229-0,0734pH+0,0051pH? Quadratico 0,0478 10,0 -10,9
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Retomando a discussdo relacionada com os resultados da ACP, é
possivel interpretar os dados experimentais através da analise conjunta
dos diagramas de Scores e Loadings, sob um novo prisma. Observa-se
que o grupo dos aldeidos se agrupa no quadrante inferior (Scores),
sendo assim, a variavel CCLig-pH11 sera responsavel por explicar o
comportamento desses aldeidos. Portanto, a forma ligada em pH 11 é a
que melhor explica o agrupamento dos aldeidos estudados. Os derivados
cetbnicos, por outro lado, foram agrupados na regido superior do
diagrama de scores, que pode ser explicado analisando o diagrama de
Loadings, ja que a variavel CCT-pH10 explica esta categoria de
derivados.

A Tabela 23 mostra os autovalores das variaveis selecionadas e as

respectivas contribuicbes nas PC1 e PC2.

Tabela 23. Contribuicdo dos autovalores das variaveis para PC1 e PC2.

Variavel PC1 PC2
CCLig-pH11 0.599 - 0.298
CCLig-pH10 0.588 - 0.467
CCT-pH10 0.544 0.832

De acordo com a Tabela 23, as components PC1 e PC2 podem ser

expressas pelas seguintes equagoes:

PC1 = + 0,599 [CCLig-pH11] + 0,588 [CCLig-pH10] + 0,544 [CCT-pH10] (Eq.8)
PC2 = - 0,298 [CCLig-pH11] - 0,467 [CCLig-pH10] + 0,832 [CCT-pH10] (Eq.9)

Em (8), as variaveis CCLig-pH11 e CCLig-pH10 sdo as que mais
contribuem para separar os carbonilicos saturados (aldeidos e cetonas) dos
derivados insaturados (alcenais). Entre as trés variaveis selecionadas, o
parametro CCLig-pH11 € o que possui maior contribuicdo para PC1. De fato,
pode ser observado pelo diagrama de Loadings na Figura 27 que todas as
variaveis contribuem positivamente para PC1. Analisando a equacao (9),

observa-se que as variaveis CCLig-pH11 e CCLig-pH10 sdo as que mais
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contribuem para o agrupamento dos aldeidos, enquanto a variavel CCT-pH10
contribui para o agrupamento das cetonas.

A Tabela 24 indica o porcentual de variancia acumulativo da calibragao e da
validacdo para PC1 e PC2 e o quanto cada variavel contribui para cada
componente principal. O modelo proposto possui %Var acumulada Para calibragéao
e validacao igual a 99.60% e 98.46%, respectivamente. A %Varacumuiada para
calibragdo indica a capacidade do modelo em explicar os dados originais,
revelando também seu poder de ajuste, enquanto %Varacumuiada para validagéo

indica a capacidade de predicdo do modelo proposto.

Tabela 24. Percentual de variancia acumulativo para PC1 e PC2.

Variaveis PC1 PC2

calibracao validacao calibracdo  Validacao
Andlise PCA 90.00 83.30 99.60 98.46
CCLig-pH11 96.78 94.62 99.34 97.50
CCLig-pH10 93.20 88.65 99.48 97.98
CCT-pH10 80.01 66.05 99.98 99.95

Os resultados da Tabela 24 revelam que a variavel CCLig-pH11 é a que
melhor se ajusta e a que possui maior grau de previsibilidade no modelo, ou
seja, é capaz de explicar 96,78% dos dados originais e validar 94,62% com
apenas a primeira componente principal. A segunda componente principal é
necessaria, pois complementa a analise indicando uma separagao entre as
cetonas e os aldeidos. Isto pode ser comprovado observando também a Tabela
24, onde as variaveis CCLig-pH10 e CCT-pH10, também devem aparecer no
modelo, pois apresentam elevada contribuicdo em termos de validagao para
PC2. Deste modo, a variavel CCLig-pH11 é a que melhor explica os dados
originais, a que melhor separa os grupos amostrais € a que melhor discrimina
as categorias, enquanto as variaveis CCLig-pH10 e CCT-pH10 sédo as que
contribuem melhor para discriminagao das categorias em grupos funcionais, ou
seja, em aldeidos e cetonas. Desta forma, a analise detalhada do diagrama de
Scores e Loadings revela que a forma ligada em pH 11 € a que mais interessa

para aldeidos e a forma total em pH 10 é a que mais interessa para as cetonas.
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Uma vez definida a faixa de pH para o estudo dos CCs na forma total, o
proximo passo seria conhecer a influéncia do tamanho ou arranjo das suas
cadeias carbdnicas sobre a interacdo com o bissulfito presente no meio para
formacao do aduto AHAS.

As Tabelas 25 e 26 listam os valores de concentracdo dos CCs na forma
livre, ligada e total na solugdo modelo, analisados individualmente (Tabela 25)
e em mistura (Tabela 26). Os valores de CCL equivalem aos resultados
encontrados na amostra contida no baldo B1 (Figura 17), enquanto os valores
de CCT-pH 9 a 13 sdo equivalentes aos resultados encontrados nos baldes C1
a C5. Os valores de concentragao das amostras contidas no frasco A1 (branco
de bissulfito-BB) serviram de referéncia para o calculo de CCL e CCT.
Considerando que, no preparo de A1, 1mL da solugdo contendo 10 mg L' do
CC era diluida em 5 mL de 2,4-DNPH para que ocorresse a derivatizacao,
entdo, em todos os casos, o valore de concentragdao do CC em A1 foi de 1,67
mg L.

Os dados indicam que a formagdo dos adutos nao parece estar
condicionada somente a presenga da carbonila nas estruturas organicas
estudadas. Os valores das concentracées de CCL e CCLig demonstraram que
a posicado da carbonila, o tamanho da cadeia e a estrutura trans dos
estereoisdmeros de CCs podem influenciar na formacéo de CCLig (aduto).

Os graficos apresentados nas Figuras 29 e 30 mostram as fragdes livre e
ligada dos CCs ap6s a reagao com bissulfito, em solugdo modelo. Os valores,
expressos em %, foram calculados com base no valor de CCT, assumindo
como 100%, exceto para os trans-alcenais, cujos valores de CCL foram
calculados com base no valor do branco (A1), uma vez que a determinagao na
forma total apresentou problemas e sera discutido na sequéncia.

Todos os valores de CCLig se referem a analise na qual foi utilizado o pH 11
na dissociagdo do aduto, ja que este mostrou ser o mais apropriado. A Figura
29 representa o comportamento dos CCs estudados individualmente e a Figura

30 representa o comportamento simultdneo dos vinte e dois CCs em mistura.
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Tabela 25. Concentragdo (mg L") de CCs livres, ligados e totais em solugdo modelo, estudados individualmente.

CCT CClLig

CcC BB CCL pH9 pH10 pH11 pH12 pH13 pH9 pH10 pH11 pH12 pH13

Formaldeido 1.67 0.21 1.22 1.51 1.56 1.83 1.56 1.01 1.30 1.35 1.62 1.34
Acetaldeido 1.67 0.96 1.30 1.54 1.78 1.44 1.79 0.34 0.58 0.82 0.48 0.83
Propanal 1.67 0.57 1.54 1.51 1.66 1.12 1.09 0.96 0.93 1.08 0.54 0.76
Pentanal 1.67 0,78 1.46 1.46 1.67 1.62 1.67 0.68 0.68 1.04 0.84 1.53
Hexanal 1.67 0.56 1.47 1.48 1.36 1.26 1.39 0.91 0.92 0.80 0.70 0.83
Octanal 1.67 0.34 1.46 1.65 1.80 1.55 1.56 1.12 1.31 1.46 1.21 1.22
Nonanal 1.67 0.52 1.20 1.33 1.33 1.47 1.36 0.68 0.81 0.81 0.95 0.84
Decanal 1.67 0.75 1.85 1.80 1.59 1.72 1.69 1.10 1.04 0.83 0.97 0.94
E-pent-2-em-1-al 1.67 1.65 0.04 0.06 0.08 0.12 0.19 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
E-hex-2-en-1-al 1.67 1.78 0.54 0.38 0.24 0.20 0.24 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
E-hept-2-en-1-al 1.67 1.59 0.04 0.06 0.12 0.18 0.26 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
E-oct-2-en-1-al 1.67 1.53 0.13 0.09 0.16 0.22 0.29 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzaldeido 1.67 1.66 1.55 1.39 1.67 1.59 1.61 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Salicilaldeido 1.67 1.50 1.43 1.58 1.50 1.46 1.41 n.d. 0.08 n.d. n.d. n.d.
Propanona 1.67 1.59 1.60 1.59 1.59 1.60 1.66 0.01 n.d. n.d. 0.01 0.07
Hexan-2-ona 1.67 1.57 1.70 1.70 1.57 1.50 1.54 0.12 0.12 n.d. n.d. n.d.
Heptan-2-ona 1.67 1.30 1.24 1.11 1.23 1.48 1.44 n.d. n.d. n.d. 0.19 0.14
Octan-2-ona 1.67 1.83 1.67 1.77 1.89 1.77 1.84 n.d. n.d. 0.06 n.d. 0.01
Nonan-2-ona 1.67 1.92 1.67 1.67 1.79 1.73 1.71 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Decan-2-ona 1.67 1.49 1.56 1.35 1.46 0.73 1.32 0.07 n.d. n.d. n.d. n.d.
B-ionona 1.67 1.58 1.63 1.60 1.60 1.60 1.67 0.04 0.02 0.02 0.02 0.08
Ciclopentanona 1.67 1.39 1.10 1.41 1.67 1.36 1.35 n.d. n.d. 0.28 n.d. n.d.

n.d. = ndo detectado; BB-branco de bissulfito; CCL — livre; CCT — total; CCLig — ligado.
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Tabela 26. Concentragdo (mg L") de CC livres, ligados e totais em solugdo modelo, estudados em mistura.

CCT CClLig
CC BB |CCL |[pH9 pH10 pH11 pH12 pH13 pH9 pH10 pH11 pH12 pH13
Formaldeido 1.67 [1.09 1.44 1.79 1.91 1.55 1.53 0.35 0.70 0.82 0.46 0.44
Acetaldeido 1.67 |0.81 1.20 1.53 1.67 1.56 1.72 0.40 0.74 0.88 0.76 1.32
Propanal 1.67 [0.70 1.45 1.74 1.72 1.74 1.72 0.75 1.04 1.02 1.04 1.02
Pentanal 1.67 043 |0.31 1.48 1.67 1.65 1.64 nd 1.04 1.23 1.22 1.52
Hexanal 1.67 [0.68 1.51 1.80 1.88 1.50 1.46 0.83 1.11 1.19 0.81 0.77
Octanal 1.67 |0.81 1.70 1.91 1.98 1.70 1.70 0.89 1.10 1.17 0.89 0.89
Nonanal 1.67 [0.92 1.16 1.62 1.67 1.49 1.49 0.26 0.71 0.74 0.58 1.76
Decanal 1.67 |1.33 1.00 1.55 1.67 1.33 1.33 nd 0.22 0.33 nd nd
E-pent-2-en-1-al |1.67 |1.53 |0.17 0.24 0.12 0.12 0.24 nd nd nd nd nd
E-hex-2-en-1-al |1.67 (142 |0.23 0.34 0.15 0.15 0.34 nd nd nd nd nd
Benzaldeido 1.67 [1.32 1.37 1.80 1.80 1.72 1.59 0.05 0.48 0.48 0.40 0.28
Salicilaldeido 1.67 |1.42 1.40 1.43 1.43 1.40 1.50 nd 0.02 0.02 nd 0.08
Propanona 1.67 [1.55 1.59 1.54 1.61 1.61 1.67 0.04 nd 0.06 0.06 0.11
Hexan-2-ona+ |[1.67 |1.47 1.55 1.50 1.55 1.55 1.61 0.08 0.03 0.08 0.08 0.14
E-hept-2-en-1-al
Heptan-2-ona + |1.67 [1.67 1.52 1.59 1.49 1.49 1.49 nd nd nd nd nd
E-oct-2-en-1-al
Octan-2-ona 1.67 |1.25 1.25 1.19 1.37 1.31 1.31 nd nd 0.12 0.06 0.06
Nonan-2-ona 1.67 [1.09 1.14 1.14 1.25 1.25 1.15 0.05 0.05 0.16 0.16 0.05
Decan-2-ona 1.67 [0.96 1.03 0.90 1.03 1.03 0.90 0.06 nd 0.06 0.06 nd
B-ionona 1.67 [0.81 0.86 0.81 0.97 0.86 0.86 0.05 nd 0.16 0.05 0.05
Ciclopentanona |1.67 [1.16 |0.89 1.39 1.67 1.48 1.45 nd 0.23 0.92 0.34 0.43

n.d. = ndo detectado; BB-branco de bissulfito; CCL — livre; CCT — total; CCLig — ligado.
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Figura 29. Percentual de CC livre e CC ligado em amostras de solugao modelo (pH 11), analisados individualmente.
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Figura 30. Percentual de CC livre e CC ligado em amostras de solu¢ao modelo (pH 11), analisados em mistura.
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Os gréficos indicam que a estabilidade do CCLig € maior para os
compostos carbonilicos alifaticos saturados (formaldeido, acetaldeido,
propanal, pentanal, hexanal, octanal, nonanal e decanal) e que, na maioria dos
casos, mais de 50% da concentracdo desses compostos esta representada na
forma ligada. No estudo individualizado destes compostos, os valores de CCLig
sdo ainda maiores. Entre eles, o que apresenta interacdo mais forte com o
bissulfito € o formaldeido, aldeido com uma cadeia muito curta, contendo
somente um atomo de carbono. Aproximadamente 90% do formaldeido estava
na forma ligada. Por outro lado, os aldeidos benzdicos (benzaldeido e
salicilaldeido) ndo formam aduto em quantidades significativas.

Quando estudadas separadamente, as cetonas também nao apresentaram
grande afinidade pelo ion bissulfito, uma vez que ndo foram identificados teores
significativos do aduto AHAS formado a partir deste grupo, com excegéao da
ciclo pentanona, com 20% de sua concentragcdo na forma combinada.
Supreendentemente, ao serem avaliadas em mistura, as cetonas se
apresentaram, em média, 10% combinadas, na forma de aduto.

Para os trans-alcenais, a auséncia da representagao grafica associada aos
valores de CCLig, mostrados nas Figuras 32 e 33, esta relacionada com a
dificuldade em analisar os conteudos totais destes componentes pelo método
proposto no presente trabalho. Dois mecanismos s&o sugeridos para explicar
este fenbmeno. No primeiro deles a alcalinizacdo da amostra, realizada na
quantificacdo dos CCT, favorece as reagdes de adicdo simples, reacao
bastante comum entre aldeidos e cetonas a e B-insaturados e espécies

nucleofilicas fortes como o ion hidroxido'?

. Desta forma, a hidroxila sera
adicionada ao CC insaturado através da dupla ligagdo do grupo carbonila,
conforme ilustrado no Esquema 10, resultando em um alcool ou outro

composto nao identificado pelo método.

H (E:'x H o H o
. - @ - L
H H H H HF H
H H H

Esquema 10. Estruturas de ressonéancia e hibrido de ressonéancia de aldeidos
a e B-insaturados para reagao de adicao simples (adaptado de ref. 111).
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O outro mecanismo envolvido poderia estar relacionado com a reacédo de
adicao conjugada entre anions e os CCs a e B-insaturados, conhecida também
por “adicdbes de Michael” (Esquema 11). Neste caso, o bissulfito seria
adicionado na posigao 1,4 em relagdo ao grupo carbonilico, removendo a dupla
ligacao da cadeia carbdnica sem modificar a carbonila, o novo composto sera
atacado pelo ion hidréxido, formando um aduto diferente do desejado (diferente
do AHAS). O aduto formado ndo conseguiria reagir com a 2,4-DNPH para

formar a hidrazona e, por este motivo, o sinal analitico ndo pode ser obtido.

S04H Clﬁ- }-hrf S05H ﬁ S50:H 0OH

?ﬁ MaOH
' .8.0 : - R
R1V$/’R‘H HO ﬁ 0 — H1\)\ﬁ-/L\H I PW\ _— 1'\/J\'\/t|i|l\aH

Alcenal  Bissulfito Acido B Diol
OXosulfénico geminal

Esquema 11. Adigdo conjugada, através da via de adicdo de “Michael’, entre
um anion e compostos carbonilicos a,p-insaturados.

Novos estudos serdo necessarios no intuito de solucionar a dificuldade de
quantificacdo dos CCT dos trans-alcenais. No entanto, através da avaliacao
das concentragcbes destes compostos na forma livre (Tabelas 25 e 26) e
comparagdo com o “branco de bissulfito”, € possivel concluir que eles se

encontram sem se combinar ao bissulfito.
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6.7. ANALISE DE ESPECIES DE S(IV) LIVRES EM SOLUCAO MODELO

Em complemento ao estudo das concentragdes de CCL, CCLig e CCT, feito
na solugdo modelo com a intengdo de avaliar a interacdo entre os CCs e
espécies de S(IV), foi realizada também a analise titulométrica dos teores de
bissulfito livre na mesma amostra (solugdo modelo) visando a obtencédo de
dados que permitissem calcular os valores individuais da constante de
dissociacdo (Kg).

Burroughs e colaboradores'”® estudaram intensivamente a estabilidade dos
adutos CC-S(IV), focalizando a discussédo nas constantes de equilibrio para a
dissociagao de alguns adutos de compostos carbonilicos presentes no suco de
macé, nas cidras e nos vinhos''®"3*'%¢ Os CCs avaliados por estes autores
foram: acetaldeido, acido piruvico, acido 2-cetoglutarico, L-xilosona, acido D-
treo-2,5-hexodiulose, 2,5-dicetoglucénico, acido 2-cetoglucénico e acido
galacturdénico. De acordo com os autores, as constantes de equilibrio
permaneceram quase inalteradas na faixa de pH entre 3 e 4 para cada CC,
sendo a variacdo observada entre os diferentes CCs estudados, pois foi
encontrada uma variagao de 1,5 x 10 a 1,6 x 10 nos valores das constantes.
O acetaldeido formou o aduto mais estavel entre os compostos carbonilicos
avaliados [Kd ( pH 3) = 1,5 x 10° e Kd (pH 4) = 1,4 x 10, cujo valor da
constante de dissociacdo € demasiadamente pequena para permitir que este

13 om

composto esteja na forma livre em solugédo. De acordo com Burroughs
uma solugdo contendo uma concentragdo de 6,4 mg L™ de SO; livre, 98% do
acetaldeido presente na solugao estaria na forma ligada. O acido galacturénico,
no entanto, apresentou menor estabilidade [Kd (pH 3) = 1,6 x 102 e Kd (pH 4) =
2,1x1072].

As constantes de dissociagao (Kq) para varios adutos avaliados no presente
estudo foram calculados de acordo com a equacgéo (10), usando os valores das
concentragbes de espécies de S(IV) livres determinados por titulagdo
volumétrica com solucado de iodo, concentracdo em quantidade de matéria de
compostos carbonilicos livres determinados pelo método cromatografico e
concentragdo em quantidade molar de CCs ligados obtida pela diferenga entre

CCT e CCL.
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K, = [SI[X —x] (Eq.10)
[x]
Onde: [S] = concentracao (mol/L) de S(IV) livre em qualquer forma;
[X] = concentragao (mol/L) de CC total (livre + ligado)

[X] = concentragao (mol/L) de CC ligado.

Os valores de Ky obtidos para cada CC a pH 3,5 sao mostrados na Tabela

27. Os dados estdo coerentes com a
106 119,136

literatura para os valores de

formaldeido ™ e acetaldeido e com a tendéncia da estabilidade prevista
pela analise dos componentes principais (PCA), isto é, os valores de Ky para
adutos de aldeidos alifaticos sdo menores do que para as cetonas, aldeidos

ciclicos e trans-alcenais.

Tabela 27. Constantes de dissociagao (K4) de adutos CC-S(IV) em pH 3,5.

CC HSO3 livre (mol L™) Kq Kgq (literatura)
Formaldeido 7,58 x 10™ 1.09 x 10”7 28x107"
Acetaldeido 1,52 x 103 2.06x10° [8,3x10°;1,4x10°%"
Propanal 7,58 x 107 7.70 x 10°° -
Pentanal 9,10 x 10 8.00 x 10°® -
Hexanal 6,82 x 103 3.45x 10® -
Octanal 9,85 x 107 2.52x 10 -
Nonanal 9,09 x 103 412 x 10° -
Decanal 5,45 x 107 4.46 x 10° -
E-pent-2-en-1-al 8,33x10° 8.25x 10™ -
E-hept-2-en-1-al 7,58 x 10 1.57 x 10 -
E-oct-2-en-1-al 7,58 x 103 8.48 x 10™ -
Benzaldeido 1,14 x 102 2.83x 107 2,1x10%
Hexan-2-ona 6,97 x 103 1.13 x 10* -
Heptan-2-ona 1,21 x 10 4.30x 10™ -
Decan-2-ona 9,85x 103 8.30 x 10 -
B-ionona 1,36 x 10 2.07 x 10™ -

*ref 142; ** ref 136
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6.8. ANALISE DE CCs EM VINHOS COMERCIAIS

6.7.1. Quantificagdo de CCs em vinhos brancos

Para a analise dos teores de CCs em vinhos brancos foram adquiridas no
mercado local cinco garrafas de vinhos produzidos no Vale do Sao Francisco,
por diferentes vinicolas. Para cada garrafa foram feitas trés repeticdes.

As garrafas foram codificadas para facilitar a interpretacédo dos resultados,

mas suas identificagdes estdo descritas na Tabela 28.

Tabela 28. Caracterizacdo das amostras de vinho branco analisadas.

CODIGO | MARCA TIPO UVA SAFRA
VINHO 1 | Botticelli Branco suave | Moscato Canelli | 2004
VINHO 2 | Adega do Vale | Branco seco | Moscato Canelli | 2003
VINHO 3 | Terra Nova Branco seco | Muskadel 2002
VINHO 4 | Bianchetti Branco suave | Moscato Canelli | 2002
VINHO 5 | Garziera Branco seco | Moscato Italia 2003

Os cromatogramas de cada vinho estdo apresentados na Figura 31.
Neles, os picos marcados com numeros representam os CCs identificados nas
amostras de vinho branco, sendo os numeros 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 equivalentes
aos respectivos CCs: formaldeido, acetaldeido, furfural, butanal, benzaldeido,
hexanal e 2-etil-hexanal. Como € possivel perceber, estes CCs aparecem em
todas as amostras, indicando que podem ser caracteristicos dos vinhos
brancos, provenientes da fermentagado alcodlica ou da uva da variedade
Moscato que lhe deu origem. Os picos marcados com letras estao relacionados
com os CCs nao identificados e apenas os picos de letras d (TR = 7,79’) e f
(TR = 10,16’) sdo comuns a todas as amostras. O pico f representa a
propanona e nao € considerado um constituinte do vinho neste caso, pois é
proveniente de contaminagao da solucao de 2,4-DNPH. Por este motivo nao foi
identificado com numero como os demais. O pico g (TR = 30,98’) aparece em
quatro das amostras, mas nao péde ser identificado.

Os valores médios dos teores de CCs encontrados sdo mostrados na

Tabela 29. Os calculos de concentragdo foram feitos com base no fator de
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resposta (FR), que é o valor resultante da razdo entre a area integrada do pico
do CC e a sua concentracdo na solugao padrao.

Os valores apresentados na Tabela 29 mostram que o CC presente em
maior concentragdo nos vinhos brancos estudados foi o acetaldeido e, ainda,
que este aldeido predomina na forma ligada, pois foi encontrado nesta forma
em niveis médios de 16,75 mg L™, concentracdo equivalente a uma quantidade
cinco vezes maior do que na forma livre, em média. Segundo Osborne e
colaboradores**, o acetaldeido é realmente o aldeido mais importante do ponto
de vista quantitativo, compreendendo cerca de 90% dos aldeidos totais e sua
estrutura quimica altamente reativa favorece a interagcdo com espécies de
S(IV). Segundo os autores, frequentemente s&o encontrados niveis de 10 até
200 mg L™ deste CC nas bebidas**.

Escudero e colaboradores’" analisaram vinte e sete vinhos brancos secos e
encontraram teores de acetaldeido proximos aos descritos pelos outros autores
(15,80 a 194,0 mg L") "),

O estudo de nove vinhos brancos do tipo “xerez” revelou que as condi¢cdes
de oxidagcao nas quais este tipo de vinho é submetido durante o processamento
favorecem a producado de acetaldeido, pois os teores obtidos foram maiores
(126,0 a 545,0 mg L") 2.
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Figura 31. Cromatogramas dos CCs encontrados nos vinhos brancos. 1 -
formaldeido, 2 - acetaldeido, 3 - furfural, 4 - butanal, 5 - benzaldeido, 6 -
hexanal e 7 - 2-etil-hexanal.
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Além do acetaldeido, outros trés CCs foram encontrados em concentracdes
expressivas no vinho branco, sao eles: formaldeido, butanal e furfural
(respectivos valores da média: 7,10; 6,95 e 7,67 mg L™"). No entanto, ao
contrario do acetaldeido, eles sdo encontrados em maiores concentragdes na
forma livre, quando apresentam, respectivamente, valores percentuais médios
para CCL de 85,54; 61,87 e 59,56%. E importante ressaltar que os teores totais
(CCT) de butanal foram maiores nos vinhos suaves (1 e 4), do que nos secos
(2, 3 e 5), indicando que os teores mais elevados de agucares no vinho suave
podem influenciar no conteudo deste aldeido, neste tipo de bebida.

Nos vinhos brancos analisados, a concentragao de furfural variou entre 3,51
mg L' e 17,70 mg L™ (respectivamente para os vinhos 5 e 4). No entanto, em
alguns artigos pesquisados, observa-se que os niveis de furfural encontrados
no vinho branco podem variar desde concentracdes tracos'"®° (0,90 - 26,30 ug
L") a valores proximos aos encontrados neste trabalho® (0,179 - 7,34 mg L™).
A presenca deste aldeido furanico em vinhos esta associada principalmente a
quatro fatores: 1. extracdo do furfural contido na composi¢cao da madeira dos
barris de estocagem e das rolhas; 2. resultante da reacdo de maillard entre
agucares e peptideos®®; 3. proveniente da degradagdo dos agticares durante o
envelhecimento em sistema redutor (na garrafa) ou resultante da degradacéao
do &cido ascorbico?’. No caso dos vinhos brancos os dois primeiros fatores nao
terdao muita importancia, pois este tipo de vinho ndo é submetido ao contato
com a madeira e a reagcao de maillard ocorrera somente durante processos
térmicos de destilacdo, comuns na produgcdo de brandies e ndao de vinhos
brancos®. Deve-se levar em conta, portanto, que os niveis de furfural no vinho
branco serdo influenciados pela degradagdo dos acucares e do acido
ascorbico.

Os valores médios de concentracdo dos aldeidos benzaldeido e hexanal
foram encontrados em quantidades equivalentes nas formas livre e ligada. Para
0 benzaldeido, no entanto, os teores diferiram tanto entre as amostras quanto
entre as proporgdes de CCL e CCLig. Os percentuais deste CC na forma livre,
por exemplo, foram de 63,15; 33,48; 85,69; 53,40 e 16,64%, respectivamente

nos vinhos 1,2,3,4 e 5.
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Tabela 29. Concentragdo (mg L") de CCs identificados em vinhos brancos nas formas livre (CCL), ligada (CCLig) e Total (CCT), (n=3).

VINHO Vinho 1 Vinho 2 Vinho 3 Vinho 4 Vinho 5

cC CCL CCLig CCT | CCL CCLig CCT | CCL CCLig CCT | CCL CCLig CCT | CCL CCLig CCT
Formaldeido 350 149 499 | 523 0,29 552|256 020 2,76 |561 210 7,71 | 141 040 145
Acetaldeido 168 182 199|214 188 209 |568 122 179 |1,12 19,0 20,17| 526 155 20,7
Furfural 1,87 1,75 362 |425 222 6,45 580 125 705|467 130 17,7 | 252 0,99 3,51
Butanal 814 325 114|232 267 49 |162 178 340|723 562 128 | 1,84 0,27 2,11
Benzaldeido 1,72 1,00 2,72 | 1,79 356 535 859 143 100 |3,04 265 569 | 051 255 3,06
Hexanal 1,44 090 2,34 | 040 1,60 20 {025 130 155|118 059 1,77 | 1,24 041 1,65
2-etil-hexanal 067 105 172|023 066 089 006 155 161|011 126 137 | 026 2,70 296
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A presenca do anel aromatico na estrutura quimica do benzaldeido n&o
favorece a sua interagdo com o bissulfito, por isso, era de se esperar que este
composto se apresentasse exclusivamente na forma livre, ou seja, que os
valores percentuais se aproximassem de 100%, como pode ser observado na
Figura 29, que revela o comportamento individual deste aldeido aromatico em
solugdo modelo, na presenca do bissulfito. Por outro lado, ao ser estudado em
mistura (Figura 30), a interacdo benzaldeido-bissulfito sofre a influéncia da
presenca de outros CCs, fazendo com que aproximadamente 70% deste CC
esteja na forma livre e 30% na forma de aduto. Esta proporgéo foi observada
nos vinhos 1, 3 e 5.

O hexanal e o 2-etil-hexanal foram encontrados em baixas concentragoes,
se comparados aos demais. Para o hexanal os teores médios de CCL e CCT
foram respectivamente 0,90 e 1,86 mg L™ e para o 2-etil-hexanal foram de 0,27
e1,71mgL™".

Em resumo, nos vinhos brancos, o acetaldeido e o 2-etil hexanal
predominam na forma ligada, enquanto o formaldeido, furfural e butanal sao
encontrados predominantemente na forma livre, apresentando menor afinidade
pelo bissulfito. Os teores de benzaldeido e hexanal, por sua vez, séo
encontrados nas duas formas, equivalentemente.

Entre os sete CCs identificados nos vinhos brancos estudados, seis deles
haviam sido citados por outros autores. O 2-etil-hexanal, no entanto, nio foi
mencionado em nenhum dos estudos relacionados com a composigao quimica

do aroma de vinhos.

6.8.2. Quantificagao de CCs em vinhos tintos

A analise dos teores de CCs em vinhos tintos também foi realizada com
vinhos produzidos no Vale do Sao Francisco, com excecédo do vinho Chalise.
Enquanto nas amostras de vinho branco predominou uma variedade de uva,
entre as amostras de tinto optou-se por variar as uvas de origem. A codificagédo
e identificagdo das garrafas estao descritas na Tabela 30.

Os cromatogramas de cada vinho estao apresentados na Figura 32, na qual
foram utilizadas as mesmas marcagcbes (numeros e letras) usadas nos

cromatogramas das amostras de vinhos brancos.
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Tabela 30. Caracterizacdo das amostras de vinho tinto analisadas.

CODIGO | MARCA TIPO UVA SAFRA
VINHO 1 | Botticelli Tinto seco | Petite syrah 2002
VINHO 2 | Garziera Tinto seco | Cabernet Sauvignon | 2003
VINHO 3 | Terra Nova | Tinto seco | Shyraz 2003
VINHO 4 | Botticelli Tinto seco | Tannat 2004
VINHO 5 | Chalise Tinto suave | - -

Do ponto de vista qualitativo ndo foi observada diferenca entre os tipos de
CCs encontrados em vinhos brancos e tintos, pois em ambos os casos foram
identificados o formaldeido, acetaldeido, furfural, butanal, benzaldeido, hexanal
e 2-etil-hexanal. Da mesma forma, os picos nao identificados nos
cromatogramas dos vinhos brancos aparecem também nos cromatogramas de
alguns dos vinhos tintos nos mesmos tempos de retengao.

As concentracdes de CCs determinados no vinho tinto estdo na Tabela 31.
A maior diferenca entre vinhos tintos e brancos é percebida nos teores de
acetaldeido total, cuja média para os tintos foi de 4,60 mg L™ e para os brancos
de 19,9 mg L™ Valores de concentracdes proximos foram obtidos por Girard e
colaboradores’ ao estudarem vinhos da uva tinta Pinot Noir (6,97 a 14,2 mg L~
'). Os teores de furfural obtidos nos vinhos tintos também foram inferiores
aqueles encontrados nos brancos (Tabela 31). Para os tintos o valor médio de
CCT foi de 3,09 mg L e para os brancos 7,67 mg L™, apesar dos primeiros
permanecerem por um periodo mais longo em contato com a madeira. De
acordo com Cérdan e colaboradores™’ os compostos furanicos extraidos da
madeira podem sofrer transformacdes quimicas e bioquimicas, sendo reduzido
ao seu alcool correspondente (furfuril alcool) e, como consequéncia, sua

concentracdo pode ser diminuida'™’.

Segundo os autores, graduagdes
alcodlicas maiores e valores de pH mais baixos irdo favorecer uma maior
extracdo dos aldeidos furanicos da madeira. Levando-se em conta que os
vinhos brancos analisados sdo mais acidos que os tintos (pH = 3,49 e 3,63,
respectivamente) € possivel justificar a diferenga entre os valores médios de
furfural obtidos para os dois grupos de vinhos. Em outras bebidas envelhecidas
em barricas de madeira os valores médios de furfural também foram
semelhantes aos encontrados neste trabalho, sendo de 5,12 mg L para

aguardente de cana e de 13,5 mg L™ para brandies®**®.
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Figura 32. Cromatogramas dos CCs encontrados nos vinhos tintos. 1 -

formaldeido, 2 - acetaldeido, 3 - furfural, 4 - butanal, 5 - benzaldeido, 6 -
hexanal e 7 - 2-etil-hexanal.
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Estudo realizado em alguns vinhos franceses que continham o defeito
“améndoa amarga” revelou teores de benzaldeido que variaram de 11,1 a 37,1
mg L', sendo associados a migragdo deste composto de resinas epoxi
utilizadas no revestimento interno de cubas utilizadas na estocagem dos
vinhos?’.

Neste estudo o benzaldeido foi encontrado em teores de CCT variando
de 0,22 a 1,88 mg L' (Tabela 31). Alguns autores se referem a valores
préximos encontrados em vinhos de uva Pinot Noir’® (2,42 mg L) e valores
bem menores encontrados nos vinhos de uvas Monastrell (11,3 pg L™),
Tempranillo (5,79 ug L™), Cabernet Sauvignon (13,2 ug L") e Dyer Grenache®
(4,59 ug L7"). De acordo com Baumes e colaboradores (citado por referéncia
27), os conteudos habituais de benzaldeido no vinho ndo ultrapassam 0,5 mg
L™". Apesar de n3o ser txico ele confere um aroma pronunciado de améndoa
amarga a bebida, quando encontrado em concentragdes acima do seu limiar de
percepgéao olfativa (LPO), que € de 2,00 a 3,00 mg L. Em todas as amostras
de vinho tinto os valores de benzaldeido encontravam-se abaixo do LPO,
portanto, ndo afeta o aroma de forma negativa.

Os valores médios de CCT para formaldeido, butanal, hexanal e 2-etil-

hexanal foram respectivamente 8,01; 3,17; 0,83 e 0,67 mg L (Tabela 31).
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Tabela 31. Concentragdo (mg L") de CCs identificados em vinhos tintos nas formas livre (CCL), ligada (CCLig) e Total (CCT), (n=3).

VINHO Vinho 1 Vinho 2 Vinho 3 Vinho 4 Vinho 5
cc FCC BCC TCC |FCC BCC TCC | FCC BCC TCC | FCC BCC TCC | FCC BCC TCC
Formaldeido 12,8 081 136 | 2,76 051 327|261 091 352 1391 0,53 144 | 420 098 5,18
Acetaldeido 1,55 1,35 290 | 1,99 2,78 4,77 | 1,45 094 239 | 0,00 525 525|225 544 7,69
Furfural 1,97 115 3,12 | 269 062 3,31 | 195 084 279 | 167 1,08 275|169 1,78 3,47
Butanal 09 049 139 (181 108 289|083 091 174|139 1,10 249 | 152 581 7,33
Benzaldeido 065 060 125|042 0,09 051|049 138 187 | 0,15 0,07 0,22 | 0,50 0,81 1,31
Hexanal 0,16 0,08 0,24 | 0,25 0,14 0,39 | 0,09 0,04 013 | 154 036 190 |0,15 1,35 1,50
2-etil-hexanal 0,14 011 0,25 | 014 0,13 0,27 | 0,06 0,14 0,20 | 019 113 132 | 017 113 1,30
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6.9. ANALISE DE CCs EM UVAS VINIFERAS

Os componentes de aroma das uvas s&o sintetizados nas bagas, apesar de
seus precursores serem produzidos nas folhas da videira. De maneira geral, a
formagao e evolugdo desses aromas ocorre durante a maturagao, seguindo a
evolugdo dos acglicares®’. A caracterizagdo desses compostos &€ complexa
devido a diversidade e baixa concentracdo na qual s&o encontrados. Eles estdo
localizados principalmente na casca da fruta e, por esse motivo, as uvas
analisadas foram desengacgadas e maceradas por inteiro, tendo-se o cuidado
de nao triturar a semente. O extrato obtido foi filtrado e em seguida realizou-se
0 mesmo procedimento de preparo de amostra utilizado para as amostras de
vinho. Os valores das concentragdes de CCs foram expressos em pg de CC/g
de uva, usando como referéncia os valores médios da massa da uma baga (1,5
g) e o volume de extrato contido na baga (1,0 mL). A quantificagdo de CCs em
uvas viniferas foi feita com a intengcdo de identificar CC responsaveis pelo
aroma varietal (primario) do vinho. Para estas analises foram selecionadas dez
variedades de uva vinifera, quatro brancas (Chenin Blanc, Moscato Canelli,
Riesling Italico e Schomburger) e seis tintas (Cabernet Sauvignon, Alicante
Bouschet, Alfrocheiro, Ruby Cabernet, Syrah e Pinot Noir).

Os valores de concentragdo dos CCs encontrados na uva Schomburger
foram descartados porque o brix da fruta se apresentou muito baixo (15,33
%yrix), indicando que ndo se encontrava no seu estagio de amadurecimento
completo e, portanto, os resultados poderiam induzir a valores subestimados
dos CCs. Apesar de nao ser considerado o principal indicador de “maturacao
tecnolégica” da uva, o valor de brix reporta o percentual de solidos soluveis
presentes, particularmente representados pelos acucares acumulados na
maturagao, que constituem a maior fracdo dos soélidos soluveis totais na analise
de brix'®. Este parametro é utilizado para definicdo da maturidade “industrial”
ou “tecnolégica”, que corresponde ao momento no qual a uva possui 0 maximo
contetido de acucar'®.

Os valores das concentragcdes dos CCs encontrados nas demais uvas estao
apresentados na Tabela 32.

Os compostos carbonilicos alifaticos formaldeido, acetaldeido, butanal e
hexanal foram encontrados em todas as variedades de uva estudadas, assim

como nos vinhos.
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Tabela 32. Concentragao (ug de CC/ g de uva) de CCs identificados em uvas de algumas cultivares de videiras (Vitis vinifera).

Uvas brancas Uvas tintas
CcC Chenin Riesling Moscato Cabernet Alicante Alfrocheiro | Pinot Ruby SYirah
Blanc Italico Canelli Sauvignon Bouschet noir Carbernet

Formaldeido 0,061 0,038 0,046 0,405 0,103 0,539 0,688 0,052 0,031
Acetaldeido 0,502 0,554 0,874 3,07 1,97 3,28 2,98 1,01 0,890
Furfural - - - - 0,297 - - - -
Propanona - 0,344 0,294 - - - - - 0,201
Butanal 1,81 0,596 1,18 5,38 1,31 2,51 1,48 0,669 0,558
E-penten-2-al - 0,002 0,007 0,064 0,017 0,008 0,012 0,060 -
Ciclo hexanona 0,001 0,0004 0,002 - 0,005 - - 0,004 0,411
Hexanal 0,070 0,743 0,232 0,369 0,136 0,276 1,72 0,889 2,18
2-etil-hexanal 0,082 0,042 0,034 0,489 0,157 0,010 - - -
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A formacado de compostos contendo seis carbonos, em especial do aldeido
hexanal, varia em funcao do estagio de maturagdo da uva. Dois sistemas
enzimaticos estdo relacionados com a formacado desse aldeido a partir dos
acidos graxos polinsaturados. Por um lado, a lipoxigenase que possui um
maximo de atividade antes da maturacdo completa e, por outro lado, a enzima
de ruptura membranar que possui uma atividade mais elevada na maturagao?’.
Um ou outro sistema enzimatico ira influenciar nos teores de hexanal
encontrados na uva e esses teores poderdo ser usados para avaliar o estagio
de maturacdo da fruta através da associacdo com o “potencial de aroma
herbaceo” produzido pelo hexanal, sendo este potencial mais elevado em uvas
semi-maduras®’.

Entre as variedades de uva estudadas, excluindo-se a Schomburguer,
apenas a cv. Syrah apresentava-se em estagio de semi-maturacao, indicado
pelo valor de brix (17,75 °brix) muito préximo do valor minimo considerado ideal
para colheita da fruta, que é de 18 %brix'?®. As demais variedades apresentaram
valores de brix entre 19,77 e 23,05. O valor médio de concentragdo de hexanal
na cv. Syrah foi de 2,18 mg L™, maior entre todas as amostras de uva cujos
teores variaram entre 0,07 e 1,72 mg L'1, confirmando a influéncia da
maturagao sobre a producao desse aldeido. A ciclo hexanona foi detectada nas
variedades Chenin Blanc, Riesling Italico, Moscato Canelli e Alicante Bouschet,
em concentragdes muito baixas, respectivamente de: 0,001; 0,0004; 0,002 e
0,005 mg L™

O furfural, frequentemente associado ao aroma terciario do vinho, foi
identificado apenas na variedade Alicante Bouschet (0,297 mg L") e a
propanona apenas nas variedades Riesling Italico, Moscato Canelli e Syrah,
em concentragdes semelhantes, respectivamente 0,344; 0,294 e 0,201 mg LT,
A presenca da propanona na uva esta relacionada com o metabolismo dos
agucares, quando o acido piruvico formado na glicolise é condensado com uma
molécula de acido acético para formar acido citramalico e, em seguida a
propanona e o propanal®.

Os compostos carbonilicos E-pent-2-en-1-al e ciclo hexanona aparecem em
algumas das variedades, sendo identificados nas uvas e n&o nos vinhos, talvez
pelo fato de serem degradados durante a fermentacéo. O 2-etil-hexanal € outro

aldeido encontrado tanto nos vinhos quanto em algumas variedades de uva,
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nestas em concentracdes de 0,010 a 0,489 mg L ', sendo os maiores teores
encontrados nos vinhos (0,06 a 2,25 mg L™).

Em resumo, os CCs identificados nas uvas e considerados aromas
primarios do vinho sdo o formaldeido, acetaldeido, butanal e hexanal. Os
demais CCs também fazem parte da fracdo de aroma das uvas, mas sao
degradados ou transformados durante o processamento, nao sendo
identificados nos seus respectivos vinhos.

A comparagdo entre os cromatogramas das uvas Syrah, Moscato canelli e
Cabernet Sauvignon e dos vinhos elaborados com estas uvas (Figura 33)
comprovam que o formaldeido, acetaldeido, butanal e hexanal fazem parte do
aroma varietal, pois sao provenientes da uva e permanecem no vinho
engarrafado. Apesar destes quatro aldeidos estarem presentes nas uvas e na
maioria das amostras de vinho estudadas (Tabelas 29, 31 e 32), a
concentracdo nos vinhos € maior do que na uva indicando que estes sao
formados predominantemente no processo de fermentagdo, excetuando-se
apenas o hexanal, pois como ja foi mencionado, ele é degradado durante a

maturacao da uva.
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Figura 33. Cromatogramas das amostras de uvas: a) Syrah, b) Moscato canelli
e ¢) Cabernet Sauvignon, e dos seus respectivos vinhos.
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6.10. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE CC NO VINHO

A avaliacdo da estabilidade de CC nos vinhos branco e tinto, ambos
produzidos no ano de 2006, foi feita por um periodo de 42 dias, no qual as
garrafas abertas permaneceram estocadas sob refrigeracdo. O objetivo era
avaliar a estabilidade da amostra em relacdo ao comportamento das
concentracbes de CCs presentes e, dessa forma, prever o periodo maximo
para a andlise das amostras, sem que esses componentes sejam modificados
ou produzidos como resultado da oxidacao.

Foram avaliados os teores totais de formaldeido, acetaldeido, furfural,
butanal, hexanal e 2-etil hexanal, em intervalos de uma semana entre uma
analise e outra. Para cada tipo de vinho (branco e tinto) foi selecionada uma
garrafa, sendo cada amostra analisada em ftriplicata e os valores obtidos
tratados estatisticamente através de regressdo linear, gerando modelos
matematicos que simulam o comportamento dos teores dos compostos
estudados, dia a dia.

A Figura 34 mostra as curvas obtidas neste estudo e na Tabela 33 estéo
representadas as equacgdes de regressao que relacionam a concentragao dos
CCs em fungao dos dias de estocagem do vinho. Analisando estas equagdes é
possivel concluir que a resposta analitica € influenciada pelo tempo de
estocagem das garrafas abertas. Os valores dos coeficientes do segundo
termo da equacao (b) comprovam esta afirmacdo e revelam que, apesar da
variagdo nao ser muito brusca, pode ser significativa do ponto de vista
analitico, principalmente para o formaldeido. O modelo quadratico foi o que
melhor se ajustou ao comportamento da maioria dos CCs estudados. Apenas o
acetaldeido apresentou comportamento linear durante o periodo de estudo. Em
todos os casos os modelos apresentaram boa capacidade de predicéo (R2 >
70%).

Ao ser analisado cada CC nos dois tipos de vinho, observa-se que o
comportamento individual deles € o mesmo, com excecédo do hexanal, que no
vinho branco teve sua concentracdo reduzida a niveis ndo detectaveis, apds
dezesseis dias de estocagem. Percebe-se também que, apds a abertura das
garrafas, os teores de alguns CCs como o furfural, formaldeido e hexanal

tendem a reduzir, enquanto para o acetaldeido, o butanal e o 2-etil hexanal o

140



comportamento foi contrario. Ambos os eventos estdo relacionados com a

presenca do oxigénio no interior da garrafa. Avaliando-se de maneira

generalizada, é possivel afirmar que mudancgas significativas em torno de 5%

nesses teores sao observadas apods as primeiras 60 horas de abertura das

garrafas. Portanto, para utilizagdo do método proposto neste trabalho, as

amostras de vinhos devem ser analisadas dentro de um periodo de 48 horas,

para que os dados obtidos reproduzam os teores reais de CCs presentes.
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Tabela 33. Equacdes de regressao relacionando a concentracdo de CCs em fungao dos dias de estocagem do vinho aberto, sob
refrigeragdo, e respectivos coeficientes de correlagao.

Carbonilico Vinho branco Vinho tinto
Equacéo de regresséo R? Equacéo de regresséo R?

Formaldeido |y=2,7721-0,1516x+0,0023x* | 0,7629 | y=3,5087-0,1087x+0,0016x* | 0,7122
Acetaldeido | y=11,4363+0,0999x 0,7095 | y=3,4106+0,0817x 0,8819
Furfural y=2,6534+0,0325x-0,0014x? | 0,9462 | y=1,7365-0,0633x+0,0010x*> | 0,9915
Butanal y=-0,0697+0,0656x-0,0007x* | 0,7561 | y=-0,2605+0,1366x-0,0027x* | 0,6903
Hexanal y=1,8620-0,0913x+0,0011x*> | 0,8239 | y=0,3309+0,0044x-0,0002x> | 0,6971
2-etil-hexanal | y=1,7742+0,0018x+0,0002x? | 0,6270 | y=0,5707+0,0134x+0,0003x* | 0,9636
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7. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSAO

O papel dos aldeidos e cetonas no aroma dos vinhos ainda néo é
totalmente conhecido, pois faltam dados analiticos que relacionem a presenca
de muitos destes compostos com a caracteristica olfativa “impressa” por eles
ao aroma das bebidas. No entanto, sabe-se que estdo amplamente distribuidos
nestas matrizes e, por isso, devem ser identificados e quantificados para
servirem de subsidio para a pesquisa sensorial®®.

Atualmente o sistema de avaliacdo da qualidade sensorial de vinhos
utiliza uma terminologia descritiva cujos termos podem ser demasiadamente
subjetivos, ndo representando aquela utilizada pelo consumidor ou pelo
pesquisador em seu cotidiano, salvo algumas excessdes'*®. Por este motivo,
novas metodologias analiticas sdo necessarias para permitir o isolamento,
identificacdo e quantificacdo de analitos ou grupos de analitos dando suporte
cientifico a metodologia descritiva de analise sensorial, uma vez que os
descritores de aroma poderdo ser associados a compostos quimicos
conhecidos'?.

A metodologia recomendada pela OIV para analise de aldeidos em
bebidas alcodlicas, utilizada atualmente*’, ndo possibilita a especiacdo da
amostra, ndo permitindo o acesso ao teor de cada CC. Além do mais, no
método recomendado o metabissulfito de potassio € utilizado para interagir
com todos os aldeidos que sido quantificados como aldeidos totais sem levar
em conta as cetonas presentes. O resultado dos teores obtidos para aldeidos
serd, portanto, mascarado parcialmente pela presenca das cetonas'®. Soma-
se a isto o fato de que o método adotado para analise de furfural ndo pode ser
aplicado em amostras coloridas como vinhos tintos e rosé, whiskies, rum,
conhaque e aguardentes contendo caramelo, além de apresentar baixa
sensibilidade.

No presente trabalho a metodologia para determinagdo de CC de baixa
e alta massas molares foi desenvolvida e otimizada de modo a ser aplicavel
nas vinicolas e em laboratérios de analise de vinhos, pois possibilita a
identificacdo de aldeidos e cetonas ao mesmo tempo e, além disso, néo

apresenta dificuldades na analise de furfural em bebidas coloridas.
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Com o emprego desse novo método os profissionais da area de enologia

terdo acesso a informacdes que |hes permitam oferecer ao consumidor um

produto de composigao melhor conhecida.

Do ponto de vista analitico, as principais conclusdes a serem feitas

sobre este procedimento s&o:

1.

O método proposto permitiu a quantificacdo simultanea de formaldeido,
acetaldeido, furfural, butanal, benzaldeido, hexanal, 2-etil hexanal, E-pent-
2-en-1-al e ciclo hexanona utilizando apenas 1mL de amostra, em menos
de uma hora de analise, envolvendo as etapas de preparacdo e
quantificacao.

Os aldeidos identificados foram mencionados por outros autores ao
serem estudados isoladamente. Para o 2-etil-hexanal, no entanto, ndo havia
nehuma citacdo até o presente momento, sendo este o primeiro trabalho
que faz referéncia a sua presenga em vinhos.

O método possibilita a identificacdo e quantificagdo de compostos
organicos volateis que podem ser associados a caracteristicas importantes
do vinho, até o momento descritas de forma subjetiva.

Os baixos valores dos limites de detec¢cao e quantificacdo do método
permitiram analisar os principais CCs (formaldeido, acetaldeido e furfural)
em teores menores que seus Limites de Percepgao Olfativa.

Solugdes de 2,4-DNPH a 0,4% demonstraram derivatizar eficientemente
os CCs nas matrizes estudadas, quando aplicadas em proporgcao de 1:5
(amostra:2,4-DNPH).

O uso do sistema gradiente de eluigdo com passagem das fases moveis
A (MetOH/ACN/H,O 74,5/0,5/25%) e B (MetOH 100%) possibilitou melhor
separacgao dos CCs, principalmente daqueles de maior massa molar.

Foi observado que a estrutura molecular dos CCs e a posi¢édo do grupo
funcional na cadeia possuem importante papel na formacdo dos acidos
hidroxialquilsulfénicos em vinhos. Constatou-se que os aldeidos alifaticos
apresentam maior afinidade pelo bissulfito enquanto as cetonas alifaticas ou
ciclicas e trans-alcenais formam adutos menos estaveis, sendo encontradas
predominantemente na forma livre. Os resultados estdo em concordancia

com os valores de K4 dos adutos estudados.
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8.

10.

11.

A dissociagao do aduto AHAS para quantificagcdo do CC deve ser feita
em pH alcalino. A Analise de Componentes Principais (ACP) feita sobre a
matriz de dados obtida com experimentos realizados em pH’s 9, 10, 11, 12
e 13 revelou que a faixa de pH 10 a 11 é a mais apropriada para essa
dissociagao.

Entre os CCs identificados, o formaldeido, acetaldeido, butanal e
hexanal foram considerados responsaveis pelo aroma primario do vinho por
estarem presentes na uva. Eles foram encontrados tanto na uva quanto no
vinho, no entanto, as concentragcdes de formaldeido e acetaldeido s&o
maiores nos vinhos, indicando que eles podem também ser produzidos
durante a fermentacao ou envelhecimento.

O estudo da estabilidade das amostras de vinho branco e tinto revelou
que a analise de CCs nestas amostras deve ser realizada em um periodo
maximo de 48 horas apds abertura das garrafas. A partir dai, as
concentragbes dos CCs sofrem modificagdo influenciada principalmente
pela presenga do oxigénio.

A rapidez, sensibilidade e confiabilidade do método, expressos pelos
resultados dos testes empregados na validagdo, abrem a possibilidade de
ser implantado em laboratorios de rotina de controle de qualidade de

vinhos.
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8. SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Identificar e quantificar os CCs desconhecidos encontrados nas
amostras de uva e vinho utilizadas neste estudo e estabelecer, entre os
CCs analisados, quais poderédo ser considerados marcadores positivos
ou negativos no aroma do vinho, através da analise olfatométrica.
Avaliar a possibilidade de associar determinados CCs a origem varietal
de uvas viniferas e, dessa forma, tipificar os vinhos e/ou relacionar a
descritores de aroma e processos oxidativos de degradagéo da bebida.
Desenvolver/adaptar metodologia analitica para quantificagcdo dos CCs
insaturados (trans-alcenais), importantes na composi¢céao aromatica dos
vinhos.

Desenvolver metodologia analitica especifica para hexanal, uma vez que
este aldeido é considerado indicador de maturagcdo das uvas. A nova
metodologia poderia ser adotada pelas vinicolas para garantir o

momento correto de coleta dos frutos para vindima.
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