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RESUMO

Alves, Andréa Aparecida Ribeiro. Determinacdo da Composicado Volatil, Nao-
volatil e Anédlise de Residuos de Agrotoxicos em Sucos de Uva Integrais
Brasileiros. Rio de Janeiro, 2014. Tese (Doutorado em Ciéncias (Quimica)).
Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A producéo e o consumo de suco de uva integral, no Brasil e no mundo,
vém aumentando numa escala de 30 % a cada ano. Os compostos volateis séo,
em geral, aqueles que dao o aroma particular da fruta, e os nao-volateis sédo
agueles que conferem caracteristicas organolépticas ao produto, logo a
identificacdo destes compostos visa buscar melhorar a qualidade ao suco
produzido no Pais e consequentemente agregar valor comercial. Atualmente, a
populagdo mundial tem cobrado qualidade e seguranca dos produtos que
consome principalmente no que diz respeito a residuos de agrotéxicos, porque
atender a legislacdo internacional (Codex Alimentarius Internacional) implica
manter uma relacdo comercial favoravel, garantir empregos e progresso para o
Pais. Esta tese teve por objetivos: desenvolver um método e valida-lo para a
guantificacdo de compostos volateis em sucos de uva integrais brasileiros;
analisar o perfil dos compostos ndo-volateis nos sucos utilizando-se do
equipamento QExactive e da analise dos componentes principais (ACP); e
desenvolver um método e valida-lo para a quantificacdo de residuos de
agrotoxicos nestes sucos. A identificacdo dos compostos volateis no suco ocorreu
utilizando a MEFS e CG-EM-MSI. Na validacéo, obteve-se LD e LQ variando de
0,04 — 1,46 e 0,11 — 1,82 ug L, respectivamente. O coeficiente de determinacao
R? variou de 0,990 a 0,999, o DPR foi abaixo de 6,0 % (tanto intraday quanto
interday) e a recuperacao variou de 76,0 a 91,0 %. Os constituintes volateis mais
representativos foram os ésteres, seguidos de alcoois, terpenos, &acidos
carboxilicos e derivados nor-isoprendides. Utilizou-se ACP para agrupar os sucos
de acordo com os compostos quantificados. Na andlise dos compostos nao-
volateis pelo QExactive, conseguiu-se identificar acidos orgéanicos, fendlicos e
alguns aminoéacidos, e utilizando-se da ACP foi possivel agrupar os sucos e
verificou-se que os compostos identificados podem vir a servir como marcadores,

uma vez que sao mais pronunciados em alguns sucos do que em outros, sendo



assim decisivo para separa-los dos demais. Para a analise dos residuos de
agrotoxicos nos sucos foi utilizado a CG-EM-MSI e utilizando ELL/EFS para o
cleanup e pré-concentracdo dos agrotoxicos nos sucos de uva. O LQ variou de
3,75 a 9,47 mg L™, a média de recuperacéo dos agrotéxicos no método validado
foi de 84,0 a 99,7 %, com valores de DPR abaixo de 4,9 %. Dos 99 sucos de uva
analisados, 32 apresentaram residuos de agrotdxicos. Espera-se que o0s
resultados obtidos neste trabalho possam, aliados as analises fisico-quimica e
sensorial, no futuro, contribuir para a obtencéo do selo de certificacdo dos sucos

de uva integrais nacionais.

Palavras-chave: suco de uva integral, compostos volateis, compostos néo-

volateis, residuos de agrotoxicos.



ABSTRACT

Alves, Andréa Aparecida Ribeiro. Determination of the Volatile, Non-Volatile
Composition and the Residue Analysis of Pesticides in Brazilian Integral
Grape Juices. Rio de Janeiro, 2014. Thesis (Doctor degree in Science
(Chemistry)). Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

The integral grape juice production and consumption in Brazil and around
the world are increasing by 30% per year. Usually, the volatile compounds are
responsible for the fruit unique aroma, and the non-volatile compounds give a
organoleptic characteristic to the product. The compounds are identified to
increase the quality of the juice produced in Brazil and, as a result, to aggregate
commercial value to the product. At these days, the world population is demanding
for products with quality and safety, notably worried about pesticides residues.
Therefore, it is important to attend the international law (International Codex
Alimentarius) to keep a positive commercial relationship, strengthing the job
market and bringing progress for the country. The aim of this thesis was to
develop and validate a method for quantifying volatile compounds in Brazilian
integral grape juices; to analyze the juice non-volatile compounds profile using an
QExactive equipment and the Principal Components Analysis (PCA); and to
guantify the pesticides residues in these juices. In order to identify the volatile
compounds it SPME and GC-MS-SIM were used. During the validation phase, the
Detection (DL) and Quantifying (QL) limits ranged between 0.04 - 1.46 and 0.11 -
1.82 pg L, respectively. The determination coefficient R? ranged from 0.990 to
0.999, the RSD was lower than 6.0% (intraday and interday) and the recovery rate
ranged between 76.0 and 91.0%. Esters were the most representative volatile
compounds, followed by alcohols, terpenes, carboxylic acids and norisoprenoids
derivatives. The PCA was used to aggregate the juices according to the quantified
compounds. During the non-volatile compounds analysis using QExactive, it was
observed a large number of phenolic acids and some amino acids. The PCA made
possible to aggregate the juices and showed that the identified compounds can be
used as markers, because their presence differs from juice to juice. The GC-MS-
SIM was used to analyse the pesticides residues in the juices and the LLE/SPE

was applied to pre-concentrate and cleanup the pesticides in the grape juice. The



QL ranged from 3.75 to 9.47 mg L™, the pesticides recovery average rate of the
validated method ranged between 84.0 and 99.7%, with RSD lower than 4.9%.
From the 99 grape juices analysed, 32 presented pesticides residues. It is
expected that, in the future, the results reached with this work, together with
physical-chemical and sensorial analyses, can contribute for the constitution of a

quality certificate for the Brazilian integral grape juices.

Keywords: integral grape juice, volatile compounds, non-volatiie compounds,

pesticides residues.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 INTRODUCAO

A uva é o fruto da videira (Vitis sp.), uma planta da familia Vitaceae, e é
utilizada na producéo de sucos, doces, vinhos, passas e in natura.

A producao de suco de uva é datada por volta de 1869 nos Estados Unidos
da América (EUA), onde Thomas Welch e seu filho recolheram cachos de uva da
variedade Concord (V. labrusca) e as amassaram, filtraram e colocaram em garrafas
esterilizadas para evitar a fermentacdo e assim criaram um novo produto
(PEDERSON, 1980; MARZAROTTO, 2005).

A viticultura brasileira se iniciou com a chegada dos portugueses, com 0
cultivo de uvas europeias. No entanto, a produ¢éo de suco de uva s0 se iniciou por
volta de 1920 sendo que, até década de 1960, o cultivo e a producdo estavam
limitados as regifes Sul e Sudeste do pais (MARZAROTTO, 2005).

1.1.1 Suco de Uva

De acordo com a Lei n° 7.678 de 08 de novembro de 1988, o suco de uva é
uma bebida ndo fermentada, obtida do esmagamento ou prensagem (mosto
simples) da uva s&, fresca e madura, com a presenca ou nao de suas partes solidas,
sendo tolerada a graduacao até 0,5 °G.L. (Grau Gay Lussac). Para a obtencdo do
suco de uva brasileiro € permitido somente o uso de uva e mosto produzidos no Pais
(BRASIL 1988).

Quanto a classificacdo, a mesma Lei supracitada estabelece que o suco de
uva possa ser: integral (sem remocdo da &gua e nem acréscimo de acucar),
concentrado (parcialmente desidratado, com concentracdo minima equivalente a 65
°Brix), desidratado (remoc¢do de 97 % da &gua), reconstituido (suco obtido pela
diluicho do suco concentrado), adocado (acréscimo de sacarose na quantidade
maxima de 1/10 em peso de aclUcar) e néctar (6 um suco de uva adocado e
reconstituido). No que concerne a cor, ele pode ser tinto, rosado e branco (Figura 1).
Em relagdo ao aroma e ao sabor, estes devem ser préprios da uva que lhe deu
origem (BRASIL, 1988).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fruto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Planta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vitaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vinho
http://pt.wikipedia.org/wiki/Passa
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Suco tinto ' Suco Rosado Suco Branco

Figura 1. Sucos de uva: tinto, rosado e branco, respectivamente.

Para a elaboracédo do suco de uva tinto sdo utilizadas principalmente as uvas
Concord, Isabel e Bordd, da espécie americana V. labrusca. Para a producdo do
suco branco séo utilizadas a uva cv. (cultivar) Niagara (V. labrusca) e as uvas da
espécie europeia V. vinifera das cultivares Italia, Moscato e Chardonnay (RIZZON &
MENEGUZZO, 2007) (Figura 2), e do suco rosado usa-se combinacdo das cv.
Niadgara e Bordd. A cv. Concord da origem ao suco mais procurado pelo consumidor,
mantendo as caracteristicas da uva fresca ao longo das etapas de processamento e
propiciando melhor preco de comercializacdo. A cv. Isabel é mais consumida in
natura, mas € empregada na elaboracdo de vinho, geleias e suco. A cv. Bordd
apresenta alta resisténcia a doencas fangicas, boa produtividade e elevado teor de
matéria corante. A cv. Niadgara é utilizada em grande parte dos sucos de uva
brancos, pois combina aroma e sabor de grande aceitacdo pelo consumidor, seja na
forma de bebida ou in natura (SUCO DE UVAS DO BRASIL, 2014).

Concord Isabel Bordd Italia Moscato Chardonnay  Niagara

Figura 2. Exemplos de cultivares de uvas utilizadas na elaborag&o dos sucos de uva
brasileiros.

Ainda no que diz respeito a legislacao brasileira, a Lei n°® 7.678 de 08 de
novembro 1988 (decreto n°® 6344 de 04 de janeiro 2008) determina os parametros
fisico-quimicos, bem como seus limites, para o suco de uva produzido no Pais: valor
minimo de 1,057 para a densidade relativa do suco (20 °C); minimo de 14,0 para

sélidos sollveis em °Brix (20 °C); 0,41 e 0,90 g.100 g*, respectivamente valores
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minimo e maximo de acidez total expressa em acido tartarico; a relagdo de sélidos
sollveis em °Brix/ acido tartarico nos valores de 15,0 (minimo) e 45,5 (maximo);
maximos de agUcares totais, alcool etilico e solidos insoluveis, respectivamente, nos
valores de 20,0 g 100g™, 0,5 %vol e 5,0 %v/v (BRASIL, 2008)

1.1.2 Beneficios a saude

O suco de uva integral € uma bebida feita sem acréscimo de aclcar e agua, €
considerado um alimento funcional que auxilia na recuperagao do cansago muscular,
na prevencdo do envelhecimento e de doencas neuro-degenerativas, além de
contribuir para a aceleracdo do metabolismo (DANI et al, 2009). Os polifendis estédo
presentes na composicao da uva e atuam como antioxidante, ou seja, na protecéo
contra os danos causados pelos radicais livres. Esse alto poder antioxidante ajuda a
reduzir riscos de trombose coronariana e infarto. O suco ajuda no combate ao
cancer, previne as doencas cardiovasculares, retarda o aparecimento de doencas
neurologicas (como o Alzheimer), auxilia na reducéo da presséo arterial e colabora
para o bom funcionamento do organismo (DANI et al, 2009, DANI et al, 2007).

O suco de uva, por se tratar de uma bebida ndo alcodlica, pode ser
consumido por criancas, jovens, adultos e idosos, inclusive gestantes e portadores
de doencas cardiacas e hepaticas, havendo pequena restricdo para diabéticos,
devido ao alto indice de carga glicEmica (MALACRIDA & MOTTA, 2005; OHNO et al,
2008).

Estudo relata que consumir dois copos de suco por dia (400 mL), para uma
pessoa de 70 kg, supre totalmente a necessidade diaria dos minerais ferro,
manganés, cobre e zinco, que previnem a anemia (DEBON & OTOBELLI, 2014),

além das varias doencas supracitadas.

1.1.3 Producéao e Comercializacéo

Em 2011, a producgéo de uva no territério nacional para utilizagdo em sucos foi
em torno de 83.700 hectares, sendo os estados do Rio Grande do Sul, S&o Paulo,
Pernambuco, Parana, Bahia, Santa Catarina e Minas Gerais 0s maiores produtores
(Figura 3), foram colhidos entre 1.300.000 e 1.400.000 toneladas de uva
(CAMARGO et al, 2011).
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Figura 3. Regides produtoras de suco de uva no Brasil. (Fonte: IBRAVIN, 2014)

O Brasil € um dos maiores produtores de suco de uva no ambito mundial, com
crescimento significativo de 30 % ao ano (RIZZON & MIELLE, 2012; IBRAVIN,
2014). Em 2012, a producédo de suco de uva brasileiro foi de 220,0 milhdes de litros,
muito superior a 2008, que foi de 126,9 milhdes de litros (MELLO, 2013).

As exportacdes de sucos de uva aumentaram em 2013, cerca de 1,78 milhdo
de litros de suco de uva, um aumento de 110,4 % frente ao ano anterior. O Japao &
o principal importador de suco brasileiro com representagdo de 87,4 % do volume
total comercializado (DEBON & OTOBELLI, 2014).

A comercializagdo de suco de uva aumentou 18,68 % no primeiro semestre
de 2014 em relagcdo ao mesmo periodo de 2013 (SUCO DE UVAS DO BRASIL,
2014). O consumo de suco de uva integral no Brasil € em torno de 4 litros per capita,
considerado baixo, se comparado com os EUA, que chega a 55,5 litros. No entanto,
em 2012, o suco integral foi o mais consumido no Pais, apresentando nos estados
de S&o Paulo, Rio Grande do Sul e Parana o0s maiores valores, com
respectivamente, 25 %, 16 % e 13 % do consumo interno.

O mercado de sucos tem se expandido gracas aos investimentos na melhoria
das cultivares e do manejo na elaboracéo destes sucos (IBRAF, 2014). No entanto,
0 setor ainda carece de parametros de qualidade e seguranca para se estabelecer
no mercado externo e apresentar-se mais atrativo frente aos sucos de uva

estrangeiros.
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1.1.4 Certificado de procedéncia e origem

Atualmente, o mercado mundial valoriza a oferta de produtos diferenciados,
principalmente os alimenticios, e a utilizacdo de referenciais de qualidade € capaz
de dar destaque aos produtos. Um desses diferenciais é a certificacdo pela
Indicacdo Geogréafica (IG), que pode ser classificada como Indicacdo de
Procedéncia (IP) e como Denominacéo de Origem (DO).

No Brasil, a Indicacdo Geografica (IG) € regulamentada pela Lei n°. 9.279/96
e concedida pelo Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI). Esta indicacao €
um instrumento juridico que reconhece e identifica um produto, o qual tem origem
em um determinado pais ou regido, onde sao atribuidas ao produto suas raizes
geograficas (DRUZIAN & NUNES, 2012).

A Indicacédo de Procedéncia (IP) valoriza e reconhece o produto conforme a
tradicdo em que € produzido em uma regido especifica com qualidade diferenciada.
A area do referido produto passa a ser reconhecida pela producédo, extracdo ou
beneficiamento. Esse reconhecimento visa proteger a relacdo historica entre o
produto e sua producdo, relacionados a origem geogréfica especifica. Ja a
Denominacgdo de Origem (DO) refere-se as caracteristicas que aquela area agrega
ao produto, como fatores naturais e humanos (qualidade, estilo e sabor vinculados a
terra, as pessoas e a especificidade da regidao). Neste sdo valorizadas as
peculiaridades da referida regido, beneficiando o produto final, identificando-o como
diferentes dos demais (DRUZIAN & NUNES, 2012). Na Figura 4 estao
representadas graficamente as |G por Estados brasileiros e os tipos de IG,
concedidas pelo INPI até 2014 (INPI, 2014).

ERS
mRJ
uMG
msC
RES
usSpP
mPI
mTO

Percentual

L .‘\L DO u 1P
CE

Tipo de IG

IGs por Estado

Figura 4. Distribuicdo de Indicacdo Geogréfica (IG) por Estados brasileiros (RS: Rio
Grande do Sul, RJ: Rio de Janeiro, MG: Minas Gerais, SC: Santa Catarina, ES:
Espirito Santo, SP: Sao Paulo, PI: Piaui, TO: Tocantins, NE: demais estados do



26

Nordeste, AL: Alagoas, CE: Ceard) e os tipos de IG, concedidas pelo INPI até 2014
(DO: Denominacao de Origem, IP: Indicacao de Procedéncia) (Fonte INPI, 2014)

A concessdo de uma IG tem a funcdo de agregar valor ao produto final,
proteger a regido produtora, além de promover reconhecimento por parte dos
consumidores, gerar interesse por parte de grupos de produtores, promover maior
propaganda do produto e da regido na midia. Ainda ha vinculo com a preservagao
da biodiversidade, além da protecdo do conhecimento e dos recursos naturais. A
valorizacdo da regido contribui para o aumento da economia e da imagem do
produto, estimulando a producdo e comercializagdo do produto. Entretanto, o
sucesso dessa estratégia depende de pesquisas para a comprovacao da identidade
e associacao da qualidade desses produtos no comércio (DULLIUS, 2009).

No setor vitivinicola, ja ha para vinhos e espumantes algumas IG concedidas:
em 2002, para o Vale dos Vinhedos — RS; em 2010, para a regiao de Pinto Bandeira
— RS; em 2012, para Altos Montes — RS e Goethe — SC; em 2013, para Monte Belo
do Sul — RS; em 2014, em Farroupilha — RS; e a regido do Vale do Submédio do
Sao Francisco ja possui para uvas de mesa uma concessao obtida em 2009, sendo
gue todos os tipos de concessao foram de Indicacéo de Procedéncia (INPI, 2014).

Como se percebe, ndo ha IG para sucos de uva brasileiros, o que de fato
dificulta a valorizacdo do produto e da regido produtora, além do estabelecimento no

mercado nacional e internacional como um produto de exceléncia.

1.1.5 Composicado do suco de uva

O suco de uva é uma bebida complexa. Na Tabela 1 pode-se verificar sua

composicao.

Tabela 1. Composicéo do suco de uva.

- 81 a 86 % de agua

- baixos teores de lipidios, proteinas (cujos aminoacidos predominantes sdo a L-

arginina, L -prolina e L -glutamina) e de fibra alimentar

- acUcares (predominancia da glicose e frutose)

- acidos organicos (predominancia dos acidos tartarico e malico, além do citrico e

succinico em menores valores)

- alguns minerais (potassio, céalcio, magnésio, ferro, cobre, zinco, manganés e litio)
Fontes: (MAZAROTTO, 2005; RIZZON & MENEGUZZO, 2007; RIZZON et al, 1997; RIZZON & LINK, 2006)
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Os acUcares sdo os principais componentes dos sélidos soluveis, ja a acidez
dos sucos deve-se ao conjunto de acidos organicos que conferem pH baixo ao
produto, entre 2,90 a 3,43 (VINICOLA GARIBALDI, 2014).

No suco de uva h& compostos fendlicos que sédo responsaveis pela cor,
amargor e adstringéncia da bebida, além de serem antioxidantes (GOLLUCKE et al,
2008). Os principais compostos sdo os acidos fendlicos (acidos protocatecuico,
galico, cumarico, cafeico, feralico) e estilbenos (resveratrol). Entre os flavonoides,
encontram-se os flavandis (catequinas, epicatequina e epigalocatequina), flavonaéis
(kampferol, quercetina), taninos e antocianinas (DANI et al, 2007).

Os &cidos fendlicos encontram-se na polpa (CHEYNIER, 2005); nas cascas
estao os flavonois (MAKRIS, 2006) e as antocianinas. Esta ultima classe confere cor
tinta/violacea ao suco de uva, e pode ser afetada durante as etapas da elaboracao
do suco (MALACRIDA & MOTTA, 2005), o que influencia diretamente na qualidade e
aceitacdo do produto no mercado consumidor. Os flavandis e os taninos estdo
presentes nas sementes (GUERRA & BARNABE, 2005).

Os compostos volateis sdo substancias de classes quimicas variadas,
presentes em quantidades diminutas nos alimentos, e contribuem para o aroma e
sabor do produto final. Em sucos de uva brasileiros experimentais, da espécie V.
labrusca (cultivares Isabel, BRS Rubea, BRS Violeta e Concord) foram observadas
cerca de 20 substancias dentre alcoois (1-heptanol, 3-metil- 1-butanol, 2-etil-
hexanol, B- feniletanol), terpenos (o-cimeno, limoneno, 4-terpineol, a-terpineol), nor-
isoprendides (B-damascenona, vitispirano), ésteres (antranilato de metila, acetato de
feniletila, acetato de etila, benzoato de etila), entre outros (SANTANA, 2009). A

literatura cientifica acerca destes volateis sera discutida no Capitulo 2 desta tese.

1.1.6 Producéao do suco de uva

A producdo do suco de uva passa por varias etapas, a saber: recepcao e
selecdo das uvas; desengace e esmagamento, com separacdo da raquis;
aquecimento do mosto; tratamento enzimatico; extracdo do suco, com separacdo do
bagaco; clarificagcéo (estabilizacéo tartarica/filtracéo); pasteuriza¢do; engarrafamento
e armazenamento (RIZZON & MENEGUZZO, 2007). A separacdo da raquis é
importante, pois esta pode conferir gosto amargo ao produto (SANTANA, 2009) e a

utilizagéo de enzimas aumenta a intensidade da cor, além de diminuir a viscosidade
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do suco (RICE, 1974). Na extracdo, h& a retirada das sementes e do bagaco, e a
clarificacdo, este dltimo ocorre para evitar precipitados (em geral de pectinas,
elevado teor de cobre e ferro, gomas, entre outros) e turvacdes no suco (utiliza-se a
filtracdo e estabilizacdo com solugéo tartarica) (WOLKE, 2003; SANTANA, 2009). A
pasteurizagdo inativa 0s microorganismos, que podem modificar 0 suco pronto,
ocorre entre 90 a 95 °C por 2 segundos (RIZZON & MENEGUZZO, 2007) ou 75 a 80
°C por 15 minutos (RIZZON et al, 1997). O sistema de envase e engarrafamento
acontecem nas temperaturas entre 60 e 68 °C, e a garrafa € preenchida com o suco
e vedada, formando vacuo no interior quando resfria, garantindo integridade aos
compostos do suco (MARKAKIS, 1982). O armazenamento deve ser em local
ventilado e ao abrigo da luz solar (temperatura entre 12 e 15 °C) (PEDERSON,
1980).

1.2 OBJETIVOS

Determinar a composigcédo volatil, n&o-volatii e os residuos de agrotoxicos

presentes em sucos de uva integrais brasileiros.

1.2.1 Objetivos Especificos

- Validar uma metodologia de analise para 30 compostos volateis de aroma e aplicar
o0 método validado em amostras de sucos de uva integrais brasileiros, e fazer a
analise de componentes principais (ACP) para tentar agrupa-los;

- Avaliar os compostos nao-volateis pela técnica de QExactive e construir modelos
de andlise de componentes principais (ACP) para obter diferencas/semelhancas
entre oS sucos;

- Validar uma metodologia de andlise para 15 tipos de agrotoxicos e aplicar o
método validado para investigar residuos em amostras de sucos integrais brasileiros
da safra 2012.



29

1.3 REFERENCIAS

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Lei n® 7.678 de 08 de
novembro de 1988. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF,
1988.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Decreto n° 6344 de
04 de janeiro de 2008. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF,
2008.

CAMARGO, U. A., TONIETTO, J., HOFFMAN, A. Revista Brasileira Fruticultura.
volume especial, p. 144, 2011.

CHEYNIER, V. American Journal of Clinical Nutrition. v.81 (suppl), p. 223S -
229S, 2005.

DANI, C., OLIBONI, L.S., VANDERLINDE, R., PRA, D., DIAS, J.F., YONEAMA, M.
L., BONATTO, D., SALVADOR, M., HENRIQUES, J. A. P. Journal of Medicinal
Food.v. 12, n. 1, p. 188, 2009.

DANI, C., OLIBONI, L.S., VANDERLINDE, R., BONATTO, D., SALVADOR, M.,
Henriques, J. A. P. Food and Chemical Toxicolgy. v. 45, p. 2574, 2007.

DEBON, A., OTOBELLI, D. O queridinho dos brasileiros. Disponivel em:
<http://www.bonvivant.com.br/sem-categoria/o-queridinho-dos-brasileiros/html>.
Acesso em 07 nov. 2014.

DRUZIAN, J. I., NUNES, I.L. Revista GEINTEC. v.2, n. 4, p. 413, 2012.

DULLIUS, P. R. Indicagcbes geograficas e desenvolvimento territorial: as
experiéncias do Rio Grande do Sul. Dissertacdo (Mestrado em Extensao Rural) —
Universidade Federal de Santa Maria — RS, 149p., 20009.

GOLLUCKE, A. P. B., SOUZA, J.C., TAVARES, D.Q. Journal of Sensory Studies.
v.23, p. 340, 2008.

GUERRA, C., BARNABE, D. Vinho. In: VENTURINI, W. G. F. (Org). Ed. Edgard
Blucher. p. 423, 2005.

IBRAF - Instituto Brasileiro de Frutas. Exportacdo de suco de uva. Disponivel em:
<http://www.ibraf.org.br/news/news_item.asp?NewsID=6454>. Acesso nov. 2014.

IBRAVIN - Instituto Brasileiro do Vinho. Comercializacdo de sucos de uva:
Comparativo 2004 — 2011. Disponivel em:
<http://www.ibravin.org.br/cadastroviticola.php?secao=3&m2=true> Acesso em nov.
2014.

INPI — Instituto Nacional de Propriedade Industrial. Indicacbes geograficas.
Disponivel em: <http://www.inpi.gov.br/menu-esquerdo/indicacao>. Acesso nov.
2014.


http://www.ibraf.org.br/news/news_item.asp?NewsID=6454
http://www.ibravin.org.br/cadastroviticola.php?secao=3&m2=true

30

MAKRIS, D.P., KALLITHRAKAB, S., KEFALAS, P. Journal of Food Composition
and Analysis. v. 19, p. 396, 2006.

MALACRIDA, C.R., MOTTA, S. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. v.25, n.4, p.
659, 2005.

MARKAKIS, P. Stability of anthocyanins in foods. In: MARKAKIS, P. (Ed.)
Anthocyanins as Food Colors. NY Academic Press. p. 163, 1982.

MARZAROTTO, V. Suco de uva. In: VENTURINI, W. G. F. (Org). Ed. Edgard
Blicher. p. 311, 2005.

MELLO, L. M. R. Embrapa Comunicado Técnico. v. 137, 4p., 2013.

OHNO, M., KA, T., INOKUCHI, Y., YAMAMOTO, A., TAKAHASHI, S., TSUTSUMI,
Z., TSUZITA, J., YAMAMOTO, T., NISHIGUCHI, S. Clinica Chimica Acta. v.388, p.
167, 2008.

PEDERSON, C. S. Fruit and vegetable juice processing technology. 32 Ed. p.
269, 1980.

RICE, A. C. In:. WEBB, D. Chemistry of Winemaking. 3 Ed. Dallas: American
Chemical Society. p. 89, 1974.

RIZZON, L.A., MIELE, A. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. v. 32, n.1, p. 93,
2012.

RIZZON, L.A., MENEGUZZO, J. Suco de Uva. Brasilia, 50 p. 2007.
RIZZON, L. A., LINK, M. Ciéncia Rural. v.36, n.2, p. 689, 2006.

RIZZON, L.A., MANFROI, V., MENEGUZZO, J. Elaboracdo de suco de uva na
propriedade viticola. Bento Goncgalves: Embrapa Uva e Vinho. v. 21, p. 7, 1998.

SANTANA, |. Avaliacdo do efeito da temperatura do processo de concentracao
por osmose inversa na qualidade do suco de uva (Vitis labrusca L.).
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias de Alimentos) — UFRJ — RJ, 117p., 2009.

SUCO DE UVAS DO BRASIL. Variedades de uva. Venda de suco de uva.
Disponivel em <http://www.sucodeuvadobrasil.com.br>. Acesso em 07 nov. 2014.

VINICOLA GARIBALDI. Disponivel: <http://www.vinicolagaribaldi.com.br/suco-
saude>. Acesso nov. 2014.

WOLKE, R.L. O que Einstein disse a seu cozinheiro: a ciéncia na cozinha. RJ:
Jorge Zahar. 300p., 2003.


http://www.vinicolagaribaldi.com.br/suco-saude
http://www.vinicolagaribaldi.com.br/suco-saude

31

2. DETERMINACAO DA COMPOSICAO VOLATIL DOS SUCOS DE UVA
INTEGRAIS BRASILEIROS

2.1 INTRODUCAO

A qualidade e a aceitacdo de um produto alimenticio estdo diretamente
relacionadas ao seu aroma, representado por compostos volateis de classes
guimicas variadas (ésteres, alcoois, terpenos, nor-isoprendides, entre outros) e que
estdo, em geral, em quantidades bem pequenas nos alimentos, sendo muitos com
valores de mg L™ e até pg L™ (ALVAREZ et al, 2011). Estas substancias conferem
notas frutais, florais e adocicadas as frutas e seus produtos.

A composicao volatil da uva € uma fonte continua de pesquisas. A producao
de vinho, que é um processo que sofre fermentacdo e maturacao, introduz inimeras
alteracbes na matriz original da fruta. No caso do suco, especialmente o integral, a
composicdo matriz versus produto final se mantém mais préxima da fruta do que o
vinho (RAPP, 1998).

Em mostos e cascas de uvas do tipo Marmajuelo e Malvasia (variedades de
uva branca, espécie V. vinifera) cultivadas nas llhas Canarias (Espanha), foram
observados que as uvas cv. Malvasia apresentavam valores mais elevados de
terpenos que as uvas cv. Marmajuelo. Além disso, as uvas Malvasia apresentaram
maior teor de cis-3-hexen-1-ol, acetato de etila e n-nonalactona. Os compostos a-
terpineol, os oOxidos de linalol (Z e E), vanilina e alcool benzilico apresentaram
valores comparaveis aos ja observados em vinhos comerciais. (RODRIGUEZ-
BENCOMO et al, 2011)

Em uvas das cultivares diversas Muscat Hamburg, Beizi, Concord, entre
outras, das espécies V. vinifera, V. labrusca, V. amurensis, espécies hibridas
(mistura de duas espécies) foram identificados compostos comuns entre as
amostras, tais como: (Z)-3-hexen-1-ol, 1-hexanol, (E)-2-hexen-1-ol, 1-octanol, 2-fenil-
etanol, acetato de etila, 3-hidroxibutirato de etila, (E)-2-hexenoato de etila, 1,8-cineol
(eucaliptol), Z/E o6xidos de linalol, linalol e a-terpineol. Os terpendides foram
abundantes na cultivar V. vinifera, j& o grupo V. labrusca e hibridos das cultivares V.
vinifera e V. amurensis tiveram abundéancia nos ésteres. (YANG et al, 2009)

Em sucos de uva provenientes da uva Niadgara (V. vinifera) foram

identificados como compostos majoritarios: hexanoato de etila, os 0xidos de linalol,
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acetofenona, 1-octanol, linalol, e 2-fenil-etanol (ROSS et al, 2010); j& na variedade
Albarifio (V. vinifera) foram observados a e B-ionona, linalol, B-damascenona, a-
terpineol, 1-hexanol, hexanoato de etila e os &cidos hexanodico e octandico.
(VILANOVA et al, 2012).

BAEK e colaboradores (1997) descreveram volateis de aroma do suco de uva
Muscadine (V. rotundifolia Michx), obtidos por extracdo liquido-liquido e analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e CG-
olfatometria (CG-O), e ressaltaram a presenca de 2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-
furanona (furaneol), 1,3-butadieno, butanoato de etila, 2-metil-butanoato de etila,
alcool feniletilico, e o-aminoacetofenona, o primeiro componente foi caracterizado
como 0 mais representativo pela técnica de olfatometria (CG-O) conhecida como
AEDA (aroma extract dilution analysis) (ULLRICH et al, 1987). Posteriormente,
CAVEN-QUANTRILL e colaboradores (2006) investigaram a composicdo de
compostos volateis em sucos de uva branca da cultivar Huxelrebe (V. vinifera),
comparando as técnicas de SDE (simultaneous distillation—extraction) e SBSE (stir
bar sorptive extraction) em sucos de uva comerciais e experimentais, em que 0
método de SBSE foi mais sensivel, possibilitando a identificacdo de 126 compostos
de aroma contra 98 usando SDE.

SANCHEZ-PALOMO e colaboradores (2009) analisaram compostos volateis
em sucos de uva da cultivar espanhola Muscat d’Alexandrie (V. vinifera) por
extracdo liquido—liquido (ELL), extracdo em fase sélida (EFS) e SDE, onde
observaram principalmente monoterpenos oxigenados, acidos carboxilicos, além de
alcoois arométicos e alifaticos. Sucos de uva da cultivar Carlos Muscadine (V.
rotundifolia Michx) foram analisados por técnicas de CG-O e de CG-EM, revelando
sete compostos como odorantes potentes, como 2-metilbutanoato de etila, 3-
metilbutanoato de etila, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, 2-fenil-etanol,
hexanoato de etila, (E) -2-butenoato de etila e o-aminoacetofenona, além de (E)-B-
damascenona e do 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona, associados aos aromas
almiscado, caramelo, frutais e florais geralmente observadas em uvas (LIU &
CADWALLADER, 2010).

O antranilato de metila é referéncia quando se trata de aroma de uva
comercial (WANG & DE LUCA, 2005) e é encontrado geralmente na cultivar Concord
(V. labrusca) em baixo teor (2,6 mg kg?), porém em quantidades superiores as

cultivares Niagara (V. labrusca), 1,9 mg kg*, e Elvira (hibrida V. labrusca e V.
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riparia), 0,03 mg kg™ (SCHREIER & PAROSCHY, 1981). O 3-hidroxibutirato de etila
também apresenta aroma de uva, sendo observado em uvas de cultivares Muscat
Hamburg (V. vinifera), Beizi (hibrida V. thunbergii e V. vinifera), Concord (V.
labrusca) (YANG et al, 2009) e em vinhos de uva branca das cultivares Malasia e
Marmajuelo (V. vinifera) (RODRIGUEZ-BENCOMO et al, 2011).

A ELL é empregada para extracdo de compostos de alta, baixa e média
volatilidade, gracas ao seu alto coeficiente de particdo, porém envolve a evaporacao
de solvente, o que pode provocar perda de compostos volateis (ORTEGA-HERAS et
al, 2002). Nesta técnica o sistema amostra-solvente é agitado e o analito passa da
fase aquosa para a fase organica, enquanto os interferentes se mantém (em sua
maioria) na fase aquosa. O procedimento € trabalhoso e requer grande volume de
solvente, além de ocorrer, com frequéncia, baixa repetitividade em decorréncia das
vérias etapas (LANCAS, 2004).

A EFS é uma técnica de preparo de amostras liquidas que surgiu no final da
década de 1970. A EFS utiliza-se de um cartucho recheado com sorvente (fase
soélida) responsavel pela retencdo dos compostos de interesse presentes na matriz
(AQUINO NETO & NUNES, 2003; LANCAS, 2004). Existem disponiveis
comercialmente diversos sorventes de EFS e a escolha depende da natureza
guimica dos compostos que se deseja extrair. A EFS requer menor quantidade de
solvente que a ELL e apresenta alta capacidade de concentrar 0s compostos nos
extratos, no entanto com matrizes muito complexas ocorre a retencao irreversivel ou
permite co-extrativos da matriz que podem interferir na quantificagcdo dos compostos
de interesse (LANCAS, 2004). No caso do suco de uva, que apresenta coloracao
intensa, pode resultar em extratos coloridos, que prejudicam a andlise e
guantificacdo dos compostos volateis posteriormente.

Muitos compostos volateis sao termolabeis e frequentemente aparecem em
guantidades diminutas, sendo extremamente importante que o método empregado
para extrai-los seja tal que ndo os destrua, nem interfira na analise dos mesmos
(ZAPATA et al, 2010). Uma técnica de extracdo que tem se mostrado eficiente neste
aspecto é a microextracdo em fase solida (MEFS).

A MEFS utiliza-se de uma fibra de silica revestida por um polimero que extrai
0S compostos volateis, que sdo adsorvidos, de acordo com a polaridade da fibra e
da amostra. Os compostos sao adsorvidos através do headspace (HS), esta técnica

€ especialmente empregada para a captura de volateis, podem ser termicamente
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dessorvidos no injetor de um cromatégrafo para andlise (GUEDES DE PINHO,
20009).

Esta técnica necessita de um menor numero de etapas, além de nao utilizar
solventes, apresenta alta sensibilidade, sendo capaz de contornar os problemas
relacionados a baixa concentracdo e perdas por volatilidade, associada as outras
técnicas de extracdo (LORD & PAWLISZYN, 2000).

Na Figura 5 é possivel visualizar as trés extracfes supracitadas.

ELL EFS MEFS

Figura 5. Imagens da extracdo liquido-liquido (ELL), extragdo em fase solida com
sistema de vacuo (EFS) e microextracdo em fase sélida (MEFS).

Fibras monofasicas como polidimetilsiloxano (PDMS) e poliacrilato (PA) sé&o
muito utilizadas para andlise de terpenos em frutas e sucos, porém possuem pouca
sensibilidade para compostos polares. Logo, as fibras mistas bifasicas ou trifasicas,
contendo divinilbenzeno (DVB), PDMS, carboxen (CB) ou polietilenoglicol (CW),
aumentam a eficiéncia da fibra em reter os compostos volateis de polaridades
variadas, e vem sendo empregadas visando uma maior sensibilidade que as
monofasicas (SANCHEZ-PALOMO et al, 2005).

PAWLISZYN (1997) demonstrou que a fibra de MEFS trifasica,
carboxen/divinilbenzeno/polidimetilsiloxano (CAR/DVB/PDMS) € mais eficiente em
relacdo as mono (PDMS) e as bifasicas (PDMS/DVB e CW/DVB) na extragédo de
volateis de aroma, devido a sua habilidade em extrair maior nUmero de compostos
odoriferos com ampla faixa de massa molecular (40 - 275 Da), além de extrair tanto
compostos polares como néo polares. O uso de MEFS com fibra trifasica apresentou
6timos resultados na andlise de diferentes sucos como de roma (ARAUJO et al,
2011), de uva cultivar Niagara (ROSS et al, 2010), de mandarina (ALVAREZ et al,
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2011), de maca (RITA et al, 2011), em vinhos brancos (BARROS et al, 2012) e
néctares (RIU-AUMATELL et al, 2004).

SANCHEZ-PALOMO e colaboradores (2005) analisaram o0s compostos
volateis de uvas cv. Muscat (V. vinifera) usando diferentes fibras de MEFS
(CAR/DVB/PDMS; PDMS/DVB e CW/DVB) e CG-EM, e detectaram e quantificaram
16 compostos, dentre terpenos, derivados benzénicos, nor-isoprendides e alcoois
alifaticos. As fibras DVB/CAR/PDMS e PMDS/DVB apresentaram eficiéncia proxima,
e 0 grupo considerou a melhor fibora a PMDS/DVB, pois foi capaz de capturar mais
compostos que a trifasica. PELLATI e colaboradores (2005) compararam a eficiéncia
de 4 fibras (PDMS, DVB/CAR/PDMS, DVB/PDMS e CW/DVB) na extracdo dos
compostos de aroma de Evodia rutaecarpa e E. officinalis, frutas da familia
Rutaceae. A fibra mais eficiente foi a trifasica, conseguindo adsorver compostos
importantes como limoneno, B-elemeno, linalol, mirceno, valenceno, B-cariofileno, a-
terpineol, entre outros. A fiora CAR/DVB/PDMS ¢é ideal para andlise de compostos
odoriferos C3 — C20, com pesos moleculares 40 a 275 u, presentes em matrizes
alimentares, por adsorver tanto compostos polares quanto nao-polares (CANUTO et
al, 2011), favorecendo a analise.

Aliada a andlise cromatografica esta a Andlise de Componentes Principais -
ACP ou Principal Component Analysis (PCA). Trata-se de uma formulag&o
matematica utilizada na reducao de dados, de forma a expressa-los de uma maneira
tal que, suas semelhancas e diferencas sejam destacadas, sem perda significativa
de informagdo. Na abordagem da ACP, a informac&o contida em um conjunto de
dados é armazenada em uma estrutura computacional de dimenséo reduzida a partir
da projecao integral do conjunto de dados em um subespaco gerado por um sistema
de eixos ortogonais. Tal reducdo é vantajosa em varias instancias: para compressao
de imagens, representacdo dos dados, reducdo do calculo em processamentos
subsequentes, entre outras (ABDI & WILLIAMS, 2010; ESPIRITO SANTO, 2012). Os
resultados de ACP sao geralmente discutidos em termos das pontuacdes dos
componentes: fatores (scores) e carregamentos (loadings) (SHAW, 2003). A ACP ja
foi utilizada em analise de sucos (SANTANA, 2009; SOUZA et al, 2009; MORGANO
et al, 1999), e forneceu informagdes importantes quanto aos compostos que s&o
significativos para o agrupamento das amostras.

A analise dos constituintes volateis de aroma dos sucos de uva é muito

importante, pois aliada a informacdes fisico-quimicas e sensoriais, pode contribuir na
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busca pela indicacdo geografica (IG) de procedéncia (IP) e/ou denominacdo de
origem (DO), indicacbes ja concedidas a algumas regibes produtoras de vinhos
brasileiros, que visam valorizar estes produtos e estabelecé-los junto a Organizacao
Mundial do Comércio (OMC), agregando valor comercial e reconhecimento pelo
consumidor.

O numero de trabalhos relacionados a composicao volatil e de aroma do suco
de uva estad muito aquém dos estudos com vinhos. Assim sendo, este trabalho visou
desenvolver e validar um método analitico para quantificar compostos volateis em
sucos de uva integrais brasileiros e aplica-lo a sucos comerciais e experimentais, a
fim de caracterizar melhor o perfil de sucos de uva produzidos no Pais. A
guantificacdo dos compostos volateis se deu utilizando a microextracdo em fase
sblida e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas com
monitoramento seletivo de ions (CG-EM-MS]I).

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material

2.2.1.1 Padrbes e Reagentes

A solucao-padrao dos volateis de aroma foi constituida de: acetato de etila,
(E)-crotonato de etila, 1,4-cineol, 3-metil-1-butanol, 1,8-cineol, (E)-2-hexenoato de
etila, B-fencheno, 1l-hexanol, (Z)-hexen-3-ol, (E)-2-hexen-1-ol, (Z)-6xido de linalol,
(E)-6xido de linalol, furfural, 3-hidroxibutirato de etila, linalol,1-octanol, vitispirano, a-
jonona, terpinen-4-ol, acetofenona, benzoato de etila, a-terpineol, 2-etil-hexanol,
acetato de 2-feniletila, salicilato de etila, (E)-B-damascenona, 2-fenil-etanol,
benzenoacetonitrila, &cido octandico e antranilato de metila, e preparada em hexano.
Todos os padrdes foram adquiridos da Fluka (Sigma-Aldrich, Madrid) com grau de
pureza = 98 %. 2-octanol (Fluka, Sigma-Aldrich, Madrid) foi utilizado como padréao
interno (PI) e uma mistura de hidrocarbonetos nC8 a nC25 (Fluka, Sigma-Aldrich,
Madrid) foi utilizada para a obtencéo do indice de retencéo linear (IRL). O cloreto de
sédio (NaCl) e sulfato de sddio (Na,SO,4) foram adquiridos da Merck, e os solventes
diclorometano, hexano, acetona, metanol e etanol foram comprados na Tedia Brasil,
todos grau CG. As solucbes-padrédo de aromas, de Pl e de hidrocarbonetos foi

armazenada e mantida a uma temperatura de 4 °C.
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2.2.1.2 Amostras

Adquiriu-se 33 sucos de uva integrais brasileiros, entre comerciais e
experimentais (sucos em fase de teste, ainda ndo comercializados), entre tintos e
brancos, conforme a Tabela 2, obtidos em supermercados da cidade de Niter6i — RJ
— BRASIL ou via empresas parceiras, todos da safra 2012 e em garrafas de vidro.
As garrafas foram abertas no dia de extracdo/andlise e apés o uso foram

acondicionadas em freezer (- 8 °C).

Tabela 2. Relacdo dos sucos de uva integrais com suas especificacdes: procedéncia
do suco, tipo, natureza, cultivar e espécie da uva.

Cédigo do Procedéncia  Tipo Natureza Cultivar da  Espécie da
sSuco do suco® uva uva

AM RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
AL RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
AU RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
CB RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
CL PR tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
CM RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
DC* RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
DG RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
GA RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
GB RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
GD* RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
MT RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
MV RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
PE RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
PG RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
Pz RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
SB* SP tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
SI RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
SN RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
Sp* RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
us RS tinto comercial Isabel/bordd V. labrusca
EP* MG tinto experimental  Isabel/bordd V. labrusca
SA_isaM PE tinto experimental Isabel V. labrusca
SA isaB PE tinto experimental Isabel V. labrusca
SA_coraB PE tinto experimental BRS cora V. labrusca
SA _coraM PE tinto experimental BRS cora V. labrusca
SA_coraFM PE tinto experimental BRS cora V. labrusca
CM_B RS branco comercial Italia V. vinifera
GD_B* RS branco comercial Italia V. vinifera
PE_B RS branco comercial Italia V. vinifera
SA chard_B PE branco  experimental Chardonnay V. vinifera
SA_mosc_B PE branco  experimental Moscato V. vinifera
SA ita B PE branco  experimental Italia V. vinifera
* Sucos de uva integrais organicos.
(a) Procedéncia dos sucos por Estados brasileiros - RS: Rio Grande do Sul, PR: Parana,

MG: Minas Gerais, PE: Pernambuco, SP: Sao Paulo.
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2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Cromatografia gasosa

Para avaliar a melhor coluna cromatografica (andlise teste) foram utilizados os
sucos AL e CM, safra 2010, e as colunas DBWax (fase estacionaria polietilenoglicol
30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno (d.i.) e 0,25 um de espessura de
filme (e.f.), Agilent Technologies) e DB5 (fase estacionaria 5%fenil-95%metilsiloxano
30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura de
filme, Agilent Technologies). Para o trabalho em si: planejamento, validagdo e
analise de amostras reais, foi utilizada uma coluna cromatografica DBWax de 60 m x
0,25 mm d.i. x 0,25 uym e.f. (Agilent Technologies), sendo que nas etapas de
planejamento e validacao foi utilizado o suco DC, safra 2012.

Utilizou-se um cromatografo a gas (CG6850) acoplado a um espectrémetro de
massas (5975C MSD), CG-EM, da Agilent Technologies (Colorado, USA), com
ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV. O gas carreador foi o hélio, com 99,999%
de pureza (Air Products®), com fluxo inicial de 1,0 mL min™, operando sob pressao
constante de 7 psi. A programacao de temperatura foi de 40 °C (isoterma por 5 min),
com rampa de 4 °C min? até 220 °C, permanecendo em isoterma por 25 min,
perfazendo um total de 75 min de corrida cromatografica. O modo de injecao foi
splitless, com delay para os testes de ELL e EFS de 4,5 min e sem delay (néo
identificacdo pela fonte) para a MEFS. As temperaturas do injetor e da linha de
transferéncia foram de 200 °C e 230 °C, respectivamente. A andlise qualitativa foi
feita por varredura total de ions (SCAN) e os espectros de massas foram obtidos na
faixa de m/z 50 - 400. A identificagdo dos compostos ocorreu por comparacao dos
espectros de massas com os da biblioteca Wiley 275 (6th Edition, 1984 — 1994) e
pela andlise do indice de retencdo linear (IRL) com base em ADAMS (2007). A
analise quantitativa foi realizada para 30 compostos volateis, utilizando o modo
seletivo de ions (MSI) no qual foram utilizados trés ions caracteristicos de cada

substancia de interesse (ICH, 1995).

2.2.2.2 Extrac0Oes e preparo de solucdes
Para avaliar o melhor tipo de extragdo foram utilizados seis sucos de uva
integrais comerciais (AL, AU, CB, CM, DC e SI), safra 2010. Para a microextracao

em fase solida (MEFS) foram utilizadas fibras da SUPELCO®, sendo uma
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Divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (50/30 um DVB/CAR/PDMS, lote 57328-
U, fibra cinza) e outra Polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (50/30 um PDMS/DVB, lote
279545, fibra azul). Para a extracdo em fase sélida (EFS) foram utilizados cartuchos
de fase tC18 (SiCigHs7, Sep-Pak® Vac 12 cc de 2 g, marca Waters, lote
006630056B) e de fase Lichrolut® EM (poli(estireno-divinilbenzeno), 200 mg, marca
Merck, lote 119870). Para a extracdo liquido-liquido (ELL) foi utilizado banho de
ultrassom (Branson1510 da Biocristal Produtos para Laboratério Ltda), secagem em
fluxo de N, (Air Products®, 99 % pureza) e utilizacdo de uma bomba de alto vacuo
(Agilent G1099-80023, serial 017.144.053).

2.2.2.2.1 Preparo da solucéo estoque do padréo interno 2-octanol

Em um baldo volumétrico de 200 mL colocaram-se 200 mg do padrdo 2-
octanol (pesado em balanca analitica com 3 casas decimais), completou-se o
volume com CH,Cl,, resultando em uma solucéao estoque de concentracdo de 1000
mg L™

2.2.2.2.2 Procedimento para a Extracdo Liquido-Liquido (agitacdo por
Ultrassom)

Colocaram-se 15 mL de suco de uva integral em um béquer de 50 mL,
acrescentaram-se 2 g de NacCl, 10 mL de CH,Cl, e 30 yL da solugéo-estoque de 2-
octanol (PI, concentracdo 1000 mg L™). Colocou-se o béquer sob agitacdo por
ultrassom por 15 min a temperatura de 25 °C. ApO0s a agitacdo transferiu-se a
amostra para um funil de separacdo de 50 mL, no qual foi recolhida a fase organica
(F.O.). Utilizou-se Na,SO, para a retirada de residuo de agua e apds, a amostra foi
reduzida sob fluxo de N até o volume de 1,0 mL. As extracdes foram realizadas em
triplicata. Foram injetados 3 puL de cada amostra no CG-EM em varredura total de
ions (SCAN). Este procedimento foi realizado para os sucos integrais comerciais AL,
AU, CB, CM, DC e SlI.

2.2.2.2.3 Procedimento para a Extracdo em Fase Solida (EFS)

Para a EFS foram utilizados cartuchos de fases tC18 e Lichrolut EN. Cada
cartucho foi condicionado com 4,0 mL de CH,Cl,, em seguida 4,0 mL de metanol e
por fim 4,0 mL de solucdo de H,O/Etanol (1:1 v/v), adaptado de ZAPATA e
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colaboradores (2010). Para a extragéo, colocou-se 30 pL de PI (concentracdo 1000
mg L) e 15,0 mL de suco de uva integral num baldo volumétrico de 50 mL, que foi
acoplado ao cartucho de EFS, e este a um kitasato em um sistema de vacuo (400
mmHg), com fluxo de gotejamento de aproximadamente 1 mL min™. Apés a eluicdo
de toda a amostra pelo cartucho, o eluato foi seco por 15 min com o uso de fluxo de
N,. Em seguida, colocaram-se 1,5 mL e 3,0 mL de CH,Cl, nos cartuchos Lichrolut
EN e tC18, respectivamente, para extrair os compostos retidos na extracdo. As
extracBes foram realizadas em triplicata. Foram injetados 3 uL de cada amostra no
CG-EM. Este procedimento foi realizado para os sucos integrais comerciais AL, AU,
CB, CM, DC e SI.

2.2.2.2.4 Procedimento para a Microextracdo em Fase Solida (MEFS)

Em um vial de 40 mL com tampa e septo de silicone, foram adicionados 15
mL de suco de uva integral (vale salientar que nos procedimentos quantitativos
utilizou-se 5 mL de suco), 2 g de NaCl, 30uL do PI (concentracdo 1000 mg L) e
uma barra magnética de agitacdo. Colocou-se um béquer com agua sobre uma
placa aquecedora e agitadora, onde o sistema vial-amostra foi mergulhado em
banho-maria cuja temperatura foi de 45 °C e sob agitagdo continua de 250 rpm.
Toda a amostra contida no vial ficou abaixo da altura da agua do banho-maria. Apos
5 minutos de equilibrio, a fibra extratora foi exposta no interior do vial manualmente.
O periodo de extracdo foi de 30,5 min, adaptado de BARROS (2011). Apds este
tempo de extragao, a fibra foi recolhida dentro da seringa e imediatamente colocada
no injetor do CG-EM. No injetor, a fibra foi exposta por 5 min para a dessorcdo dos
compostos volateis. As extracdes foram realizadas em triplicata. Este procedimento

foi realizado para os sucos integrais comerciais AL, AU, CB, CM, DC e SI.

2.2.2.2.5 Preparo das solugdes estoque de cada padrdo de constituinte volatil
Preparam-se solucdes estoque concentrada e diluida, dos padrées de volateis
de aroma, respectivamente nas concentracdes de 50 mg L™ e de 5,0 mg L™. Para a
solucdo concentrada, pesou-se, em um baldo volumétrico de 1,0 mL; 0,05 mg do
padrédo de interesse e completou-se o volume com hexano; para a solucdo diluida,
retirou-se 100 pL da solugcdo concentrada e colocou-se em baldo volumétrico de 1,0
mL, completando o volume com hexano. O mesmo procedimento foi realizado para

todos os 30 padrdes de volateis de aroma trabalhados nesta tese.
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2.2.2.2.6. Procedimento para obtencao das curvas de calibracéo

Para obter as curvas de calibracao utilizou-se o suco DC - por tratar-se de um
suco com muitos compostos volateis — que foi fortificado com as substancias de
interesse, em 10 concentracdes diferentes, a saber: 5; 10; 50; 100; 200; 300; 400;
500 uygL™*; 1,00e 1,34 mg L™

Para obter os dois primeiros pontos da curva utilizou-se a solucdo estoque
diluida (concentracdo de 5 mg L™). Num vial de 40 mL, colocou-se 5 pL da solucédo
estoque diluida de cada um dos 30 padrfes de volateis de aroma e 4,85 mL do suco
de uva DC, resultando em concentracdo de 5 pg L™ de cada padrdo de aroma na
solucéo resultante. O mesmo procedimento foi realizado utilizando 10 yL da solugéo
estoque diluida e 4,70 mL de suco, resultando em concentracédo de 10 pg L™ de
cada padréo na solugéo final.

Para os demais pontos, utilizou-se a solucéo estoque (50 mg L™). Num vial de
40 mL colocou-se 5 pL de cada solugao estoque de cada um dos 30 padrdes de
aroma e 4,85 mL do suco de uva, resultando em concentracdes de 50 pg L™ de cada
padrédo de volateis de aroma na solugcdo. Para obter as concentragdes 100; 200;
300; 400; 500 pg L™ 1,00 e 1,34 mg L™ utilizou-se respectivamente, 10, 20, 30, 40,
50, 100 e 135 pL de cada solugdo estoque de padrdo de volateis de aroma (de
concentracdo 50 mg L™) e, nesta ordem, os seguintes volumes do suco de uva DC:
4,70; 4,40; 4,10; 3,80; 3,50; 2,00; 1,00 mL. ApGs o preparo de cada solugdo de suco
de uva DC fortificada com os padrées das substancias de interesse, realizou-se a
MEFS descrita em 2.2.2.2.4.

Para a andlise da precisdo intraday foram realizados extracbes dos
compostos de volateis de aroma e injecbes no CG-EM, no mesmo dia, em 3
concentracdes diferentes, a saber: 50; 300 ug L™* e 1,00 mg L™ em triplicata cada.
Para a precisdo interday foram realizados extragdes dos compostos volateis de
aroma e inje¢cdes no CG-EM das mesmas 3 concentragdes da intraday, porém em
trés dias diferentes. A precisdo foi calculada usando a média e o desvio padréo
relativo, através da repetitividade, ja4 a exatiddo foi calculada através da
recuperacao, realizada com a equacado da reta obtida na curva de calibracdo de
cada substancia de interesse.

O método validado foi aplicado em 33 sucos de uva integrais, ao qual se
seguiu o procedimento descrito em 2.2.2.2.4, excluindo-se a utilizacdo dos padrdes

de aroma no processo.
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2.2.2.3 Planejamento experimental utilizando composto central

As condi¢cdes da MEFS foram otimizadas usando um planejamento composto
central, baseado em um planejamento fatorial 2* com mais oito pontos axiais e
triplicata do ponto central. As variaveis estudadas foram adicdo de sal (NaCl, g),
tempo de incubacdo (tinc, min), tempo de extracdo (tex, Min) e temperatura de
extracdo (Tey, °C), conforme Tabela 3 o planejamento gerou 27 experimentos

distribuidos aleatoriamente.

Tabela 3. Variaveis e niveis estudados no planejamento experimental.

Niveis
Variavel independente -a -1 0 +1 +a
NaCl (g) 0 0,5 1,0 1,5 2,0
tempo de incubacgao (tjnc, min) 0 5 10 15 20
tempo de extracao (tey, min) 0,5 10,5 20,5 30,5 40,5
temperatura de extragdo (T, °C) 35 40 45 50 55

Antes de iniciar os 27 experimentos do planejamento experimental, foi
realizado um teste utilizando 5 e 15 mL de suco de uva DC para definicdo do volume
a ser usado na MEFS. Na teoria da MEFS este parametro ndo € significativo para a
extracdo, porém era preciso confirmacdo para execucdo do planejamento
(PAWLISZYN, 1997). Para os procedimentos de MEFS no planejamento
experimental seguiu-se o procedimento descrito em 2.2.2.2.4., porém usando o

volume de 5 mL de suco de uva.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Comparacdo entre colunas cromatogréficas quanto a natureza dos

constituintes volateis nos sucos de uva

Para a verificagdo da coluna cromatogréafica utilizou-se, a nivel teste, uma
coluna DBWax e uma DB5. As amostras utilizadas em ambas as colunas foram
aguelas extraidas da ELL dos sucos de uva AL e CB, e estas foram injetadas em
CG-EM.



43

Na Figura 6A pode-se observar que para os sucos AL e CB a coluna DBWax
foi a que levou a identificacdo do maior nimero de compostos — média de 70, em
relacdo a DB5, aproximadamente 50. Na figura 6B observa-se informacéo quanto
ao numero de compostos e seus grupos quimicos, onde se percebe que, nas duas
colunas, os terpenos foram 0s compostos majoritarios e em quantidades bem
préximas (cerca de 20 compostos, ha DBWax e 18, na DB5). Foram identificados em
torno de 14 ésteres nos sucos analisados, através da coluna DBWax, e tal
informacdo é importante uma vez que este grupo confere aroma frutal a bebida.
Outros grupos, tais como aldeidos e acidos carboxilicos foram mais pronunciados na
coluna polar, sendo que na coluna apolar observou-se um maior numero de cetonas

do que na primeira, e furanos e alcoois foram extraidos igualmente pelas colunas.

hidrocarbonetos (B) (A)

DBWax

aminas
AL

furanos DES

alcoois

aldeidos

terpenos

cetonas

HDBWax AL
DBWaxCB
mDBS AL
acidos mDB5 CB

esteres

o 5 10 15 20 a5
Figura 6. Compostos volateis presentes nos sucos de uva integrais AL e CB (em
torno de 80 % dos picos totais): (A): Niumero de compostos volateis detectados e
identificados usando as colunas DBWax e DB5 para os sucos de uvas AL e CB, (B):
NUmero de compostos separados por grupos quimicos para os sucos de uvas AL e
CB. Em (A) e (B) estd mostrado a barra de erro de 5 % (para mais ou para menos,
de acordo com a area da barra correspondente).

Estes dados estdo de acordo com BAEK & CADWALLADER (1999) que
utilizaram a coluna DBWax e CG-EM e identificaram 72 compostos volateis em
sucos de uva da cv. Muscadine (V. rotundifolia Michx), cujas contribuicdes
majoritarias foram 16 ésteres, 29 alcoois e 10 terpenos. O mesmo grupo de
pesquisa, em 1997, comparou compostos de aroma da uva supracitada, utilizando

colunas de CG de fases estacionarias DBWax e DB5, e identificaram cerca de 35
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compostos usando a coluna polar e 24 a apolar (BAEK et al, 1997). Com base nos
resultados obtidos e observados na literatura, a coluna DBWax foi a escolhida para a
analise dos volateis nos sucos. Estes dados foram publicados no livro Flavour
Science (ALVES et al, 2014).

2.3.2 Comparacdo entre técnicas de extragdo quanto a natureza dos

constituintes volateis nos sucos de uva

Com a definicdo da melhor coluna cromatogréafica, realizaram-se testes com
as técnicas de extracdo ELL, EFS com cartuchos tC18 e Lichrolut, MEFS com fibras
cinza (DVB/CAR/PDMS) e azul (PDMS/DVB). As técnicas de extracdo para 0s
compostos volateis de sucos de uva foram comparadas quanto ao numero de
compostos volateis extraidos. Na Figura 7 encontram-se os graficos correlacionando

o0 tipo de extracdo e 0s grupos quimicos identificados.
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Legenda: AL-ELL (extragdo liquido-liquido para o suco AL), AL-EFS lic. (extragcdo em fase s6lida com cartucho Lichrolut EN
para o suco AL), AL-EFS tC18 (extragdo em fase sélida com cartucho tC18 para o suco AL), AL-MEFS cin. (microextracdo em
fase solida com fibra cinza — DVB/CAR/PDMS para o suco AL), AL-MEFS az. (microextragdo em fase soélida com fibra azul —
PDMS/DVB para o suco AL). De forma anéloga, para os sucos AU, CB, CM, DC e SlI.

Figura 7. Classe de constituintes volateis extraidos dos sucos de uva (AL, AU, CB,
CM, DC e SI) utilizando a ELL, EFS (cartuchos Lichrolut e tC18) e MEFS (fibras
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cinza — DVB/CAR/PDMS, e azul — PDMS/DVB). Nos gréficos estd mostrada a barra
de erro de 5 % (para mais ou para menos, de acordo com a area da barra
correspondente).

Antranilato de metila, decanoato de etila e 3-hidroxibutirato de etila, que
apresentam aroma de uva (WANG & DE LUCA, 2005; FLAVORNET, 2014; YANG et
al, 2009) foram identificados, sendo que o primeiro composto foi identificado em
todos os sucos extraidos com MEFS fibra cinza. O segundo composto foi observado
apenas no suco CM extraido com a MEFS fibra cinza, e o terceiro composto foi
identificado nos sucos AL, AU e Sl extraidos com ambos os cartuchos de EFS e nos
sucos CB e CM extraidos com a ELL. J& os compostos sorbato de etila (trans,trans-
2,4-haxadienoato de etila) (OLIVEIRA et al, 2003) e 5-hidroxi-metil-furfural (LRI &
ODOUR DATABASE, 2014) com aromas adocicados e de vinho, respectivamente,
foram identificados, sendo o primeiro nos sucos AU e Sl extraidos por MEFS em
ambas as fibras, e 0 segundo em todos os sucos extraidos utilizando a ELL e nos
sucos CB, CM e DC extraidos pelos dois tipos de cartuchos de EFS.

Identificaram-se compostos off-flavour (aroma desagradavel para a matriz de
suco), como tolueno (aroma de tinta) (FLAVORNET, 2014); o etilbenzeno (aroma de
gasolina) (CETESB, 2014); o p-xileno (aroma de plastico) (FLAVORNET, 2014); e os
acidos hexanoico (aroma de suor) (FLAVORNET, 2014); decandico (aroma de
rango) (FLAVORNET, 2014) e dodecanoico (aroma de metal) (FLAVORNET, 2014) e
nonil-fenol ( cheiro de solvente) (CETESB, 2014), sendo mais observados na ELL e
EFS do que na MEFS, isso se deve ao fato dessas técnicas serem mais exaustivas,
favorecendo a extracdo. No suco AU, foi observado o off flavour acido dodecandico
em todas as extracdes, menos pronunciado na MEFS fibra cinza, uma vez que a
ELL e a EFS séo técnicas exaustivas. Ainda neste suco € importante mencionar a
presenca do &cido trans-trans-2,4-hexadiendico, também conhecido como acido
sorbico, identificado em abundancia em todas as extracdes. O &cido sorbico €
utiizado na industria alimenticia como conservante de bebidas, devido a sua
estabilidade a temperatura elevada e ao bom desempenho abaixo de pH 6. O nivel
maximo permitido desse acido em bebidas é de 30 mg/ 100 mL de produto (LIMA &
AFONSO, 2009); valores acima do estabelecido tornam o produto fortemente acido
e inviavel ao consumo e comercializagcdo. Nos outros sucos CB e Sl, o0 &cido sorbico

também foi identificado, mas em sinal cromatografico bem menor que do suco AU.
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SANCHEZ-PALOMO e colaboradores (2005) analisaram compostos em uvas
Muscat (V. vinifera) usando trés fiboras de MEFS (DVB/CAR/PDMS, PDMS/DVB e
PDMS), dentre as quais duas foram utilizadas neste trabalho. Os autores
observaram que elas extrairam aproximadamente o mesmo numero de compostos
volateis com aromas tipicos das uvas, como o0s ésteres, terpenos, aldeidos e
cetonas. Em vinho branco (espécie V. vinifera L., cv. Chenin Blanc, Sauvignon Blanc
e Verdejo), onde se testou cinco fibras extratoras (inclusive a DVB/CAR/PDMS,
PMDS/DVB), foi observado que a fiora CAR/DVB/PDMS obteve maior eficiéncia em
relacdo as demais fibras utilizadas, com maior nUmero de compostos identificados e
maior area para substancias como alcoois, ésteres e terpenos (BARROS et al,
2012).

O desempenho das extracdes foi avaliado pelo numero de compostos
identificados e pelas classes quimicas que mais contribuiam para o aroma dos
sucos (ésteres, terpenos, entre outros), logo a técnica de MEFS foi a extracéo
escolhida, sendo que a fibra trifasica DVB/CAR/PDMS (cinza) foi a que extraiu maior
namero de compostos volateis de classes variadas em todos os sucos de uva
analisados, sendo a técnica de extracdo escolhida para a analise dos compostos de

aroma dos sucos de uva.

2.3.3 Planejamento experimental

Apés a selecdo da fibra cinza DVB/CAR/PDMS foi empregado o planejamento
composto central considerando como variaveis independentes: a temperatura, o
tempo de extracdo, o tempo de incubacao e a forca i6nica (massa de NaCl) e como
variavel dependente o fator de resposta (area total). Este fator baseia-se nos
parametros de otimizacdo de MEFS que € a soma da &rea dos picos de todos os
constituintes volateis identificados na amostra (CARASEK & PAWLISZYN, 2006). Na
teoria da MEFS, todas estas variaveis podem melhorar a eficiéncia da extracdo e
atuam no equilibrio headspace-amostra (PAWLISZYN, 1997).

As quatro variaveis foram otimizadas através de uma metodologia que
proporcionasse uma avaliacdo da significancia e a interacdo entre as mesmas. Este
tipo de planejamento é, em geral, utilizado para ajustar modelos quadraticos e

promover melhor eficiéncia entre os parametros otimizados.



47

A temperatura de extracdo influencia na solubilidade dos analitos e,
consequentemente, no coeficiente de distribuicdo entre a amostra (Ca) € 0
headspace (Cy) e entre 0 headspace e a fibra (Cg). Logo, a quantidade de analito
extraido depende do tempo de exposicdo da fibra no headspace (tempo de
extracdo). O aquecimento favorece o headspace, pois faz com que as substancias
volateis passem da amostra para a fase gasosa, e assim sejam adsorvidas pela
fibra, conseguindo o maximo de sensibilidade. No entanto, temperaturas elevadas
podem levar a formagéo de produtos de degradac&o. Tempo de extracdo elevado
pode levar ao aquecimento da fibra e deslocar o equilibrio para o headspace,
resultando na dessorcdo dos analitos e diminuindo a afinidade com o mesmo
(LANCAS, 2004; ULLRICH, 2000). Logo encontrar o tempo de extracdo otimo (de
equilibrio), é de suma importancia para realizacdo de uma MEFS eficiente.

A adicdo de NaCl modifica a solubilidade dos analitos, aumentando a forga de
dissociacao e tornando o equilibrio entre as fases mais rapido. O efeito salting out
usado para aumentar a sensibilidade e reprodutibilidade dos métodos (YANG &
PEPPARD, 1994). O sal auxilia no equilibrio para o amostra-headspace, pois
aumenta a dessolvatagcdo, deixando 0os compostos volateis mais livres para passar
para a fase de gas na MEFS, pois os ions do sal sdo mais ionizaveis em agua
(PIZARRO et al, 2010). O tempo de incubacédo é o tempo para saturar a fase gasosa
do headspace com os analitos que estavam na amostra, prontos para serem
adsorvidos pela fibra de MEFS.

Antes de iniciar o planejamento experimental realizaram-se duas injecdes
utilizando os parametros de NacCl, tex (tempo de extracdo), ti,. (tempo de incubacéo)
e Tex (temperatura de extracdo), de 2 g, 30,5 e 50 minutos e 45 °C,
respectivamente, com volumes de amostras de 50 e 150 mL, adaptado de
BARROS (2011). Este teste foi feito para verificar se o somatério das areas
absolutas teria mudanca importante com a variacdo do volume de amostra. Como ja
era esperado pela teoria da MEFS (CARASEK & PAWLISZYN, 2006), o volume néo
foi um parametro significativo, logo adotou-se para o planejamento experimental o
volume de 5,0 mL, pois este estd diretamente relacionado com o volume/massa
minimo dos analitos no headspace para que haja equilibrio, e assim seja adsorvido
pela fibra. Além de que, volumes menores sdo mais faceis de manusear e resultam

em menos material de descarte.
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O planejamento experimental foi realizado a fim de otimizar os parametros de
extracdo da MEFS com o objetivo de encontrar a condicdo de maior eficiéncia na
extracdo dos constituintes volateis dos sucos de uva. Baseado em BARROS (2011),
gue trabalhou com vinhos, foram adotados os parametros dos niveis +1 e -1. Os
dominios experimentais estudados, mostrados na Tabela 3 geraram 27

experimentos de forma randémica, como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4. Condicdes experimentais e valores de resposta do planejamento
composto central (PCC) usado para otimizar as condicbes da MEFS fibra
DVB/CAR/PDMS no suco de uva DC.

Planejamento NaCl (g) tic. (min) tex (Min) Te (°C) Valor de resposta

(n° exp.) (Area total)”
Teste —5 mL 2,0 5,0 30,5 45,0 182190894
Teste — 15 mL 2,0 5,0 30,5 45,0 183318575
01 0,5 5,0 10,5 40,0 135570389
02 0,5 5,0 10,5 50,0 132386914
03 0,5 15,0 10,5 40,0 178606521
04 0,5 15,0 10,5 50,0 172463034
05 0,5 5,0 30,5 40,0 119778861
06 0,5 5,0 30,5 50,0 116141983
o7 0,5 15,0 30,5 40,0 182837972
08 0,5 15,0 30,5 50,0 183228550
09 1,5 5,0 10,5 40,0 162173414
10 1,5 5,0 10,5 50,0 142939277
11 1,5 15,0 10,5 40,0 160719166
12 1,5 15,0 10,5 50,0 100184662
13 1,5 5,0 30,5 40,0 184990910
14 1,5 5,0 30,5 50,0 118367017
15 1,5 15,0 30,5 40,0 161617695
16 1,5 15,0 30,5 50,0 158316028
17 0,0 10,0 20,5 45,0 9580575
18 2,0 10,0 20,5 45,0 176005845
19 1,0 10,0 0,5 45,0 4015338
20 1,0 10,0 40,5 45,0 132681041
21 1,0 0,0 20,5 45,0 118469652
22 1,0 20,0 20,5 45,0 120398505
23 1,0 10,0 20,5 35,0 112937461
24 1,0 10,0 20,5 55,0 103988243
25 1,0 10,0 20,5 45,0 144041638
26 1,0 10,0 20,5 45,0 124121372
27 1,0 10,0 20,5 45,0 111236369

A: area total € expressa em unidades arbitréarias; te, — tempo de extracao;
tinc. — tempo de incubacéo; T, — temperatura de extraco.

Como se pode observar na Tabela 4, as condicbes experimentais do
planejamento nos experimentos 17 e 19 apresentaram 0S menores valores de
resposta, devido a baixa concentracdo dos compostos volateis no headspace (HS),
salientando que o efeito do sal (corrida 17) e o tempo de extragcdo (corrida 19),

interferem na extracéo dos analitos.
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Com a andlise de variancia (ANOVA) e utilizando o software Statistica Trial,
foi possivel verificar a significancia estatistica (p < 0,05) das variaveis envolvidas e
observar as interacdes no desempenho da otimizacdo da HS-MEFS. O Grafico de
Pareto, Figura 8, mostra os efeitos e suas interacées, sendo que aqueles que
estiverem a direita da linha vermelha (valor de p = 0,05) indicam que tais efeitos ou

interacdes foram relevantes e significativos para a otimizacdo do método.

Gréfico de Pareto
variavel dependente: area total

1Lby2L } W 6,750934
@tinc(L) F |5,058271

2Lby3L | |-3,69348

2Lby4l | |3,38706

(ATeCext(L) | |1,875195

NaCl(Q) |1,852155

tinc(Q) f |-1,81972

text(Q) | |1,749335

3Lby4L | |-1,64738
ToCext(Q) F | 982844
WNaCI(L) f ~ ]-,53484

llby3L }  ],4705533

llbyal | ],22506
@ext(L) |  ],0183102

p=,05
Legenda: Efeitos: (L) termo linear; (Q) termo quadratico; (1) refere-se a NaCl; (2) refere-se a
tinc (tempo de incubacgdo); (3) refere-se a te; (tempo de extracdo) e (4) refere-se a T°Cey
(temperatura extrac@o em °C). Interacdes: 1Lby2L (NaCl x ti), 1Lby3L (NaCl X tey), 2Lby4L
(tine X T°Cex), 2LbY3L (tine X text), 3LDYAL (texs X T°Cey) € 1Lby4L (NaCl x TOCey).
Figura 8. Grafico de Pareto para a variavel de resposta (area total).

A interacéo entre o efeito do sal (NaCl) e o tempo de incubacéo (ti,c) foram os
parametros mais significativos (p < 0,05). Os resultados mostram que o efeito salting
out durante o tempo de incubacé&o provavelmente aumentou a sensibilidade do
método analitico. O tempo de incubacdo € o tempo para que haja equilibrio entre a
concentracdo do analito na amostra e no HS, para que, quando a fibra seja exposta,
haja o equilibrio HS- fibra extratora (TAT et al, 2005). Com base nisso adotou-se a
maior quantidade de sal, 2 g, e relacionando a tj,c no planejamento experimental,
observamos que no tempo de 5 min, experimento 13, houve maior valor de resposta.

Quando as variaveis nao sao significativas, usa-se a comparacao da variavel
em dois experimentos, e assim verifica-se a condigdo mais vantajosa para a MEFS.
Isso se d& pela comparacgdo do fator de resposta de ambos e aquele que tiver maior

valor de somatério das areas é adotado. Com base nisso, as outras variaveis nao-
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significativas (p » 0,05) foram o tempo de extracdo e a temperatura. Logo, dentro do
dominio estudado, adotou-se o tempo de extracao de 30,5 minutos, uma vez que se
comparando os experimentos 13 e 20, observou-se que houve menor area total em
40,5 minutos, podendo ter ocorrido a saturacao da fibra. A temperatura de 45 °C foi
escolhida, pois analisando os experimentos 24 (Tex = 55 °C) e 25 (Texx = 45 °C)
observamos que temperaturas mais altas apresentam menor area, tal fato pode ser
devido a degradacdo de alguns compostos volateis, o que vai de acordo com
CARASEK & PAWLISZYN (2006). Estes autores relatam que a MEFS é um
processo exotérmico e a extracdo dos compostos tende a diminuir a altas
temperaturas. Além disso, estes valores adotados tem sido referenciados na
literatura em variadas matrizes alimentares, como em sucos citricos (ALVAREZ et al,
2011) e vinhos (BARROS et al 2012).

O erro experimental foi calculado usando os valores de &rea total da triplicata
do ponto central, apresentando coeficiente de variacdo de 9,2 %, mostrando boa
precisdo, uma vez que para MEFS é aceito coeficiente de variagdo abaixo de 15,0 %
(ICH, 1995).

Na Figura 9 encontra-se um gréafico que mostra a correlagédo satisfatoria entre os
valores observados e previstos pelo modelo, pois o0s valores encontram-se proximos
a linha do gréfico, que é o ideal, mostrando que os valores foram provenientes de

uma populacdo bem distribuida.

4E8

Valores previstos

-5E7 0 5E7 1E8 1,5E8 2E8 2,5E8

Valores observados

Figura 9. Grafico de correlacdo entre os valores observados experimentalmente e
os valores previstos pelo modelo.
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O modelo apresentou o termo falta de ajuste com o valor p = 0,076 e os residuos
apresentaram distribuicdo normal e ndo se mostraram significativos, segundo os
testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk (averiguam se uma amostra pode ser
considerada como proveniente de uma populagdo com uma determinada
distribuicdo, e sem restricbes sobre esta, respectivamente) (GUIMARAES &
SARSFIELD CABRAL, 2007) indicando um bom ajuste do modelo aos dados

experimentais.

2.3.4 Validagdo do método para trinta constituintes volateis nos sucos de uva

De posse dos parametros de analise estabelecidos, 33 amostras de sucos de
uvas integrais foram injetadas no CG-EM em modo de varredura total de ions
(SCAN) para a verificacao do perfil volatil qualitativo, cuja relacdo de compostos
encontra-se no Apéndice A (secdo de Apéndices desta tese). Os compostos
detectados foram em sua maioria: ésteres (acetato de etila, acetato de 2-feniletila,
octanoato de etila, salicilato de metila, antranilato de metila, entre outros), seguidos
de alcoois (1-pentanol, 1-hexanol, cis- e trans-hexen-1-ol, 1-octanol, entre outros),
terpenos (limoneno, a-pineno, a-terpinoleno, a-terpineol, canfeno, entre outros),
acidos (octanoico, soérbico, decandico, hexandico, entre outros), nor-isoprendides (a-
ionona, B-damascenona, vitispirano, entre outros), aldeidos (heptanal, benzaldeido,
2-hexenal, hexanal, entre outros), com tiois e cetonas como minoritarios.

Observa-se que os 30 primeiros compostos foram aqueles com maior
incidéncia em todas as amostras analisadas e sdo substancias que apresentam
aromas descritos que valorizam o bouquet aromatico do suco, tais como frutal, floral
e adocicado (ETIEVANT, 1991; PERFUMER & FLAVORIST, 2014; ROSS et al,
2010), sendo por isso escolhidos para serem validados neste trabalho.

Na Figura 10 encontra-se o perfil cromatografico obtido por MEFS-CG-EM-
MSI do suco DC fortificado com os 30 compostos volateis escolhidos para
monitoramento e quantificacdo. Na Tabela 5 estdo os compostos relativos a cada
pico da Figura 10 com seus respectivos tempos de retencdo (tr), CAS number,
estrutura quimica, aroma, indice de retencdo linear da literatura (IRLj) e

experimental (IRLeyy,) — coluna DBWax, e referéncia.
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Figura 10. CG-EM-MSI total (ao centro) e com as regides expandidas (nas extremidades): suco de uva DC fortificado com os padrbes de
aroma: (1). acetato de etila, (2). (E)-crotonato de etila, (3). 1,4-cineol, (4). 3-metil-1-butanol, (5). 1,8-cineol, (6). (E)-2-hexenoato de etila, (7). -
fencheno, (8). 1l-hexanol, (9). (2)-hexen-3-ol, (10). (E)-2-hexen-1-ol, (11). (2)-linalol 6xido, (12). (E)-linalol 6xido, (13).furfural, (14). 3-
hidroxibutirato de etila, (15). linalol, (16). 1-octanol, (17). vitispirano, (18). a-ionona, (19). terpinen-4-ol, (20). acetofenona, (21). benzoato de
etila, (22). a-terpineol, (23). 2-etil-hexanol, (24). acetato de 2-feniletila, (25). salicilato de etila, (26). (E)-B-damascenona, (27). 2-fenil-etanol,
(28). benzenoacetonitrila, (29). 4cido octandico, (30). antranilato de metila e (PI). padrdo interno 2-octanol.



Tabela 5. Compostos da Figura 10 com seus respectivos tempos de retencéo (tg),

literatura (IRLji) e experimental (IRLeyp) para coluna DBWax e referéncias.
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CAS number, estrutura quimica, aroma, IRL

Picos tr

Substancia

CAS

Estrutura

Aroma’

IRLyi

IRLeyo”

Identificacdo“/referencias

1 11,25

2 24,03

3 24,54

4 25,46

26,62

30,92

7 31,09

8 31,50

32,96

10

33,69

acetato de etila

(E)- crotonato de etila

1,4-cineol

3-metil-1-butanol

1,8-cineol

(E)-2-hexenoato de etila

B-fencheno

1-hexanol

(2)-3-hexen-1-ol

(E)-2-hexen-1-ol

141-78-6

623-70-1

470-67-7

123-51-3

470-82-6

o}
27829-72-7 /\/\)J\O PN

33404-67-0

111-27-3

928-96-1

928-95-0

PPN
/\)LO/\

=
PN

(]

N N

OH

—~—

\/\/\/OH

Abacaxi

Frutal

doce, floral

banana, pera

Horteld, doce

Frutal, doce

Frutal

Floral, verde

Erva, verde

Folha verde

911

1203

1182

1266

1215

1308

1187

1360

1391

1377

907

1207

1186

1268

1213

1306

1190

1353

1384

1370

EM, IRL,co-injecdo de padrao/
LRI & Odour, 2014, RIBEREAU-
GAYON et al, 2006

EM, co-injecdo de padrao/
RIBEREAU-GAYON et al, 2006,
FLAVORNET, 2014

EM, co-injecdo de padrdo/
VILANOVA et al, 2012,
FLAVORNET, 2014
EM, co-injecdo de padrao/
LRI & Odour, 2014,
FANG &QIAN, 2006

EM, IRL, co-injecédo de padréo/
LRI & Odour, 2014, RIBEREAU-
GAYON et al, 2006
EM, IRL, co-injecédo de padrao/
YANG et al, 2009,
FLAVORNET, 2014

EM, co-injecdo de padrao/
LRI & Odour, 2014,

EM, IRL, co-injecédo de padrao/
NOGUERAL-PATO et al, 2012;
FLAVORNET, 2014

EM, IRL, co-inje¢édo de padrao/
YANG et al, 2009,
FLAVORNET, 2014

EM, IRL, co-inje¢édo de padréo/
LRI & Odour, 2014,
FLAVORNET, 2014



http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2009/MB_cgi?term=141-78-6&rn=1
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Continuacao Tabela 5.

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

35,50

36,58

36,76

38,44

38,68

39,08

39,24

39,94

41,45

43,75

(2)-6xido de linalol

(E)-6xido de linalol

furfural

3-hidroxibutirato de etila

1-octanol

linalol

vitispirano

a- lonona

terpinen-4-ol

acetofenona

5989-33-3

34995-77-2

98-01-1

56816-01-4

111-87-5

78-70-6

65416-59-3

127-41-3

562-74-3

98-86-2

Floral

Floral

Caramelo

Frutal, uva

Floral, lavanda

Floral, verde

Eucalipto

Violeta,
madeira

NGOz, pinha

Améndoa,
acido

1423

1443

1445

1467

1539

1384

1505

1802

1591

1645

1420

1449

1447

1465

1545

1388

1501

1797

1590

1648

EM, IRL, co-injecédo de padrao/
LIU & CADWALLADER,2010
FLAVORNET, 2014

EM, IRL, co-injec&do de padréo/
CAVELL-QUANTRILL, 2006

EM, IRL, co-injecédo de padrao/
LRI & Odour, 2014,
NOGUERAL-PATO et al, 2012

EM, IRL, co-inje¢édo de padréo/
YANG et al,2009

EM, IRL, co-injecédo de padréo/
LRI & Odour, 2014,
NOGUERAL-PATO et al, 2012

EM, IRL, co-inje¢&do de padréo/
LRI & Odour, 2014, RIBEREAU-
GAYON et al, 2006

EM, IRL, co-injecdo de padréo/
LRI & Odour, 2014, CAVELL-
QUANTRILL et al, 2006

EM, IRL, co-injecédo de padrao/
LIU & CADWALLADER, 2010,
FLAVORNET, 2014

EM, IRL, co-injecdo de padréo/
RIBEREAU-GAYON et al, 2006,
FLAVORNET, 2014

EM, IRL, co-injecédo de padréo/
CAVELL-QUANTRILL et al,
2006, FLAVORNET, 2014
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21

43,99 benzoato de etila
22

44,41 a-terpineol
23

46,67 2-etil-hexanol
24

47,50 acetato de 2-feniletila
25

47,92 salicilato de metila
26

48,79 (E)-B-damascenona
27

51,43 2-fenil-etanol
28

52,53 benzenoacetonitrila
29

55,26 acido octanoico
30

65,29 antranilato de metila

93-89-0 i
o
Floral, frutal
98-55-5
Anis, hortela
104-76-7
HO.
Rosa, verde
103-45-7 ©/\/°Y
Frutal, doce
119-36-8 i
Cﬁl\(}/
o especiarias
23726-93-4 i
7
Rosa, mel
60-12-8 O/v"”
Rosa, tempero
140-29-4 @_/CN
Laranja
HO
Acido, queijo
[e]
(:fko/
134-09-8 NH, Uva, mel

1648

1688

1484

1600

1745

1813

1859

1882

2083

2260

1649

1687

1487

1604

1746

1817

1863

1887

2088

2253

EM, IRL, co-injecédo de padrao/
NOGUERAL-PATO et al, 2012,
FLAVORNET, 2014

EM, IRL, co-inje¢édo de padréo/
NOGUERAL-PATO et al, 2012,
FLAVORNET, 2014

EM, co-injecdo de padrédo/
LRI & Odour, 2014,
YANG et al, 2009

EM, IRL, co-injecdo de padrao/
NOGUERAL-PATO et al, 2012,
FLAVORNET, 2014

EM, IRL, co-inje¢édo de padréo/
LIU & CADWALLADER, 2010,
FLAVORNET, 2014
EM, IRL, co-injecédo de padréo/
LRI & Odour, 2014,

LIU & CADWALLADER,2010

EM, IRL, co-inje¢édo de padréo/
FANG &QIAN, 2006,
FLAVORNET, 2014

EM, co-injecdo de padréo/
GURBUZ et al,, 2006
EM, IRL, co-injecdo de padrao/
ETIEVANT, 1991,
GURBUZ et al,, 2006
EM, IRL, co-injecdo de padrao/
WANG & DE LUCA, 2005

(1) Aromas obtidos nos links www.odour.org.uk e www.flavornet.org, (2) valores de IRL obtidos na literatura e comparacdo com espectros de massas de

Adams (2007) e/ou Davies (1990), (2) valores obtidos através do uso de uma mistura de hidrocarbonetos nas mesmas condi¢Bes de analise e calculado pela
férmula de indice de retencéo linear (IRL),(4) Identificacdo por comparacgédo de espectros de massa (EM) e/ou indice de retencéo linear (IRL).


http://www.odour.org.uk/
http://www.flavornet.org/
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As curvas de calibragdo dos constituintes volateis do suco de uva foram
obtidas a partir de amostras do suco de uva DC fortificado. Dez pontos em triplicata,
nas concentracdes 5; 10; 50; 100; 200; 300; 400; 500 ug L™*: 1,0 e 1,34 mg L?, foram
escolhidos para cada padrédo de volatil de aroma. As condi¢bes de MEFS otimizada
em 2.3.3., utilizando 2 g de sal NaCl, 5 minutos de incubag&o e 30,5 minutos de
extracdo a temperatura de 45 °C foram aplicadas e a fibra foi exposta no injetor do
CG-EM para dessorcédo dos analitos num periodo de 5 minutos, utilizando o MSI. Em
todas as anélises a concentracéo de Pl foi de 2 mg L™.

Na Tabela 6 encontram-se 0s ions caracteristicos e 0s parametros de
validacdo dos compostos de aroma validados.

Para a validacdo dos compostos de aroma em alimentos, que sdo matrizes
complexas, o coeficiente de determinacéo (R?) deve ser superior a 0,990 (MILLER &
MILLER, 1988; BOX et al, 1987), relacionando as concentra¢gbes com os valores de
R? deste trabalho podemos considerar que foram satisfatérios, variando de 0,990 a
0,999.

Os limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados a partir
dos parametros da curva analitica, que foram expressos respectivamente em LD =
3,3 (s/S) e LQ = 10,0 (s/S), onde s e S sdo as estimativas do desvio padréo de
resposta do coeficiente linear e do coeficiente angular da equacdo da curva de
calibracéo do padréo de aroma (MILLER & MILLER, 1988; BOX et al, 1987) e foram

expressos em pg L™
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Tabela 6. Compostos de aroma com seus ions caracteristicos e parametros de validacdo dos compostos de aroma por CG-EM-
MSI: equagéo da curva de calibragdo, coeficiente de determinagéo (R?), limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
precisao intraday (DPRin:a%0) € interday (DPRiner%0), € exatiddo por recuperacao (R %).

Picos Compostos de aroma ions caracteristicos CG-EM-MSI

(m/z) Equacio® R“® LD® LQY DPRintra%"  DPRinter%” R (%)
1 acetato de etila 43,59, 74 y=0,102x - 0,115 0,993 0,23 0,57 0,1 0,2 91
2 (E)- crotonato de etila 69, 99,114 y =0,072x - 0,021 0,994 0,06 0,15 0,5 0,9 83
3 1,4-cineol 111,125, 154 y =0,088x - 0,163 0,990 0,37 0,92 0,4 0,8 83
4 3-metil-1-butanol 42, 55, 88 y = 0,008x - 0,017 0,990 0,39 0,98 0,7 0,9 81
5 1,8 cineol 43,108, 154 y=0,128x - 0,342 0,990 0,53 1,33 0,1 0,1 76
6 (E)-2-hexenoato de etila 55, 97, 99 y = 0,036x - 0,160 0,991 0,75 1,51 1,8 1,5 84
7 B-fencheno 93, 121, 136 y = 0,142x +0,031 0,999 0,04 0,11 1,9 15 84
8 1-hexanol 56, 69, 102 y =0,024x - 0,124 0,990 1,04 1,73 55 55 85
9 (2)-3-hexen-1-ol 67, 82,100 y = 0,033x - 0,026 0,992 0,16 0,39 5,6 4,1 83
10  (E)-2-hexen-1-ol 57, 67, 100 y = 0,039x - 0,035 0,994 0,18 0,45 55 51 85
11 (2)- 6xido de linalol 59, 94, 170 y =0,013x - 0,048 0,991 0,73 1,82 3,1 2,1 85
12 (E)- 6xido de linalol 59, 94, 179 y =0,043x - 0,179 0,990 0,83 1,39 0,7 0,9 84
13 furfural 39, 67, 96 y =0,027x - 0,079 0,993 0,59 1,48 55 5,7 85
14  3-hidroxibutirato de etila 88,117,132 y = 0,056x - 0,270 0,991 0,97 1,62 4,4 53 85
15  1l-octanol 84, 112,130 y=0,024x + 0,011 0,990 0,09 0,22 5,6 5,9 85
16 linalol 71,121, 154 y =0,022x - 0,015 0,990 0,13 0,33 1,6 1,9 83
17 vitispirano 93, 177,192 y =0,025x - 0,021 0,990 0,17 0,41 51 4,1 87
18 a-ionona 121, 136,192 y =0,109x - 0,036 0,998 0,07 0,17 5,8 55 81
19 terpinen-4-ol 93, 136, 154 y =0,007x - 0,011 0,995 0,31 0,78 0,3 0,3 84
20 acetofenona 77,105, 120 y =0,034x - 0,272 0,993 1,34 1,60 4,6 4,2 84
21 benzoato de etila 105, 121, 150 y = 0,054x - 0,380 0,991 1,18 1,77 3,7 3,3 86
22  a-terpineol 93,121, 136 y = 0,006x - 0,017 0,992 0,53 1,33 2,3 2,2 84
23 2-eti- hexanol 57,112,130 y = 0,008x - 0,066 0,991 1,37 1,65 5,8 5,4 86
24  acetato de 2-feniletila 43, 104, 164 y = 0,008x - 0,026 0,996 0,65 1,63 5,6 5,9 83
25  salicilato de metila 92, 120, 152 y = 0,009x - 0,059 0,993 1,02 1,37 4,9 5,6 82
26 (E)-B-damascenona 69, 121, 190 y =0,032x - 0,141 0,991 0,87 1,09 4,2 4,6 87
27  2-fenil-etanol 65, 91, 122 y = 0,035x - 0,308 0,990 1,46 1,75 2,4 3,1 85
28 benzenoacetonitrila 63, 90, 117 y =0,134x - 0,353 0,990 0,53 1,32 1,3 1,9 80
29 acido octanoico 60, 73, 144 y=0,173x - 0,131 0,993 0,15 0,38 3,2 2,7 88
30 antranilato de metila 92, 119, 151 y =0,133x - 0,131 0,992 0,20 0,49 0,1 0,2 83
Pl 2-octanol (padréo interno) 45, 112, 130

(a) Equacao da curva de calibracdo de cada constituinte de aroma, (b) R” coeficiente de determinacéo, (c) LD e LQ em ug L™. (d) média
para repetitividade para n = 9, precisdo intraday (DPR;,%) € interday (DPR;%) (€) média para recuperactes (R%) dos valores de dez
concentracdes utilizadas na curva de calibracgéo.



58

Os valores de LD e LQ obtidos neste trabalho variaram, respectivamente, de
0,04 — 1,46 e 0,11 — 1,82 ug L™*. A precisdo do método foi avaliada pela
repetitividade de réplicas auténticas nos aspectos intraday (3 injecées no mesmo
dia) e interday (1 injecdo em 3 dias diferentes) sendo obtida através de trés
concentragOes diferentes daquelas utilizadas nas curvas de validagdo, mas dentro
da faixa de trabalho de 5 ug L™ a 1,34 mg L, a saber: 50; 300 ug L e 1,00 mg L™ (
n = 9 para cada aspecto) de cada composto de aroma na matriz do suco de uva DC,
apresentando nos dois aspectos DPR abaixo de 6,0 %. A exatiddo do método foi
avaliada pela recuperacao, utilizando as areas dos compostos volateis de aroma
obtidas por CG-EM-MSI, utilizando-se das equacfes da curva de calibracdo de cada
composto, e a concentracdo de Pl (2 mg L), apresentando valores de 76 a 91 %.

ARISSETO e colaboradores (2013) desenvolveram um método para amostras
de sucos de frutas (laranja, guava, acerola, manga, uva, entre outros), utilizando
MEFS e CG-EM-SIM, e obtiveram R? acima de 0,999, recuperacdes entre 97,5 —
103,1 % e DPR de 1,5 a 15,7 %.

CAVELL-QUANTRILL e colaboradores (2006) validaram um método para 46
compostos de aroma em suco de uva da cv. Muscat (V. vinifera) utilizando CG-EM-
MSI e obtiveram valores de R? entre 0,994 — 1,000 com valores de DPR de 0,0 —
38,6 % e recuperacédo de 50 % para antranilato de metila, 96% para acetato de etila,
97% para 3-hexen-1-ol, 120 % para furfural, 115% para linalol, 96% para

acetofenona, 87 % para B-damascenona e 95% para a-ionona.
2.3.5 Aplicacédo do método validado

O método validado foi aplicado em 33 amostras de sucos de uvas integrais
brasileiros, comerciais e experimentais (Tabela 2).
As concentracdes dos compostos de aroma (constituintes volateis), obtidos

através da validacdo do método, em ug L™, podem ser observadas na Tabela 7.



Tabela 7. Compostos de aroma com os valores calculados das concentra¢cdes nos sucos de uvas integrais brasileiros.

Picos Compostos de Sucos de Uva Integrais Brasileiros (ug L™)®

aroma AM AL AU CB CL CM CMB DC DG GA GB GD GDB MT MV PE PEB PG
1 acetato de etila _ 686 _ 588 889 180 143 697 106 867 204 141 554 525 6,29 087 1,14 0,65
2 (E)- crotonato de etila 238 450 9,05 946 396 2,27 _ 6,75 542 833 766 423 _ 4,74 6,01 2,08 _ 4,56
3 1,4-cineol _ _ _ _ 152 141 _ 402 322 _ 764 362 _ 132 _ 09 _ 0,98
4 3-metil-1-butanol 224 131 165 898 169 719 124 112 788 135 411 209 244 228 575 _ 9,87 2,13
5 1,8 cineol _ 156  _ _ 113 19 375 757 530 928 569 462 165 124 322 260 792 242
6 (E)-2-hexenoato de etila 163 291 137 846 _ _ 247 438 468 _ 249 343 992 _ _ 190 _ 3,03
7  B-fencheno 5,67 _ _ _ 1,04 1,93 _ 1,19 365 114 139 4,73 _ _ 1,00 2,66 _ _
8 1-hexanol 10,74 13,17 8,67 16,08 1092 752 489 11,03 10,77 14,03 2,83 11,24 2,00 1045 6,37 298 19,65 7,35
9 (2)-3-hexen-1-ol 594 6,68 2,46 1,16 _ 499 59 6,72 _ _ 125  _ 828 964  _ _ 1,88 0,49
10 (E)-2-hexen-1-ol 545 541 293 11,19 510 1394 294 681 360 6,64 11,02 _ _ 2,14 3,10 1,02 _ 5,97
11 (2)- 6xido de linalol 291 1110 _ 470 326 424 219 1420 1059 494 196 210 _ 3,77 864 483 811 515
12 (E)- oxido de linalol _ 563 _ 310 160 159 210 681 11,78 7,63 167 283 _ 379 411 166 1184 157
13 furfural 710 1196 7,02 814 1840 9,78 1229 1005 9,36 19,66 450 1023 599 547 1264 9,08 667 852
14  3-hidroxibutirato de etila 142 739 949 121 205 279 _ 1,90 1,83 2,03 19,13 1,20 _ _ 1,71 5,90 _ 4,31
15 1-octanol 240 289 _ 116 221 543 2,72 813 237 1167 _ 262 7,59 _ _ 144 717 590
16 linalol 222 283 2,76 113 508 3,63 _ 349 120 493 315 345 _ _ 293 0,72 _ _
17  vitispirano 6,72 393 9,00 430 745 969 197 631 1,75 6,00 537 _ _ 581 856 245 _ 3,87
18 a-ionona 143 890 190  _ _ 157 383 432 788 _ 291 263 _ 560 164 _ _ 1,88
19 terpinen-4-ol 290 182 110 112 298 191 248 212 253 555 _ 1,59 _ _ 161 084 257 0097
20 acetofenona 230 2,39 _ _ 253 252 _ 2,12 195 3,10 _ 1,59 _ 3,74 _ 168 _ 1,75
21 benzoato de etila 190 225 _ _ 227 2,28 _ 196 259 184  _ 1,65 _ _ 1,01 3,89 _ 3,40
22  a-terpineol 26,71 28,77 9,65 18,94 28,07 19,91 939 16,94 1480 2429 1,18 1893 7,75 513 890 9,75 7,44 845
23  2-eti-hexanol _ 125 _ 192 143 _ 325 733 203 _ 1,06 _ 1,36 3,96 1,95 _ 1,74
24 acetato de 2-feniletila 141 371 181 989 453 _ _ 158 465 6,14 @ _ 9,96 26,67 _ 235 241 _ 4,79
25 salicilato de metila 1,75 167 _ 562 504 335 _ 6,05 510 726  _ 207 559 665 249 340 _ 4,73
26  (E)-B-damascenona 405 564 469 247 222 516 183 129 135 134  _ 517 149 6,01 157 153 550 2,62
27  2-fenil-etanol 10,87 16,97 7,08 13,12 9,03 1556 4,79 4,38 1569 18,39 14,38 16,60 4,65 16,36 2,78 520 8,80 6,76
28  benzenoacetonitrila 2,77 302 _ 162 3,88 253 _ 344 411 535 248 2,08 _ _ 2,69 5,10 _ 6,03
29  acido octanoico 13,32 9,70 3,69 _ 206 269 142 188 115 @ _ 242 195 _ 29,26 1,60 954 _
__ 30 antranilato de metila 143 146 192 _- - 8,68 466 283 3 05 - 1,64 14,55 - - 287 - -

(a) valores calculados de concentracdo dos compostos validados nos sucos de uva em Mg Lt
AU, AL, entre outros séo os cédigos atribuidos aos sucos da Tabela 2.
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Continuagdo da Tabela 7.

Picos Sucos de Uva Integrais Brasileiros (ug L™)®
Substancias de SA_ SA_ SA_ SA_ SA_ SA_ SA_ SA_
aroma Pz SB Sl SN SP us EP isaM isaB coraB coraM coraFM chard_B mosc_B ita_B
1 acetato de etila 181 366 191 939 302 4,09 694 19,11 10,11 1,51 23,13 11,06 6,47 3,17 2,27
2 (E)- crotonato de etila _ 434 859 548 174 351 1,09 7,38 8,35 23,22 12,22 23,06 _ _ _
3 1,4-cineol _ 217 128 140 213 361 1,28 _ _ _ _ _ _ _
4 3-metil-1-butanol _ 168 690 484 342 223 244 _ 3,86 _ _ 4,69 3,24 1,93 _
5 1,8 cineol _ 238 187 166 1,70 553 1,19 2,19 3,49 1,23 3,54 3,92 2,27 _ _
6 (E)-2-hexenoato de etila _ 2,60 _ _ 2,38 197 353 _ _ _ 2,25 _ _ _ _
7 B-fencheno _ 943 9,11 564 2,78 _ _ _ 8,01 _ _ _ _ _ _
8 1-hexanol _ 1746 352 198 274 12,08 4,89 3,46 1,39 2,68 _ 3,09 _ 7,17 _
9 (2)-3-hexen-1-ol _ _ 1,10 _ 5,82 _ _ 5,82 4,01 7,85 2,96 1,81 _ 3,43 _
10  (E)-2-hexen-1-ol _ 156 10,59  _ 528 648 1,75 2,70 2,03 9,49 4,58 2,12 _ 3,06 _
11  (2)- oxido de linalol _ 161 426 164 445 18,15 144 _ _ _ _ _ 14,44 8,83 _
12 (E)- 6xido de linalol 1,06 189 492 183 432 2,73 2,06 1,67 2,16 _ 2,58 _ _ 5,14 3,03
13 furfural 8,15 6,48 1938 1587 191 419 9,18 _ 3,29 3,88 2,72 4,24 _ 4,75 _
14  3-hidroxibutirato de etila 328 883 228 167 356 379 233 2,06 6,51 7.45 8,03 6,07 _ _ _
15  1-octanol 2,62 _ _ 1,71 836 1,94 9,12 7,36 1,23 1,67 3,62 _ _ 18,62 18,91
16 linalol 125 3,14 406 462 561 295 949 4,04 2,53 3,71 4,03 2,47 _ _ _
17  vitispirano 669 783 536 213 150 851 949 4,61 5,42 4,22 5,29 3,06 _ _ _
18 a-ionona 929 866 4,65 266 8,79 _ 1,32 _ 9,67 2,43 _ 1,99 _ 8,14 6,03
19  terpinen-4-ol 331 189 232 197 463 557 2,28 3,30 2,29 _ 1,01 1,31 12,47 _ 3,33
20 acetofenona _ 1,54 _ 9,99 2,18 255 _ _ 2,03 2,18 _ 8,97 7,67 _ _
21 benzoato de etila 183 158 249 1,75 151 989 _ _ _ _ _ _ _ _ _
22  a-terpineol 1588 2,71 1951 282 6,72 1542 331 25,38 15,42 3,68 2,67 _ _ 12,60 13,71
23 2-eti- hexanol _ _ 250 1,86 _ _ _ _ 2,75 _ 3,81 _ _ _ _
24  acetato de 2-feniletila 265 264 532 1358 192 255 _ 1,56 _ _ _ _ _ 2,78 _
25  salicilato de metila 931 158 185 234 321 374 _ _ 6,28 _ _ _ 4,25 _ _
26  (E)-B-damascenona 408 466 339 111 853 115 371 6,89 5,22 4,28 4,71 4,96 1,11 1,41 2,31
27  2-fenil-etanol 323 757 618 448 6,03 7,16 2,79 8,35 6,68 4,39 _ _ 4,17 5,66 _
28 benzenoacetonitrila _ 268 188 221 255 255 287 2,49 8,81 _ _ _ _ _ _
29  4cido octandico 507 528 174 984 947 _ _ _ _ _ 5,89 _ 2,97 1,23 _
30 antranilato de metila 3,07 2,98 3,56

(a) valores calculados das concentrac@es dos compostos validados nos sucos de uva em ug Lt
AU, AL, entre outros séo os cédigos atribuidos aos sucos da Tabela 2.
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Os ésteres alifaticos e aromaticos contribuem positivamente para o aroma do
suco de uva, conferindo odores frutados ao produto. O acetato de etila foi
identificado em 31 sucos, apresentando menor € maior concentracdo nos sucos PE
e SA isaM, com respectivamente, 0,87 ug L™ e 19,11 pg L. O (E)-crotonato de
etila foi identificado em 26 sucos, apresentando menor e maior concentracdo nos
sucos EP e SA_coraB, com respectivamente, 1,09 pg L™ e 23,22 ug L. O (E)-2-
hexenoato de etila foi identificado em 17 sucos, apresentando menor e maior
concentrac&o nos sucos PE e CB, com respectivamente, 1,90 ugL* e 8,46 ygL™. O
benzoato de etila foi identificado em 17 sucos, apresentando menor e maior
concentracéo nos sucos MV e US, com respectivamente, 1,01 ug L™ e 9,89 pug L™,
O acetato de 2-feniletila foi identificado em 21 sucos, assim como o salicilato de
metila, seus maiores valores foram nos sucos GD_B (26,67 ug L™) e no PZ (9,31 ug
L"), respectivamente. Em sucos de uva cv. Muscat (V. vinifera), ja foi relatada
concentracdo de acetato de etila variando de 0,15 a 300 pg L™ e de acetato de
feniletila variando de 0,05 a 18,5 pg L* (ETIEVANT, 1991). SCHREIER &
PAROSCHY (1981), relataram em seu trabalho, 10 pg kg™t para acetato de 2-
feniletila, (E)-2-hexenoato de etila e salicilato de metila, em uvas cv. Concord (V.
labrusca).

Compostos com aromas da fruta sdo importantes para a qualidade dos
sucos, o 3-hidroxibutirato de etila foi observado em 26 dos 33 sucos, enquanto o
antranilato de metila foi observado em 13 sucos, apresentando maiores valores nos
sucos brancos GD_B e CM_B, com 14,55 e 8,68 ug L™, respectivamente, ambos
compostos com aroma de uva (PERFUMER & FLAVORIST, 2011). RICE (1974)
relata teores de antranilato de metila de 1,4 pg L™ em mosto de uva Concord (V.
labrusca), e 0,3 pug L™ em uva Niagara (V. labrusca). SCHREIER & PAROSCHY
(1981) relataram 1,0 e 2,6 ug kg™, respectivamente de 3-hidroxibutirato de etila e
antranilato de metila, em uvas cv. Concord (V. labrusca).

O antranilato de metila, apesar de ser referéncia no aroma de uva, nao foi
encontrado em todos os sucos de uva, NELSON & ACREE (1978) relatam uma
observacéo feita por Shaulis e Robinson, em 1953, que perceberam grande
variacao da concentracdo de antranilato de metila de uvas cv. Concord (V. labrusca)
e Fredonia (V. labrusca), decorrentes da variacado sazonal. MOYER e colaboradores
(1977) observaram que nas uvas cv. Niagara, Fredonia e Concord quando

descascadas para a producdo de vinho ou suco, havia grande reducdo da
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guantidade de antranilato de metila. Além disso, NELSON e colaboradores (1977)
concluiram que em alguns tipos de uvas nao se observa antranilato de metila. No
entanto estas apresentam um intenso aroma “foxado” (oriundo de uvas de mesa, de
uvas americanas Isabel e Bordd) (COLETTI, 2014), sendo fornecido por compostos
gerados a partir da clivagem do anel do antranilato. Baixa concentracdo de
antranilato de metila pode ser dependente de fatores como maturacdo das uvas e
da maceracao pelicular (NELSON & ACREE, 1978).

Os élcoois apresentam odores herbaceos, que conferem suavidade ao suco,
dentre eles o 2-fenil-etanol e o 1-hexanol foram aqueles com maior incidéncia nos
sucos, sendo ambos descritos com aromas florais (NOGUERAL-PATO et al, 2012),
e apresentaram valores maximos de 18,39 pug L™ no suco tinto GA e de 19,65 ug L™
no suco branco PE_B, respectivamente. Em sucos de uva cv. Muscat (V. vinifera),
ja foi relatada concentracdo de 2-fenil-etanol variando de 4 a 197 ug L™ e de 1-
hexanol entre 0,3 a 12 pg L™ (ETIEVANT, 1991). (Z)-3-hexen-1-ol, (E)-2-hexen-1-ol,
2-etil-hexanol, 1-octanol e 3-metil-1-butanol também foram quantificados na maioria
dos sucos, porém abaixo de 13,94 pg L™. Resultados similares foram observados
em sucos de uva Muscadine (V. rotundifolia Michx ) para 1-hexanol e (E)- 2-hexen-
1-ol (BAEK & CADWALLADER, 1999). O 2-fenil-etanol foi considerado um aroma
bem importante para vinhos Pinot Noir com seu aroma de rosa e mel (FANG &
QIAN, 2006) e concentracdo de 0,69 mg kg em uvas Concord (V. labrusca)
(SCHREIER & PAROSCHY, 1981).

Os terpenos contribuem para caracterizar o aroma varietal da uva,
contribuindo com odores florais. Neste trabalho foram validados o 1,4-cineol, 1,8-
cineol, B-fencheno, linalol, terpinen-4-ol e a-terpineol, encontrados na maioria dos
sucos de uva analisados. Vale ressaltar os altos valores de a-terpineol, com seu
aroma de menta/anis (NOGUERAL-PATO et al, 2012), nos suco tintos CL e AL
respectivamente de 28,07 e 28,77 ug L™. (E) e (2)-6xido de linalol, ambos com
aromas florais, também foram observados em varios dos sucos analisados, com
maior concentracdo no suco branco experimental SA _chard_B e no suco branco
comercial PE_B, respectivamente 14,44 e 11,84 ug L™. Linalol, 6xido de linalol ((Z) -
forma furandide) e 6xido de linalol ((E) — forma pirandide) foram encontrados em
baixa concentracdo no suco de uva cv. Muscat (V. vinifera) e no mosto Huxelrebe
(V. vinifera) (CAVELL-QUANTRILL et al, 2006), ja o a-terpineol foi encontrado em

baixa concentracdo na uva cv. Tempranillo e Grenache (ambas V. vinifera) (LOPEZ
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et al, 2004). Alcoois monoterpénicos (linalol, a-terpineol, nerol) geralmente s&o
encontrados em concentracdes que variam de 0,01 a 10,0 ug L* (RIBEREAU-
GAYON et al, 2006).

Nor-isoprendides resultam da degradacéo de carotenoides e sdo constituidos
por 9, 10, 11 e 13 atomos de carbono, apresentando estes Ultimos propriedades
olfativas que aumentam a intensidade do aroma (FERREIRA & GUEDES DE
PINHO, 2003). Dentre os nor-isoprenoides (C,3) estdo a (E)-B-damascenona,
vitispirano, a-ionona, descritos com aromas de rosa/mel, eucalipto, violeta/madeira,
respectivamente (LRI & ODOUR DATABASE, 2014) e que foram identificados por
LOPEZ e colaboradores (2004) em uvas da variedade Tempranillo e Grenache
(ambas V. vinifera), com aroma intenso de mel. CAVELL-QUANTRILL e
colaboradores (2006) observaram a -damascenona e o vitispirano em sucos de
uva das cv. Muscat e Huxelrebe (ambos V. vinifera), sendo que a (E)-B-
damascenona foi verificada em 32 sucos analisados pelo grupo com maior
concentracéo de 8,53 ug L™, enquanto neste trabalho o maior teor observado foi de
6,89 ug L™ no suco SA_isaM. J& o vitispirano e a a- ionona encontram-se em quase
todos os sucos trabalhados, com maiores concentracdes, 9,69 e 9,29 ug L™,
respectivamente nos sucos tintos e comerciais CM e PZ. CAVELL-QUANTRILL e
colaboradores (2006) observaram concentracdo de vitispirano de 13 — 23 ug L™ e
de ionona de 8 pg L™ em suco de uva Huxelrebe (V. vinifera).

Furfural, acetofenona, benzenoacetonitrila e &cido octandico sé&o
respectivamente descritos como aromas de caramelo, améndoa/acido, laranja e
queijo/acido (LRI & ODOUR DATABASE, 2012; GURBUZ et al, 2006). Dentre estes,
o furfural € um composto com grande relevancia sensorial e teve maior
concentracdo, 19,66 ug L™, no suco tinto GA. A acetofenona foi observada com
maior concentracdo, 9,99 pg L™, no suco SN. O suco SA isaB teve concentrac&do
de 8,81 ug L™ de benzenoacetonitrila e o suco MV, 29,26 ug L™ de &cido octanoéico.
A benzenoacetonitrila é proveniente do mosto, do metabolismo da videira (GUERRA
& BARNABE, 2005). Em sucos de uva cv. Muscat (V. vinifera), ja foi relatada
concentracéo de acido octandico variando de 0,5 a 15 pg.L™ (ETIEVANT, 1991).

Observou-se que, dos 33 sucos trabalhados, os sucos DC, DG, AL e SP, CM,
GA e SN apresentaram respectivamente 30, 29, 28 e 27 compostos dos 30
validados neste trabalho. Os sucos com menos compostos foram o SA ita B;
SA chard B; SA_mosc_B e SA coraFM e GD_B; SA coraB e PZ, com 7; 10; 15; e
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16 compostos, respectivamente, e curiosamente destes 5 eram experimentais, 0
gue leva a concluir que ainda precisam de maior atencdo na sua COmposSIicao e

elaboracao do processamento.

2.3.6 Andlise de componentes principais (ACP) dos sucos de uva

Para ACP foram utilizados os sucos de uva integrais (Tabela 2) e os
compostos validados (Tabela 5), com suas respectivas concentragdes, utilizando o
programa estatistico SPSS_17 Statistics, com o objetivo de tentar agrupar/separar
estes sucos de uva, bem como observar quais seriam 0S compostos mais
representativos na composicéo do suco.

Na Tabela 8 encontra-se a relacdo dos compostos de aroma utilizados nesta

andlise de ACP, que aqui serdo chamados de componentes.

Tabela 8. Relagdo dos compostos que foram utilizados na analise de ACP dos
sucos de uva brasileiros.

C1: acetato de etila C2: (E)-crotonato de etila C3: 1,4- cineol

C4: 3-metil-1-butanol C5: 1,8- cineol C6: (E)-2-hexenoato de etila
C7: B-Fencheno C8: 1-hexanol C9: (2)-3-hexen-1-ol

C10: (E)-2-hexen-1-ol C11: (Z)-6xido de linalol C12: (E)-6xido de linalol
C13: furfural C14: 3-hidroxibutirato de etila C15: 1-octanol

C16: linalol C17: vitispirano C18: a-ionona

C19: terpinen-4-ol C20: acetofenona C21: benzoato de etila

C22: a-terpineol C23: 2- etil-hexanol C24: acetato de 2-feniletila
C25: salicilato de metila C26: (E)-B-damascenona C27: 2-fenil-etanol

C28: benzenoacetonitrila  C29: acido octandico C30: antranilato de metila

Na Tabela 9 observa-se que as primeiras 11 componentes principais
recuperam quase 80 % do acumulado da variancia dos dados, desta forma o
namero de componentes principais significativos é 11, ou seja 11 eixos. Logo, se
considerarmos as duas primeiras componentes (p=2), descreve-se 26,7 % da
informacé&o original, se as trés primeiras componentes (p=3) descreve 35,3 %, ou
seja, valores muito baixos, quando o ideal seria duas componentes pelo menos 60

% de informacg&o original.
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Tabela 9. Valores proéprios, a variancia aplicada em cada componente (VarX%) e a
variancia cumulativa (Cum.VarX%) para 30 componentes.

Componente Valor proprio Var X% Cum.VarX %

1 4,558 15,194 15,194
3,439 11,464 26,658
3 2,582 8,607 35,265
4 2,276 7,587 42,852
5 2,049 6,829 49,681
6 1,875 6,251 55,932
7 1,802 6,006 61,937
8 1,623 5,408 67,346
9 1,455 4,85 72,196
10 1,134 3,779 75,975
11 1,049 3,496 79,471
12 0,838 2,793 82,264
13 0,822 2,741 85,005
14 0,695 2,317 87,322
15 0,641 2,135 89,458
16 0,566 1,886 91,343
17 0,473 1,575 92,919
18 0,436 1,452 94,371
19 0,396 1,319 95,69
20 0,337 1,122 96,813
21 0,254 0,845 97,658
22 0,19 0,634 98,291
23 0,179 0,596 98,888
24 0,125 0,416 99,303
25 0,084 0,28 99,583
26 0,059 0,195 99,778
27 0,037 0,125 99,903
28 0,015 0,051 99,954
29 0,011 0,037 99,991
30 0,003 0,009 100

Para melhorar os valores de Var X%, retirou-se na tabela Communatides do
programa SPSS 17 os componentes cujos valores ndo ajudavam a separar as
amostras (inferiores a 0,5), e para obter o eixo de variagdo de 2 ou 3 componentes
principais superior a 60 %. Logo, na nova tabela (Tabela 10) de valores proprios,
com as variancias para cada componente e cumulativa, pode-se observar que os 3
primeiros componentes principais recuperam 64 % do acumulado da variancia dos
dados, sendo que as duas primeiras componentes descrevem 45,8 % e as trés

primeiras componentes 63,9 % da distribui¢&o original.
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Tabela 10. Novos valores proprios, a variancia aplicada em cada componente
(VarX%) e a variancia cumulativa (Cum.VarX%) para 11 componentes.

Componente Valor préoprio  Var X% Cum.VarX %
(E)-2-hexenoato de etila (C6) 2,603 23,665 23,665
1-hexanol (C8) 2,435 22,136 45,801
(E)-2-Hexen-1-ol (C10) 1,988 18,075 63,876
(2)- 6xido de linalol (C11) 0,982 8,925 72,8
(E)- 6xido de linalol (C12) 0,724 6,585 79,385
3-hidroxibutirato de etila (C14) 0,639 5,806 85,191
vitispirano (C17) 0,548 4,986 90,177
terpinen-4-ol (C19) 0,398 3,616 93,792
acetato de 2-feniletila (C24) 0,28 2,544 96,337
2-fenil-etanol (C27) 0,238 2,162 98,499
antranilato de metila (C30) 0,165 1,501 100

Na Figura 11, encontra-se o gréafico Var X% versus numero de componentes

considerados (grafico do Scree plot ). Para os 11 componentes pode-se observar

gue as 3 primeiras componentes sdo mais relevantes, logo podemos considerar a

descricdo dos dados em 2 ou 3 eixos, ACP1, ACP2 (e ACP3), pois estes seréo

capazes de separar 0S sucos de uva.

Var X%

o z a 6 8
Namero de componentes

1o

1z

Figura 11. Gréfico de Var X% versus numero de componentes (Scree plot).

Na Figura 12 esta o gréfico dos scores, que € a representacdo dos sucos num

sistema de eixos. Neste, cada marca representa um suco de uva em um plano

definido por dois eixos correspondentes aos componentes principais (ACP), que séo,

numa visédo global em duas dimensdes, os componentes principais ACP1 e ACP2,

onde inclui a variavel de classificacdo cor, utilizada para facilitar a identificacdo e

separacdo dos sucos tintos (em losango azul) e os brancos (em circulo vermelho)

apos o ACP.
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Figura 12. Visao global dos sucos de uva em duas dimensdes com as componentes
principais ACP1 e ACP2 com a variavel de classificac&o cor.

Pode-se observar que os sucos brancos se encontram no meio dos sucos
tintos mostrando que a separacdo ndo ocorre nem ao longo da primeira componente
(ACP1) nem da segunda (ACP2), logo a classificacdo por cor ndo € suficiente para
separéa-los.

Utilizando-se dos componentes (Tabela 8), fez-se ACP com os 33 sucos de
uva tintos e brancos (grafico de scores, Figura 13A) e correlacionou-os com 0s
componentes obtendo o gréafico de loadings (Figura 13B), que mostra a relevancia

de cada componente com o suco ou grupo de sucos relacionados.
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Figura 13. (A) Grafico de scores dos sucos de uva tintos e brancos, (B) Grafico de
loadings com os compostos de aroma validados, com formacao de agrupamentos
conforme as cores observadas nos graficos (A) e (B).

No grafico de scores (Figura 13A) que apresenta a disposicdo dos sucos,

pode-se observar um grande aclumulo de sucos no lado direito (circulados em
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amarelo) cujos compostos, no gréfico de loadings (Figura 13B) correspondem as
substancias que os agrupam, que sao (E)-2-hexenoato de etila (C6) e o B-fencheno
(C7), ambos com aromas florais. De forma analoga, os sucos circundados em verde
possuem o0s compostos (E)-crotonato de etila, 1,4-cineol, 3-metil-1-butanol, 1,8-
cineol, 1-hexanol e (E)-3-hexen-1-ol, respectivamente C2, C3, C4, C5, C8 e C10, os
agrupam. Pode-se observar que os compostos que formam este grupo é formado
por 3 alcoois, 2 terpendides e 1 éster, 0os quais atribuem notas herbal e frutal a estes
sucos.

O suco GD_B encontra-se separado dos demais, mostrando que os
compostos: acetato de etila, (Z)-3-hexen-1-ol e (Z)-6xido de linalol (C1, C9 e C11,
respectivamente), foram determinantes para este isolamento, podendo assim prever
gue os demais sucos possuam pouca concentracao dos referidos compostos.

Os sucos sem marcacado sao aqueles que possuem influéncia de todos os
compostos, ndo havendo um que seja determinante para separa-los ou agrupa-los.

Pode-se observar que alguns componentes estdo ausentes (Figura 13B), por
nao ajudarem a separar ou agrupar essas amostras, sendo assim descartados na
andlise de ACP sem perdas para a distribuigcdo original.

A soma das duas componentes principais foi baixa (45,8 %), devido ao
namero de variaveis e complexidade/diferenciacdo dos sucos analisados, e gerou
um grande agrupamento de sucos na ACP como observado no grafico de scores.
Para tentar obter mais informac¢des decidiu-se fazer ACPs individuais para 0S sucos
tintos e brancos, visando conseguir melhor separacéo.

No programa SPSS_17 retirou-se os dados relativos aos sucos de uva
brancos. Fez-se ACP com os componentes da Tabela 8 e para os sucos de uva
tintos (vide Tabela 2), resultando no grafico de scores (Figura 14A) e loadings
(Figura 14B).
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Figura 14. (A) Grafico de scores dos sucos de uva tintos, (B) Gréafico de loadings
com os compostos de aroma validados, com formacéo de agrupamentos conforme
as cores observadas nos graficos (A) e (B).

Pode-se observar melhor separagéo entre os sucos e formacao de pequenos
agrupamentos tanto no grafico de scores, para 0s sucos, quanto no grafico de
loadings, para os compostos, melhorando consideravelmente a analise do ACP. As
duas componentes principais descrevem agora 60,8 %, promovendo melhor a
separacao e/ou agrupamento das amostras.

Pode-se observar que os sucos DC e DG, que sédo de procedéncia do Rio
Grande do Sul (RS), estédo relacionados com sete compostos: 1,8-cineol (C5), 1-
hexanol (C8), (2)-3-hexen-1-ol (C9), (E)-2-hexen-1-ol (C10), furfural (C13), benzoato
de etila (C21) e salicilato de metila (C25), deixando-os bem separados dos demais
sucos. Estes compostos, grande parte alcoois e ésteres conferem a estes sucos
aromas herbal, floral e frutal.

O composto C2, (E)-crotonato de etila, de nota frutal, esta agrupando sozinho
nove sucos, sendo quatro deles experimentais, os sucos SA coraB, SA coraM,
SA coraFM e SA isaB, que sdo de Pernambuco, quatro comerciais do Estado do
Rio Grande do Sul (AU, MT, PG e PE) e um suco comercial de Sado Paulo, SB. O
mesmo ocorre para o linalol (C16, aroma de floral), que agrupa seis sucos, todos
comerciais e de procedéncia do sul do Pais. O C14, 3-hidroxibutirato de etila, possui
aroma de uva, e isolou o suco GB dos demais, mostrando que esse composto € bem
marcante neste suco e menos pronunciado nos outros.

Suco GA foi isolado pelos compostos 1-octanol (C15), terpinen-4-ol (C19), a-

terpineol (C22) e antranilato de metila (C30), com notas florais oriundas dos 3
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primeiros e de uva do ultimo. Os compostos 1,4-cineol (C3) e 3-metil-1-butanol (C4),
de aromas adocicados e frutal, foram determinantes para o agrupamento dos sucos
comerciais sul-grandenses MV e SN. Por fim, os compostos acetato de etila (C1,
aroma frutal) e (E)-B-damascenona (C26, aroma de mel) agruparam 0S Sucos
comerciais AM, CM, SP e PZ (procedéncia RS) e os experimentais EP (procedéncia
MG) e SA isaM (procedéncia PE).

Fez-se a ACP para 0s sucos brancos (seis amostras), e pode-se observar na
Figura 15 que as duas componentes principais descrevem 63,8 % da distribuicéo
original, o que facilitou a separacdo e/ou agrupamento das amostra. Os sucos de
uva brancos ainda sdo recentes para o consumidor brasileiro, tendo comecado a
producdo em 2009 e s6 em 2011 comegou a comercializar estes sucos no Pais
(IBRAVIN, 2014).
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Figura 15. (A) Gréfico de scores dos sucos de uva brancos, (B) Grafico de loadings
com os compostos de aroma validados, com formacédo de agrupamentos conforme
as cores observadas nos graficos (A) e (B).

Na Figura 13 o suco GD_B estava isolado dos sucos tintos e brancos pela
associacao dos compostos acetato de etila (C1), (2)-3-hexen-1-ol (C9) e (Z)-6xido de
linalol (C11). Neste ACP, ja separado sucos brancos de tintos, o GD_B foi isolado
pelos ésteres acetato de etila (Cl) e salicilato de metila (C25). Os sucos
experimentais SA_mosc_B e SA chard B, sucos experimentais de Pernambuco,
foram agrupados pelo furfural (C13), que possui aroma de caramelo. O suco
experimental SA _ita_B, foi separado dos demais pela associacao dos ésteres (E)-2-
hexenoato de etila (C6), acetato de 2-feniletila (C24) e antranilato de metila (C30),

conferindo suavidade ao suco com suas notas adocicadas, dos alcoois (E)-3-hexen-
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1-ol (C9) e 1-octanol (C15), e com frescor do a-terpineol (C22) e o aroma
amadeirado da a-ionona (C18).

Os compostos 1-hexanol (C8), (E)-6xido de linalol (C12) e (E)-B-
damascenona (C26), estdo em maiores concentracées no suco PE_B do que nos
outros cinco, devido a proximidade com o0s compostos que isola este suco dos
outros que sdo 3-metil-1-butanol (C4), 1,8-cineol (C5), 2-fenil-etanol (C27) e acido
octandico (C29).

No suco comercial CM_B correlaciona-se os compostos C19 e C20,
respectivamente, terpinen-4-ol e acetofenona, com aromas frutais, e o composto (Z)-
oxido de linalol, devido a proximidade no ACP com os compostos que o isola dos
outros sucos.

Pode-se observar que a andlise dos sucos tintos e brancos em separado foi
mais satisfatéria, uma vez que na ACP da Figura 13 utilizou-se apenas 11
componentes da Tabela 8. JA na ACP para sucos tintos (Figura 14) utilizou-se 18
componentes e nesta Ultima ACP para os sucos brancos, 20. Quanto mais
componentes, mais informagdes sobre a relacdo substancia quimica versus suco, o
gue pode contribuir, associado a outras técnicas, para definir marcadores de aroma,

parametro importante para a busca da Indicacdo Geografica (IG).

2.4 CONCLUSAO

No gue se refere as colunas cromatograficas, a DBWax (fase estacionaria de
carater polar polietilenoglicol) foi aquela que permitiu a separacdo e posterior
identificacdo do maior nimero de compostos volateis de grupos quimicos variados
(terpenos, ésteres, alcoois e acidos), sendo considerada mais eficiente para a
andlise dos compostos dos sucos de uva. No que se refere as técnicas de extracéo,
a MEFS em fibra cinza (DVB/CAR/PDMS) foi aquela que extraiu 0 maior nimero de
compostos volateis responsaveis pelos aromas florais, frutais e adocicados,
caracteristicos de frutas, apresentando maior valor de area absoluta total no CG,
sendo adotada no estudo do perfil dos sucos. Foi realizado um planejamento
experimental, cujos parametros estudados ndo foram significativos, apresentando
apenas uma correlacéo forte entre o tempo de incubacdo e o uso de NaCl, sendo
adotadas as seguintes condicdes de trabalho: tempos de incubacao e extracdo de 5

e 30,5 minutos, temperatura de extracéo de 45 °C e 2,0 g de NaCl.
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O método desenvolvido foi eficiente para validar e quantificar trinta compostos
volateis em sucos de uva integrais brasileiros. Na validagdo obteve-se LD e LQ 0,04
— 1,46 e 0,11 — 1,82 pg L, respectivamente. O valor de DPR ficou abaixo de 6%, a
recuperac&o variou entre 76 a 91%, e o R? foi de 0,990 a 0,999.

O método validado foi aplicado, com éxito, em 33 sucos de uva comerciais e
experimentais, sendo possivel quantificar e caracterizar o suco de uva nacional no
ambito dos compostos volateis, responsaveis diretos pelo aroma dos mesmos,
como os frutais: acetato de etila (suco SA_isaM, 19,11 pg L™), acetato de 2-fenietila
e 3-hidroxibutirato de etila, no suco GD_B com concentra¢des de 26,67 e 14,55 ug
L™, respectivamente, os florais: (Z)-6xido de linalol (suco SA chard_B, 14,44 ug L-
1), herbal: 1-hexanol (suco PE_B, 19,65 ug L™), entre outros.

A analise dos componentes principais (ACP) conseguiu agrupar e separar 0s
sucos de uva através do uso dos compostos validados. ACP com todos 0s sucos
tintos e brancos néao foi eficiente, sendo necessario fazer um ACP para cada tipo de
suco. Houve agrupamentos importantes, tanto nos sucos tintos quanto nos brancos,
onde componentes quimicos contribuiram efetivamente para separar 0os sucos. Nos
sucos tintos, o (E)-crotonato de etila agrupou sozinho nove sucos, sendo quatro
deles experimentais (sucos SA coraB, SA coraM, SA coraFM e SA isaB), nos
brancos, o suco PE_B foi isolado dos outros pela associacdo dos compostos 3-metil-
1-butanol, 1,8-cineol, 2-fenil-etanol e acido octandico. As informacdes de ACP
complementam aquelas ja obtidas em outras analises e contribuem para o perfil dos
sucos estudados, no entanto com estes dados ainda ndo é possivel fazer distingdo
de origem geografica dos sucos.

Os dados desta pesquisa visam contribuir para a comunidade cientifica
brasileira e para a sociedade em geral com suas informacdes e consideracdes
sobre o suco de uva integral brasileiro. Almeja-se ainda, que estes resultados
possam de alguma forma, contribuir para a busca do selo de procedéncia

geografica dos sucos de uva brasileiros.
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3 ESTUDO DA COMPOSICAO NAO-VOLATIL DOS SUCOS DE UVA INTEGRAIS
BRASILEIROS ATRAVES DO QExactive (Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-

Orbitrap Mass Spectrometer)

3.1 Introducéo

Os constituintes majoritarios do suco de uva sdo compostos nao-volateis
polares e responsaveis, na maioria das vezes, pelo seu sabor e coloragdo. Isto se
deve a presenca dos compostos fendlicos, agucares, acidos organicos, vitaminas,
pectina, entre outros (CATHARINO et al, 2006).

Na casca da uva estao presentes metabdlitos secundarios como antocianinas
(cianidina, peonidina, entre outros), flavondis, estilbenos (resveratrol) e os acidos
organicos (&cidos tartarico, malico, citrico). Nas sementes estdo principalmente os
flavondis (taninos, catequina, epicatequina, entre outros) (FULEKI et al, 2003;
KOYAMA et al, 2007) e nelas também h& grande quantidade de fibra e 6leo. Na
polpa da uva, os principais compostos sdo constituintes fendlicos (CHEYNIER,
2005).

Quando sucos tintos sdo produzidos, a polpa € aquecida juntamente com a
casca e a semente, o que resulta em maior incorporacédo de compostos fendlicos ao
mesmo (FULEKI et al, 2003) se comparados aos sucos brancos, e ainda num maior
valor caldrico devido aos carboidratos (DANI et al, 2007).

Os compostos fendlicos sdo muito importantes para a enologia, pois estao
relacionados a qualidade de sucos e vinhos, especialmente a sua cor e
adstringéncia, e também possuem importancia nutricional e farmacologica
(RIBEREAU-GAYON et al, 2003). Os principais compostos fendélicos no suco de uva
sdo os acidos hidroxibenzéicos (acidos gélico, sinapico), os acidos hidroxicinamicos
(dcidos coumarico, cafeico, ferdlico), os estilbenos (resveratrol), os flavanois
(catequinas), os flavonois (kaempferol, quercetina) (MANACH et al, 2004) e as
antocianinas (cianidina, petunidina, malvidina, delfinidina, peonidina). Estas ultimas
sdo associadas as coloracdes rosa, vermelha, azul e violeta de diversas flores,
folhas e frutas (WANG et al, 2003). MORRIS e colaboradores (1986) indicam que a
cor tinta/violacea e a qualidade do suco de uva estdo relacionadas com a
composicdo das antocininas obtidas durante todo o processo de elaboracdo da

bebida. Na Tabela 11 estéo as estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos.
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Tabela 11. Estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos: acidos
hidroxibenzdicos - acido galico e acido sinapico, estilbeno — resveratrol e acido
hidroxicindmico — acido cafeico.

COOH CH=CH-COOH
[¢]
H
HO. N
HO' OH H;CO OCHs on
. OH OH
ACIDO GALICO ACIDO SINAPICO HO ACIDO CAFEICO

O resveratrol é um produto do metabolismo das plantas e possui varias acoes
biologicas: antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral, e é sintetizado pela videira
para prevenir os ataques de fungos (SAUTTER et al, 2005).

Diversas técnicas ja foram aplicadas para analisar compostos ndo-volateis em
uvas, vinhos e sucos de uvas. CATHARINO e colaboradores (2006) analisaram
amostras de mosto provenientes de seis variedades de uvas cultivadas no Brasil (V.
vinifera: cv. Pinot Noir, Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot, e V. Labrusca: cv.
Isabel, Bordd), de procedéncia do Rio Grande do Sul, durante a fermentagédo para
obtencdo do vinho. Foram analisados fendis, flavondides, e acucares por
espectrometria de massas por ionizacdo com eletrospray e analisador tempo de voo
(ESI-TOF/MS). Com a associacdo a analise quimiométrica, foi possivel agrupar os
vinhos (m/z diagnésticos: 439, 559) e os mostos (m/z diagnésticos: 277, 313, 329,
359, 457, 539, 704, 794), sendo diferenciados principalmente pelo °Brix (°Bx).

NASI e colaboradores (2008) analisaram sucos de uva cv. italiana Falanghina
(V. vinifera), usando cromatografia liquida e espectrometria de massas com
ionizagao por electrospray e analisador quadrupolo (CL/ESI-MS, em modo negativo)
para detectar marcadores de tipicidade e autenticidade, e observaram
principalmente terpenos glicosilados, como o linalil-glicosideo, geranil-glicosideo,
linalil-arabinosil-glicosideo, entre outros. Utilizaram na CL uma coluna C18 e fase
moével em gradiente de 5 % de acetonitrila (0,2 % acido férmico, tampédo A) e 95 %
agua (0,2 % &cido férmico, tampao B). Foi realizada uma extragdo em fase solida
usando C18 para reduzir os interferentes, sem comprometer a detec¢cdo dos
terpenos glicosilados que se apresentam em baixa concentragcao nas uvas.

WANG e colaboradores (2003) analisaram antocianinas em sucos de uvas de
uvas Concord (V. labrusca), Rubired (hibrido da espécie V. labrusca) e Salvador
(hibrido da espécie V. rupestris) utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
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com deteccdo por arranjo de diodos acoplado a espectrometria de massas com
ionizacdo por electrospray (CLAE-DAD/ESI-MS). TIAN e colaboradores (2005)
utilizaram CLAE-ESI-MS/MS para analise de antocianinas em frutas do tipo “berries”,
entre elas uvas da cultivar Rubired (V. vinifera). O grupo utilizou cleanup com EFS
C18, e uma coluna analitica de C18, gradiente de fase mével 100 % A (10 % é&cido
férmico) e 20 % B (acetonitrila) por 13 min, seguido de 30 % de B por 7 min e
retorno a 100 % de A por 5 min, com fluxo de 1 mL min™. Foi empregado detector
com arranjo de fotodiodo (Photodiode Array Detector - PDA) na faixa de 200 — 600
nm.

O uso de equipamentos com tecnologia avancada promovem um diferencial
nas pesquisas e leva a resultados mais precisos e confidveis. O equipamento
QExactive (Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer) da
Thermo Electron Corporation (San Jose, CA), por exemplo, possui alto poder de
resolucdo (140.000) e excelente exatiddo de massa (até a quinta casa decimal),
reduzindo significativamente falsas identificacbes (PERRY et al, 2008).

O analisador Orbitrap foi desenvolvido por Kingdon no inicio dos anos 1920
(KINGDON, 1973) e € constituido por um fino fio central e um eletrodo exterior
cilindrico. A tenséo aplicada em um potencial possui resultados estaticos na forma
logaritmica radial entre os eletrodos. Em 1981, Knight introduziu um eletrodo externo
modificado, que incluiu um termo de quadrupolo axial que limita os ions no eixo-
armadilha (KNIGTH, 1981), porém nao era produzido para espectros de massa. No
final da década de 1990, MAKAROV e colaboradores (2006a) comegou uma
sequéncia de melhorias tecnoldogicas que resultou, em 2005, no lancamento
comercial do analisador hibrido QExactive pela Thermo Fisher Scientific (MAKAROV
et al, 2006Db).

No analisador Quadrupolo-Orbitrap, o eletrodo na forma de barril (como
exterior) e o eletrodo fusiforme (coaxial no interior) capturam e selecionam o0s ions,
no quadrupolo, e esses, por sua vez, realizam um movimento orbital em torno do
eixo, como se pode observar na Figura 16. A imagem dos ions aprisionados é
detectada e convertida para o espectro de massas usando a transformada de
Fourier do sinal de frequéncia (RICHARD et al, 2008).
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Orbilrap\
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Amplifier

Figura 16. Visualizacdo do interior do Orbitrap, onde os ions sdo aprisionados e
realizam um movimento orbital em torno do eixo (FONTE: MAKAROV, 2006a).

Segundo RICHARD e colaboradores (2008), o funcionamento do Quadrupolo-
Orbitrap ocorre da seguinte maneira: os ions ficam presos devido a atracao
eletrostatica do eletrodo interno que é equilibrada por forcas centrifugas, desta forma
os ions que giram ao redor do eletrodo interno promovem trajetérias elipticas, ou
seja, Orbitas. Além disso, os ions também se movem para tras e para frente ao longo
do eixo do eletrodo central, portanto, suas trajetorias no espaco se assemelham a
hélices. O movimento axial € harmbnico, ou seja, € totalmente independente do
movimento em torno do eletrodo interno, como também de todos os parametros
iniciais de ions, com excecédo da relacdo massa/carga (m/z). A fim de empacotar os
fons, o campo elétrico entre os eletrodos é reduzido a partir de uma fonte externa,
entdo estes pacotes sdo injetados tangencialmente para o campo elétrico, que é
aumentado para elevar a tensdo no eletrodo interno. Desta forma, os ions ficam
mais juntos no eletrodo interno até atingirem a Orbita desejada dentro do barril,
guando o campo torna-se estético e a deteccdo comeca. Cada pacote contém um
namero grande de ions que estdo com velocidades diferentes e que estédo
distribuidos ao longo de um determinado volume. Logo, eles irdo se mover com
diferentes frequéncias de rotacdo, porém com a mesma frequéncia axial, o que
proporciona que ions de uma determinada m/z se espalhem pelos anéis ao longo do
eixo interno. O espectrémetro de massas Quadrupolo-Orbitrap utiliza-se de uma
curva linear para a injecdo desses ions, que faz com que os ions desacelerem
rapidamente. As oscilacdes axiais dos ions nos anéis sdo detectadas pela corrente
induzida no eletrodo exterior, o qual é dividido em dois sensores de captacdo
simétricos ligados a um amplificador diferencial. O processamento dos dados é
semelhante ao utilizado na Espectrometria de Massa com transformada de Fourier
de ions de ressonancia ciclotronica (FT-ICR/MS), utilizado como um analisador de

massa, onde todos os ions séo detectados simultaneamente durante um periodo de
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tempo determinado e a resolucdo pode ser melhorada pelo aumento da forgca do
campo ou do aumento da duracdo de deteccdo. O Quadrupolo-Orbitrap difere do FT-
ICR/MS por auséncia de campo magnético, o que diminui significativamente o poder
de resolugdo com o aumento da m/z (MAKAROV et al, 2006a; MAKAROV et al,
2006b). Na Figura 17 estad esquematizado o equipamento QExactive e uma foto do
equipamento utilizado neste trabalho com foco nos constituintes ndo-volateis, que se
encontra no Laboratério LBCD - LADETEC/IQ - UFRJ, sob a supervisdo do professor

Henrique Marcelo Gualberto Pereira.

Quad mass filter
Mass range: 50 - 6000 miz
Precursor isolation: 0.4 - 10 miz

HCD [ C-Trap
Farallel filling, M52

—m

— =
ﬁ \%‘ |ON source: S-Lens

@ High sensitivity

Orbitrap

Figura 17. Esquematizacdo do QExactive e foto do equipamento do LBCD -
LADETEC/IQ — UFRJ.

O objetivo deste trabalho foi investigar a composi¢do nao-volatil dos sucos de
uva integrais brasileiros, utilizando o QExactive, e investigar as diferencas e
semelhancas entre os mesmos utilizando-se da andlise dos componentes principais

(ACP), relacionando-os com os compostos ndo-volateis identificados.
3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material

3.2.1.1 Padrdes e Reagentes

Os solventes utilizados foram: acetona, metanol e solugdo de NH,OH
(concentracdo 1 mg L™Y), adquiridos da Tedia Brasil. Para cleanup dos sucos foi
utilizado cartucho EFS Florisil (marca J. T. Baker®, lote P2044A1, USA), contendo
100 mg de adsorvente/cartucho. Filtros Millipore® (Membrana Fluoropore em PTFE,
Estéril, 0,2 um de Poro, 25 mm, Corpo em PE, lote JBRFGS25P).
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3.2.1.2 Amostras

Trinta e trés sucos de uva comerciais e experimentais, todos da safra 2012
foram analisados, sendo que os comerciais foram adquiridos em supermercados de
Niter6i — RJ (Brasil) e os experimentais foram obtidos de empresas parceiras, cuja
relacdo encontra-se na Tabela 2 (Capitulo 2).

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Condi¢des de Analise

Foi utilizado um espectrdbmetro de massas de alta resolucdo QExactive
(Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) como ionizac&do por electrospray (ESI) com
modo de aquisicdo negativo e positivo concomitantemente (um diferencial deste
equipamento). A aquisi¢ao foi realizada no modo Full MS em resolucéo de 140.000,
AGC target de 10° tempo méximo de injecdo de 200 ms e intervalo de m/z de 50 a
750.

A amostra foi injetada em um sistema Accela 1250 Pump acoplado a um
injetor automatico Accela Open (Thermo Scientific, San Jose, EUA). Vinte microlitros
de amostra foram injetados em coluna C18 Thermo Scientific (2.1x 50mm, 1.9 um).
A corrida cromatogréfica seguiu um fluxo constante de 50 pL min™. Foi adotado um
sistema isocratico com 100% de acetonitrila. O tempo total de corrida foi de 5 min. A
sequéncia de corridas e configuracées foram controladas pelo software Xcalibur™, o

tratamento dos dados também foi realizado neste software.

3.2.2.2 Preparo dos extratos dos sucos para injecdo no QExactive

Para o preparo dos extratos dos sucos utilizaram-se 2 mL de suco de uva. O
cartucho de EFS Florisil foi acondicionado com 1 mL de acetona, e em seguida foi
adicionado o suco de uva, que foi eluido com 2 mL de metanol. O eluato foi levado a
secura sob fluxo de N, e entdo ressuspendido com 2 mL de metanol.

Paralelamente, preparou-se uma solucao-estoque de CH3;OH/H,O/NH,OH,
utilizando 3 mL de agua destilada, 7 mL de metanol e 3 gotas de NH4,OH (solugéo 1
%).

Do extrato de suco, retirou-se uma aliquota de 50 pL, ao qual se adicionou
950 L da solugao de CH30OH /H,O/NH4OH. Este novo extrato passou por filtro de

0,2 um Millipore®, e entdo foi recolhido em um vial apropriado para injecdo no
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QExactive. Foram injetados 20 uL da amostra final, e utilizado fluxo de 50 yL min™* e
injecdo automatica. Procedeu-se todos os procedimentos supracitados para os 33

sucos em triplicata de extracao.

3.2.2.3 Tratamento dos dados

Para o tratamento dos dados fez-se primeiramente uma busca na literatura e
montou-se uma tabela-referéncia com informagcbes dos compostos nao-volateis,
como m/z, tipo de e quipamento e principais fragmentos para uvas e seus derivados.
Logo apos, realizou-se a andlise de cada suco utilizando o software Xcalibur™ que
forneceu o espectros ESI-MS, com valores de m/z experimental (m/zey,) com cinco
casas decimais, obtendo-se a abundancia da area relativa desses ions. Em seguida,
foram realizadas comparacdes das informacdes da tabela-referéncia com os valores
obtidos pelo software Xcalibbur™. A verificacdo da razdo massa/carga tedrica
(m/zor) foi obtida no préprio software através da férmula molecular da substancia
identificada, e assim foi realizado o calculo do erro, em ppm, segundo a férmula
abaixo (IGLESIAS, 2012):

Calculo E(ppm) = |(M/Zexp. — M/ Zteor )/ (M Zexp )|* 10°

Com os valores de area obtidos no tratamento dos dados das inje¢cdes no

QExactive foi possivel fazer a ACP dos compostos nao-volateis dos sucos de uva e

tentar agrupa-los. Para fazer o ACP foi utilizado o programa SPSS_17 Statistics.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

E importante ressaltar que até o presente momento ndo ha trabalhos
publicados utilizando a técnica de QExactive em sucos de uva, por ser uma técnica
de andlise ainda muito recente. Analises anteriores levaram ao estudo de
antocianinas, como de FRAIGE e colaboradores (2014), em uvas cv. Shiraz,
Cabernet Sauvignon, Merlot e Maximo (V. vinifera) usando LC-ESI-MS/MS, e pelo
grupo de HUANG (2009) em uvas Muscadine (V. rotundifolia) em HPLC-ESI-MS.
PERESTRELO e colaboradores (2012) analisaram o perfil fendlico da uva cv. Tinta
Negra e Sercial (V. vinifera) utilizando HPLC-DAD-ESI-MS, assim como o grupo de
BARCIA (2014) analisando as cultivares hibridas (V. vinifera com V. labrusca)

brasileiras BRS Violeta (tinta) and BRS Lorena (branca) utilizando a mesma técnica.
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Neste trabalho, inicialmente testou-se para clean-up da amostra dois tipos de
cartuchos EFS, o C18 e o Florisil. O primeiro, devido a alguns trabalhos semelhantes
na literatura mencionarem o uso de C18 (NASI et al, 2008; TIAN et al, 2005), e o
segundo, por ja ter sido utilizado no Laboratério de Aromas em algumas matrizes e
ter apresentado bons resultados (ALVES et al, 2012; ALVES et al, 2014,
MARTINELLI, 2014) perante o cleanup e a pré-concentracéo eficientes em matrizes
alimentares (LANCAS, 2014)

Apds o teste com ambos os cartuchos de extracdo, constatou-se que o Florisil
foi 0 melhor para a retirada dos interferentes. Observou-se que a extracdo com
cartucho C18 deixou o extrato ainda com corante, com tom rosado, sendo assim,
escolhido o cartucho EFS Florisil. FRAIGE e colaboradores (2014) analisando uvas
cv. Shiraz, Cabernet Sauvignon, Merlot e Maximo (V. vinifera) utilizadas para
producdo de vinho, com foco nas antocianinas, relatam que a cor intensa das uvas
tintas é proveniente da casca e do mosto.

Os extratos de suco de uva integral, extraidos com EFS Florisil, foram
filtrados em filtro 0,2 pm Millipore®, para a retirada de possiveis residuos insolveis
presentes no extrato, uma vez que estes podem entupir a seringa de injecdo e
prejudicar o funcionamento do QExactive (MAKAROQV et al, 2006a). Vinte microlitros
de cada extrato (33 sucos de uva em triplicata de extracdo) foram injetados no
QExactive.

Os dados foram tratados utilizando do software Xcalibur™ , obtendo-se um
perfil dos compostos ndo-volateis dos sucos (Tabela 2) com massas exatas (5 casas
decimais obtido pela analise no QExactive). Na Tabela 12 estdo os valores de m/z
com cinco casas decimais, além do erro E(ppm) relativo a razdo massa/carga
experimental (m/z exp.) e tedrica (m/z teor.), para verificacdo da confiabilidade da
identificacdo dos mesmos. O erro indica quanto os valores obtidos se destoaram dos
"verdadeiros" valores de m/z (VALLE, 2012; EMEA, 1995). Para este tipo de
equipamento, que possui alta resolucdo em massa exata, o erro deve ser inferior a
10 ppm (IGLESIAS, 2012). Como pode ser observado na Tabela 12, os valores de E
(ppm) variaram de 0,42 a 8,06 ppm, e assim foram considerados satisfatorios.
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Tabela 12. Proposta dos compostos nao-volateis presentes nos sucos de uva,
formula molecular, m/zey, (experimental) e m/z.o. (tedrico), erro E (ppm) obtidos na
andlise por QExactive.

Substéncia Formula  m/ze, M/Zeor. E (ppm)
acido fosférico H3PO,4 96,95871  96,95915 4,53
acido tartarico C4H6O0s 149,00797 149,00789 0,54
acido malico C4HsOs 133,01296 133,01251 3,38
acido citrico CeHgO7 191,01890 191,01795 4,97
acido succinico C4HeO4 117,01805 117,01756 4,18
acido acético C,H40, 59,01251 59,01258 1,18
acido ascorbico CsHgOs 176,13380 176,13456 4,31
acido p-coumarico CgoHg03 165,09284 165,09277 0,42
acido cafeico CoHgO4 180,05851 180,05871 1,11
acido quinico C7H1206 191,01890 191,01834 2,93
acido trans-fertarico CuH1409  325,09284 325,09272 0,37
acido ferulico Ci0H1004  193,03455 193,03536 4,19
acido aspartico C4sH/,NO;  134,01636 134,01696 4,47
acido malonico C3H40,4 102,97443 102,97391 5,05
acido siringico CoH100s5 199,80428 199,80370 2,90
acido propionico C3HsO, 72,99172  72,99201 3,97
acido galico C7HgOs 170,09014 170,09097 4,87
acido cinamico CoHsO, 149,04439 149,04508 4,62
acido carbdnico H,CO3 59,91258 59,91296 6,34
acido sinapico CuH1,0s  225,00701 225,00786 3,78
acido vanilico CgHgO4 168,98842 168,98855 0,77
acido coutarico Ci3H1,0s  295,06708 295,06781 2,47
acido trans-caftarico Ci3H1,09  311,16867 311,16758 3,50
acido cis-4-coumarico CgoHg03 165,06708 165,06782 4,48
L- asparagina C4HgN,O;  133,04936 133,04961 1,88
L - glutamina CsH1oN,Os  147,02875 147,02833 2,85
L - lisina CeH1aNO,  147,02875 147,02909 2,31
L —valina CsHuuNO,  118,04082 118,04140 4,91
D- glucose CsH1206 179,05515 179,05484 1,73
L - prolina CsHoNO,  115,91945 115,91891 4,65
L - metionina CsH;;:NO,S  150,01137 150,01150 1,13
L - tirosina CoH1:NO3 182,08775 182,08694 4,45
L —leucina CeH1sNO, 132,36670 132,36605 4,91
L-triptofano C11H12N2O,  205,03484 205,03498 0,68
L - arginina CeH1aN4O, 175,06026 175,06101 4,28
4-O-cafeoilquinico CisH1s09  353,08800 353,08825 0,71
5-O-cafeoilquinico Ca4H3208  447,03959 447,03920 0,87
resveratrol CusH1203  228,99380 228,99310 3,06
pteroestilbeno CicH1603  254,91680 254,91555 5,45
apigenina CisH100s  269,08773 269,08827 2,01
catequina CisH1406  290,08415 290,08491 2,62
coniferina CisH220s  341,10898 341,10876 0,65
p-coumarato de etila C11H1203  191,01890 191,01736 8,06
galato de metila CgHgOs 182,98779 182,98662 6,39
malonato de dietila C-/H1,04 160,07445 160,07533 5,49
tirosol CgH100> 136,99571 136,99503 4,96
manitol CsH1406 181,07084 181,07147 3,48

Na Tabela 13 encontram-se os valores da abundancia (média da triplicata, n =
3) das substancias propostas, presentes nos sucos de uva trabalhados. Os valores
dos coeficientes de variagcdo (CV %) encontram-se no Apéndice B, 0s quais variaram
de 0,8 a 6,8 %, apresentando baixa dispersédo dos valores, uma vez que até 15 % é

considerado aceitavel quando se trata de matrizes complexas (EMEA, 1995).



Tabela 13. Valores da abundancia (média da triplicata, n = 3) de cada substancia identificada nos sucos de uva.

Abundancia
Substancias AL AM AU CB SA_chard_B CL CM CM_B SA_coraB SA_coraFM SA_coraM
acido fosforico 230813813 430221206 40943917 138344603 167531059 11464848 18067475 419484011 26673168 107387797 82846949
acido tartarico 74812156 358513087 13752693 45103386 21757269 1691592 3291786 15448307 5345973 8838098 24886112
acido acetico 8053655 11369508 2974453 7006471 5937977 120083 217508 22947987 538784 5475400 4509861
acido carbonico 0 0 0 372419 9321 991014 0 0 0 0 0
acido citrico 32252173 35373422 11051592 5715724 8002452 571626 688940 98314206 447482 3855189 3637326
acido succinico 5685627 4105379 3433648 6531138 225957467 47951 55231 26371164 0 4523560 8079073
acido propidnico 3090387 8207062 1838140 5434553 23530050 38046 47170 17028964 253032 4527367 0
acido ascorbico 0 5401970 4807276 8569936 26191359 311271 336749 32331536 647841 7381285 6645177
acido malico 305883547 369590109 80808147 66425671 322354471 3810513 5395816 1104118571 4316080 472534144 423808939
acido p-coumarico 26965278 14968433 1506449 8118461 3345956 301648 387093 60584192 210990 7958317 8784069
acido cafeico 57260023 32773630 23420764 31022858 11248693 1568970 1757069 9734591 3340108 2544323 36019515
acido quinico 10035752 13491333 1634567 5257515 3627675 114120 141520 11448911 517482 3855187 3637326
acido trans-fertarico 41033746 18841558 18187104 13500739 34874363 1306089 3291786 97261560 231273 7958317 7993997
acido ferulico 32611524 199617065 1189199 10021397 35054535 1306089 3291786 97261560 259270 5239462 6769441
4cido aspartico 11041352 15516039 3398724 15603690 18321619 583737 811925 47283544 0 20248509 18094089
acido malénico 2919926 4746021 1497327 4134408 66103 516548 620494 9856977 0 0 0
acido siringico 61815 0 0 0 14591 0 20968 0 0 0 0
acido cinamico 0 0 666345 34283176 6151864 623810 3291786 15448307 5345974 2842512 24896427
acido sinapico 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3775766 0
acido galico 0 0 3204145 158949 0 0 0 10690618 0 2556781 3952286
acido coutérico 29891027 5103748 1481624 7179726 34879869 1691592 3291786 21722682 5192633 8838098 0
acido trans-caftarico 35131 1456627 21082 7527804 15839 0 28614 152536715 0 0 0
acido cis-4-coumarico 35620398 9329658 1509930 6194974 12742164 331047 378117 21722682 669940 4908936 4514726
L- asparagina 266874926 369590109 82367300 5790391 148987665 2872764 3531311 9084208 4316080 3359228 3012906
L-glutamina 17548954 0 0 8227130 4876680 179648 471633 42437395 944657 9862785 10449571
L-lisina 3292216 0 0 2987561 4876680 0 0 0 0 0 0
L-valina 6888608 10689065 2591850 1602490 9749920 746626 95665 14967783 858060 4856160 3765114
D-glucose 50577076 64195411 23420765 31022858 19588487 1568970 1757069 152536715 3340108 4053166 34250005
L-prolina 161924 1555375 1853505 2511353 3485933 764326 950483 9084208 0 3359228 3012906
L- metionina 217990300 6774985 23941 177999 4896906 1416833 2594007 12203662 226453 0 0
L- tirosina 75590 137678 93105,33 0 29145 618761 260206 0 0 0 0
L-arginina 0 0 0 0 7124987 0 0 0 0 0 0
L-leucina 0 0 32010,67 180864 0 243887 123615 0 0 0 6084275
L-triptofano 0 0 2450051 0 0 0 0 0 3330285 2892451
4-0O-cafeoilquinico 0 0 0 0 0 0 0 0 1327427 0 0
5-O-cafeoilquinico 1867594 0 1684792 2594656 10563927 141327 0 11127292 0 0 24886112
resveratrol 0 0 9781,333 0 0 230230 347036 0 269733 0 0
pteroestilbeno 0 0 0 772337 29253 0 131885 0 0 0 0
apigenina 0 0 5282,667 0 0 47951 55232 26371164 432953 4523560 0
catequina 0 0 6275 2450051 0 1568970 1431070 152536715 3340108 40531371 0
coniferina 0 0 0 0 5846869 0 0 0 255312 0 0
malonato de dietila 15716076 18375607 6259354 11908245 38713279 813377 1130448 40465699 1339151 9101858 9316329
p-coumarato de etila 6589016 4154444 1683249 5715724 3494877 114120 141521 9581838 447482 3855233 3637326
galato de metila 75590 1827184 101775,7 0 29145 766634 652375 0 0 0 3848466

tirosol 0 0 0 0 2029118 238748 191790 28578511 669940 7196871 0




Continuacgdo. Tabela 13.

Abundancia
Substancias DC DG EP GA GB GD GD B SA isaB SA_isaM SA_ita B SA _mosc_B
15299463

acido fosforico 2377009 131323179 5 807372 92878325 114270976 76364384 455333 455333 151544928 112767179
acido tartarico 662411 1987336 64257531 10723560 17649921 26465027 1671565 67926 67926 56183579 47190107
acido malico 769705 413738923 3975763 6217445 5087845 396927616 42687773 263769 263769 340287616 174503872
acido carbonico 0 0 405857 192165 0 1992992 0 610473 606356 0 0
acido propidnico 0 3999014 4063460 291200 5050650 4485868 1499551 0 0 4090787 0
acido citrico 235023 4838529 3258470 302300 5908676 4904763 7525249 1319176 1319176 2764987 1916775
acido succinico 0 6572141 2693475 259896 13085773 5123049 2118760 48891 48891 2024844 1982805
acido acetico 68518 4380021 6831575 472906 7526071 6171544 2514884 0 0 5679775 3869384
acido ascorbico 124952 5859413 8414148 493221 10429829 9288212 3245652 11863 11863 7283019 5224982
acido p-coumarico 106480 5599480 10408506 489542 14609703 6047141 1976003 9378 9378 6322637 1566968
acido cafeico 144647 27208619 2739072 2277777 3161246 2722423 1051898 63336 63336 2421675 1640284
acido quinico 0 4838529 3258470 302300 6198166 4904763 7525249 12771 12771 8062391 1916775
acido trans-fertarico 662411 21750016 2692126 543098 61124549 9940201 9695183 9378 9378 3229249 47190107
acido ferdlico 0 21750016 2692126 10723560 61124549 24203533 9695183 67926 67926 3229249 47190107
acido malonico 141283 2278608 0 266756 5210837 0 1006829 92136 92136 0 0
acido aspartico 244485 17296912 10194731 261360 8950100 17092620 1823244 10971 10971 14669603 7360421
acido galico 0 2919176 2431022 406049 6794092 3743760 1195370 10357 0 1916834 0
acido cinamico 376942 4085792 64257531 10723560 17649921 5207389 1671565 32555 203779 3820513 0
acido coutarico 0 4183995 2712553 10723560 4831524 5431589 790443 67926 67926 2034055 2509734
acido sinapico 0 0 0 200523 3990226 0 0 250070 27742 0 1388068
acido vanilico 0 0 0 0 0 0 0 11896 0 0 0
acido trans-caftarico 0 2314819 0 0 0 0 0 9157 9157 0 0
acido cis-4-coumarico 0 4790289 2712553 489542 9000172 6648357 3288353 14854 14854 2034055 2845111
L-asparagina 769705 3029160 3975763 419970 5087845 2878338 42687773 263769 263769 2433561 1246847
L-glutamina 217945 1987336 11090287 914980 4024860 12036597 4694900 15681 15681 10507706 7259035
L-lisina 0 1987336 0 3185544 4024860 0 0 0 0 0 0
L-valina 343308 5689325 0 0 3820176 7565829 0 0 0 0 0
D-glucose 608718 27208619 42661813 2277777 48718539 42728064 1600628 63336 63336 37539107 25517859
L-prolina 244485 3029160 0 419970 0 2878338 0 81212 81212 2433561 1246847
L-metionina 769705 2407480 2639389 453839 4024860 0 1408591 263769 263769 2360311 1972543
L-triptofano 0 0 0 0 0 2551931 837470 0 3159971 0 0
5-O-cafeoilquinico 68484 2848294 0 0 6352601 2826798 793790 0 0 0 0
resveratrol 125638 0 0 0 0 0 10774 77575 106996 4743540
pteroestilbeno 222480 0 513627 0 0 0 0 0 0 0 2270503
apigenina 0 6572141 0 0 0 0 910535 10905 0 2024844 0
catequina 0 27208619 42661813 0 0 0 0 13935 0 0 1342361
galato de metila 258839 0 0 0 0 0 0 86438 86438 0 0
p-coumarato de etila 0 4838529 3258470 302300 7200135 4904763 7525249 12771 12771 2764987 1916775
malonato de dietila 528738 8207656 11532785 1811111 13559384 13798979 4564038 18298 18298 9937167 7361931
tirosol 80596 5689325 7541499 3219157 9000172 1992992 3288353 22289 74730 7038343 47190107
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Continuagéo. Tabela 13.

Abundancia
Substancias MT MV PE PE_B PG Pz SB Sl SN SP uv
acido fosforico 3033854 1138737 184025749 177958869 177748256 63297973 67071515 57296629 116386389 10019937 115049611
acido tartarico 914456 298125 96171787 72375936 37895027 5399938 27625355 18412580 41240088 3096804 64839659
acido carbonico 932515 944128 0 0 0 0 0 0 0 0 0
acido malico 991862 422803 198159253 285889365 277166144 368019627 186771563 184048917 291749376 341605 528537771
acido citrico 3805974 4074804 3124237 3763986 3891735 7953394 4681777 3894881 2252231 135117 8546573
acido propiodnico 0 0 3951093 4672309 4285667 4231042 3317781 2960383 3838674 0 1370489
acido succinico 0 0 1998265 6114095 2973377 9452278 6046972 6812175 4604826 0 2504162
acido acetico 83581 0 6241681 6642979 6458445 4638100 5295985 4647222 5037321 1878154 2888867
acido ascorbico 162695 79457 7402505 8925659 8501401 6955626 7708847 7690043 6195705 328672 3702139
acido p-coumarico 129163 88675 7586214 4632301 8831130 7397462 10350829 6318167 8242679 197307 4098121
acido cafeico 777609 370371 2356799 2672777 2683612 32593789 2497447 2488608 28262064 1663706 16481816
&cido quinico 0 0 3124237 3763986 3891735 7953394 4681777 3894881 2252231 135117 8546573
acido trans-fertarico 914456 298125 12428217 17069745 13505741 52561109 27625355 8172225 34349021 0 3259906
acido ferulico 914456 298125 10676113 17069745 13505741 52561109 29604307 22462179 34349021 368695 3259906
acido aspartico 295022 191065 8346379 12058475 11947383 15514704 7876605 7873202 12450143 145060 22370472
acido malonico 139379 168071 0 2341647 0 4571289 2736668 2642827 2833114 0 1643435
acido sinépico 0 0 0 0 0 25139100 0 0 0 132293 0
acido gdlico 0 0 2630850 8162487 7339621 1282100 3439912 3956927 3694896 0 1533940
acido cinamico 914456 894376 96171787 217127808 113685080 72178744 27625355 4795871 41240088 3096804 1839578
acido siringico 0 0 0 3465944 0 0 0 0 0 0 0
acido coutarico 914457 298125 2389681 3607901 4946112 8262047 5004696 5332045 4458329 3096804 3640168
acido cis-4-coumarico 169189 74759 3557768 3607901 2061028 8262047 5004696 2247115 5414800 341605 3640168
acido trans-caftarico 0 0 0 0 2418178 4806616 0 2602746 0 0 2239860
L-asparagina 295022 422803 2301950 3141138 6929336 5615338 4788938 4722295 2142257 860431 3968917
L-glutamina 284130 137225 9990540 12073644 11437400 9308720 1899780 2155490 3198546 539905 1421170
L-lisina 0 0 0 0 0 0 1899780 2155490 3198546 0 1421170
L-valina 0 0 0 11383625 0 0 0 0 0 0 0
D-glucose 777609 370371 2050079 41352685 42376832 32593789 38809773 38307792 28262064 1663706 16481816
L-prolina 295022 191065 0 3141138 0 0 0 0 2142257 0 3968917
L-metionina 991862 422803 3983560 3046702 0 0 1899780 2155490 3198546 128440 2714894
L-arginina 0 0 0 0 0 17626078 0 0 0 0 0
L-leucina 0 142741 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L-triptofano 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2548352
5-O-cafeoilquinico 0 62800 0 0 0 6353685 1993212 3907728 2457629 0 1450526
resveratrol 116529 279984 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pteroestilbeno 0 219638 0 0 227972 0 0 0 0 188156 0
apigenina 0 0 1998265 18342284 8920131 28356834 0 12425655 4604826 138856 0
catequina 777609 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
malonato de dietila 635731 362862 10445617 11192249 11133893 9980141 10151768 11189041 8639457 1023376 5722007
p-coumarato de etila 0 0 3124237 3763986 3891735 7953394 4681777 3894881 2252231 135117 8546573
galato de metila 242031 270660 0 0 0 0 0 0 0 229748 0
manitol 0 0 0 0 0 0 2107657 0 0 0 0
tirosol 557983 224279 6422621 22898894 23153564 17300734 7193702 6634847 5414800 0 0

Os termos AL, AU etc. sdo os cadigos referentes aos sucos de uva. Os valores de abundancia referem-se as médias das areas relativas das triplicatas de extragao.
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Observa-se que em todos os sucos foram identificados o &cido fosférico, e os
acidos tartarico, malico, citrico e ascorbico (excecdo do suco AL), j& mencionados
em uvas hibridas (V. vinifera com V. labrusca) para elaboracéao de vinhos (BIASOTO
et al, 2010).

Os outros compostos, dentre acidos fendlicos e aminoacidos, foram variaveis
entre os sucos. O pterostilbeno, encontrado nos sucos comerciais CB, CM, DC, EP,
MV, PG e SP, e nos experimentais SA_chard_ B e SA_mosc_B, é um estilbeno, e
assim como o resveratrol € produzido pelas uvas para o combate a fungos e virus;
nos animais tem propriedades antiinflamatérias e antioxidante (LANGCAKE &
PRYCE, 1997).

O &cido clorogénico (ACG), aqui representado pelo acido 4-O-cafeoilquinico,
0 mais comumente observado na natureza, foi identificado apenas no suco
experimental SA_coraB e trata-se de um éster polifendlico encontrado em vegetais e
frutas, principalmente no café; o ACG 5-O-cafeoilquinico j& foi observado em dezoito
tipos de sucos, sendo observado principalmente em frutas. OLIVEIRA e
colaboradores (2014) observaram acido cafeoilquinico em sucos de uva cv Concord
(V. labrusca) produzidos em Farroupilha —RS. O ACG atua em diversos sistemas
biolégicos, nas atividades anti-mutagénica, antitumoral, no controle da obesidade,
analgésica, antipirética, ansiolitica, anti-microbicida, antifangica, antiviral,
antioxidante, antiinflamatoria e anti-angiogénica (FARSKY, 2013).

O é&cido sinapico € derivado do acido cindmico e possui atividade
antioxidante, assim como o acido vanilico, que é derivado do &cido benzodico
(RAMALHO & JORGE, 2006), sendo encontrados respectivamente nos sucos
SA coraFM, GA, GB, SA _isaB, SA_isaM, SA_mosc_B, PZ, SP).

O manitol, por sua vez, € um acucar obtido da frutose, possui atividade
diurética e é utilizado em alimentos dietéticos (CRUZ et al, 2004). Pode ser utilizado
como adogante, e foi identificado apenas no suco SB, um suco orgéanico e comercial.

Os estilbenos, pterostilbeno e resveratrol, ja foram identificados em uvas
brasileiras cv Concord (OLIVEIRA et al, 2014), os acidos fendlicos ferulico e cafeico
em uvas hibridas (V. vinifera com V. labrusca) de variadas cultivares (BIASOTO et
al, 2010), assim como alguns sucos deste trabalho.

O L-triptofano € um amino&cido que auxilia na sintese da serotonina e
estd associado ao bem-estar, sendo importante no tratamento e prevencdo da

depressao, ansiedade e até auxiliar no processo de emagrecimento, e pode ser
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encontrado em alguns alimentos (ZANIN, 2014). Neste estudo foi observado nos
sucos GD, GD_B, SA_isaM, CB, SA_coraFM, SA_coraM e UV. Outro aminoacido, a
L-arginina, foi identificada nos sucos PZ e SA chard B, sendo responsavel pela
cicatrizagéo de feridas, antitumoral, e combinada com a lisina, reduzem a ansiedade.
Outro amino&cido, a L-tirosina, ajuda na producdo de outros hormdnios, que
melhoram o estado de alerta e a alegria (CORREIA & QUIRINO, 2014), observada
nos sucos AL, AM, AU, SA chard B, CL e CM.

N&o foram observadas antocianinas, o que parece ter sido decorrente das
etapas de cleanup com EFS Florisil. No entanto, como jA comentado anteriormente,
nao ha metodologias bem estabelecidas utilizando o QExactive e, devido a sua alta
sensibilidade e pelo fato do equipamento utilizado ser empregado em analise de
doping, optou-se por um clean-up bastante efetivo a fim de evitar futuros problemas
de contaminagao.

Na Tabela 14 encontram-se os cddigos dos compostos na andlise dos
componentes principais (ACP), cuja area encontra-se descrita na Tabela 13. Alguns

compostos estao ausentes pelos valores n&o significativos na separagao pelo ACP.

Tabela 14. Substancias com seus respectivos cédigos para andlise dos
componentes principais (ACP).

Cédigo para Cédigo para

Substancia ACP Substancia ACP
acido fosférico C1 L - lisina c22
acido tartarico Cc2 L — valina c23
acido malico C3 D- glucose Cc24
acido citrico C4a L - prolina C32
acido succinico C5 L - metionina C33
acido acético Cc7 L - tirosina C34
acido ascoérbico c8 L — leucina C40
acido p-coumarico C9 L-triptofano C48
acido cafeico C12 L - arginina C54
acido quinico C13 L - glutamina Cc21
acido trans-fertarico C16 L- asparagina C19
acido ferdlico C17 resveratrol C4a4
acido aspartico C20 pteroestilbeno C50
acido malonico c27 apigenina C42
acido siringico C31 catequina C47
acido propionico C36 coniferina C53
acido galico C45 tirosol C41
acido cinamico C46 manitol C56
acido carbdnico - 5-O-cafeoilquinico C37
acido sinapico C59 4-O-cafeoilquinico C58
acido vanilico - galato de metila C35
acido coutarico C39 malonato de dietila C25
acido trans-caftéarico C30 p-coumarato de etila Cc18
acido cis-4-coumarico C28
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Sabendo-se que na ACP, com énfase nos constituintes volateis (vide secdo
2.3.6. do Capitulo 2), ndo foi satisfatoria quando se fez a analise com 0s sucos
brancos e tintos juntos, resolveu-se entao, fazer a ACP para 0os compostos nao-
volateis para cada tipo de suco.

Na Figura 18 encontra-se a analise de componentes principais (ACP) para os
sucos de uva tintos, onde se observa o grafico de scores (A) dos sucos de uva e 0
grafico de loadings (B) com o0s compostos quimicos identificados. As duas
componentes principais descrevem 73,7 %, promovendo melhor a separagao e/ou

agrupamento das amostras.
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Figura 18. (A) Grafico de scores dos sucos de uva tintos, (B) Grafico de loadings
com o0s compostos nao-volateis identificados, com formagdo de agrupamentos
conforme as cores observadas nos gréficos (A) e (B).

Os sucos Sl e UV estao relacionados com os compostos C34 (L-tirosina), C35
(galato de metila), C40 (L-leucina), C48 (L-triptofano) e C50 (pterostilbeno), o que
mostra que h& maior quantidade destes compostos nestes sucos, conseguindo
separa-los, mesmo que pouco dos demais sucos. O galato de metila € um composto
fendlico encontrado no vinho e no geranio (Geranium niveum) (CALZADA et al.,
1999).

Pode-se observar no grafico de scores, Figura 18A, que ha um grupo de
sucos a esquerda (marcado em roxo), sendo 3 sucos experimentais (SA) e 8 sucos
comerciais. Nota-se que, no grafico de loadings, Figura 18B, ndo ha correlacdo
direta com nenhuma substancia. Esse fato informa que nenhuma substancia da

Tabela 14 foi eficaz para isola-los.


http://es.wikipedia.org/wiki/Geranium_niveum
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Os sucos AL e AU apresentam correlagdo com os compostos C8 (&cido
ascorbico), C23 (L-valina), C25 (malonato de dietila), C28 (cis-coumarico), C36
(acido propidnico) e C37 (5-O-cafeoilquinico). Vale ressaltar que o acido ascorbico
(vitamina C) € uma furanolactona muito importante na dieta humana, é um poderoso
antioxidante, sendo usado para transformar os radicais livres de oxigénio em formas
inertes, e pode ser encontrado em varias frutas e legumes (NELSON & COX, 2005).

Ja os sucos PZ e GB possuem 11 compostos propostos que ajudam a
separa-los do grupo maior. Os compostos C31 (acido siringico), C44 (resveratrol),
C56 (manitol), C58 (4-O-cafeoilquinico) e C59 (acido sinapico), correlaciona-se a 8
sucos, deixando-os agrupados entre si e separados dos demais grupos. O acido
siringico é derivado do acido galico e esta presente no vinho tinto e nas cascas das
uvas vermelhas possui atividade antioxidante (GALVEZ et al, 1994).

Os compostos sem marcacdo sao aqueles que podem estar relacionados com
0s sucos PZ e GB, na regiao inferior do gréafico de loadings e com os sucos AL e AU
na parte superior.

BIASOTO e colaboradores (2010) utilizaram-se do ACP para caracterizar 0s
vinhos elaborados com uvas hibridas (V. vinifera com V. labrusca). Foi observada,
de maneira geral, que a ACP estaria relacionada a parametros como a acidez de
uma amostra por correlacdo com o acido succinico, o que pode conferir maior acidez
ao mesmo, e em outra amostra, relagdo com o acido ascorbico, o que conferiria
carater amargo. Os autores propuseram um potencial uso destas informagdes para
auxiliar as vinicolas no controle de qualidade.

Na Figura 19 encontra-se a ACP para os sucos brancos, onde se observa o
grafico de scores (A) dos sucos de uva e o grafico de loadings (B) com os
compostos quimicos propostos, sendo que as componentes principais, ACP1 e
ACP2, descreveram 66,0 %, conferindo separagcédo das amostras.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Antioxidante
http://pt.wikipedia.org/wiki/Radical_livre
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Figura 19. (A) Gréfico de scores dos sucos de uva brancos, (B) Gréfico de loadings
com 0s compostos nédo-volateis identificados, com formacdo de agrupamentos
conforme as cores observadas nos graficos (A) e (B).
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Embora o nimero de amostras seja restrito, observa-se que 0s sucos estao
bem separados, com excecao dos sucos SA_mosc_B e GD_B, que se agruparam
por influéncia dos compostos C40 (L-leucina), C48 (L-triptofano) e C50
(pterostilbeno), compostos que foram igualmente observados nos sucos tintos Sl e
UV. O suco experimental SA chard B do grafico de scores, Figura 19A,
correlaciona-se no grafico de loadings (Figural9B) com os compostos C5 (&cido
succinico) e C54 (arginina), e o suco CM_B ndo possui henhuma substancia
correlacionada a ele. No entanto, no gréafico de loadings observa-se grande namero
de compostos sem correlacdo com nenhum suco estudado, o que pode estar
relacionado ao baixo numero de amostras. O &cido trans-caftarico (C30) é um
composto fendlico ndo-flavonoidico encontrado na uva, sendo responsavel pelo tom
amarelado dos vinhos e sucos brancos (LEE & JAWORSKI, 1987). O tirosol (41) é
um antioxidante fendlico natural presente em uma variedade de matérias primas
naturais, dentre elas a uva, o cha e 6leo de oliva, € um derivado do alcool fenetilico
(GIOVANNINI et al., 1999). Os sucos SA ita_ B e PE_B possuem, respectivamente 7
e 10 substancias que os separam dos demais sucos brancos.

A ACP se mostrou uma ferramenta importante na analise da composicédo do
perfil ndo-volatil dos sucos, pois através dela foi possivel obter informages quanto
ao agrupamento dos sucos estudados correlacionando-os com 0S compostos

identificados no QExactive.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Antioxidante
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenol_natural&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93leo_de_oliva
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81lcool_fenet%C3%ADlico
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3.4 CONCLUSAO

Conclui-se que foi possivel agrupar os sucos de uva estudados neste trabalho
através do uso da andlise dos componentes principais (ACP), utilizando-se dos
compostos propostos com o emprego do equipamento QExactive (Q Exactive™
Hybrid Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer). Nos sucos tintos e brancos,
analisados separadamente, foi possivel verificar agrupamentos provocados por
compostos que melhor se relacionaram a alguns grupos de sucos, sendo assim

decisivo para separa-los dos demais.
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4 DETERMINACAO DA ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM SUCOS
DE UVA INTEGRAIS BRASILEIROS

4.1 INTRODUCAO

O Brasil € um importante pais produtor e exportador de produtos
agropecuario, e é também um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo,
com as importacdes atingindo quase 2,5 bilhdes de ddlares por ano (SPADOTTO &
GOMES, 2011).

Os agrotoxicos sdo compostos quimicos que possuem atividade sobre pragas
numa lavoura, sendo esta de inibicdo ou exterminio. A finalidade de sua aplicacéo
na cultura é favorecer o aumento da producao de alimentos, tendo em vista que faz
o controle fitossanitério. O risco de contaminacdo pode ocorrer tanto pela aplicacéo
em si, quanto pela migracdo dos compostos de uma cultura para outra, que pode
ocorrer por acao dos ventos (SANTOS, 2002) ou migracdo pela agua.

As uvas estdo entre as frutas que mais apresentam risco de exposi¢cao aos
agrotoxicos, devido ao fato da aplicacdo ser realizada por meio da pulverizacao
aérea, podendo deixar residuos destes contaminantes em uvas in natura e em seus
produtos finais (sucos, vinhos e geleias), além de proporcionar risco de
contaminagao ao meio ambiente (KUGLER, 2014). Os agrotoxicos mais utilizados na
cultura da uva sé@o os inseticidas da classe dos organofosforados e alguns
fungicidas, principalmente das classes dos piretréides e dos carbamatos (MAPA,
2014; ANVISA, 2014a).

Os organofosforados (OF) sdo extremamente toxicos aos seres humanos. No
entanto, apresentam boa eficacia no combate a pragas e possuem pouca
persisténcia no meio ambiente (GASPARIN, 2014). Os organoclorados (OC) séao
compostos que possuem seu uso banido desde 1992 (MILHOME et al, 2011), porém
ainda hoje sdo observadas contaminacdes por estes compostos, devido a sua alta
persisténcia na natureza e estabilidade quimica, uma vez que ndo séo sollveis em
agua e podem ficar ativos por anos, se acumulando na cadeia alimentar e
contaminando a regido onde fora aplicada. A excecao € o dicofol, que € o tnico OC
permitido 0 seu uso na cultura de uva, pois € solivel em &gua e apresenta
toxicidade baixa se comparada com outros agrotoxicos (OVIEDO et al, 2003;
FLORES, 2004).
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Segundo JULIATTI e colaboradores (2006) os fungicidas s&o compostos
guimicos empregados no controle de doencas de plantas causadas por fungos, sédo
classificados como protetores ou erradicantes. Os protetores tem seu efeito quando
aplicados na planta antes da mesma possuir o fungo, agem formando uma espécie
de barreira téxica, impedindo a penetracdo dos fungos. J4 os erradicantes sdo
absorvidos e distribuidos por toda a planta, tendo a capacidade de inibir a
proliferacdo do patdégeno, que ja se encontra na mesma. Os fungicidas (Fg) podem
ser de vérias classes quimicas como: piretroides, carbamatos, triazois, imidazois e
derivados, entre outros.

Atualmente, cerca de 60 tipos de pragas afetam a videira, principalmente
fungos e insetos. Dentre as doencas relacionadas estdo aquelas causadas por
fungos: o mildio (Plasmopara viticola), oidio (Uncinula necator), podriddo de cachos
(Glomerella cingulata), antracnose (Elsinoe ampelina) e ferrugem (Phakopsora
euvitis) estdo entre aqueles que mais atacam os frutos e as folhas. No caso dos
insetos, 0s mais incidentes s&o a mosca branca (Bemisia argentifolli), a lagarta das
folhas (Eumorpha vitis), a broca dos ramos (Paramadarus complexus), o bicudo da
videira (Heilipodus dorsosulcatus) e o acaro rajado (Tetranychus urticae) que atacam
folhas, galhos e frutos (BOTTON et al, 2014). Anualmente, o prejuizo por pragas na
cultura de uvas chega a 2 bilhdes de dolares (SPADOTTO & GOMES, 2014) e, para
combater estas pragas, 0s agricultores fazem uso continuo de agrotéxicos,
principalmente fungicidas e inseticidas (BOTTON et al, 2014), os quais fazem parte
o organoclorado dicofol, os organofosforados paration e clorpirifdés metilico,
metidationa e ditianona, o piretrdide A-cialotrina e o triazol tebuconazol, dentre
outros. Na Figura 20 encontram-se as estruturas quimicas de alguns agrotoxicos

utilizados na cultura de uva.

HO,
o NO, i
2 C=CH CHs co,, CN
s o’ 2;0/ o.
” H W H
— P N
cely HyCO—P——0 N
CH; cl N
cl cl g \ /
N:

OCH,

. . . . . tebuconazol (triazol)
dicofol (OC) paration metilico (OF) A-cialotrina (piretroide)

Figura 20. Estrutura quimica de alguns agrotoxicos utilizados na cultura de uva:
dicofol (OC), parations metilico (OF), A-cialotrina (piretréide) e tebuconazol (triazol).

Amostras de varios produtos alimenticios ja foram pesquisadas no que

concerne a analise de residuos, e alguns resultados sdo preocupantes. RAMOS e
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colaboradores (2009) monitoraram organofosforados, triazinas e piretréides em
amostra de frutas como maca, laranja, uva e péra, e neste caso em questdo, nao
detectaram nenhuma contaminacdo, estando os residuos dentro dos valores
aceitaveis. A ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, com o Programa de
Andlise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA) ja relatou varios residuos
de agrotoxicos em frutas, principalmente de laranja, como procloraz e profenofos
(ANVISA, 2014b). RISSATO e colaboradores (2005) relataram residuos de procloraz
e tebuconazol em maca e tomate, e valores maiores do que o permitido de clorpirifos
metilico, e de aldrin (organoclorado proibido no Brasil) foram detectados.

O uso de agrotoxicos em produtos alimenticios tem gerado preocupacado nos
orgdos governamentais, pois as exportacdes destes produtos agricolas devem
obedecer as normas rigidas do o¢rgdo internacional Codex Alimentarius
Internacional. Esse 06rgdo inspeciona visando um comeércio de alimentos livres de
residuos de agrotéxicos entre as nacdes, estabelecendo assim limites maximos de
residuos (LMR) de cada agrotoxico para uma determinada cultura agronémica. Em
caso de desacordo com as normas o Pais exportador sofre barreiras fitossanitarias e
econOmicas (CODEX ALIMENTARIUS, 2014).

O Brasil, assim como os outros paises, obedece aos LMR ditados pelo Codex
Alimentarius, no entanto ha também os limites nacionais, que sédo definidos pela
ANVISA e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Estes
valores sdo resultados de experimentos no campo, e aqueles principios ativos que
nao estao registrados nestes 6rgdos sdo considerados nao autorizados para uma
determinada cultura, pois ndo apresentam LMR definidos no Pais (MAPA, 2014;
ANVISA, 2014a).

O desenvolvimento de métodos analiticos para a avaliagdo e o0 monitoramento
de residuos de agrotoxicos, tanto em frutas quanto em alimentos processados, como
0 caso do suco de uva, é de grande importancia para a adequacdo as normas
internacionais.

Como ja comentado na secdo 2.1. do Capitulo 2, a extracdo liquido-liquido
(ELL) € uma técnica muito empregada na separa¢do de substancias, sendo que o
analito de interesse fica na fase organica, mantendo os interferentes na fase aquosa,
gue é descartada. Ja a extracdo em fase sélida (EFS) € uma técnica que usa pouco
solvente, € simples e rapida, promove o cleanup da amostra e pré-concentra os

analitos de interesse.
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Na EFS, uma amostra é eluida num cartucho recheado com um sorvente
(fase estacionaria), conforme ilustrado na Figura 21, e a escolha desta fase deve-se
a natureza quimica das substancias que se pretende isolar e analisar (LANCAS,
2004).

Smm==s— Disco de polieiilen
% 2 D polieiileno
PN (20 pm)

|

i

Figura 21. Exemplificacdo de um cartucho de EFS (Fonte: LANCAS, 2004).

O fenbmeno da adsorcdo ocorre quando se emprega, por exemplo, um
sorvente polar, como a silica. A fase estacionaria silica € um polimero de (SiO2),-
OH e seu mecanismo € por adsor¢ao, que é a adesao das moléculas de um fluido (o
adsorvido) a uma superficie sélida ou fase estacionéaria solida (o adsorvente) e o
grau dessa adsorcdo dependera da temperatura, da pressao e da area da superficie
do solido. Os cartuchos Amina (NHy), Alumina (Al,O3) e Florisil, [MgAI(SiO4),],
apresentam este tipo de mecanismo, e este ultimo tem sido utilizado em analises de
agrotoxicos. Este tipo de fase estacionaria adsorve facilmente agua e compostos
muito polares, devido a formacao de ligac6es de hidrogénio com os grupos silanois
em sua superficie e tal fato deve ser levado em conta, uma vez que o analito de
interesse pode ficar retido na fase de forma irreversivel (LANCAS, 2004).

A particdo ou absor¢cdo ocorre quando o sorvente é menos polar que o
solvente de eluicdo na fase estacionaria como o Cig - que S&80 Qgrupos
octadecilsilanos quimicamente ligados a silica - e seu mecanismo € o processo de
interacdo de um liquido (substancia absorvida) por um filme liquido (substancia que
absorve). No caso, o grupo octadecilsilano fixa os componentes mais apolares da
amostra. O solvente extrator deve ser mais apolar para garantir a remo¢ao dos
analitos da fase Cig, uma vez que a mesma possui uma longa cadeia carbdnica. O
tamanho do seu radical Ci;g3 pode reter os analitos mais do que o desejado,
chegando ao ponto de prendé-los no cartucho de maneira irreversivel (LANCAS,
2004).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9culas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Agente_adsorvente
http://pt.wikipedia.org/wiki/Temperatura
http://pt.wikipedia.org/wiki/Press%C3%A3o
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A etapa de limpeza da amostra ou cleanup é um procedimento importante que
tem como finalidade remover interferentes presentes na amostra, que podem
atrapalhar no método e na analise dos compostos de interesse (LANCAS, 2004). O
cleanup da amostra tem como principal finalidade a remocdo de componentes da
matriz da amostra que séo potenciais interferentes na quantificacdo dos agrotoxicos
(LANCAS, 2004).

O cleanup com cartucho de EFS ocorre através das etapas ilustradas na
Figura 22: condicionamento do cartucho (para ativar o sorvente), adicdo de amostra
(uso de pequenos volumes de amostra com uso da pressao positiva - gravidade) e
eluicdo do analito de interesse (com pequeno volume de eluente apropriado). Ao
carregar o cartucho com a amostra, 0s compostos que nao tiverem afinidade com a
fase estacionaria eluem primeiro, permanecendo retidos apenas 0s compostos que
possuem algum tipo de interagdo com o sorvente. Em seguida ocorre a etapa de
cleanup ou lavagem, e por fim passa-se um solvente ou uma mistura de solventes
para extrair os analitos retidos (LANCAS, 2004; AQUINO NETO & NUNES, 2003;
COLLINS et al, 2007).

\]Q QFC_?
= SXe)
T X
o
Condicionamento Adicdo da amostra Lavagem Eluicao

Figura 22. Etapas da extracdo em fase solida (Fonte: LANCAS, 2004).

Em pesquisas para andlise de agrotoxicos em matrizes alimentares, a EFS
com Florisil j& se mostrou como sendo aquela com melhor recuperacdo desses
contaminantes. Isso se deve ao fato de que os interferentes sdo eluidos com o
auxilio de solventes apropriados e os residuos de agrotoxicos sao recuperados
guase quantitativamente (CESSNA, 1992). ABAD e colaboradores (2010), em
investigacdo de multirresiduos em cenoura, obtiveram recuperagédo de 70 a 133 %
dos agrotoxicos pelo método no qual utilizaram o cartucho Florisil para pré-
concentragdo destes compostos.

No caso de sucos de frutas frescas, o uso de técnicas de extracdo associadas
como a extracao liquido-liquido (ELL) e a extracdo em fase soélida (EFS) promove
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excelente remocdo de interferentes como corantes e agucares, e extrai os analitos
de interesse, visto que a matriz alimentar € bem complexa. DONG e colaboradores
(2009) e LI & YUAN (2008) utilizaram a unidao da ELL com a EFS para esta
finalidade, em seus trabalhos com sucos concentrados de frutas e suco de cenoura,
respectivamente, obtendo bons resultados quando comparado com procedimentos
gue utilizavam apenas uma das extracoes. Pelo fato dos sucos apresentarem muitos
aclcares e corantes que, em geral, saturam o sorvente e entopem o cartucho de
EFS, impedindo a satisfatéria pré-concentracdo dos compostos de interesse, 0 Uso
da ELL previamente faz-se necessaria.

A técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(com analisador quadrupolo) em modo seletivo de ions (CG-EM-MSI) - ja comentada
na secao 2.1. do Capitulo 2 — apresenta boa sensibilidade para quantificacdo de
substancias, e € uma alternativa simples e de fécil acesso na andlise de agrotoxicos
em matrizes variadas, visto sua enorme aplicacdo em laboratérios de pesquisa e de
controle de qualidade. CHERTA e colaboradores utilizaram a CG-EM-MSI para
analise de residuos de agrotoxicos de diversas classes em frutas e vegetais (2013a)
e em sucos de frutas (2013b). ALVES e colaboradores (2012) utilizaram esta técnica
para analise de organoclorados e organofosforados em 6leos essenciais citricos.
ANDRADE e colaboradores (2011) investigaram residuos de seis agrotoxicos em
amostras de tomate utilizando o CG-EM-MSI. DOMOTOROVA e colaboradores
(2006) a utilizaram para investigar residuos de agrotdxicos multiclasses em maga, e
ALBERO e colaboradores (2005) usaram esta técnica na analise de 50 agrotéxicos
em diversos tipos de sucos.

A producdo de suco de uva vem aumentando no Brasil e, para tanto, a
gualidade e a seguranca alimentar devem ser avaliados para que se cumpram 0S
requisitos do Codex Alimentarius Internacional e da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), no ambito de consumo interno e da expansdo das exportagdes brasileiras.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método analitico
para investigar residuos dos agrotoxicos, dos tipos organoclorados (OC) e
organofosforados (OF) e fungicidas (FG), em sucos de uva integrais brasileiros —

comerciais e experimentais - utilizando a ELL/EFS e CG-EM-MSI.
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4.2.1 Material

4.2.1.1 Padrdes e Reagentes
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Os solventes e os reagentes utilizados foram: cloreto de sédio (NaCl) e sulfato
de sédio (Na;SO,) foram adquiridos da Merck, hexano (HEX), acetona (ACET),

acetato de etila (AcOEt) foram comprados na Tedia Brasil, todos grau GC. Padréo

interno: o n-pentacosano (Fluka, Sigma Aldrich), os padrdes de agrotéxicos, cujas

férmulas moleculares estdo na Figura 23, foram da marca Dr. Mark Ehrenstorfer

GmbH, com pureza > 98 % e foram utilizados cartuchos EFS Florisil (marca J. T.

Baker®, lote P2044A1, USA), contendo 100 mg de adsorvente/cartucho e para teste

os cartuchos amina (marca Waters lote OON9306531), alumina (marca Waters, lote
006432150K) e tC18 (marca Waters, lote 006630056A). A solucdo-estoque dos

padrbes de agrotoxicos e de Pl foram armazenadas e mantidas a 4 °C.
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4.2.1.2 Amostras

Foram adquiridos 99 sucos de uva comerciais e experimentais (sendo 3
garrafas de cada suco, conforme Tabela 15), todos da safra 2012. Os comerciais
foram adquiridos em supermercados de Niter6i — RJ (Brasil) e os experimentais
foram obtidos de empresas parceiras. As garrafas foram abertas no dia de

extracdo/analise e apés o uso foram acondicionadas em freezer (- 8° C).

Tabela 15. Sucos de uva brasileiros: codigos e especificacdes (tipo, natureza, tipo
de uva).

Codigo sucos tipo Natureza do suco Tipo da uva
AM_G1 Tinto Comercial Isabel/ bord6
AM_G2 Tinto Comercial Isabel/ bordd
AM_G3 Tinto Comercial Isabel/ bord6
AL G1 Tinto Comercial Isabel/ bord6
AL_G2 Tinto Comercial Isabel/ bordd
AL G3 Tinto Comercial Isabel/ bord6
AU_G1 Tinto Comercial Isabel/ bordd
AU G2 Tinto Comercial Isabel/ bord6
AU _G3 Tinto Comercial Isabel/ bordd
CB_G1 Tinto Comercial Isabel/ bordd
CB G2 Tinto Comercial Isabel/ bord6
CB_G3 Tinto Comercial Isabel/ bordd
CL_G1 Tinto Comercial Isabel/ bord6
CL_G2 Tinto Comercial Isabel/ bord6
CL_G3 Tinto Comercial Isabel/ bord6
CM_G1 Tinto Comercial Isabel/ bordd
CM_G2 Tinto Comercial Isabel/ bordd
CM_G3 Tinto Comercial Isabel/ bord6
CM_B_G1 Branco Comercial Italia

CM B _G2 Branco Comercial Italia

CM_B_G3 Branco Comercial Italia

DC_G1’ Tinto Comercial Isabel/ bord6
DC_G2 Tinto Comercial Isabel/ bord6
DC_G3 Tinto Comercial Isabel/ bordd
DG _G1 Tinto Comercial Isabel/ bord6
DG_G2 Tinto Comercial Isabel/ bordd
DG_G3 Tinto Comercial Isabel/ bord6
GA G1 Tinto Comercial Isabel/ bordd
GA_G2 Tinto Comercial Isabel/ bord6
GA _G3 Tinto Comercial Isabel/ bord6
GB_G1 Tinto Comercial Isabel/ bord6
GB_G2 Tinto Comercial Isabel/ bord6
GB_G3 Tinto Comercial Isabel/ bordd
GD_G1’ Tinto Comercial Isabel/ bord6
GD_G2 Tinto Comercial Isabel/ bordd
GD_G3’ Tinto Comercial Isabel/ bord6
GD B G1’ Branco Comercial Italia

GD B G2 Branco Comercial Italia

GD B _G3 Branco Comercial Italia

MT_G1 Tinto Comercial Isabel/ bordd
MT_G2 Tinto Comercial Isabel/ bord6
MT_G3 Tinto Comercial Isabel/ bordd
MV_G1 Tinto Comercial Isabel/ bord6

MV_G2 Tinto Comercial Isabel/ bord6




Continuacgao da Tabela 15.

MV_G3

PE_G1

PE_G2

PE_G3

PE_B _G1
PE_B_G2
PE_B_G3

PG _G1

PG_G2

PG_G3

PZ G1

PZ_G2

PZ G3

SB_G1’
SB_G2
SB_G3’

SI_G1

SI_G2

SI_G3

SN_G1

SN_G2

SN_G3
SP_G1’

SP G2
SP_G3’

Us G1

Us_G2

US_G3

EP_G1
EP_G2
EP_G3
SA_isaM_G1
SA isaM_G2
SA isaM_G3
SA isaB_G1
SA isaB_G2
SA isaB_G3
SA_coraB_G1
SA coraB_G2
SA coraB_G3
SA_coraM_G1
SA_coraM_G2
SA _coraM_G3
SA_coraFM_G1
SA _coraFM_G2
SA_coraFM_G3
SA chard B G1
SA_chard_B_G2
SA chard B G3
SA mosc_ B G1
SA_mosc_B_G2
SA _mosc_B G3
SA ita_B_G1
SA ita_ B_G2
SA ita B G3

Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Branco
Branco
Branco
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Tinto
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco

Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Comercial
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental

Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Italia
ltalia
Italia
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/ bordd
Isabel/bordd
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
BRS cora
BRS cora
BRS cora
BRS cora
BRS cora
BRS cora
BRS cora
BRS cora
BRS cora
Chardonnay
Chardonnay
Chardonnay
Moscato
Moscato
Moscato
Italia
Italia
Italia

* Suco Organico: sem utilizacdo de fertilizantes sollveis, pesticidas sintéticos e transgénicos.

G1, G2 e G3 refere-se as garrafas de sucos de uva.
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4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Condicdes de Andlise

Utilizou-se um CG-EM modelo GC6850 acoplado a um MSD modelo 5975C
MSD Instrument (Agilent Technologies) com modo de ionizacdo por impacto de
elétrons a 70 eV. O gas carreador utilizado foi hélio da Air Products®, com fluxo
inicial de 1.0 mL min™. A coluna cromatogréfica foi a HP5-MS (Agilent 19091S 433E)
com 0.25 mm i.d., 30 m e 0.25 ym espessura de filme. As temperaturas do injetor e
linha de transferéncia foram, respectivamente, de 250 e 310 °C. A programacéo da
temperatura foi: 50 °C, em isoterma por 2 min, taxa de 10 °C min™ até 300 °C (15
min) perfazendo 42 min de corrida cromatografica. O modo de injecao foi splitless,
com pressdo constante de 7,9 PSI.Utilizou-se o modo SCAN (50 - 400 u) para a
obtencado dos tempos de retencéo e confirmagdo da composicdo e o0 modo seletivo
de ions (MSI) para a validacdo do método, quantificacdo e aplicacdo em amostras

reais.

4.2.2.2 Preparo das solucdes estoque do padrao interno n-pentacosano e dos
agrotoxicos

As solucbes estoque do padréo interno (PI) n-pentacosano e dos agrotoxicos
foram preparadas, individualmente, colocando-se 1,0 mg do composto num baldo
volumétrico de 1,0 mL, onde posteriormente completou-se o volume com hexano,
obtendo uma concentracdo de 1000 mg.L™. Estas solucdes foram mantidas em
freezer a - 8 °C e injetadas no CG-EM, a cada 15 dias, para verificacdo da

estabilidade desses padrdes.

4.2.2.3 Preparo da solucdo-mix dos agrotoxicos

Transferiram-se, para um baldo volumétrico de 1,0 mL, 50 uL de cada solugéo
estoque de agrotoxicos e o volume foi completado com hexano, resultando em uma
solucdo-mix (mistura dos agrotéxicos) de concentracdo 50 mg L* de cada
agrotoxico. Para a validacdo foram preparados solu¢des-mix utilizando-se 1, 5, 10,
15, 20, 25, 50 pL da solucéo estoque de cada agrotoxico (concentracdo de 1000 mg
L"), em baldes volumétricos de 1,0 mL, completando o volume com hexano,
resultando respectivamente em solu¢cbes com concentracdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25

e 50 mg L™ de cada agrotéxico. Para a anélise da preciséo (repetitividade) foram
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preparadas solugdes-mix, utilizando 15, 30, 45 e 60 pL da solug&o-estoque de cada
agrotoxico, em baldes volumétricos de 1,0 mL, cujos volumes foram completados
com hexano, resultando respectivamente solu¢cées com concentracdes de 15, 30, 45
e 60 mg L™ de cada agrotéxico. As solucdes foram mantidas no freezer durante todo
o trabalho a temperatura de - 8 °C.

4.2.2.4 Fortificacdo do suco de uva e procedimento de extracdo ELL/EFS
Realizou-se inicialmente a técnica de ELL, colocando-se em um erlenmeyer
15 mL do suco de uva integral AU fortificado com 1,0 mL da solugdo-mix de
agrotéxico (concentracdo de 50 mg L™), 4 g de NaCl, 15 mL de acetato de
etilazhexano (1:1) e 25 pL da solugcdo-estoque do padrdo interno n-pentacosano
(concentracdo 1000 mg L™?). O erlenmeyer foi agitado via ultrassom por 15 minutos.
Em seguida, foi recolhida a fase organica (F.O.), seca com adi¢do de sulfato de
sédio e a fase aquosa descartada. Em seguida, foi realizada a EFS com cartucho
Florisil, condicionado com 5 mL de acetona e, em seguida, foi aplicada a F.O. Apoés
a eluicdo, o cartucho foi eluido com 5 mL acetato:hexano (1:1). O extrato foi
recolhido em um frasco para a obtencéo dos analitos de interesse. Esse extrato foi
levado a secura em fluxo de N, e em seguida, ressuspendido com 1.0 mL de

hexano. Um microlitro deste extrato final foi injetado no CG-EM-MSI, em triplicata.

4.2.2.5 Obtencéo da curva de calibracéo

Para a obtencédo da curva de calibragao foi utilizado o suco AU - por tratar-se
de um suco com poucos compostos e livre de residuos (ja observados nos cap. 2 e
3) — e o uso do suco fortificado com as solucbes-mix de agrotoxicos, nas
concentracdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 50 mg L™ de cada agrotéxico. Em seguida,
foi realizado o procedimento descrito em 4.2.2.4 para cada fortificacdo com as
concentragdes supracitadas.

Para a andlise da precisédo (repetitividade) utilizou-se o suco AU fortificado
com as solu¢es-mix de agrotéxicos nas concentracées de 15, 30, 45 e 60 mg L™ de
cada agrotoxico. Em seguida, foi realizado o procedimento descrito em 4.2.2.4, para

cada fortificacdo com as concentragdes mencionadas.
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4.2.2.6 Aplicacdo do método validado em amostras reais
O método validado foi aplicado em 33 sucos de uva integrais (triplicata de
garrafa), ao qual seguiu o procedimento descrito em 4.2.2.4, excluindo-se a parte de

fortificacdo com os agrotdxicos no processo.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Analise qualitativa

Devido & composicdo quimica pobre na andlise em SCAN pelo CG-EM, o
suco de uva AU foi escolhido para a validacdo do método, uma vez que possuia
apenas 18 compostos identificados, possuindo assim menor interferéncia na andlise
dos residuos e também ndo se detectou agrotoxicos no mesmo. NOS outros sucos,
foram identificados cerca de 45 volateis, principalmente ésteres etilicos (antranilato,
(E)-2-hexenoato de metila e benzoato de metila), alcoois primarios (1-hexanol, 1-
octanol, 2-etil-hexanol, 2-fenil-etanol) e alcoois terpénicos (a-terpineol, linalol),
conforme discutido anteriormente no Capitulo 2 e atestado no Apéndice A.

Inicialmente, foram realizados varios testes, com métodos de extragdo ja
descritos na literatura para analise de agrotoxicos, como o0 QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe), a ELL, e a EFS, utilizando nesta ultima os
cartuchos alumina, amina, tC18 e Florisil, sem éxito, e finalmente a associagao
ELL/EFS.

Na Figura 24 esta representada a comparagdo dos cromatogramas dos testes
utilizando associacdo das extracbes ELL/EFS do suco AU fortificado com alguns
agrotoxicos, para verificacdo de cleanup e pré-concentracdo dos agrotoxicos e
posterior escolha do cartucho que melhor extraia os compostos de interesse.
Observa-se que apenas a extragao utilizando a EFS Florisil foi eficiente para extrair

0s agrotoxicos no suco AU fortificado com estes analitos.
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Legenda: ELL/EFS: associacao das extracdes liquido-liquido e em fase sélida.
Figura 24. Comparacao dos cromatogramas dos testes utilizando associacdo das

extracdes ELL/EFS do suco AU fortificado com alguns agrotoxicos.

4.3.2 Analise quantitativa

O suco AU foi fortificado com solugdo-mix de agrotoxicos (concentracao de 50
mg.L™") e injetado em CG-EM em varredura (SCAN) e em modo seletivo de fons
(MSI), para verificacdo dos tempos de retencdo dos mesmos.

Na Figura 25, esta representado o cromatograma do suco AU fortificado com

os padrdes dos agrotoxicos apés as extracdes ELL/EFS Florisil, utilizando o CG-EM-

MSI.
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Legenda: ELL/EFS: associacdo das extracdes liquido-liquido e em fase sélida, CG-EM-MSI:
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em modo seletivo de ions.

Figura 25. Cromatograma do suco de uva AU fortificado com os agrotoxicos apos a
extracdo ELL/EFS utilizando CG-EM-MSI: 1. carbaril, 2. dimetoato, 3. quintozeno, 4.
paration metilico, 5. clorpirifés metilico, 6. dicofol, 7. aldrin, 8. tiabendazol, 9.
metidationa, 10. clordano, 11. dieldrin, 12. tebuconazol, 13. ditianona, 14. A-
cialotrina, 15. procloraz e o PI: padréo interno n-pentacosano.
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Na Tabela 16 estdo apresentados os tempos de retencdo dos agrotoxicos e
do padréo interno (PI) n-pentacosano, bem como o0s ions caracteristicos, que foram
utilizados para determinacdo qualitativa e quantitativa dos residuos de agrotéxicos
por CG-EM.

Tabela 16. Tempos de retencao (tg) e ions caracteristicos dos agrotéxicos em CG-
EM.

Picos Agrotdxicos tgr (Min) fons caracteristicos (m/z)
Organoclorados (OC)
7 Aldrin 20,8 263, 265, 293
6 Dicofol 20,6 197, 286, 314
10  Clordano’ 21,9; 223 237,272,373
11  Dieldrin 22,7 139, 141, 250
3 Quintozeno 18,3 237, 249, 295
Organofosforados (OF)
2 Dimetoato 17,4 87, 125, 229
4 Paration Metilico 19,4 109, 125, 153
5 Clorpirifés Metilico 19,6 237, 263, 345
9 Metidationa 21,7 85, 145, 302
13 Ditianona 25,2 264, 268, 296
Fungicidas (Fg)
14  A-cialotrina 26,1 181, 197, 225
1 Carbaril 14,9 115, 144, 202
12 Tebuconazol 24,3 131, 175, 201
8 Tiabendazol 21,2 125, 153, 307
15 Procloraz 27,1 180, 266, 308
Pl n-Pentacosano (PI) 25,7 197, 239, 352

*No agrotoxico clordano foram monitorados 2 isbmeros (a e y)

As curvas analiticas foram obtidas de suco AU fortificado, em sete diferentes
concentracdes (1, 5, 10, 15, 20, 25 e 50 mg L) dos agrotdxicos apds a cleanup com
ELL e pré-concentracdo por EFS Florisil, injetado em triplicata. A concentragéo de PI
foi de 25 mg L™ para todas as andlises. Os resultados foram submetidos aos
métodos estatisticos de Grubbs e Cochran, para verificacdo de valores aberrantes
(MILLER & MILLER, 1988). No teste de Grubbs n&o houve necessidade de se
descartar nenhum valor, possuindo assim 95 % de confianca para todos os valores
das curvas de calibracdo. No teste de Cochran, as variancias de cada ponto das
curvas de calibracdo se mostraram homogéneas com o aumento da concentracgéo, e
observou-se que o desvio bilateral das varidncias apresentou um nivel de
significancia de 5 %, apresentando um comportamento homocedastico, ou seja, com
variancias estatisticamente equivalentes.

Na Tabela 17 encontram-se os parametros de calibracdo dos padrbes de
agrotoxicos: coeficientes de determinacéo (R?), equacdes da curva de calibracéo,
limites de deteccdo e de quantificacdo, LD e LQ, respectivamente, e LMR (limite
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maximo de residuos - do Codex Alimentarius Internacional) dos agrotoxicos

estudados.

Tabela 17. Coeficientes de determinacédo (R?), equacdo da curva de calibracéo,
limites de deteccao e de quantificacdo, LD e LQ, respectivamente, e LMR (limite
maximo de residuos obtido no site do Codex Alimentarius Internacional).

Agrotéxico CG-EM-MSI LMR™
R°® Equacdes LD LQ

Aldrin 0,991 y =0,051x + 0,011 1,42 4,16 (c)
Dicofol 0,996 y =0,105x — 0,018 1,70 6,86 8,50
Clordano 0,992 y = 0,014x + 0,005 5,89 7,14 (c)
Dieldrin 0,990 y =0,156x + 0,078 6,60 9,00 (c)
Quintozeno 0,997 y =0,147x + 0,004 5,39 8,16 (c)
Dimetoato 0,991 y =0,042x - 0,013 5,11 9,29 (c)
Paration Metilico 0,990 y = 0,008x + 0,006 1,24 3,75 1,40
Clorpirifés Metilico 0,992 y =0,182x + 0,075 1,36 4,12 1,70
Metidationa 0,997 y =0,101x — 0,018 1,47 3,56 1,70
Ditianona 0,994 y =0,011x + 0,004 1,20 3,64 5,10
A-cialotrina 0,994 y = 0,042x + 0,003 5,89 7,14 5,10
Carbaril 0,990 y =0,095x — 0,009 6,25 9,47 (©)
Tebuconazol 0,994 y = 0,015x + 0,005 5,50 8,33 10,20
Tiabendazol 0,990 y = 0,008x + 0,006 6,19 9,00 (c)
Procloraz 0,991 y = 0,024x + 0,008 5,50 8,33 (c)

(a) coeficiente de determinacéo (R, (b) Referéncia Codex Alimentarius Internacional,
(c) sem valor referéncia. LD, LQ e LMR em mg L™

Para analise de residuos de agrotdxicos em matrizes alimentares se aceita
(R?) acima de a 0,990 (MILLER & MILLER, 1988; RIBANI et al, 2004). Considerando
todas as concentracOes trabalhadas, observa-se que os valores obtidos variam de
0,990 — 0,997, estando dentro dos valores aceitaveis. Os limites de deteccao (LD) e
de quantificacédo (LQ) foram calculados a partir dos parametros da curva analitica de
acordo com a féormula LD = 3,3 (s/S) e LQ = 10,0 (s/S), onde s e S sdo as
estimativas do desvio padrdo de resposta do coeficiente linear e do coeficiente
angular da equacédo da curva analitica, respectivamente, (MILLER & MILLER, 1988;
BOX et al, 2004) e estes variaram, respectivamente, de 1,20 — 6,25 e 3,75 - 9,47 mg
L™,

A precisdo do método foi avaliada pela repetitividade, sendo obtida através
de quatro concentracdes injetadas em triplicata (15, 30, 45 e 60 mg L™, com n = 12)
de cada agrotoxico na matriz do suco de uva AU, cujo desvio padrao relativo
(DPR%) foi abaixo de 4,9 %. A exatiddo do meétodo foi avaliada pela recuperacéo,
utilizando as areas dos agrotéxicos obtidas por CG-EM-MSI na equacédo da curva de
calibracdo de cada agrotéxico, e a concentracdo de Pl de 25 mg L™ na matriz do
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suco de uva AU, variando de 84 a 99,7 %. Os valores de precisdo e exatidao estao
de acordo com a ANVISA (2014) e o International Conference on Harmonization —
ICH (1995) que estabelecem DPR (%) abaixo de 20 %, principalmente quando
envolve matrizes complexas, como as alimentares. Na analise de residuos séo
aceitos recuperacdes na faixa de 70 a 120 %, quando se tem precisdo inferior a 20
% (MILLER & MILLER, 1988; BOX et al, 2004). Para tanto, os resultados obtidos de
recuperacdo para 0s agrotoxicos avaliados encontram-se dentro desta faixa

aceitavel e estédo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Repetitividade (DPR%) e recuperacao (R%) dos agrotoxicos trabalhados.

Agrotoéxico CG-EM-MSI
DPR (%)® R (%)™
Aldrin 1,9 93,9
Clordano 4,9 94,9
Dicofol 3,5 86,5
Dieldrin 3,1 91,5
Quintozeno 0,4 99,7
Dimetoato 0,5 86,3
Metidationa 0,2 94,8
Clorpirifds Metilico 29 99,7
Paration Metilico 0,5 89,3
Ditianona 0,9 93,9
A-cialotrina 0,6 92,3
Carbaril 4.4 87,8
Tebuconazol 1,8 91,2
Tiabendazol 3,9 84,0
Procloraz 2,4 90,4

(a) médias da repetitividade para n = 12, (b) medias para
recuperacgdo para os valores de cinco concentragfes utilizando
a curva de calibracéo.

CHERTA e colaboradores (2013b) analisaram residuos de agrotoxicos (aldrin,
dieldrin, clorpirifés metilico) em sucos de frutas e obtiveram, utilizando CG-EM-MSI,
valores de recuperacéao variando de 70 - 120 % com DPR abaixo de 15 %. ALBERO
e colaboradores (2005) analisaram residuos de 52 agrotéxicos (aldrin, metidationa,
A-cialotrina, paration metilico, clorpirifés metilico, entre outros) em sucos de frutas
(uva, laranja, abacaxi, péra, péssego, cenoura), utilizando CG-EM-MSI, em cujo
método obteve recuperacdes variando de 91,5 a 101,8 % com DPR de 3,8 — 8,1 %.
YANG e colaboradores (2011) analisaram 88 agrotoxicos em frutas do tipo “berry”
(raspberry, strawberry, blueberry) e uvas usando EFS e CG-EM-MSI, obtendo
recuperacoes entre 63 - 137 %, com DPR entre 1 - 19 %.

O método validado foi aplicado em amostras de sucos de uvas integrais

comerciais e experimentais de 33 marcas diferentes, produzidos em 2012. Para
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cada marca foram analisadas trés amostras diferentes, chamadas de G1, G2, G3 (n
= 99). Entre eles, 32 estavam contaminadas, sendo que em algumas amostras havia
contaminagdo por mais de um tipo de agrotoxico. Dos 15 agrotoxicos testados
apenas dicofol, ditianona e tebuconazol sdo permitidos na cultura da uva (CODEX
ALIMENTARIUS, 2014). No entanto, as quantidades encontradas foram bem acima
dos LMRs aceitaveis. Os sucos cujos residuos de agrotoxicos foram identificados e

guantificados por esse método encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19. Sucos de uva contaminados com residuos de agrotoxicos.

Residuos de Agrotdxicos Suco_Garrafa Concentracdo (mg L™)
Aldrin CL G1 13,20
Clordano SB _G1 13,29
Dicofol CL G1 34,00
DC _G1 17,13
DC _G3 16,95
GA_G3 ’
18,25
PE_B_G2 '
—_— 18,20
PE B G3 1528
SA isabelB_G3 '
Dieldrin SP_G1 60,17
Dimetoato AM_G1 14,50
AM_G2 17,00
AM_G3 16,20
SA coraM G3 15,58
Ditianona GB_G2 15,23
Quintozeno AL_G1 15,85
AL_G2 18,71
AL_G3 34,52
CL G1 21,66
DC_G1 11,80
DC _G3 16’33
GA_G1 '
— 15,90
GA_G2
— 16,80
GA_G3
— 17,83
PE_B_G1 '
— = 16,67
PZ_G2 18’33
SI_G3 '
Tebuconazol GA G1 16,65
GA_G2 16,63
GA_G3 16,60
PE_G1 13,53
PE_G3 13,25

PZ_G1 16,65
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Continuacao Tabela 19.

PzZ_G2 18,62
PZ_G3 19,11
SN_G2 13,34
Tiabendazol GB G1 13,33

*Sucos de uva organicos.

No cromatograma da Figura 26, por exemplo, pode ser observado residuo de
dieldrin no suco SP_G1, na concentracdo de 60,17 mg L™. Vale salientar que este
agrotoxico estad banido das culturas agricolas brasileiras desde a década de 90
(MILHOME et al, 2011). No Apéndice C (secdo de Apéndices) encontram-se mais
alguns cromatogramas da analise de residuos de agrotéxicos em sucos de uva, ja

relatados na Tabela 15.

==_7=

Dieldrin

SP_Gl.DV\datasim.ms

Pl {padrdo interno)

#. JM

10,00 T “20.00 30.00 tempo(min.) = 40.00
Figura 26. Cromatograma do suco de uva integral SP_G1 com residuo do
agrotéxico dieldrin (60,17 mg.L™) e o PI n-pentacosano na concentracdo de 25 mg.L"
1

Abundancia (a.u.)

Observou-se a contaminagdo do suco AL_G3 pelo agrotéxico quintozeno, na
concentracéo de 34,52 mg L™ (tz 18,28), um organoclorado proibido na cultura de
uva. Residuos de dicofol (tg 20,57) foram observados nas amostras DC_G2 e o
DC_G3, que sdo sucos organicos, e cujo valor se encontra acima do LMR do dicofol
para a cultura de uva, que é 8,50 mg L™. O dicofol é permitido em varias culturas
agricolas, uma vez que apresenta baixa toxicidade e é soluvel em agua.

No suco de uva integral CL_G1 observou-se residuo de mais de um
agrotéxico, como 13,20 mg L™ de aldrin; 34,00 mg L™ de dicofol e 21,66 mg L™ de
guintozeno, todos OC. Os valores sdo bem altos, até mesmo para o dicofol, Unico
permitido entre eles.

Em alguns casos, ha a utilizacdo de mais de um tipo de agrotdoxicos nas

culturas visando a eliminacdo de diversas pragas que acometem a videira, no
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7

entanto ndo € considerado o ideal, tendo em vista a contaminacdo do ambiente
(BOTTON et al, 2014). Na literatura, ha relatos de matrizes com mais de um residuo
de agrotoxico CHERTA e colaboradores (2013b) encontraram residuos de aldrin e
metidationa em amostras de mac¢a, RISSATO e colaboradores (2005) encontraram
residuos de aldrin, clorpirifés metilico, dimetoato e procloraz em amostras de alface,
tomate, batata e maca.

Os residuos de agrotoxicos encontrados nesta tese foram, em sua grande
maioria, em sucos de uva integrais tintos e comerciais. Quanto aos sucos de uva
integrais brancos apenas o PE_B, nas G1 (18,25 mg L), G2 (14,57 mg L") e G3
(18,20 mg L™) apresentou residuos de dicofol e na G1 tambem quintozeno (12,67
mg LY.

Os residuos dos agrotoxicos dicofol e tebuconazol podem ser decorrentes de
excesso de aplicacdo desses agrotdxicos as videiras, enquanto os residuos de
dimetoato e tiabendazol podem ser oriundos de outras culturas (vindos pelos
ventos), assim como o0s organoclorados (aldrin, clordano, dieldrin e quintozeno), pois
estdo proibidos em culturas brasileiras, podendo ainda ser provenientes de
contaminagdes do solo ou resultantes de aplicacao indevida por agricultores.

Os resultados deste Capitulo foram publicados na revista Food Analytical
Methods (ALVES et al, 2014).

4.4 CONCLUSAO

Na validacdo do método para a analise de residuos de agrotoxicos em sucos
de uva brasileiros, obteve-se LQ que variou de 3,75 a 9,47 mg L™, a média de
recuperacao dos agrotéxicos no método validado foi de 84 a 99,7 %, com valores de
DPR abaixo de 4,9 %. O método validado foi aplicado em 99 sucos de uva (safra
2012), sendo que 32 apresentaram residuos de agrotoxicos. Todos os residuos
encontrados estavam com valores acima do LMR permitido pelo Codex Alimentarius
ou ndo eram permitidos na cultura da uva.

Estes resultados mostram a necessidade de um acompanhamento mais

rigido, do cultivo ao envase, dos sucos de uva processados no Brasil.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considera-se:

- Que na andlise dos compostos volateis foi possivel tragar o perfil desses dos sucos
de uva, utilizando-se da MEFS, fibra cinza (DVB/CAR/PDMS) e que o método
desenvolvido foi eficiente para validar e quantificar trinta compostos volateis nos
sucos de uva integrais brasileiros, utilizando CG-EM-MSI. Esse método validado foi
aplicado, com éxito em 33 sucos de uva comerciais e experimentais, sendo possivel
guantificar e caracterizar o suco de uva nacional no ambito desses compostos
responsaveis diretos pelo aroma dos mesmos, além de agrupar os sucos atraves da
andlise de componentes principais (ACP).

- Que na andlise dos compostos ndo-volateis foi possivel agrupar e separar 0S Sucos
de uva através do uso da analise dos componentes principais (ACP), utilizando-se
dos compostos identificados por QExactive.

- Que na andlise de residuos de 15 tipos de agrotdoxicos nos sucos de uva foi
possivel desenvolver um método, que foi eficiente para validar e quantificar esses
contaminantes na bebida, utilizando ELL/EFS e CG-EM-MSI. O método validado foi
aplicado em 99 sucos de uva, sendo possivel a deteccdo e quantificacdo de 32

residuos de agrotoxicos nos sucos trabalhados.
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Apéndice A. Perfil dos sucos de uva, com seus respectivos tempos de retencao (tr) e ocorréncias (marcado com x) nos sucos trabalhados.

Substﬁncias/suco DC GA AU CM SB SN DG MV CL PZ PG AL GD SP US PE CB AM SI GB MT EP isaM coraB isaB coraM coraFM chard_ B PE_B mosc_ B ita_B GD_B CM_B

acetato de etila X X  _ X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
(E)-crotonoato de
etila

1,4 cineol
3-metil-1-butanol
1,8 cineol
(E)-2-hexenoato de
etila

B-fencheno
1-hexanol
(Z)-3-hexen-1-ol
(E)-2-hexen-1-ol
(Z)-oxido de linalol
(E)-oxido de linalol
furfural
3-hidroxibutirato de
etila

1-octanol

linalol

vitispirano

a-lonona
terpinen-4-ol
acetofenona
benzoato de etila
a-Terpineol

2-Etil- hexanol
acetato de 2-
feniletila

salicilato de metila
(E)-6-Damascenona
2- fenil-etanol
benzenoacetonitrila
acido octanodico
antranilato de metila
butirato de etila X
furaneol X X

oxido de linaloila X
limoneno X X X

caproato de etila X X X
o-Cimeno X X
ciclohexanol X X X X X X

xX X X X

x

x
X X X X
X X X X
xX X X X
X X X X

x
X X X X
X X X X

x
X X X X
X X X X
xX X X X
xX X X X
X X X X
X X X X
xX X X X

x

x

x

x

x

x

x

x

x
x
x
x
x
x
x
x

x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x

x
x
x
x
x
x
x
x

x
xX X X |
x
I x
x
x
x
x
x
x
xX X X X X X
x
x xX x|
xX xX x|
X X X x|
x
X xX x|
x x

x

xX X X X X X X X
xX X X x|
x
X X X X X xX x|
xX X X x|
X xX x|
xX X X x|
xX X X x|
xX X X x|
x
X X X X X X |
X X X X X X |
X xX x|
X X X X X X X X
X X xX x|
X X xX x|
X X X X X x|
X X X X X X x|
X X X X X X X X
X X X X X X |
X X xX x|

x

x

x

x

X xX x|
X X X X X X |
X X X X X x|

x
x
x
x
x

x
x
x
x
x
x

x
x
x
x
x
x
x

xX X xX X
X X X X
x
xX X X X
xX X X X
X X X X
xX X X X
xX X X X X
xX X X X

xX X X x|
X X X X X X
X X X X X X
X X X x|
xX xX x|
x
xX X X X X X

x
x
x

X X X X X X X
X X X X x|
x
x
X X x|

x

X X X x|
X X X X X X X X X

x
x

X X X X X X X X X X
x

X X xX xX x|
X X X X X X X X X X
x
X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X
x xX x|
X X X X X |
x

X X X X X X x|
X X X X X X X X X X
X X X X X x|
X X X X X X X X X X
X X X X x|
x x x|

x
x X

x

x

x
xX X
X X

x

x

x

x

x

x
x
x

X xX x|
X X X X X
X X X X
X X X X X
X X X X X
X xX x|
x
X xX xX x|
x
x
X xX x|
x
x
x
X X X X

x x x|

x x x|

xX xX x|
x

X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X

x
x
x
x
x
x

X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X X

x

X X X X X X X X

x
x
x
x
xX xX x|
x

x
x

X X X x|
x
x
x
x
x x x|

x
x
x
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Continuacao do Apéndice A.

substancias/suco

DC GA AU CM

SB SN DG MV

CL PZ PG AL GD

PE

CB AM SI

GB MT EP isaM coraB isaB coraM coraFM chard_B PE_B mosc_B ita_B GD_B CM_B

n-hexanoato de etila

1-octen-3-ol
heptanal
cimeneno

oxido de nerol
sorbato de etila
decanal
a-terpinoleno
benzaldeido
terpinen-1-ol
5-metil 2-furfural
ho-trienol

acido benzoico
decanoato de etila
B-terpineol
ocimenol
a-pineno
nonanol
trans-8-ocimeno
canfeno

acido heptanoico
acido hexanoico
salicilato de etila
timol
p-cimen-8-ol
alcool benzilico
8-ionol

acido sorbico
acido decanoico

x xX x|

x

x x|

X

_ X
_ X
X —_—
X X
_ X
_ X
_ X
X X
X X

_  _ X X X _ X _ X X _ _ X _
-_— X —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— -_— -_— —_— —_— —_—
- - _ _ X _ X X _ X _ _ _
- - _ _ _ _ _ _ X X _ _ X
X _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
- - - - - - X - - - X - - -
-_ —_— —_— —_— X —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_—
X _ _ _ _ _ X X _ _ _ _ _ _
—_ X —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_—
—_ —_— —_— —_— —_— —_— —_— X —_— —_— —_— —_— —_— —_—
- _ _ _ _ _ _ _ X X X _ X
- - - - - - - - X - - - - -
-_ -_— -_— -_— -_— X -_— -_— -_— -_— -_— -_— -_— -_—
- - - - - - - - X X - - - -
—_ X —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_—
—_ X —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_—
X X

Notagéo:_ocoFrénEia do co?nposto no suco de uva (x)_, nao ocorréncia (_—).
AU, DC, US, entre outros tratam-se dos codigos atribuidos aos sucos de uva trabalhados.

Os sucos isaM, isaB, coraB, coraM, coraFM, chard_B, mosc_B e ita_B, refere-se aos sucos experimentais SA_isaM, SA _isaB, SA coraB, SA_coraM, SA_coraFM,

SA chard B, SA_mosc_B e SA_ita_B, respectivamente.
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Apéndice B. Coeficientes de variacdo (CV %, n = 3) das substancias

identificadas nos sucos de uva pelo QExactive.

acido fosforico
acido tartarico
acido carbonico
acido citrico

acido succinio
acido acetico
acido ascorbico
acido p-coumarico
acido malico

acido cafeico
acido quinico
acido trans-fertarico
acido ferulico
acido aspartico
acido malonico
acido coutarico
acido siringico
acido propionico
acido sinapico
acido galico

acido cinamico
acido cis-4-coumarico
acido trans-caftarico
L-asparagina
L-glutamina
L-lisina

L-valina

D-glucose
L-triptofano
L-arginina
L-prolina
L-metionina
L-tirosina
L-leucina
resveratrol
pterostilbeno
4-O-cafeoilquinico
5-O-cafeoilquinico
apigenina
catequina
coniferina

galato de meila
p-coumarato de etila
malonato de dietila
manitol

tirosol

3,3
3,5
0,0
2,9
4,5
3,5
57
57
4,8
3,9
4,9
4,8
4,7
3,4
6,8
0,0
6,8
6,6
0,0
0,0
0,0
6,8
6,7
4,2
3,5
3,4
2,9
6,0
0,0
0,0
6,3
6,4
6,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
6,1
3,6
6,7
0,0
0,0

3,8
3,4
0,0
35
3,4
35
6.8
3,6
3,4
45
3,4
6,1
6.6
3,4
35
3.4
0,0
36
0,0
6,8
0,0
4,1
6,8
3.4
0,0
0,0
4.4
35
0,0
0,0
6,5
6,8
6,1
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
35
35
0,0
0,0

6,0
6,7
0,0
6,2
6,6
6,8
6,7
6,5
6,5
4,7
6,4
6,7
6,8
6,4
5,2
1,7
0,0
6,6
0,0
0,0
5,8
6,5
6,8
6,2
0,0
0,0
6,6
6,7
0,0
0,0
55
6,1
6,8
2,6
6,7
0,0
0,0
6,8
6,1
6,8
0,0
57
6,1
6,6
0,0
6,8

2,7
4,1
3,7
3,7
4,9
3,7
3,7
4,0
54
5,8
4,1
3,3
4,0
4,8
4,9
53
0,0
4,1
0,0
0,0
1,8
51
31
3.4
6,8
6,8
3,7
5,8
6,2
0,0
5,8
6,7
0,0
6,8
2,7
6,8
0,0
6,8
18
4,8
0,0
0,0
3,7
3.4
0,0
0,0

3,3
4,9
6,8
3,0
3,4
3,4
3,7
3,5
52
4,2
3,2
3,4
3,3
3,7
6,8
6,8
6,8
3,4
0,0
0,0
6,7
53
6,3
6,6
31
3,5
3,4
3,4
0,0
3,9
3,5
3,4
6,8
3,4
0,0
13
0,0
3,5
0,0
0,0
3,5
6,8
3,4
3,5
0,0
6,8

31
2,4
2,5
2,5
6,8
3,5
2,5
2,6
3,2
2,4
6,8
3,3
3,3
2,5
2,3
2,4
0,0
6,8
0,0
0,0
3,7
2,4
0,0
4,8
6,8
0,0
3,0
2,4
0,0
0,0
2,3
3,5
2,5
3.4
34
0,0
0,0
34
6,8
2,4
0,0
2,3
6,8
3,9
3.4
3,6

4,5
3,1

3,8
6,8
4,2

3,7
2,9
4,0
4,2

3.1
3,5
2,5
3.1
6,8
6,8
0,0
0,0

3.8
3,8
4,6
6,1
0,0
6,8
4,0
0,0

2,8
4,6
6,8
52

6,8
0,0
0,0
6,8
55
0,0
2,4
4,2
4,6
0,0
3,4

2,3
2,3

3,2
2,3
2,3
2,3
4,4
2,3
2,3
2,4

2,3
2,3
2,3
2,3
0,0
2,3
0,0
2,3

2,3
2,3
2,3
2,3
0,0
2,5
2,3
0,0

2,3
2,3
0,0
0,0

0,0
0,0
2,3

2,3
0,0
0,0

2,3
0,0
2,3

2,5
2,3

13
0,0
3,3
2,1
14
2,2
2,4
2,8

2,2
0,0
0,0
2,1
0,0
21
0,0
0,0
21
2,3
0,0
13
2,6
0,0
2,2
1.4
0,0

0,0
2,1
0,0
0,0

0,0
13
0,0

0,0
3,1
0,0

2,1
0,0
2,3

2,1
2,0

2,1
2,0
4,3

2,1
3,3
4,3
1,3

15
1,9
0,0
2,1
0,0
2,8
2,2
0,0
2,3
2,1
0,0
1,2
2,9
0,0
13
1,0
2,3

2,1
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0

1,6
0,0
0,0
2,3
2,2
0,0
2,4

13
11

2,6
2,1
1,3

2,8
2,3
1,2
4,1

13
2,3
0,0
2,9
0,0
53
0,0
2,1

2,9
0,0
2,2
2,2
0,0
3,0
2,6
2,0

2,3
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0

2,3
0,0
2,7
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acido fosforico 1,4 0,9 1,2 2,9 4,9 2,1 4,7 2,2 2,4 1,7 2,7
acido tartarico 2,3 2,1 2,2 6,8 3,1 2,2 6,5 2,2 3,9 6,7 2,2
acido citrico 2,5 0,9 1,5 3,7 3,4 3,9 2,4 2,2 2,3 6,8 3,5
acido propionico 0,0 1,0 2,2 0,0 6,8 3,1 1,8 0,0 0,0 3,0 53
acido carbonico 0,0 0,0 2,3 2,3 0,0 2,2 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0
acido succinio 0,0 3.4 3,2 5,8 3,4 2,4 3,9 0,0 2,4 3,7 3,4
acido acetico 2,8 1,1 0,8 6,8 2,4 2,4 2,3 0,0 0,0 2,4 2,5
acido ascorbico 2,3 0,9 1,8 3,7 3,9 2,4 2,4 0,0 2,4 3,9 2,2
acido p-coumarico 2,5 1,3 0,4 5,8 2,4 3,9 2,4 6,8 3,9 2,4 2,2
acido cafeico 1,5 2,5 0,9 0,0 2,4 2,4 2,2 3,4 2,4 2,4 4.0
acido malico 1,5 1,1 2,5 6,8 3,5 2,4 6,0 2,0 2,4 6,8 3,1
acido quinico 0,0 1,2 3,4 6,8 3,1 2,4 6,8 3,1 2,4 3,9 4.6
acido trans-fertarico 1,9 2,1 2,3 5,8 3,4 2,3 5,8 3,4 2,3 6,8 3,5
acido ferulico 0,0 34 40 34 35 2,2 3,4 3,5 2,4 3,7 3,4
&cido aspartico 2,2 1,9 0,9 3,7 3,7 3,7 3,4 6,5 3,9 4.6 3,9
acido malonico 3,3 1,1 0,0 5,8 5,8 0,0 3,4 3,7 3,4 0,0 0,0
&cido siringico 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
acido galico 0,0 0,0 0,0 6,7 3,0 5,3 2,4 6,8 0,0 2,2 6,75
acido cinamico 2,3 1,1 2,5 0,7 3,3 3,4 3,3 3,7 3,0 5,3 0,0
&cido sinapico 0,0 0,0 0,0 1,8 2,4 0,0 0,0 2,2 1,9 0,0 2,5
acido vanilico 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,2 0,0 0,0 0,0
acido cis-4-coumarico 0,0 0,9 2,5 34 34 6,5 3,9 5,8 3,4 2,5 6,8
Acido coutarico 0,0 2,2 2,2 1,3 5,8 3,4 5,8 3,3 3,4 3,3 3,1
acido trans-caftarico 0,0 1,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,5 6,7 0,0 0,0
L-asparagina 3,5 1,2 2,0 6,8 6,8 6,8 3,5 6,7 2,4 4,0 2,4
L-glutamina 4,5 1,1 1,2 5,8 5,8 5,8 3,4 0,0 2,4 3,4 2,4
L-lisina 0,0 2,3 0,0 34 34 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L-valina 2,3 2,2 0,0 3,9 3,9 6,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
D-glucose 1,8 2,3 2,2 0,0 2,2 3,7 6,8 6,0 3,8 5,8 6,8
L-leucina 1,1 0,0 0,0 2,3 0,0 0,0 0,0 1,1 0,0 0,0 0,0
L-prolina 2,2 2,5 0,0 0,0 0,0 1,5 0,0 6,8 6,0 6,8 0,8
L-metionina 2,5 2,2 2,9 6,5 5,3 0,0 6,7 1,7 3,1 1,7 3,5
L-tirosina 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L-triptofano 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,2 2,2 0,0 3,3 0,0 0,9
resveratrol 2,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,8 3,0 5,3 0,0
pterostiloeno 2,2 0,0 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5-O-cafeoilquinico 0,9 3,8 0,0 2,5 6,8 3,5 6,8 0,0 0,0 0,0 0,0
p-coumarato de etila 0,0 3,0 51 6,8 3,1 6,8 3,1 0,0 6,7 5,8 3,4
malonato de dietila 1,7 2,0 2,5 1,8 6,8 5,8 3,7 6,3 3,1 6,8 6,0
galato de meila 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,2 2,5 0,0 0,0
apigenina 0,0 4,1 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 5,3 0,0 2,2 0,0
catequina 0,0 1,9 2,2 0,0 0,0 0,0 0,0 58 0,0 0,0 0,0

tirosol 30 38 25 09 30 53 2,4 53 3,0 5,3 2,4
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acido fosforico 1,2 2,9 4,9 2,1 4,7 1,2 1,2 2,9 4,9 1,2 2,9
acido tartarico 2,2 53 3,1 2,2 6,5 2,2 2,2 53 3,1 2,2 5,3
acido carbonico 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
acido propionico 0,0 0,0 1,5 53 2,4 1,2 2,9 4,9 2,1 0,0 3,5
acido malico 2,5 3,4 3,5 2,4 6,0 2,5 2,5 3,4 3,5 2,5 3,4
acido citrico 1,5 3,7 3,4 3,9 2,4 1,5 1,5 3,7 3,4 1,5 3,7
acido succinio 0,0 0,0 3,5 3,5 3,5 3,9 1,2 2,9 4.9 0,0 35
acido acetico 2,5 0,0 53 2,4 3,5 3,9 2,5 6,8 3,5 3,5 6,8
acido ascorbico 1,2 1,7 5,3 5,3 3.4 2,4 1,5 3,7 3.4 3,4 3,5
acido p-coumarico 2,2 3,5 3,5 3,5 3,5 3,9 1,2 2,9 4.9 6,8 3,4
acido cafeico 2,5 2,2 1,2 2,9 4,9 2,1 4,7 1,2 3,5 3,9 3,5
acido quinico 0,0 0,0 2,2 6,8 3,1 2,2 6,5 2,2 3,4 2,4 3,4
acido trans-fertarico 2,5 6,8 1,2 2,9 4,9 2,1 4,7 1,2 3,5 0,0 3,5
acido fertlico 1,5 3,7 2,2 6,8 3,1 2,2 6,5 2,2 3,4 3,5 3,4
acido malonico 3,5 3,9 0,0 5,3 0,0 3,5 3,5 3,9 3,5 0,0 35
4cido coutarico 2,2 6,8 3,1 2,2 6,5 1,5 3,7 3,4 3,9 2,2 6,8
&cido aspartico 2,2 6,8 1,2 2,9 4,9 2,1 4,7 1,2 3,5 53 6,8
acido sinapico 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,3 0,0 0,0 0,0 2,2 0,0
acido siringico 0,0 0,0 0,0 53 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
acido galico 0,0 0,0 1,2 2,9 4.9 2,1 4.7 1,2 2,9 0,0 5,3
acido cinamico 2,2 2,5 2,2 6,8 3,1 2,2 6,5 2,2 6,8 2,3 3,4

acido cis-4-coumarico 3,4 2,4 3,5 3,4 3,5 3,4 3,4 2,4 1,4 2,2 3,4
4acido trans-caftarico 0,0 0,0 0,0 0,0 6,8 6,75 0,0 2,7 0,0 0,0 1,5

L-asparagina 1,2 29 1,5 3,7 3,4 3,9 2,4 1,5 5,3 6,8 3,4
L-glutamina 2,5 6,8 2,2 6,8 3,1 2,2 6,5 2,2 3,4 3,5 5,3
L-lisina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,2 6,7 6,8 0,0 3,5
L-valina 0,0 0,0 0,0 4,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
D-glucose 1,2 2,9 4,9 2,1 4.7 1,2 2,9 4.9 2,1 4,7 1,2
L-leucina 0,0 5,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L-prolina 53 2,4 0,0 3,4 0,0 0,0 0,0 0,0 2,5 0,0 3,5
L-metionina 3,4 3,3 2,2 53 0,0 0,0 6,7 3,5 2,2 2,5 3,4
L-tirosina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L-arginina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L-triptofano 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,9
resveratrol 2,5 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
pterostilbeno 0,0 2,2 0,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 2,5 0,0
apigenina 0,0 0,0 2,2 6,8 3,1 2,2 6,5 2,2 6,8 2,2 0,0
catequina 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5-O-cafeoilquinico 0,0 6,7 0,0 0,0 0,0 2,2 6,8 3,1 2,2 0,0 3,4
p-coumarato de etila 0,0 0,0 2,5 6,8 3,5 2,4 6,0 2,5 6,8 3,4 3,5
malonato de dietila 2,2 6,8 3,1 2,2 6,5 2,2 6,8 3,1 2,2 6,5 2,2
Galato de meila 6,75 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,2 0,0
manitol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0

tirosol 2,2 3,4 1,2 2,9 4,9 2,1 4,7 1,2 29 0,0 0,0
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Apéndice C. Cromatogramas dos sucos de uva integral: AL_G3 com residuo
de quintozeno (34,52 mg L%); suco DC_G2 e DC_G3, com residuos do
agrotoxico dicofol com respectivamente, 21,38 mg L™ e 34,38 mg L™, e o0 suco
de uva CL_G1, com os residuos de aldrin, dicofol e quintozeno,
respectivamente 13,20 mg L™, 34,00 mg L™ e 21,66 mg L™.

18.28 20.57
Quintozeno AL_G3.D\datasim.ms Dicofol DC_G2.D\datasim.ms
3 3
3 L3
g g
= [=
o m
e g Padrao Interno (P1)
é 2567 , Padrao Interno (P1) el 25.69
W "
10,00 20,00 30,00 time(min.) 4000 10.00 20.00 30.00 time(min.)  40.00
20,57 DC_G3.D\datasim.ms CL_G1.D\datasim.ms
. Quintozeno
Dicofol
- 18.28
3 3
= T Dicofol
L) 5]
g q 2058
L) k] | Padrao Interno (P1)
[ = - 2
2 Padrao Interno (Pl} <
< 25.68 Aldrin (20.83)
L JMMHM : , , , L
10.00 20.00 30.00 time(min.) 40.00 10.00 20.00 30.00  time|min.)  20.00
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