Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM QUIMICA

Estudo do perfil cromatografico dos componentes volateis do vinho
espumante Moscatel através do emprego de micro extracao em fase solida e

cromatografia gasosa monodimensional e bidimensional abrangente

Dissertacao de Mestrado

Rafael Dutra Soares

Julho 2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

Rafael Dutra Soares

Estudo do perfil cromatografico dos componentes volateis do vinho
espumante Moscatel através do emprego de micro extracao em fase solida e

cromatografia gasosa monodimensional e bidimensional abrangente

Dissertacao de Mestrado

Profa. Dra. Claudia Alcaraz Zini

Orientadora

Prof. Dr. Vitor Manfroi

Co-orientador

Porto Alegre, Julho de 2012.



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

DECLARACAO DE AUTORIA

A presente dissertacdo foi realizada inteiramente pelo autor, exceto as colaboragfes as quais
serdo devidamente citadas nos agradecimentos, no periodo entre (abril/2010) e (Julho/2012),
no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob orientacdo da
Professora Doutora Claudia Alcaraz Zini e co-orientacdo do Professor Doutor Vitor Manfroi.
A dissertacdo foi julgada adequada para a obtencdo do titulo de Mestre em Quimica pela
seguinte banca examinadora:

Comissdo Examinadora:

Profa. Dra. Neide Garcia Penna Profa. Dra. Rosangela Assis Jacques

Prof. Dr. Jodo Henrigue Zimnoch dos Santos Profa. Dra. Claudia Alcaraz Zini

Orientadora

Prof. Dr. Vitor Manfroi

Co-orientador

Rafael Dutra Soares



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

“Somente os extremamente sabios e os

extremamente estupidos é que ndo mudam.”

Confucio



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

AGRADECIMENTOS

Agradeco a professora e orientadora Claudia Zini, um exemplo de profissional e dedicacao,
pela orientacdo, ensinamentos, inspiracao, paciéncia e outras tantas contribuicdes que
ajudaram a tornar realidade este trabalho.

A minha familia, que sempre me incentivou a estudar, sempre!

A Patricia, a quem dedico este trabalho, pelo estimulo, carinho e principalmente
compreensao;

As professoras Elina Caramao e Rosangela Jaques, por toda a contribuicdo ao grupo de
pesquisa do LAAO.

A Karine Nicolli e Juliane Welke, por partilhar de seus conhecimentos.
Aos colegas do laboratdrio, pela convivéncia e conhecimentos trocados.
Ao professor Vitor Manfroi, pela co-orientacdo e contribuicdo na realizacdo deste trabalho.

A Vinicola Perini, Cléber Andrade e Giseli Scopel, pelo fornecimento de amostras e pelas
informacdes técnicas fornecidas.

Ao pesquisador Mauro Zanus (Embrapa Uvas e Vinhos) pela parceria na execucdo deste
trabalho

Aos colegas do IFRS, por oportunizar momentos de dedicacdo exclusiva a este trabalho.
Aos demais colegas do PPGQ, pelos agraddveis encontros nos corredores do 1Q.
Aos professores do PPGQ, pelos ensinamentos durante o curso de mestrado.

Aos amigos, em especial ao Diego Rosa, pelo fornecimento de alguns materiais que foram
essenciais na execucdo deste trabalho.

A todos aqueles que possam ter contribuido em algum momento para a realizacao deste
trabalho

Muito Obrigado!



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

SUMARIO
DECLARAGAQO DE AUTORIA . ......ooooeeeeeeeeeeeeeeteeee e ses st sssas s sssaesassasesssenes ii
AGRADECIMENTOS ...ttt ettt sttt st sae e bt e s bt e s bt e sbe e beesbe e beenbeebeeabeenee iv
SUMARIO . ...ttt bbbt v
FRTe LTot e LR =TT = TR vi
INAICE 0@ TADEIAS ... vvviveitctiteietcectcictee ettt s e s s s s s s viii
A T oAV = ol TSP RRR X
RESUIMO ...ttt ettt et ettt sh e s h e s he e s bt e sb e e e bt e bt e bt e abeea bt eabeeateeabeeabeshbeeaeesbeesbeenbeenbeenbeenbeens xi
ABSTRACT ...ttt ettt et ettt ettt s a e sh e e s he e shtesh e e sbe e bt e bt e bt e bt e bt e a b e et e et e eabeeaeeeabesatesheesatesatenaeens Xii
R | V120 01U 7Y o 1R 13
1.1, OBJETIVO GERAL.......ooiiiiiiiiteitte sttt ettt ettt et et et ettt sat e sat e s bt e saeesbeesheesaeesbeenbeenbeenee 14
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .......cocvoviviuiieeetetetcietetetetetete ittt sttt ssss s ss s ssess e 14
2. REVISAO BILIOGRAFICA ..ottt bbbttt sttt n s 15
2.1, ESPUMANTES ........oitiiititiett ettt ettt st b e b et esbe et e e bt et e abeeabesabesaeesabesaeesbeesbeenbeenee 15
2.2, AROIVIA ...ttt h e bbbt e b e ekt e bt ettt et e eateeheeshe e e beenbeenbe e beenee 20
2.3, TERPENOS ...ttt ettt st h e b e b e s bt ek e e bt et e at e e ab e saeesatesbeesaeesbeenbeenbeenee 22
2.4.  TECNICAS DE EXTRAGAO E ANALISE .......c.ccoovmiiiiiieiiinnietiinsietneiesie s ssseeeae 24
2.4.1. Técnicas de extragao de volateis de VINhO.......c.uvveieiicciiiiiec e 24
24.2. Técnicas de andlise de volateis de VINho ........cccceeiiiiiiiiiiii e 26
3. PARTE EXPERIMENTAL...ctttttttieieee et eeeetettiteee e e e e e e e e et ettt ss e s e e e e e e e eeeenbabaa s e e s eeeeesesenensnnannnnssnnns 30
3.1. COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS .......ccceoiiiriiiiieniienteenteenie et ettt st st sieesieesaeesbeenbee e 30
3.2, EXTRAGAO DAS AIMOSTRAS..........couiuiriririririeisnsisssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnss 31
3.3, ANALISES CROMATOGRAFICAS .........c.ccoimmirirmercieteienenesesese et sessenae 33
4.  RESULTADOS E DISCUSSOES .....cveueuiririeieteriisieteseseestesesesesessesesasassssesesessssssesesessssssesesassssesesesenssnns 34
4.1. IDENTIFICAGAO PRELIMINAR TENTATIVA DOS COMPOSTOS VOLATEIS PRESENTES NO
ESPUIMANTE ...ttt ettt sttt e bt e sb e bt e bt e bt e bt et e e abeeabeeat e easesatesabeeabesabesheesbe e beenbeenbeenbeenee 34
4.2.  OTIMIZAGAO DA EXTRAGAOD .......c.oooiuiieeeeeteeeteeeeeet ettt ettt ettt st et st ss et s et e s eae s eeens 38
4.2.1. o Yo XNe [ ol o - TSRS 38
4.2.2. (@fe] ol ghu - Yor- [o N [N o - s Vo FS RSP PSPRS 44



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

4.2.3. VOIUME A3 AMOSEIA ..ttt sr e e sne e e sne e e 45
4.2.4, Temperatura de EXIraCa0 ....ccooeeeiciiiiiiiiiieeeeeeee et e e e e eeeee e e e e e e e e essesaaabaarrsraeaeeeeeeeeeees 46
4.2.5. Tal i [VI=TaTol - Mo - I o] foF- I o 1o Y [or- N USSP 48
4.2.6. EE=Tag] o Jo X e [l T = ToF: [ N U RO PO P 50

4.3. IDENTIFICACAO TENTATIVA DOS COMPOSTOS VOLATEIS PRESENTES NO ESPUMANTE ...51
4.3.1. Cromatografia Gasosa com Detector Quadrupolar de Espectrometria de Massas....... 51

4.3.2. Cromatografia gasosa bidimensional abrangente com detector espectrométrico de
(NI e [l uT o T u=Ta 0] e Jo X [N /o o RN PSRRI 55

4.4. EVOLUGAO DO AROMA DURANTE O PROCESSO DE ELABORAGAO DO ESPUMANTE

IMIOSCATEL ... e ab e e 77
5. RESUMO DOS RESULTADOS ....coouiiiiiitiiiiiiic it 87
6. CONCLUSOES ......cutteueueieteteieietetetete ettt sttt be et s e s eseseseseseseseseseseseseseseseseseseseseseseneseseneannas 90
7. PRODUGAO CIENTIFICA GERADA A PARTIR DESTE TRABALHO .....covueveiiiniieieieirieeeieieiseeseeeieseens 91
8.  SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS .....cuevuieiieieieieieieieieneiesesesesesesesesesesesesesesesssssesssssesssssensnsns 91
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cueueueiiiitieieieisiseieieseteesssiesessesessse st sssessss s ssssssesesessssssesesesasnns 93

10. ANEXO | — ESTRUTURA DOS COMPOSTOS TENTATIVAMENTE IDENTIFICADOS NO HEADSPACE
DE ESPUMANTE MOSCATEL (Analise preliminar). ...ttt e e savaeee e 97

11. ANEXO Il — ALGUMAS ESTRUTURAS DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS TERPENICOS
ENCONTRADOS EM PRODUTOS VITICOLAS ORIGINADOS DA UVA MOSCATEL E SEUS RESPECTIVOS
LIMIARES DE PERCEPCAD ......ouvietitieiieteteteae ettt ettt et sttt as e st esene et sebesess s sebesess s s eseseneas 99

Indice de Figuras

Figura 1. Produgdo de vinhos pelo método Champenoise com as seguintes etapas 1- Engarrafamento
do vinho base, 2- Fermentacdo na garrafa, 3 e 4- remuage, 5 e 6- Degourgement, 7 — licor de

2y g0 =To I Tor- o 1P 16
Figura 2. Diferentes etapas na produgdo de vinhos pelo método Charmat. ........cccccevvviiieeiiiicinnennnn, 16
Figura 3. Comercializagdo de espumantes finos produzidos por empresas do Rio Grande do Sul de

2004 @ 2009 ™M) ..ottt 17
Figura 4. Uva moscato utilizada na producdo do espumante Moscatel ........cccccvveeeiiiiiiiieeeeeecciineeean, 17
Figura 5. Esquema das principais etapas de producdo de espumantes Moscatel. ........ccccceeeeeernrneennn. 18

Figura 6. Sequéncia tecnoldgica da producdo de espumante e sua relacdo com os diferentes tipos de

Figura 7. Esquema de um sistema de cromatografia gasosa com detector de espectrometria de
I I e [ Lo [ U o Yo ] I PRSP 27
Figura 8. Esquema representivo dos componentes do sistema de cromatografia gasosa bidimensional
abrangente.( | — injetor, 'D — coluna responsavel pela separacdo da primeira dimensdo, M —
modulador, 2D — coluna responsavel pela separacdo na segunda dimens3o, D — detector). ............... 29

Vi



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

Figura 9. Diferentes etapas da parte experimental. A — Desgaseifica¢do, B- SPME, C-Dessor¢ao dos
compostos volateis no pdrtico do injetor do cromatdgrafo e D — Andlise por GC/MS. ..........cvveeuneee.. 32
Figura 10. Cromatograma do perfil voldtil de um espumante Moscatel dividido em trés partes, de
acordo com o tempo de retengdo dos compostos volateis tentativamente identificados: (A) de 0 a 15
min; (B) de 15227 min; (C) de 27 @ 40 MIiN. coeioiuiiiiee ettt e e e et e e e e et re e e e e e e e eaareeeeaeeeeanreees 36
Figura 11. Numero total de picos cromatograficos de compostos volateis tentativamente
identificados, obtido a partir da extracdao de amostra de espumante Moscatel utilizando diferentes
fases poliméricas. As condi¢des de extragao para as diferentes fibras foram: volume da amostra de
2mL, sem dilui¢do (teor alcdolico das amostras de 7,5%), temperatura de extragdo de 40°C, adicdo de
30% (m/v) de sal (NaCl) na amostra e o tempo de extracdo de 10 minutos. .........ceceveeeecrveeecinveeeennnen.. 40
Figura 12. Somatdrio das areas cromatograficas de compostos volateis tentativamente identificados,
obtido a partir da extracao de amostra de espumante Moscatel utilizando diferentes fases
poliméricas. As condicGes de extracdo para as diferentes fibras foram: volume da amostra de 2mL,
sem dilui¢do (teor alcdolico das amostras de 7,5%), temperatura de extragdao de 40°C, adicao de 30%
(m/v) de sal (NaCl) na amostra e o tempo de extragdo de 10 MIiNULOS. .......ccccveeeririeeeeiiieeeeiiieeeeieee e, 40
Figura 13. Cromatogramas que mostram a comparacdo dos resultados obtidos apds extragao do
headspace de amostras de espumante Moscatel com as fibras A. PDMS 100 um, B. PDMS 7 um
StableFlex, C. PA 85 um, D. CAR/PDMS 85 um, E. DVB/PDMS 65 um StableFlex e F. DVB/CAR/PDMS
50/30 StableFlex. (todos os valores no eixo x sdo referentes ao tempo de retenc¢3o (variando de 0 a
40 minutos) e no eixo y dizem respeito a intensidade (0 a 1,5 x 10°). As condicdes de extracdo para as
diferentes fibras foram: volume da amostra de 2mL, sem diluicdo (teor alcéolico das amostras de
7,5%), temperatura de extragdo de 40°C, adi¢do de 30% (m/v) de sal (NaCl) na amostra e o tempo de
LG = Tor- [o X o [T L0 o 0 11 1V o LRSS 43
Figura 14. Comparacdo das areas cromatograficas obtidas para (A) ésteres e (B) terpenos majoritarios
tentativamente identificados apds extracdes realizadas com as fibras DVB/PDMS e tripla
(DVB/CAR/PDIMIS). .ottt e e eeteeeeee s e e s eesteeeeeeeeseseeseee e s eeeeeeesaeseseaseaeaesesaeeeeeseseenaeenes 44
Figura 15. Avaliacdo da influéncia da diluicdo da amostra na eficiéncia da extracdo de compostos
voldteis de espumante Moscatel (foram mantidos constantes o volume (2mL), a temperatura de
extragdo (40°C), a forga ionica (adicdo de 30% de sal) e o tempo de extragdo (10 minutos). Todas as
extracOes foram realizadas utilizando a fibra com fase DVB/PDMS. ........cccoueeeeiieeeecieeeecieeeceiree e 45
Figura 16. Eficiéncia de extracdo para alguns compostos representativos de varias classes quimicas
presentes no headspace do espumante Moscatel quando da utilizacdo de trés diferentes volumes de
amostra (foram mantidos constantes o teor alcéolico (7,5%), a temperatura de extracdo (40°C), a
forga idnica (adigdo de 30% de sal) e o tempo de extragdo (10 minutos)). Todas as extragGes foram
realizadas utilizando a fibra com fase DVB/PDIMIS. .......oovcuuiiieiieiiiiieiee e eeeeiree e e e e e siiae e e e s s s ssaraseeesssssnaaees 46
Figura 17. Influéncia da temperatura na drea cromatogréfica de alguns componentes (foram
mantidos constantes o teor alcdolico (7,5%), o volume (2mL), a for¢a iGnica (adicdo de 30% de sal) e
o tempo de extracdo (10 minutos)). Todas as extracdes foram realizadas utilizando a fibra com fase
DVB/PDIMIS. .ottt ettt e et e e e e e e et e e e et e e e e eaaeeeeteeeeaaasee e e steseeseeeeeaateeeeasreeeeaateeeeanteeeeareeeens 48
Figura 18. Influéncia da adicdo de cloreto de sddio ao espumante Moscatel na eficiéncia da
microextracdo em fase sélida no modo headpsace com uma fibra PDMS/DVB (foram mantidos
constantes o teor alcdolico (7,5%), o volume (2mL), a temperatura de extragdo (40°C) e o tempo de
extracdo (10 minutos)). Todas as extra¢des foram realizadas utilizando a fibra com fase DVB/PDMS.

vii



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

Figura 19. Perfil de extragdo de alguns compostos volateis representativos do perfil cromatografico
do headspace de vinhos espumantes Moscatel, obtido através de HS-SPME (foram mantidos
constantes o teor alcdolico (7,5%), o volume (2mL), a temperatura de extragdo (40°C) e a forga i6nica
(adicdo de 30% de sal)). Todas as extracbes foram realizadas utilizando a fibra com fase DVB/PDMS.

Figura 20. Diagrama de cores para as analises por GCxGC/TOFMS do espumante Moscatel. A)
diagrama de cores. B) diagrama tridimensional............ccueeeiiiieiiiiie e 56
Figura 21 - Separacdo de citronelol e nerol na tg (Mt = 1575 s para ambos os compostos, %tn 4,24 s
para o citronelol e 4,49 s para o nerol) no headspace de amostras de espumante Moscatel e
demonstracdo de deconvolucdo espectral. A) coeluigdo dos alcoois monoterpénicos B) espectro de
massas do citronelol de banco de dados de espectros de massas NIST 107C) espectro de massas do
nerol de banco de dados de espectros de massas Nist 107. D) cromatograma obtido a partir da
deconvolucdo espectral. E) espectro de massas encontrado para o citronelol do espumante Moscatel.
F) espectro de masss encontrado para o nerol do espumante Moscatel. ........ccccveeeeeviciiieeeeiccccineeeenn, 71
Figura 22 - Separacdo de alguns compostos tentativamente identificados (numeragao de acordo com
a Tabela IV) de uma determinada regido do diagrama de cores, resultante da andlise do headspace
de espumante Moscatel por HS-GCxGC/TOFMS. (Apenas os compostos tentativamente identificados
foram enumerados: 201- cis-6xido de linalol, 52- 2-nonanona, 203- terpinoleno, 202- hotrienol, 204-
linalol, 205- 6xido de rosa, 89- éster, 90- acetato de n-heptila, 206- mircenol, 91- éster, 101-
foTot -] g o X-1 o X [N o 1= 4| - PSP USRS 72
Figura 23 Comportamento da area cromatografica normalizada de trés monoterpenos oxigenados
encontrados no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo de
producado de espuMaNnte IMOSCALEL. ......cccuuiiiiiii i e e e e e e e e e e e e abraee e e e eennnrees 78
Figura 24 - Comportamento da drea cromatografica normalizada de dxidos terpénicos encontrados
no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo de producdo de

L] o TU R T TN LI\, Lo LYot =] R 80
Figura 25 Comportamento da area cromatografica normalizada de quatro monoterpenos
encontrados no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo de
producado de espuMaNte IMOSCALEL. .....ccccuuiiiieie et e e e e e e e e e bre e e e e e e b raeeeeeeenneees 82
Figura 26 Comportamento da area cromatografica normalizada de trés acetatos terpénicos
encontrados no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo de
producao de espuUMaNte MOSCALEL .......uuuiiiiiiiiiiieieee e e e e e e e e e e e e e e e e ean 83
Figura 27 Comportamento da area cromatografica normalizada de trés ésteres etilicos encontrados
no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo de produgao de

L oIV I TN (=l Lo XY or- | 1] FO PP 84
Figura 28 Comportamento da drea cromatografica normalizada de trés alcoois encontrados no
headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo de produgao de

L] o TU R T TN LY Lo LYo =] PP 86

indice de Tabelas

Tabela | Quadro resumo das etapas de coleta das amostras de espumante de um processo de
vinificacdo de mosto de uvas Moscatel nos anos de 2010 € 2011, ......oeeeeiiiciiieieeeeeciieeee e e 31
Tabela Il Compostos tentativamente identificados no headspace do espumante Moscatel por
LCT 00 011 S 36

viii


file:///C:/Users/Rafael/Desktop/Rafael%20Dissertacao%20Final%20_%20revisada1.docx%23_Toc330975622
file:///C:/Users/Rafael/Desktop/Rafael%20Dissertacao%20Final%20_%20revisada1.docx%23_Toc330975622
file:///C:/Users/Rafael/Desktop/Rafael%20Dissertacao%20Final%20_%20revisada1.docx%23_Toc330975622
file:///C:/Users/Rafael/Desktop/Rafael%20Dissertacao%20Final%20_%20revisada1.docx%23_Toc330975622
file:///C:/Users/Rafael/Desktop/Rafael%20Dissertacao%20Final%20_%20revisada1.docx%23_Toc330975622
file:///C:/Users/Rafael/Desktop/Rafael%20Dissertacao%20Final%20_%20revisada1.docx%23_Toc330975622
file:///C:/Users/Rafael/Desktop/Rafael%20Dissertacao%20Final%20_%20revisada1.docx%23_Toc330975622

Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

Tabela Il -Compostos tentativamente identificados nos processos 1,2 e 3 de vinificagao e relagao de

area percentual (% a) no mosto (m) e no espumante final (€) ....cccvveeeieiiciiieiei e, 52
Tabela IV — Compostos tentativamente identificados no headspace de espumante Moscatel por
GOXGCITOFMS ettt et et et e e ettt e e et e e e eatae e e ebeeeeebeeeeanbaeeeaateeeesteaesasseeeantaeeesseeeeansreeas 57

Tabela V — Divisdo das classes dos compostos terpénicos tentativamente identificados no espumante
Moscatel



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

Abreviacoes

CAR/PDMS — Carboxen/polidimetilsiloxano (do inglés, carboxen/polydimethyl siloxane)

CAR/DVB/PDMS — Carboxen/ divinilbenzeno/ polidimetilsiloxano (do inglés,
carboxen/divinylbenzene/polydimethyl siloxane)

CLSA - Andlise por purga em circuito fechado (do inglés, closed-loop stripping analysis)
DVB/PDMS — Divinilbenzeno/polidimetilsiloxano(do inglés, divinylbenzene/polydimethyl! siloxane)

GC-FID - Cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama (do inglés gas chromatography
with flame ionization detector)

GCxGC — Cromatografia gasosa bidimensional abrangente (do inglés, comprehensive two-dimensional
gas chromatography)

GCxGC/TOFMS — Cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a detector de
espectrometria de massas do tipo tempo de voo (do inglés, comprehensive two-dimensional gas
chromatography with time-of-flight mass spectrometric detection)

GC/MS ou 1D-GC/MS - Cromatografia gasosa monodimensional acoplada a detector de
espectrometria de massas (do inglés, one-dimensional gas chromatography with mass spectrometric
detection)

GC-O — Cromatografia Gasosa-Olfatometria (do inglés, gas chromatography- olfactometry)

GC/gMS ou 1D-GC/gMS — Cromatografia gasosa monodimensional acoplada a detector de
espectrometria de massas do tipo quadrupolar (do inglés, one-dimensional gas chromatography with
quadrupolar mass spectrometric detection)

HS-SPME — Microextragdo em fase sélida no modo headspace (do inglés, headspace solid phase
micro extraction)

HS-SPME-GCxGC/TOFMS — Microextracdo em fase sélida no modo headspace acoplada a
cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a detector espectrométrico de massas por
tempo de voo

LLE — Extracdo liquido-liquido (do inglés, liquid-liquid extraction)

LTPRI - indices de retencdo com programacao linear de temperatura (do inglés, linear temperatura
programmed retention index)

PA — Poliacrilato (do inglés, polyacrylate)

PDMS — Polidimetilsiloxano (do inglés, polydimethyl siloxane)

SPE - Extracdo em fase sélida (do inglés, solid phase extraction)

SDE — Extracdo-destilacdo simultaneas (do inglés, simultaneous distillation extraction)
SBSE - Extracdo sortiva em barra de extracdo (do inglés, stir-bar sorptive extraction)

TD-GC/MS - Dessorc¢do térmica acoplada a cromatografia gasosa com detector de espectrometria de
massas (do inglés, thermal dessorption with gas chromatography and mass spectrometric detection)



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

RESUMO

Uma avaliacdo do perfil cromatografico de volateis de espumantes Moscatel da Serra
Galcha foi realizada durante o processo de vinificagdo, usando-se um método de HS-SPME
que foi otimizado para este fim. O método incluiu a utilizacdo do filme PDMS/DVB, 2 mL de
amostra sem diluicdo, temperatura de extra¢do de 40°C, 30% (m/v) de NaCl, e tempo de
extracdo de 30 min. Utilizando-se a técnica de GC/gMS foram tentativamente identificados
55 compostos e outros trés por co-injegao, totalizando 58 compostos, enquanto pela técnica
de GCxGC/TOFMS foram tentativamente identificados 232 compostos. O perfil
cromatografico dos vinhos espumantes apresentou altera¢gdes durante o processo de
vinificagdo, como quantidades decrescentes de alcoois monoterpénicos (linalol, hotrienol, a-
terpineol) e quantidades crescentes de ésteres terpénicos (acetatos de citronelila, nerila e
geranila). O método HS-SPME-GC/qMS provou ser uma escolha analitica apropriada para
monitorar o perfil cromatografico de compostos volateis durante a vinificacdo e pode ser
utilizado como ferramenta util para o desenvolvimento da produ¢dao do vinho espumante,
controle de qualidade e de futuras pesquisas de marcadores de qualidade do produto. A
técnica GCxGC/TOFMS abre perspectivas para um estudo mais detalhado do perfil volatil de

espumantes e outras bebidas aromaticas por sua maior seletividade e capacidade de pico.
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ABSTRACT

An evaluation of the chromatographic profile of volatile compounds of Moscatel
sparkling wines of the Serra Gaucha during vinification process, using an optimized HS-SPME
method was performed. The optimized method included the use of PDMS/DVB film, 2 mL of
wine, extraction temperature of 40°C, 30% (w/v) of NaCl, and extraction time of 30 min. The
use of GC/qMS resulted in 55 tentatively identified compounds and other three positively
identified in the wine headspace, while in GCxGC/TOFMS, 232 compounds were tentatively
identified in the same sample. The chromatographic profile of sparkling wines volatiles
showed changes during wine making process, such as decreasing amounts of monoterpenic
alcohols (linalool, hotrienol, a-terpineol) and increasing amounts of terpenic esters, such as
citronelyl, neryl and geranyl acetates. The HS-SPME-GC/qMS method proved to be an
appropriate analytical choice to follow the chromatographic profile of volatile compounds
during wine making process and may be employed as a useful tool for wine production
development, quality control and future search of volatile markers of product quality.
GCxGC/TOFMS opens a perspective of a more detailed study of the volatile chromatographic
profile of sparkling wines and other aromatic beverages and spirits due to its higher

selectivity and peak capacity.
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1. INTRODUCAO

O vinho espumante Moscatel é um dos produtos de maior ascensdo produtiva da regiao
viticola da Serra Gaulcha, sendo conhecido por seu intenso aroma frutado e floral. No Brasil, em
2009, foram comercializados 2,5 milhdes de litros de espumante Moscatel (1), destacando-se o
Rio Grande do Sul como principal produtor. Este espumante é produzido através de um
processo muito semelhante ao processo Asti, elaborado na regido do Piemonte, na Itdlia @ A
qgualidade global do vinho estd relacionada ao balan¢o de diferentes parametros sensoriais,
contudo, o aroma é provavelmente o que desempenha o papel de maior relevancia na sua

@ &) Apesar das caracteristicas diferenciadas do

aceitabilidade, satisfacdo e distincao
espumante Moscatel e da sua importancia econdmica, poucos estudos relacionados ao aroma e
a composicao de sua fracao volatil tém sido feitos. No que diz respeito a analise de compostos
volateis de produtos provenientes da industria vinicola, a técnica de micro extracdo em fase
sélida (HS-SPME, do inglés headspace solid phase micro extraction) vem sendo amplamente

utilizada.

. . . ~ . " . 4) - (1
Diversas pesquisas em torno de caracteriza¢do do perfil aromatico de vinhos @- 0), bem
como sobre o comportamento da composicdo dos vinhos durante e apds o processo de

(11)-(13)

fermentacao estdo reportadas em artigos cientificos. Além disso, o desenvolvimento de

métodos de analise quantitativa de analitos importantes na formacao do aroma dos vinhos das

(a4 (15), empregando-se

mais variadas espécies de uvas também tem sido alvo de investigacao
esta mesma técnica. Além da auséncia de estudos especificos acerca do perfil aromatico do
espumante Moscatel, poucas informacg8es sdo encontradas a respeito da variacao deste perfil
durante o processo de fabricacdo do espumante. O conhecimento a respeito da geracdo e
desaparecimento de compostos volateis durante o processo de fabricacdo de uma bebida se
reveste de importancia, visto que pode indicar caminhos para um melhor controle de qualidade
do processo de fabricagcdo, para a elucidacdio de mecanismos de reagbes quimicas e de
processos fermentativos, bem como para a certificacdo da qualidade dos compostos volateis
produzidos. Além disso, a descoberta de componentes volateis de aroma desagradavel pode

auxiliar no desenvolvimento ou na modificacdo de etapas do processo que venham a impedir a

formacao destes componentes, de forma a valorizar ainda mais o produto.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do inglés, gas

chromatography with mass spectrometric detecion, GC/MS ou 1D-GC/MS) é a técnica de

13
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escolha para a analise de compostos volateis de vinhos e também de outras bebidas, sendo
mais comumente empregada na sua forma monodimensional (6) (14) - (18 Nos Gltimos anos a
GCxGC-TOFMS (do inglés, comprehensive two-dimensional gas chromatography with time-of-
flight mass spectrometric detection) tem sido também empregada, gerando resultados

superiores, devido a sua maior capacidade de pico, sensibilidade, seletividade e resolucdo (5)(10)

(19)-(21)

1.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo investigar o perfil dos compostos volateis durante varias
etapas da vinificacdo de vinhos espumantes Moscatel, empregando a técnica de micro extracdo
em fase sdlida no modo headspace (HS-SPME, do inglés, headspace solid phase micro

extraction).
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Desenvolver um método de HS-SPME para volateis de vinhos espumantes moscatéis
gauchos, através de planejamento experimental e aplicar este método para acompanhar o
perfil cromatografico de compostos volateis, ao longo de algumas etapas importantes do
processo;

= Utilizar 1D-GC/gMS como ferramenta principal de acompanhamento do perfil
cromatografico do vinho, nas varias etapas do processo de vinificacdo, empregando-se indices
de retencdo e espectros de massas experimentalmente obtidos para identificacdo tentativa dos
compostos volateis;

= Avaliar a transformacdo dos compostos volateis durante o processo de vinificagdo,
comparando areas cromatograficas dos mesmos componentes ao longo do processo de
elaboracdo;

= |Interpretar a importancia da presenga/auséncia, aumento e/ou decréscimo dos
compostos volateis identificados durante o processo de vinificacdo a luz do carater aromatico
destes componentes, registrado na literatura cientifica.

®  Realizar uma avaliacdo preliminar da potencialidade da GCxGC/TOFMS para o estudo

dos compostos volateis do espumante Moscatel.
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2. REVISAO BILIOGRAFICA

2.1. ESPUMANTES

O termo espumante se refere exclusivamente aos vinhos que foram submetidos a
fermentacgdo alcodlica em um recipiente fechado. De acordo com a legislacdao brasileira, o
espumante é um vinho no qual o anidrido carb6nico é resultante de uma segunda fermentagdo
alcodlica do vinho com uma pressao minima de 4 (quatro) atmosferas a 20° C (22) Existem varios
métodos para producdo de vinhos espumantes, os quais geralmente incluem dois estdgios. A
primeira etapa consiste em fazer um vinho base com determinadas caracteristicas e a etapa

(3) (23)

seguinte é a ocorréncia da fermentacao pela segunda vez . Estes vinhos sdo altamente

apreciados em todo o mundo, tendo, por isto, um valor adicional. Sua caracteristica mais
. . ~ _(23)
importante é que eles efervescem durante todo o processo de degustacao .

A segunda fermentacdo pode ocorrer na garrafa ou em tanques. No caso do método
tradicional (Figura 1), conhecido também como Champenoise, os vinhos espumantes sdo

fermentados em garrafas (24)

e apds o final da segunda fermentacdo, as leveduras
(microorganismos que fazem com que o processo de fermentagao ocorra 2)) se rompem e a
garrafa passa pelo processo de remuage, que consiste em colocd-la de cabeca para baixo em
um angulo de 45°, submetendo-a a rotacdes periddicas por cerca de 30 dias. As borras
depositadas junto ao gargalo sofrem congelamento rdpido e sdo expulsas da garrafa (do
francés, degourgement). Na sequéncia, é inoculado na garrafa o licor de expedi¢do (do francés,
dosage liqueur) (28} determinante no grau de acucar do espumante. S6 entdo a garrafa sera
fechada com sua rolha definitiva, passando ainda um determinado tempo nas caves antes de

ISNT] ~ 2 2
sua comeruahzagao (23) (26)

. Os tipos de espumantes mais conhecidos, que sdao produzidos
através deste método sdo: os Champanhes, na Franca, os Cavas; na Espanha, os Franciacortas,

na Itdlia e os Cap Classique, na Africa do Sul.
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Figura 1. Producdo de vinhos pelo método Champenoise com as seguintes etapas 1- Engarrafamento do

vinho base, 2- Fermentacdo na garrafa, 3 e 4- remuage, 5 e 6- Degourgement, 7 — licor de expedicdo

Outro processo de elaboracdo de vinhos e espumantes é conhecido como Charmat
(Figura 2). Este método utiliza tanques de fermentacdo (autoclaves) de tamanho variavel, os
guais sao construidos em aco inoxidavel, suportam uma pressdo de até 20 atm e ainda sdo
munidos de controladores de temperaturas, agitadores e manGmetro para o monitoramento
da pressdo. A principal vantagem desse método é que o tempo elaboracdo do espumante é
bem mais curto que no Champenoise. A producdo em tanques também demanda menor uso de
mao-de-obra e, consequentemente, o custo é menor, resultando em espumantes de preco
mais acessivel. O produto final apresenta menor complexidade, mas alguns produtores

argumentam que ele apresenta énfase nos aromas mais frutados e florais do espumante (3) (24)

(26)

METODO CHARMAT

o o= o o Separacio das sementes | [
Selecdo de Separacdo da raquis e pd ¢ p o Segundma
Uvas esmagamento € da casta do mosta Primeira Fermentacdo Fermentacao em
_[SUED da uva) Alcéolica autoclave
., 1
= Controle de pressdo e
Winho base é transferido temperatura
para 2 autoclave -
Engarrafamento Filtragdo Isobérica e Filtragc8o |zobérica e
Arrolhamento e - : = . = X "
Isobarico centrifugagso Refrigeracdo em centrifugacdo
rotulagem
- Autoclave
ﬂﬁﬁ(j:-— H"”(:ﬂEI f L = Q e
LL|I \lI.I \j UQU | ] \ ]

Figura 2. Diferentes etapas na producdo de vinhos pelo método Charmat.

Um terceiro tipo de processo é o do espumante Moscatel, o qual gera um produto

muito semelhante ao espumante tipo Asti, elaborado na regido do Piemonte, na Italia. O
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processo Asti foi desenvolvido por Giovan Battista Croce, em meados do século XVII. Croce,
proprietdrio de uma pequena darea de terra, iniciou o cultivo de uvas e a produgdo de vinho
branco doce, aromatico e de baixa graduacdo alcéolica, conhecido como Moscato d’Asti. Em
1865, Carlo Gancia incorporou da Franca as técnicas de espumantizacdo produzindo o Moscato
Spumante, um vinho doce e aromatico. Mais tarde, Camillo Gancia, filho de Carlo Gancia, com o
apoio dos demais produtores da regiao, alterou o nome do espumante para Asti Spumante para

reforgar a identidade do vinho @

No Brasil, sua producdo iniciou no ano de 1978, na serra gaucha, onde a bebida foi
elaborada pela primeira vez pela empresa Martini & Rossi, que tinha sede na Itdlia. A Figura 3
mostra a evolugao de sua producdo no Brasil comparativamente a outros espumantes. O vinho
Moscatel espumante é um caso tipico de descoberta de um novo segmento do mercado
brasileiro. E um produto relativamente recente no setor vitivinicola brasileiro, que teve seu
surgimento ocorrido ha cerca de 20 anos atras e que, desde entdo vem ganhando espaco de
mercado e experimentando um crescimento vigoroso e consistente, sobretudo ganhando maior
notoriedade nos ultimos anos, quando o consumidor brasileiro passou a apreciar este produto
pela sua tipicidade e intensidade aromatica (28)

Segundo a legislacdo brasileira, o vinho Moscatel Espumante possui graduacgado alcodlica

de 7 a 10% v/v, a 20°C, resultante de uma Unica fermentacdo alcodlica pressurizada do mosto

de uva da variedade moscato (Figura 4), sob o processo fermentativo denominado Asti, o qual
c?,

deve conceder um minimo de duas atmosferas de pressdao no produto a 10°

Ohescaers
1200 8 Espimantss
10,00
E oo
s E00
$ 400
! 200
0.00
004 2005 206 007 06 2000
Ao
Figura 3. Comercializagdo de espumantes finos produzidos por Figura 4. Uva moscato utilizada na
empresas do Rio Grande do Sul de 2004 a 2009 produgao do espumante Moscatel
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A Figura 5 mostra as etapas envolvidas no processo de elaboracdao do espumante

Moscatel *),

Recebimento da uva

Separacgdo da raquis

Esmagamento da uva

Adicdode SO2

Prensagem

Clarificagdo do Mosto

Adigdo de leveduras selecionadas

Fermentagdo Alcoolica até 6% v/v de dlcool

Tomada de espuma em autoclave

Dupla Filtragdo

Engarrafamento

Figura 5. Esquema das principais etapas de produg¢do de espumantes Moscatel.

O processo Asti, utilizado na producdo do espumante Moscatel, € o método mais
tradicional para a elaboracdo de espumantes com o perfil sensorial aromatico, pela utilizagdo
exclusiva de uvas moscatéis. Neste caso, salienta-se que o espumante, de forma distinta dos
outros processos citados anteriormente, ndo sofre uma segunda fermentacdo alcéolica de um

vinho seco, ao qual foi adicionada sacarose, mas é obtido da fermentacdo alcéolica incompleta,
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interrompida quando a pressao do didxido de carbono e a quantidade de agucar residual do
vinho estiverem no limite desejado, ocorrendo uma parte da fermentacdao com o tanque aberto
e o restante em tanque de pressdo fechado (tomada de espuma), como ocorre no processo
Charmat ©.

Durante a preparacdio do mosto, as clarificacbes sdo realizadas, ocorrendo a
sedimentacdo das particulas solidas, seguida pela sifonagem do mosto limpido. Para favorecer
a sedimentacdo sdo adicionados produtos como gelatina, enzima pectolitica, diéxido de enxofre
e bentonite. O mosto limpido é entdo filtrado com terra diatomdaceas e resfriado a temperatura
proxima de 0°C, onde permanece de cinco a sete dias. A acdo do frio forma pequenos centros
de cristalizacdo que, permanecendo em suspensdo por alguns dias, provocam uma turvag¢ao no
mosto. Depois desse periodo, os cristais aumentam de volume e precipitam dando ao mosto
uma maior limpidez. Neste momento, o mosto é filtrado novamente ficando pronto para o
inicio do processo de fermentacao.

A linhagem de levedura mais usada para a elaboracdo do vinho Moscatel espumante é
Saccharomyces cerevisiae da variedade ellipsoideus que, além de suportar altas pressdes e
baixas temperaturas, apresenta boa capacidade de multiplicacdo, produz pouco didéxido de

enxofre, acido sulfidrico e acidez (28)

. Esta técnica de vinificacdo procura conservar no vinho o
aroma caracteristico da uva Moscato, interrompendo a fermentacao alcodlica e estabilizando o
vinho com teor elevado de acucar. Para controlar essa evolugdo, o vinho espumante é
submetido a refrigeracdo, clarificacdes e filtracGes, operacdes repetidas cada vez que a
fermentac¢do adquire ritmo acelerado, provocando empobrecimento do mosto em substancias
nitrogenadas. Desta forma, elimina-se a maior parte das células de leveduras e com elas as
substancias nitrogenadas assimilaveis (parte do nitrogénio é assimilado pelas leveduras),
conferindo ao vinho a estabilidade bioldgica desejavel. De modo geral, sdo provocadas
interrupgBes no processo fermentativo quando o mosto/vinho apresenta aproximadamente 1,
2,4 e 6% v/v de alcool @6 A seguir, fecha-se a autoclave e inicia-se a tomada de espuma. Na
pratica, o mosto/vinho colocado na autoclave para a tomada de espuma além dos 6% v/v de
alcool deve apresentar, ainda, entre 100 e 110 g/L de agucar residual. Concluida a fase de
tomada de espuma, a temperatura do espumante é reduzida a 3°C negativos (-3°C), para
interromper a fermentacdo alcodlica e estabilizar os sais do acido tartarico. Apdés um periodo
de, aproximadamente, 10 dias nestas condic¢des, é efetuada uma dupla filtracdo em condicdes

isobdricas, passando o espumante para outra autoclave. Para efetuar a operacao de filtragdo é
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necessario que a autoclave de tomada de espuma esteja com cinco atmosferas de pressao, e a
segunda autoclave com quatro atmosferas com o cuidado de manter sempre a mesma
diferenca de pressdo. O espumante deve ser mantido sempre, durante a operacao de filtracao,

numa temperatura inferior a 0°C.

2.2. AROMA

Aroma é um dos fatores mais importantes na determinacdo do cardter do vinho e de sua
gualidade. Os compostos que definem o aroma do vinho estdo relacionados a aceita¢do ou
rejeicdo destes produtos pelos consumidores. As caracteristicas do aroma sdo o resultado de
complexas interacdes entre diferentes fatores, tais como a localizacdo geogréfica, a variedade
de uva e as condicdes técnicas de processamento do vinho 17 (23630

Os compostos que podem contribuir para o aroma do vinho sdo compostos volateis e/ou
semi-volateis. Substancias aromaticas podem entdo ser definidas como compostos volateis que
sdo percebidos pelos receptores de odor do nariz, isto é, o tecido olfativo da cavidade nasal.
Eles atingem os receptores quando aspirados pelo nariz (detec¢do nasal) e também através da
garganta depois de terem sido liberados pela mastigacdo (deteccdo retronasal). Assim, a
intensidade de uma sensacdo olfativa ndo depende apenas da concentracdo destas substancias
na fase liquida, mas também da sua volatilidade (pressdo de vapor) e do seu limiar de
percepcdo olfativo. Define-se limiar de percep¢do como a concentracdo minima no qual uma
substancia odorifera é detectada por 50% dos avaliadores sensoriais (32),

O aroma de um vinho é de uma enorme complexidade devido ao elevado nimero de
compostos resultantes de um longo processo biotecnoldgico, os quais estdo presentes em uma
ampla variedade de concentragcbes, que podem variar de poucos nanogramas por litro até
muitos miligramas por litro. Além disso, cada composto apresenta o seu prdprio limiar de
percepc¢do olfativa que é, muitas vezes, condicionado pelo conjunto dos outros compostos
presentes na solug¢ao hidroalcodlica, que é o vinho (23) Estes compostos aromaticos distribuem-
se por diversas familias quimicas, como ésteres, alcoois, terpenos, fendis, acidos graxos, entre
outros.

Os aromas do vinho podem ser classificados em quatro diferentes classes, de acordo com
sua origem e processo biotecnoldgico empregado na sua elaboracdo (Figura 6), conforme

descrito a seguir %8 51,
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Aroma varietal: caracteristico da variedade de uva e depende também do tipo de solo, do
clima, da fitotecnia, do estado sanitario e do grau de maturacdo da uva. A maioria das uvas é
pouco aromadtica. Apenas a uva Moscatel se caracteriza pelo intenso aroma, possuindo
essencialmente precursores de aromas como dacidos graxos e conjugados de cisteina,
glicosideos, carotenoides e compostos fendlicos, com potencialidade para originar compostos

aromaticos 3V 20 (23)

. Os precursores sdo substancias ndo voldteis como as supra citadas,
capazes de originar compostos aromaticos pela acdao de certas enzimas especificas. Podem ser
ainda substancias odoriferas ou ndo e que, pela sua instabilidade, se transformam em outras
substancias odoriferas, caso de alguns terpenos que estdo relacionados diretamente a
tipicidade aromatica das castas das variedades moscatéis.

Aroma pré-fermentativo: proveniente das uvas e se revela durante o processamento da
vindima (colheita) e das opera¢des subsequentes (transporte, prensagem, maceracdo e
clarificagdo). Este aroma é essencialmente devido aos alcoois e aldeidos com seis &tomos de
carbono, formados a partir de certos lipidios, por acdo de enzimas da uva (23)(31),

Aroma fermentativo: origina-se através da acao das leveduras durante a fermentagao
alcodlica e depende das condi¢Ges de processo, como por exemplo, temperatura e tipo de
levedura utilizada. As condicdes de fermentacao sdo muito importantes, por exemplo, para a
producdo dos dcidos graxos voldteis e dos seus ésteres. Condicdes de anaerobiose,
temperatura de fermentacdo baixa e clarificacdo do mosto sdo fatores favoraveis a formacao
destes compostos com importante caracteristica aromatica. Os constituintes enquadrados
neste grupo sao os mais abundantes, sendo majoritariamente responsaveis pela qualidade
aromatica final e pelo carater vinoso da bebida (23)(31)

Aroma péds-fermentativo: resulta de transformac6es ocorridas durante a conservacado e
envelhecimento do vinho, caracterizadas por um conjunto de reacdes fisico-quimicas de
oxidacao e de redugdo dos compostos existentes no vinho jovem (23)(31),

Até hoje foram identificados mais de 600 compostos volateis no vinho, tendo muitos

deles um impacto olfativo importante, pelo que contribuem decisivamente para o aroma (26),
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Aroma Aroma Aroma
Primario Secundario Terciario
Varietal Pré-fermentativa Fermentativa Pos-fermentativa

Espumante

Jovem

Maturacao, Tecnologia Fermentacgdo Envelhecimento
clima, solo
Figura 6. Sequéncia tecnoldgica da producdo de espumante e sua relagdo com os diferentes tipos de

aroma

Os espumantes moscateis sdo vinhos jovens muito apreciados pelo seu aroma frutado e
floral. Esta tipicidade esta ligada aos aromas varietais, tendo em vista que a tecnologia utilizada
na sua elaboracdo procura preservar ao maximo as caracteristicas aromaticas da uva. Nos
vinhos em geral, ao contrario do que acontece no espumante Moscatel, este aroma pode nao
ser diretamente identificado pela uva de origem, mas somente se revelar no decorrer da
fermentacdo e da conservacdo do vinho. Ainda assim, caracteristicas aromaticas peculiares de
vinhos de castas neutras, como Cabernet Sauvignon, Sauvignon Blanc ou Chardonnay podem
ser relacionadas a um perfil especifico de componentes volateis que remonta as uvas de

origem.

2.3. TERPENOS

A qualidade do vinho é determinada pelo balango complexo de todos os componentes
aromaticos do vinho, a qual é verificada por avaliagdao sensorial. Embora varios parametros
sensoriais (cor, consisténcia, fluidez, efeverscéncia, entre outros) possam desempenhar um
papel na aceitacdo e apreciacdo do vinho, o aroma do vinho é possivelmente o fator mais
importante 52 0s principais responsaveis pelo aroma caracteristico dos vinhos Moscatel sdo os
compostos terpénicos, principalmente derivados das uvas, os quais sdo conhecidos por

. . . 26) (24
caracterizarem diversas variedades de uvas ?®

. Os terpenos sdao um importante grupo de
compostos aromaticos que caracterizam o odor de muitas flores, frutos, sementes, folhas,

madeiras e raizes. Como tal, os terpenos sdao de grande importancia no que diz respeito a
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fragrancia floral dos vinhos, pois, além de estarem em grande quantidade no vinho, os terpenos
possuem baixos limiares de percepcao B3 0s compostos terpénicos presentes nos vinhos
pertencem a familias de hidrocarbonetos, dlcoois, aldeidos, acidos entre outros. Na sua maioria
sdo compostos monoterpénicos, bem como alguns sesquiterpenos. No entanto, os que se
apresentam mais interessantes do ponto de vista olfativo sdo os alcoois monoterpénicos como
o linalol, o geraniol, o nerol, o a-terpineol, o citronelol, o hotrienol e alguns oxidos
monoterpénicos como o 6xido de nerol e o dxido de rosa (26) 51 0s aldeidos (geranial, neral e
citronelal) sdo bastante odoriferos, mas sdo mais agressivos (ou intensos) que os alcoois
correspondentes. Os oOxidos de linalol possuem limiares de percep¢do mais altos, quando
comparados aos compostos volateis em geral, e sdo da ordem de 3 mg/L a 6 mg/L @8 Linalol,
geraniol e nerol s3ao reconhecidos como os trés principais componentes terpénicos, visto que
contribuem de forma decisiva para o aroma das castas Moscatel. Outros compostos terpénicos
contribuem para a tipicidade de uvas aromaticas que ndo sdo moscatéis, como por exemplo,
Gewdlirztraminer, Riesling, Miller-Thurgau, etc, visto que estdo presentes em concentracdes
acima do seu limiar de percepgao 34)

Uma vez que os resultados quantitativos do teor de terpenos em vinhos e espumantes
disponiveis na literatura cientifica sao geralmente obtidos utilizando-se diferentes técnicas de
analise e dizem respeito a amostras colhidas em anos e regides diferentes (31), nao é facil
estabelecer uma comparacgdo direta das distintas castas de uvas em relacdo aos teores de
compostos aromaticos. Pesquisas realizadas por Rapp mostraram a possibilidade de classificar
em trés diferentes grupos os vinhos brancos produzidos na Alemanha através de uma
determinacdo quantitativa de 12 compostos monoterpénicos. Este estudo possibilitou a
diferenciacdo de vinhos do tipo Riesling, Moscato e Griiner Sylvaner, todos com caracteristicas
aromaticas frutadas. Ainda, foi possivel observar o perfil terpénico diferenciado do vinho
verdadeiramente Riesling (real Riesling) de outros vinhos também conhecidos como Riesling
(como por exemplo, Welschriesling, Kap Riesling e Emerald Riesling), mas ndo produzidos a

partir das uvas da variedade Riesling *®

. No entanto, é possivel também estabelecer uma
classificagdo geral das castas com base no teor total de monoterpenos, permitindo a sua divisao
em variedades Moscatel (intensivamente aromaticas), variedades aromaticas ndo-Moscatel e
variedades neutras 3%

Além dos terpenos presentes nos vinho originados a partir da uva, a composicdo

terpénica do vinho pode ser profundamente modificada durante a producdo do espumante
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devido as diversas reagdes que ocorrem no decorrer do processo de vinificagdo. Alguns
terpenos surgem devido a hidrdlise dos glicosideos e outros, ja na forma livre, podem sofrer
modificacdes moleculares. Ha enriquecimento em compostos terpénicos ciclicos as custas dos
monoterpenos abundantes nos vinhos jovens como o nerol, o geraniol e o linalol. Os compostos
formados possuem, na maior parte das vezes, limiares de percepc¢do mais elevados que os
terpenos encontrados nos vinhos jovens, de forma que o aroma caracteristico da uva no vinho
continua sendo uma nota marcante e preceptivel. As reacdes que conduzem as modifica¢des

~ . 1
moleculares sdo aceleradas a pH baixo e temperatura elevada. (32)

2.4. TECNICAS DE EXTRACAO E ANALISE
2.4.1. Técnicas de extracao de volateis de vinho

As técnicas de extracdo empregadas na investigacdao de aromas de vinhos e espumantes
sao diversificadas. Lépez e colaboradores pesquisaram as melhores condi¢Ges para a extracao
de monoterpenos em vinhos sintéticos através da técnica de extracdo liquido-liquido (do inglés

liquid-liquid extraction, LLE) ©7.

A mesma técnica foi empregada por Lamikanra e
colaboradores, os quais analisaram a presenca e a formacdo de compostos aromaticos em
vinhos do cultivar Noble Muscadine durante o processo de envelhecimento, fazendo uso
também de LLE ®®. Outro grupo de pesquisadores estudou a influéncia da idade na composicao
volatil dos vinhos Madeira brancos envelhecidos em barril de carvalho durante 1, 11 e 25 anos
de idade, utilizando a técnica de LLE para extrair os compostos voldteis das amostras. Os
resultados mostram que durante o processo de envelhecimento, a concentracdo de acidos
graxos e acetatos diminuiram significativamente, podendo estes compostos serem utilizados

como marcadores de idade do vinho Madeira .

Pifieiro e colaboradores empregaram
extracdo em fase sdélida (do inglés solid phase extraction, SPE) para extrair compostos
terpénicos de vinhos moscato branco, empregando diferentes fases sdlidas e solventes de
eluicao (40) Lopez e colaboradores realizaram uma analise quantitativa de compostos
representativos do aroma de vinho tinto espanhol em nivel de tracgos, utilizando SPE e posterior
analise por GC/MS, tendo obtido bons niveis de recuperacdo e deteccdo de compostos
importantes para o aroma do vinho tais como 4-etilguaiacol, 4-etilfenol, 4-vinilguaicol, guaiacol,
eugenol, cis-whiskylactona, etil 2- metilbutirato, etilcinamato, etil dihidrocinamato, linalol, B-

damascenona e B-ionona ©) Fusté e colaboradores avaliaram o perfil dos compostos volateis de
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espumantes Cava envelhecidos obtido através de trés técnicas de extracdo (extracdo-
destilagdo simultaneas, SDE, do inglés simultaneous distillation extraction; analise por purga em
circuito fechado, do inglés closed-loop stripping analysis, CLSA; microextracdo em fase solida no
modo headspace, HS-SPME) utilizando GC/MS para a caracterizacdo dos componentes. Foi
possivel a identificacdo de um total de 80 compostos pelas duas primeiras técnicas e por HS-
SPME foram identificados 40% destes compostos. Entretanto, a técnica de HS-SPME permitiu
identificar compostos que até entdao ndo haviam sido identificados, tais como lilial, octanal, 2-
octanona, metiltiofen-3-ona, 2-acetilfurano entre outros.

Existem vdrias técnicas de extracdo de headspace, as quais sdo aplicadas para
investigacao de volateis de espumantes, vinhos e outras bebidas alcdolicas: headspace estatico,
headspace dinamico na forma conhecida como purge and trap, extracao sortiva em barra de

(41) - (44)

extracdo (SBSE, do inglés stir-bar sorptive extraction), etc . Headspace ou espaco

confinado é definido como sendo o local constituido dos compostos volateis contidos na fase
vapor sobre uma solug¢do ou sobre um sélido, mantido em ambiente fechado “5)

Aznar e colaboradores otimizaram e aplicaram a técnica de purge and trap para
identificar e analisar diferentes compostos volateis presentes em vinhos branco e tinto de
diferentes regides da Espanha. Neste mesmo estudo, os pesquisadores reportaram a eficiéncia
e rapidez da técnica, porém advertiram sobre o uso da mesma na anadlise de compostos de peso

. 1
molecular mais alto *®

. A mesma técnica foi utilizada por outros pesquisadores para
determinar os componentes aromaticos presentes em uvas, ressaltando a vantagem da
auséncia de possiveis reacdes devidas ao solvente, ja que este ndo é empregado durante a
extracdo. Miller e colaboradores compararam as técnicas de purge and trap e a microextragdo
em fase sélida modo headspace na analise de compostos volateis em amostras de diferentes
sucos e observaram uma maior sensibilidade analitica quando da utilizagdo da HS-SPME.

(“4®) identificaram e quantificaram os compostos aromaticos

Weldegergis e colaboradores
majoritarios presentes em vinhos jovens do tipo Pinotage utilizando a técnica HS-SBSE
combinada com dessor¢do térmica (do inglés, thermal desorption) e GC/MS. Através das
analises pode-se concluir que a técnica possui uma faixa de precisdo aceitdvel para os

compostos quantificados, além de uma capacidade de extra¢do satisfatoria.

A SPME é uma técnica simples e rdpida que se baseia na sor¢do dos analitos presentes na

amostra ou no seu headspace, que sdo absorvidos e/ou adsorvidos em uma fase extratora, que
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consiste de um filme polimérico liquido, sélido ou misto, suportado sobre uma fibra de silica
fundida. Para a extracdo de volateis de bebidas, o modo headspace é amplamente empregado,
sendo que este se baseia na exposicdo do filme polimérico a fase gasosa acima da amostra.
Neste caso, os analitos a serem extraidos apresentam suficiente volatilidade na temperatura de
extracdo desejada. Entre os fatores que influenciam a eficiéncia do processo extrativo estdo a
escolha do filme polimérico mais apropriado ao(s) analito(s) e o tipo de matriz em que o
mesmo estd contido. A escolha do filme, bem como de sua espessura é geralmente feita, tendo
como base as caracteristicas fisico-quimicas dos analitos e das fibras disponiveis. Rebiere e
colaboradores desenvolveram uma metodologia para quantificar os compostos aromaticos
presentes nos vinhos do cultivar Sémillon, em diferentes safras, utilizando as técnicas de HS-
SPME e 1D-GC/MS ™). Pefia e colaboradores otimizaram diferentes parametros da SPME para

. A - . . - , . (47
analisar compostos terpénicos em vinhos Ribeira sacra da regido de Galicia “”

, enquanto
Camara e colaboradores fizeram o mesmo para vinhos Madeira ) Alvarez e colaboradores
guantificaram a composicdo terpénica de diferentes amostras de tequila a partir da otimizacao
da técnica de SPME, obtendo coeficientes de correlagao das curvas de calibragdo maiores do
que 0,99 (com excecdo do trans,trans-farnesol) e desvios padroes menores do que 10%,

(48)

confirmando a precisdao da técnica Estudos mais abrangentes, semelhantes aos da

caracterizacdo de 256 compostos volateis de vinhos do tipo Pinotage, de origem sul-africana (19)
e de 334 compostos do headspace de vinhos brasileiros Merlot (10) por HS-SPME-GCxGC/TOFMS

ainda ndo foram realizados para o espumante Moscatel.

2.4.2. Técnicas de analise de volateis de vinho

A cromatografia gasosa (GC) é uma técnica fisico-quimica de separacdo que permite a
analise de compostos voldteis a partir das diferentes interacdes dos analitos com a fase
estaciondria, bem como a sua identificacao e quantiticacao por parte de um sistema apropriado
de deteccdo “9) 0 aumento rapido do numero de compostos encontrados em produtos
enoldgicos foi devido a evolugdo das técnicas cromatograficas, como a GC/MS (Figura 7). A
literatura cientifica mostra que a GC/MS tem sido extensamente empregada para a analise de
compostos volateis em varios tipos de vinhos e espumantes (vinhos de mesa, vinhos tintos e
brancos, vinhos fortificados, espumantes Cava, Champagne), devido a sua resolucdo,

sensibilidade e pelas informacgdes estruturais fornecidas pelo detector (6) 14) 18) (47) Embora a
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1D-GC seja comumente empregada, sdao observadas varias co-eluigdes cromatograficas, o que
pode resultar em falsos positivos e quantificacbes erroneas. Além disso, nem sempre a
sensibilidade da técnica é suficiente para detectar os componentes tracos que podem ser de

interesse, devido ao seu impacto no aroma.

Injetor
QO
. - ﬂ
{ He 3 Tap
Gas de
arraste Coluna

E lonizador

I | l)JI'IJ

Analizador

Focalizador Detector

Cromatografo gasoso Espectrometro de massa

Figura 7. Esquema de um sistema de cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas
qguadrupolar

A cromatografia gasosa-olfatometria (GC-O) é outra técnica aplicada a investigacdo de
volateis de vinhos, que investiga o aspecto sensorial do composto eluido da coluna
cromatografica. Neste caso, o papel do detector é realizado por painelistas devidamente
treinados. Nos ultimos anos, varios estudos foram realizados sobre a atividade sensorial dos
componentes individuais dos odores de varias bebidas alcodlicas e também sobre a relagao
entre o odor e a composi¢cdo quimica da fracdo volatil destes produtos, utilizando-se a GC-O.
Falcao e colaboradores utilizaram a técnica de GC-O para identificar os componentes
responsaveis pelo aroma de vinhos produzidos a partir de uvas do tipo Cabernet Sauvignon,
cultivadas em Santa Catarina (50), tendo sido detectados um total de 62 sinais olfatométricos
diferentes para as cinco amostras analisadas. Eva Campo e colaboradores analisaram quatro

diferentes tipos de vinhos licorosos e espumante (Pedro Ximénez (PX), Fino, Sauternes
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botritizados e Cava) por GC-O e GC-FID (cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chama) 61 Estes pesquisadores obtiveram niveis elevados de 3-metilbutanal, fenilacetaldeido,
metional, sotolona (lactona), e ésteres etilicos de acidos 2 -, 3 -, e 4-metilpentandico para os
vinhos do tipo PX, Fino, e Sauternes enquanto que, para o espumante Cava, obteve-se um perfil
de aroma menos intenso. Em termos de distin¢do entre os vinhos, foi observado que o PX é rico
em 3-metilbutanal, furfural, damascenona, etil ciclohexanoato, e sotolona; ja o vinho do tipo
Fino contém acetaldeido, diacetil, etil esteres de acidos alifaticos ramificado com 4, 5 ou 6
atomos de carbono e 4-etilguaiacol; Sauternes em fenilacetaldeido, 3-mercaptohexanol, and 4-
metil-4-mercaptopentanona. Ja o espumante Cava, mostrou-se com um perfil aromatico menos
definido, ndo podendo ser caracterizado por determinados compostos.

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC) é uma técnica relativamente
nova, caracterizada pela combinagdo sequencial de duas colunas, uma de dimensdes
convencionais e outra mais curta (capaz de gerar uma analise de GC rapida), sendo que o
efluente proveniente da primeira coluna é dirigido a segunda coluna através de um modulador.
O modulador mais empregado é o criogénico, onde o processo de modulacdo comprime a
banda cromatografica que elui da primeira coluna, sendo esta banda rapidamente introduzida
na segunda coluna (Figura 8) (52)-(54)

As colunas devem ter fases estaciondrias diferentes, permitindo que a separacdo obtida na
primeira coluna, seja melhorada na segunda. A forma mais tradicional em GCxGC de separacao
ortogonal é a utilizacdo de uma coluna apolar, ou de baixa polaridade na primeira dimensao, o
gue caracteriza uma separac¢dao por ponto de ebulicio e uma coluna polar na segunda
dimensado, onde a separacdo ocorre por polaridade. A possibilidade de escolha de diferentes
conjuntos de colunas para a andlise bidimensional abrangente é um dos parametros
empregados na otimizacdo do método analitico, juntamente com a escolha das condi¢bes de
analise, periodos de modulacdo e detector. Esta otimizacdo visa a obtencdo de uma maior
capacidade de pico, seletividade, sensibilidade e resolucdo, juntamente com a obtencdo de
cromatograma que apresente informagbes provenientes de efeitos de estruturagdo G5 0
efeito adicional relativo a combinacdo de duas colunas cromatogréaficas com mecanismos de
separacdo independentes (ortogonais) confere uma capacidade extra de separacdo a esta
técnica (seletividade), minimizando os frequentes problemas de sobreposicdo de compostos,

. . , . e el . 56
cujo sinal é menos intenso por compostos majoritarios na mistura *°.
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A maior sensibilidade da GCxGC em rela¢cdo a 1D-GC esta relacionada com aumento da
resolucdo e é consequéncia do processo de modulacdo da banda cromatografica, que resulta
em picos mais estreitos e com maior intensidade. A vantagem desse processo é tornar visiveis
picos que estdo em baixa concentracdo e ndo seriam detectados em sistemas
monodimensionais. O ganho de sensibilidade pode chegar a ordem de 20 e este fator ganha
importancia na andlise de compostos volateis, uma vez que os varios componentes aroma
ativos sdo encontrados em nivel de tracos em vinhos e espumantes 67)

Em relagdo a estruturagdao cromatografica, o que ocorre é que compostos quimicamente
assemelhados dispde-se ordenadamente no espaco bidimensional em regides especificas, de
acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas. Esta disposicdo possibilita a identificacdo da
classe quimica de um composto, se dados de retencdo e/ou informagGes estruturais ndo
estiverem disponiveis, como o espectro de massas (53 As caracteristicas mencionadas fazem da
GCxGC uma técnica conveniente para andlise de matrizes complexas ou de outras amostras

onde a cromatografia monodimensional é incapaz de fornecer uma separac¢ao razoavel (56)

Figura 8. Esquema representivo dos componentes do sistema de cromatografia gasosa bidimensional
abrangente.( | — injetor, D — coluna responsavel pela separagio da primeira dimensdo, M — modulador,

2D — coluna responsavel pela separagio na segunda dimens3o, D — detector).

Robinson e colaboradores descreveram o desenvolvimento de um método sensivel e
abrangente para a andlise de compostos volateis e semi-volateis encontrados no headspace do
vinho através do uso de HS-SPME-GCxGC/TOFMS @A metodologia permitiu a analise
simultdnea de mais de 350 diferentes compostos volateis e semi-volateis, tais como

monoterpenos, norisoprenoides, sesquiterpenos e alquil-metéxi-pirazinas. Weldegergis e
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colaboradores utilizaram a técnica de GCxGC/TOFMS para a analise de compostos volateis em

A . . . 19
trés vinhos tintos sul-africanos

. Foram tentativamente identificados 214 compostos e
identificados 62 compostos através do uso de padrdes. Rocha e colaboradores determinaram o
perfil monoterpénico de uvas, encontrando um total de 52 tipos de compostos
monoterpénicos, sendo que 20 destes foram identificados pela primeira vez em uvas. Estes
pesquisadores sugerem que o perfil terpendide pode ser usado como uma maneira de
descobrir a origem da uva. Welke e colaboradores utilizaram GCxGC/TOFMS para obter uma
caracterizacdo qualitativa dos volateis dos vinhos Merlot da Serra Gaucha, localizada na parte
sul do Brasil %, Foram tentativamente identificados 334 compostos e observada a presenca
dos compostos dodecanoato de etila, 1-hexanol, nonanoato de etila, hexanoato de etila,
decanoato de etila, dehidro-2-metil-3(2H)tiofenona, acido 3-metil butanoico, tetradecanoato

de etila, octanoato de metila, 1,4 butanediol e 6-metiloctan-1-ol, que diferenciam o vinho

Merlot de outros vinhos de diferentes castas de uva.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

Foram avaliadas amostras de trés diferentes processos de elaboracdo de espumante
Moscatel, em escala industrial (vinicola Perini), que ocorreram no periodo de 2010/2011. As
amostras foram obtidas a partir das diferentes etapas do processo de fabricacdo da vinicola
Perini, partindo-se do mosto até o produto final, ou seja, o espumante filtrado e engarrafado.
As amostras foram armazenadas a 0°C, a partir do momento da amostragem até sua analise
cromatografica para evitar a continuidade da fermentacdo. As etapas do processo, onde

ocorreram as amostragens estado listadas na Tabela I.
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Tabela | Quadro resumo das etapas de coleta das amostras de espumante de um processo de
vinificagdo de mosto de uvas Moscatel nos anos de 2010 e 2011.

No. da etapa 1 2 3 4 5 6
Filtracdo por
Etapa do
Mosto 1° Filtracao 2° Filtracao 3° Filtracao terra Produto Final
processo
diatomdceas
Processo 1 19/10/2010 20/10/2010 25/10/2010 | 01/11/2010 | 08/11/2010 | 25/11/2010
Processo 2 31/05/2011 01/06/2011 06/06/2011 | 13/06/2011 | 20/06/2011 | 25/06/2011
Processo 3 13/09/2011 14/09/2011 22/09/2011 | 28/09/2011 | 07/10/2011 | 13/10/2011
Mosto Mosto em
Espumante
Moscato sem | fermentacao Mosto em | Mosto em Espumante
Situacao filtrado apods
adicao de | apds a adicdo | fermentacdo | fermentacao engarrafado
fermentacao
leveduras de leveduras

3.2. EXTRAGAO DAS AMOSTRAS

Todas as amostras de espumante foram submetidas a processo de desgaseificacao a baixa

temperatura (Figura 9 — A), a fim de evitar a perda de componentes volateis por ocasido da

abertura da garrafa e também para evitar a interferéncia do didxido de carbono no ambiente

onde ocorre a extragdo dos volateis através de HS-SPME. Um Erlenmeyer contendo 200 mL de

vinho espumante, mantido a aproximadamente 5°C, foi submetido a ondas ultrassonicas por

um periodo de 30 min (dois ciclos de 15 min em banho de ultrassom marca Quimis, Diadema-

SP). As temperaturas do banho de ultrassom, bem como da amostra foram monitoradas

através de um termOmetro digital com sonda (Prolab, Sdo Paulo-SP), de forma que nao

ultrapassassem 10°C.
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Figura 9. Diferentes etapas da parte experimental. A — Desgaseificacdo, B- SPME, C-Dessorc¢do dos
compostos volateis no portico do injetor do cromatdégrafo e D — Andlise por GC/MS.

Durante a etapa de HS-SPME dos compostos volateis do espumante Moscatel, um certo
volume de amostra desgaseificada foi transferido para frasco de vidro de 10 mL, com tampas
vazadas, contendo um septo revestido por teflon (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Os frascos
fechados, contendo as amostras, ficaram por cerca de 1 hora em um bloco termostatico,
fabricado no Instituto de Fisica da UFRGS (Figura 9-B), sob uma temperatura constante (+/-
1,5°C). As fibras utilizadas para realizar as extragdes foram previamente condicionadas,
conforme orientagdes do fabricante. Analises em branco da coluna cromatografica e das fibras
de SPME foram feitas para verificar a auséncia de compostos interferentes. Apds a insercdo da
fibra no headspace da amostra, por um determinado periodo de tempo, a mesma foi inserida
no poértico do injetor do cromatdgrafo para realizar a dessorgao térmica (Figura 9-C), tendo-se
empregado um insersor de vidro (liner) especial para SPME. A temperatura utilizada para a
dessorcdo térmica da fibra foi aquela recomendada pelo fabricante, de acordo com a fase

14
8 { ), ocorrendo, na

polimérica. O tempo de dessor¢dao térmica da fibra foi de 5 minutos
sequéncia, a separacdo cromatografica, bem como a identificagdo dos compostos por GC/MS
(Figura 9-D) e GCxGC/TOFMS.

A sistematica adotada para otimizacdo da extragcdo consistiu em alterar um parametro

de cada vez, escolhendo-se a melhor condicdo para cada um e adotando esta melhor condicdo
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para os experimentos seguintes. Os parametros foram availiados de acordo com a seguinte
ordem de citacdo: tipo de filme polimérico da fibra, {polidimetilsiloxano (PDMS) 7 um
StableFlex , PDMS 100um, poliacrilato (PA) StableFlex, carboxen/polidimetilsiloxano
(CAR/PDMS) 85 um StableFlex, divinilbenzeno-polidimetilsiioxano (DVB/PDMS) 65um, e
carboxen/divinilbenzeno/polidimetilsiloxano (CAR/DVB/PDMS) 50/30 StableFlex}, percentual
de dlcool do vinho (7,5, 4,5, 1,5%), temperatura de extracdo (30, 40, 50°C), volume de amostra
(1, 2 e 3 mL), forga ibnica (0, 15 e 30% (m/v) de adi¢do de sal), tempo de extra¢do (10, 30 e 50
minutos) O numero de repeticdes de extracGes para cada parametro estudado foi de 4

replicatas
3.3. ANALISES CROMATOGRAFICAS

Os compostos volateis das amostras provenientes das diferentes etapas do processo de
vinificacdo do espumante Moscatel (item 4.3.1 e 4.4) foram analisados empregando-se um
cromatdgrafo a gas com detector quadrupolar de espectrometria de massas (GC/qMS) da
marca Shimadzu (Kioto, Japao), modelo QP2000, equipado com uma coluna capilar de fase
estaciondria composta por 5% fenilmetilpolisiloxano e 95% de dimetilpolisiloxano (DB-5) (J&W
Scientific, Folsom, USA), de (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). As temperaturas do injetor, detector e
interface foram 250°C. As analises iniciaram com o forno a 60 °C, com taxa de aquecimento a
2°C/min até 140 °C e apds, numa taxa de aquecimento de 20°C/min, até a temperatura final de
240°C. O fluxo de hélio (pureza 5.0, White Martins, Pinhais, PR - Brasil) foi de 1,0 mL min™. O
intervalo de massas avaliado foi de 40 a 400 uma, sendo a andlise realizada no modo impacto
eletrénico e a energia do feixe de elétrons foi de 70 eV.

Na analise por GCxGC/TOFMS de uma amostra de espumante (produto final) foi utilizado
um amostrador automatico CTC CombiPAL (CTC Analytics, Zwingen, Suica), portador de uma
estacdo de condicionamento de fibras SPME, o qual foi empregado para extrair os produtos
volateis a partir do headspace da amostra. O sistema GCxGC consiste de um cromatogdgrafo
Agilent 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA), equipado com um detector
espectrométrico de massas Pegasus, do tipo tempo de voo (Leco Corporation, St. Joseph, Ml,
EUA). O sistema GC (Agilent 6890 N) foi equipado com um forno para a coluna secundaria e um
modulador térmico com quatro jatos de N, do tipo quadjet, sendo dois jatos quentes que sdo
aquecidos pelo préprio bloco do modulador e dois jatos frios resfriados por nitrogénio gasoso

resfriado por nitrogénio liquido. A temperatura do injector, da linha de transferéncia e da fonte
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de ions foi de 250°C. A temperatura inicial do forno foi de 45°C durante 0,5 min e atingiu 240°C
a 3°C/min. O forno secundario foi mantido 10°C acima do forno primario. Hélio (pureza 5.0,
White Martins) foi utilizado como gas de arraste com um fluxo constante de 0,80 mL min™. A
fase estacionaria utilizada na primeira dimensao ('D) continha 5% fenilmetilpolisiloxano e 95%
de dimetilpolisiloxano (DB-5, 60 m x 0,25 mm x 0,25 um). A composi¢do da fase estacionaria
utilizada na segunda dimensao (*D) apresentava 50% fenilmetilpolisiioxano e 50% de
dimetilpolisiloxano (DB-17ms, 1,70 m x 0,18 mm x 0,18 um). O periodo de modulagdo foi de 7 s
e os parametros relacionados ao detector foram: energia de ionizagao do feixe de elétrons de
70 eV, temperatura da fonte de ions de 250°C, faixa de varredura de massas de 45 a 450 m/z e
taxa de aquisicdo de 100 espectros/s.

A identificacdo tentativa dos compostos volateis foi realizada comparando-se os indices
de retencdo com programacdo linear de temperatura (LTPRI, do inglés, linear temperature
programmed retention indices) obtidos experimentalmente com aqueles reportados na

literatura

para uma coluna DB-5. Tempos de retencdo de uma série de n-alcanos (C9-C24),
sob as mesmas condi¢Oes experimentais utilizadas para a analise cromatografica de volateis do
espumante Moscatel foram utilizados para o cdlculo LTPRI experimental. Este procedimento foi
realizado tanto para as analises de GC/gMS, quanto para GCxGC/TOFMS. A diferenga maxima
entre os valores de LTPRI experimental e da literatura foi de 20 unidades para fins de
identificacdo tentativa de um dado composto. Foram também comparados os espectros de
massas dos compostos volateis dos espumantes Moscatel e aqueles das bibliotecas comerciais
de espectros de massas NIST versdao 107 e Wiley versao 229, considerando-se um valor minimo

de similaridade de 80% para as analises realizadas no GC/gMS e 75% de similaridade nas

analises realizadas no GCxGC/TOFMS.
4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. IDENTIFICACAO PRELIMINAR TENTATIVA DOS COMPOSTOS VOLATEIS
PRESENTES NO ESPUMANTE

As analises preliminares realizadas nas amostras de espumante filtrado (produto final)
permitiu a identificacdo tentativa de um total de 37 compostos e a identificagao positiva de
outros trés, os quais totalizam 40 compostos e se encontram listados e numerados na Tabela I,

sendo o cromatograma correspondente apresentado na Figura 10. Os 40 compostos pertencem
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as seguintes classes: 14 ésteres, 11 terpenos, 3 ésteres terpénicos, 2 oxidos terpénicos, 4
alcoois, 1 aldeido, 1 hidrocarboneto, 1 norisoprenoide, 1 acido carboxilico, 1 fenol e 1 diol. Os
compostos terpinoleno, linalol e a-terpineol foram positivamente identificados através da
injecao de padrdes e posterior comparacdao dos dados de retengdo e espectros de massa
obtidos. Esta identificacdo preliminar de compostos volateis do headspace de vinho espumante
Moscatel serviu para verificar quais seriam os compostos a serem monitorados para otimizacao

do método de HS-SPME.
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Figura 10. Cromatograma do perfil volatil de um espumante Moscatel dividido em trés partes,
de acordo com o tempo de retencdo dos compostos volateis tentativamente identificados: (A)

de 0 a 15 min; (B) de 15 a 27 min; (C) de 27 a 40 min.

Tabela Il Compostos tentativamente identificados no headspace do espumante Moscatel por

GC/qMS

pico t, composto HTPRLcae HTPR descricdo do aroma "V
(DB-5) (DB-5)*% 79

1 4,18 | 1-hexanol 883 871 rastico/vegetal

2 4,29 | acetato de isoamila 886 880 frutado (banana)

3 4,81 | heptanal 904 902 gordura rangosa

4 6,77 | acetato de 2-etilbutila 973 972

5 7,75 | hexanoato de etila 1003 1003 frutado (pera)

6 8,05 acetato de 3-hexenol 1010 1002

7 8,28 | acetato de hexila 1016 1009 frutado (maca)

8 8,87 | limoneno® 1029 1029 citrico

9 8,96 | 2-etilhexanol 1031 1030 rosas

10 9,75 trans-ocimeno 1038 1047 herbacea

11 | 10,11 | 6-terpineno 1058 1060 plastico

12 10,79 | 6xido de linalol 1073 1073 azedo/bolor

13 11,53 terpinolenob 1090 1089

14 12,24 linalol® 1105 1097 floral/rosas

15 12,39 | hotrienol 1108 1101 tilia (planta)
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16 12,96 | feniletanol 1119 1106 floral/amadeirado
17 13,37 | octanoato de metila 1126 1125 groselha
18 | 14,82 | ester® 1153 -
19 14,94 | oxido de nerol 1155 1158
20 16,00 | 1-nonanol 1175 1169
21 16,67 | 4-terpineol 1187 1177
22 16,94 OL—terpineoIb 1192 1188 lirios do vale (floral)
23 17,39 | octanoato de etila 1200 1197 sabao
24 18,24 | acetato de octila 1215 1214 frutado
25 19,36 | citronelol 1234 1226 limdo verde
26 19,52 | 3,7-dimetil-1,5-
1237 1237
octadien-3,7-diol
27 20,86 | geraniol 1259 1253 floral
28 21,00 | acetato de 2-feniletila 1260 1260 frutado (damasco)
29 22,47 | acido nonanoico 1286 1277 gueijo azedo
30 | 22,86 | terpeno® 1296 -
31 23,29 | nonanoato de etila 1299 1294 Oleo de améndoas
32 25,07 | decanoato de metila 1328 1328
33 26,80 | acetato de citronelila 1358 1354
34 27,49 | acetato de nerila 1368 1362 frutado
35 28,53 | B- damascenona 1386 1385 frutado/mel
36 | 28,68 | acetato de geranila 1389 1379
37 28,92 | hexanoato de 3-hexenila 1393 1386
38 | 29,43 | decanoato de etila 1401 1398 oleosa/ gordura rangosa
39 34,90 | pentadecano 1494 1500
40 35,79 | 2,4-bis(1,1dime-
1509 1519

tiletil)fenol

LTPRI Lit: LTPRI reportado em fontes da literatura cientifica; LTPRI Calc: LTPRI calculado a partir de dados
experimentais.

® grupamento quimico identificado pela comparagdo do espectro de massas dos compostos do headspace do vinho
com os espectros de massas da literatura.
b compostos positivamente identificados através da injecdo de padrdes
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Demais compostos foram tentativamente identificados pela comparagdo de espectros de massas e LTPRI com
dados da literatura cientifica.

4.2. OTIMIZACAO DA EXTRACAO
4.2.1. Tipo de Fibra

A eficiéncia da técnica de SPME esta relacionada diretamente com a afinidade existente
entre a matriz e o material de revestimento da fibra. As fibras PDMS 7 um StableFlex, PDMS
100um, PA StableFlex, CAR/PDMS 85 um StableFlex, DVB/PDMS 65um, e CAR/DVB/PDMS
50/30 StableFlex foram testadas para verificar qual delas apresentaria o melhor desempenho
na extracdo dos compostos voldteis de espumante Moscatel. Os parametros considerados
nesta avaliagdo foram o nimero de compostos extraidos e a area cromatografica obtida para
estes compostos.

O numero de picos extraidos com as fibras PDMS 7 um e PDMS 100 um foram 13 e 27
respectivamente, inferior ao que se obteve com os filmes DVB/PDMS e CAR/DVB/PDMS (44 e
34, respectivamente) como pode ser observado nas Figuras 11, 12 e 13, os quais apresentaram
a melhor eficiéncia de extragdo. Embora os revestimentos PDMS 7 um e 100 pum tenham
apresentado sinal mais intenso para ésteres como decanoato de etila, estes mesmos
compostos e ainda outros foram também extraidos pelos revestimentos mistos (polimeros
sélidos dispersos em uma matriz polimérica liquida), o que evidenciou eficiéncia superior de
extracdo para estes uUltimos. Observou-se que, apesar de uma eficiéncia inferior na extracdo de
compostos volateis, houve um aumento da capacidade de extracdo quando o filme de PDMS de
100 um foi empregado em relacdo ao filme menos espesso do mesmo polimero (7 um),
resultado este ja esperado, uma vez que ocorreu um aumento da area e do volume de sorg¢ao.
O revestimento polimérico de PDMS tem uma aplicacdo maior nas analises de compostos
apolares, entretanto, com as condi¢des de extracdo otimizadas, pode ser usada em compostos
mais polares, como por exemplo, alguns terpenos oxigenados, alcoois e acidos carboxilicos 47)
(58) (45) Demyttenaere e colaboradores obtiveram melhores resultados em analises por SPME no
modo headspace, utilizando este filme para analisar qualitativamente compostos volateis
responsaveis pelo aroma do vinho grego do tipo Boutari. Além disso, o somatdrio das areas
cromatograficas para compostos responsaveis pelo aroma do vinho foi maior com esta fibra do

que com DVB/CAR/PDMS, CW/DVB e PA ® Rosa M. Pefia e colaboradores utilizaram uma fibra
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com revestimento polimérico de 100um para otimizar as condi¢des de extracao de terpenos em
vinhos da regido de Galicia @7

O revestimento de PA apresentou uma eficiéncia superior na extracdo de 4cidos
carboxilicos, como acido acético e acido decandico, o que esta de acordo com o carater polar
do revestimento polimérico, entretanto, o nimero de compostos extraidos foi bastante inferior
ao que se obteve com os demais filmes poliméricos. Entretanto, as Figuras 11 e 12 mostram
uma baixa eficiéncia para a fibra PA na extracdo dos compostos voldteis da amostra de
espumante Moscatel. O principal mecanismo de extracdo do revestimento PA, bem como do
PDMS é a absorcdo, de forma que, pode ser necessario um maior tempo de equilibrio para que
se tenha maior eficiéncia de extracdo. Além disso, o polimero PA é mais utilizado para
compostos polares e, neste caso, a extracdo dos monoterpenos das mais variadas classes nao é
favorecida por esta técnica 0 O revestimento de CAR/PDMS também apresentou baixa
eficiéncia de extracdo quando comparado com as demais fibras mistas. Tat e colaboradores
também observaram um baixo desempenho desta fibra na extracdo de compostos volateis de
vinhos Chardonnay, quando comparado com os demais revestimentos poliméricos, tendo-se
verificado apenas a extracao de alguns compostos de maior volatilidade e baixa polaridade, de
forma que o revestimento foi considerado inadequado para andlise de compostos volateis de
vinhos Chardonnay(el).

O revestimento polimérico DVB/PDMS foi escolhido para dar continuidade aos trabalhos,
por apresentar um maior nimero de picos, bem como uma area cromatografica superior de
picos extraidos. Além disso, ndao foram identificados compostos adicionais de interesse

aromatico nas demais fibras que apresentaram uma eficiéncia de extracdo inferior a fibra

escolhida.
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Figura 11. Numero total de picos cromatograficos de compostos voldteis tentativamente
identificados, obtido a partir da extracdo de amostra de espumante Moscatel utilizando
diferentes fases poliméricas. As condi¢des de extracdo para as diferentes fibras foram: volume
da amostra de 2mL, sem diluicdo (teor alcdolico das amostras de 7,5%), temperatura de

extracdo de 40°C, adicdo de 30% (m/v) de sal (NaCl) na amostra e o tempo de extracdo de 10

minutos.
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Figura 12. Somatdrio das areas cromatograficas de compostos volateis tentativamente
identificados, obtido a partir da extracdo de amostra de espumante Moscatel utilizando

diferentes fases poliméricas. As condi¢des de extragdo para as diferentes fibras foram: volume
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da amostra de 2mL, sem diluicdo (teor alcéolico das amostras de 7,5%), temperatura de
extracdo de 40°C, adicdo de 30% (m/v) de sal (NaCl) na amostra e o tempo de extracdo de 10

minutos.

As fibras mistas DVB/PDMS e a DVB/CAR/PDMS exibiram eficiéncias semelhantes. A
DVB/CAR/PDMS ¢é considerada de polaridade intermediaria 45 & vem sendo amplamente
utilizada na extracdao de compostos voldteis de diferentes tipos de vinhos (11) (15} (61) (62) " gay
bom desempenho é devido a presenca de trés camadas de diferentes filmes poliméricos, cuja
porosidade determina o tamanho dos analitos retidos, sendo indicada para andlises em que os
compostos de interesse apresentam entre 2 e 12 dtomos. Weldegergis e colaboradores
estudaram a composicdo de diferentes vinhos tipicos Pinotage e para isso utilizaram uma fibra
CAR/PDMS e GCxGC para andlise dos compostos volateis. Foram tentativamente identificados
um total de 206 compostos, incluindo ésteres, dlcoois, aldeidos, cetonas, acidos, acetais,
furanos e lactonas, compostos sulfurados e nitrogenados, terpenos, hidrocarbonetos e fendis
(19)

Neste trabalho, este filme apresentou uma capacidade de extragdo um pouco inferior a
PDMS/DVB no que diz respeito ao nimero de compostos extraidos, entretanto, em termos de
area cromatografica, mostrou-se bastante inferior a fibra PDMS/DVB. Uma das possiveis razGes
para o excelente desempenho obtido na extracdo de volateis de espumantes Moscatel
utilizando-se o filme PDMS/DVB pode ser a possibilidade de intera¢do do tipo m-m entre as
insaturagdes dos terpenos e os anéis benzénicos do polimero DVB. Além disso, sabe-se que este
revestimento apresenta capacidade de extracdo de compostos de baixo peso molecular e de
certa polaridade (15) (45) (58),

M. Bonino e colaboradores caracterizaram a composicdo do aroma do vinho italiano
Piedmont, utilizando a fibra PDMS/DVB e identificaram tentativamente 59 compostos, apds
uma avalia¢do entre fibras do tipo PDMS/DVB, CAR/PDMS e PDMS, obtendo uma eficiéncia e
reprodutibilidade de extra¢do superior para aquelas realizadas com a fibra PDMS/DVB. Foi
observada a presenca de compostos da familia de ésteres, terpenos e alcoois nas amostras

63) qvaliaram a evolugdo dos compostos volateis de

analisadas 7. Chunxiang e colaboradores
trés diferentes uvas durante e apds a maturacgdo, utilizando a fibora PDMS/DVB. Foi possivel

avaliar a mudanca na concentracdo dos compostos, tais como terpenos e ésteres, durante o
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periodo de tempo avaliado (oito semanas). Em estudos anteriores foi observada a eficiéncia
desta fibra na extracdo de compostos volateis em sucos de frutas e em diferentes bebidas
alcodlicas, quando comparada com fibras com revestimentos do tipo PDMS, PA e CAR “3) Em
todos estes estudos citados pode-se perceber a eficiéncia da fibra DVB/PDMS na extracdo de
compostos aroma ativos, tais como ésteres, alcoois e terpenos, mostrando que estd é uma fibra
apropriada para o estudo dos componentes aromaticos que caracterizam o espumante
Moscatel.

Estudo recente deste grupo de pesquisa reporta o emprego da fibora PDMS/CAR/DVB
como condicdo otima para a extracdo de volateis de vinhos base de espumante Chardonnay,
entretanto, no caso destes espumantes, os ésteres s3o os componentes majoritarios °*. Nesta
investigacdao dos volateis de Moscatel, o foco principal foi a investigacdo dos compostos
terpénicos, visto que os mesmos caracterizam o espumante Moscatel. A Figura 14 mostra
claramente a maior eficiéncia da PDMS/DVB para a extracdo de terpenos e a maior eficiéncia da
DVB/CAR/PDMS para a extracdo de ésteres, o que ratifica a escolha da PDMS/DVB para este

trabalho.
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Figura 13. Cromatogramas que mostram a compara¢ao dos resultados obtidos apds extragao
do headspace de amostras de espumante Moscatel com as fibras A. PDMS 100 um, B. PDMS 7
um StableFlex, C. PA 85 um, D. CAR/PDMS 85 um, E. DVB/PDMS 65 um StableFlex e F.
DVB/CAR/PDMS 50/30 StableFlex. (todos os valores no eixo x sdo referentes ao tempo de
retenco (variando de 0 a 40 minutos) e no eixo y dizem respeito a intensidade (0 a 1,5 x 10°).
As condicbes de extracdo para as diferentes fibras foram: volume da amostra de 2mL, sem
diluicdo (teor alcdolico das amostras de 7,5%), temperatura de extra¢do de 40°C, adigao de 30%

(m/v) de sal (NaCl) na amostra e o tempo de extracdo de 10 minutos.
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Figura 14. Comparacdo das areas cromatograficas obtidas para (A) ésteres e (B) terpenos
majoritarios tentativamente identificados apds extracGes realizadas com as fibras DVB/PDMS e

tripla (DVB/CAR/PDMS).

4.2.2. Concentragao de Etanol

O etanol é o segundo composto majoritdrio dos espumantes (o primeiro é a agua),
estando presente em torno de 7,5% (v/v) Tendo em vista que o etanol estd presente em
guantidades mais elevadas, a sua absor¢do macica pelo revestimento pode ocorrer, havendo a
possibilidade de alteracdo da natureza fisico-quimica, o que pode levar a diminuicdo da
eficiéncia da fibra ) (6 (66) (67) " p Figura 15 mostra a avaliagdo da eficiéncia da extragdao com
amostras de espumante diluidas em 1,5%, 4,5% e 7,5% (quantidade de alcool na amostra),
verificando-se um melhor desempenho nas extragdes nas quais o teor alcéolico do espumante
permaneceu com 7,5% de dlcool, ou seja, sem diluicdo. Todos os graficos que indicam a
eficiéncia do processo de extracdo e também aqueles que apresentam a evolucdo do perfil dos

volateis durante o processo de vinificacdo foram obtidos a partir da normalizacdo das areas,
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onde a drea de um composto x, por exemplo, numa determinada condicdo (Ay) foi divida pela
area cromatografica deste mesmo composto quando este atingiu o maior valor de drea (Amax).

As areas cromatograficas normalizadas (An) foram calculadas conforme equacdo a seguir

A
AN == A—x
max
Os compostos volateis apresentados nas Figuras 15, 16, 17,18 e 19 foram escolhidos por
representarem as principais classes de compostos identificados nos espumantes e também por
apresentarem importante contribuicio no aroma dos espumantes 24 (26) (321 (38)
O desvio padrao relativo para Ay em cada ponto representado no gréafico da Figura 15 variou

de 6,0% a 13,4%.
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Figura 15. Avaliacdo da influéncia da diluicdo da amostra na eficiéncia da extracdo de
compostos volateis de espumante Moscatel (foram mantidos constantes o volume (2mL), a
temperatura de extragdo (40°C), a forga idnica (adigdo de 30% de sal) e o tempo de extragao

(10 minutos). Todas as extracGes foram realizadas utilizando a fibra com fase DVB/PDMS.

4.2.3. Volume da Amostra

Foram avaliados trés diferentes volumes (1, 2 e 3 mL) de amostra na performance da
extracdo dos compostos voldteis do espumante, o que resultou em volumes diferentes de

’ 66
headspace. De acordo com Rodriguez-Bencomo e colaboradores ¢®

, a absor¢do aumenta,
enquanto o volume do headspace diminui, devido ao fato de que os analitos difundem mais
rapidamente para o revestimento quando o volume de headspace é menor. Inclusive, pode-se

perceber o efeito do volume do headspace quando se testa, em uma razdo de 1:1 de amostra/
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headspace (volume constante de amostra), em frascos de 20 e 50 mL, obtendo-se melhores
resultados quando utilizado o frasco de 20 mL (©8),

A diferenca de eficiéncia na extracdo de volateis de espumante Moscatel foi muito
pequena quando diferentes volumes de amostra foram avaliados, entretanto utilizando-se o
teste t de student, foi possivel determinar as diferencas de performance na extracao de
amostras no volume de 1, 2 e 3mL. Em um nivel de significancia de p=0,05, foi possivel
determinar o volume de 2 mL como volume étimo de amostra para extracao dos volateis da
amostra. Os dados obtidos podem ser visto na Figura 16.

O desvio padrao relativo para Ay em cada ponto representado no grafico da Figura 16 variou

de 4,6% a 12,3%.
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Figura 16. Eficiéncia de extracdo para alguns compostos representativos de varias classes
guimicas presentes no headspace do espumante Moscatel quando da utilizacdo de trés
diferentes volumes de amostra (foram mantidos constantes o teor alcdolico (7,5%), a
temperatura de extragdo (40°C), a forga idnica (adigdo de 30% de sal) e o tempo de extragao

(10 minutos)). Todas as extracdes foram realizadas utilizando a fibra com fase DVB/PDMS.

4.2.4. Temperatura de Extra¢ao

A temperatura de extragdao em SPME tem sabidamente influéncia sobre a vaporizagao das
moléculas, bem como na velocidade de transferéncia dos compostos da regido préxima a fase

liguida até aquela préxima a fibra e também no equilibrio de sorcdo dos analitos no
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revestimento da fibra ®°. Altas temperaturas favorecem a liberagao dos analitos no headspace,
bem como sua transferéncia até a fibra, favorecendo o processo de extracdo. No entanto, altas
temperaturas podem afetar adversamente a sorcao dos analitos pelo revestimento polimérico
devido a diminuicdo dos coeficientes de particdo analito/filme de SPME, na medida em que a
temperatura aumenta .

Robinson e colaboradores avaliaram a eficiéncia da extracdo SPME em diferentes
temperaturas de 25 compostos representativos presentes em vinhos Cabernet Sauvignon e
observaram que, para grande parte dos compostos, havia uma melhora na extragdao de
determinados compostos na medida em que a temperatura de extracdo era aumentada (21),
Entretanto, para compostos como linalol e decanoato de etila, observou-se um acentuado
decréscimo em suas darea cromatograficas nas temperaturas de extragcdes mais altas, sendo
justificado por estes pesquisadores a ocorréncia de reacfes de degradacdao destes compostos.
Antalick e colaboradores desenvolveram uma metodologia de SPME para quantificar 32
diferentes ésteres caracteristicos de vinhos tintos *. Foi observado gue a adsorc¢do de todos os
estéres (com exce¢do dos aromaticos) sofreu uma pequena diminuicdo quando aumentou-se a
temperatura de extracdo de 30°C para 40°C e uma diminuicdo mais acentuada quando
aumentou-se a temperatura de 40°C para 50°C.

Monoterpenos sdo compostos extremamente volateis e, consequentemente, sdao
facilmente liberados pela matriz liqguida. Um aumento na temperatura ndo apenas aceleraria a
vaporizacdo destes componentes da matriz para a fase gasosa, mas também favoreceria a
dessor¢ao dos mesmos da fibra, para a fase gasosa. Por outro lado, o comportamento dos
sesquiterpenos, que sao menos voldteis, € um pouco diferente. Numa temperatura mais
elevada, a sua migracdo a partir da matriz para a fase gasosa é predominante, observando-se,
portanto, um aumento na drea dos picos cromatograficos destes compostos. Porém, em
temperaturas ainda mais altas, observa-se que o processo de dessor¢cdao dos sesquiterpenos da
fibra é favorecido, o que leva a um decréscimo da area cromatografica destes componentes (58]

A Figura 17 mostra que a temperatura de 40°C foi aquela em que se obteve maior
eficiéncia de extragdao para o maior numero de compostos volateis quando compara com as
temperaturas de 30 e 50°C. Entretanto, para alguns compostos como o a-terpineol, a drea
cromatografica atingiu maior valor em 50°C, visto que este componente atinge o equilibrio de
extracdo em um maior tempo. Ainda, pode-se acrescentar a possibilidade da ocorréncia de

formacao deste composto a partir da reacao de degradacao do linalol, devido a temperatura de
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~ . 21
extracdo mais elevada (21)

. Portanto, como o perfil dos compostos volateis do espumante
Moscatel é predominantemente formado por compostos de alta volatilidade, optou-se pela
temperatura de 40°C como condicdo 6tima de extracao.

O desvio padrao relativo para Ay em cada ponto representado no grafico da Figura 17 variou

de 3,4% a 14,1%.

1,10

1,00
0,90 -+
0,80 == n-Hexanol

< 0,70 / == Feniletanol

0,60 / \ == Acetato de Hexila

\ === Linalool

a-Terpineol

0,50

0,40

0,30 x x 1
30°C 40°C 50°C
Temperatura de extragao

Figura 17. Influéncia da temperatura na area cromatografica de alguns componentes (foram
mantidos constantes o teor alcéolico (7,5%), o volume (2mL), a forca iGnica (adicdo de 30% de
sal) e o tempo de extracdo (10 minutos)). Todas as extracdes foram realizadas utilizando a fibra

com fase DVB/PDMS.

4.2.5. Influéncia da Forga Ionica

A quantidade de analito sorvido pela fibra pode ser influenciada pela composicdo da
amostra. O aumento da forca ibnica da solucdo reduz a solubilidade de analitos volateis e
apolares na fase liquida, facilitando sua transferéncia para o headspace (efeito salting out). A
fim de aumentar a forca i6nica da solu¢do pode-se adicionar um sal, como por exemplo cloreto
de sédio 3 amostra de espumante, de forma a favorecer a extracio dos analitos. (¢ (67) (451 (47)

Pefla e colaboradores otimizaram os pardmetros de um método de SPME para

determinar compostos terpénicos em amostras de vinho encontrando como melhor resultado,

4 (21)

a adicdo de 25% (m/v) de NaCl nas amostras analisadas “7) Robinson e colaboradores
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otimizaram a adicdo de sal com a finalidade de aumentar a eficiéncia de extracao de compostos
volateis presentes em vinhos Cabernet Sauvignon através da técnica SPME e observaram que,
para os compostos de menor hidrofobicidade, tais como os dlcoois, o efeito salting out era mais
pronunciado.

Para realizar a avaliagdao das melhores condi¢des de extracdao em termos de forga idnica,
foram adicionadas nas amostras de espumante as seguintes proporcdes (relacdo massa de
sal/volume de amostra, m/v) de cloreto de sddio (NaCl): 0% (sem adi¢do de NaCl), 15% e 30%. A
Figura 18 mostra que a adig¢ao de sal proporcionou uma eficiéncia de extragao superior frente a
amostra sem adicdo de sal. Aplicando-se o teste t de Student, foi possivel determinar as
diferencas de performance na extracdo de amostras com adicdo de 15 e 30% de NaCl, através
de um teste de hipdteses. Em um nivel de significancia de p=0,05, a adi¢gao de 30% de NaCl
propiciou uma eficiéncia maior frente a adi¢do de 15% de NaCl.

O desvio padrao relativo para Ay em cada ponto representado no grafico da Figura 18 variou

de 4,0% a 10,5%.

1,10

[

1,00 ¢ 3
0,90 7,%///
o | )< =¢=n-Hexanol
0,70 -
< == Feniletanol
0,60 - ¢
0,50 == Acetato de Hexila

0.40 / =i&=Linalool
0,30 .,/ a-Terpineol
0,20 T T \
0 15% 30%
Adicao de sal

Figura 18. Influéncia da adigdo de cloreto de sédio ao espumante Moscatel na eficiéncia da
microextracdo em fase sélida no modo headpsace com uma fibra PDMS/DVB (foram mantidos
constantes o teor alcdolico (7,5%), o volume (2mL), a temperatura de extracdo (40°C) e o
tempo de extracdo (10 minutos)). Todas as extracOes foram realizadas utilizando a fibra com

fase DVB/PDMS.

49



Dissertacdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

4.2.6. Tempo de Extracao

O tempo de extracdo é o tempo em que o filme extrator da fibra de SPME fica exposto ao
headspace da amostra. Idealmente, este tempo deve ser suficiente para que o analito atinja o
equilibrio entre o filme extrator e o headspace da amostra. A Figura 19 mostra que a eficiéncia
do processo de extracdo aumentou a medida que o tempo de extracdo passou de 10 min para
30 min, para a grande maioria dos compostos avaliados. Entretanto, observa-se um decréscimo
da eficiéncia de extracdo quando o tempo de extragdo passou de 30 para 50 min para varios
dos compostos em estudo. Este comportamento foi observado na determinacdo de ésteres em
amostras de vinho branco, onde o tempo de extracdo foi variado de 0 a 60 minutos, sendo
observado um decréscimo na eficiéncia de extracdo da fibra a partir dos 40 minutos (66
Comportamento semelhante foi verificado na otimizacdo do método SPME para andlise de
ésteres em vinhos, onde foi visto que, a partir de 45 minutos de extracdo, a eficiéncia diminuia
para aqueles ésteres mais leves 4 Uma hipotese para esta diminuicdo da drea cromatografica
de alguns compostos apds os 30 minutos de extracdo pode ser a perda parcial dos mesmos por

volatilidade.

O desvio padrao relativo para Ay em cada ponto representado no grafico da Figura 19 variou

de 4,0% a 7,4%.

1,10

1,00 - B
W\ =¢—n-Hexanol
0,90
/ / == Feniletanol
0,80
< / / =>¢=Acetato de Hexila
0,70

=&=Linalool
0,60 - a-Terpineol
0,50 7
0,40 x x \

10 30 50
Tempo de extragdo (minutos)

Figura 19. Perfil de extracdo de alguns compostos volateis representativos do perfil
cromatografico do headspace de vinhos espumantes Moscatel, obtido através de HS-SPME

(foram mantidos constantes o teor alcéolico (7,5%), o volume (2mL), a temperatura de extracao
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(40°C) e a forca idnica (adicdo de 30% de sal)). Todas as extra¢des foram realizadas utilizando a

fibra com fase DVB/PDMS.

Dados os resultados obtidos durante a otimizacdo do método de HS-SPME, foram
empregados os seguintes parametros para extracdo de compostos volateis do headspace de
espumantes Moscatel e também das outras matrizes liquidas provenientes das vdrias etapas do
processo de fabricacdo destes espumantes: filme PDMS/DVB, teor alcdolico de 7,5%, 2 mL de

amostra, temperatura de 40°C, adicdo de 30 % de cloreto de sédio, tempo de extracdo de 30

minutos

4.3. IDENTIFICACAO TENTATIVA DOS COMPOSTOS VOLATEIS PRESENTES NO
ESPUMANTE

4.3.1. Cromatografia Gasosa com Detector Quadrupolar de Espectrometria de Massas

Apds a otimizacdo dos parametros da técnica SPME, foram analisadas as amostras das
diferentes etapas do processo de vinificacdo do espumante Moscatel (Tabela |, 3.1 - COLETA E
PREPARO DAS AMOSTRAS) por GC/gMS, onde foi possivel detectar um total de 58 compostos,
sendo que o grupo que estava presente em maior nimero de compostos tentativamente
identificados no headspace do espumante Moscatel foram os terpenos (23), seguido por
ésteres (19), alcoois (7), aldeidos (4), cetonas (2), acidos (1), fendis (1) e hidrocarbonetos (1). Na
Tabela ll, constam, além dos compostos tentativamente identificados, as dreas
cromatograficas relativas do mosto e do espumante de cada um dos trés processos

monitorados.
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Tabela Il -Compostos tentativamente identificados nos processos 1,2 e 3 de vinificagdo e relagdao de area percentual (% A) no mosto (M) e
no espumante final (E)

Composto tR (min) LTPRIcaic | LTPRIjt Processo
1 2 3

M (%A) E(%A) M(%A) E(%A) M(%A) E(%A)
1-hexanol 4,133 882 871 9,92 3,67 25,05 1,05 10,89 0,61
acetato de isoamila 4,248 886 880 4,92 7,92 3,59 7,13 6,27 7,61
heptanal 4,810 905 902 0,00 0,00 0,11 0,02 0,00 0,00
benzaldeido 6,471 961 958 0,00 0,00 0,99 0,00 0,09 0,00
acetato de 2-etilbutila 6,794 973 972 0,18 0,00 0,50 0,12 0,60 0,03
1-octen-3-ol 7,065 982 981 0,06 0,00 0,23 0,04 0,14 0,03
6-metil 5-hepten-2-ona 7,324 991 984 0,06 0,00 0,35 0,02 0,12 0,00
o-mirceno 7,483 996 981 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
hexanoato de etila 7,727 1003 1003 4,44 4,77 2,82 5,84 14,03 10,11
acetato de 3-hexenol 8,035 1010 1002 0,18 1,52 0,26 5,23 0,53 0,00
acetato de hexila 8,273 1016 1009 7,91 22,96 5,27 20,01 8,69 4,10
limoneno 8,884 1030 1029 0,08 0,12 0,13 0,04 0,29 0,04
2-etil-1-hexanol 8,918 1030 1030 0,00 0,00 0,08 0,02 0,11 0,00
cis-ocimeno 9,264 1038 1050 0,10 0,00 0,06 0,01 0,09 0,00
fenilacetaldeido 9,506 1044 1043 0,26 0,00 0,17 0,00 0,04 0,00
trans ocimeno 9,712 1049 1047 0,21 0,00 0,11 0,03 0,22 0,37
6-terpineno 10,140 1058 1060 0,10 0,00 0,04 0,00 0,06 0,00
cis-6xido de linalol 10,845 1075 1073 0,69 0,04 0,87 0,17 0,81 0,06
terpinoleno® 11,591 1092 1089 0,70 0,32 0,59 0,16 0,90 0,03
2-nonanona 11,739 1095 1094 0,00 0,24 0,66 0,07 0,00 0,08
linalol® 12,273 1106 1097 20,94 5,34 38,36 3,53 25,36 4,11
hotrienol 12,440 1109 1101 2,19 1,08 2,75 0,50 5,10 0,36
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Composto tR (min) LTPRIcaic | LTPRIji¢ Processo
1 2 3

M (%A) E(%A) M(%A) E(%A) M(%A) E(%A)
oxido de rosa 12,632 1113 1112 0,00 0,00 0,08 0,03 0,06 0,02
acetato de heptila 12,763 1115 1110 0,00 0,00 0,05 0,07 0,05 0,03
feniletanol 12,957 1119 1106 9,01 5,37 3,22 3,51 1,41 2,08
octanoato de metila 13,456 1128 1125 0,09 0,00 0,10 0,13 0,06 0,06
menta-1,4,8-trieno 13,649 1131 1111 0,00 0,08 0,04 0,01 0,07 0,00
oxido de nerol 15,034 1157 1158 1,01 0,43 0,50 0,18 0,97 0,09
epoxi-linalol 15,874 1173 1163 0,24 0,12 0,20 0,02 0,05 0,01
1-nonanol 16030 1175 1169 0,00 0,08 0,11 0,20 0,10 0,15
4-terpineol 16,205 1179 1177 0,18 0,09 0,06 0,03 0,08 0,02
succinato de etila 16,672 1187 1179 0,00 0,27 0,00 0,44 0,00 0,02
a-terpineol” 17,046 1194 1188 5,37 3,66 3,08 0,86 0,59 0,08
octanoato de etila 17,531 1203 1197 10,23 12,62 1,80 15,62 4,98 41,62
acetato de octila 18,372 1217 1214 0,09 1,03 0,15 4,65 0,06 0,00
citronelol 19,431 1235 1226 1,43 1,19 1,17 0,89 0,98 0,38
3,7-dimetil-1,5-octadieno-3,7-diol 19,606 1238 1237 0,00 0,28 0,03 0,23 0,00 0,11
hexanoato de isopentila 20,419 1251 1254 0,00 0,24 0,00 0,02 0,00 0,04
acetato de 2-feniletila 20,989 1261 1260 3,75 3,38 0,00 1,00 3,05 1,57
geraniol 21,424 1268 1253 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00
1-decanol 21900 1276 1268 0,00 0,00 0,22 0,06 0,18 0,00
4,6-dimetil dodecano 22,213 1281 1285 0,00 0,23 0,45 0,10 0,20 1,06
nonanoato de etila 23,377 1301 1294 0,00 0,34 0,05 3,29 0,00 0,03
decanoato de metila 25,092 1329 1328 0,28 0,16 0,06 0,05 0,04 0,11
éster® 26,499 1353 n.e. 0,17 0,00 0,20 0,03 0,26 0,00
acetato de citronelila 26,839 1358 1354 0,36 0,44 0,12 0,28 0,22 0,51
triacetin 27,084 1362 1344 0,00 1,26 0,00 0,65 0,00 0,00
acetato de nerila 27,537 1370 1362 0,09 0,12 0,18 0,27 0,05 0,06
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Composto tR (min) LTPRIcac | LTPRIjj Processo
2 3

M (%A) E(%A) M(%A) E(%A) M(%A) E(%A)
éster® 27,842 1375 n.e. 0,35 0,18 0,29 0,04 0,42 0,01
damascenona 28,555 1387 1385 0,41 1,25 1,01 9,64 0,49 0,08
acetato de geranila 28,725 1389 1379 0,15 0,29 0,12 0,21 0,00 0,07
acido n-decanoico 28,942 1393 1373 1,51 0,24 0,15 0,33 0,41 0,00
decanoato de etila 29,502 1402 1398 10,30 18,44 2,65 12,93 10,05 24,14
hexadecanal 29,921 1409 1410 0,00 0,00 0,07 0,02 0,00 0,00
butanoato de feniletila 31,990 1444 1439 1,61 0,11 0,40 0,02 0,16 0,00
geranil acetona 32,584 1455 1460 0,00 0,00 0,19 0,04 0,05 0,02
1-dodecanol 34,132 1481 1470 0,28 0,13 0,23 0,05 0,22 0,07
2,4-bis(1,1-dimetiletil)fenol 36,407 1519 1519 0,00 0,02 0,00 0,10 0,35 0,01

A% 100 100 100 100 100 100

2 grupamento quimico identificado pela comparagao do espectro de massas dos compostos do headspace do vinho com os espectros de massas da literatura.

b compostos positivamente identificados através da injegao de padroes

Demais compostos foram tentativamente identificados pela comparagao de espectros de massas e LTPRI com dados da literatura cientifica.
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4.3.2. Cromatografia  gasosa bidimensional = abrangente @ com  detector

espectrométrico de massas do tipo tempo de voo

As condicdes empregadas nas andlises cromatograficas monodimensional e bidimensional
sao distintas, o que impede comparacdes diretas entre os resultados obtidos para a mesma
amostra de espumante através das duas técnicas. Entretanto, os resultados da GCxGC/TOFMS
fornecem uma idéia preliminar do potencial desta técnica aplicada ao vinho espumante
Moscatel galcho, o que vem ao encontro dos objetivos deste trabalho. Um grande nimero de
compostos (246) foi tentativamente identificado por GCxGC/TOFMS no headspace de um vinho
espumante Moscatel (do processo 3, item 3.1) e os mesmos estdo listados na Tabela lll, de
acordo com suas classes quimicas, em ordem alfabética. Os diagramas de cores e
tridimensional dos compostos volateis do headspace de um vinho espumante Moscatel sdo
apresentados na Figura 20.

Entre todos os grupos quimicos tentativamente identificados no headspace do
espumante Moscatel da Serra Gaucha, ésteres estavam presentes em maior nimero (72),
seguidos por terpenos (42), hidrocarbonetos (40), alcoois (25), cetonas (15), acidos (11) éteres
(9), aldeidos (8), compostos de enxofre (4), lactonas (3), fendis (3) e ainda mais 14 compostos

de grupos funcionais ndo identificados.
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1000

Figura 20. Diagrama de cores para as andalises por GCxGC/TOFMS do espumante Moscatel. A) diagrama
de cores. B) diagrama tridimensional
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Tabela IV - Compostos tentativamente identificados no headspace de espumante Moscatel por GCxGC/TOFMS

1

2

Composto CAS tg ts° Similaridade LTPRI,. LTPRl;; % Area

Acipos
1 acido® 64-19-7 455 2,17 928 764 n.e. 0,0267
2 ac. butanoico 107-92-6 518 2,7 946 799 78979 0,1498
3 ac. 2-metil butanoico 116-53-0 623 2,9 829 857 853%  0,0665
4 ac. hexandico 112-37-8 938 3,58 908 996 981" 1,6248
5 acido® 994 3,27 779 1018 n.e. 0,1823
6 acido® 1127 2,92 807 1068 n.e. 0,0299
7 ac. 2-etil hexanoico 149-57-5 1288 3,65 834 1127 112379 0,0467
8 ac. octandico 124-07-2 1491 4,11 766 1199 118279 00,3343
9 ac. nonanoico 112-05-0 1701 4,03 887 1274 127379 0,2311
10 ac. decandico 334-48-5 1967 4,22 924 1380 13737 3,3036
11 ac. undecandico 112-37-8 2422 4,25 838 1569 15612  0,0540

ALcools
12 alcool® 357 2,11 950 710 n.e. 1,5265
13 alcool® 378 2,22 888 722 n.e. 0,3598
14 3-metil-1-butanol 123-51-3 455 2,61 874 764 77379 99571
15 diol® 476 2,96 893 776 n.e. 0,1670
16 1-pentanol 71-41-0 490 2,68 841 784 77179 0,0380
17 2,3-butanodiol 19132-06-0 511 3,13 953 795 77972 7,4912
18 alcool® 602 2,91 751 845 n.e. 0,1160
19 alcool® 609 3,02 827 849 n.e. 0,0163
20 1-hexanol 928-96-1 630 3,25 951 860 871" 00,6394
21 alcool® 651 3,19 895 872 n.e. 1,7314
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1

Composto CAS tr ty> Similaridade LTPRI,. LTPRl;, % Area
22 2-heptanol 6033-23-4 714 3,14 873 905 900%¥  0,0748
23 alcool® 770 2,73 890 928 n.e. 0,0329
24 1-heptanol 111-70-6 882 3,5 903 973 9697  0,0390
25 1-octen-3-ol 3391-86-4 903 3,5 876 982 981"  0,0732
26 alcool® 938 3,67 902 996 n.e. 0,0182
27 2-etilhexanol 104-76-7 1029 3,62 883 1031 103379 00,1268
28 2-nonanol 628-99-9 1225 3,68 813 1104 110072  0,3729
29 feniletanol 60-12-8 1260 6,02 948 1117 1106%%  2,4420
30 1-nonanol 143-08-8 1421 3,91 811 1174  1169%%  0,0066
31 alcool® 1477 4,76 907 1194 119779  0,7163
32 alcool® 1519 4,17 775 1209 n.e. 0,0040
33 diol® 1876 5,89 853 1345 n.e. 0,0095
34 diol® 2065 4,22 801 1419 n.e. 0,0051
35 alcool® 2275 4 833 1505 n.e. 0,0079
36 alcool® 2289 4,26 855 1511 n.e. 0,0104
37 alcool® 2345 4,11 885 1535 n.e. 0,0143

ALDEIDOS
38 benzaldeido 100-52-7 861 5,19 903 965 95872 0,0284
39 fenilacetaldeido 122-78-1 1071 5,83 833 1047 104379  0,0114
40 decanal 112-31-2 1512 4,09 912 1207  12097%  0,0169
41 undecanal 112-44-7 1785 4,15 884 1310 13107  0,0028
42 aldeido’ 123-05-7 2163 4,05 801 1459 n.e. 0,0134
43 aldeido® 110-41-8 2191 4,06 876 1471 n.e. 0,0601
44 aldeido® 60609-53-2 2436 4,33 795 1575 n.e. 0,0104
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1

2

Composto CAS tr tr Similaridade LTPRlg. LTPRl;, % Area
45 aldeido’ 55019-46-0 2653 4,19 761 1673 n.e. 0,0087

CETONAS
46 cetona® 413 2,43 873 741 n.e. 0,1281
47 cetona’ 434 2,79 957 753 n.e. 0,4696
48 2-heptanona 110-43-0 693 3,39 894 895 888%  0,0550
49 3-octanona 106-68-3 917 3,71 899 988 984 0,0106
50 6-metil 5-hepten-2-ona 110-93-0 917 4,03 881 988 9847 0,0209
51 acetofenona 98-86-2 1134 5,87 828 1070 10582 0,0094
52 2-nonanona 821-55-6 1197 4 905 1094 109472 0,3540
53 cetona’ 1428 3,74 759 1177 n.e. 0,1006
54 cetona® 1687 4,04 923 1269 n.e. 0,0522
55 cetona’ 1715 4,6 793 1279 n.e. 0,0565
56 2-undecanona 112-12-9 1750 4,15 906 1292 12989 0,1404
57 cetona® 2163 4,53 758 1459 n.e. 0,0096
58 2,6-bis(1,1-dimetileti) 2,5-ciclohexadiene-1,4-diona®  719-22-2 2191 4,91 832 1471 14622  0,0028
59 2-tetradecanona’ 2345-27-9 2492 4,3 796 1599 15972  0,0361

ESTERES

60 acetato de etila 141-78-6 371 2,19 897 718 n.e. 2,4088
61 éster® 105-37-3 434 2,44 885 753 n.e. 0,6681
62 2-metil propionato de etila 97-62-1 483 2,54 862 780 761172 0,2857
63 éster’ 110-19-0 497 2,66 935 787 n.e. 1,3482
64 butanoato de etila 105-54-4 532 2,82 938 807 79972 1,7001
65 3-metil butanoato de etila 108-64-5 623 2,94 891 857 85172 0,0380
66 acetato de 2-metilbutil 624-41-9 665 3,2 857 880 8857  0,4937
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Composto CAS tr ty> Similaridade LTPRI,. LTPRl;, % Area
67 acetato de isoamila 123-92-2 665 3,17 906 880 880"  3,6306
68 pentanoato de etila 539-82-2 714 3,24 847 905 9017  0,0104
69 acetato de n-amila 628-63-7 742 3,31 892 916 9267 0,0180
70 hexanoato de metila 106-70-7 770 3,39 883 928 934" 0,0636
71 2-metil butanoato de propila 539-90-2 840 3,32 877 956 95572 0,0218
72 3-metil propanoato de butila 105-68-0 875 3,42 836 971 969  0,0495
73 acetato de 2-etilbutila 10031-87-5 882 3,47 844 973 986"  0,0237
74 hexanoato de etila 123-66-0 952 3,64 893 1002 10037? 33357
75 acetato de hexenol 3681-71-8 966 3,86 956 1007 1002 72 4,0844
76 acetato de hexila 142-92-7 994 3,64 892 1018  1009? 12,9009
77 éster® 1008 3,92 827 1023 n.e. 0,0154
78 3-metil pentanoato de etila® 5870-68-8 1008 3,4 834 1023 10047 0,0703
79 acetato de 1-metilhexila 5921-82-4 1064 3,48 863 1044  10477?  0,0522
80 2-hexenoato de etila 1552-67-6 1071 4,07 917 1047  1046"®  0,0579
81 éster® 1099 3,63 936 1057 n.e. 0,0693
82 furoato de etila 614-99-3 1099 5,33 829 1057 104772 0,0275
83 2-hidroxi-4-metil pentanoato de etila 10348-47-7 1106 3,95 794 1060 10782 0,0237
84 hexanoato de propila 626-77-7 1204 3,78 913 1097 1091 7% 0,0161
85 sorbato de etila 2396-84-1 1218 4,61 832 1102 1089"%  0,0042
86 heptanoato de etila 106-30-9 1218 3,78 750 1102 1083"? 0,0307
87 3-metil-tiopropanoato de etila 13327-56-5 1225 5,12 807 1104 1098 72 0,0078
88 propanoato de hexila 2445-76-3 1239 3,77 875 1109 110872  0,0513
89 éster® 1253 3,57 809 1114 n.e. 0,0133
90 acetato de n-heptila 112-06-1 1253 3,81 886 1114 111072 0,0896
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Composto CAS tr ts> Similaridade LTPRI,. LTPRI;, % Area
91 éster® 1288 3,6 814 1127 n.e. 0,0667
92 octanoato de metila 111-11-5 1288 3,88 914 1127 112579 00,2478
93 acetato de 2-octila 2051-50-5 1330 3,62 754 1142 114779 0,0039
94 acetato de 2-etilhexila 103-09-3 1358 3,74 842 1152 114479 0,0436
95 benzoato de etila 93-89-0 1421 5,43 838 1174 11707 0,0163
96 succinato de etila 123-25-1 1449 5,04 959 1184 117979 0,4753
97 butirato de cis-3-hexenila 16491-36-4 1456 4,09 941 1187 118479 0,9402
98 butanoato de hexila 2639-63-6 1477 3,85 906 1194 11907  0,1386
99 octanoato de etila 106-32-1 1484 3,92 883 1197 119779 2,0123
100 metil salicilato 119-36-8 1484 5,72 844 1197 1188 10,0116
101 acetato de octila® 112-14-1 1526 3,93 904 1212 121479 10112
102 éster” 1568 3,75 803 1227 n.e. 0,0254
103 acetato de feniletila® 101-97-3 1617 5,87 941 1244 126072 0,4400
104 hexanoato de isopentila® 2198-61-0 1631 3,87 902 1249 12549 0,0467
105 acetato de 2-feniletila® 103-45-7 1652 5,84 939 1257  1260"%  3,6726
106 éster® 1659 4,51 893 1259 n.e. 0,0619
107 éster® 1722 4,16 762 1282 n.e. 0,0085
108 octanoato de propila® 624-13-5 1743 3,94 886 1289 12777 0,1186
109 nonanoato de etila® 123-29-5 1757 3,95 909 1294  1294"% 11,7097
110 decanoato de metila® 110-42-9 1827 4,03 882 1326 132879 0,1462
111 éster® 0-00-0 1834 4,88 849 1329 n.e. 0,0097
112 octanoato de isobutila 1300784 1890 3,85 846 1351 13349 0,0094
113 hexanoato de 3-hexenila 31501-11-8 1967 4,19 903 1380 13792 0,0849

114 decenoate de etila 67233-91-4 1988 4,25 825 1388 13897%  0,2016
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Composto CAS tr ty> Similaridade LTPRI,. LTPRl;, % Area
115 decanoato de etila 110-38-3 2016 4,19 908 1399 13989 3,9894
116 butanoato de etilfenila 103-52-6 2128 5,73 916 1445 143979 0,1214
117 octanoato de 3-metilbutila 2035-99-6 2135 3,98 886 1448 145079 0,0665
118 decanoato de propila 30673-60-0 2240 4,05 836 1491 14939 0,0154
119 undecanoato de etila 627-90-7 2254 4,04 798 1496 147779 0,0038
120 decanoato de 2-metilpropila 30673-38-2 2373 3,96 795 1548 154579  0,0041
121 éster’ 2457 4,23 798 1584 n.e. 0,0579
122 dodecanoato de etila 106-33-2 2485 4,1 893 1596 15979 0,3529
123 éster® 2492 4,45 915 1599 0,8628
124 decanoato de 1-metilfenil 10233-13-3 2555 3,96 899 1628 1624  0,0351
125 hexanoato de 2-feniletila 6290-37-5 2597 5,75 878 1647 1650  0,0313
126 pentadecanoato de 3-metilbutila 2306-91-4 2597 4,07 848 1647 16447 0,0191
127 benzoato de 2-etilhexila 5444-75-7 2744 5,36 805 1716 173572 0,0046
128 tetradecanoato de etila 124-06-1 2912 4,22 879 1796 179072 0,0712
129 tetradecanoato de 1-metiletila 110-27-0 2975 4,08 814 1828 182779 0,0058
130 hexadecanoato de metila 112-39-0 3171 4,39 845 1929 19292 0,0160
131 hexadecanoato de etila 628-97-7 3304 4,34 849 1999 199772  0,1056

ETERES

132 éter 609 3,33 877 849 n.e. 0,0989
133 éter’ 665 1,87 966 880 n.e. 0,2634
134 éter’ 700 3,7 777 899 n.e. 0,0237
135 éter® 728 2,92 816 911 n.e. 0,7180
136 1,3-dimetoxibenzeno 151-10-0 1407 6,01 863 1169 115879  0,0046
137 2-(2-butoxietoxi)etanol 112-34-5 1477 4,89 806 1194 119679 11,1017
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Composto CAS tr tr Similaridade LTPRlg. LTPRl;, % Area
138 éter® 0-00-0 1729 3,99 839 1284 n.e. 0,4105
139 éter® 17269-94-2 1953 5,43 776 1375 n.e. 0,0096
140 éter® 629-82-3 2639 3,71 917 1667 n.e. 0,0048

FENOIS
141 fenol 108-95-2 924 4,59 775 991 982" 0,0087
142 butilhidroxitolueno (BHT) 128-37-0 2296 4,97 800 1514 151379 0,0172
143 2,4-bis(1,1-dimetiletil)fenol 1138-52-9 2296 5,04 892 1514 151979 0,1182
HIDROCARBONETOS

144 hidrocarboneto® 462 2,49 767 768 n.e. 0,0042
145 hidrocarboneto® 490 2,79 862 784 n.e. 0,0249
146 etilbenzeno 100-41-4 637 3,3 806 864 856  0,0141
147 hidrocarboneto® 693 3,76 949 895 n.e. 0,0692
148 hidrocarboneto® 2492-22-0 917 3,05 870 988 977"  0,0181
149 hidrocarboneto® 2792-39-4 952 3,15 888 1002 n.e. 0,0267
150 hidrocarboneto® 3382-59-0 1001 3,66 863 1020 n.e. 0,0116
151 hidrocarboneto® 50876-32-9 1085 4,01 750 1052 n.e. 0,0174
152 hidrocarboneto® 1099 3,55 802 1057 n.e. 0,0078
153 hidrocarboneto® 1099 2,74 803 1057 n.e. 0,0069
154 1-etenil-4-etil benzeno 3454-07-70 1176 4,52 866 1086 10727 0,0077
155 1-metil-4-(1-metiletenil) benzeno 1195-32-0 1190 4,51 929 1091  10977?  0,0247
156 hidrocarboneto® 1197 3,69 773 1094 n.e. 0,0042
157 hidrocarboneto® 1309 3,84 783 1134 n.e. 0,0189
158 hidrocarboneto® 1337 3,93 868 1144 n.e. 0,0173
159 hidrocarboneto® 1344 3,86 815 1147 n.e. 0,0135
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160 hidrocarboneto® 1365 4,77 811 1154 n.e. 0,0058
161 hidrocarboneto® 1435 3,14 782 1179 n.e. 0,0391
162 hidrocarboneto® 1470 4,35 773 1192 n.e. 0,0162
163 hidrocarboneto® 1498 3,01 904 1202 n.e. 0,0478
164 hidrocarboneto® 1582 4,63 827 1232 n.e. 0,0040
165 hidrocarboneto® 1603 4,32 875 1239 n.e. 0,0239
166 tridecano 629-50-5 1757 3,12 908 1294 1300"? 0,2143
167 hidrocarboneto® 1834 3 886 1329 n.e. 0,0342
168 hidrocarboneto® 1876 3,03 774 1345 n.e. 0,0112
169 tetradecano 629-59-4 2009 3,21 943 1397 1400 % 0,2328
170 2,6-dimetilnaftaleno 581-42-0 2128 6,85 920 1445 1443172 0,0183
171 3-metil tridecano 6418-41-3 2177 3,18 760 1465 137272 0,0038
172 hidrocarboneto® 2212 4,11 882 1479 n.e. 0,0048
173 hidrocarboneto® 2254 3,05 858 1496 n.e. 0,0114
174 hidrocarboneto® 2457 3,12 776 1584 n.e. 0,0025
175 hidrocarboneto® 2478 3,45 890 1593 n.e. 0,0046
176 hexadecano 544-76-3 2492 3,33 930 1599  1600"?  0,1262
177 hidrocarboneto® 2667 4,28 823 1680 n.e. 0,0163
178 heptadecano 593-49-7 2716 3,39 907 1702 1700"? 0,0409
179 hidrocarboneto® 2737 3,16 844 1712 n.e. 0,0161
180 (1-pentilheptil) benzeno® 2719-62-2 2779 4,28 795 1732 171972 0,0040
181 nonadecano’ 629-92-5 3122 3,54 894 1903 1900 % 0,0188
182 2-metil nonadecano 1560-86-7 3248 3,35 813 1969  19667? 0,0068
183 hidrocarboneto® 3367 6,13 851 2034 n.e. 0,4318
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LACTONAS
184 butirolactona 96-48-0 763 6,38 942 925 9189  0,0752
185 nonalactona 104-61-0 1932 6,45 831 1367 137279 0,0361
186 y-decalactona 706-14-9 2198 6,33 825 1473 146372 0,0094
SULFURADOS
187 composto sulfurado® 322 2,64 855 691 n.e. 0,0353
188 composto sulfurado® 350 1,83 804 707 n.e. 0,0694
189 2-(metiltio)ethanol 5271-38-5 609 3,93 785 849 838 0,0075
190 dihidro-2-metil-3-tiofenona 13679-85-1 924 5,76 897 991 10117  0,0560
TERPENOS
191 a-mirceno 1686-30-2 896 3,2 854 979 981" 0,0039
192 B-mirceno 123-35-3 924 3,29 886 991 990%¥  0,3710
193 a-felandreno 99-83-2 959 3,51 869 1005  1002%?  0,0466
194 1,3,8-p-mentatrieno 21195-59-5 966 3,64 788 1007 11117 0,0316
195 8-terpineno 99-85-4 994 3,53 830 1018  1014"®  0,0583
196 B-cimeno 535-77-3 1022 3,89 826 1028  10267%  0,0068
197 limoneno 5989-54-8 1029 3,57 939 1031 1029%9  0,4357
198 eucaliptol 470-82-6 1036 3,82 872 1033  1029"%  0,0084
199 cis -ocimeno 3779-61-1 1050 3,53 932 1039  1050"? 0,1367
200 trans -ocimeno 3338-55-4 1078 3,55 914 1049  1047%%  0,2454
201 cis-6xido de linalol 34995-77-2 1148 3,97 896 1076  1073%?  0,2063
202 hotrienol 29957-43-5 1183 4,14 853 1089  11017%  0,0230
203 terpinoleno 586-62-9 1190 3,9 919 1091  1089"%  0,1102
204 linalol 78-70-6 1218 3,96 910 1102 10977%  3,0415
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205 6xido de rosa 16409-43-1 1253 4,01 900 1114 11127 0,0848
206 mircenol 543-39-5 1281 4,14 751 1124 1119 0,0064
207 allo-ocimeno 7216-56-0 1302 3,83 873 1132 11307?  0,0295
208 2,6-dimetil 1,3,5,7-octatetraeno 460-01-5 1302 4,11 927 1132 113479 0,0908
209 canfora 21368-68-3 1351 5,23 896 1149 114772 0,0048
210 a-terpineol 5986-38-9 1365 4,27 813 1154 11507  0,0046
211 6xido de nerol 1786-08-9 1372 4,4 920 1157  1158%9  0,6415
212 epoxilinalol 14049-11-7 1414 4,78 863 1172 116379 0,0627
213 1-mentol 23283-97-8 1428 4,3 786 1177 1188"%  0,0056
214 4-terpineol 20126-76-5 1435 4,6 800 1179 117779 0,0606
215 p-menth-1-en-9-al 29548-14-9 1547 5,14 839 1219 123279 0,0165
216 citronelol 1117-61-9 1575 4,24 938 1229  1226%%  2,1206
217 nerol 106-25-2 1575 4,49 889 1229  1229%9  0,1001
218 3,7-dimetil-1,5-octadien-3,7-diol 13741-21-4 1632 4,07 756 1244 1237 0,0077
219 geraniol 106-24-1 1645 4,55 899 1254  1253%9  0,1557
220 geranial 5392-40-5 1694 4,98 831 1272 127779 0,0201
221 terpeno® 1715 3,94 774 1279 n.e. 0,0050
222 terpeno® 1743 4,64 849 1289 n.e. 0,0077
223 acetato de citronelila 150-84-5 1904 4,18 888 1356 1354 0,2450
224 acetato de nerila 141-12-8 1932 4,51 888 1366 136279 0,0768
225 acetato de geranila 16409-44-2 1981 4,61 905 1386 137970 0,0534
226 B -damascenona 23726-93-4 1988 5,36 886 1388 1385©9 0,3931
227 1,2-dihidro-1,1,6-trimeilnaftaleno(TDN) 30364-38-6 1904 5,42 886 1356 135479 0,0504

228 geranil acetona 3796-70-1 2156 4,76 874 1456 145272 0,0143
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229 B-farneseno 18794-84-8 2163 4,01 893 1459 145772 0,0141
230 cis-bisaboleno 6753-98-6 2366 4,44 781 1545 153312 0,0030
231 a-calacoreno n.e. 2373 5,51 758 1548  1548"%  0,0029
232 nerolidol 40716-66-3 2415 4,51 905 1566 1564 7% 0,0182

nao-identificados

233 ni 343 2,27 788 703 n.e. 0,0439
234 ni 560 3,06 945 822 n.e. 2,2591
235 ni 602 2,86 816 845 n.e. 0,1084
236 ni 917 5,6 843 988 n.e. 0,0087
237 ni 1421 3,47 796 1174 n.e. 0,3111
238 ni 1449 4,04 884 1184 n.e. 0,1993
239 ni 1687 5,51 858 1269 n.e 0,0523
240 ni 1764 4,62 840 1302 n.e. 0,0467
241 ni 1792 1,04 789 1313 n.e. 0,0056
242 ni 1904 4,66 862 1356 n.e. 0,1186
243 ni 1904 5,78 939 1356 n.e. 0,5099
244 ni 1953 4,66 821 1375 n.e. 0,0063
245 ni 2009 4,22 761 1397 n.e. 0,0638
246 ni 3353 0,68 821 2026 n.e. 0,0243

n. e. - valor ndo encontrado na literatura cientifica;

@ grupamento quimico identificado pela comparagdo do espectro de massas dos compostos do headspace do vinho com os espectros de massas da literatura

ni: ndo identificado

Demais compostos foram tentativamente identificados pela comparagdo de espectros de massas e LTPRI com dados da literatura cientifica.
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Observa-se que os compostos presentes em percentual de area cromatografica maior
do que 1 %, na maior parte dos espumantes estudados por 1D-GC/gMS (Tabela Ill), também
foram tentativamente identificados por GCxGC/TOFMS (Tabela IV) e, a maior parte deles
apresentou um percentual de area relativo significativo em relagcdo aos demais compostos
encontrados no headspace. Alguns exemplos disto sdo os monoterpenos linalol, hotrienol,
0s ésteres acetato de isoamila, hexanoato, octanoato e decanoato de etila, acetato de
feniletila, os alcoois hexanol e feniletanol.

Os compostos terpénicos, conforme ja comentado no item 2.3, sdo de grande
importdncia no que diz respeito a fragrancia floral destes vinhos. Dos terpenos
tentativamente identificados no espumante Moscatel por cromatografia mono e bi-
dimensional, o linalol se apresentou como um dos majoritarios, sendo que o citronelol
também apresentou um percentual de area cromatografica maior do que 1% na analise por
GCxGC/TOFMS. O aroma caracteristico do alcool monoterpénico linalol é o de rosas. Além
do seu aroma agradavel, este composto se destaca pelo seu baixo limiar de percepc¢do nos
vinhos (em torno de 50 pg L). O alcool monoterpénico citronelol apresenta um aroma
citrico, que lembra o aroma de limdo verde e se destaca também por seu baixo limiar de
percepcdo nos vinhos (18 ug L'l) 61 juntamente com os alcoois monoterpénicos geraniol e
a-tepineol (estes em menor % de drea cromatografica nas amostras), o linalol e o citronelol
sdo reconhecidamente compostos que caracterizam o aroma dos vinhos da casta Moscatel e
tem como principal origem o contato prolongado das cascas da uva com o mosto (26)

A caracterizacdao do perfil terpénico do headspace do vinho espumante Moscatel por
GCxGC/TOFMS pode ser vista em maior detalhe na Tabela V, onde se verifica também a
presenca dos &lcoois monoterpénicos nerol, mircenol e 1-mentol (estes ndo foram
detectados nas andlises de GC/MS), considerados importantes, em termos de aroma dos

2% Além dos &lcoois monoterpénicos (12), foram

vinhos, de reconhecido aroma frutado
encontrados diversos grupos terpénicos nas andlises de GCxGC/TOFMS do espumante
Moscatel, entre eles hidrocarbonetos (12), 6xidos (3), aldeidos (2), ésteres monoterpénicos
(3), cetonas (2), nor-isoprenoides (2); sesquiterpenos (4) e ainda dois (2) compostos
terpénicos, para os quais ndao foi possivel uma identificacdo tentativa com base nos

espectros de massas e/ou indices de retengio
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Tabela V - Divisao das classes dos compostos terpénicos tentativamente identificados no
espumante Moscatel

o LB W N -

13
14

16
17
18
19
20
21
27

29
31

32

34

36
37

40

Hidrocarbonetos monoterpénicos

o-mirceno 7 limoneno
B-mirceno 8 trans-ocimeno
a-felandreno 9 cis-ocimeno
1,3,8-p-mentatrieno 10 terpinoleno
6-terpineno 11 allo-ocimeno
B-cimeno 12 2,6-dimetil 1,3,5,7-

octatetraeno (E,E-cosmeno)
Oxidos monoterpénicos

oxido de linalol 15 o6xido de nerol
oxido de rosa
Alcool monoterpénico

hotrienol 22 1-mentol
linalol 23 4-terpineol
mircenol 24 citronelol
a-terpineol 25 geraniol
epoxi-linalol 26 nerol
3,7-dimetil-1,5-octadien-3,7-diol 27 eucaliptol

Aldeido monoterpénico
1-p-mentenal-9 28 geranial
Esteres monoterpénico
acetato de nerila 30 acetato de geraniol
acetato de citronelila
Cetonas monoterpénicas

geranil acetona 33 canfora
Nor-isoprenoides
B-damascenona 35 1,2-dihidro-1,1,6-trimetil-

naftaleno (TDN)
Sesquiterpenos
B-farneseno 38 a-calacoreno
bisaboleno 39 nerolidol
nao identificados
terpeno 41 terpeno

Os indices de retencdo dos alcoois monoterpénicos citronelol e nerol sdo muito

semelhantes (LTPRI do citronelol: 1226, LTPRI do nerol: 1229), o que indica a co-elui¢cdo dos

mesmos na primeira dimens3o cromatografica ('D), a qual pode ser vista na Figura 21 (tg=

1575 s). Na mesma figura, se pode observar que estes compostos apresentam pequena
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diferenca no ’tg (4,49 s para o nerol e 4,24 s para o citronelol), o que pode implicar em
influéncia do espectro de massas de um dos compostos no outro. Além disso, a semelhancga
entre os espectros de massas destes alcoois monoterpénicos é consideravel. A ferramenta
de deconvolucgdo espectral se mostra especialmente vantajosa neste caso, pois através das
pequenas diferencas de “tz e de espectros de massas é possivel identificar ambos os
compostos, obtendo-se espectros de massas de qualidade apropriada. No caso especifico do
vinho espumante Moscatel, esta separacdo se reveste de especial importancia, pois o nerol
€ um alcool monoterpénico de aroma floral, encontrado em diversos vinhos (17) (32) (33) (73) o
contribui de forma relevante para o aroma das castas Moscatel (31),

Vérias outras co-eluicBes foram observadas na 'D e a Figura 22 exemplifica algumas
das separac¢des cromatograficas obtidas na ’D pela apresentacao de alguns outros casos de
co-eluicdo, o que mostra de forma clara a maior seletividade e capacidade de pico da técnica
GCxGC/TOFMS para esta amostra especifica. Aqui também a deconvolu¢do espectral auxilia
na obtencdo de espectros de massas de melhor qualidade e, portanto na identificacdo
tentativa dos compostos do headspace do vinho espumante Moscatel. Os alcoois
monoterpénicos linalol (204, 'ty = 1218 s, *tr = 3,96 s, LTPRI calculado 1102) e hotrienol (202,
lta = 1183 s, tr = 4,14 s, LTPRI calculado 1089) indicam uma separa¢do cromatografica que
ndo é de linha de base na 1D-GC/gMS (Tabela Ill, LTPRI calculado do linalol é 1106
(literatura:1097) e do hotrienol é 1109 (literatura:1101)), a qual pode ser melhorada na °D,
bem como pela deconvolucdo espectral. Separacdo ainda melhor se verifica para o
monoterpeno oxigenado 6xido de rosa (205, %ty = 4,01 s), o acetato de n-heptila (99, ’tg =
3,81 s) e um outro éster (98, *tg = 3,57 s) na °D, os quais apresentam o mesmo tempo de
retencdo na ‘D (“tg = 1253 s). Neste caso, o LTPRI obtido experimentalmente para todos os
trés compostos é 1114, enquanto a literatura aponta 1112 para éxido de rosa e 1110 para o
acetato de n-heptila. Os indices de retengdo obtidos experimentalmente na 1D-GC/MS sdo

semelhantes (1113 para o 6xido de rosa e 1115 para o acetato de n-heptila).
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Figura 21 - Separacdo de citronelol e nerol na %ty (tg = 1575s para ambos os compostos, ta 4,24 s para o citronelol e 4,49 s para o nerol) no headspace de amostras de
espumante Moscatel e demonstragdo de deconvolugdo espectral. A) coeluigdo dos alcoois monoterpénicos B) espectro de massas do citronelol de banco de dados de
espectros de massas NIST 107C) espectro de massas do nerol de banco de dados de espectros de massas Nist 107. D) cromatograma obtido a partir da deconvolugdo
espectral. E) espectro de massas encontrado para o citronelol do espumante Moscatel. F) espectro de masss encontrado para o nerol do espumante Moscatel.
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Figura 22 - Separacao de alguns compostos tentativamente identificados (numeracdo de
acordo com a Tabela IV) de uma determinada regido do diagrama de cores, resultante da
analise do headspace de espumante Moscatel por HS-GCxGC/TOFMS. (Apenas os compostos
tentativamente identificados foram enumerados: 201- cis-6xido de linalol, 52- 2-nonanona,
203- terpinoleno, 202- hotrienol, 204- linalol, 205- éxido de rosa, 89- éster, 90- acetato de n-
heptila, 206- mircenol, 91- éster, 101- octanoato de metila

Caso semelhante se apresenta para outros dois ésteres (91 e 92: éster ndo
identificados e octanoato de metila 'ty = 1288 s, 2tR =3,60s e 3,88 s, respectivamente) e um
alcool monoterpénico — o mircenol (206, t2 = 1281 s, *tx = 4,14 s). Os LTPRI
experimentalmente calculados por GCxGC/TOFMS para mircenol, octanoato de metila e o
outro éster sdo 1124, 1127 e 1127, respectivamente; sendo os LTPRI da literatura 59 1119
para mircenol e 1127 para o octanoato de metila. O mircenol n3o foi detectado e
tentativamente identificado em 1D-GC/qMS nas condi¢Ges empregadas neste trabalho.

Além dos &alcoois monoterpénicos ja citados, hd que se destacar a presenca de
compostos sesquiterpénicos (B-farneseno, cis-bisaboleno, a-calacoreno e nerolidol), estes
pouco citados na literatura cientifica, tanto nas andlises realizadas por GC/qMS 47) (72),
qguanto nas andlises por GCxGC/TOFMS (19)

Os compostos norisoprenoides encontrados possuem participacdo reconhecida na

composicao do aroma dos vinhos em geral (19 (21 (47 (73) - norisoprenoide B-damascenona,
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tem influéncia na composicao do aroma dos vinhos das mais diversas castas devido ao seu
intenso aroma floral/mel e seu baixo limite de percepcdo (45ngL™) (24) (61)  p combinacdo do
aroma B-damascenona com outros compostos, como a B-ionona, é responsavel pelo aroma

. . . 2
de framboesa nas diversas variedades de uvas tintas %

. Outro composto desta mesma
classe que foi tentativamente identificado é o norisoprenoide 1,1,6-trimetil-1,2-
dihidronaftaleno, TDN, presente em uvas, ou gerado posteriormente nos vinhos, que possui
um limiar de percep¢cdao em torno de 20;1gL'1 e um aroma de fumaca/querosene, podendo
ser desejavel em baixas concentragGes. A sua produgdo em uvas parece ser reforcada pela
exposicdo do vinho ao sol, sendo mais evidente em vinhos produzidos em paises de clima
quente (como por exemplo a Africa do Sul) e por diferentes espécies de levedura (7).

Quanto aos hidrocarbonetos monoterpénicos, de forma geral, estes ndao possuem
caracteristicas aromaticas de grande importancia para a composi¢cdo do aroma dos vinhos (32)
e, sendo assim, poucas informacdes a respeito destes compostos sdo disponiveis na
literatura cientifica, apesar de sua presenca constante no perfil volatil de produtos viticolas.
Nas analises do espumante Moscatel, pode-se destacar uma grande variedade de
hidrocarbonetos. Devido a sua baixa solubilidade em 34gua, eles se mantém geralmente
associados com os restos celulares de uva e sdo perdidos nas prensagens ou durante o
processo de clarificagdo. Assim, estes compostos ndo influenciam diretamente nas
caracteristicas sensoriais do vinho. Impurezas adicionais de hidrocarbonetos podem vir de
rolhas contaminadas por microorganismos, implicando em um aroma indesejavel (19)

Informagdes a respeito da contribuicdo aromatica de cetonas e aldeidos
monoterpénicos também ndo sdo muito abundantes, como ocorre com os hidrocarbonetos
monoterpénicos, entretanto, sabe-se que compostos destas classes apresentam odor mais
intenso (“agressivo”) do que os alcoois monoterpénicos 32),

Tanto os ésteres terpénicos, quanto os dxidos terpénicos sao pouco estudados no que
se refere a sua contribuicdo para o aroma dos vinhos. Os dxidos terpénicos, encontrados na
uva, podem ser originados a partir da oxidacdo de alguns dlcoois monoterpénicos, reacao
indesejada devido aos limites de percepc¢ao dos 6xidos terpénicos serem reconhecidamente
altos, assim como para os ésteres. De acordo com alguns autores, o geraniol pode ser
transformado, pela acdo das leveduras, em acetato de geranila e acetato de citronelila,

(35)

enquanto nerol pode ser transformado em acetato de nerila De todos os grupos

funcionais presentes na composicao volatil dos vinhos, certamente os ésteres sao
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freqlientemente os mais encontrados. Mais de 160 diferentes tipos de ésteres ja foram

(24)

identificados em vinhos “". No entanto, apenas alguns ésteres ocorrem acima de seus

limiares de percepc¢do, podendo ter uma contribuicio mais marcante nos vinhos %,

Dos ésteres de acidos graxos, destacam-se o hexanoato de etila (mag¢ad verde),
octanoato de etila (sabdo) e nonanoato de etila (6leo de améndoas). Entretanto, os ésteres
mudam de odor a medida que o comprimento da cadeia de hidrocarbonetos aumenta, indo
do aroma frutado para a gordura rangosa, passando pelo aroma de sabdo, como o aroma do
decanoato de etila. Os ésteres formados a partir do acido acético e alcoois superiores
(alcoois com mais de 2 atomos de carbono em sua molécula <24)), como o acetato de isoamila
(aroma de banana) e acetato de hexila (aroma de macd) também contribuem para o aroma
frutado, desempenhando um papel importante no aroma de vinhos brancos jovens. Acetato
de 2-feniletila € um composto interessante do ponto de vista de aroma, fornecendo notas
frutadas que lembram damascos. Conforme a Tabela Ill, podemos observar a presenga
destes ésteres em uma quantidade superior aos ésteres de cadeias longas (superior a C10),
mostrando a contribuicdao destes compostos no aroma frutado caracteristico do espumante
Moscatel.

O etanol é o alcool mais importante no vinho, tendo em vista que influencia
diretamente no aroma e no sabor do vinho. Embora pequenas quantidades sejam
produzidas durante maceracdo das uvas, a fonte primaria do etanol no vinho é o processo
de fermentagdo com leveduras. Juntamente com outros alcoois, o etanol lentamente reage
com os acidos organicos para produzir ésteres.

Alcool isoamilico (3-metil-1-butanol) é encontrado em diversos vinhos (19) (12) (74)
fornecendo um aroma caracteristicos de vinhos frutados. Nas andlises por GCxGC foi
possivel identificar a sua presenca em grande quantidade, dada a sua drea cromatografica.
Outro alcool de destacada participagdo na composi¢ao do aroma do espumante Moscatel é

(71)

o feniletanol, o qual é caracterizado pelo seu intenso aroma florais e amadeirada e de

grande relevancia principalmente nos vinhos moscatos .

Outros alcoois superiores potencialmente significativos no aroma dos vinhos
originados a partir da fermentagdo alcodlica sdo 2-etil-1-hexanol (27 na Tabela IV) e 1-octen-
3-0l (27 na Tabela IV) "?. Alcoois superiores também desempenham um papel indireto no
desenvolvimento do bouquet de um vinho envelhecido, através da reacdo de dcidos

A . ~ , 2
organicos para a formacdo de ésteres ?.
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Os aldeidos possuem pouca importancia na geracao de aromas varietais. Estes sdo
resultantes da reducdo de alcoois durante a fermentagdo. Destes, os aldeidos C6 (hexanal e
hexenal) (ndo encontrados nas amostras deste estudo), sdo os mais significativos, podendo
estar envolvidos no odor herbaceo associado a certas variedades de uva, como Grenache e

(24)

Sauvignon Blanc “". O aldeido decanal possui uma participagdo importante no aroma de

vinhos por apresentar um baixo limite de percepcio (0,1 pg L) 72

. Acetaldeido (ndo
detectado nas amostras deste estudo) é o aldeido encontrado em maior quantidade nos
vinhos, de forma geral, e pode representar até mais de 90% do conteudo total de aldeidos
de um vinho. Acima do limiar de percep¢do, normalmente é considerado um odor
indesejado. Outro aldeido cuja presenca pode acarretar em um odor indesejado nos vinhos é
o benzaldeido (améndoas amargas, identificado tanto em 1D-GC, como em GCxGC). Este
pode ser originado a partir da oxidacdo de seu alcool correspondente ou ainda ter origem na
ac3o metabdlica de algumas espécies de levedura Y.

Normalmente, o acido acético é o dcido majoritario (subproduto do metabolismo das
leveduras e bactérias), mas outros acidos carboxilicos, tais como férmico, propidnico e
butirico (butandico), também podem estar presentes nos vinhos. Acidos que possuem em
sua estrutura cadeias de hidrocarbonetos com mais de 12 carbonos sdo designados por
acidos graxos. A sua presenga no vinho é também principalmente derivada do acido graxo
do metabolismo de leveduras e bactérias. Todos os acidos carboxilicos volateis possuem
odores marcantes - o acido acético, vinagre, o acido propiénico é caracterizado pelo aroma
de gordura, acido butirico assemelha-se a manteiga rangosa, e C6 a C10 acidos carboxilicos
possuem um odor caprino. Embora estes acidos estejam presentes nos vinhos, estes
normalmente ocorrem em niveis detectdveis apenas em vinhos estragados pela acao
microbiana.

No caso das analises realizadas no espumante Moscatel, a area percentual dos acidos
carboxilicos foi inferior aquela dos ésteres, alcoois e terpenos, sendo esta uma caracteristica
desejavel de vinhos jovens, tendo em vista que estes compostos fornecem aromas
indesejados quando presentes acima de seu limite de percepgao (%) Observou-se gue os
acidos hexanoico e decanoico (numeros 4 e 10, respectivamente, na Tabela IV) foram
encontrados em maior drea percentual em relacdo aos demais acidos, os quais possuem um

aroma de gordura rangosa quando acima de seus limites de percepgéom’. No entanto, deve-

se mencionar que a presenca dos acidos ndo é totalmente indesejada. Além de fazer parte

75



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

da composicdo final do aroma do espumante, estes compostos possibilitam a iniciacao de
hidrolise acida de precursores ndo-volateis no fruto. Durante a fermentacdo e
envelhecimento, dcidos estdo envolvidos em reagdes que conduzem a formacgao de ésteres,
0s quais sdo, muitas vezes, importantes para o aroma frutado dos vinhos. Os compostos
acidos também s3o importantes no desenvolvimento do bouquet do vinho durante o
processo de envelhecimento 24

Cetonas sdo poucas encontradas nas uvas. Nas andlises realizadas no espumante
Moscatel, ndo se obteve nenhum composto desta classe que tenha se destacado em relagcdo
a sua area cromatografica percentual. Algumas cetonas podem ser geradas por acdo de
fungos, como por exemplo 1-octenona-3 e (Z)-1,5-octadienona-3. Estes compostos sio
responsaveis, em parte, pelo odor de bolor de uvas podendo ser metabolizados em 3-
octanona e (Z)-5-octenona-3 durante a fermentacdo, resultando numa reducdo do aspecto
“mofado” do vinho .

Para os grupos de compostos sulfurados e fendis, foram detectados poucos
compostos, 0s quais apresentaram areas cromatograficas percentuais pequenas. Os fendis
sdo um grupo grande e complexo e sua presenca € considerada importante para a
qgualidade, principalmente de vinhos tintos, tendo em vista que desempenham um papel
importante na cor e no sabor dos mesmos. Alguns compostos fendlicos encontrados nos
vinhos sdo antioxidantes, contribuindo para uma reducdo do risco de doengas
cardiovasculares 7. Eles também s3o significativos nos vinhos brancos, mas ocorrem em
concentragbes muito mais baixas e estdo relacionados a aparéncia, sabor, sensacdo
retronasal e as propriedades antimicrobianas do vinho. Embora a origem dos mesmos seja
majoritariamente a uva, quantidades menores podem ser extraidas a partir da madeira dos
barris e também do metabolismo das leveduras. A maioria dos compostos volateis de
enxofre nos vinhos parece ser derivada da transformagdo microbiana de aminoacidos
sulfurados (cisteina e metionina) e embora a maioria dos tidis sejam responsaveis por
odores desagradaveis, alguns podem contribuir significantemente para o aroma varietal de
certos cultivares. Um exemplo disto é a presenca de 4-mercapto-4-metil-pentanol-2 e 3-
mercapto-hexanol-1, importante para a caracterizagao da variedade de Sauvignon Blanc.
N3o foram encontrados relatos sobre os compostos fenélicos e sulfurados tentativamente

identificados no headspace do vinho espumante Moscatel investigado neste trabalho.
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4.4. EVOLUGCAO DO AROMA DURANTE O PROCESSO DE ELABORACAO DO ESPUMANTE
MOSCATEL

As andlises realizadas nas amostras das diferentes etapas do processo de fabricacdo do
espumante Moscatel (etapas do processo constam da Tabela 1) mostraram alteragdes no
perfil de compostos volateis, conforme as figuras que seguem (Figura 23 a Figura 28). Houve
um acréscimo, em termos de drea cromatografica normalizada para alguns compostos, bem
como um decréscimo para outros, sendo que, de acordo com a literatura, todos estes
componentes mostram-se importantes para o carater do aroma de diferentes vinhos.

Os primeiros compostos avaliados foram os da classe dos terpenos, devido a sua

(2 A Figura 23, mostra a tendéncia de decréscimo das &reas

importancia aromatica
cromatograficas normalizadas do a-terpineol, hotrienol e linalol durante as diferentes etapas

de producao.
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Figura 23 Comportamento da drea cromatografica normalizada de trés monoterpenos
oxigenados encontrados no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas

do processo de producdo de espumante Moscatel.

Apesar da ocorréncia de algumas oscilacdes nas dreas cromatograficas normalizadas,
podemos perceber uma tendéncia clara de decréscimo destas areas, tendo em vista que
todos os alcoois monoterpénicos da Figura 23 exibiram uma diminuicdo de area de no
minimo 50% no final do processo, em relagao ao mosto.

Comportamento semelhante é observado no processo de envelhecimento em garrafa
para vinhos brancos do tipo Riesling 70 A concentracdo de linalol, geraniol e citronelol
diminuiu durante o processo de envelhecimento. A concentragdo de linalol era de 400 pg/L
antes do processo de envelhecimento e passou a ser 50 pg/L, ao final do processo, o que
modifica acentuadamente o buqué (caracteristicas aromaticas dos vinhos desenvolvidas
durante o processo de envelhecimento **).

Zhang e colaboradores utilizaram a técnica de HS-SPME para monitorar a composi¢ao
aromatica de vinhos de uvas do tipo Syrah durante a etapa de fermentagdo alcdolica 12 No
inicio da fermentacdo verificou-se que os compostos terpénicos encontravam-se presentes
na concentracao de aproximadamente 10 mg L™. Neste caso, provavelmente os terpenos
nao se encontravam na forma livre, mas sim glocosilados (como glicosideos, ligados a
moléculas de acgucar no suco da uva e também no vinho), diferentemente do que ocorre
com as uvas do tipo Moscato. Os glicosideos sdao uma classe de substancias formada pela
unido de moléculas de glicideos (glucido, glocon ou “ose”, geralmente um monossacarideo)
e um composto ndo glucidico, também chamado de aglicona ou genina (23) Entretanto, estes
pesquisadores observaram um aumento na concentracdo de citronelol durante o processo
de fermentacdo alcodlica, justificado pela capacidade da levedura de modificar o perfil
terpénico do vinho. A hipdtese é que o citronelol seria produzido a partir de geraniol e nerol,
presentes em pequenas quantidades nas amostras do suco.

No que diz respeito as uvas em geral, a concentracdo dos compostos que contribuem
para o aroma corresponde a sua forma livre (volatil) e os mesmos se encontram em
pequenas concentragdes, enquanto que os precursores de aroma na forma glicosilada (ndo

volatil) estdo presentes em concentra¢gdes muito maiores. A hidrélise destes conjugados por
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acidos ou enzimas pode gerar compostos aromaticamente ativos tais como monoterpenos,
. . s 24 , ~
nor-isoprenoides e compostos fendlicos % Porém, nas uvas Moscato, os terpenos estdao

(26)

presentes em grande quantidade na forma livre e, portanto, contribuem diretamente

para o aroma do vinho, justificando o comportamento observado para os 4alcoois
monoterpénicos da Figura 23, onde é possivel observar uma quantidade maior destes

compostos no mosto e, durante a fermentacdo, uma diminuicdo da presenca dos mesmos,
possivelmente devido a perdas decorrentes de sua volatilidade ou ainda decorrente de
reacGes de transformacao.

Os processos de transformacdo do vinho durante seu envelhecimento podem alterar
consideravelmente a variedade e a quantidade de terpenos. O aumento da concentracao
dos terpenos se deve principalmente as reag¢bes ja mencionadas de quebra do composto
glicosilado, liberando a molécula terpendide (genina ou aglicona) na sua forma livre.
Entretanto, a diminuicdo na concentracdo de compostos terpénicos pode ser atribuida

(24), para a

também a oxidacdo ou outras transformagdes. De acordo com a literatura
variedade de vinhos produzida a partir de uvas Moscato, estas perdas decorrem da
transformacdo dos 4dlcoois monoterpénicos em Oxidos terpénicos, o que é uma
transformacdo indesejada, jd que a caracteristica frutada dos alcoois terpénicos é
importante para o aroma do Moscatel. Entretanto, neste trabalho o comportamento dos
oxidos terpénicos foi diferente do reportado na literatura, ja que se observou uma tendéncia
ao declinio da drea cromatografica destes compostos a partir da segunda etapa do processo
de vinificacdo. A Figura 24 apresenta as dreas cromatograficas normalizadas dos éxidos
terpénicos durante os estdgios do processo de vinificagdo. Sendo assim, a diminuigdao nas
areas cromatograficas dos dlcoois monoterpénicos e também dos éxidos monoterpénicos
pode estar relacionada as perdas ocorridas durante o processo, tendo em vista que se trata
de compostos volateis. A literatura cientifica reporta perdas de alcoois superiores e
monoterpenos devido ao arraste realizado pelo didéxido de carbono durante o processo de

fermentacio ¥

. No que diz respeito aos dlcoois monoterpénicos, estas perdas podem
reduzir o carater floral/frutado dos vinhos.

O tipo de levedura(s) empregada(s) pode ser determinante no que diz respeito as
transformacgdes que ocorrem com os compostos do mosto e pode implicar em processos

totalmente diferentes do que se esperaria sob o ponto de vista quimico 74 A espécie (como

por exemplo, Saccharomyces cerevisiae ou Saccharomyces bayanus) da levedura que conduz
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a fermentacao alcodlica pode ter influéncia direta na formac¢ao de compostos aromaticos
tais como terpenos e alcoois superiores (alcoois com numero de dtomos de carbono entre
trés e cinco, como o alcool propilico, alcool amilico e seus isOmeros) e ésteres BY - As
diferencas na composicao aromatica final de determinados vinhos, no que se refere a estes
componentes, dependem mais da espécie de levedura utilizada do que da composi¢ao inicial
do mosto. Madrera e colaboradores elaboraram duas sidras espumantes, feitas a partir da
mesma base, utilizando duas espécies de diferentes leveduras Saccharomyces (cerevisiae e
bayanus) em condi¢Bes industriais com o objetivo de avaliar a influéncia da espécie de
levedura sobre a evolu¢do de compostos volateis na cidra espumante (5 Foi observado que
as concentracdoes de metanol, 2-feniletanol, lactato de etila e octanoato de etila foram
maiores na cidra feita com a levedura Saccharomyce bayanus. Carrascosca e colaboradores
avaliaram o efeito de diferentes tipos de leveduras na composi¢cdo volatil dos vinhos

(768 & obtiveram vinhos com caracteristicas distintas. Vinhos que foram

Albarifios
fermentados com uma determinada espécie de levedura apresentaram uma quantidade

superior de terpenos e norisoprenoides frente aos demais.
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Figura 24 - Comportamento da area cromatografica normalizada de oxidos terpénicos
encontrados no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo

de producdo de espumante Moscatel.
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Ugliano e colaboradores avaliaram a composicao dos volateis de uvas do tipo Fiano
(amplamente cultivadas no sul da Itdlia) e a sua participacdo no perfil do aroma de vinhos
produzidos a partir destas uvas. Foi observado um acréscimo na concentragao de compostos
aromaticos (na ordem de dezenas a centenas de pug L"), tais como linalol, geraniol e
feniletanol, apds o processo de fermentacdo. Esta variacdo na composicdo foi justificada
pelos pesquisadores devido ao processo de hidrélise enzimatica provocado pelas leveduras

(77)

Gamero e colaboradores investigaram o perfil terpénico de vinhos do tipo Moscato a
partir da fermentac3o por leveduras da espécie Saccharomyces e suas leveduras hibridas ®*.
Foi avaliada a diferenca no comportamento de formagdo/consumo de 4alcoois
monoterpénicos pelas leveduras e observou-se a diminuicdo na concentracao de geraniol
para todos os vinhos, com excecdo daqueles produzidos a partir da levedura do tipo
Saccharomyces bayanus. No entanto, o teor de o-terpineol foi maior para os vinhos
fermentados pelas leveduras do tipo Saccharomyces cerevisiae e suas espécies hibridas. Para
o linalol, estes pesquisadores ndao observaram uma variacdao nas quantidades contidas no
mosto e nos vinhos produzidos pelas diferentes leveduras utilizadas. Conclui-se que as
diferengas no perfil terpénico dos vinhos dependem diretamente da espécie de levedura
empregada na produc¢ao de vinhos Moscato.

No que diz respeito aos hidrocarbonetos monoterpénicos limoneno e terpinoleno,
bem como para os monoterpenos oxigenados 4-terpineol e citronelol, foi possivel verificar
uma tendéncia de diminuicdo das quantidades destes terpenos, através do
acompanhamento do valor da area cromatografica normalizada dos mesmos, durante o
processo de fabricacdo do espumante Moscatel. Da mesma forma como ocorreu com os
monoterpenos oxigenados a-terpineol, linalol e hotrienol, aqui também se verificou uma
diminuicdo de area cromatografica no final da fermentacdo de pelo menos 50% em relacao
ao inicio do processo, com excecdo do citronelol, onde é possivel observar uma variagao
menor nas quantidades deste composto ao longo do processo, permanecendo praticamente
constante a area cromatografica normalizada nas diferentes etapas monitoradas. O
decréscimo menos pronunciado da quantidade de citronelol, verificado durante o processo
de vinificacdo pode ter sofrido a influéncia de variagcdes na drea cromatografica do nerol,
que co-elui com o citronelol, conforme observado nos resultados de GCxGC/TOFMS. A

verificacdo desta hipdtese pode ser feita através de uma melhor separacdo destes dois
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compostos em cromatografia monodimensional (outra fase estacionaria) ou por

GCxGC/TOFMS.
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Figura 25 Comportamento da area cromatografica normalizada de quatro monoterpenos
encontrados no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo

de producdo de espumante Moscatel.

Outros compostos que tém reconhecida influéncia no aroma do espumante Moscatel,

4 também tiveram seu comportamento avaliado

tais como alguns ésteres e alcoois

durante o processo de fabricacdao do espumante Moscatel, conforme as Figuras 26, 27 e 28.
Na Figura 26 é possivel identificar a tendéncia ao aumento da area cromatografica

normalizada dos ésteres terpénicos: acetato de citronelila, acetato de nerila e acetato de

geranila.
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Figura 26 Comportamento da area cromatografica normalizada de trés acetatos terpénicos
encontrados no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo

de producgdo de espumante Moscatel.

A mesma tendéncia é observada para os ésteres octanoato e decanoato de etila, cujo
comportamento foi apresentado na Figura 27. Destaca-se a variagao acentuada nas areas
cromatograficas normalizadas quando comparado o inicio do processo com o final do
processo de vinificagao.

No processo de fabricacdo do espumante Moscatel é possivel destacar o

comportamento do hexanoato de etila (Figura 27) que possui um aumento inicial em sua
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area cromatografica normalizada, quando iniciado o processo de fermentacdo e uma
diminuicdo da mesma nas etapas subsequentes do processo de producdo do espumante.

A filtracdo tem sido muitas vezes evitada por alguns produtores, devido a possivel
perda de compostos aromaticos que seria causada por ela. Embora haja poucos dados
confirmando este ponto de vista, alguns pesquisadores apontam para a possibilidade de
reducdo de compostos responsaveis pelo aroma provocada pelo processo de filtracdo. A
reducdo na concentracdo do hexanoato de etila é um dos resultados reportados para

@4 Entretanto, na avaliagdo da evolucdo do perfil cromatografico

sustentar esta hipotese
dos ésteres de etila realizado neste trabalho, foi observado um aumento nas areas

cromatograficas do octanoato e decanoato de etila, contrariando esta hipotese.

Figura 27 Comportamento da area cromatografica normalizada de trés ésteres etilicos
encontrados no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo

de producdo de espumante Moscatel.
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Ganss e colaboradores observaram o comportamento de 37 compostos durante o
processo de fabricacdo de espumantes do tipo Riesling e Chardonnay pelo método Charmat,
na etapa de segunda fermentacao 3 Os resultados mostraram gue a segunda fermentacao
conduz a quantidades crescentes de ésteres etilicos de cadeia curta (acetato de metilpropila
e acetato de feniletila) e valores decrescentes de ésteres etilicos de cadeia média, como por
exemplo, hexanoato, octanoato e decanoato de etila. O comportamento observado para
hexanoato, octanoato e decanoato de etila no headspace de Moscatel durante a vinificacao
foi diferente do que é relatado para estes espumantes Riesling e Chardonnay.

De forma genérica, a origem principal dos ésteres em vinho estd no metabolismo
secunddrio intracelular das leveduras durante a fermentacdo alcodlica. Os ésteres sdo
produzidos enzimaticamente durante a fermentagdo e resultam da reacdo da acetil
coenzima A (acetil-CoA) com alcoois superiores, que sdo formados pela degradacdo de
aminoacidos ou carboidratos Y. A concentracdo destes ésteres depende de varios fatores,
como por exemplo, a cepa de levedura utilizada, a temperatura de fermentacdo, grau de
aeragdo e conteldo de agucar. Durante a autdlise, que é o processo em que as células das
leveduras sdo destruidas pelas suas prdprias enzimas, sdo liberados alguns ésteres de cadeia
longa que sdao importantes para o aroma do espumante, justificando, portanto o aumento na
concentracdo de ésteres ocorrido durante o processo de fabricacdo do espumante Moscatel
(23)

Zhang e colaboradores também monitoraram a formacdo de ésteres no processo de
fermentacdo de uvas do tipo Syrah e observaram um acréscimo na concentracgdo de ésteres
etilicos (hexanoato, octanoato e decanoato de etila) apds 400 horas de fermentacdo (2),

O comportamento de alguns alcoois pode ser visto na Figura 28, onde se observa uma
acentuada tendéncia de diminuicdo das areas cromatograficas normalizadas do hexanal,
logo apds iniciada a etapa de fermentacdo e um aumento das areas do nonanol e do

feniletanol.
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Figura 28 Comportamento da drea cromatografica normalizada de trés alcoois encontrados
no headspace da matriz liquida proveniente de diferentes etapas do processo de producao

de espumante Moscatel.

A formacdo dos alcoois superiores é fortemente influenciada pela fonte de nitrogénio
do mosto. E apontada como origem destes compostos a degradacdo de aminoacidos e o
metabolismo de agucares.

Zhang e colaboradores também observaram o aumento na concentracdo de
determinados alcoois durante o processo de fermentagao de uvas do tipo Syrah. Alguns
compostos como hexanol, feniletanol e 3dlcool isoamilico apresentaram elevadas
concentragGes durante as primeiras horas de fermentacao (24 a 48 horas apds a adicao das
leveduras) e com acentuada diminuicdo durante o restante do processo 12 A reducdo de
alcoois pode ser devido a formacdo dos ésteres correspondentes, que sao produtos do
metabolismo da levedura, ja que os alcoois podem servir como substratos para a formacao

de ésteres ?.
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5. RESUMO DOS RESULTADOS

v’ Foi desenvolvido um método de extracdo utilizando-se HS-SPME para extracdo de
compostos volateis do headspace do mosto e do espumante Moscatel, sendo que as
melhores condicGes encontradas foram o uso do revestimento PDMS/DVB, teor de alcool de
7,5% (ou seja, sem diluicdo), volume de amostra de 2 mL, temperatura de extracdo de 40°C,

adicdo de 30% (m/v) de sal (NaCl) e um tempo de 30 minutos de extracdo.

v' Um total de 55 compostos foram tentativamente identificados através da
comparacao dos espectros de massas e dos LTPRI obtidos experimentalmente para os
mesmos com dados da literatura cientifica, empregando-se 1D-GC/MS. Outros trés
compostos (terpinoleno, linalol e a-terpineol) foram positivamente identificados através de
co-injecao com padrdes dos mesmos e posterior comparacao de seus dados de retencdo e

espectros de massas com os compostos do vinho.

v’ Do total de 58 compostos positivamente e tentativamente identificados, 23 eram
terpenos, 19 ésteres, 7 dlcoois, 4 aldeidos, 2 cetonas, 1 acido carboxilico, 1 fenol e 1

hidrocarbonetol no espumante Moscatel

v/ Um total de 232 compostos do headspace de vinho espumante Moscatel foi
tentativamente identificado através da comparacao dos seus espectros de massas e LTPRI
obtidos experimentalmente por GCxGC/TOFMS com dados da literatura cientifica, bem
como bancos comerciais de espectros de massas. Ainda, ndo foi possivel realizar a

identificacdo de um total de 14 compostos.

v' Entre todos os grupos quimicos tentativamente identificados no headspace do
espumante Moscatel da Serra Gaucha, ésteres estavam presentes em maior nimero (72),
seguidos por terpenos (42), hidrocarbonetos (40), alcoois (25), cetonas (15), acidos (11)

éteres (9), aldeidos (8), compostos de enxofre (4), lactonas (3), fendis (3).

v Além dos alcoois monoterpénicos (12), foram encontrados diversos grupos
terpénicos nas analises de GCxGC/TOFMS do espumante Moscatel, entre eles
hidrocarbonetos (12), 6xidos (3), aldeidos (2), ésteres monoterpénicos (3), cetonas (2), nor-

isoprenoides (2); sesquiterpenos (4) e ainda dois (2) compostos terpénicos, para os quais

87



Dissertagdo de Mestrado — Rafael Dutra Soares

ndo foi possivel uma identificagcdo tentativa com base nos espectros de massas e/ou indices

de retencdo

v A aplicacdo da técnica GCxGC/TOFMS a andlise dos compostos volateis de
espumante Moscatel mostrou a superioridade da técnica no que diz respeito a seletividade
(alguns picos cromatograficos que co-eluiram na 1D foram separados na 2D e capacidade de
pico, comparativamente a 1D-GC/MS, embora uma comparac¢do direta entre os resultados
obtidos das duas técnicas cromatograficas ndao tenha sido possivel devido as diferentes
condi¢gdes cromatograficas empregadas. A deconvolugao espectral também se mostrou
importante na obtencdo de espectros de massas de qualidade de forma a facilitar a

identificacdo tentativa dos compostos volateis do espumante Moscatel.

v' Alguns exemplos de separacdo de compostos na 2D foram reportados para
exemplificar melhoras a separacdo cromatografica dos mesmos obtidas por GCxGC/TOFMS
relativamente a separacdo monodimensional, tendo por base os LTPRI reportados na
literatura para uma coluna de polidimetil siloxano com 5% de grupos fenila , bem como
dados obtidos na GCxGC/TOFMS: citronelol e nerol; linalol e hotrienol; éxido de rosa,
acetato de n-heptila e um éster ndo identificado; mircenol, octanoato de metila e um éster

nao identificado.

v/ Quanto as modificacdes nas dreas cromatograficas normalizadas que ocorreram
durante o processo de vinificacdo, foi possivel detectar alteracGes para diversos compostos

nos trés processos monitorados, dentro os quais ésteres, alcoois, terpenos, oxidos.

v Dos compostos monitorados durante o processo de vinificacdo, pode-se observar a
tendéncia de acréscimo nas dreas cromatograficas normalizadas dos ésteres terpénicos
(acetatos de citronelila, nerila e geranila), os quais conferem um aroma frutado ao
espumante. Os ésteres etilicos (octanoato e decanoato) apresentaram também
comportamento semelhante, sendo que o octanoato apresenta aroma de sabdo e o

decanoato, de gordura.

v Ao contrério do que era previsto na literatura, pode-se observar uma tendéncia de
decréscimo nas dreas cromatograficas normalizadas de diversos compostos terpénicos, tais

como os alcoois monoterpénicos linalol, hotrienol e a-terpineol, bem como o limoneno,
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terpinoleno e 4-terpineol. O monoterpeno citronelol apresentou uma diminuicdo menos

pronunciada em sua area cromatografica normalizada.

v' Quanto aos alcoois monitorados, foi observada uma tendéncia em diminuicdo da
area cromatografica normalizadas do 1-hexanol ao longo do processo de vinificagdo. Ja para
os alcoois feniletanol e nonanol, pode-se observar um aumento de sua area cromatografica

normalizada no produto final.
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6. CONCLUSOES

O perfil cromatografico dos compostos volateis de mosto/vinho espumante Moscatel
foi investigado através de HS-SPME, tendo-se observado um decréscimo nas quantidades de
monoterpenos, como a-terpineol, hotrienol, linalol, limoneno, terpinoleno, 4-terpineol e
citronelol, o que confirma a presenca de terpenos livres no mosto e a baixa contribuicdo da
formacao de terpenos pela transformagao de precursores glicosilados, durante o processo
de vinificacdo. A hipdtese de formacdo de Oxidos a partir de monoterpenos ndo se
confirmou, visto que os Oxidos de nerol e de cis-linalol apresentaram tendéncia de
diminuicdo, durante o processo de vinificacdo. Desta forma, deduz-se que os monoterpenos
sejam perdidos por volatilizacdo e/ou transformacdo enzimatica, durante o processo de
fabricacdo do vinho espumante. Por outro lado, houve um acréscimo na quantidade de
ésteres (acetatos de citronelila, nerila e geranila), presentes no vinho espumante ao longo
do processo de producgdo, o que ratifica as caracteristicas frutadas do aroma deste produto.
Por outro lado, octanoato e decanoato de etila também apresentaram tendéncia a um
aumento de suas dreas cromatograficas, embora a sua contribuicdo aromatica seja negativa.
A interpretacdo deste comportamento a luz das caracteristicas aromadticas de cada
componente se reveste de importancia, ja que os terpenos sao reconhecidos como os
principais componentes do aroma caracteristico do espumante Moscatel. A busca pela
certificacdo de qualidade do espumante Moscatel galicho, bem como de sua indicagdo
geografica passa pela caracterizacdo da importancia de cada componente (ou da mistura
sinérgica de componentes) do headspace deste produto e, o método desenvolvido, pode
auxiliar na definicdo de quais compostos sdo marcadores da qualidade deste espumante. A
definicdo destes marcadores pode também ajudar na modificagdo/melhoria de processos de

vinificacdo existentes.

Assim, considera-se que o método de extracdo otimizada para extracdo de volateis do
headspace de espumante Moscatel se mostrou adequado para o acompanhamento do perfil
cromatografico de compostos volateis durante o processo de vinificagdo do mosto de uvas

Moscato, produzido na Serra Gaucha. Este método demanda pequeno volume de amostra, é
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pratico, rapido, automatizado e de simples execugcao para o acompanhamento de processos

deste tipo.

Os resultados preliminares obtidos da aplicagdo da GCxGC/TOFMS a analise dos volateis
de espumante Moscatel gaucho mostraram que a técnica apresenta seletividade superior e
maior capacidade de pico, além da disponibilidade de deconvolucdo espectral para obtencdo
de espectros de massa de maior qualidade. Estes resultados abrem perspectivas para um
estudo mais detalhado da composicao qualitativa e quantitativa dos compostos volateis de
espumante Moscatel através de GCxGC/TOFMS, bem como de outras bebidas aromaticas,
indicando melhores perspectivas para a descoberta de compostos que possam ser

escolhidos como marcadores de qualidade destas bebidas.
7. PRODUCAO CIENTIFICA GERADA A PARTIR DESTE TRABALHO

= - Soares, Rafael Dutra et al. “Desenvolvimento de método de analise de aroma de
espumante Moscatel através do emprego de micro-extracdo em fase sélida e cromatografia
gasosa acoplada a detector de espectrometria de massas” . In: Encontro Nacional de
Quimica Analitica (16. : 2011 out. 23-26 : Campos do Jorddo, SP). Quimica analitica sem
fronteiras [recurso eletronico]. [Campos do Jordao, SP], 2011 Resumo AL 092.

= - Soares, Rafael Dutra et al. “Investigation of the volatile profile of Moscatel Sparkling
Wine during Vinification using Headspace Solid PhaseMicroextraction a and Comprehensive
Two-Dimensional Gas Chromatography with Time-of-Flight Mass Spectrometric Detector”.

In: 36th Symposium on Capillary Chromatography, Riva del Garda, Italia, maio de 2012.

8. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

= Avaliar comparativamente o perfil dos compostos volateis do espumante Moscatel
em diferentes etapas do processo de vinificacdo do espumante, utilizando a técnica de 1D-
GC/MS e GCxGC/TOFMS, de forma a verificar as vantagens e desvantagens de ambas, bem
como investigar em maior detalhe a composicao dos vinhos nas diferentes etapas através da
técnica bidimensional;

= Verificar o perfil dos compostos volateis dos espumantes moscatéis de todo o Brasil e

também importados para verificar a presenga de possiveis indicadores de qualidade;
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= Realizar uma avalia¢do sensorial do espumante Moscatel em suas varias etapas de
processo;
®" Implementar um cromatdgrafo gasoso com detector olfatométrico para avaliacdo

sensorial do perfil de volateis de espumantes e outras bebidas.
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10.

HEADSPACE DE ESPUMANTE MOSCATEL (Analise preliminar).

ANEXO | — ESTRUTURA DOS COMPOSTOS TENTATIVAMENTE IDENTIFICADOS NO
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11. ANEXO Il — ALGUMAS ESTRUTURAS DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS TERPENICOS

ENCONTRADOS EM PRODUTOS VITICOLAS ORIGINADOS DA UVA MOSCATEL E SEUS

RESPECTIVOS LIMIARES DE PERCEPCAO

Linalol Geraniol Nerol a-terpineol
CH, CH,
OH S
| OH N
| OH
H,C™ “CHy HiC” “CHy o
Limiar de percepgao Limiar de percepgao Limiar de percepcdo Limiar de percepgao
(ugl™): (ngl™): (ugl™): (ugl™):
Agua: 6 Agua: 40 Agua: - Agua: 350
Vinho: 50 Vinho: 130 Vinho: 400 Vinho: 400
Citronelol Hotrienol Oxido de nerol Oxido de Rosa
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AN

=

CHj

CHj

0" 7 CH,

Limiar de percepgdo
(ugl™):
Agua: -
Vinho: 18

Limiar de percepc¢ao
(ngl™):
Agua: -
Vinho: 110

Limiar de percepc¢ao
(ugl™):
Agua: -
Vinho: -

Limiar de percepcao
(ugl™):
Agua: -
Vinho: -
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