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“O vinho ndo flui de uma fonte, mas da méo
do homem e da terra de Deus. A Ele e ao
homem deixo o silencio, pois o0 vinho & um
mundo de escutas.”

Luciana L. de A. Lima.



RESUMO

O vinho é uma bebida que possui alto valor cultural e é originada a partir da fermentacéo
alcoolica do mosto de uva sa, fresca e madura. Visando melhorar a qualidade do vinho
produzido a partir da uva Touriga Nacional, o presente trabalho tem como objetivo a
verificagdo da influéncia sobre a producéo de vinho quando se utiliza tratamentos distintos,
tais como variacdo na epoca de colheita da uva, tempo de maturacdo e tempo de maceracéo.
Para a identificacdo dos possiveis compostos organicos, foi realizada a cromatografia liquida
de ultra perfomace acoplada a espectrometria de massa, cujos dados obtidos sobre as
substancias foram tentativamente identificados realizando observagdes das fragmentac6es dos
picos e comparando-as a dados anteriormente publicados. Nesta andlise, 0s principais acidos
organicos identificados foram acido malico, acido citrico, acido tartarico, estes sdo 0s mais
importantes acidos organicos que devem fazer parte da estrutura do vinho. Além disso, foram
também identificados os principais compostos fendlicos que conferem coloracdo e agregam
sabor ao vinho, sendo estes a catequina, quercetina, campferol, miricetina e o resveratrol. Para
obter uma visdo geral da variabilidade quimica dos vinhos apds diferentes tratamentos,
utilizou-se a quimiometria. Nesta anélise, verificou-se que o vinho elaborado em fevereiro de
2017 feito com a uva colhida antes do periodo de maturacdo obteve, possivelmente,
caracteristicas com maior distingdo das demais bebidas analisadas. Além disso, foi observado
gue os vinhos produzidos com diferentes duracbes da etapa de maceracdo ndo obtiveram
caracteristicas especificas que pudessem os diferenciar. Portanto, o estudo realizado foi
importante para identificar e selecionar os compostos marcadores dos vinhos produzidos na
regido do Vale do S&o Francisco com a uva Touriga Nacional elaborados com diferentes

tratamentos.

Palavras-chave: Vinho, Uva Touriga Nacional, UPLC-MS.



ABSTRACT

Wine is a drink that has high cultural value and it is originated from the alcoholic
fermentation of grape most, of fresh and ripe. In order to improve the quality of wine
produced from the Touriga Nacional grape, the present study aimed to verify the influence on
wine production under different treatments, such as variation in grape harvest time,
maturation time, and time of maceration. For the identification of the possible organic
compounds, ultra-perfomaceous liquid chromatography coupled to mass spectrometry was
performed, whose data on the substances were tentatively identified by making observations
of the fragmentation of the peaks and comparing them with previously published data. In this
analysis, the main organic acids identified were malic acid, citric acid, tartaric acid, these are
the most important organic acids that should form part of the structure of wine.
In addition, the main phenolic compounds that color and add flavor to the wine were also
identified, such as catechin, quercetin, campferol, myricetin and resveratrol. To obtain an
overview of the chemical variability of wines after different treatments, chemometrics were
used. In this analysis, it was verified that the wine elaborated in February of 2017 made with
the grape harvested before the maturation period obtained, possibly, characteristics with
greater distinction of the other drinks analyzed. In addition, it was observed that wines
produced with different durations of the maceration stage did not obtain specific
characteristics that could differentiate them. Therefore, the study was important to identify
and select the compounds markers of the wines produced in the region of the Sdo Francisco

Valley with the Touriga Nacional grape elaborated with different treatments

Keywords: Wine. Grape Toruiga Nacional. HRLC-MS.
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1 INTRODUCAO

O vinho é uma bebida da fermentagdo alcodlica do mosto de uva s&, fresca e
madura (BRASIL, 1988).

No Brasil, a videira foi introduzida em 1532 por Martim Afonso de Souza que
trouxe as primeiras videiras da espécie Vitis vinifera L. para a capitania de S&o Vicente, a qual
é o0 atual Estado de S&o Paulo. No Rio Grande do Sul, as primeiras videiras foram
introduzidas em 1626 pelos padres jesuitas e posteriormente cultivares de V. vinifera L. foram
trazidas pelos imigrantes aleméaes. Ja no Nordeste brasileiro, a videira estava presente desde o
século XVI, nos Estados da Bahia e de Pernambuco (LEAO, 2010). Contudo, apenas no ano
de 1875, com a vinda dos imigrantes italianos, foi que a atividade vitivinicola passou a ser
uma atividade importante (IBRAVIN, 2018).

A Vvitivinicultura nos estados de clima tropical ainda € um desafio quando
comparado ao cultivo em regi@es tradicionais de clima temperado e de temperaturas amenas.
Isto deve-se as suas caracteristicas edafoclimaticas, como a elevada temperatura,
disponibilidade de agua para irrigacdo e luminosidade abundante. No Brasil, a principal
regido tropical vitivinicola encontra-se no Vale do rio Sdo Francisco e, especificamente, nos
municipios dos Estados de Pernambuco (Santa Maria da Boa Vista e Lagoa Grande) e da
Bahia (Casa Nova) (RIBEIRO, 2018).

Aregido do Vale do Séo Francisco representa a segunda maior regido produtora de
vinho do pais, possuindo seis empresas instaladas com o intuito de produzir esta bebida. Além
disso, é responsavel por produzir cerca de 7 milhdes de litros de bebida por ano em uma area
de 700 hectares, abastecendo cerca de 15 % do mercado interno nacional (PEREIRA, 2007).
Devido as carateristicas edafoclimaticas dessa regido, as videiras apresentam ciclo continuo, o
que permite a realizacdo de até duas safras anuais (LIMA, 2010).

Entretanto, devido a alta incidéncia de radiacdo solar sobre a videira, verifica-se
gue a uva atinge precocemente o teor de sélido sollveis ideal e que os acidos organicos
presentes na baga diminuird mais rapidamente, antecipando a maturacdo tecnoldgica. Desta
forma, a uva podera ser colhida antes da maturagdo fendlica. Como consequéncia, o vinho
apresentara menor intensidade de cor, uma vez gue as antocianinas que se acumulam durante
a maturacdo da uva estardo em menor concentragdo, antecipando a perda de estabilidade
(MORAIS et al., 2013).
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Dessa forma, é sugerido prorrogar o tempo de maceracdo dos vinhos obtidos das
uvas ndo suficientemente maduras, uma vez que as antocianinas e 0s taninos podem se
condensar, formando complexos que proporcionam o aumento da cor, além de serem mais
estaveis do que a antocianina livre, o que promove o aumento da estabilidade da bebida
(MORAIS et al., 2013).

A partir de interesses evidenciados pelos setores governamentais, académicos e
produtivos que visam estabelecer o desenvolvimento vitivinicolo do Submeédio do Vale do
Sdo Francisco, para assim melhorar a qualidade do vinho pela busca da agregacao de valor ao
produto final, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia da época de colheita
da uva, do tempo de maturacéo e do tempo de maceragdo para a preparagao do vinho feito da
uva Touriga Nacional por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Ultra Performance

acoplada a Espectroscopia de Massa (UPLC-MS) e quimiometria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da variacdo na época de colheita da uva, no tempo de
maturacdo e no tempo de maceracdo do vinho preparado com a uva Touriga Nacional da
regido do Vale do Sdo Francisco utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Ultra

Performance acoplada a Espectroscopia de Massa e quimiometria.

2.2 Objetivos Especificos

v’ Caracterizar os compostos presentes no vinho originado da uva Touriga Nacional da
regido do Vale do S&o Francisco por meio da técnica de UPLC-MS.

v Analisar a influéncia tanto sobre o vinho produzido em fevereiro de 2017 quanto sobre
0 vinho produzido em julho de 2017.

v Analisar a influéncia do tempo de maturacdo para vinho preparado com a uva colhida
antes, durante e apds a maturacao tecnoldgica.

v Analisar a influéncia do tempo de maceracdo para o vinho elaborado com 7 dias, 14
dias e 21 dias de duracgéo da etapa de maceragéo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Vinho

O vinho é a bebida obtida a partir da fermentacdo alcodlica parcial ou total do
mosto (sumo da uva fresca resultante da prensagem da fruta) da uva, com uma graduacédo
alcodlica minima de 8,5° %v/v. Essa é uma das bebidas fermentadas consideradas mais
antigas que apresenta elevado valor cultural, devido a sua identidade com o clima, o solo e
com a populacéo da regido de onde provém (RIZZON; DALL’AGNOL, 2007).

De um modo geral, o vinho é elaborado com uvas maduras, frescas, sadias, isentas
de residuos de pesticidas e de metais pesados, provenientes do contato durante o
armazenamento e o transporte. Para a producdo do vinho tinto, utilizam-se apenas uvas tintas
que possuam em sua pelicula antocianinas e compostos fendlicos responsaveis pela cor. Esses
compostos passam para 0 mosto desde o inicio do processamento da uva, por ocasido do
esmagamento; até o final do processo de macera¢do, momento em que a parte solida (pelicula
e semente) é separada do mosto. Com isso, a maceracdo € uma das principais etapas do
processo de obtencdo do vinho tinto (RIZZON; DALL’AGNOL, 2007).

Os vinhos tintos elaborados na regido do Vale do Séo Francisco, geralmente,
utilizam uvas das variedades Syrah, Tempranillo e Barbera para vinhos jovens secos e/ou
doces/suave. Ja para vinhos de guarda que passam pelo processo de envelhecimento, utilizam
uvas das variedades Syrah, Touriga Nacional, Alicante Bouschet e Cabernet Sauvignon. Os
vinhos tintos jovens sdo frutados, leves, agradaveis, enquanto os vinhos tintos de guarda
apresentam coloragdo muito intensa, aromas frutados, com toques de especiarias, intensos ao

paladar, precisando de alguns meses de repouso para consumo (BIROLO; ZANELLA, 2017).

3.1.1 Uva Touriga Nacional

A uva Touriga Nacional, originaria de Portugal, é vigorosa, seus bagos sao
pequenos, de cor azul escuro, de forma ligeiramente oval, com mosto pouco corado e alta
concentragdo de compostos aromaticos e fenois na pelicula (QUINTA DO COTTO, 2007).
Esta cultivar tem demonstrado grande potencial e boa adaptacdo ao clima de regides tropicais,
como é o caso do Submédio do Vale do Sdo Francisco, que se caracteriza por temperatura

média anual de 26,5°C e insolacdo de 3.000 h/ano. A vitivinicultura nesta regido se distingue
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pelo escalonamento produtivo, podendo produzir duas safras de uvas durante o ano
(CARVALHO et al., 2017). A Figura 1 mostra a uva Touriga Nacional.

Figura 1 — Uva Touriga Nacional

Fonte: Disponivel em: < http://programador6666.blogspot.com/2008/09/uva-do-dia-letra-t-

touriga-nacional.html >. Acesso em: 13/11/2018.

3.1.2 Maturacao da uva para o processo de producéo do vinho

O principal destino das uvas da variedade Vitis vinifera é a elaboracdo de vinho.
Para a obtencdo de vinho de qualidade é necessario monitorar diversos fatores naturais e
humanos. O aperfeicoamento dessas condi¢Bes pode resultar em uma melhoria consideravel
na qualidade do vinho, aperfeicoando a atividade vitivinicola de uma determinada regido e
agregando valor ao vinho (GUERRA; ZANUS, 2003). Para alcancar uma qualidade maxima €
necessario fazer o acompanhamento da maturacdo para que a colheita da uva seja realizada
em época adequada, pois este parametro pode variar de safra para safra (GUERRA; ZANUS,
2003).

As etapas de evolucdo completa da maturacdo da uva compreendem,
respectivamente, a mudanca de cor, maturacdo e sobrematuracdo. Assim, o periodo da
maturacdo se inicia com a mudanca de cor na uva e termina com sua colheita, podendo
perdurar de 30 a 70 dias, dependendo do cultivar e da regido de cultivo. A primeira etapa
abrange desde a formagdo do grdo até a mudanga de cor da pelicula da baga, cujo periodo

varia de acordo com o cultivar e as condi¢fes climéticas da safra. No segundo estagio, as
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bagas das uvas que originam o vinho tinto mudam de coloracéo do verde ao roxo azulado, ja
nas brancas, do verde ao verde-amarelado. A mudanca de cor vem acompanhada de mudancas
fisicas, uma vez que a baga adquire elasticidade e amolece a medida que ocorre o0 avango da
maturacdo (GUERRA; ZANUS, 2003).

Durante a etapa de maturacdo, ocorre o0 amolecimento progressivo da baga, devido
a perda de rigidez celular da pelicula e da polpa. Além disso, ocorre um aumento no teor dos
pigmentos antocianicos nas variedades tintas e de acgucares (glicose e frutose), assim como
uma reducdo acentuada na acidez. No processo propriamente dito como maturacdo sao
observados trés tipos. O primeiro ¢ chamado de maturacdo tecnoldgica, que é o ponto da
maturacdo a partir do qual ndo h& acimulo significativo de acucares na baga da uva, nem
expressiva queda de acidez, e, os teores de agucares glicose e frutose se equivalem. A segunda
é maturacdo fisiologica, que diz respeito as transformac@es fisiologicas e morfoldgicas que
ocorrem na uva a medida que a maturacdo avanca. O terceiro é a maturacdo fendlica, que
expressa a evolucdo quantitativa e qualitativa dos polifendis da baga (GUERRA; ZANUS,
2003). Existe ainda a sobrematuracdo que se inicia a partir da maturacdo tecnoldgica. As
variacdes dos teores de acgUcares e acidos nesta fase se devem a fendmenos de diluicdo ou
murcha das bagas, ocasionados por ocorréncia de chuvas ou de periodos de seca,
respectivamente. Em contrapartida, os teores de polifendis das cascas continuam a aumentar
nesta fase. Em regifes de verdo e outono secos, a sobrematuragdo caracteriza-se por um certo
dessecamento da uva e é nessa etapa que os teores de frutose passam a ser maiores que o de
glicose (GUERRA; ZANUS, 2003).

3.1.3 Maceracéo da uva para o processo de producéo do vinho

A maceracdo da uva corresponde ao periodo em que 0 mosto mantém-se em
contato com a parte solida da uva, principalmente com a pelicula e a semente (RIZZON;
DALL’AGNOL, 2007). Essa é uma das etapas mais importantes para a elaboracdo de vinhos
tintos, que ocorre, geralmente, concomitantemente a fermentacdo alcodlica, em um meio
complexo e sujeito a grandes varia¢es das condiges fisicas e quimicas. Nessa fase, cabe ao
enologo adotar alguns procedimentos para obter uma extracdo seletiva dos diferentes
compostos contidos nas partes sélidas da uva, de modo a extrair o0 maximo possivel daqueles
gue influenciam na qualidade do vinho e o minimo possivel dos que limitam sua qualidade
(GUERRA, 2003).
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E na etapa de maceracdo que 0S compostos importantes que contribuem para a
composic¢do quimica e qualidade do vinho tinto sdo obtidos, uma vez que 0os compostos das
peliculas das uvas passam para 0 mosto, atribuindo cor (antocianinas) e estrutura (taninos,
compostos nitrogenados, minerais, polissacarideos) ao vinho. (RIZZON; DALL’AGNOL,
2007). As antocianinas (pigmentos) sdo provenientes das cascas, sendo extraidas
majoritariamente no inicio da maceragdo. Ja os taninos, principalmente os flavanois, sdo
extraidos das cascas e sementes, além de ter extracdo mais lenta comparada a de antocianinas,
sendo diretamente proporcional a quantidade de alcool do meio. (GUERRA, 2003)

O tempo de duragdo no processo de maceracdo é determinado pelo tipo de vinho
que se deseja obter e pela qualidade da uva utilizada. Comumente, maceracGes mais
demoradas (por mais de 6 dias) sdo realizadas para elaborar vinhos de guarda que sdo mais
estruturados, o que € possivel quando se dispGe de uvas bem maduras e com sanidade
adequada. Dessa forma, uvas que ndo atingem estdgio adequado de maturagdo ndo sdo
apropriadas para produzir vinhos de guarda, por originarem vinhos desequilibrados e
normalmente com gosto amargo e herbaceo. Normalmente, maceragdes mais curtas, entre 3 a
6 dias, sdo utilizadas para a elaboracdo de vinhos jovens, nos quais predominam os aromas
frutados. (GUERRA; ZANUS, 2013)

3.2 Composic¢ao orgénica do vinho

Os principais compostos que estdo presentes no vinho sdo agua, alcoois, agucares,
acidos organicos, sais de &cidos minerais e organicos, compostos fendlicos, pigmentos,
substancias nitrogenadas, pectinas, gomas e mucilagens, compostos volateis (aldeidos e
cetonas), vitaminas, sais e anidrido sulfuroso. (MORAES; LOCATELLI, 2012). Conhecendo-
se a constituicdo quimica dos vinhos, pode-se legitimar a sua qualidade, estabilidade, bem
como a concentracdo de componentes basicos que permitem a obtencdo do perfil quimico
Unico dos vinhos de uma determinada regido (SOUZA, 2014).

A &gua apresenta-se como o constituinte majoritario do vinho, correspondendo &
85 % do seu volume total e, exerce um papel essencial no estabelecimento das caracteristicas
fisicas, quimicas e sensoriais desta bebida (SOUZA, 2014). Em conjunto com a agua, o alcool
etilico e o glicerol configuram os componentes mais importantes no vinho. O alcool etilico e 0
glicerol, em proporgdo de 5 a 10 g/L respectivamente, sdo provenientes da fermentagéo
alcodlica (MORAES; LOCATELLI, 2012). O etanol constitui-se como o alcool mais

importante dessa bebida, sendo elementar para sua estabilidade, o seu envelhecimento e para
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as suas caracteristicas sensoriais. Esse composto é capaz de inibir a acdo de micro-organismos
indesejaveis na fermentacdo, além de agir como um solvente para a extracdo de pigmentos e
taninos durante a vinificagdo de uvas tintas. Além disso, favorecendo dissolucdo de
compostos volateis durante a fermentacdo e maturacdo do vinho, evitando a perda destes
compostos durante estes processos (SOUZA, 2014).

Além dos compostos supracitados, tem-se também que o butilenoglicol e o
inositol, que possuem propriedades vitaminicas; e 0 metanol, que é um composto tdxico, estdo
normalmente presentes no vinho (MORAES; LOCATELLI, 2012).0s acUcares da uva, como
a glicose e a frutose, sdo originados a partir da hidrélise enzimética da sacarose. A glicose
também pode ser obtida através da hidrdlise do amido na videira. Os agUcares redutores
presentes no vinho sdo substancias que nao foram transformados em alcool etilico durante o
processo de fermentacdo pelas leveduras, e sdo responsaveis pela dogura do vinho (SOUZA,
2014).

Os principais acidos organicos observados no vinho sdo o D-tartarico, que na
industria farmacéutica é utilizado como um laxante, o L-mdlico e o L-citrico, que sao
provenientes da uva, e o succinico, o latico e o acético, provenientes da fermentacdo. Alguns
outros acidos sdo encontrados na bebida em pequena quantidade (MORAES; LOCATELLI,
2012). O &cido tartarico é o mais forte acido encontrado no vinho, portanto influi no pH e nas
caracteristicas sensoriais do vinho. J& o acido acético é o principal acido volatil dessa bebida,
por isso é o principal componente da acidez volatil (SOUZA, 2014). A Figura 2 mostra a

estrutura dos principais acidos presente nesta bebida alcodlica.
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Figura 2 — Estrutura Quimica dos &cidos tartarico, malico, lactico, citrico e succinico.
Fonte: Disponivel em: <https://repositorio.ufpe.br/bitstream/123456789/8137/1/arquivo3062_1.pdf> . Acesso
em: 13/11/2018.

Em relacdo aos sais de acidos minerais e organicos encontrados no vinho, tem-se
que os principais constituintes sdo os anions minerais, sulfato, fosfato, cloreto e sulfito e, os
organicos, tartarato, malato e lactato, além de alguns cations como o K*, Na*, Mg**, Ca*",
Fe?*, Al** e Cu?*. Os sais de calcio e ferro sdo utilizados na medicina para o tratamento de
descalcificacdo e anemia (MORAES; LOCATELLI, 2012).

Os compostos fendlicos sdo muito importantes no vinho por conferir coloracdo e
grande parte do sabor, além de proteger a uva contra fungos, bactérias, virus e radiacao solar
(MORAES; LOCATELLLI, 2012). Esses compostos podem ser provenientes das proprias uvas,
do metabolismo de micro-organismos e até mesmo da madeira dos barris durante a maturacdo
da bebida. Portanto, sua composicao e concentracdo dependem da variedade de uva utilizada
na vinificacdo, do processo empregado para a producdo do vinho e das rea¢fes quimicas que
ocorrem durante seu envelhecimento (SOUZA, 2014).

O sabor dos vinhos tintos e brancos é identificado pela presenga dos compostos
fendlicos, que apresentam acdo benéfica a saude principalmente em raz&o das propriedades
antioxidantes, bactericidas e vitaminicas, auxiliando na prevencdo de doencas
cardiovasculares (MORAES; LOCATELLI, 2012).

Os polifendis séo subdivididos em dois grandes grupos: os flavondides e os ndo

flavonoides. Os flavonodides mais observados em vinhos sdo catequinas, epicatequina
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(flavandis), antocianinas (em vinhos tintos), quercetina, campferol e miricetina. J& 0s
compostos n&o-flavondides correspondem basicamente aos acidos fenolicos (acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos) e estilbenos. (SOUZA, 2014) Na figura 3 esté

representada a estrutura basica dos flavanoides.

R,

OH
CQuercetina: B OH

HO ':L_ﬁ R, Miricetina: R;: OH e Rx: OH
Caempferol: R,: OH
=0 - glucose
OH

Figura 3 — Estrutura basica dos Flavandides.
Fonte: Disponivel em: <https://repositorio.ufpe.br/bitstream/123456789/8137/1/arquivo3062_1.pdf> . Acesso
em: 13/11/2018.

O resveratrol é considerado o composto fendlico mais importante do vinho, e €
encontrado na casca da uva. Este apresenta atividade bioguimica, age como inibidor da
agregacdo plaquetaria e coagulacdo, além de apresentar acdo anti-inflamatdria, como
regulador do metabolismo lipoproteico e age como quimiopreventivo (MORAES;
LOCATELLLI, 2012).

Dentre os compostos fendlicos mais relevantes para a coloracdo dos vinhos tem-se
as antocianinas. Estas estdo concentradas principalmente na casca da uva, com excecdo de
poucas variedades cuja polpa também é pigmentada, por isso estdo majoritariamente presentes
em vinhos tintos ja que no processo de fabricacdo desses vinhos é realizado com a presenca
da casca da uva, local onde sdo encontrados esses pigmentos. Os pigmentos antocianicos
predominantes sdo malvidina-3-glicosidio, petunidina-3-glicosidio, cianidina-3- glicosidio,
delfinidina-3-glicosidio, peonidina-3-glicosidio (SOUZA, 2014).

Em relacdo as substancias nitrogenadas, estas apresentam menor interferéncia no
sabor do vinho, entretanto sdo meios nutritivos indispensaveis as leveduras e bactérias. Os
compostos nitrogenados que se destacam sdo as proteinas, os polipeptideos e 0os aminoacidos
(MORAES; LOCATELLLI, 2012).

Os aldeidos sdo compostos importantes para a qualidade sensorial dos vinhos. A

sua presenca estd associado com o grau de aeracdo a qual foi submetido o vinho. Um
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importante intermediario nas reagdes quimicas é o acetaldeido, o qual é derivado da reacdo de
oxidagéo do etanol, que resultam em alteracGes de cor e de aroma (SOUZA, 2014).

O anidrido sulfuroso € um componente necessario para a elaboracéo de um vinho,
cujo limite de uso € de acordo com a legislacdo de cada pais. No Brasil é permitido utiliza-lo
até 350 mg/L como SO, total (MORAES; LOCATELLLI, 2012).

Existem ainda algumas vitaminas presentes no vinho, tais como a tiamina, a
riboflavina, o &cido pantaténico e a pirodoxina (MORAES; LOCATELLI, 2012).

3.3 Técnica de UPLC-MS

A Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplada a Espectroscopia de
Massa (HRLC-MS) é uma técnica a qual combina a capacidade fisica de separacdo de
substancias da cromatografia liquida com a capacidade de analise de massa de compostos da
espectrometria de massa. A técnica de UPLC-MS é robusta utilizada em muitas aplicaces
cuja sensibilidade e seletividade sdo elevadas. Em geral, sua utilizacdo é orientada quando se
necessita detectar e identificar potenciais compostos quimicos na presenca de varios outros
compostos, ou seja, quando ha uma mistura complexa (WAGENINGEN, 2018, traducdo
nossa).

Com isso, verifica-se que a técnica possibilita analises qualitativas e quantitativas,
incluindo a identificacdo de compostos desconhecidos, a composicao isotopica de elementos
de uma molécula e a determinacdo da estrutura de um composto pela observacdo de sua
fragmentacdo (WAGENINGEN, 2018, traducéo nossa).

O sistema de UPLC-MS que foi utilizado é composto por uma bomba quartenéria,
um amostrador automatico com controle de temperatura, forno para as colunas e espectometro
de massa com o analisador quadrupolo e um tempo de v6o (TOF do inglés Time of Fligth).
Além disso, possui duas fontes para ionizar as amostras que sdo electrospray ionization (ESI)
e atmospheric pressure chemical ionization (APCI). O controle do equipamento e a aquisicdo

e o tratamento de dados é realizado pelo software Masslynx (UFJF, 2018).

3.4 Quimiometria

A quimiometria pode ser definida com o campo da quimica que utiliza

ferramentas estatisticas e matematicas para realizar o planejamento e a otimizacdo das
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condicBes experimentais, além de extrair informacGes quimicas relevantes de dados quimicos
multivariados (RIBEIRO et al., 2018).

A diferenca entre as analises univariadas para multivariados esta na estrutura dos
dados, uma vez que no primeiro a analise é realizada mediante a observacdo do
comportamento de uma Unica varidvel de cada vez. Ja para os dados multivariados é possivel
analisar mais de uma variavel simultaneamente, dessa forma, identificar a correlagdo entre
tais variaveis. Com isso, € possivel observar que esse tipo de analise permite um
entendimento mais completo e sistematizado dos resultados analiticos (RIBEIRO et al.,
2018).

4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Obtencao das amostras de vinho

O vinho elaborado a partir da uva Touriga Nacional é produzido na Embrapa
Semiarido em Petrolina-PE e suas amostras foram encaminhadas para o Laboratorio
Multiusuério de Produtos Quimicos Naturais na sede da Embrapa Agroindustria Tropicais, a
fim de realizar diversas anélises, incluindo as de UPLC-MS e quimiometria.

Os vinhos receberam tratamentos diferentes em sua fabricag&o, conforme pode ser

observado a sequir:

v" Os vinhos foram fabricados em fevereiro de 2017 utilizando as uvas recolhidas
na segunda safra de 2016, sendo nomeados como T1, T2 e T3, referenciando a
trés tipos de tratamentos.

v" Outros vinhos foram elaborados em julho de 2017 utilizando as uvas recolhidas
na primeira safra de 2017, sendo nomeados como T4, T5 e T6, utilizando os
mesmos tratamentos ja utilizados, assim T4 = T1; T5 = T2 e T6 = T3 (em
relacdo aos tratamentos utilizados).

v’ Esses tratamentos supracitados correspondem a maturacdo da uva, 0S mesmos

estdo mostrados na tabela 1.
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Tabela 1 — Vinhos elaborados com tempos de maturacéo distintos.

Vinhos Tratamento de maturacéao utilizado

TlouT4 Vinho elaborado com a uva colhida antes
de atingir maturacao tecnolégica

T20uT5 Vinho elaborado com a uva colhida na

maturacao tecnologica

T30ouT6 Vinho elaborado com a uva colhida ap6s

maturacéo tecnoldgica

Fonte: Autora.

v’ Cada tratamento foi realizado em triplicata, com isso a representacdo foi feita
como R1, R2 e R3.

v Além disso, os trés tratamentos foram subdivididos em M1, M2 e M3,
correspondentes aos vinhos elaborados com duracdo da etapa de maceragdo

diferentes. A tabela 2 mostra esses tratamentos utilizados.

Tabela 2 — Vinhos elaborados com tempos de maceragdo distintos.

Vinhos Tratamento de maceragao utilizado
T1(T4)ou T2 (T5) ou T3 (T6) Vinho elaborado com duragdo de 7 dias da
etapa de maceragao
T1(T4)ou T2 (T5) ou T3 (T6) Vinho elaborado com duracéo de 14 dias da
etapa de maceracgéo
T1(T4)ou T2 (T5) ou T3 (T6) Vinho elaborado com duragdo de 21 dias da

etapa de maceracdo

Fonte: Autora.

No total foram elaborados vinhos com oito tratamentos feitos em triplicata
utilizando cada safra, que foram: T1M1R1, TIM1R2, T1M1R3, TIM2R1, TIM2R2,
TIM2R3, T2M1R1, T2M1R2, T2M1R3, T2M2R1, T2M2R2, T2M2R3, T2M3R1, T2M3R2,
T2M3R3, T3M1R1, T3M1R2, T3M1R3, T3M2R1, T3M2R2, T3M2R3, T3M3R1, T3M3R2,
T3M3R3, T4AM1R1, TAM1R2, TAM1R3, T4AM2R1, T4AM2R2, TAM2R3, TSM1R1, TSM1R2,
T5M1R3, T5SM2R1, T5SM2R2, T5M2R3, T5M3R1, TSM3R2, T5M3R3, T6M1R1, TEM1R2,
T6M1R3, T6M2R1, TEM2R2, T6M2R3, T6M3R1, T6EM3R2, TEM3R3.
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4.1.1 Preparo das amostras de vinho para analise de UPLC-MS

Os vinhos foram filtrados utilizando seringa com filtro de membrana de terflon
(PTFE) de 0,2 pm (Whatman, Merck, Alemanha) para vials.

4.2 Método de analise para UPLC-MS-qTOF

Apbs o preparo das amostras do vinho, estas foram injetadas em um sistema de
Acquity UPLC-MS (Waters), acoplado a um sistema de Quadrupolo / Tempo de Voo (QtoF,
Waters) equipado com uma fonte de ionizagdo electrospray (ESI) pertencente a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA.

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Waters Acquity
UPLC BEH (150,0 x 2,1 mm x 1,7 um) com temperatura ajustada em 40 °C. A 4gua e
acetonitrila foram utilizadas na fase mdvel, ambas com 0,1% de &cido formico. O gradiente
variou de 2 a 95% de 4gua em 15 min a um fluxo de 0,4 mL/min com um volume de injecdo
amostral de 5,0 pL.

O gas de dessolvatacdo foi o nitrogénio e sua temperatura foi ajustada para 350 °C
com uma vazdo de 350 L/h com temperatura da fonte de ionizagdo de 120 °C. A voltagem
capilar foi ajustada para 3.200 V. As voltagens das energias de colisdo/cone foram ajustadas
em 6 eV /15 V (baixo) e 30-50 eV / 30 V (alto) para conseguir uma fragmentacéo suficiente.

As variedades de vinhos foram analisadas utilizando a ionizacdo no modo
negativo, uma vez que resultados anteriores demonstraram que os resultados mais relevantes
foram obtidos no modo negativo entre 100 Da e 1180 Da. A andlise de UPLC-MS foi

realizada com modo tandem MSE (Mean Squared Error).

4.3 Caracterizacao das amostras de vinho

4.3.1 Caracterizacdo dos picos referentes aos compostos organicos dos vinhos obtidos por
UPLC-MS.

Para identificar os compostos organicos presentes nos vinhos, apds analise por
UPLC-MS, utilizou-se o programa MassLynx V4.1. Neste processo de identificacdo utilizou-
se uma tabela de referéncia da literatura. Todos os compostos observados foram colocados na
Tabela 3.
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4.3.1 Quimiometria dos compostos presentes no vinho.

Para se obter uma visdo geral e comparativa sobre 0s principais compostos
presentes no vinho e poder verificar se houve alguma mudanca nessas bebidas, utilizou-se a
quimiometria. As analises quimiométricas foram realizadas utilizando a regido cromatogréfica
de 0,65 a 7,12 minutos. Os cromatogramas foram convertidos para ASCII (American Standard
Code for Information Interchange) e a matriz construida com o auxilio do programa Origin.
Assim, essa matriz foi importada pelo programa Unscrambler X™ (versido 10.4) para
realizacdo das analises dos componentes principais (PCA). Foi realizado o alinhamento da
matriz e os dados foram normalizados e centralizados na média. A PCA foi realizada

utilizando o algoritmo Singular Value Decomposition (SVD).
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacdo dos compostos presentes no vinho utilizando UPLC-MS
Na Figura 4 esta apresentado o cromatograma representativo do vinho TIM1R1
produzido com a uva Touriga Nacional mostrando os compostos identificados através da

analise de UPLC-MS.
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Figura 4 — Cromatograma representativo do vinho TIM1R1 produzido com a uva Touriga Nacional.

Fonte: Autora.
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Na Tabela 3 estdo sumarizados os compostos, que estdo representados pela Figura
4, identificados na amostra de vinho TIM1R1 e avaliados através da observacao suas massas
observadas e calculadas, os seus respectivos ions produzidos, suas férmulas empiricas e o erro

da precisdo dos resultados em ppm.



Tabela 3 — Compostos tentativamente identificados por UPLC-MS do vinho TIM1R1.

Pico TR [M-H] [M-H] lons produzidos Formula ppm Nome provavel Referéncias
N° min  Observado Calculado (MS/MS) Empirica (erro)
1 1.267  133.0135 133.0137 115.3849 C4Hs505 -1.5 Acido malico Spinola, Pinto,
& Castilho,
2015
2 1.454 193.0347 193.0348 - CsHoO7 -0.5 Acido Lena do
Galacturénico Nascimento
Silva et al. 2015
3 1.629  191.0185 191.192 111.0072 CeH70Oy -3.7 Acido citrico Spinola, Pinto,
& Castilho,
2015
4 1.765 149.0081 149.0086 - C4H504 -3.4 Acido tartarico Lena do
Nascimento
Silva et al. 2015
5 2.380 169.139 169.137 125.0224 C7H505 1.2 Acido galico Flamini, 2013
6 2.466 289.0709 289.0712 249.0694/ C15H1306 -1.0 Catequina Sun, Liang, Bin,
205.0362/ Li, & Duan,
179.0419 2007
7 2.616 616.1082 616.1085 167.0145/ Cy3H26N3015S -05 Acido glutationil Flamini, 2013
149.0092 cafarico
8 2.777 479.0825 479.0826 317.0654/ Cy1H19013 -0.2 Miricetina-O- Sun, Liang, Bin,
316.1670 glucosideo Li, & Duan,

2007

30



9 3.005 577.1342 577.1345 451.0917/ C3oH25012 -0.7 ProcianidinaB1  Sun, Liang, Bin,
425.0903/ Li, & Duan,
407.0713/ 2007
289.0699
10 3.072  179.0347 179.0344 135.0409 CoH704 1.7 Acido cafeico Sun, Liang, Bin,
Li, & Duan,
2007
11 3.089  443.1920 443.1917 - C21H31010 0.7 Dihydrophaseic Rizzuti et al.,
acid hexoide 2015
12 3.097 311.399 311.403 179.0307/ Ci13H1109 -1.3 Acido caftarico Flamini, 2013
149.0107/
135.0401
13 3.105  477.1027 477.1033 315.0711 C22H21012 -1.3 Isorhamnetin-O- Flamini, De
hexoside Rosso &
Bavaresco, 2015
14 3.180  285.0405 285.0399 - C15H9Os 2.1 Campferol Sun, Liang, Bin,
Li, & Duan,
2007
15 3.408  175.0605 175.0606 115.0658 C7/H110s -0.6 Acido Silva et al.,
isopropilmélico 2018
16 3.553  449.1077 449.1084 303.0621/ C21H21011 -1.6 Astilbin Souquet,Labarb
285.0377 e Le
Guernevé,Chey
nier, Moutounet,
2000
17 3.915  463.0875 463.0877 301.0275 C21H19012 -0.5 Quercetina O- Sun, Liang, Bin,
glucosideo Li, & Duan,

2007

31



18 3.976  301.0346 301.348 - C15H9O7 -0.7 Quercetina Sun, Liang, Bin,
Li, & Duan,
2007
19 3.990 477.0668 477.0669 301.0345 C21H17013 -0.2 Quercetina O- Sun, Liang, Bin,
glucuronido Li, & Duan,
2007
20 4259  197.0453 197.0450 169.0115/ CoHgOs 1.5 Galato de Etila Sun, Liang, Bin,
124.0143 Li, & Duan,
2007
21 4276  315.0711 315.0716 153.0481/ C13H1509 -1.6  Acido glucosidico Rizzuti et al.,
152.0140 protatequina 2015
22 4.624  317.0296 317.0297 179.0023/ C15H9Os -0.2 Miricetina Sun, Liang, Bin,
151.0044 Li, & Duan,
2007
23 4.960 193.507 193.501 149.0479/ C10HgO4 3.1 Acido fertlico
134.0413
24 5.355  227.0708 227.0708 - C14H1103 0 Resveratrol Sun, Liang, Bin,
Li, & Duan,
2007
25 5616 273.0764 273.0763 167.0381 C15H1305 0.4 (epi)-Afzelechin Lin, Sun, Chen,
Monagas, &
Harnly, 2014
26 5711  207.0658 207.0657 179.0387/ C11H1104 0.5 Derivado de acido  Sun, Liang, Bin,
161.0228/ cafeico Li, & Duan,
135.0423/ 2007
133.0259

Fonte: Autora.

32
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Os acidos organicos mais relevantes para a composicdo do vinho que puderam ser
encontrados por essa técnica sdo o &cido malico, &cido citrico e &cido tartarico, que segundo
Guerra (2002, p.180) sdo os principais acidos organicos encontrados no vinho. Além disso,
foram observados também os compostos fenolicos catequina, quercetina, campferol,
miricetina e o resveratrol, estes conferem coloragdo e sabor ao vinho, além de conferirem
inimeros beneficios a salde humana, especialmente em razdo de suas propriedades
antioxidantes, sendo o resveratrol o componente fendlico mais importante do vinho (Boas,
2017).

O restante dos vinhos analisados obtiveram os mesmos resultados apresentados na
Tabela 3, tendo como diferencas variagfes nas intensidades dos sinais relativos a variagoes
advindas dos processamentos que serdo avaliados através da quimiometria descrita a seguir.

A analise comparativa visual de todos os cromatogramas dos vinhos produzidos
com diferentes tratamentos é bastante complicada, uma vez que os picos ficam dispostos em

forma caotica, conforme pode ser observado na Figura 5.

i

e

Tempo de retencdo (min)
Figura 5 — Cromatograma comparativo dos vinhos produzidos com a uva Touriga Nacional fabricados com

tratamentos diferentes.

Fonte: Autora.

Devido a esta problematica observada pela Figura 5, faz-se necessario a utilizacéo

do método de quimiometria a fim de realizar uma analise comparativa dos dados.



b)

5.2 Analise quimiométrica dos dados

Na Figura 6 ilustra os resultados quimiométricos adquiridos por analise dos
componentes principais (PCA) a partir dos vinhos preparados em épocas distintas (em
fevereiro e julho de 2017), com o grafico de escores apresentado pela letra “a)” e loadings
pela letra “b)”. A Figura 6 a) mostra que a época do ano de colheita e de preparo do vinho
foram os fatores que mais influenciaram na variabilidade quimica dos vinhos. Os vinhos
produzidos em julho de 2017 estdo dispostos em escores negativos de PC1 (componente

principal 1) e os vinhos produzidos em fevereiro de 2017 estéo dispostos em escores positivos

Tempo de retencao (min)

Figura 6 — a) Escores da PCA dos vinhos produzidos em duas épocas do ano e b) loadings.

Fonte: Autora.
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A Figura 6 b) mostra 0s compostos responsaveis por essa separagdao, uma vez que
0S compostos que estdo na parte positiva do eixo Y sdo aqueles que estdo em maior proporgao
na bebida produzida em fevereiro e ja os que estdo dispostos na parte negativa do eixo Y séo
aqueles compostos que estdo em maior proporcao no vinho produzido em julho.

A Figura 7 ressalta PCA dos vinhos fabricados em diferentes tempos de maturagao
da uva. Pode-se observar que a bebida produzida em fevereiro (escore positivo) possui
maiores variagdes. Assim, a maturacao zero, que corresponde ao vinho produzido com a uva
colhida na primeira data de colheita (antes da maturacao tecnoldgica) é bastante distinta das
demais. Como consequéncia, 0s vinhos fabricados com 7 e 14 dias de maturagdo que
correspondem, respectivamente, ao vinho elaborado com a uva colhida na maturacdo
tecnoldgica e ao vinho fabricado com a uva colhida na sobrematuracéo, estdo dispostos em
escores negativos, sendo este equivalente a bebida produzida em julho. Essa evidéncia mostra
que para o vinho elaborado em fevereiro ocorre uma significativa mudanca na bebida quando

se utiliza a uva antes da maturagéo tecnolodgica.
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Figura 7 — Escores da PCA de separacao dos vinhos produzidos em duas épocas do ano com uvas em diferentes
estagios de maturagdo.

Fonte: Autora.

Em relacdo ao tempo de maceracdo para a fabricagcdo do vinho (observando as

duas épocas do ano) verifica-se através da PCA que ndo houve uma separagdo clara das
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amostras conforme mostrado na Figura 8. Isso demonstra que a producdo do vinho néo sofre

pronunciada mudanca quando ocorre modificacdo do tempo de maceracao do vinho.
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Figura 8 — Escores da PCA dos vinhos produzidos em duas épocas do ano referente a tempo de maceragdo
sofrida pela uva.

Fonte: Autora.

Portanto, pode-se verificar que a producdo de vinho possui uma mudanca evidente
guando se elabora a bebida em fevereiro de 2017 com a uva colhida antes da maturacéo
tecnoldgica. Com isso, o enfoque para a andlise de PCA e loadings manteve-se para esse
tratamento.

A andlise subsequente foi realizada com a bebida elaborada em fevereiro a fim de
verificar mais detalhadamente as mudancgas observadas para as maturacdes tecnoldgicas.
Como pode ser observado na Figura 9, a tendéncia ja verificada em andlises anteriores se
repete, sendo esta referente a maturacdo tecnoldgica no estadgio da uva colhida antes de
completar essa maturacdo (Matur._0) que mostra as bebidas fabricadas com esta condicéo
uma propensdo diferente daquelas produzidas com a uva colhida na maturacdo tecnoldgica
(Matura._7) e com a uva colhida na sobrematuracdo (Matura._14). Portanto, o vinho com
nomenclatura T1, que foi o fabricado com a uva colhida antes do periodo de maturacdo, € a

bebida que deve possuir caracteristicas mais distintas das demais.
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Fonte: Autora.

A Figura 10 monstra os loandigs dos vinhos elaborados em fevereiro de 2017. Os
picos que estdo nos loandigs positivos sdo 0s que se referem a bebida feita com a uva colhida
antes da maturacgdo tecnoldgica (Matura._0), j& que na figura 9 este tratamento manteve-se em
escores positivos. Ja os picos que se encontram nos loandigs negativos sdo 0s que se referem
ao vinho produzido com a uva colhida tanto na maturacdo tecnoldgica quanto na
sobrematuracao.

Portanto, a identificacdo dos compostos responsaveis por essa separa¢do manteve-
se para os vinhos fabricados em fevereiro com a uva colhida antes de atingir a maturacao

tecnocdgica.

y

<—Quercetina

Miricetina

Reverastrol

Tempo de retencao (min)

Figura 10 — Loadings da PCA dos vinhos produzidos em fevereiro com a uva colhida antes da maturacéo.
Fonte: Autora.
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Os principais compostos que puderam ser observados no vinho elaborado em
fevereiro de 2017 com a uva colhida no periodo antes da maturacdo tecnoldgica sdo acido
citrico, acido tartarico, acido galico, os polifenois catequina, campferol, quercetina, miricetina

e reverastrol. Estes sdo compostos importantes na composicdo dessa bebida alcodlica.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel caracterizar vinte e seis possiveis compostos presentes no vinho
produzido na regido do Vale do Sao Francisco por meio da técnica de UPLC-MS.

Pdde ser verificado através da analise quimiométrica que o vinho produzido em
fevereiro de 2017 com a uva Touriga Nacional colhida antes da maturagdo tecnoldgica obteve
resultado mais diferenciado quando comparado aos demais tratamentos. Nesta bebida,
constatou-se maior quantidade dos compostos acido citrico, &cido tartarico, acido galico, os
polifendis catequina, campeferol, miricetina e reverastrol, compostos de grande importancia

para uma boa produc¢édo do vinho.
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