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concentracao de Sal (E) € (F).uuuuuuuuuuuiiiiiiieeie et e e e
Figura 10. Superficies de resposta e curvas de contorno para a area total em
funcdo do tempo e temperatura de extracdo (A) e (B), do tempo de extracéo e
concentracdo de sal (C) e (D) e da temperatura de extracdo e concentracao
8 SAI (E) € (F).ueieiieei e e e e e e e e
Figura 11. Cromatograma de corrente idnica total (TIC) para 0s compostos
presentes no headspace de vinho base elaborado a partir de uvas da cultivar
Chardonnay. O numero de cada pico corresponde a composto apresentado na
Tabela XXI. As condi¢8es utilizadas na andélises dos vinhos estdo descritas na
LI L1 = N PRSP
Figura 12. Avaliacdo sensorial global dos vinhos produzidos em quatro
diferentes locais da Serra Gaucha e avaliados pela ANOVA e teste LSD ao
nivel de 95% de confianca. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre as amostras. Amostras provenientes de: VV: Vale dos Vinhedos; FC:
Flores da Cunha; VA: Vacaria; PB: Pinto Bandeira..........cccccceeveviiiiiiieeineeiiiiiinnns
Figura 13. Separacdo de compostos volateis de vinho utilizando-se a
cromatografia gasosa bidimensional abrangente e os seguintes conjuntos de
colunas: (A) DB-5 x DB-Wax, (B) DB-Wax x DB-1ms e (C) DB-Wax x DB-
17ms. As condi¢Bes utilizadas na analises cromatogréaficas dos padrbes estao
descritas na Tabela XII. Os compostos estdo listados na Tabela XXIII; PI:
padrao interno (3-0CtANO0I)..........uuuuiiiiiii e e
Figura 14. Distribuicdo de 22 compostos volateis de vinho empregando-se o
conjunto de colunas DB-Wax x DB-17ms em diferentes periodos de
modulacdo (A) 4 s, (B) 6 s e (C) 7 s. As condicBes utilizadas na analises
cromatograficas dos padrbes estdo descritas na Tabela XIl. Os compostos
estédo listados na Tabela XXIII; PI: padréao interno (3-Octanol)...............ccceeueenee
Figura 15. Distribuicdo de 22 compostos volateis de vinho no espaco de
separacdo empregando-se o conjunto de colunas DB-Wax x DB-17ms e
diferencas de temperatura de (A) 10, (B) 20, (C) 40 e (D) 50°C entre os dois
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fornos. As condi¢Bes utilizadas na andlises cromatograficas dos padrées estédo
descritas Na Tabela Xll......ooooo e
Figura 16. Diagrama de cores que demonstra a distribuicdo estruturada das
classes de (A) compostos padrao listados na Tabela XXIIl e (B) compostos
volateis de vinhos Chardonnay obtidos com um conjunto de colunas DB-Wax
(polar) x DB17ms (medianamente polar). Demais condicdes de andlise
CONSEAM O ITEBM B e e e e
Figura 17. Distribuicdo de alguns compostos volateis do headspace de vinho
Chardonnay no diagrama de cores de (A) ésteres estruturalmente similares:
(1) acetato de etila, (2) propanoato de etila, (3) 2-metil propanoato de etila, (4)
butanoato de etila, (5) 2-metil butanoato de etila, (6) pentanoato de etila, (7)
acetato de isoamila (3-metil etanoato de etila), (8) hexanoato de etila, (9)
heptanoato de etila, (10) octanoato de metila, (11) octanoato de etila e (B)
alcoois estruturalmente similares: (1) 1-propanol, (2) 2-metil-propanol, (3) 1-
butanol, (4) 3-metil-1-butanol, (5) 1l-pentanol, (6) 3-metil-1-pentanol, (7) 1-
hexanol, (8) etil-hexanol. As condi¢gbes das analises cromatograficas utilizadas
estdo apresentadas na Tabela Xll.........cccoiiiiiiiiiiiii e
Figura 18. Diagrama tridimensional de parte do diagrama de cores mostrado
na Figura 16B, apresentando também a reconstrucdo dos cromatogramas da
D e °D de amostra de vinho Chardonnay. As condicdes das analises
cromatograficas utilizadas estao apresentadas na Tabela Xll...............cccvvveeeee.
Figura 19. Parte do diagrama de cores apresentado na Figura 16B
mostrando a coeluicdo de undecanoato de etila (‘tr = 42,35 min, *tgr = 4,30 s,
195 na Tabela XXXI- Anexos) e 5H-2-furanona (*tg= 42,35 min, *tg= 3,50 s,
279 na Tabela XXXI- Anexos). As condi¢cdes das analises cromatograficas
utilizadas estao apresentadas na Tabela Xll..........ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiie
Figura 20. Coeluicdo de picos cromatograficos de compostos volateis de
vinhos Chardonnay determinados por HS-SPME-GCxGC/TOFMS: (A) parte
do cromatograma dos picos modulados de quatro compostos que coeluiram
na 'D: (1) linha verde, 3-hidréxi-4,4-dimetil-2(5H)-furanona (284), m/z 71; (2)
linha cinza, 2-pirrolidinona (304), m/z 85; (3) linha azul, miristato de isopropila
(206), m/z 43; (4) linha vermelha, 4-etil-guaicol (296), m/z 137. (B) espectros

de massas deconvoluidos dos compostos e 0s respectivos espectros de

75

79

80

82

82

Juliane Elisa Welke

XV



Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

massas da biblioteca NIST 2005 na Figura 20A. As condi¢cdes das analises
cromatograficas utilizadas estao apresentadas na Tabela Xll..............ccccvvvveeee.
Figura 21. Comparacdo entre os LTPRI obtidos experimentalmente por
GCxGC/TOFMS para 22 compostos volateis de uma mistura padrao (listados
na Tabela XXV) por dois métodos de célculo, utilizando o 'tz ou ‘tg+tz, bem
como dos LTPRI obtidos através da GCxGC/TOFMS para 0S mesmos
compostos de uma amostra de vinho Chardonnay e os LTPRI da literatura
(o] o] 10 [0 1S3 o To | g 1 10 1 PSRRI
Figura 22. Diagrama de cores demonstrando a distribuigdo estruturada das
classes de compostos volateis de vinhos Merlot obtido com um conjunto de
colunas DB-Wax (polar) x DB-17ms (polaridade média). Demais condicfes de
analise constam dO ItEM 3.4, ...
Figura 23. Distribuicdo no diagrama de cores de (A) ésteres estruturalmente
similares: (1) propanoato de etila, (2) butanoato de etila, (3) 2-metil-butanoato
de etila, (4) butanoato de 3-metila, (5) hexanoato de etila, (6) hexanoato de
propila, (7) octanoato de etila e (B) alcoois: (1) 1-propanol, (2) 1-butanol, (3) 3-
metil-1-butanol, (4) 4-metil-1-pentanol, (5) 1-hexanol, (6) 3-etdxi-1-propanol,
(7) 3-hexen-1-ol. As condi¢cdes das andlises cromatograficas utilizadas estéo
apresentadas na Tabela Xll............iiiiiiiiii e
Figura 24. Autovalores para cada componente principal obtidos apds a PCA
de 77 compostos volateis de 54 amostras de vinho de diferentes cultivares de
uvas. A linha pontilhada ilustra o critério de Kaiser (autovalor >1)............cc........
Figura 25. Graficos da PCA dos 77 compostos volateis de 54 amostras de
vinhos Chardonnay, Merlot, Cabernet Sauvignon, Sauvignon Blanc e 50%
Chardonnay/50% Pinot Noir; (A) grafico de escores que apresenta a distincédo
entre as amostras e (B) gréafico de pesos que mostra os compostos volateis
dispostos no plano definido pela PC1 e PC2 de acordo com a diferenciagao
das cultivares de uva. Os numeros gque constam do grafico designam
compostos tentativamente identificados, conforme a Tabela XXVI.....................
Figura 26. Grafico das amostras de vinho distribuidas no plano definido pelas
duas variaveis canénicas, apos a aplicacdo da LDA. As amostras de vinho
estdo agrupadas de acordo com a variedade de uva utilizada na sua
producdo: C (Chardonnay), M (Merlot), CS (Cabernet Sauvignon), SB
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(Sauvignon Blanc) e C+PN (50% Chardonnay/50% Pinot NOir).............cc.cceeeue.
Figura 27. Exemplo da necessidade do emprego da deconvolugédo espectral
para identificacdo de compostos volateis extraidos por HS-SPME de vinhos
Cabernet Sauvignon, analisados através da GCxGC/TOFMS: (A) Parte do
cromatograma referente aos picos modulados de trés compostos volateis que
coeluiram na 'D e coeluiram parcialmente na °D: (1) linha azul: decen-9-oato
de etila, m/z 55; (2) linha vermelha: 5-etildihidro-2(3H)-furanona, m/z 85; (3)
linha preta, 2-etilhexanal, m/z 57; (B) espectro de massas deconvoluido dos
compostos da Figura 27A e os respectivos espectros de massas dos mesmos
da biblioteca NIST 2005. As condi¢bes cromatograficas utilizadas nas analises

E€SEA0 NA TADCIA Xl oo e
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ANOVA

27,
CAR-PDMS
CCD
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LISTA DE ABREVIATURAS

Andlise de variancia
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Carboxen-polidimetilsiloxano

Delineamento composto central, do inglés central composite
design

Carbowax

Primeira dimensao

Segunda dimensao

Cromatografia gasosa monodimensional associada a detector
de ionizacdo em chama, do inglés gas chromatography
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espectrometria de massas, do inglés gas chromatography with
mass spetrometry
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guadrupole mass spectrometry
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comprehensive two-dimensional gas chromatography
Cromatografia gasosa bidimensional abrangente com detector
por ionizagdo em chama, do inglés comprehensive two-
dimensional gas chromatography with flame ionization
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espectrometria de massas do tipo quadrupolar, do inglés
comprehensive two-dimensional gas chromatography with
guadrupole mass spectrometry

Cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a

espectrometria de massas por tempo de vbo, do inglés
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RESUMO

Doze compostos volateis de cinco vinhos de diferentes cultivares foram
indicados pela andalise multivariada (analise de componentes principais e anélise
discriminante linear) das razbes de Fisher de suas areas cromatogréaficas
normalizadas como potenciais marcadores para diferenciacdo entre estes vinhos.
Este tratamento quimiométrico permitiu a reducédo da dimensionalidade dos dados
obtidos por método otimizado de microextracdo em fase solida no modo headspace
e cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de
massas por tempo de v6o (GCxGC/TOFMS), apontando os seguintes componentes
como potenciais marcadores para os diferentes vinhos: succinato de dietila, 2,3-
butanodiol e 3-penten-2-ona para Sauvignon Blanc; nerol, B-santalol, e 4-careno
para 50% Chardonnay/Pinot Noir; malonato de dietila e 9-decenoato de etila para
Chardonnay; um alcool e dihidro-2(3H)-tiofenona para Merlot; tetrahidro-2H-piranona
e, 3-metil-2(5H)-furanona para Cabernet Sauvignon. A GCxGC/TOFMS também
propiciou a identificacdo tentativa de um numero maior de compostos em vinhos
Chardonnay (313) e Merlot (334), sendo a presenca de alguns destes constatada
pela primeira vez em vinhos. Verificou-se uma relacéo linear entre os indices de
retencdo calculados experimentalmente para o0s volateis de vinho por
GCxGC/TOFMS em conjunto de colunas polar x medianamente polar e os indices

de retencédo reportados na literatura para 1D-GC, a qual foi confirmada com padrdes.
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ABSTRACT

Twelve volatile compounds from different wine cultivars were found to be
potential markers when multivariate analysis (principal component analysis and linear
discriminant analysis) were applied to the Fisher ratio of chromatographic normalized
areas of these wine volatiles. This chemometric treatment allowed reduction of data
dimensionality, as data was obtained through an optimized headspace solid phase
microextraction with comprehensive two-dimensional gas chromatography coupled to
time-of-flight mass spectrometry (GCxGC/TOFMS) method. The following
compounds were the most discriminatory: diethyl succinate; 2,3-butanediol and 3-
penten-2-one to Sauvignon Blanc; nerol, B-santalol, and 4-carene to 50%
Chardonnay/Pinot Noir; diethyl malonate and 9-ethyl-decenoate for Chardonnay; an
alcohol and dihydro-2(3H)-thiophenone to Merlot; tetrahydro-2H-pyranone and 3-
methyl-2(5H)-furanone to Cabernet Sauvignon. GCxGC/TOFMS also allowed the
tentative identification of a higher number of compounds of Chardonnay (313) and
Merlot (334) wines, taking into account that the presence of some volatiles were
verified for the first time in wines. A linear relationship between GCxGC/TOFMS
experimental retention indices obtained from a polar x medium polar column set and
the retention indices reported in the literature for 1D-GC was observed and confirmed

with standard compounds.
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1. INTRODUCAO

O estado do Rio Grande do Sul destaca-se no mercado mundial como grande
produtor de vinhos, entretanto os vinhos fabricados no Brasil sofrem concorréncia
com os produtos importados. A fim de aumentar a competitividade da producéo
nacional, os produtores de vinhos do Rio Grande do Sul buscam o titulo de
Indicagdo Geogréfica (IG), oficialmente regulamentado pelo Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI). Indicacdo Geografica € como convenciona-se chamar
a identificacdo de um produto ou servico como originario de um local, quando
determinada caracteristica pode ser vinculada essencialmente a sua origem
geogréfica.! No Brasil, uma IG pode apresentar duas diferentes classificacdes para
seus produtos: Indicacdo de Procedéncia (IP) e Denominacao de Origem (DO). A IP
€ “0 nome geografico de pais, cidade, regido ou localidade de seu territério, que se
tenha tornado conhecido como centro de extracdo, producdo ou fabricacdo de
determinado produto ou de prestacao de determinado servigo”. A DO ¢é a designagao
atribuida aos produtos originarios e tradicionalmente produzidos numa dada regiao,
cuja qualidade ou carateristicas se devem essencial ou exclusivamente ao meio
geogréfico, incluindo os fatores naturais e humanos.? A obtencéo destes titulos e,
consequentemente, de uma maior qualidade aos vinhos nacionais, depende, entre
varios fatores, de um maior conhecimento do flavour dos mesmos. O flavour
caracteriza-se como uma sensagcdo complexa que envolve aroma e sabor. A
formacdo de flavour nos vinhos durante a vinificacdo € um processo complexo, no
qual vérias reagfes quimicas e enziméticas contribuem para a composicao volatil
final do vinho. A combinacéo de diferentes compostos de aroma, como por exemplo,
alcoois, ésteres, acidos organicos, aldeidos, cetonas e terpenos formam as
caracteristicas particulares de cada tipo de vinho e diferenciam um tipo do outro.?

Os volateis s&o encontrados nos vinhos em niveis variando de ng L* amg L™,
A andlise destes compostos requer uma etapa prévia de isolamento e concentracao.
A microextracdo em fase solida no modo headspace (HS-SPME, do inglés:
headspace solid phase microextraction) € uma técnica na qual a amostragem,
extracdo e concentracdo sdo realizadas em uma Gnica etapa.” Ao comparar a HS-
SPME com técnicas tradicionais de extracdo, como por exemplo a extragdo liquido-

liguido (LLE, do inglés: liquid-liquid extraction), observa-se que a SPME apresenta
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como vantagem o fato de nédo utilizar solvente e requer pequeno volume de amostra
para a extracdo, além de geralmente apresentar alta sensibilidade e
reprodutibilidade e poder ser completamente automatizada. Por esta razdes, a
SPME tem sido bastante utilizada na analise de compostos volateis de alimentos e
bebidas.’

A cromatografia gasosa monodimensional associada ao detector de ionizacao
em chama (1D-GC-FID, do inglés: one-dimensional gas chromatography with flame
ionization detector) e acoplada a espectrometria de massas (MS, do inglés: mass
spetrometry) tem sido a técnica de referéncia para analise de compostos volateis em
vinhos. A 1D-GC apresenta bons resultados no campo dos vinhos e espumantes,
entretanto, devido a complexidade da matriz, que envolve compostos de diferentes
classes quimicas e presentes em nivel de tracos, nem sempre fornece suficiente
resolucdo e sensibilidade para a caracterizacdo dos aromas. Freglentemente, a
andlise dos cromatogramas obtidos pela 1D-GC indica que alguns picos sao
resultado de dois ou mais compostos coeluidos, o que impede a correta identificacéo
dos mesmos.®®

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC, do inglés:
comprehensive two-dimensional gas chromatography) acoplada a espectrometria de
massas por tempo-de-vdéo (TOFMS, do inglés: time-of-flight mass spectrometry) é
uma técnica que submete toda a amostra inserida no sistema cromatografico a dois
mecanismos de separacao diferentes em duas colunas, sendo que a separacao na
segunda dimens&o (°D) ocorre no mesmo periodo em que a andlise se completa na
primeira dimenséo (‘D). A introducéo de fragmentos das bandas cromatograficas do
efluente da D na ?D ocorre através de um modulador, durante curtos periodos, 0s
quais correspondem ao tempo de uma andlise cromatografica na °D. Esta técnica
oferece superior capacidade de pico, seletividade, sensibilidade e possibilidade de
estruturacdo dos picos cromatograficos no espaco bidimensional (2D), de acordo
com as propriedades fisico-quimicas destes.’

As pesquisas cientificas relacionadas aos volateis dos vinhos nacionais,
utilizando-se GCxGC séo inexistentes e aquelas feitas atraves de 1D-GC, sédo ainda
em pequeno numero, 0 que é extremamente prejudicial para a valorizacdo desta
bebida no mercado nacional e internacional. Sabe-se que o conhecimento dos
componentes volateis dos vinhos gauchos pode levar a uma melhor compreensao

sobre sua qualidade, sobre o aprimoramento dos processos de fabricacdo e também
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pode revelar caracteristicas diferenciais e Unicas dos vinhos regionais em relagédo a
outros vinhos.'® Estudos relacionados a volateis de vinhos de varias procedéncias e
sua diferenciacdo através do estudo do perfil dos compostos volateis por GCxGC

também sdo escassos, até mesmo na Academia.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo a aplicacdo da HS-SPME, da 1D-GC e da
GCxGC ao estudo dos volateis dos vinhos gauchos a fim de ampliar os
conhecimentos sobre os mesmos, bem como verificar o potencial da GCxGC para
separacéo e identificacdo de compostos volateis marcadores de vinhos elaborados a

partir de diferentes cultivares de uvas.

1.1.2 Objetivos Especificos

- otimizar um método de HS-SPME para extracdo de compostos volateis de vinho
base da cultivar Chardonnay, empregando-se abordagem univariada e multivariada.

- realizar o estudo preliminar dos compostos volateis e semi-volateis de vinhos base
da cultivar Chardonnay de quatro localidades do Rio Grande do Sul, empregando
um método de HS-SPME otimizado e 1D-GC/MS.

- otimizar o método analitico para avaliacdo do perfil cromatografico dos compostos
volateis de vinhos, empregando GCxGC/TOFMS.

- avaliar qualitativamente e comparar os perfis cromatograficos (GCxGC/TOFMS)
dos volateis de vinhos elaborados a partir de uvas das cultivares Chardonnay,
Merlot, Cabernet Sauvignon, Sauvignon Blanc e 50% Chardonnay/50% Pinot Noir a
fim de investigar a presenca de compostos volateis marcadores de cada uma destas

cultivares de uva.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VINHOS

O vinho é definido, segundo a legislacao brasileira, como sendo uma bebida
proveniente exclusivamente da fermentacéo alcodlica de uva madura e fresca ou de
suco de uva fresca. Ele é o resultado da transformacgédo dos acucares do suco de
uva em alcool etilico, gas carbbnico e em centenas de outros compostos. O
espumante é definido como o vinho cujo anidrido carbénico provém exclusivamente
da segunda fermentacé&o alcodlica do vinho. Quando a segunda fermentac&o ocorre
em garrafas, o método é conhecido como Champenoise ou tradicional, sendo que a
primeira fermentacdo ocorre em tanques de inox, o que da origem ao vinho base e a
segunda fermentacao ocorre apos o engarrafamento do vinho base e dara origem ao
espumante.>

A vitivinicultura brasileira tem apresentado crescimento significativo nos
altimos anos, decorrente da vigorosa expansdo na area cultivada e na tecnologia de
producdo de uvas e de elaboracdo de vinhos. Além disso, a insercéo crescente de
conceitos como indicacdes geograficas como sinais de qualidade, seguranca dos
alimentos, alimentos funcionais, entre outros colocam a producdo dos vinhos
nacionais em sintonia com as tendéncias da vitivinicultura mundial, na qual a
competitividade é cada vez mais essencial para a sustentabilidade econémica.*?

Os maiores produtores de vinho sdo a Franca, a Itlia, a Espanha, os Estados
Unidos e a Argentina. Atualmente o Brasil € o 14° produtor mundial de vinho e o
estado do Rio Grande do Sul € o maior produtor, com trés regides vitivinicolas: a
tradicional regido produtora da Serra Gaulcha e as regibes emergentes — Campanha
e Serra do Sudeste.*

Os vinhos finos sdo aqueles elaborados exclusivamente a partir de uvas de
variedades européias (Vitis vinifera L.).> As principais variedades deste grupo
cultivadas no Brasil sdo: i) variedades tintas: Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon,
Merlot, Pinotage, Pinot Noir e Tannat e ii) variedades brancas: Chardonnay,

Malvasia Bianca, Moscato Branco, Proseco e Riesling Italico.*?
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2.2 COMPOSTOS VOLATEIS RELACIONADOS AO AROMA DOS VINHOS

A qualidade dos vinhos, em geral, € grandemente influenciada por
componentes que lhe conferem o flavour. O aroma de vinhos e espumantes é
determinado por compostos volateis percebidos pelo olfato, enquanto o sabor esta
relacionado as sensacfes do paladar. O flavour caracteriza-se como uma sensacgao
mais complexa, que envolve sabor e aroma.’* Muitos compostos influenciam no
flavour (Tabela I). Entretanto, 0 aroma exerce a maior contribuicdo para a percepcéo

total do flavour.®®

Tabela I. Exemplos de compostos que contribuem para o flavour das uvas e vinhos e a

respectiva percepgao sensorial associada aos mesmos.

Percepc¢éo sensorial Atributo Exemplo de composto quimico
Olfato (aroma)*® ' Aroma floral Linalool
Aroma de banana Acetato de Isoamila
Aroma de morango Isobutirato de etila
Aroma frutado Hexanoato de etila, octanoato de etila,

decanoato de etila

Paladar (Gosto)*® Doce Glicose, frutose, glicerol
Azedo Acido tartarico
Salgado Cloreto de sddio, cloreto de potassio
Amargo Catequina

Tato™® % Viscosidade Glicerol, polissacarideos
Adstringéncia Taninos

Visdo* Vermelho Malvidina-3-glicosideo (antocianina)

7

A percepcdo do aroma do vinho é resultado de mudltiplas interacbes entre
varios compostos quimicos e receptores sensoriais. Os compostos interagem e
combinam-se, 0 que pode resultar em efeitos sinérgicos, em que a presenca de um
composto aumenta a percepcdo da presenca de outro ou ainda efeitos antagénicos,
de modo que um composto dificulta ou impede a percepg¢do de um outro composto
volatil.# 22

A intensidade de uma sensacdo olfatva ndo depende somente da

concentracdo de um componente do vinho, mas também da sua volatilidade, da sua
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presséo de vapor e do seu limiar de percepc¢éao olfativa. O limiar de percepcéo pode
ser definido como o menor estimulo capaz de produzir uma sensacao olfativa em
pelo menos 50% dos provadores de um juri, quando este vinho for submetido a
avaliacdo sensorial.** %

Centenas de compostos de distintas classes quimicas, presentes em
diferentes concentracbes sdo 0s responsaveis pelo aroma. Tais compostos s&o
provenientes da uva, dos processos fermentativos e do envelhecimento do vinho.?®
Contudo, tanto qualitativamente, como quantitativamente, os compostos originarios

da fermentac&o s&o o grupo principal.?’

O aroma, dependendo da sua origem, pode
ser classificado em quatro categorias distintas: varietal, pré-fermentativo,
fermentativo e pés-fermentativo.?® A composicdo global da maioria das cultivares de
uva ¢é semelhante, entretanto, ha diferencas que podem ser atribuidas
principalmente a variagcdes nas propor¢des dos compostos volateis que constituem o
perfil aromético da uva, havendo também diferencas qualitativas que podem estar
diretamente associadas & cultivar da uva.?® Desta maneira, a composicdo volatil
representa a impressao digital de uma determinada variedade de uva e pode ser
usada para diferenciar vinhos da mesma variedade proveniente de diferentes

regides ou para distinguir variedades de uva.?*!

2.2.1 Compostos volateis originérios da uva

A composicdo volatil da uva esta relacionada ao seu genotipo varietal, que
corresponde as caracteristicas genéticas de cada cultivar de uva, e ao fenoétipo
caracterizado pelas interacdes do gendtipo com os fatores ambientais, os quais,
quando se referem a vinhos, sdo agrupados através do conceito de terroir. O terroir
€ basicamente caracterizado por um padrdo relativamente homogéneo de
topografia, clima, geologia, solo, influéncia do homem, altitude, latitude, entre outros
fatores. Pode também ser definido como: um conjunto complexo de fatores naturais
gue néo podem ser facilmente modificados pelo produtor e que, em conjunto com
vérias decisdes de manejo tomadas pelo homem, levardo a obtencdo de um produto
final caracteristico de uma determinada regi&o.”® Desta maneira, a producdo de

aroma é influenciada por fatores que incluem solo, clima®?, cultivar de uva®, grau de
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maturagéo, condi¢cdes utilizadas na fermentagcdo, cepa da levedura e condigOes
utilizadas na producdo do vinho.?” A literatura cientifica indica que pode existir
relacdo entre a fracdo volatil de alimentos e bebidas e os seguintes aspectos:
matéria-prima empregada, local onde o produto foi elaborado e processo de
producdo empregado. Da mesma maneira, a caracterizagdo e diferenciacdo dos
vinhos pode ser feita com base na fracdo volatil dos mesmos. 3*** Belancic e
colaboradores®* avaliaram o efeito da exposicdo solar das uvas durante o cultivo na
composicdo aromatica de uvas Vitis vinifera da cultivar Muscat, Moscatel Alejandria
e Moscatel rosada. Os autores compararam uvas totalmente expostas ao sol e uvas
gue recebiam 20 e 50% da radiacéo solar. Vinhos que receberam 50% da radiagao
solar apresentaram concentracdo mais elevada de terpenos, especialmente do
linalol, que é considerado um composto importante para o aroma do vinho.

A influéncia do tipo de solo (arenoso e argiloso) no cultivo das uvas da
espécie Vitis vinifera, cultivar Zalema e do grau de maturacdo das uvas foi avaliada
no que diz respeito a composicdo aromatica de vinhos, tendo-se observado que
para as uvas provenientes de solo argiloso, ndo se deve adiar a data da colheita em
funcdo da diminuicdo da concentracdo, principalmente, de hexanoato de etila,
octanoato de etila, alcool isoamilico, 2-feniletanol e acetato de 2-feniletila.** Fang e
Qian®** também observaram que a concentracdo dos compostos volateis
relacionados ao aroma de vinhos Pinot Noir, como 2-metil-propanoato de etila, 3-
metil-butanoato de etila, cinamato de etila, di-hidroxi-cinamato de etila e antranilato
de etila diminiu com o avan¢o do grau de maturacdo das uvas utilizadas para a
producao do vinho.

Dois tipos de substancias especificas da variedade de uva podem contribuir
para 0 aroma: as substancias que passam para o vinho sem transformacdes e que
transmitem a sua tipicidade e as substancias que sao sujeitas a transformacao
durante a fermentacéo e conservagdo, com consequente liberagcdo de aroma, que
sdo os precursores de aroma.?* % ?® Os precursores podem ser substancias ndo
volateis como glicosideos, acidos fendlicos, acidos graxos e conjugados de cisteina
capazes de originar compostos aromaticos pela acéo de certas enzimas especificas
(Tabela 11).% 33" Além disso, os precursores podem ser substancias que colaboram
ou ndo para o aroma do vinho e que, pela sua instabilidade, se transformam em
outras substancias odoriferas, caso de alguns terpendis, C13-norisoprendides e

didis terpénicos. A existéncia dos precursores justifica o fato de cultivares de uvas
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neutras produzirem vinhos aromaticos, como € o caso dos vinhos das cultivares
Cabernet Sauvignon, Sauvignon blanc e Chardonnay, que originam vinhos

aromaticos com caracteristicas particulares.®

Tabela Il. Compostos precursores de aroma encontrados nas uvas e as respectivas

substancias deles derivadas, que influenciam no aroma dos vinhos.* *%’

Precursores Substancias relacionadas ao aroma

Acidos graxos (&cido linoléico e | C6-aldeidos e C6-alcoois

linolénico)

Carotendides C13-norisoprendides

Acidos fendlicos Fendis volateis

S-conjugados de cisteina Tibis volateis

Aminoacidos Aldeidos, acidos, alcoois e ésteres

Glicosideos Terpenos, alcoois lineares e ciclicos, C13-
norisoprendides, acidos fendlicos, fendis volateis

2.2.1.1 Terpenos

Os terpenos sao formados por uma unidade estrutural basica que contém
cinco atomos de carbono, o isopentenilpirofosfato (IPP) através da chamada “regra
do isopreno”, que corresponde a unido cabecga-cauda das unidades estruturais de
IPP. As moléculas formadas por 10 carbonos sdo chamadas monoterpenos; com 15
carbonos, sesquiterpenos; com 20, diterpenos; com 25, sesterpenos; com 30,
triterpenos e com 40, tetraterpenos. O IPP pode ser sintetizado a partir do acido
mevaldnico e do piruvato/gliceraldeido-3-fosfato presentes na uva.®® A maioria dos
compostos terpénicos de uvas e vinhos sdo monoterpenos e sesquiterpenos. Estes
compostos pertencem a varias familias, sendo que do ponto de vista do aroma, 0s

mais importantes s&o os &lcoois monoterpénicos (Tabela I11).%°
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Tabela

Terpenos provenientes de uvas e vinhos, com exemplos de compostos

representativos de cada classe e seus respectivos aroma e limiar de percepgéo.

Classe

Compostos

Aroma (Limiar de percepcéo, ug L™)

Hidrocarbonetos

Mirceno Mofado, verde®
Limoneno Citrico™
Alcoois
Eugenol Cravo-da-india,** picante™® (6)*
Linalool Flor de laranja,** Caramelo, maca,* citrus, verde,*
floral,”® rosa® (50)*
Geraniol Floral,* frutado®, rosa®, geranio* (130°, 20%")
Nerol Flor de laranja*, rosa® (400)*
Citronelol Frutado®, citronella® (18)°
Ho-trienol Tilia®
a-Terpineol Floral fraco, picante®, lirio®, verde, fresco*® (400)*
Farnesol Lima&o, aniz, flora, mel, pélen'’ (<100)*’
4-Terpineol Madeira, solo*’
Oxidos

Oxido de linalool

Cis-6xido de rosa

Rosa, madeira*’ (7000)*

verde, floral* (0,2)*

2.2.1.2 Metoxipirazinas

As metoxipirazinas presentes nas uvas e nos vinhos sdo compostos

heterociclicos provenientes do metabolismo dos aminoacidos. A maioria das

metoxipirazinas encontra-se na pelicula das uvas® e o seu teor depende do grau de

maturac&o.*®

Os aromas vegetais, que sao caracteristicos das uvas das cultivares

Sauvignon blanc e Cabemet Sauvignon, sdo atribuidos geralmente ao composto 2-

metéxi-3-isobutilpirazina  (IBMP).>® ' Climas mais frios ou niveis baixos de

exposicdo solar no vinhedo durante a maturagdo da uva contribuem com niveis

elevados de IBMP em uvas, tendo por resultado o aroma vegetal nas uvas, que

persiste nos respectivos vinhos.>*
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2.2.1.3 Norisoprendides

Os C13-norisoprendides sao formados a partir de glicosideos nao voltaeis
gue estdo presentes nas uvas. Estes compostos sao liberados durante a vinificagao
pela acdo da levedura Saccharomyces cerevisae.’? Além dos glicosideos n&o-
volateis, os carotendides também podem ser precursores de C13-norisoprendides. A
degradacéao oxidativa dos carotendides produz derivados com 9, 10, 11 e 13 atomos
de carbono.* Esta reacdo é desencadeada pela luz e acdo das oxidases como, por
exemplo, polifenol-oxidase e lipoxigenase. Os compostos com 13 &atomos de
carbono sdo chamados de C13-norisoprendides e 0s que exercem maior

contribuicdo para o aroma do vinho esto listados na Tabela IV.>*

Tabela IV. Principais C13-norisoprendides no que diz respeito a sua contribuicdo para o

aroma do vinho.

Composto Aroma

B-Damascenona Cha, floral,**** mel, doce™
a-lonona Violeta, floral, frutado*’
B-lonona Violeta®

3-Oxo-a-ionol Tabaco®
3-Hidréxi-B-damascona Ché e Tabaco®
1,1,6-Trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN) Querosene™

Vitispirano Canfora™

B-Damascona Tabaco e frutas®

B-lonol Frutas e flores*’

2.2.2 Compostos volateis responsaveis pelo aroma pré-fermentativo

Os aromas de origem pré-fermentativa formam-se desde a colheita das uvas
até ao inicio da fermentagdo alcodlica, o que inclui as operagfes de transporte,
desengace, prensagem e maceracao. Os efeitos mecanicos destes tratamentos vao
permitir, a0 romper as uvas, que as enzimas entrem em contato com os substratos
existentes no mosto que esta sendo produzido. Além disso, estes tratamentos tém

como consequéncia a incorporagdo de oxigénio no meio, implicando em reacdes de
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oxidacdo enzimética. As enzimas envolvidas na formacdo dos &lcoois C6 (que
contém 6 carbonos em sua estrutura) e aldeidos C6 originados da fase pré-
fermetativa sdo: acil-hidrolase, lipoxigenase, enzima de clivagem dos peréxidos e
alcool-desidrogenase. Estes compostos apresentam um aroma herbaceo e tém um
limiar de percepcdo relativamente baixo. A titulo de exemplo, os limiares de
percepcdo do hexanol e do (E)-2-hexenal, sdo de cerca de 4 pg L™ e 17 ug L-*

respectivamente.®

2.2.3 Compostos volateis originados na fermentacéo

A etapa fermentativa € o processo essencial da conversdo do mosto de uva
em vinho, englobando duas importantes transformacgfes biologicas, a fermentacéo
alcoodlica e a fermentacdo malolactica. Na primeira, comum a todos os vinhos, ha
producdo, pelas leveduras, de etanol e de humerosos produtos secundarios a partir
dos acucares do mosto. A fermentagdo malolatica consiste na transformagéo do
acido malico em acido lactico, pela agdo das bactérias lacticas. Este tipo de
fermentacdao, pode ocorrer de forma espontanea ou através da inoculagcdo de
bactérias lacticas no vinho, e inicia no final da fermentagcdo alcodlica, quando a
autdlise das leveduras se intensifica. De maneira geral, os vinhos tintos séo
beneficiados com a fermentacdo malolatica ao adquirirem maior complexidade
aromatica e suavidade gustativa. Entretanto, € indesejavel na maioria dos vinhos
brancos, para os quais uma acidez mais pronunciada realga o aroma e equilibra o
sabor.?

Além do etanol, outros compostos que sdo produzidos em quantidades
menores durante a fermentacdo alc6olica podem contribuir de forma significativa
para o aroma global do vinho. Entre estes compostos estdo o0s alcoois superiores,
acidos volateis e ésteres e, em menor extenséo, aldeidos e cetonas. No caso dos
vinhos é habitual designar-se por alcoois superiores 0S compostos que apresentam
apenas uma funcéo &lcool e mais de dois atomos de carbono.”® Também sdo
produzidos compostos indesejaveis como acido sulfidrico, sulfuretos organicos e

alguns tiois. 40 4% 4347, 48.55
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2.2.3.1 Alcoois

O etanol, produzido pelas leveduras, durante a fermentacdo alcéolica, é o
alcool presente em maior quantidade nos vinhos. O teor de etanol dos vinhos esta
diretamente relacionado a percepcado sensorial de outros compostos volateis
relacionados ao aroma. Em concentracdes de etanol 14-17%, o aroma de vinhos
Malbec foi descrito como herbaceo ao invés de frutado, como € descrito quando a
quantidade de etanol dos vinhos é de 10-12%.%°

Os alcoois superiores sao produzidos a partir de aclUcares e aminoacidos
durante a fermentacdo alcoodlica e incluem compostos alifaticos e aromaticos Estes
alcoois podem ter efeitos tanto positivos como negativos no aroma do vinho.>’ Os
alcoois alifaticos mais encontrados em vinhos sdo o propanol (aroma de fruta
madura), butanol (aroma de solvente),*® hexanol (floral, grama),*® isobutanol e &lcool
isoamilico.>® ®° Os 4lcoois alifaticos, por exemplo, séo identificados por um odor forte
e sabor pungente, o que pode ter um efeito significativo sobre a qualidade sensorial
e carater do vinho.®*®? O 2-feniletanol, cujo aroma é descrito como floral, é
considerado um dos alcoois aromaticos mais importantes para a qualidade sensorial
do vinho.*® Os élcoois contendo enxofre também podem exercer uma influéncia no
sabor e aroma de vinhos.>® Em vinhos do Porto, o odor relacionado ao metionol, por

exemplo, foi descrito como semelhante ao da couve-flor.®®

2.2.3.2 Acidos

Os &cidos organicos mais abundantes no vinho, tais como acido tartarico,
acido malico e &cido lactico, ndo sdo volateis, mas podem exercer influéncia no
flavour do vinho, especificamente no gosto (Tabela V). Uma grande variedade de
acidos volateis e semi-volateis estdo presentes no vinho. A acidez volatil do vinho é
originada durante a fermentagdo do mosto pelas leveduras e outros microrganismos,
sendo que o teor de acidez volatii pode aumentar durante a elaboragcdo e a
conservacdo do vinho como consequéncia de uma possivel contaminagao
microbiolégica. O acido acético é de primordial importancia para a qualidade do
vinho, uma vez que contribui para cerca de 90% da acidez volatil. Todos os vinhos
contém acido aceético, uma vez que pequenas quantidades deste compostos, da

ordem de 0,6 g L™, sdo produzidas pelas leveduras. Concentracdes mais elevadas

Juliane Elisa Welke 13



Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

de acido acético, no entanto, s&o originarias da deterioracdo microbiana.®* Outros
acidos que contribuem, em menor proporcéo, para a acidez volatil estéo listados na
Tabela V. Excluem-se da acidez volatil os acidos latico, tartarico, malico, succinico e
carbonico e o anidrido sulfuroso livre.

Os acidos propandico, 2-metil-propandico e 3-metil-butandico sdo produzidos
por leveduras durante o metabolismo de proteinas. Outros &cidos alifaticos
importantes para o aroma do vinho, como os acidos hexandico, octandico e
decandico também sdo metabolitos provenientes da atividade de leveduras,
entretanto, sdo produzidos a partir de acidos graxos saturados. Além de influenciar
negativamente o aroma dos vinhos (Tabela V), os acidos podem atuar como

inibidores de fermentacéo se presentes em elevadas concentracdes, em nivel de mg
L-l 28

Tabela V. Exemplos de &cidos produzidos durante a elaboragdo dos vinhos com seu

respectivo limiar de percepcao e contribuicdo para o aroma.

Composto Aroma LP? (ug L
Acido acético Vinagre® 200000*

Acido butanéico Queijo®® 10000%8, 173*?
Acido 2-metil-propanéico Queijo®® 2300*

Acido 3-metil-butanoéico Queijo® 3000%

Acido hexanoéico Queijo® ranco'’ 420,* % 3000
Acido octanoico Queijo, ranco®’, &cido graxo® 500%%

Acido decandico Gorduroso, desagradavel'’ 1000%* 48

Acido dodecandico Seco, metélico, oleoso*” *° 1000"

% = Limiar de percepcao

2.2.3.3 Esteres

Os ésteres sao formados durante a fermentacdo do mosto por leveduras, a
partir da reacao entre alcoois e acidos. Dado o elevado numero de diferentes acidos
e alcoois no vinho ha consideravel potencial para a formacéo de varios ésteres, 0s
guais podem estar presentes na forma de acetatos e ésteres etilicos. Os compostos
etilicos resultam da combinacdo do grupo acido proveniente de um acido graxo e do

|.66

grupo funcional alcool do etanol.” Os ésteres etilicos mais importantes para o aroma
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sdo os de cadeia curta, que contribuem para o aroma frutado dos vinhos (Tabela
VI). Nos acetatos, o grupo funcional &cido é derivado do acido acético e incluem
compostos importantes para 0 aroma como O acetato de etila e acetato de
isoamila.?® O acetato de etila em baixas concentracdes (< 100 ug L™) confere ao
vinho caracteristicas frutadas,*® entretanto, em concentracées mais elevadas podem

resultar em aroma pungente, de solvente.*®

Tabela VI. Principais ésteres que contribuem para o aroma do vinho e suas respectivas

contribuicGes para o aroma e limiares de percepcéao.

Composto | Aroma | LP* (g L)

Esteres etilicos

Propanoato de etila Frutado™® 5500°"

2-Metilpropanoato  de etila | Frutado, morango®®,*® lim&o®, doce® 15%

(isobutirato de etila)

Butanoato de etila Frutado, morango,* doce,® 20%2, 125%

2-Metilbutanoato de etila Morango, cereja, cidra,*® frutado, aniz,® | 18*
maca, doce®

3-Metilbutanoato  de  etila | Fruta doce, abacaxi,*® limao, aniz,® frutado, | 3*

(isovalerato de etila) floral*

2-Hidroxipropanoato de etila | Leite, sab&o,*® framboesa®’ 154636°°

(lactato de etila)

3-Hidréxibutanoato de etila Frutado, uva’® 20000%’

Butanodiato de etila (succinato | Fruta, vinho,* fermentado, floral*° 200000°%°

de dietila)

Hexanoato de etila Frutado, morango,* maca verde, aniz® 14%2 62%

Octanoato de etila Doce, frutado,*® queimado, cerveja®® 542

Decanoato de atila Uva*® 200%

4-Hidréxi-3-metdxibenzoato de | Floral, frutado, doce, vanila*® 990"

etila (vanilato de etila)

Acetatos

Acetato de etila Pungente, solvente,* frutado-etéreo® | 12264
frutado, doce®’

Acetato de  2-metilpropila | Frutado, maga*® 1600

(acetato de isobutila)

Acetato de  3-metilbutila | Banana,*® °® frutado,*® verde* 30

(acetato de isoamila)

Acetato de 2-feniletila Rosa, floral*® 25078

Acetato de hexila Herbaceo, verde*

% = Limiar de percepgéo

A fermentacdo malolatica também pode ter impacto sobre o perfil de ésteres

nos vinhos. O éster que € produzido em maior quantidade nesta etapa € o 2-
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hidréxipropanoato de etila (lactato de etila). A formacéo deste éster esté relacionada
a formacdo do acido latico a partir do acido malico, que ocorre durante a

fermentacdo malolatica.’

2.2.3.4 Compostos sulfurados

Os compostos sulfurados podem ocorrer devido a processos de degradacéo
enzimaticos ou ndo—enzimaticos. O processo enzimético envolve a degradacdo de
aminoacidos das uvas (cistina, cisteina, metionina, glutationa), de outros produtos
oriundos do processo fermentativo que contenham enxofre ou ainda da degradacéo
de residuos de pesticidas, que também contenham enxofre. A via ndo-enzimatica
inclui reacbes térmicas, fotoquimicas e outros tipos de reacbes de compostos
sulfurados, como por exemplo a transformacéo de vitaminas, durante o processo de
obtencéo e de estocagem do vinho. O sulfeto de hidrogénio é reconhecido pelo seu
odor de ovos em estado de degradacdo, o etanotiol produz odores de alho e
borracha, o metionol é relacionado ao odor de couve-flor e o sulfeto de metila

apresenta odor de camar&o.”

2.2.3.5 Compostos carbonilados — aldeidos e cetonas

Um grande numero de compostos carbonilados pode ser formado pelas
leveduras por descarboxilagéo dos &cidos a-ceténicos.”® Dentre estes, os principais
sdo o0s acidos piravico, a-cetolatico, a-cetobutirico, a-cetoisovalérico, a-
cetoisocapradico, a-ceto-p-metil-valérico e cetohidroxibutirico. O acetaldeido, que € o
aldeido formado em maior quantidade no vinho, é altamente volatil e possui odor
descrito como pungente e que lembra o aroma de “tinta”.*° Este aldeido atua no
desenvolvimento da cor do vinho tinto, promovendo rea¢gdes de condensacao entre
as antocianinas, as catequinas e o0s taninos, formando pigmentos poliméricos
estaveis resistentes & descoloracdo que o diéxido de enxofre pode ocasionar.”* O
hexanal e o hexenal sdo considerados produtos da oxidacdo enzimatica dos acidos
linoléico e linolénico, que ocorre durante a prensagem da uva e seu aroma é descrito
como “verde”.?® A 2,3-butanodiona, geralmente referida como “diacetila’, é a cetona

mais importante para o aroma dos vinhos. Quando esta presente em vinhos em uma
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concentrac&o superior a 5-7 mg L™, é considerada de aroma indesejavel. Entretanto,
quando presente em concentracdo de 1-4 mg L™, contribui de forma positiva, com

aroma amanteigado ou de caramelo.”

2.2.3.6 Lactonas

As lactonas sao formadas por uma reacdo de esterificacdo, envolvendo
grupos hidroxilicos e carboxilicos para formar um éster ciclico, que na maioria dos
casos tem anéis de 4 atomos de carbono e sdo chamadas de y-lactonas. As
lactonas podem ser originarias das uvas, de processos de transformacdo que
ocorrem durante a fermentacdo ou podem ser extraidas da madeira dos barris
utilizados para o envelhecimento do vinho. As lactonas provenientes das uvas,
geralmente ndo estdo envolvidas com o desenvolvimento dos aromas das varietais,
com excecdo da 2-vinil-dihidrofuran-2-ona, que esta associada com o aroma dos
vinhos elaborados com uvas das cultivares Riesling e Muscat e da 2,5-dimetil-4-
hidréxi-3(2H)-furanona (furaneol) que esta relacionada com vinhos Merlot.?®

A sotolon (3-hidréxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona) contribui para o aroma de
vinhos elaborados com uvas infectadas por fungos do género Botrytis e também
esta relacionada ao aroma tipico de vinhos envelhecidos, pois sua concentracao
aumenta durante o armazenamento dos vinhos. Esta lactona pode ser formada pela
condensacao do acido 2-cetobutirico e etanal e seu aroma € descrito como picante
ou de nozes.”

Outras lactonas importantes para o aroma dos vinhos sdo as formas
isoméricas cis e trans a 3-metiloctalactona, também conhecida como lactona do
carvalho ou lactona do uisque. Estes compostos contribuem para o aroma

amadeirado dos vinhos.”’

2.2.3.7 Fenodis volateis

Entre os principais fenois volateis formados durante a fermentacao alcodlica
estdo o guaiacol, 4-etilguaiacol, 4-vinilfenol e o 4-vinilguaiacol (Tabela VII). Estes
compostos sado produzidos pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae por

descarboxilacdo enzimatica de &cidos cindmicos provenientes das uvas. A enzima
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que atua nesta reagdo € a cinamato-descarboxilase e os precursores sdo os acidos
p-cumarico (4-hidroxicinamico) e o fertlico (3-metéxi-4-hidroxicinamico).”® A
producado de 4-vinilfenol pela cinamato descarboxilase € inibida por polifenéis, como
por exemplo as procianidinas, o que explica o fato dos vinhos tintos possuirem

quantidade menor de 4-vinilfenol do que os vinhos brancos.”

Tabela VII. Principais fendis volateis que contribuem para o aroma do vinho com sua

respectiva contribuicdo para o aroma e limiar de percepcéao.

Composto Aroma Limiar de percepcéo (ug L™)
Guaiacol Pungente, fenélico® 9,5%

4-Etilguaiacol Fendlico, picante® 33%

4-Vinilfenol Caramelo®

A-Vinilguaiacol | Farmacéutico, picante® 40"

2.3 TECNICAS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS DE VINHOS

Varias técnicas de extracdo sdo empregadas para determinacdo qualitativa e
quantitativa de compostos volateis em vinho e espumantes. Dentre elas, extracédo
liquido-liquido (LLE, do inglés: liquid-liquid extraction), extracdo em fase sélida (SPE,
do inglés solid phase extraction), extracao sortiva em barras de agitacdo (SBSE, do
inglés: stir bar sorptive extraction), microextracdo em fase sélida (SPME, do inglés:
solid phase microextraction e técnicas genéricas de headspace.®*®* Dois tipos
diferentes de analise do headspace podem ser empregados: headspace estatico e
headspace dindmico. No primeiro, a amostra € mantida em um recipiente fechado
até que os compostos volateis atinjam um equilibrio termodindmico entre a fase
liguida e a fase gasosa, a uma determinada temperatura, geralmente a ambiente.
Uma aliguota da fase gasosa é entdo recolhida e injetada no cromatografo gasoso.
No headspace dindmico had uma coleta continua dos compostos volateis, realizada
em um sistema a vacuo ou pela passagem de um gas inerte. Um coletor, contendo
materiais adsorventes, coleta e concentra os compostos volateis. Posteriormente, os
compostos volateis sdo eluidos da armadilha, utilizando-se um solvente organico

adequado, ou dessorvidos termicamente.
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Na LLE, a amostra aquosa é extraida com um solvente organico que nédo é
soluvel, ou pelo menos é moderadamente solavel, em agua. A particdo dos analitos
ocorre de acordo com os seus coeficientes de distribuicdo entre as fases organica e
aguosa. A LLE de compostos volateis em vinhos é, geralmente realizada com
diclorometano, que € um solvente organico téxico. Além desta desvantagem, neste
tipo de extracdo, comumente, ocorre a formacéo de emulsdes. A LLE compreende
varias fases, o que pode provocar a perda de analitos, como por exemplo, na etapa
de evaporacdo do solvente, na qual, a degradacdo de alguns componentes e
formacao de outros podem ocorrer.®

Mamede e Pastore®® utilizaram LLE e heaspace dinamico para determinar a
composi¢ao volatil do mosto de uvas. A técnica de headspace dindmico mostrou-se
adequada para a extracdo de compostos com baixo ponto de ebulicdo, como por
exemplo, propanal, butanal, isobutiraldeido e 3-metil-butanal. A LLE possibilitou a
extragcdo de compostos com ponto de ebulicdo mais elevado, incluindo feniletanol,
acidos hexandico e octanoico, hexanoato e octanoato de etila. Os autores
concluiram que estas técnicas sdo complementares para a caracterizacdo do perfil
voléatil das amostras.

Para minimizar a quantidade de solvente necessaria na LLE para extrair os
analitos da matriz, foi desenvolvida a SPE. Na SPE utliza-se um polimero
adsorvente para extrair compostos de amostras liquidas. Antes da introducdo da
amostra no cartucho que contém material sorvente, este € condicionado com um
solvente organico. A amostra é introduzida no cartucho e 0s compostos sao retidos
no polimero. Os interferentes presentes na matriz podem ser retirados do cartucho
através da lavagem com solventes organicos que tenham afinidade por estes
compostos e 0s analitos permanecem na fase estacionaria. Apos o procedimento de
limpeza, os analitos s&o eluidos da fase estacionaria com um solvente.?’

Hermanz e colaboradores® compararam a eficiéncia da LLE assistida por
ultrassom e da SPE na extragcdo de 44 compostos volateis representativos do aroma
de vinhos produzidos no sudoeste da Espanha. Os autores observaram que com a
utilizacdo da LLE foi possivel obter maiores porcentagens de recuperagcéo para 0s
volateis avaliados. Entretanto, o método de SPE apresentou maior repetibilidade,
menor tempo de extracdo e a possibilidade de utilizacdo de menor quantidade de

solvente orgéanico para a extragdo dos volateis dos vinhos.
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A SPE, de forma semelhante a LLE, também requer uma etapa posterior de
concentragéo para eliminar o excesso de solvente. Durante esta etapa, pode ocorrer
perda de compostos volateis e semi-volateis com pontos de ebulicdo inferiores a
temperatura utilizada para a evaporacdo do solvente. As limitacbes da SPE, que
incluem a realizacdo de varias etapas, perdas durante a evaporagdo e risco de
contaminacdo, levaram ao desenvolvimento de técnicas miniaturizadas como a
SBSE e a SPME.*®

A SBSE é feita através do uso de uma barra de agitacdo magnética recoberta
por um polimero sorvente, que pode ser mergulhada na amostra liquida ou no caso
da extracdo de compostos volateis, esta pode ser mantida no headspace do frasco
gue contém a amostra. Os analitos podem ser dessorvidos termicamente no injetor
do cromatografo ou através do uso de uma pequena quantidade de solvente.®® O
polidimetilsiioxano (PDMS), em razdo de suas propriedades de difusao e
estabilidade térmica em ampla faixa de temperatura, tem sido utilizado como fase de
extracdo sortiva para a extracdo de compostos volateis de vinhos.**%® Além disso, o
PDMS é a Unica fase extratora disponivel comercialmente.®*

Na SPME, uma pequena quantidade de fase soélida recobre uma fibra de silica
que esta protegida no interior de uma agulha. Esta técnica se baseia na cinética de
transferéncia de massa e nos principios termodinamicos que descrevem o equilibrio
de particdo do analito entre as fases. A SPME, da mesma maneira que a SBSE,
envolve dois processos: a sor¢cao dos compostos volateis da amostra no filme que
recobre a fibra e a dessorcdo térmica dos compostos no injetor do cromatégrafo.
Para andlise apenas dos compostos volateis, a fibra € exposta ao headspace da
amostra, a uma determinada temperatura (HS-SPME).*

A natureza quimica dos analitos determina o tipo de fase sorvente que deve
ser utilizada na extracdo. Atualmente, varios tipos de fases estacionarias estédo
disponiveis comercialmente com diferentes espessuras e polaridades. A
disponibilidade de fibras com diferentes polaridades oferece vantagens como
seletividade, possibilidade de maior recuperagdo de analitos especificos e reducgéo
da extracéo de interferentes.?

Desde a sua introducdo, a SPME tem se mostrado promissora para a

3.9 apulo®, malte®’,

extracdo de volateis de bebidas alcoolicas, como vinhos
uisque®, entre outras bebidas®® °°. A SPME é uma técnica que ndo emprega

solvente, é rapida, facilmente acoplada a cromatografia gasosa, apropriada para
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andlise direta de matrizes complexas e tém proporcionado limites de deteccdo mais
baixos do que os de outras técnicas de extracéo, como por exemplo a LLE e SPE.®*
19 Bonino e colaboradores'® compararam as técnicas de LLE e SPME, na qual
fiboras de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) foram utilizadas. A LLE
permitiu a deteccdo de apenas 23 compostos de aroma de vinhos italianos
analisados, enquanto, através da SPME foram extraidos 59 compostos, incluindo
norisoprendides, acidos, alcoois, ésteres, fendis e terpenos.

Perestelo e colaboradores®™ comparam as técnicas de SPME e SBSE em
relacdo a extracdo de volateis de vinhos de Portugal, elaborados com uvas Vitis
vinifera L. das cultivares (i) Verdelho e Arnsburguer, (i) Verdelho, Bual e
Arnsburguer e (iii) Tinta Negra Mole. Os autores observaram que a SPME
apresentou maior eficiéncia de extracdo e maior sensibilidade. Os limites de
deteccao e quantificagcdo foram menores e as taxas de recuperagcao foram melhores,
quando a SPME foi utilizada. O fato da SPME ter sido mais adequada para a
extracdo dos volateis pode ser explicado pela fase sorvente utilizada para a
extracdo. Neste caso, foi empregada uma fase extratora tripla, constituida de
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno/carboxen (PDMS/DVB/CAR), em que a extragao
ocorre através de dois mecanismos diferentes (absorcdo e adsorcdo) e que
apresenta afinidade para extracdo de compostos volateis polares e apolares. Na
SBSE a fase sorvente foi o PDMS, em que se tem apenas um mecanismo de
extracado (absorcéo).

Xi e colaboradores'® quantificaram 47 compostos responsaveis pelo aroma
dos vinhos produzidos a partir de uvas Vitis vinifera da cultivar Cabernet Sauvignon,
através da SPME-GC/gMS. Os volateis foram extraidos empregando-se um filme de
polidimetilsiloxano (PDMS) durante um periodo de extracdo de 30 min, a uma
temperatura de 40°C por 30 min. Acetato de etila, acetato de isoamila, octanoato de
etila, hexanoato de etila, acetato de feniletila, alcool isoamilico, linalol, citronelol, -
damascenona, a-ionona e 5-amil-dihidro-2(3H)-furano foram os principais volateis
relacionados ao aroma deste vinhos. Volateis de vinhos produzidos a partir de uvas
da cultivar Pinotage foram extraidos por HS-SPME usando-se um filme de
carboxen/polidimetilsiloxano (CAR-PDMS). Para a extracdo dos compostos volateis
foi adicionado NaCl no frasco que continha a amostra de vinho e este foi mantido
mergulhado em &gua a 23°C por 10 min. Foram identificados 206 compostos que

pertencem a classe dos ésteres, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos, acetais, furanos
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e lactonas, compostos sulfurados, compostos nitrogenados, terpenos, fendis e

piranos.'®

2.4 TECNICAS DE DETERMINACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS EM VINHOS

2.4.1 Cromatografia Gasosa monodimensional

A cromatografia € uma técnica em que 0s componentes a serem separados
sao distribuidos entre duas fases, uma das quais € estacionaria e a outra € mével.
Na cromatografia gasosa (GC), a separacdo dos componentes € resultado de
processos repetidos de sor¢do e dessorcao durante o movimento dos componentes
da amostra ao longo da fase estacionaria. Nesta técnica, fase mével € um gas
inerte, cujo papel é transportar a amostra ao longo do processo, sendo empregados
comumente nitrogénio, hélio ou hidrogénio.*** 1%

A cromatografia gasosa-olfatometria (GC-O), também conhecida como
sniffing, é utilizada para identificar os compostos volateis que contribuem
significativamente para o aroma dos vinhos, empregando o nariz humano como
detector. A avaliacdo olfativa dos compostos eluidos da coluna é feita por um
julgador, que, ao detectar um aroma, assinala o inicio e fim do mesmo, assim como
sua intensidade, através de um sistema de registro.’® Gurbuz e colaboradores*
identificaram os compostos volateis que mais contribuiram para o aroma de vinhos
Merlot e Cabernet Sauvignon através da GC-O e GC/qMS. O aroma global destes
vinhos foi caracterizado por notas relacionadas a frutas, caramelo e terra e 0s
compostos mais importantes para o aroma foram 3-metil-1-butanol, 3-hidroxi-2-
butanona, octanal, hexanoato de etila, 2-metilbutanoato de etila, f-damascenona, 2-
metoxifenol, 4-etenil-2-metoxi-fenol, 3-metilbutanoato de etila, &cido acético e 2-
feniletanol.

Na GC busca-se viabilizar a separacéo, identificacdo e quantificacdo, de
maneira rapida, de constituintes de misturas que, muitas vezes, sdo de elevada
complexidade. Neste cenario, existem possibilidades de aprimoramento da técnica,
como a cromatografia gasosa rapida (do inglés, fast-GC) e o emprego de detector

espectrométrico de massas. A cromatografia gasosa rapida € uma alternativa que
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proporciona andlises expeditas, combinando elevadas vazfes do gas de arraste,
rampas de aquecimento de até centenas de graus por segundo e sistemas digitais
de controle e aquisicdo de dados, entretanto, ha poucos registros de sua aplicacéo
na andlise de volateis de vinhos.?®

O emprego de detectores espectrométricos de massas acoplados a GC pode
proporcionar maior seletividade e detectabilidade. A cromatografia gasosa associada
a detector quadrupolar de espectrometria de massas (GC/qMS) tem sido a técnica
de referéncia para analise de compostos volateis em vinhos e espumantes (Tabela
VII1). Esta técnica apresenta bons resultados no campo dos vinhos e espumantes,?®
8L, 107 entretanto, devido & complexidade da matriz, que envolve compostos de
diferentes classes quimicas e presentes em concentracdes variadas (de ng L™ até
mg L%), nem sempre fornece suficiente resolucdo e sensibilidade para a
caracterizacdo de aromas. Frequentemente, a andlise dos cromatogramas obtidos
pela GC monodimensional (1D-GC) indica que alguns picos sao resultado de dois ou
mais compostos coeluidos, o que dificulta a sua identificacdo.®

A utilizacdo de recursos para melhorar a resolucdo da GC ja atingiu, em
alguns casos, o limite méaximo de aperfeicoamento. A cromatografia
multidimensional surgiu como uma nova alternativa para a analise de amostras
complexas. Na cromatografia gasosa bidimensional de fracées parciais (GC-GC, do
inglés: Heart cut two-dimensional gas chromatography), pequenas fragbes do
efluente da primeira coluna séo transferidas para uma segunda coluna, onde a
seletividade diferenciada desta segunda coluna fornece um aumento da resolucao
dos picos cromatogréaficos da zona que foi fracionada.®® A literatura cientifica mostra
gue esta técnica é aplicada na andlise de vinhos quando o objetivo é determinar
alguns compostos volateis especificos, que apresentam contribuicdo significativa
para o aroma da bebida.*®® *° Falcdo e colaboradores™® utilizaram a GC-GC/MS na
andalise de vinhos Bordeaux para a identificacdo de 2-hidroxi-4-metilpentanoato de

etila que é o composto responsavel pelas notas de aroma de amora destes vinhos.
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Tabela VIII. Nimero de compostos extraidos através de diversas técnicas de extracdo de
volateis e andlise de vinhos elaborados a partir de uvas das mesmas cultivares analisadas

no presente trabalho.

Cultivar de | Local Extracdo Analise NUmero
uva compostos
Chardonnay | Italia SPE GCIMS 74
China SPME 41"
EUA LLE 602
China HS-SPME 453
Macedodnia e Hungria LLE 34t
Merlot Maceddnia e Hungria LLE GC/IMS 33
EUA HS-SPME GC/IMS 58%
Cabernet Maceddnia e Hungria LLE GCIMS 30t
Sauvignon China HS-SPME GC/IMS 42113
EUA HS-SPME GCIMS 60%°
Chile HS-SPME GCIMS 7211
China SPME GCIMS 4712
Australia HS-SPME GCxGC/TOFMS | 303'®
361117
Pinot Noir Canada Headspace | GC/MS 708
dinamico
Alemanha HS-SPME GCxGC/gMS 76
EUA SBSE GC/MS 250
Sauvignon Nova Zelandia LLE GC/IMS 29"
Blanc Espanha LLE GC/IMS 35'%
Italia LLE GCIMS 672

SPE: extracdo em fase sdlida, SPME: microextracdo em fase sélida, LLE: extracéo liquido-liquido,
HS-SPME: microextragdo em fase solida no modo headspace, SBSE: extracdo sortiva em barras de
agitacdo, GC/MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, GCxGC/TOFMS:
cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas por tempo de
vbo, GCxGC/gMS: cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de
massas quadrupolar.

Este procedimento aumenta em algumas horas o tempo de analise, uma vez
gue cada fracdo separada, que eluiu da primeira da primeira dimenséo, é separada
na segunda coluna durante o mesmo tempo de uma corrida cromatografica
convencional. A realizacdo de andlises cromatograficas mais rapidas em sistema
bidimensional foi possivel com a introdugdo da cromatografia gasosa bidimensional
abrangente (GCxGC).'** A utilizacdo da GCxGC na analise vinhos permite a
identificacdo de um namero consideravelmente maior de compostos do que quando
a 1D-GC é utilizada (Tabela VIII). Em vinhos Cabernet Sauvignon da Australia foram
identificados 303 compostos volateis com o uso da HS-SPME-GCxGC/TOFMS.!®
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Em vinhos da mesma variedade de uva, produzidos no Chile e analisados através
de GC/MS, foram identificados 72 compostos volateis extraidos através de HS-
SPME.™®

2.4.2 Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (GCxGC)

A GCxGC é uma técnica caracterizada pela combinacdo sequencial de duas
colunas, uma de dimensfes convencionais e outra mais curta (do tipo empregado
para cromatografia rapida, fast-GC). O termo “abrangente” é utilizado para designar
que todo o efluente da primeira dimensdo, ou uma parte representativa do mesmo
seja introduzido na segunda dimensdo através de um modulador, sem perda das
caracteristicas da separacédo na 'D. Um dos moduladores mais empregados em
equipamentos comerciais é o criogénico, onde a modulacédo entre as duas colunas
fornece a compressao da banda cromatografica que elui da primeira coluna e a
rapida introducdo da banda comprimida por criogenia na segunda coluna.*?®

A ortogonalidade de um sistema multidimensional é verificada quando os
mecanismos de separacdo das duas colunas sdo independentes. As colunas devem
ter fases estacionarias diferentes, permitindo que a separacdo pouco eficiente,
obtida na primeira coluna, seja melhorada na segunda. A forma mais tradicional em
GCxGC de separacao ortogonal € a utilizacdo de uma coluna apolar, ou de baixa
polaridade na primeira dimensdo, o que caracteriza uma separacao por ponto de
ebulicdo e uma coluna polar na segunda dimenséo, onde a separacdo ocorre por
polaridade.'?® Entretanto, a eficiéncia da separacdo depende da adequacdo entre a
natureza dos analitos e amostra e do conjunto de colunas empregado na primeira e
segunda dimens&o e ndo, necessariamente, da ortogonalidade do sistema.*?’

A combinacdo de duas colunas cromatograficas com mecanismos de
separacdao independentes confere aumento de seletividade, e, dessa forma,
proporciona a separacdo de compostos muito semelhantes, minimizando os
frequentes problemas de sobreposicdo de compostos, onde, muitas vezes, sao
observados sinais menos intensos para compostos de interesse superpostos a
componentes majoritarios da mistura.'?

A escolha de um conjunto de colunas mais adequado dentre varios diferentes

conjuntos de colunas para a analise bidimensional abrangente é um dos parametros
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avaliados durante a otimizacdo do método analitico, juntamente com a escolha das
condi¢cdes de aquecimento do(s) forno(s), periodo de modulacédo, duracdo de jato
guente, entre outras variaveis. Esta otimizacdo visa alcancar maior capacidade de
pico, seletividade, sensibilidade e minimizacédo da ocorréncia de picos fora de ciclo,
juntamente com a obtencdo de um cromatograma que apresente informacoes
provenientes de efeitos de estruturagcdo dos compostos eluidos no espaco de
separacéo.'®

O fator de assimetria (*As) de um pico cromatografico esta diretamente
relacionado a eficiéncia cromatografica. Na GCxGC a assimetria de pico é avaliada
levando-se em consideragédo o pico modulado mais intenso. Fatores de assimetria
entre 0,8 e 1,2 sdo considerados satisfatérios, com pouca ou nenhuma influéncia de
cauda nos picos cromatograficos. Esse fator é calculado utilizando-se a razdo entre
as larguras B e A a 10% da altura do pico, conforme Figura 1 e pode ser empregado
para verificar a eficiéncia dos diferentes tempos de duracao dos jatos quentes.**

}10%

Figura 1. Desenho ilustrativo das partes de um pico cromatogréafico que sao levadas
em consideracdo para o cdlculo do fator de assimetria de pico (%As), que

corresponde a razao entre as distancias A e B a 10% da altura do pico.

Quando um composto apresenta tempo de retencdo na segunda dimensao
(°tr) maior do que o periodo de modulacdo usado na andlise cromatogréfica, ocorre
o fendmeno chamado wraparound ou pico fora de ciclo. Um pico fora de ciclo podera
representar um problema na interpretacdo dos dados, devido a sua elui¢ao tardia, no
préximo ciclo de modulagéo, juntamente com outros compostos que séo introduzidos
na °D. Esse fendmeno pode ocasionar a coeluicdo do pico fora de ciclo com
compostos de interesse, prejudicando o processo de separagao e quantificagéo. Por
outro lado, picos fora de ciclo podem ser convenientes quando existem regides do

espaco de separacdo que ndo se encontram ocupadas por outros componentes,
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proporcionando um melhor uso do espaco 2D.**! Para verificar se um pico esté fora
de ciclo deve-se analisar a mesma amostra ou solucdo de padroes em dois
diferentes periodos de modulacdo. Ao comparar os diagramas, picos que tiveram o
%t alterado s&o considerados fora de ciclo.'3% 33

A maior sensibilidade da GCxGC em relacdo a 1D-GC esta relacionada com
0 aumento da resolucdo e é consequéncia do processo de modulacdo da banda
cromatografica, que resulta em picos mais estreitos e de maior intensidade. A
vantagem desse processo € tornar visiveis picos que estdo em baixa concentracao e
ndo seriam detectados em sistemas monodimensionais.’** '3 O ganho de
sensibilidade pode chegar a ordem de 20 e este fator ganha importancia na analise
de compostos volateis, uma vez que os componentes relacionados ao aroma podem
ser encontrados em nivel de tracos em vinhos e espumantes.®

Em relacdo a estrutura cromatografica, os compostos quimicamente
relacionados se encontram dispostos ordenadamente nos cromatogramas, a medida
em gue existe uma relacdo adequada entre a dimensionalidade da amostra e do
sistema. Esta caracteristica € chamada de estruturacdo cromatografica e pode ser
observada nos diagramas GCxGC na forma de grupos de picos alinhados em
determinadas regides do cromatograma, sendo que 0s picos dispostos em uma
dada regido representam compostos quimicamente assemelhados. Esta disposicao
permite identificar a classe quimica de um composto, se informacfes estruturais
sobre 0 mesmo, como por exemplo, seu espectro de massas, nao estiverem
disponiveis.'

Estas e outras caracteristicas fazem da GCxGC uma técnica muito
apropriada para analise de matrizes complexas ou de outras amostras, onde a
cromatografia monodimensional € incapaz de fornecer uma separacéo razoavel. Por
consequéncia, a GCxGC é uma técnica analitica adequada para analise de
compostos responsaveis pelo flavour de alimentos e bebidas, como por exemplo,

|eit8137 138 140, 141.

, café'® cachaca'® e frutas

Os sistemas de deteccdo mais utilizados sdo o detector de ionizagdo em
chama (FID) e o detector de espectrometria de massas por tempo de voo (TOFMS).
A técnica de GCxGC-FID foi utilizada para a analise de volateis em morangos e
trans-resveratrol em vinho apdés a derivatizacdo com bis-trimetilsilil trifluoroacetamida

e anidrido acético’*®. A GCxGC/TOFMS foi empregada para identificacdo de
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143 pesticidas em uvas'*,

monoterpenos em uva®, metoxipirazinas em vinho
carbamato de etila em vinhos'*® e aminoacidos em vinho e cerveja'®°.

Rocha e colaboradores® mostraram de forma clara o potencial da técnica de
GCxGC aplicado a analise de aromas de uvas, ao identificarem 56 monoterpenos
em uvas Vitis vinifera L. através de GCxGC/TOFMS. Neste trabalho, foram
encontrados centenas de compostos no aroma desta fruta, empregando-se HS-
SPME, entretanto, apenas 0s monoterpenos  foram investigados
pormenorizadamente. A utilizacdo de uma coluna apolar na primeira dimenséo (‘D)
e uma coluna polar na segunda dimensdo (°D) permitiu que compostos com
pressdes de vapor similares tivessem tempos de retengdo semelhantes na primeira
dimensdo e compostos com polaridades similares tivessem tempos de retencao
semelhantes na segunda dimens&o. Desta maneira, o potencial de separacdo dos
analitos é aumentado, visto que quando as mesmas amostras foram analisadas por

GC/MS, apenas 26 monoterpenos foram identificados.

2.5 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS

A identificacdo de compostos deve ser feita comparando-se os tempos de
retencdo e espectros de massas dos compostos volateis desconhecidos com
agueles de compostos padrdo. Esta comparacédo é feita realizando-se a andlise da
amostra e dos padrdes no GC em coluna polar e apolar. Entretanto, o nimero de
compostos volateis de uma analise pode ser muito grande, 0 que em muitos casos
torna economicamente limitante o uso de compostos padrdo para a identificagéo.*’

Através da andlise por GC/MS é possivel comparar 0s espectros de massas
obtidos experimentalmente com aqueles reportados em biblioteca comercial de
espectros de massas. Entretanto, este processo de identificacdo pode gerar
incerteza na identificagdo dos compostos quando o0s espectros obtidos séo
semelhantes para diferentes compostos e, especialmente, quando se trata de
isbmeros presentes na amostra. A determinacdo dos indices de retencdo, feita
atraves da injecao de séries homologas de compostos, é uma ferramenta auxiliar util
na identificacdo de compostos desconhecidos. A série de padrbes de referéncia

pode ser de alcanos, ésteres metilicos de acidos graxos, alcoois ou outra série
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homéloga. Os indices de retencdo mais estudados e aceitos sdo os indices de
Kovats (KI) indice de retencdo com programacao linear de temperatura, também
chamado de indice de Van den Dool e Kratz (LTPRI, do inglés: linear temperature
programmed retention indexes).'*®

O KI é utilizado quando condi¢Bes isotérmicas sdo empregadas na analise
cromatogréfica e o célculo é feito segundo a equacdo:**°

KI =100n + 28t ew 109t (1)
logt rens1y —lOg t R(ny

Onde: t';,, € o tempo de retencdo ajustado do composto desconhecido (x);
t':m € 0 tempo de retencdo ajustado do alcano linear menos retido pela fase
estacionaria do que o composto x; t'y .., € 0 tempo de retencdo ajustado do alcano

linear mais retido que o composto X.
O LTPRI é utilizado quando a corrida cromatogréfica € realizada com
programacao linear de temperatura. O célculo do LTPRI é feito de acordo com a

equacéo de van den Dool e Kratz:**°

LTPRI =100n +100[mj )

R(n+1) — tRn

7z

Onde: t;,, € o tempo de retencdo do composto desconhecido (x); t,,, € 0

tempo de retengdo do alcano linear menos retido pela fase estacionaria do que o

composto x; t é o tempo de retencdo do alcano linear mais retido que o
R(n+1)

COMpOsSto X.

As diferencas entre as equacdes empregadas para o calculo do Kl e LTPRI
estdo na presenca da escala logaritmica e dos tempos de retencédo ajustado na
equacao de Kovats.

Na 1D-GC, os indices de retencdo estdo bem estabelecidos, porém em
GCxGC, a retencao é caracterizada por dois valores independentes, os tempos de

retencdo na primeira e segunda dimensdo (‘tzx e “tr, respectivamente), os quais
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fornecem informacdes especificas sobre a interacdo dos analitos com as fases
estacionarias da 'D e D, respectivamente.!

Esforcos na pesquisa cientifica tém sido feitos para que as informacdes ja
existentes sobre indices de retencdo obtidos na 1D-GC, durantes décadas, possam
ser utilizadas como referéncia também para dados de retencdo obtidos na 'D e °D
em andlises por GCxGC através de célculos dos indices de retencdo. '3 o1 152

A comparacédo direta do LTPRI obtido na D na anélise através GCxGC com
os valores de referéncia existentes na literatura para 1D-GC tem sido uma das
alternativas usadas para a identificacdo de compostos volateis.’®" °? Este

1 e 6leo essencial de

procedimento foi adotado na anélise de extratos ginseng®
geranio™?. Para o ginseng, os autores observaram que 13 compostos apresentaram
LTPRI com variacdo de até sete (7) unidades em relacdo aos dados da base de
dados de indices de retencéo da 'D obtidos em coluna polar*>®. No 6leo essencial de
geranio, a variacdo observada foi de até nove (9) unidades quando os LTPRI obtidos
experimentalmente foram comparados aos da literatura. Entretanto, em ambos os
trabalhos a coinjecao de padrdes para confirmar a identidade destes compostos néo
foi realizada.'®" 1°2

A validacdo do uso do tempo de retencéo total (‘tgx + %) ou do tempo de
retencéo equivalente (*tg), para o calculo do LTPRI foi proposto por Von Muhlen e
colaboradores.’®! Uma relacéo linear foi obtida a partir dos indices calculados
através da GCxGC/TOFMS para 30 padrdes de compostos volateis e os indices
apresentados na literatura para 1D-GC. Este procedimento foi adotado para a
identificacdo de compostos volateis de 6leo essencial de eucalipto (Eucaliptus
dunnii).*®*
A literatura mostra outras formas de abordar o calculo de indices de retencéo

na GCxGC.™**" Na proposta de Beens e colaboradores™’

uma solucdo de n-
alcanos foi injetada continuamente no sistema para a construgdo de curvas de
isovolatilidade. Um injetor com programacéo de temperatura foi utilizado para que a
liberacdo dos compostos para a coluna fosse lenta e continua. Os dados obtidos na
'D foram utilizados para o célculo do LTPRI e os dados obtidos na ?D foram
empregados para a determinacdo do indice de Kovats, pois as separacdes dos
compostos nesta dimensado podem ser consideradas isotérmicas. A dificuldade deste
procedimento esta na obtencgdo de indices de referéncia isotérmicos para diferentes

temperaturas, o que dificulta a comparacédo dos dados experimentais obtidos com o0s
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dados de literatura, jA que a literatura cientifica apresenta um numero limitado de
indices de retencdo para analises istoérmicas. Além disso, foi possivel calcular o
indice de retencédo apenas para um numero restrito de compostos, pois as curvas de
isovolatilidade foram obtidas para os alcanos C9-C13.%*’

Para identificar um maior nimero de compostos foram feitas inje¢cbes da
mistura de padrdes de referéncia em intervalos de tempo constantes para a
obtencdo de curvas de isovolatilidade. Esta estratégia permitiu englobar um maior
namero de compostos no espaco de separacdo, onde eluiram os alcanos.
Entretanto, a limitagdo apresentada pelos autores para as injecdes sequenciais foi a
presenca de picos do solvente ao longo de todo o cromatograma, que coeluiram
com outros picos, impossibilitando a identificacdo de alguns compostos.**®

Na busca de superar o problema relacionado a presenca de picos de solvente
no cromatograma, a SPME foi empregada para a introducdo sequencial dos padrdes
no sistema cromatogréafico. No entanto, alguns compostos eluiram fora da regido das
curvas isovolateis e os picos fora de ciclo ndo puderam ser determinados.*®

Véarios estudos tém apresentado opcdes para o calculo dos indices de
retencdo através do uso das curvas de isovolatilidade.’®*° Entretanto, os
procedimentos para aquisicdo das informacfes necesséarias para o calculo dos
indices de retencao €, invariavelmente complexo e demorado. O desenvolvimento
de novas abordagens mais praticas € necessario para que 0s conhecimentos
adquiridos ao longo das décadas de uso de indices de retencao da 1D-GC possam
ser também empregados na GCxGC, desempenhando papel tdo ou mais importante

do que aquele ja evidenciado nas aplicacfes destes indices em 1D-GC.

2.6 METODOS QUIMIOMETRICOS PARA OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE
ANALISE E PARA A DIFERENCIACAO DE VINHOS DE ACORDO COM AS
CULTIVARES DE UVA

A caracterizagdo de alimentos e bebidas com base na composi¢céo volatil
pode ser usada como uma ferramenta para proteger consumidores e/ou industrias
de fraudes.*®** No caso dos vinhos, a identificacdo dos compostos volateis pode

também ser util para a diferenciacdo desta bebida com base nas diferentes
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cultivares de uvas utilizadas para sua elaboracéo,? 4% 48 113. 163165 |5ca] em que as

8, 31, 166, 167 o também com base nas variantes utilizadas na

uvas foram cultivadas
producdo do vinho produzido™® 3% 7 183 Na literatura cientifica existem alguns
exemplos de diferenciacdo de vinhos com base na composicao volatil dos mesmos,
através da 1D-GC,*3! 164 1%8 ma5 nenhum trabalho que utilize dados de analise de
volateis de vinhos por GCxGC associados a meétodos quimiométricos para
diferenciacdo de vinhos de acordo com a cultivar de uva utilizada para sua
elaboracéao.

Robinson e colaboradores® utilizaram ferramentas quimiométricas, incluindo
andlise de variancia (ANOVA), anélise dos componentes principais (PCA, do inglés:
Principal Component Analysis) e método dos minimos quadrados parciais (PLS, do
inglés: Partial Least Squares) para verificar a influéncia da cepa de levadura utilizada
para a fermentacdo do mosto e do local de cultivo das uvas Cabernet Sauvignon na
composicdo volatili dos vinhos analisados por GCxGC/TOFMS. Vestner e
colaboradores'’® avaliaram o impacto da fermentacdo malolatica, realizada por trés
diferentes cepas de Oenococcus oeni, na composi¢cdo volatil de vinhos Pinotage
analisados por GCxGC/TOFMS. Atraves da PCA foi possivel verificar a
diferenciacdo dos vinhos fermentados com diferentes culturas de bactérias e
também os compostos volateis originarios da fermentacdo malolatica e que sao
caracteristicos de cada cepa de bactéria empregada.

A representacdo grafica dos dados gerados através da GCxGC é diferente
daquela feita para os dados gerados na 1D-GC e a quantidade de dados gerada
pela GCxGC é muito maior do que a que se obtém com a técnica monodimensional,
0 que torna a interpretacdo destes diagramas e dados mais dificil. Por outro lado, o
aumento de informacao obtido na GCxGC pode ser vantajoso, quando se objetiva
conhecer em maior detalhne a composicdo da amostra e/ou buscar diferencas e
semelhancas entre amostras de distintas procedéncias ou processos de producao,
entre outros aspectos, tendo em vista que a técnica bidimensional proporciona a
separacdo e identificacdo/quantificacdo de um numero maior de componentes.
Nestes casos, 0 uso de ferramentas quimiométricas pode ser conveniente, dada a
complexidade dos resultados obtidos, de forma a tornar o tratamento destes dados
mais rapido e objetivo comparativamente ao tratamento manual. 4% 17 172
A dificuldade de se extrair o maximo de informacéo a partir dos resultados

disponiveis nas analises e de se chegar a conclusbes a partir de dados complexos
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motivou o desenvolvimento da quimiometria. Em termos de quimica analitica, os
métodos de preparo, extracdo e analise de amostras complexas alcangcaram um
nivel bastante sofisticado, havendo um esforco continuo para a efetivacdo do
acoplamento de diferentes técnicas de analise e um crescente desenvolvimento
computacional. Assim, tem sido possivel obter uma quantidade cada vez maior de
informacao a partir de uma analise.*”

A quimiometria se refere a aplicacdo de ferramentas matematicas e
estatisticas para o planejamento e otimizacdo das condi¢cdes experimentais e para a
extragcdo de informagdo de um conjunto de dados quimicos multivariados. Os
métodos estatisticos multivariados consideram as amostras e as variaveis em seu
conjunto, permitindo extrair informacées complementares que a analise univariada
nao consegue evidenciar. Assim, a analise quimiométrica contempla experimentos
de reconhecimento de padrdes, calibracdo multivariada e planejamento e otimizacao
de experimentos. Na area de planejamento de experimentos busca-se encontrar
qguais as variaveis que mais afetam um determinado processo, assim como a
interacdo entre elas, para determinar as condicfes Otimas de uma analise. No
reconhecimento de padrbes, a partir de uma vasta gama de informacdes (medidas
quimicas ou espectrais, por exemplo) sobre uma série de objetos, pretende-se
encontrar agrupamentos de amostras que sao similares entre si e, assim, detectar
tendéncias nos dados. Na calibracdo multivariada, busca-se estabelecer um modelo
que relacione uma série de medidas (quimicas ou espectrais) realizadas em
amostras com uma determinada propriedade.*™

Os métodos de analise exploratoria sdo utilizados para extrair informacéo e
detectar tendéncias nos dados, baseados nas medidas multivariadas das amostras.
De maneira geral, eles podem ser classificados como métodos supervisionados
como, por exemplo, Analise Discriminante Linear (LDA, do inglés: Linear
Discriminant Analysis), Método dos K-vizinhos mais préximos (KNN, do inglés: K-
Nearest Neighbor), Analise Discriminante com Calibragdo Multivariada por Minimos
Quadrados Parciais (PLS-DA, do inglés: Partial Least Square Discriminant Analysis),
ou nado supervisionados como, por exemplo, Analise dos Componentes Principais
(PCA, do inglés: Principal Component Analysis) e Andlise de Agrupamento
Hierarquico (HCA, do inglés: Hierarchical Cluster Analysis) e permitem a
interpretacdo multivariada de conjuntos de dados complexos por meio de graficos bi-

ou tridimensionais. Nos métodos supervisionados € necessario que exista alguma
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informagao inicial sobre a identidade das amostras para a formagéo das classes e o
objetivo € desenvolver um modelo baseado nas informacdes contidas nas amostras.
Por outro lado, nos métodos ndo supervisionados, a separacdo de classes acontece
sem a necessidade de informacdes iniciais sobre a natureza das amostras e o

objetivo é identificar agrupamentos naturais entre as amostras.*’

2.6.1 Planejamento experimental

O planejamento experimental é uma ferramenta quimiométrica que permite
extrair do sistema em estudo o maximo de informacéo util, fazendo um ndamero
reduzido de experimentos. O planejamento fatorial € usado para descobrir e
interpretar as influéncias das variaveis sobre uma resposta analitica. Para realizar
um planejamento fatorial, escolhem-se as variaveis a serem estudadas (fatores) e
efetuam-se experimentos em diferentes valores destes fatores, os niveis. A seguir,
sdo realizados experimentos com combinacfes dos niveis selecionados. Um
planejamento fatorial completo com 2 niveis, necessita de 2* ensaios para sua
execucao, onde k é o numero de variaveis. Para planejamentos com k > 4, utiliza-se
o planejamento fatorial fracionado (2“*), o que reduz o nimero de experimentos.
Através do planejamento fatorial € possivel avaliar a influéncia dos fatores sobre a
resposta de interesse, assim como as possiveis interacfes entre os fatores, e entao
selecionar as variaveis que exercem influéncia significativa na analise.*’® Nos
planejamentos fatoriais, os fatores, como por exemplo volume de amostra, tempo e
temperatura de extracdo, sao explorados em dois niveis que sdo nomeados pelos
sinais — (menos) para o nivel mais baixo e + (mais) para o nivel mais alto. Os valores
correspondentes a estes niveis sdo estabelecidos a partir de dados da literatura ou
através de experimentos univariados realizados preliminarmente. Nos planejamentos
experimentais, a estimativa do erro pode ser feita através da realizacdo de
experimentos no ponto central, que correponde ao valor médio obtido a partir do
nivel mais baixo e mais alto para cada uma das variaveis. As respostas obtidas apos
a realizacdo dos experimentos estabelecidos pelo planejamento fatorial s&o
avaliadas através da ANOVA (Tabela XIX), que é utilizada para aceitar ou rejeitar,
estatisticamente, as hipéteses investigadas, por meio da analise da variacdo média

dos resultados dos ensaios experimentais. *’
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Tabela IX. Parametros gerados na ANOVA para avaliacdo do planejamento fatorial.

Fonte de | Soma NUumero de graus | Média F

variacao gquadrética (SQ) | de liberdade guadrética (MQ)

Regressao (regr) | SQregr p-1 MQegr MQreg/MQres
Residuos SQres n-p MQes

Falta de ajuste SQxaj m-p MQys; MQ1a/MQep
Erro puro SQep n-m MQep

Total SQotal n-|

Regressédo: quantidade de variacao explicada pelo modelo; Residuo: estimativa do erro experimental;
Falta de ajuste: medida da discrepancia entre a resposta prevista pelo modelo estatistico e a média
obtida das replicatas realizadas no conjunto de condi¢cdes experimentais; Erro puro: erros aleatérios
das replicatas; SQeqr: SOMa quadratica da regresséo; SQs: soma quadratica do residuo; SQg,: soma
quadréatica da falta de ajuste; SQ.,: soma quadratica do erro puro; p € o nimero de pardmetros do
modelo; n é o nimero total de experimentos; m é o nimero de niveis do planejamento; MQey: Mmédia
quadratica da regressdo; MQ.s: média quadratica do residuo; MQy,: média quadratica da falta de
ajuste; MQgp: média quadratica do erro puro.

Na ANOVA a variacao total da resposta € definida pela soma quadratica (SQ)
de dois componentes: SQ da regressdo e SQ dos residuos. O residuo corresponde
a uma estimativa do erro experimental. A SQ do residuo corresponde a variabilidade
gue o modelo estatistico ndo consegue explicar. A SQ do erro puro esta relacionada
aos erros aleatorios das replicatas e a SQ da falta de ajuste diz respeito a medida da
discrepancia entre a resposta prevista pelo modelo estatistico e a média obtida das
replicatas realizadas no conjunto de condi¢cdes experimentais. A divisdo da soma
quadratica de cada fonte de variacdo pelo seu respectivo nimero de grau de
liberdade fornece a média quadratica (MQ). Os graus de liberadade referem-se a
medida da possibilidade de combinacdes ao acaso. Para cada fonte de variacao
(regressao, residuos, falta de ajuste, erro puro e total) € necessario obter o nimero
de graus de liberdade, em que p é o numero de parametros (coeficientes) do
modelo, n € o numero total de observacdes (ensaios) e m é o numero de niveis do
planejamento. A razdo entre a MQ da regressdo e a MQ do residuo, que
corresponde a razdo entre duas variancias, pode ser usada para comparar tais
fontes de variacdo através do teste F, levando em consideracdo seus respectivos
nameros de graus de liberdade. O mesmo pode ser feito para a razédo entre a MQ da
falta de ajuste e a MQ do erro puro. Um bom modelo necessita ter uma regressao
significativa (Fcaiculado > Frabelado) € Uma falta de ajuste néo significativa (Fcaiculado <
Fiabelado)- Além disso, quando os dados estdo bem ajustados a um modelo

estatistico, o erro puro é uma parte da soma quadratica dos residuos.’’
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Para a otimizagdo das condi¢des a serem utilizadas na anéalise das amostras,
os fatores significativos obtidos apds os experimentos de triagem feitos através do
planejamento experimental, sdo utilizados no delineamento composto central (CCD,
do inglés: Central Composite Design) para a obtencdo da superficie de resposta.
Neste sentido, otimizar significa encontrar os valores das variaveis que irdo produzir
a melhor resposta desejada, isto é, encontrar a regido 6tima na superficie definida
pelos fatores.'’” A metodologia de superficie de resposta se baseia na construgéo
de modelos matematicos que geralmente empregam funcbes polinomiais
quadraticas para descrever o sistema estudado. O CCD é utilizado para ajustar
modelos quadraticos em que as variaveis sdo estudadas em dois niveis (2¥). Para a
construcdo do CCD, define-se o niumero de variaveis a serem estudas (k), obtido
através do planejamento fatorial fracionado realizado em uma etapa anterior. Além
disso, define-se quantos experimentos sdo realizados no ponto central (0). O

nimero de experimentos a ser realizado é dado por 2+2k+1. No CCD, também s&o

realizados experimentos nos pontos axiais (a), onde « =4\/?. Por exemplo, se trés
variaveis forem estudadas, o valor de a é 1,68. Os niveis (+), (-), (0) e a utilizados na
construcdo da matriz que estabelece a combinacdo de experimentos que devem ser
realizados no CCD séo decodificados para os valores que serdo utilizados nos
experimentos. Primeiramente, os valores correspondentes ao nivel mais alto (+) e
mais baixo (-) sdo estabelecidos de acordo com o que foi observado no
planejamento factorial fracionado. O ponto central (0) corresponde ao valor médio e

o nivel a é calculado através da equacéo:*’

X = i A7 (3)

onde: x;= valor codificado (se 3 variaveis forem estudadas x,=1,68), z= valor

experimental decodificado, z= valor médio entre os niveis (+) e (-), corresponde ao
valor do nivel (0) e Az= diferenca entre os niveis (+) e (-).*"

Depois de realizados os experimentos conforme planejado no CCD, as
respostas analiticas sdo avaliadas através da ANOVA. Se o modelo obtido for
considerado significativo, a variavel resposta (dependente) e as Vvariaveis
independentes (por exemplo: tempo e temperatura de extracdo) séo relacionadas

em um grafico bidimensional. Através deste grafico, é possivel visualizar o
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comportamento da resposta em funcdo da variaveis tomadas duas a duas,
permitindo analisar os fatores que afetam o resultado de um determinado

procedimento analitico.*"® *®

2.6.2 Pré-processamento dos dados

Para a aplicacdo de métodos quimiométricos, os dados devem ser
organizados na forma de uma matriz, onde as linhas representam as amostras e as
colunas as variaveis, por exemplo. No caso de uma analise cromatografica, os
dados brutos obtidos podem apresentar variabilidade proveniente de varias fontes,
havendo a necessidade de remocao destas variagdes.'” Entéo, antes da aplicacéo
da analise multivariada, propriamente dita, € necessario um pré-processamento dos
dados. Este tratamento prévio dos dados é utilizado para ajustar as grandezas em
valores equivalentes. Trés tipos de pré-processamento podem ser aplicados as
variaveis: (i) centralizacdo das médias, que consiste da subtracdo dos elementos de
cada linha pela média de sua respectiva coluna, (ii) escalonamento, em que cada
elemento de uma linha é dividido pelo desvio padrdo de sua respectiva variavel,
fazendo com que cada variavel fique com o mesmo peso e (iii) auto-escalonamento,
que consiste em centralizar os dados na média e efetuar o escalonamento®’®

Para reduzir as variagcdes existentes entre as amostras, em funcédo, por
exemplo, da resposta do detector utilizado na andlise cromatogréafica, pode-se
realizar a normalizacdo dos dados. A normalizacdo consiste na divisdo de cada
variavel por uma constante que é escolhida a partir de uma analise preliminar dos
dados. Pode-se adicionar em todas as amostras analisadas uma quantidade
conhecida de um composto (padrdo interno), que tenha caracteristicas similares aos
componentes de interesse na amostra e que nao seja um composto naturalmente
presente na matriz. A normalizacéo é feita dividindo-se a area de cada analito pela

area do padrdo interno.!’> 18
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2.6.3 Razao de Fisher

O fato da andlise dos componentes principais (PCA) ser um método nao-
supervisionado torna esta técnica suscetivel a falhas, quando as amostras
apresentam variacdes dentro de uma classe, que podem mascarar as variacdes
entre as diferentes classes de amostras analisadas, resultando no agrupamento
incorreto das amostras.'® Além disso, a selecdo das variaveis mais discriminantes é
uma etapa preliminar usada na analise multivariada, particularmente, quando o
namero de variaveis independentes é relativamente pequeno em relacdo ao numero
de variaveis dependentes. Por estes motivos, € necessario utilizar um procedimento
para selecionar as variaveis que apresentam variagdo entre as diferentes classes de
amostras.'®

A analise de variancia (ANOVA) pode ser empregada para avaliar se existe
diferenca significativa entre diferentes classes de amostras e tem sido utilizada em
varios estudos para determinar quais os compostos volateis apresentam diferencas
qualitativas e/ou quantitativas significativas entre as amostras de vinho.3% 163 164, 169
Entretanto, no caso da andlise da composicdo volatil de vinhos pode existir uma
grande variabilidade qualitativa ou quantitativa em relacdo aos volateis dentro de
cada classe de amostras. Com a utilizacdo da ANOVA, as diferencas existentes
dentro de uma mesma classe e aquelas entre as diferentes classes sao
consideradas da mesma maneira durante a analise que busca verificar quais sdo os
fatores significativos. Esta abordagem pode ser problemética quando o objetivo é
diferenciar grupos de amostras e, desta maneira, pretende-se minimizar as
diferencas existentes dentro das classes.*®?

A razdo de Fisher também pode ser utilizada para selecionar as varaveis mais
discriminantes que diferenciam grupos de amostras.*®® 18 184 A raz3o de Fisher é
definida como a variacdo de um parametro relacionado a um determinado composto
entre as diversas amostras analisadas dividida pela soma da variacdo deste mesmo
parametro relacionado a este composto, dentro de uma mesma classe de
compostos. Com a utilizacdo deste critério € possivel maximizar a variancia entre as
classes e a0 mesmo tempo minimizar a variancia entre os compostos das amostras

pertencentes a mesma classe, o que ndo ocorre quando a ANOVA é utilizada.’® A

variacéo entre diferentes classes (aAz) é calculada através da equagao:
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2 _ Z()_Q —>_<)2ni

Op (k—1) 4)

onde: n,= namero de medi¢cdes de um determinado composto na classe i,

xi = média do composto na classe i, x = média geral do composto (considerando
todas as classes), k= numero de classes
. ~ 2 , , ~
A variacdo dentro de uma classe (o) é calculada através da equagéo:

PRI 03 CURR) St 0 RSO M.
° (N —k)

(5)

onde: x; = média do nimero de i medicdes de um determinado composto da
classe j e N=numero total de amostras

A razédo de Fisher é entdo calculada como a razdo entre as duas variancias:

2
Razéo de Fisher= UAZ (6)

Opg

2.6.4 Anélise de Componentes Principais (PCA)

A PCA é uma ferramenta quimiométrica que visa evidenciar similaridades ou
diferencas entre amostras em um determinado conjunto de dados. A PCA é um
método exploratério porque auxilia na elaboracdo de hipéteses gerais a partir dos
dados coletados. Este conjunto de dados € organizado na forma de uma matriz,
onde as linhas podem ser amostras e as colunas séo as variaveis. 1’®Desta maneira,
a PCA resulta da construgcdo de um conjunto de novos vetores, ortogonais entre si,
chamados de componentes principais (PC). Esses novos componentes, Sao
combinac¢des lineares das variaveis originais, construidos em ordem decrescente de
variancia, e, portanto, de quantidade de informacdo, resultantes do agrupamento das
variaveis altamente correlacionadas. Sendo assim, a PCA reduz a dimensionalidade
do conjunto de dados original de forma que as informacfes mais relevantes ficam
concentradas nas primeiras componentes e as de menor importancia nas ultimas.
Dessa forma, as primeiras componentes principais sao, geralmente, suficientes para
descrever o sistema, possibilitando que seja facilmente interpretado.*”® 17’

Em uma andlise de componentes principais, o0 agrupamento das amostras

define a estrutura dos dados através de graficos de escores (do inglés: scores) e
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pesos (do inglés: loadings), cujos eixos sdo as PC, nos quais os dados séao
projetados (Figura 2). Os escores fornecem a composi¢cdo das PC em relacdo as
amostras, enquanto 0s pesos fornecem essa mesma composicdo em relagdo as
variaveis. Como as PC sdo ortogonais, € possivel examinar as relacbes entre
amostras e variaveis através dos gréficos dos escores e dos pesos. As amostras
com valores positivos em uma determinada PC no grafico de escores estdo
correlacionadas com as variaveis, referentes a mesma componente principal, que
também possuem valores positivos no grafico de pesos. Isto significa que tais
amostras possuem maiores teores dos compostos representados por essas
variaveis. Por exemplo, no grafico de escores da Figura 2 observa-se que as
amostras “X” que estdo localizadas no quadrante positivo tanto na PC1 quanto na
PC2 do gréfico de scores, possuem 0s maiores teores dos compostos representados
por essas variaveis (denominadas por “a, b e c”), que também possuem valores
positivos no grafico de pesos referentes a PC1 e PC2. Além disso, as amostras “X”
apresentam os menores valores das variaveis denominadas por “d, e, f’, que estéo

localizadas nos quadrantes negativos.’" "8

Grafico de escores Grafico de pesos
H + ] am @+
S X oX g i pc
eX
0 Of -t
L' ; d..2 '
eyey | oo
0 PC1 0 PC1

Figura 2. Representacdo de um grafico de escores (relacionado as amostras) e seu
respectivo gréafico de pesos (relacionado as variaveis que diferenciam as amostras).
Figura modificada de Brereton.'’®

A PCA possibilita, portanto, uma simplificacdo dos dados, pois um dos
objetivos da utilizacdo deste técnica ndo supervisionada de reconhecimento de
padrdes é reduzir a representacdo dimensional dos dados, organizando-os em uma
estrutura mais simples, que facilita a visualizacdo de todo o conjunto de dados. A
PCA é uma técnica bastante utilizada como base para outras técnicas
quimiomeétricas multivariadas, como por exemplo, a LDA, que € uma técnica de

reconhecimento de padrdo supervisionado.’® **°
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2.6.5 Analise Discriminante Linear (LDA)

A LDA é um método baseado na determinacdo de fung¢des discriminantes
lineares, as quais maximizam a variancia entre as classes e minimizam a variancia
dentro de cada classe. Uma funcéo discriminante € chamada de linear quando se
assume que a variancia entre os grupos de amostras sédo iguais. A LDA tenta
encontrar uma funcéo linear através da maximizagédo da distancia entre-classes e
minimizagdo da distancia intra-classe. Este método procura encontrar a melhor
separacdo dos dados, de maneira que quando os dados sdo projetados em um

plano, as classes possam ser separadas (Figura 3).

v

Figura 3. Representacdo da separacdo de amostras entre dois grupos (X e Y). Ao
tracar uma linha (azul) e projetar as amostras sobre essa linha, as amostras
pertencentes a cada grupo foram separadas apenas no exemplo B. Figura
modificada de Brereton.*”

A LDA pode ser considerada, assim como a PCA, um método de reducédo de
dimensionalidade. Contudo, enquanto a PCA seleciona um menor namero de
variaveis que representa e rettm a maxima variancia dos dados, utilizando um
namero reduzido de variaveis representativas do total de variaveis do sistema, a
LDA seleciona aquelas variaveis que representam a separacdo maxima entre as
classes avaliadas.'™

A LDA é apropriada para conjuntos de dados de pequenas dimensdes. Dessa
forma, no uso da LDA para fins de classificagdo € necessario aplicar primeiramente
um procedimento de reducéo da dimensionalidade e/ou selecéo de variaveis. A PCA
€ uma das técnicas mais conhecidas e empregadas para selecionar a informacéao util

em um nimero menor de varidveis para ser utilizada na LDA.*"®

Juliane Elisa Welke 41



Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Na LDA parte-se de dois ou mais grupos de amostras e das respectivas
variaveis, selecionadas através da PCA, com o objetivo de encontrar uma
combinacdo linear entre as variaveis que caracterize as diferencas entre 0s grupos
de amostras. Essa combinacdo pode fornecer uma funcdo discriminante capaz de
classificar novas amostras em algum dos grupos utilizados na construcdo do
modelo. Nesta técnica, o numero de variaveis consideradas discriminantes é
reduzido em relacdo ao numero original de varidveis que sao utilizadas para a
construcdo do modelo. Desta maneira, quando se deseja classificar novas amostras
€ necessario determinar e identificar apenas aquelas varidveis estabelecidas como
discriminantes. As novas variaveis estabelecidas pela LDA sdo chamadas de
canbnicas. A primeira variavel canbnica corresponde a combinacdo linear das
variaveis que maximizam a diferenciacdo entre as amostras e a segunda variavel
canbnica é tracada na direcdo de maior dispersdo, ortogonalmente a primeira

variavel, 1’4 178
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3. EXPERIMENTAL
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3. EXPERIMENTAL

3.1 AMOSTRAS

Os vinhos investigados participaram da Avaliacdo Nacional de Vinhos (ANV),
evento promovido anualmente em Bento Goncalves, no Rio Grande do Sul, pela
Associacdo Brasileira de Enologia. Inicialmente foram empregados vinhos base
Chardonnay da ANV 2009 para a otimizacdo do método de extracdo. Os vinhos
base Chardonnay foram elaborados em cinco vinicolas de quatro diferentes locais
do estado do Rio Grande do Sul (2 amostra do Vale dos Vinhedos-VV, e 1 amostra
de cada uma das demais vinicolas: Flores da Cunha-FC, Vacaria-VA, Pinto
Bandeira-PB) localizadas em latitudes que variam de 28 a 29°S e foram fornecidos
pela Embrapa Uva e Vinho. Posteriormente foram avaliados vinhos da ANV 2010
elaborados em cinco diferentes vinicolas (Vinicola Miolo, Vinicola Casa Perini,
Aurora, Casa Valduga, Sanjo) provenientes de varios tipos de uvas Merlot (14
amostras), Chardonnay (16 amostras), Cabernet Sauvignon (10 amostras),
Sauvignon Blanc (12 amostras) e 50% Chardonnay/50% Pinot Noir (12 amostras).

As amostras foram analisadas aleatoriamente.

3.2 REAGENTES E SOLUCAO PADRAO

Os compostos padrao (Aldrich, Steinheim, Alemanha) utilizados no preparo da
solucéo padréo e suas respectivas concentracdes foram acetato de etila (100 ug L
1y, propanoato de etila (25 pg L™) , 2-metilpropanoato de etila (isobutirato de etila, 85
ug L™, butanoato de etila (60 pg L™), 1-propanol (150 pg L™), acetato de isoamila
(50 ug L™), hexanoato de etila (100 pg L™), 2-hidréxipropanoato de etila (lactato de
etila, 20 mg L™), 1-hexanol (100 pg L™), octanoato de etila (50 pg L), 3-
hidréxibutanoato de etila (200 pg L), decanoato de etila (200 pg L™), butanodioato
de dietila (succinato de dietila, 250 pg L™), a-terpineol (300 pg L™), 2-acetato de 2-
feniletila (25 pug L™), acido hexandico (700 ug L™), 2-feniletanol (50 mg L™), &cido
octanéico (10 mg L™), eugenol (300 pg L™), 4cido decandico (10 mg L™) e Acido
dodecanoéico (10 mg L™). O padréo interno utilizado foi o octanol na concentracéo de
200 pg L™
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As solugbes padrao estoque foram preparadas pesando-se 0S compostos
padrdo em balBes volumétricos de 5 mL em balanca analitica (precisao de 0,0001 g,
Shimadzu, AY220, Kioto, Japao) e dissolvendo-os em etanol PA, bidestilado
(Nuclear, Sao Paulo, Brasil). Solu¢des de vinho sintético foram preparadas com (+)-
acido tartarico (6 g L™) fornecido pela Synth (S&o Paulo, Brasil) e 10% de etanol em
agua MilliQ. O pH foi ajustado para 3,5 com hidréxido de sddio (Nuclear, Sdo Paulo,
Brasil). Embora muitos compostos contribuam para o aroma dos vinhos, uma
selecdo representativa de 22 compostos identificados como importantes para a
qualidade do aroma do vinho foram usados para a otimizacdo das condi¢des de
extracdo por GCxGC. Para isto, as solugbes padrao foram diluidas na solugéo
modelo de vinho com o objetivo de realizar a otimizacdo dos métodos

cromatograficos com uma matriz semelhante a da amostra real de vinho.

3.3 OTIMIZACAO DO METODO DE MICROEXTRAGCAO EM FASE SOLIDA NO
MODO HEADSPACE

O procedimento de otimizacdo das condi¢cdes de extracdo dos volateis de
vinhos por HS-SPME pode ser feito estudando-se cada variavel separadamente ou
através de uma abordagem multivariada, que se baseia no uso de um delineamento
experimental. Esse tipo de otimiza¢do multivariada permite a reducao da quantidade
de experimentos necessarios, sem perda de informacgédo. Foi realizada uma primeira
etapa univariada de desenvolvimento de método, onde foi escolhido o filme
polimérico mais apropriado e 0 uso ou ndo de agitacdo para a extracao dos volateis

de vinho base.

3.3.1 Escolha do filme polimérico da SPME

A eficiéncia de sete diferentes filmes poliméricos foi avaliada através de
extracOes por HS-SPME de 5 mL de vinho base e 1,5 g de NaCl em frasco de vidro
de 10 mL, com tampa provida de septo. As extracbes foram realizadas em bloco de
aguecimento a 35°C (x0,5°C) por 30 min. Os filmes poliméricos testados foram
PDMS 7 um StableFlex (polidimetilsiloxano), PDMS 100 um, PA 85 pm (poliacrilato),
CW(PEG) 60 um metal (carbowax, polietilenoglicol), PDMS-DVB 65 pm StableFlex
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(polidimetil siloxano-divinil benzeno), CAR-PDMS 85 um StableFlex (carboxen-
polidimetilsiloxano) e DVB-CAR-PDMS 50/30 StableFlex (divinil benzeno-carboxen-
polidimetilsiloxano). A area total e 0 nimero de picos cromatograficos foram usados
para comparar a eficiéncia de extracdo de cada uma das fibras. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.2 Otimizacdo das condicdes de extracdo através de planejamento

experimental

As condicdes de temperatura, tempo, concetracdo de sal e volume da
amostra utilizados na extracdo foram avaliados através de planejamento fatorial, que
consiste em uma abordagem onde as variaveis de interesse sdo avaliadas

simultaneamente. As etapas deste planejamento estéo indicadas na Figura 4.

[Identiﬁcagéo dos fatores a serem avaliadosjli} Temperatura
Tempo
1 Concentragdo de sal

[Planejamento fatorial fracionado ][:) Niveis | Volume de amostra
0 7

[Principais efeitos e interagées]

1l

v Niveis
[Delineamento Composto Central Rotacional]'z:> 7168 1 0 1 168

L

o

[Obtengéo da superficie de resposta]

Figura 4. Etapas do planejamento experimental aplicado para otimizacdo das
condicBes de extracdo de compostos volateis de vinho base Chardonnay, através da
avaliacdo simultdnea de varios fatores e seus respectivos niveis, 0s quais podem
exercer influéncia na eficiéncia da extracdo e sdo verificados na obtencédo da

superficie de resposta.

Nos planejamentos experimentais onde as variaveis sdo exploradas em dois
niveis € comum codifica-las usando-se os sinais (+) e (-). A atribuicdo desses sinais
aos niveis superiores e inferiores é feita de forma arbitraria e néo interfere na

realizacdo dos experimentos ou interpretacdo dos resultados, permitindo
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esquematizar o planejamento na forma de matrizes (Tabela X). O programa
Statistica (version 7.1, Statsoft, Tulsa, Oklahoma, EUA, 2005) foi utilizado para a

construcdo do modelo e este foi avaliado através da ANOVA.

Tabela X. Matriz do planejamento fatorial fracionado (2*%).

Experimento | Temperatura de Tempo de Concentracao de Volume de
extracdo (°C) extracdo (min)  sal no vinho (%) amostra de vinho
(mL)

1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1

9 (C)* 0 0 0 0

10 (C) 0 0 0 0

11 (C) 0 0 0 0

*(C) refere-se as 3 repeti¢cdes no ponto central do experimento

Os fatores que apresentam influéncia significativa na extracdo de compostos
volateis de vinhos por SPME foram estudados através de um planejamento fatorial
fracionado 2*'. As quatro varidveis consideradas neste planejamento foram
temperatura de extracéo, tempo de extracdo, concentracdo de cloreto de sodio no
vinho base e volume da amostra de vinho utilizada na extracdo. Posteriormente, as
variaveis que apresentaram influéncia significativa foram utilizadas em um
delineamento composto central (CCD) para selecionar a combinacdo de niveis
Otimos para a obtencdo do maior nimero de picos e area cromatogréafica total.
Todos estes experimentos foram realizados com GC-FID, tendo sido sempre
acompanhados por analises de branco da coluna, do filme polimérico de SPME e da
solucéo sintética de vinho.

No planejamento foram atribuidos um nivel baixo (-) e um nivel alto (+) para
cada uma das variaveis estudadas (Tabela Xl). Para tornar possivel a execucéo, ao
menos aproximada, da inferéncia estatistica, foram realizados ensaios no ponto

central do espaco experimental. Os efeitos obtidos em cada um dos experimentos
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avaliados foram utilizados para gerar informacdes a respeito das tendéncias de cada
fator estudado.

Tabela XI. Variaveis e niveis empregados no planejamento fatorial fracionado (2**) para

otimizacao das condi¢ces da HS-SPME de volateis de vinho.

Niveis
Variaveis -1 0 1
Temperatura (°C) 30 45 60
Tempo (min) 10 35 60
Concentracéo de sal (%) 10 25 40
Volume amostra (mL) 1 3 5

3.4 ANALISES CROMATOGRAFICAS

As andlises cromatogréaficas por 1D-GC foram realizadas em equipamentos
GC-FID (GC17A, Shimadzu) e GC/gMS (GCMS-QP5050, Shimadzu) equipados com
colunas capilares DB-5 (fase estacionaria contendo 95% de dimetil polisiloxano e 5%
de grupamentos fenila, Agilent Technologies, Brasil) e DB-Wax (fase estacionaria de
100% de polietilenoglicol, Agilent Technologies, Brasil), ambas de 30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 ym de espessura de filme. As
condicbes de andlise por 1D-GC e GCxGC estdo expostas na Tabela XIl. A
dessorcdo dos analitos foi realizada no modo de injecdo sem divisdo de fluxo
(splitless). A fibra de SPME foi mantida por 5 min no injetor do cromatégrafo para

garantir a auséncia de efeito de memoria.
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Tabela XII. Condic6es empregadas nas analises cromatograficas.

GC-FID | GC-gMS | GCxGC/ITOFMS | GCxGC-FID
Temperatura do forno 35°C (5 min) - 3°C min™ - 250°C (5 min)
Temperatura do injetor DB-Wax na 'D: 220°C
DB-Wax: 220°C DB-5 na ‘D: 250°C
Temperatura do detector DB-5: 250°C DB-Wax na °D: 220°C
DB-1ms ou DB-17ms na °D: 250°C

Gas de arraste Hélio hidrogénio

pureza analitica de 99,999%; vaz&do de 1 mL min™ (White
Martins, Brasil)

Fonte de ionizacdo de elétrons - 70eV -
Voltagem do detector - 1250 V 1750 V -
Faixa de varredura de massa - 45 a 450 m/z -

As andlises por GCxGC-FID foram realizadas em um equipamento Agilent
6890N (Agilent Technologies, St Joseph, MI, EUA). Para as analises por
GCxGC/TOFMS foi utilizado um cromatografo (Agilent 6890N) equipado com um
detector de espectrometria de massas por tempo de vdo (Pegasus IV, Leco
Corporation, St. Joseph, MI, USA). Ambos 0s equipamentos contam com forno
secundario e um modulador criogénico com quatro jatos, sendo os jatos frios
resfriados por nitrogénio liquido. A temperatura do modulador foi mantida 25°C
acima da temperatura do forno primario e a temperatura da linha de transferéncia e
fonte de ions foi de 250°C. A velocidade de aquisicdo do sinal foi de 100 Hz. A
rampa de temperatura programada para o forno primario foi a mesma utilizada nas
andlises na 1D-GC. Um amostrador automatico Combipal (CTC Analytics, Zwingen,
Suica) com agitador e estacdo de condicionamento de fibras foi usado para extrair
os volateis do headspace dos frascos que continham as amostras de vinho.

Todos os experimentos referentes a otimizacdo das andlises bidimensionais
foram realizados no GCxGC-FID. A primeira etapa consistiu em escolher o conjunto
de colunas mais apropriado para a andlise de volateis de vinhos. Os conjuntos de
colunas testados estdo listados na Tabela Xlll. ApOs esta etapa, cada uma das
seguintes variaveis foi otimizada individualmente: o periodo de modulagéao
(condicoes testadas 4, 6 e 7 s), diferenca de temperatura entre o forno primario e
secundario (AT, condi¢des testadas: 10, 20, 40 e 50°C), e duracgédo do jato quente de
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modulagéo (condicges testadas: 0,7; 1,4 e 2,1 s). Todas as analises cromatogréficas

foram realizadas em triplicata.

Tabela XIlIl. Conjuntos de colunas cromatogréficas utilizadas nos sistemas GCxGC.

'D ‘D

Fase Dimensodes Fase Dimensdes
DB-5 95% PDMS e 5% | 30 m x 0,25 | DB-Wax | 100% PG 1,00 m x 0,10
fenila mm x 0,25 ym mm x 0,10 ym
DB-Wax 100% PG 30 m x 0,25 | DB-1ms | 100% PDMS | 1,70 m x 0,10
mm x 0,25 ym mm x 0,10 ym
DB-Wax 100% PG 30 m x 0,25 | DB-17ms | 50% PDMS-| 1,70 m x 0,18
mm X 0,25 um 50% fenil mm x 0,18 ym

PDMS: polidimetilsiloxano; PG: polietilenoglicol

3.5 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS

A identificacdo dos compostos foi realizada através da compara¢édo do tempo
de retencéo e espectros de massas dos compostos desconhecidos com aqueles dos
compostos padrao listados no item 3.4. Os demais compostos foram tentativamente
identificados através de comparacao entre o LTPRI obtido experimentalmente com
aqueles reportados na literatura.” 23 40: 5865, 165,186-253 pa g jsto, foram feitas analises
de uma solucdo de alcanos lineares (nonano, C9 até tetracosano, C24), preparada
em hexano bidestilado, na concentracao de 1% v/v) e também dos volateis do vinho,
nas mesmas condicfes cromatograficas no GC-FID e GCxGC/TOFMS. O LTPRI foi

150 " ytilizando-se o

calculado de acordo com a equacdo de van den Dool e Kratz
tempo de retencdo total (*tr + “tg; método 1) e o tempo de retencdo equivalente da
primeira dimens&o, que se obtém subtraindo-se o “tg do tempo de retencéo total (‘tg,
método 2).'*' Para os compostos que eluiram nos primeiros cinco minutos de
andlise utilizou-se o0 a equacdo do Kl para o calculo do indice de retencdo, pois
neste periodo a analise ocorreu em condigdo isotérmica.

Os espectros de massa obtidos para os demais compostos foram
comparados com os espectros da biblioteca NIST 2005. Os compostos considerados
tentativamente identificados apresentaram uma similaridade espectral superior a

75%, quando comparados aos espectros de massas das bibliotecas comerciais.
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3.6 ANALISE SENSORIAL

Os vinhos foram avaliados por provadores treinados, da Embrapa Uva e
Vinho através da andlise descritiva quantitativa (QDA, do inglés: quantitative
descriptive analysis). Os vinhos foram submetidos a avaliacdo sensorial
imediatamente ap0s as garrafas serem abertas. Os provadores realizaram a
avaliacao visual, olfativa e degustativa. A intensidade de cada atributo foi mensurada
na escala de 0 a 5, onde 0 indica que o avaliador ndo percebeu o atributo, 1 = muito
baixo, 2 = baixo, 3 = médio, 4 = alto e 5 = muito alto. Os painelistas também
atribuiram uma nota para a qualidade sensorial global, considerando a percepc¢éo

organoléptica dos vinhos avaliados.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando-se o programa Statistica
(version 7.1, Statsoft, Tulsa, Oklahoma, EUA, 2005). O planejamento fatorial
fracionado, delineamento composto central e as superficies de resposta foram
geradas na etapa de otimizacéo das condi¢des de extracao dos volateis do vinho por
HS-SPME. O teste empregado para determinar a significAncia das variaveis
utilizadas na extracdo e a validacdo do modelo construido no planejamento
experimental, contendo as condicBes mais adequadas para a extracdo dos volateis,
foram avaliados através da ANOVA (p<0,05).

As notas obtidas na analise sensorial global de cada amostra foram avaliadas
através da ANOVA, usando-se o programa Statistica, seguida do teste de diferenca
minima significativa (LSD, do inglés: least significant difference). Diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05 pelo teste de Tukey.

O programa LECO Chromatof verséo 4.22 foi utilizado para a aquisicao e
processamento dos dados obtidos através da GCxGC. A razdo de Fisher foi
calculada através deste programa para selecionar 0os compostos volateis mais
discriminantes entre os vinhos elaborados a partir de diferentes variedades de uva.
Os compostos volateis em ordem decrescente da razéo de Fisher foram exportados
pelo programa Chromatof para o Excel, onde foram organizados em uma matriz

contendo 480 colunas (analitos) e 54 linhas (amostras). Esta matriz que continha os
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valores de area cromatografica de cada composto volati em cada amostra foi
normalizada efetuando-se a divisdo da area de cada composto volatil pela area do
padrao interno (octanol) que foi adicionado a cada amostra antes da extracdo dos
volateis. Este procedimento visa reduzir as variacdes entre as amostras. A matriz foi
também submetida ao procedimento de centralizacdo das médias, que consiste da
subtracéo dos elementos de cada linha pela média de sua respectiva coluna para
ajustar as grandezas em valores equivalentes. Posteriormente, a matriz contendo os
dados de area cromatografica de cada composto volatil foi utilizada na PCA que foi
feita no programa Statistica. Os componentes principais (PC) foram determinados
através da regra de kaiser, que seleciona os PC com autovalores maiores do que
um. Os componentes principais foram utilizados na LDA para construcdo de um
modelo de diferenciacdo das amostras de vinho elaboradas a partir de diferentes

cultivares de uvas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento do método de extracéo foi realizado em duas etapas: na
primeira trés parametros foram otimizados através de uma abordagem univariada e
na segunda, os demais parametros foram otimizados por planejamento fatorial

fracionado.

4.1 OTIMIZACAO UNIVARIADA DO METODO DE MICROEXTRACAO EM FASE
SOLIDA DOS VOLATEIS DE VINHO BASE NO MODO HEADSPACE

4.1.1 Escolha do filme polimérico de SPME

A Figura 5 apresenta os cromatogramas obtidos apés a extracdo dos volateis
de vinho por HS-SPME, utilizando-se diferentes revestimentos poliméricos e a
Figura 6 mostra a eficiéncia destes filmes poliméricos, tendo por base o nimero de
picos cromatograficos detectados e a area total obtida ao se utilizar cada
revestimento de SPME.

Na extracdo de volateis pela fiora PDMS observou-se um aumento da
capacidade de extracdo com o aumento da espessura do revestimento. Esse
resultado é esperado, visto que ocorreu um aumento da area de sor¢cdo no
revestimento mais espesso (100 um) em relacdo ao revestimento de espessura 7
um. A absorcdo é o mecanismo principal no processo de extracdo que envolve as
fases poliméricas PDMS (polidimetilsiloxano) e PA (poliacrilato) e baseia-se em
principios termodinamicos e de transferéncia de massa. A PDMS é uma fase apolar
gue apresenta grande afinidade por compostos nédo polares, entretanto, ela pode ser
utilizada para extrair compostos moderadamente polares e a PA é uma fase
adequada para extrair compostos polares como os alcoois, acidos graxos volateis e
compostos fendlicos.?® Entretanto, esta fibra ndo apresentou bons resultados para a
extracdo de volateis de vinho, embora varios destes compostos apresentem grupos
funcionais que lhes conferem certa polaridade (cetonas, alcoois, acidos, etc). Um
fato digno de nota é que as areas cromatograficas de compostos como os acidos

carboxilicos foram maiores quando se utilizou o recobrimento polimérico de PA,
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gquando comparadas as areas obtidas através do emprego de outros filmes
poliméricos (PDMS 100 um, CAR-PDMS, PDMS-CAR-DVB). Este resultado seria
esperado, ja que a fibra é polar e os acidos carboxilicos se encontram entre os

compostos mais polares da mistura.
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Figura 5. Cromatogramas de analises em GC-FID, obtidos ap6s a extracdo do
headspace de vinho base de uva Chardonnay com os revestimentos (A) PDMS 7 um
StableFlex, (B) PDMS 100 um, (C) PA 85 um, (D) CW(PEG) 60 pm metal, (E)
PDMS-DVB 65 um StableFlex, (F) CAR-PDMS 85 um StableFlex e (G) DVB-CAR-
PDMS 50/30 StableFlex. As condicdes das analises cromatograficas estdo descritas

na Tabela XII.

Juliane Elisa Welke 55



Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

15 - B PDMS 7 ym

62
60 | 55 = 8 PDMS 100 pm

49 102105
4o 45 — 10 - 9 A B PA 85 im

B CW(PEG) 60 pm

Area (10°)

30 A 25

N° de picos

E PDMS-DVB 65 pm

O CAR-PDMS 85 pm

0 n T T 1 T
Tipo de filme polimérico Tipo de filme polimérico

— ODVB-CAR-PDMS

Figura 6. Diagramas de barras que indicam a eficiéncia dos diferentes filmes
poliméricos de SPME para extracdo de compostos volateis de vinhos, através da
média do total de picos cromatogréaficos e dos percentuais de &rea obtidos nas

triplicatas da extracdo. As barras indicam o erro padréo da média.

A extracdo de volateis de vinho através da fibora PDMS-DVB foi superior a dos
revestimentos anteriormente citados. Entretanto, o desempenho deste revestimento
mostrou-se inferior ao demonstrado pela fibra tripla DVB-CAR-PDMS. A CAR-
PDMS, que também é uma fibra mista e apresenta uma fase porosa que determina o
tamanho dos analitos retidos, sendo indicada para analises em que os compostos de
interesse apresentam entre 2 e 12 carbonos. Moléculas maiores ficam fortemente
retidas, dificultando sua dessorcdo, enquanto que analitos pequenos difundem-se
rapidamente pelos poros e, por isso, séo faciimente dessorvidos.'** A capacidade de
extracdo desse filme polimérico mostrou-se moderada (Figura 6).

A DVB-CAR-PDMS, considerada de polaridade intermediaria, tem sido
freqientemente empregada para a extracdo de volateis de diversas matrizes devido
a sua performance superior em relacdo aos demais filmes poliméricos. Essa maior
capacidade de sorcdo deve-se a presenca de trés camadas de filme polimérico,
cada uma com composicao distinta. Desta forma, o filme polimérico DVB-CAR-
PDMS foi escolhido para as etapas posteriores desse estudo, pois apresentou maior
capacidade de extracdo. A literatura cientifica mostra que tanto este filme, como o
PDMS-DVB ja foram utilizados com sucesso no estudo de compostos volateis de
vinhos e outras bebidas alcéolicas.?**%*® Entretanto, os estudos que apresentam o

revestimento PDMS-DVB como adequado para a extracdo de volateis de bebidas
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alcéolicas ndo comparam este revestimento com o revestimento triplo (DVB-CAR-
PDMS).

4.1.2 Uso de agitacéao

A eficiéncia da extracdo depende da distribuicdo do analito entre a amostra e
o filme utilizado para a extracdo. A agitacdo normalmente aumenta a transferéncia
do analito para a fibra, reduzindo assim o tempo de extracdo. Entretanto, o uso de
agitacdo excessiva pode afetar negativamente a precisdo entre as replicatas de
extracdo.” A agitacdo da amostra favoreceu a extracdo dos compostos menos
volateis, o que pode ser observado através do namero e intensidade dos picos com
tempo de retencdo superior a 25 minutos (Figura 7). Em relacdo aos compostos
mais volateis, que correspondem aos compostos com tempo de retencédo inferior a
25 minutos, a extracdo sem o uso da agitacdo se mostrou mais eficiente (Figura 7).
Como a area total correspondente a soma da area de cada pico do cromatograma e
0 numero de compostos extraidos foi bastante semelhante nos experimentos feitos
com e sem agitacéo (Tabela XIV), aplicou-se o teste t-Student para determinar se as
diferencas observadas eram significativas. Ao considerar a area total obtida, o uso
da agitacdo magnética ndo contribuiu para a melhoria da eficiéncia da extracéao
(p=0,001) ao nivel de significancia de p=0,05. Entretanto, quando o nimero de picos
foi considerado, observou-se diferenca significativa entre os testes com e sem
agitacdo (p=0,15). Quando a agitacdo da amostra foi empregada, a area do pico
correspondente ao etanol aumentou, o que prejudicou a identificacdo de outros
compostos e também o nimero de picos de outros volateis diminuiu. Sendo assim,

0S experimentos seguintes foram realizados sem agitagéo.
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Figura 7. Cromatogramas resultantes de analises em GC-FID, obtidos apés a
extracdo de volateis do headspace de vinho base de uva Chardonnay com a fibra
DVB-CAR-PDMS 50/30 StableFlex (A) com agitacdo e (B) sem agitacdo. As

condi¢cBes das analises cromatograficas estdo descritas na Tabela XII.

Tabela XIV. Numero de picos e area total obtidos através da extragdo de volateis do
headspace de vinho base espumante com e sem agitagéo da amostra de vinho.

Modo extragéo N° de picos CV (%)* Areatotal CV (%)*

Com agitacéo 62 2 4,8.10° 9

Sem agitacéo 69 4 4,3.10° 12

* CV: coeficiente de variacao

4.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA OTIMIZACAO DOS DEMAIS
PARAMETROS DO METODO DE MICRO EXTRACAO EM FASE SOLIDA NO
MODO HEADSPACE

Um planejamento fatorial fracionado (2*%), com trés repeticdes no ponto
central, totalizando 11 experimentos, foi empregado com o objetivo de detectar as
variaveis que apresentam influéncia positiva na extracdo dos volateis de vinho. As

variaveis resposta foram: niumeros de picos e area total (Tabela XV). As amostras
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foram preparadas a 4°C para evitar a perda dos compostos mais volateis e para que
o equilibrio gés-liquido fosse atingido antes de ocorrer a extragdo, as amostras
permaneceram a 40°C por 10 min. As extracfes foram feitas com a fibra
DVB/CAR/PDMS.

Tabela XV. Experimentos realizados com base no planejamento fatorial fracionado (2*%)
com os valores reais e as respostas obtidas através do nimero de picos e &rea total, para a
otimizacdo das condi¢cdes de SPME de voléateis de vinho.

Variaveis independentes Respostas
Experimento | Temperatura Tempo Concentracdo Volume Numero Area
(°C) (min) de sal (%) amostra de picos total®
(mL) (10°
1 30 10 10 1 31 4,9
2 60 10 10 5 28 6,1
3 30 60 10 5 50 11
4 60 60 10 1 61 19
5 30 10 40 5 43 9,3
6 60 10 40 1 42 15
7 30 60 40 1 51 10
8 60 60 40 5 86 19
9 (C) 45 35 25 3 50 18
10 (C) 45 35 25 3 53 14
11 (C) 45 35 25 3 49 17

# Area total expressa em unidades arbitrarias de unidades de area.

As respostas obtidas foram avaliadas através da ANOVA ao nivel de
significancia de 5%. Os resultados podem ser visualizados nos diagramas de Pareto
(Figura 8), onde se apresenta a importancia de cada parametro estudado, bem
como suas interagoes.

A temperatura e o tempo de extracdo apresentaram efeito significativo
(p<0,05) para ambas as respostas obtidas (Figura 8). Para a variavel nUmero de
picos, observou-se que a concentracdo de sal e a interagdo entre temperatura e
tempo mostraram-se significativas (p<0,05). O volume de amostra utilizado na
extracdo nao apresentou influéncia positiva na extracao dos volateis ao nivel de 95%

de confianca.
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Figura 8. Diagrama de Pareto com a estimativa dos efeitos das variaveis estudadas
no planejamento experimental para (A) area total dos compostos e (B) numero de
picos cromatograficos detectados por GC-FID. As condi¢des utilizadas nas analises

cromatograficas estédo descritas na Tabela XII.

Para estabelecer as condi¢gfes 6timas de extracdo foram considerados
0s principais fatores que influenciam na sor¢cdo dos analitos na amostra, no filme
polimérico e sua transferéncia para o headspace e fibra. Assim, a concentracdo de
sal, a temperatura e o tempo de extragcdo foram utilizados no delineamento
composto central (CCD 2% (Tabela XVI). O volume de amostra utilizado nos

experimentos foi de 1 mL. A analise dos coeficientes de regressao e ANOVA foram
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feitas para a resposta referente ao niumero de picos (Tabelas XVII e XVIII) e area
total (Tabelas XIX e XX) obtidos em cada um dos experimentos realizados no CCD
23,

Tabela XVI. Experimentos realizados pelo delineamento composto central e resultados para

as respostas numero de picos e area total.

Variaveis independentes Respostas
Experimento | Temperatura Tempo Concentracdo Nuamerode  Area total

(°C) (min) de sal (%) picos (10

1 50 (-1) 40 (-1) 25 (-1) 58 10

2 50 (-1) 40 (-1) 35 (1) 63 16

3 50 (-1) 60 (1) 25 (-1) 54 14

4 50 (-1) 60 (1) 35 (1) 45 17

5 70 (1) 40 (-1) 25 (-1) 49 9,8

6 70 (1) 40 (-1) 35 (1) 46 1,7

7 70 (1) 60 (1) 25 (-1) 43 3,3

8 70 (1) 60 (1) 35 (1) 42 1,7

9 43 (-1,68) 50 (0) 30 (0) 63 11
10 77 (1,68) 50 (0) 30 (0) 43 31
11 60 (0) 33 (-1,68) 30 (0) 51 13
12 60 (0) 67 (1,68) 30 (0) 46 19
13 60 (0) 50 (0) 22 (-1,68) 50 14
14 60 (0) 50 (0) 38 (1,68) 51 17
15 (C) 60 (0) 50 (0) 30 (0) 59 18
16 (C) 60 (0) 50 (0) 30 (0) 64 16
17 (C) 60 (0) 50 (0) 30 (0) 60 15

Na Tabela XVII é possivel verificar que para a resposta niumero de picos
obtidos foram significativos os fatores tempo de extracdo e concentracdo de sal
(p<0,05).
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Tabela XVII. Coeficientes de regresséo para a resposta nimero de picos obtidos apds os

experimentos do delineamento composto central.

Coeficiente de Erro padrao T(2) p*
regressao

Média -235,88 75,76 -3,11 0,08
(D) Temperatura (°C)(L) 2,12 1,19 1,76 0,21
Temperatura (°C)(Q) -0,03 0,01 -3,60 0,07
(2)Tempo (min)(L) 4,13 1,12 3,68 0,06
Tempo (min)(Q) -0,04 0,01 -5,61 0,03
(3)Concentragéo de sal (%)(L) 10,34 2,39 4,31 0,05
Concentracéo de sal (%)(Q) -0,15 0,03 -4,72 0,04
1L by 2L 0,01 0,01 1,60 0,25
1L by 3L -0,00 0,02 -0,00 1,00
2L by 3L -0,03 0,02 -1,60 0,25

* fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Tabela XVIII. Valores da ANOVA para a resposta numero de picos obtidos apés os

experimentos do delineamento composto central.

Fonte de Soma Quadratica Graus de  Média Quadratica Fcaculado Frabelado
Variacdo (SQ) Liberdade (MQ)

Regressao 860,98 9 95,66 8,87 3,68
Residuo 75,48 7 10,78

Falta de ajuste 61,48 5 12,29 1,75 2,12
Erro puro 14,00 2 7,00

Total 936,47 16

Através da ANOVA (Tabela XVIII) observou-se que o modelo esta ajustado
aos dados, pois a soma quadratica do erro puro (SQemopuo= 14), que esta
relacionada aos erros aleatorios das replicatas feitas no planejamento experimental,
€ uma parte da soma quadrética dos residuos, que corresponde a variabilidade que
0 modelo nao consegue explicar: (SQresiduos= 75,48; SQresiduos=
SQerropurotSQrartadeajuste)- O quociente da variagdo explicada (SQregressao) Pela variagcéo
total (SQuwta) € @ porcentagem de variacdo explicada () , ou seja, 860/936 =0,919,
gue corresponde a 91,9%. Considerando que na regresséo o valor de Fcaculado fOI
maior que do Fupelado € @ porcentagem de variagdo explicada pelo modelo é de
91,9%, o modelo mostrou-se adequado e foi possivel construir as superficies e

curvas de resposta.

Juliane Elisa Welke 62



Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Tabela XIX. Coeficientes de regressdo para a resposta area total obtida apds os

experimentos do delineamento composto central.

Coeficiente de  Erro padrao T(2) p*
regressao

Média -2,8.10° 3,5.10’ -7,97 0,01
(1) Temperatura (°C)(L) 6,5.10° 5,5.10° 11,84 0,00
Temperatura (°C)(Q) -4,1.10* 3,6.10° -11,23 0,00
(2)Tempo (min)(L) 1,5.10° 5,1.10° 2,96 0,09
Tempo (min)(Q) -9,1.10° 3,6.10° -2,49 0,13
(3)Concentracao de sal (%)(L) 4,7.10° 1,1.10° 4,26 0,05
Concentracéo de sal (%)(Q) -3,9.10* 1,4.10* 2,72 0,11
1L by 2L -1,3.10* 4,3.10° -3,20 0,08
1L by 3L -4,5.10* 8,6.10° -5,23 0,03
2L by 3L 8,7.10° 8,6.10° 1,00 0,42

* fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Para a resposta area total, observa-se na Tabela XIX que a temperatura e a

interacdo temperatura e concentracao de sal foram significativas.

Tabela XX. Valores da ANOVA para a resposta area total obtida apds os experimentos do

delineamento composto central.

Fonte de Soma QuadraticaGraus de Média Quadratica Fcaculado  Ftavelado
Variagéo (10'?) Liberdade

Regressao 481.10" 9 5,34.10" 3,78 3,68
Residuo 98,9.10" 7 1,41.10"

Falta de ajuste 95,9.10" 5 1,91.10"

Erro puro 3,01.10" 2 1,50.10%

Total 580.10* 16

% variacéo explicada (R®) = 82,94

Fcalculado fOI maior que o Fiapelado €, pOrtanto, é possivel construir a superficie de
resposta. A andlise dessas figuras (Figuras 9 e 10) permite a definicdo das
condicbes mais adequadas para a extracao de volateis de vinho base por SPME.

No que diz respeito a temperatura, supostamente, temperaturas altas liberam
mais analitos para o headspace, permitindo uma extracdo maior dos analitos. No
entanto, temperaturas elevadas também podem afetar adversamente a sor¢cdo dos
analitos pela fibra de SPME.*’ Nos experimentos observou-se que a extracdo dos
volateis em temperaturas entre 50 e 60°C possibilitou resultados significativamente

melhores tanto para area total, como para o nimero de compostos extraidos do que
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guando a extragao foi realizada acima de 70°C. Isto provavelmente ocorre devido ao
fato que o uso de temperaturas mais altas (acima de 60°C) aumenta a liberacdo dos

analitos que ja foram adsorvidos pela fibra, novamente para o headspace.
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Figura 9. Superficies de resposta e curvas de contorno para: o niumero de picos em
funcdo do tempo e temperatura de extragédo (A) e (B); o tempo de extracdo e a
concentracéo de sal (C) e (D) e para a temperatura de extracdo e concentracao de
sal (E) e (F).
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Figura 10. Superficies de resposta e curvas de contorno para a area total em funcéo
do tempo e temperatura de extracéo (A) e (B), do tempo de extracdo e concentracao

de sal (C) e (D) e da temperatura de extracdo e concentracao de sal (E) e (F).

O tempo de extracdo depende da difusdo dos analitos desde a matriz até a
superficie do revestimento polimérico e do equilibrio entre os analitos e a fase

polimérica empregada na SPME. A SPME consiste em uma técnica de equilibrio
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entre amostra, headspace e filme polimérico, e, portanto, o tempo 6timo de extracao
€ o tempo de equilibrio dos analitos entre estas trés fases. Apdés 60 minutos de
extracdo observou-se que a quantidade de compostos extraidos diminuiu (niGmero
de compostos e area cromatografica), provavelmente devido a efeitos de competicao
entre os analitos pelos sitios do revestimento da fibra.

A transferéncia dos analitos da amostra para o0 headspace pode ser
melhorada através do aumento da forca ibnica do meio, o que pode ser feito pela
adicéo de cloreto de sédio.®" 28

A andlise das superficies de respostas, Figuras 9 e 10, mostra que as
condi¢cdes de extracdo que favorecem a obtencdo de um maior numero de picos
sdo: temperatura de extracdo de 45-55°C, tempo de extracdo de 40-50 min e
concentracdo de sal de 26-32%. Para a obtencdo de maior area total, as condicfes
de extracdo mais favoraveis sao: temperatura de 50-60°C, tempo de 45-60 min e
concentragdo de sal de 26-34%. A partir desses valores foram escolhidas as
condi¢cBes Otimas para a extracdo dos volateis de vinhos: 1 mL de amostra, uso de

30% de cloreto de sédio, 45 min de extracédo a 55°C.

4.3 APLICACAO DO METODO DE MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA NO
MODO HEADSPACE A AMOSTRAS DE VINHO BASE GAUCHO

O método de extracao otimizado foi aplicado na analise de amostras de vinho
base utilizando-se GC/qMS. Vinhos elaborados a partir de uvas da cultivar
Chardonnay de cinco vinicolas localizadas em quatro diferentes locais do estado do
Rio Grande do Sul foram avaliados (Vale dos Vinhedos-VV, Flores da Cunha-FC,
Vacaria-VA, Pinto Bandeira-PB). Esta regibes foram avaliadas em funcédo da
situacdo em que se encontram em relacao a certificacdo de Indicacdo Geografica. O
Vale dos Vinhedos, localizado entre os municipios de Bento Gongalves, Garibaldi e
Monte Belo do Sul, foi a primeira regido do Brasil a obter, em 2002, a Indicacdo de
Procedéncia (IP) junto ao INPI, exibindo o selo de controle nos vinhos finos e
espumantes elaborados. Pinto Bandeira, que é um distrito de Bento Gongalves, foi a
segunda regido do Brasil a receber, em 2010, o registro de IP para os vinhos

produzidos neste local. Os vinhos de Flores da Cunha estdo em processo de
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obtencao deste certificado e os vinhos produzidos em Vacaria ndo possuem pedido
de certificacdo ao INPI. O cromatograma de corrente iénica total (TIC do inglés, total
ion current) para 0s compostos presentes no headspace de vinho base elaborado a
partir de uvas da cultivar Chardonnay estd apresentado na Figura 11. Dezoito
compostos foram identificados e 14 foram tentativamente identificados (Tabela XXI).
A maior parte dos compostos (56%) sdo ésteres, na maioria ésteres etilicos, os
quais sdo responsaveis pelas propriedades sensoriais frutadas e florais dos vinhos.
Os demais compostos identificados pertencem a classe dos alcoois e acidos. Estes
altimos podem contribuir tanto positivamente, quanto negativamente para o flavour

do vinho, a depender do composto em questao.
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Figura 11. Cromatograma de corrente ionica total (TIC) para 0s compostos
presentes no headspace de vinho base elaborado a partir de uvas da cultivar
Chardonnay. O numero de cada pico corresponde a composto apresentado na
Tabela XXI. As condi¢Bes utilizadas na andlises dos vinhos estdo descritas na
Tabela XII.

Li e colaboradores'’ também encontraram ésteres etilicos entre os ésteres
predominantes nos vinhos Chardonnay. No estudo do impacto sensorial deste
compostos, 0s autores destacaram o0 butanoato de etila, hexanoato de etila,
octanoato de etila, lactato de etila e decanoato de etila como os compostos mais
importantes para o aroma dos vinhos produzidos a partir de uvas Chardonnay. Jiang
e Zhang® utilizaram a HS-SPME-GC/qMS para analisar vinhos Chardonnay
produzidos na China. Neste vinhos, a maior parte dos compostos identificados foram

alcoois (38%), seguidos de ésteres (33%) e acidos (13%).
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Tabela XXI. Identificacdo tentativa dos compostos volateis de vinhos base elaborados a

partir de uvas da cultivar Chardonnay.

Composto LTPRI LTPRI LTPRILTPRI VV?/V FC VA PB
OV5  FFNSC Wax Lit

1 Acetato de etila” 577° 588 879 8857 * x x x &
2 Propanoato de etila” 717 708 949° 946" * *
3 Butanoato de etila” 809° 803 1037 1033" * Xk
4  Propanol’ 5479 536 1045 1046% @ * * %
5 2-Metil butanoato de etila” 848° 842 1050 1055%  * *
6 Isovalerato de etila” 855° 850 1060 1061%' * *
7  Acetato de isoamila” 879" 873 1118 1123* * ok x
9  Alcool isoamilico® 719 729 1220 1210% * x x  x &
8 Hexanotato de etila® 1001 1003 1222 1232%% * x x x *
10  Butanoato de isoamila® 1050 1057 1249 1255°%° xx
11  Hexenoato de etila® 1010 1003 1330 1336 *
12  Lactato de etila” 810° 814 1348 1349% * x x %
13 Hexanol’ 868° 871 1355 1351%% *x x x x %
14  Octanoato de etila’ 1206 1202 1441 1430%% * * x x %
15  Acido acético® - - 1463 1452 x x x % *
16  Hidréxibutanoato de dietila® 937 936 1520 1527 ok x
17  Nonanoato de etila® 1290 1297 1549 1581" x
18  2,3-Butanodiol® 780° 789 1550 1545% @ x o+ ok ko«
19 Malonato de dietila® 1271 1268 1587 1582%%  *
20  Decanoato de etila® 1398 1399 1635 1639%" * x x x  *
21  Octanoato de isoamila® 1441 1449 1644 1649%% * x x x  x
22  Succinato de dietila” 1185 1183 1679 1678 * x x x x
23 9-Decenoato de etila® - - 1694 1691%  * *
24  Acetato de 2-feniletila” 1254 1257 1799 1795%"  * ok«
25 Dodecanoato de etila® 1597 1598 1832 1827%  * ok«
26  Acido hexanéico® - - 1883 1885% *
27  2-Feniletanol’ 1116 1113 1896 1888% * * x x *
28 Dodecanol’ 1478 1476 1971 1981 * x *x x
29  Acido octanéico® 1199 1192 2068 2072 * x x x  *
30 Acido nonandico® 1278 1289 2168 2164 *
31 Acido decanéico® 1398 1399 2257 2261'% x % *
32  Acido dodecanoico® 1569 1581 2509 2517  * ok X

%= amostras provenientes de: VV: Vale dos Vinhedos; FC:

Flores da Cunha; VA: Vacaria; PB: Pinto

Bandeira; °: compostos identificados através de co-injecdo com padrées; ©: compostos tentativamente
identificados pelo emprego de LTPRI; % LTPRI calculado por extrapolacio; FFNSC: refere-se a
biblioteca de compostos naturais e sintéticos de aromas e fragrancias; Lit: valores retirados da
literatura; OV5 e Wax: referem-se as fases estacionarias das colunas cromatogréficas. Os LTPRI
cujos valores foram inferiores a 950 e superiores a 2400 foram obtidos por extrapolacao.
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As notas obtidas para a percepcdo da qualidade organoléptica global dos
vinhos estdo apresentadas na Figura 12. As amostras do Vale dos Vinhedos e
Flores da Cunha apresentaram os maiores valores para os atributos relacionados a
qualidade dos vinhos, enquanto que as amostras de Vacaria obtiveram os menores

valores.
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Figura 12. Avaliacdo sensorial global dos vinhos produzidos em quatro diferentes
locais da Serra Gaucha e avaliados pela ANOVA e teste LSD ao nivel de 95% de
confianca. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as amostras.
Amostras provenientes de: VV: Vale dos Vinhedos; FC: Flores da Cunha; VA:

Vacaria; PB: Pinto Bandeira.

As notas de cada atributo avaliado na andlise sensorial estdo apresentadas
na Tabela XXII. Para as amostras provenientes de Vacaria foram designados os
mais altos valores para atributos que influenciam negativamente a qualidade do
vinho, como a nota herbacea, aroma indesejavel, adstringéncia e amargor. A melhor
qualidade sensorial dos vinhos pode ser explicada pela predominancia de alguns
compostos responsaveis pelo aroma frutado, como por exemplo, acetato de etila,
hexanoato de etila e octanoato de etila no caso dos vinhos elaborados no Vale dos
Vinhedos e do decanoato de etila para os vinhos de Pinto Bandeira. Além disso, 0s
vinhos de Pinto Bandeira foram caracterizados por quantidades significativas de
succinato de dietila, 2-feniletanol e acetato de 2-feniletila, que conferem aroma
frutado ao vinho. Os vinhos provenientes de Vacaria foram os menos apreciados

provavelmente devido a baixa contribuicAo de ésteres e altos niveis de &acido
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octandico e alcool isoamilico, que atribuem aos vinhos caracteristicas aromaticas

desagradaveis.

Tabela XXII. Média dos atributos sensoriais dos vinhos base Chardonnay.

Atributo Amostras

VA? \AY, FC PB \AY,
Avaliacdo visual
Intensidade da cor 29a 29a 2,3b 26ac 28a.c
Avaliacédo olfativa
Intensidade de aroma 34a 28b 28D 26Db 29Db
Nota de frutas citricas 19a 24b 25D 240 26Db
Nota de frutas tropicais 1,6a 1,7 a 1,6a 14Db 1,8a,d
Nota floral 1,3a 1,3a 19b 15c 1,1ad
Nota herbacea 1,1a 09a 04b 1,6 c 0,4b,d
Aroma indesejavel 21la 0,1b 0,0b 0,3b 0,1b
Avaliagéo gustativa
Intensidade de paladar 36a 30b 29Db 28D 3.1b
Corpo 3,0a 2,8a 29a 24b 3,0a,d
Docura 28a 14Db 18c 1,3bd 24e
Acidez 25a 36b 3,3c 3,7bd 3,1e
Adstringéncia 0,8a 0,6a 0,2b 0,6 a,c 0,4ab
Amargor 1l1a 0,3b 0,3b 04b 0,3b
Persisténcia 30a 28a 29a 25b 3,2a,c

%amostras provenientes de: VA: Vacaria; VV: Vale dos Vinhedos; FC: Flores da Cunha; PB: Pinto
Bandeira; Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha ndo sdo significativamente (p < 0,05)

pelo teste de Tukey.

4.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE POR CROMATOGRAFIA
GASOSA BIDIMENSIONAL ABRANGENTE

4.4.1 Conjunto de colunas

Trés conjuntos de colunas foram avaliados com o objetivo de se obter a
melhor separacado entre os analitos e interferentes da matriz: (i) DB-5 x DB-Wayx; (ii)
DB-Wax x DB-1ms e (iii) DB-Wax x DB-17ms (maiores detalhes sobre estas colunas
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no item 3.4). Embora os sistemas ortogonais convencionais sejam o0s sistemas mais
frequentemente utilizados em GCxGC, outros tém se mostrado melhores na
caracterizacdo de compostos polares que constituem a maior parte do aroma do
vinho.?®® As combinacées de colunas foram testadas usando-se uma solucdo padrdo
contendo 23 compostos, incluindo ésteres, alcoois, terpenos e acidos (item 3.2). O
uso do sistema ortogonal convencional (coluna apolar x polar) resultou em ocupacéo
deficiente do espaco de separacdo. O mesmo foi observado quando o conjunto de
colunas ortogonal inverso (polar x apolar) foi utilizado. Entretanto, quando a
combinac&o de colunas polar na ‘D e medianamente polar na D foi empregada (DB-
WaxxDB-17ms), observou-se uma melhor distribuicdo dos compostos no espago de
separacdo, conforme Figura 13. O mesmo foi observado por Zhu e
colaboradores®®, que constataram que 0 uso de um conjunto de colunas polar x
medianamente polar (HP-Innowax, 100% polietilenoglicol x DB-1701, 14%
cianopropilfenilmetilpolisiloxano) é mais adequado para a determinacdo de
compostos polares de licor. Robinson e colaboradores*!’ usaram uma coluna apolar
na 'D e uma coluna mediamente polar na °D (Varian VF-5MS, 5% difenil/95% dimetil
polisiloxano x VF-17MS, 50% difenil/50% dimetil arileno polisiloxano) e os autores
justificaram esta escolha devido a menor possibilidade de ocorréncia de
sangramento das fases estacionarias de ambas as colunas. Entretanto, no diagrama
de contorno apresentado por eles pode ser observada uma maior retencdo dos

compostos polares na segunda coluna, evidenciada pela presenca de caudas.
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“tr ()

!tx (min)
Figura 13. Separagédo de compostos volateis de vinho utilizando-se a cromatografia
gasosa bidimensional abrangente e os seguintes conjuntos de colunas: (A) DB-5 x
DB-Wax, (B) DB-Wax x DB-1ms e (C) DB-Wax x DB-17ms. As condi¢0es utilizadas
na analises cromatograficas dos padrdes estdo descritas na Tabela Xll. Os
compostos estao listados na Tabelas XXIII; Pl: padréao interno (3-octanol).
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4.4.2 Periodo de modulagéao

Foram testados trés diferentes periodos de modulacédo (Py): 4, 6 e 7 s (Tabela
XXIII). Destes, os Py de 6 s e de 7 s, proporcionaram melhor distribuicdo de picos no
diagrama de cores, bem como a minimizacdo da ocorréncia de picos fora de ciclo,
conforme se verifica na Figura 14A, B e C e na Tabela XXIIl. Entretanto, quando o
Pwv de 6 s foi empregado verificou-se que varios picos eluiram em tempo proximo ao
final do término da andlise na D. Desta forma o Py de 7 s foi escolhido para o

restante dos trabalhos.

Tabela XXIIl. Tempo de retencdo dos compostos padrdo nos periodos de modulagéo de 4, 6

e7s.
Periodo de modulagéo (s)
4 y 6 | 7
Composto “tr (S)

1 Acetato de etila 2,8 2,8 2,8
2 Propanoato de etila 3,7 3,7 3,7
3 2-Metilpropanoato de etila (Isobutirato de etila) 0,3 4,3 4,3
4 Butanoato de etila 0,2 4,1 4,1
5 1-Propanol 2,2 2,2 2,2
6 2-Metilbutanoato de etila 0,4 4,5 4,5
7 Acetato de 3-metilbutila (Acetato de isoamila) 1,2 52 52
8 Hexanoato de de etila 1,1 51 51
9 2-Hidroxipropanoato de etila (Lactato de etila) 15 5,5 5,5
10 1-Hexanol 2,0 2,0 2,0
11 Octanoato de etila 1,0 5,0 5,0
12 3-Hidréxibutanoato de etila 0,1 4,1 4,1
13 Decanoato de etila 1,2 51 51
Pl 3-Octanol 2,8 2,8 2,8
14 Butanodioato de dietila (succinato de dietila) 1,8 5,8 5,8
15 a-Terpineol 2,2 2,2 2,2
16 Acetato de 2-feniletila 1,1 51 51
17 Acido hexandico 1,1 1,1 1,1
18 2-Feniletanol 2,9 2,9 2,9
19 Acido octandico 1,8 1,8 1,8
20 Eugenol 2,8 2,8 2,8
21 Acido decandico 1,7 1,7 1,7
22  Acido dodecandico 1,9 1,9 1,9

PI = padréo interno
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O periodo de modulacdo deve ser ajustado para que este seja compativel
com o tempo de separacdo dos componentes na segunda coluna, o que minimiza o
alargamento das bandas cromatograficas que foram comprimidas pelo uso do
modulador. Desta forma, pode ocorrer incremento da sensibilidade e aumento da
resolucdo na GCxGC, se comparada a 1D-GC. Além disso, a investigacdo de
diferentes periodos de modulacdo também busca a melhor distribuicdo dos analitos,
bem como dos interferentes, no espaco de separacao, o que diminui a probabilidade

de coeluicdo entre os analitos e dos analitos com os constituintes da matriz.?®* 2°2

tr (Min)

Figura 14. Distribuicdo de 22 compostos volateis de vinho empregando-se o
conjunto de colunas DB-Wax x DB-17ms em diferentes periodos de modulacédo (A)
4's, (B) 6 se (C)7s. As condi¢cdes utilizadas na analises cromatograficas dos
padroes estdo descritas na Tabela XIl. Os compostos estdo listados na Tabela
XXIII; Pl: padréo interno (3-Octanol).
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4.4.3 Diferenga de temperatura (AT) entre o forno primério e secundario

Diferencas de temperatura de 10, 20, 40 e 50°C entre o forno primério e o
secundério foram testadas para o conjunto de colunas DB-Wax x DB-17ms. Na
Figura 15 observa-se que quanto menor a diferenca de temperatura entre os dois
fornos, melhor é a distribuicdo dos picos cromatograficos no espaco de separacao.
O emprego de 40 e 50°C (Figura 15C e D) acelerou a eluicdo dos compostos,
fazendo com que a separacdo dos mesmos na D se restringisse a um espaco
menor, diminuindo a qualidade da separacdo. Desta forma, foi escolhida uma

diferenca de temperatura entre os fornos de 10°C para as analises subsequentes.

0 15 30 0 15 30
'tr (Min)

Figura 15. Distribuicdo de 22 compostos volateis de vinho no espaco de separacao
empregando-se o0 conjunto de colunas DB-Wax x DB-17ms e diferengas de
temperatura de (A) 10, (B) 20, (C) 40 e (D) 50°C entre os dois fornos. As condi¢des

utilizadas na andlises cromatograficas dos padrbes estdo descritas na Tabela XIlI.
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4.4.4 Duracgéo do jato quente

A duracao do jato quente e do jato frio € um fator importante na analise, pois
pode influenciar no formato e intensidade dos picos. Para os analitos mais volateis,
deve-se ajustar o jato frio de forma que este seja suficientemente longo para
amostrar e concentrar a banda cromatografica deste tipo de composto. Neste
contexto, poucos artigos cientificos reportam o uso de diferentes jatos quentes para
otimizacdo da condicéo cromatogréafica.'** O manual do equipamento recomenda a
utilizacado de um jato quente, cuja duracéo seja 20 a 25% do periodo de modulacéo,
sendo que este tempo deve ser obrigatoriamente menor do que 50% do Py.?®* Um
menor tempo de duracdo de jato quente pode implicar na retencdo de analitos e
consequente aparecimento de caudas. Por isso, a otimizagdo do tempo de duragao
dos jatos traz vantagens analiticas e pode ser feita para os diferentes tipos de
compostos. O tempo de duracdo do jato frio € automaticamente determinado pela
escolha do tempo de duragéo do jato quente.

Diferentes duragdes do jato quente foram testadas, tais como: 0,7; 1,4 e 2,1
segundos, sendo que o valor maximo dentre os valores investigados corresponde a
30% do Py .

A Tabela XXIV apresenta os fatores de assimetria na ?D (*As) para 0s picos
cromatogréficos referentes aos compostos estudados. Os valores de ?As menores ou
iguais a 0,8 ou maiores ou iguais que 1,2 estdo destacados em negrito e italico. Para
uma duracdo de 2,1 s de jato quente, o formato dos picos correspondentes a 8
compostos pode ser considerado distorcido: 2-metilbutanoato de etila, 1-hexanol,
decanoato de etila, acetato de 2-feniletila, &cido hexandico, eugenol, &cido
decandico e acido dodecanodico. Sete décimos de segundo para o jato quente
resultou em 4 picos cromatograficos fora do intervalo ideal de valores para o fator de
assimetria: hexanoato de etila e acidos hexandico, decandico e dodecandico. O
menor namero de picos cromatégraficos (2) distorcidos e, portanto, melhor simetria
dos picos, foi obtido com um jato quente de 1,4 s. Neste caso, apenas 0s acidos
decandico e dodecanodico mostraram fatores de assimetria fora do intervalo de

valores recomendados.
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Tabela XXIV. Fator de assimetria (°As) e respectivo desvio padrdo (entre parénteses) para
os picos na D, com a utilizacdo de diferentes duracdes de jato quente e do conjunto de
colunas DB-Wax x DB-17ms. Os compostos volateis que apresentaram picos
cromatograficos com 2As fora do intervalo considerado satisfatorio (0,8 -1,2) estéo
destacados em negrito e em italico.

Composto 0,7 1,4 21

Acetato de etila 1,1 (0,08) 1,2 (0,00) | 1,1(0,03)
Propanoato de etila 1,1 (0,05) 1,1(0,04) | 1,1(0,05)
2-Metilpropanoato de etila (Isobutirato de etila) 1,1(0,12) 1,0 (0,06) | 1,1 (0,04)
Butanoato de etila 1,0 (0,06) 1,2 (0,03) | 1,1(0,10)
1-Propanol 1,0 (0,29) 1,1(0,00) |0,9(0,87)
2-Metilbutanoato de etila 1,0 (0,48) 1,0(0,21) | 0,6 (0,16)
Acetato de 3-metilbutila (Acetato de isoamila) 1,1(0,12) 1,1(0,06) | 1,0(0,11)
Hexanoato de etila 0,7 (0,23) 1,0 (0,36) | 0,9 (0,20)
2-Hidroxipropanoato de etila (Lactato de etila) 0,9 (0,08) 1,0 (0,03) | 1,0 (0,08)
1-Hexanol 0,9 (0,11) 1,0 (0,08) | 0,7 (0,21)
Octanoato de etila 1,0 (0,87) 0,9 (0,28) | 1,0(0,87)
3-Hidroxi-butanoato de etila 1,1(0,02) 0,9 (0,00) |1,1(0,01)
Decanoato de etila 0,7 (0,04) 1,0 (0,02) | 0,8 (0,04)
Butanodiato de dietila (Succinato de dietila) 0,9 (0,05) 1,0 (0,01) | 1,0(0,02)
a-Terpineol 0,9 (0,00) 1,1 (0,01) | 1,0(0,05)
Acetato de 2-feniletila 1,0 (0,03) 1,1(0,02) | 0,6 (0,01)
Acido hexandico 0,8 (0,02) 1,0 (0,00) | 0,7 (0,06)
2-Feniletanol 1,2 (0,18) 1,0 (0,20) |1,1(0,18)
Acido octanéico 1,0 (0,02) 1,0 (0,05) | 1,0(0,03)
Eugenol 1,0 (0,03) 1,0 (0,03) | 0,6 (0,07)
Acido decanéico 1,9 (0,04) 1,5(0,02) |2,2(0,01)
Acido dodecandico 2,0 (0,05) 1,9 (0,03) | 2,1(0,05)

45 APLICACAO DAS CONDICOES OTIMAS OBTIDAS PARA GCxGC A
ANALISE DE VINHOS CHARDONNAY

As condigbes otimizadas para a analise das amostras de vinho base
Chardonnay por GCxGC sdo as seguintes: conjunto de colunas DB-Wax (30 m X

0,25 mm x 0,25 ym) x DB-17ms (1 m x 0,18 mm x 0,18 pm), diferenca de
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temperatura entre os fornos de 10°C, periodo de modulagdo de 7 s e 1,4 s de
duracéo do jato quente.

A Figura 16A mostra a estruturacdo das classes de compostos observada
com a utilizacéo da mistura de compostos padrédo. Os &cidos eluem por ultimo na 'D,
a temperaturas mais altas, devido a sua maior interacdo com a fase estacionéria,
localizando-se na regido inferior do plano de separagéo. Por outro lado, a maior
parte dos ésteres apresenta maior retencdo na °D, enquanto para os &lcoois
verificam-se tempos de retencdo intermediaria entre estes dois grupos de
compostos.

A estruturacdo das classes observada para os compostos padrao (Figura
16A) foi observada também para as diferentes classes de compostos volateis
(ésteres, aldeidos e cetonas, alcoois, acidos tidis e lactonas) de vinhos elaborados a
partir de uvas da cultivar Chardonnay ao se utilizar o conjunto de colunas polar x
medianamente polar (Figura 16B). Esta distribuicdo organizada de compostos, de
acordo com suas estruturas moleculares, nao foi verificada quando outros conjuntos
de colunas foram testados (apolar x polar e polar x apolar, conforme Figura 13A e
13B). Da mesma forma como ocorreu com a mistura de padrdes (Figura 16A), 0s
acidos foram bastante retidos na 'D, enquanto os ésteres eluiram em ?tg maiores e
os alcoois em “tg intermediarios. As linhas apresentadas na Figura 17 representam
a tendéncia de distribuicdo destes compostos de acordo com a sua estrutura
molecular. Zhu e colaboradores®® verificaram a presenca de compostos
estruturalmente similares distribuidos ordenadamente no diagrama de cores ao
utilizar o conjunto de colunas polar (HP-innowax) x medianamente polar (DB-1701 x
14% cianopropilfenilmetilpolisiloxano) na analise de licores. A presenca de cinco
tipos de séries homoélogas, incluindo etil-ésteres, metil-cetonas, alcoois primarios,
alcoois secundarios e &cidos, foi observada.”® Na anélise dos vinhos do Rio Grande
do Sul, em que a coluna utilizada na segunda dimenséo (DB-17ms: 50% fenil-50%
dimetil polisiloxano), difere daguela empregada para o estudo dos compostos

volateis de licor (DB-1701: 14% cianopropilfenilmetilpolisiloxano).*°
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Esteres

Masses: TIC

Figura 16. Diagrama de cores que demonstra a distribuicdo estruturada das classes
de (A) compostos padréo listados na Tabela XXIlIl e (B) compostos volateis de
vinhos Chardonnay obtidos com um conjunto de colunas DB-Wax (polar) x DB17ms

(medianamente polar). Demais condi¢cdes de analise constam do item 3.4.
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Masses: TIC Masses: TIC

Figura 17. Distribuicdo de alguns compostos volateis do headspace de vinho
Chardonnay no diagrama de cores de (A) ésteres estruturalmente similares: (1)
acetato de etila, (2) propanoato de etila, (3) 2-metil propanoato de etila, (4)
butanoato de etila, (5) 2-metil butanoato de etila, (6) pentanoato de etila, (7) acetato
de isoamila (3-metil etanoato de etila), (8) hexanoato de etila, (9) heptanoato de etila,
(10) octanoato de metila, (11) octanoato de etila e (B) é&lcoois estruturalmente
similares: (1) 1-propanol, (2) 2-metil-propanol, (3) 1-butanol, (4) 3-metil-1-butanol, (5)
1-pentanol, (6) 3-metil-1-pentanol, (7) 1-hexanol, (8) etil-hexanol. As condicBes das

analises cromatograficas utilizadas estdo apresentadas na Tabela XII.

Em torno de 30 a 60 compostos volateis e semi-volateis tém sido
tentativamente identificados através do uso da GC/gMS na andlise de vinhos
provenientes de diferentes cultivares de uva, quando técnicas de extracdo tais como
HS-SPME*? %% ou extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE, do inglés: stir bar

sorptive extraction)®® 2%

séo utilizadas. Neste trabalho, a utilizacdo da GC/gMS para
a andlise de vinhos Chardonnay elaborados no Rio Grande do Sul possibilitou a
identificagdo tentativa de 32 compostos volateis relacionados ao aroma destes
vinhos. Entretanto, sabe-se que 0 numero de compostos tentativamente
identificados em outros vinhos, quando do uso de HS-SPME-GCxGC/TOFMS é bem
maior. A exemplo disto, foram tentativamente identificados 350 compostos no
headspace de amostras de vinho Cabernet Sauvignon da Australia.'*’

O método otimizado no presente estudo, em que utlizou-se a
GCxGC/TOFMS, possibilitou a identificacdo tentativa de 313 compostos extraidos
pela HS-SPME de vinho Chardonnay (Anexos - Tabela XXXI). A comparagdo dos
espectros de massas com aqueles da biblioteca de espectros de massas NIST

(versdo 2005) e dos LTPRI experimentalmente obtidos com dados de literatura®® 1%

201,205,207, 239 pnarmitiu a identificacéo tentativa de 273 compostos e para os demais

Juliane Elisa Welke 80



Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

(40), a classe de compostos foi tentativamente identificada pela comparacdo dos
espectros de massas dos compostos desconhecidos com aqueles da biblioteca de
espectros de massas. Entre os grupos de compostos tentativamente identificados
(Anexos - Tabela XXXI) observou-se que 0s ésteres estdo presentes em maior
namero (95), seguido pelos alcoois (72), &cidos (27), cetonas (24), terpenos (22),
lactonas (20), aldeidos (19), furanos (11), fenois (8), compostos sulfurados (8),
pirréis (5) e C13-norisoprendides (3). Outros estudos baseados no uso da GC/qMS
também identificaram tentativamente o0s ésteres como 0S compostos mais

4

abundantes em vinhos Chardonnay da Macedénia e Hungria’'* e de vinhos de

variedades como Merlot e Cabernet Sauvignon®® ?°®. Contudo, este é o primeiro
trabalho que utiliza a GCxGC para a andlise de vinhos Chardonnay. Os ésteres
contribuem principalmente com notas frutais para o aroma destes produtos, com
destaque para o0s ésteres etilicos e acetatos, cujas concentracbes sao
frequentemente mais altas do que seu valor olfativo limiar, definido como a menor
quantidade necessaria para que um individuo detecte seu aroma.?®’ Os ésteres
investigados neste trabalho e presentes em maiores quantidades nos vinhos
Chardonnay elaborados no Rio Grande do Sul analisados sdo os seguintes (0s
nameros que se seguem aos nomes indicam 0os mesmos compostos na Tabela
XXXI - Anexos: 2-hidroxi-propanoato de etila (lactato de etila, 161), octanoato de
etila (169), succinato de dietila (191), 2-hidréxi-butanodioato de dietila (maleato de
dietila, 210) e 2-hidroxipropanoato de 3-metilbutila (lactato de isoamila, 185). Estes
compostos estdo relacionados ao aroma frutado dos vinhos, com exce¢ao do
succinato de dietila (191), que pode contribuir com notas florais ao aroma.?® Jiang e
Zhang™? verificaram que o acetato de etila, acetato de isoamila e o octanoato de
etila estdo entre os ésteres predominantes de vinhos Chardonnay elaborados na
regido de Loess Plateau na China.

Uma parte da distribuicio dos compostos no espaco bidimensional de
separacdo esta mostrada no diagrama tridimensional da Figura 18. Esta imagem
confirma, sob um outro angulo, que a 1D-GC néo foi suficiente para que se
obtivesse a separacédo dos compostos volateis do vinho Chardonnay. Nas amostras
de vinhos Chardonnay, por exemplo, 161 compostos apresentam possibilidade de
coeluicdo na 'D. A Figura 19 mostra em detalhe uma parte do cromatograma
bidimensional, onde se observa a importancia da coluna da 22 dimensao para a

separacao do undecanoato de etila (195) e da 5H-2-furanona (279), que contribuem
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com aroma de coco e amanteigado, respectivamente.”® Estes compostos
apresentam o mesmo 'tz na coluna polar, mas devido as diferentes volatilidades,

foram separados na coluna da segunda dimenséo que possui polaridade média.

Figura 18. Diagrama tridimensional de parte do diagrama de cores mostrado na
Figura 16B, apresentando também a reconstrucdo dos cromatogramas da D e D
de amostra de vinho Chardonnay. As condi¢cdes das analises cromatograficas
utilizadas estao apresentadas na Tabela XII.

2t. = 42,35 min

Figura 19. Parte do diagrama de cores apresentado na Figura 16B mostrando a
coeluicdo de undecanoato de etila (*tr = 42,35 min, *tr = 4,30 s, 195 na Tabela XXXI-
Anexos) e 5H-2-furanona (‘tr= 42,35 min, “tg= 3,50 s, 279 na Tabela XXXI-
Anexos). As condigbes das analises cromatogréaficas utilizadas estdo apresentadas
na Tabela XII.
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A Figura 20 mostra que quatro picos estdo sobrepostos na 'D. A
deconvolucao espectral baseada nas diferencas no espectro de massas € Util nesse
caso, especialmente para o 4-etil-2-metoxi-fenol (4-etil-guaicol, 296) e miristato de
isopropila (206), pois estes compostos também coeluiram na °D. O 4-etilguaiacol,
quando presente em elevadas concentracdes (>600 pug L™) atribui ao vinho aroma
de fumaca.?® Em relacdo & contribuicdo do miristato de isopropila para o aroma,
nenhuma informacao foi encontrada na literatura cientifica, embora sua descricao
organoléptica em site comercial da area da perfumaria seja a de um aroma oleoso
suave, sendo reportado como solvente para fragrancias.’® Na Figura 20B, os
espectros de massas dos quatro compostos foram comparados com espectros de
massas da biblioteca NIST 2005. Outros 20 compostos também apresentaram o
mesmo tempo de retencdo tanto na ‘D, quanto na D e foram identificados apenas

com o uso da deconvolugdo espectral.
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Figura 20. Coeluicdo de picos cromatograficos de compostos volateis de vinhos
Chardonnay determinados por HS-SPME-GCxGC/TOFMS: (A) parte do
cromatograma dos picos modulados de quatro compostos que coeluiram na *D: (1)
linha verde, 3-hidroxi-4,4-dimetil-2(5H)-furanona (284), m/z 71; (2) linha cinza, 2-
pirrolidinona (304), m/z 85; (3) linha azul, miristato de isopropila (206), m/z 43; (4)
linha vermelha, 4-etil-guaicol (296), m/z 137. (B) espectros de massas
deconvoluidos dos compostos e os respectivos espectros de massas da biblioteca
NIST 2005 na Figura 20A. As condigbes das andlises cromatograficas utilizadas

estdo apresentadas na Tabela XII.
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4.6 INDICE DE RETENCAO COM PROGRAMACAO LINEAR DE TEMPERATURA
OBTIDO EM CROMATOGRAFIA GASOSA BIDIMENSIONAL ABRANGENTE EM
COLUNA DB-WAX (POLAR) x DB-17MS (MEDIANAMENTE POLAR)

Neste trabalho, os LTPRI calculados a partir de dados obtidos para 22
compostos padrdo em conjunto de colunas polar (100% polietilenoglicol) x
medianamente polar (50% fenil-50% dimetil polisiloxano), por GCxGC/TOFMS,
foram comparados com os valores de LTPRI de referéncia de 1D-GC da literatura
cientifica e estdo apresentados na Tabela XXV. Os dados evidenciam que foi
possivel obter LTPRI polares semelhantes aos que foram determinados
experimentalmente, a partir de véarias fontes de literatura. E interessante observar
que, na maior parte das vezes, as diferencas observadas entre valores
experimentais e de literatura para os LTPRI podem ser criticamente examinadas,
descartando-se o que ndo segue uma logica dentro do quadro global de dados sob
avaliacdo em um dado trabalho. Para exemplificar, pode-se observar as diferencas
encontradas entre os LTPRI experimentais (Tabela XXV) e os encontrados por
Verzera e colaboradores,'®’ que estéo listados entre parénteses logo ap6s os LTPRI
que se seguem: 943 (5), 1029 (8), 1225 (5), 1356 (5), 1430 (zero), 1915 (26), 2268
(14). Os cinco primeiros compostos listados (propanoato de etila, butanoato de etila,
hexanoato de etila, 1-hexanol e octanoato de etila) apresentam diferencas de LTPRI
menores do que 10 unidades , enquanto o 2-feniletanol apresenta uma diferenca de
26 e o acido decandico, de 14 unidades. A fase estacionaria empregada por estes
pesquisadores também se constituia de polietilenoglicol, entretanto foram usadas
diferentes rampas de aquecimento do forno (temperatura inicial de 45°C mantida 5
min, depois o forno foi aquecido até 80°C a 10°C/min, até 240°C a 2°C/min),*®” o que
pode prejudicar a qualidade dos dados obtidos.?*® 2”° De forma semelhante, Tao e
colaboradores® empregaram diferentes taxas de aquecimento durante a analise:
temperatura inicial de 40°C mantida 4 min, depois o forno foi aquecido até 50°C a
3°C/min, até 120°C a 5°C/min, até 175°C a 7°C/min, e finalmente até 230°C a
10°C/min, onde permaneceu por 8 minutos). Neste caso foram observadas
diferencas menores do que 20 unidades entre os LTPRI experimental e os obtidos
por aqueles autores: 984 (9), 1038 (2), 1225 (19), 1430 (16), 1644 (7), 1699 (1),
1862 (1), 1915 (16), 2068 (16).
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Tabela XXV. indices de retencdo com programacdo linear de temperatura (LTPRI) de 22 compostos padrdo, obtidos

experimentalmente através da GCxGC, utilizando-se o 'tz e os LTPRI reportados pela literatura cientifica para 1D-GC.

Composto CAS LTPRIey,® | LTPRI;

Acetato de etila 141-78-6 894 882*,884°%°¢ 885*'%°¢ ggg* 8892%> goo*'%9¢ 898°% 900*!!, 926

Propanoato de etila 105-37-3 943 915%%7 93887 953202¢.205 g5G1E9e

2-Metilpropanoato de etila (Isobutirato de | 97-62-1 962 955%%7 9622%° 96540189

etila)

Butanoato de etila 105-54-4 1029 084%%2¢ 1022%°7 10322%41% 1037"%",1039%*°,1040°***,1041%°

1-Propanol 71-23-8 1033 1029%°7,1035%*°, 10362

2-Metilbutanoato de etila 7452-79-1 1050 1035%%7,1040"%°,1045%°01%5 10472"1® 1048%°2¢:2%* 1051*,1055%°°,1056%'**,1057°

Acetato de 3-metilbutila (Acetato de 123-92-2 1135 1121%% 11258 1127%%* 1145%°

ﬁgfgmo de etila 123-66-0 1225 1223%07 1230872024 20L.165 15312032178 1930+ 19362068211 1535259 1935205214
1237188204 1238 1239 1240%%%,12448%¢

2-Hidroxipropanoato de etila (Lactato de | 97-64-3 1354 13177180 1331%%7,1334%°,1339%0%¢ 13538321 1363!7¢

etila)

1-Hexanol 111-27-3 1356 1332?3, 21712’?,41259,1342207,1343204,1344191'2”,1347220,1348205,1350195'219,
iggé199:218,o’ 1354165,2710,230,1355212,226, 1356201, 13572060’13581930’1360273,222’
1368'%%,1371*
1392'8%¢ 1425%

Octanoato de etila 106-32-1 1430 142477 1429%%% 143087217201 14312024165 1 4352064.23¢ 1 43G%203 14460180

3-Hidréxibutanoato de etila 52089-54-0 1517 1475%2¢ 1524%*

Decanoato de etila 110-38-3 1644 1610°%°,1629%%7 1634*,1633'%°,1635°°"%!1 1637292¢:2°% 1638%°°® 1639'%,1641°%¢
1645%7 1648%,1651'%¢ 16622°*,1684'%

Butanodiato de dietila (succinato de dietila) | 123-25-1 1686 1667%%,1670°%,1672%°°* 1673%%*,1675%°%*,1677°%°,1687*°,1689%",1690°™*,

1707186
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Continuacao Tabela XXV

Composto CAS LTPRIe,® | LTPRI;

Acetato de 2-feniletila 103-45-7 1799 1796°°,1800°%*,1801°°,1805°%",18107°¢,1815% 1829°%° 1847%°

Acido hexanéico 142-62-1 1862 1733%%1® 1802273,1814%71¢ 1820, 18232180 1825%74® 1838201 184(Q93#:203207
1841°%2¢ 1842727 18458 1846209204 1849275¢ 185187222 1858%1° 1861,
1863%¢ 187121741873%%0 1875195219

2-Feniletanol 60-12-8 1915 18882%4® 18911%° 18962°7,1898'%° 19022182 1905%°1,1906°%°, 1914%%2, 192388
193140,1860,

) 1941'°7,1950?%°

Acido octandico 124-07-2 2068 20117203978 20507, 20511%31%2 205321, 20562%2,2057%%, 20582%4,
2060259,201,2064187, 2067222, 2072215’2076188,20601
208340'186”209'227 2091220 2092219

2-Met6xi-4-(2-propenil)fenol (Eugenol) 97-53-0 2184 2139%%* 2149%3¢ 2153%2 21572°%¢ 21752%° 2184 2192

Acido decandico 334-48-5 2262 22582180 2261188 2264211 2269202¢ 2270772 227687 2281222 2282%%,

) 2294%'°,2296'%°¢ 2314

Acido dodecandico 143-07-7 2486 2439%° 2471%34® 2485%%° 251723

aLTPRIexp: indices de retencdo com programacéo linear de temperatura obtidos experimentalmente no conjunto de colunas polar (DB-Wax, 100%

polietilenoglicol) x medianamente polar (DB17ms, 50% fenil-50% polidimetilsiloxano)

bLTPRIm: LTPRI da literatura obtidos em coluna polar através da GC/qMS; LTPRI sublinhados s&o os que mais se aproximam dos valores experimentais

© Na&o especifica como os indices de retencdo foram calculados

¢ Trabalhos nos quais se fez meng&o ao uso da equacéio de Kovats para o calcudo dos indices retencéo e foi utilizado temperatura programada para

separacao dos compostos no GC.
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No que diz respeito aos indices de retencdo obtidos a partir de colunas
polares, a variabilidade dos resultados € grande, o que dificulta comparacdes com
diferentes fontes da literatura.'*® As diferencas observadas podem atingir entre 10 e
50 unidades, ao passo que nas colunas apolares, a reprodutibilidade fica restrita a
poucas unidades.'® As grandes diferencas observadas em indices de retencéo
obtidos de colunas polares séo atribuidas a pouca solubilidade dos alcanos lineares
em fases polares, bem como a adsorcdo interfacial dos mesmos na fase
estacionaria.?’® ?’” Os desvios nos dados obtidos podem também estar relacionados
a heterogeneidade entre as colunas produzidas por diferentes fabricantes, erros na
utilizacdo da cromatografia gasosa (taxa inadequada de aquecimento da coluna,
analises que misturam periodos de programacdo de temperatura e outros de
temperatura constante, quantidade de amostra injetada inadequada, etc), a possivel
reatividade entre o analito e a fase estacionaria, ao tempo de uso da coluna
cromatografica, a diferencas no fluxo do gas de arraste, na espessura da fase
estacionéria ou na rampa de programacdo de temperatura.**® 24> 278 Na literatura,
também se observa que muitos trabalhos empregam temperatura programada para
a separacdo dos compostos, mas utilizam o calculo do indice de Kovats para

determinacdo do RI, o que pode levar a resultados equivocados.?® 8 16> 186,189, 192,

202, 206, 208, 214, 217, 221, 224, 234, 241, 242, 244, 249, 251, 252, 271, 274, 279, 280

A consulta aos trabalhos cientificos reportados na Tabela XXV, possibilitou
gue se obtivesse diversos valores de LTPRI de coluna polar, sendo que, para os
LTPRI de referéncia mais préximos aos dados experimentais deste trabalho, a maior
diferenca de valores foi de oito unidades para o indice 1035 do acetato de isoamila e
de sete unidades para o indice 1029 do butanoato de etila, determinados neste
trabalho. O que se verifica, portanto, é que existe a necessidade de consulta a um
ndamero maior de trabalhos na literatura cientifica, sendo a variabilidade dos LTPRI
de colunas polares associada a escassez de bancos de dados disponiveis destes
indices, dois fatores que dificultam a utilizacdo bem sucedida dos mesmos. No
entanto, & medida que bancos de dados mais completos estiverem disponiveis, esta
tarefa podera ser facilitada.

A relagcdo linear entre os LTPRI obtidos experimentalmente por
GCxGC/TOFMS (conjunto de colunas: DB-Wax, 100% polietilenoglicol x DB17ms,
50% fenil-50% polidimetilsiloxano) e os LTPRI de referéncia de 1D-GC em coluna
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polar constam na Figura 21. O coeficiente de determinacao (r°) para esta reta foi de
0,998, de forma que este gréfico valida a relacdo linear entre os LTPRI determinados
experimentalmente a partir de GCxGC/TOFMS e aqueles obtidos por 1D-GC da
literatura para 22 compostos representativos do aroma de vinho, em sistemas
cromatograficos polares do tipo usado neste trabalho. Os dados de indices de
retencdo da literatura cientifica empregados nesta relacdo entre GCxGC/TOFMS e
1D-GC/MS séo todos de LTPRI (ndo séao relativos a Kl), obtidos a partir do uso de

fase estacionaria polietilenoglicol.

2300 - o |
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=
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Figura 21. Comparagdo entre os LTPRI obtidos experimentalmente por
GCxGC/TOFMS para 22 compostos volateis de uma mistura padréo (listados na
Tabela XXV) por dois métodos de célculo, utilizando o 'tg ou ‘tg+tr, bem como dos
LTPRI obtidos através da GCxGC/TOFMS para os mesmos compostos de uma
amostra de vinho Chardonnay e os LTPRI da literatura®®® 200 201. 205, 207. 235 ghtiqos

por 1D-GC.

Tendo em vista que os indices de retencdo obtidos estdo relacionados ao
mecanismo de retencdo dos compostos escolhidos como padrdo para o seu calculo,
muitas vezes sao empregadas outras séries homélogas de compostos polares para

1 entre

a determinacdo dos LTPRI, como por exemplo a dos ésteres etilicos,?®
outras.?®?2% Entretanto, a busca de um sistema universal de dados de retencéo é
conveniente, pois possibilita comparacdes diretas entre dados experimentais e um
anico banco de dados, mesmo que alguma variabilidade nos resultados precise ser
tolerada. Neste caso, a conversibilidade entre diferentes escalas de indices de

retencdo, que utilizam séries homélogas distintas € uma caracteristica importante

Juliane Elisa Welke 89



Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

para facilitar o uso de bancos de dados genéricos de indices de retencéo.?’’ Desta
forma, apesar da variabilidade observada nos indices de retencdo provenientes de
colunas polares, estes dados sdo convenientemente empregados para identificacéo
tentativa da identidade de compostos organicos volateis de varias matrizes.

A Tabela XXV apresenta os LTPRI calculados através do método 2, em que o
Lt foi utilizado para a determinac&o dos indices de retencdo dos compostos volateis
dos vinhos Chardonnay no conjunto de colunas polar x medianamente polar, por
GCxGC/TOFMS, juntamente com os valores de LTPRI em 1D-GC de varios
trabalhos cientificos. As diferencas entre os LTPRI da literatura e os experimentais
foi de no maximo 20 para a grande maioria dos compostos (97%), sendo que para
3% dos compostos [(27) 2,5,5-trimetil-2,6-heptadien-4-ol; (63) 2,6-dimetil-2,7-
octadieno-1,6-diol, (160) 2-hexenoato de etila, (179) 2-hidréxi-4-metil-pentanoato de
etila, (206) tetradecanoato de 2-propanila, (213) 2-fenil hexanoato de etila, (227)
octadecanoato de etila, (228) linoleato de etila, (304) 2-pirrolidinona, (306) 3-
isotiocanato-1-propeno] este desvio foi maior, tendo atingido um maximo de 33
unidades. A luz do que ja foi comentado anteriormente, pode-se dizer que estes
resultados mostram-se razoaveis, dada a simplificacdo da abordagem empregada
no célculo dos LTPRI a partir dos dados de GCxGC/TOFMS. Estes dados
constituem-se em uma compilacdo de LTPRI que pode auxiliar a comunidade
cientifica, visto que os valores publicados para LTPRI polares sdo poucos. Além
disso, estes resultados trazem um incentivo a utilizacdo de uma abordagem simples
de comparacao de LTPRI de 1D-GC e de GCxGC para identificacdo tentativa de
compostos por GCxGC/TOFMS.

Von Muhlen e colaboradores,®®*

compararam os LTPRI de 30 compostos
padrdo, obtidos experimentalmente em um jogo de colunas apolar x polar (5% fenil
polisilfenileno-siloxano, 30 m x 0.2 5mm, 0.25 um) e polietilenoglicol, 1,5 m x 0.1
mm, 0,1 um) com os LTPRI dos mesmos compostos de uma amostra do 6leo volatil
de Eucaliptus dunnii, analisada por GCxGC/TOFMS e com os LTPRI da literatura
obtidos através da 1D-GC. Desta forma, verificaram uma relagcédo linear entre os
LTPRI de compostos padrédo encontrados experimentalmente por GCxGC/TOFMS
neste conjunto de colunas e aqueles reportados para 1D-GC-FID em coluna apolar,
validando o uso dos indices LTPRI calculados experimentalmente com dados de
GCxGC/TOFMS. ™!
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Zhu e colaboradores®®

identificaram compostos volateis de licor usando uma
coluna polar na 'D (HP-innowax) e uma coluna de polaridade média na D (DB-
1701), mas os indices de retencdo ndo foram apresentados. Além disso, trabalhos
que empregam este conjunto de colunas para outros tipos de matrizes sao
escassos. O presente estudo € o primeiro a usar o LTPRI obtido em conjunto de
colunas polar x medianamente polar para identificacdo de compostos volateis de

vinho.

4.7 COMPOSTOS VOLATEIS DE VINHO MERLOT INVESTIGADOS ATRAVES DA
MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA NO MODO HEADSPACE E
CROMATOGRAFIA GASOSA BIDIMENSIONAL ABRANGENTE COM DETECCAO
ESPECTROMETRICA DE MASSAS POR TEMPO DE VOO

Vinhos elaborados a partir de uva da cultivar Merlot foram pela primeira vez
analisados usando-se HS-SPME-GCxGC/TOFMS, o que resultou em 179
compostos tentativamente identificados pela comparacdo de espectros de massas e
dos indices de retencdo experimentais com aqueles da literatura para 1D-GC, bem
como de espectros de massas da biblioteca NIST 2005. As classes quimicas de
outros 155 compostos foram também tentativamente identificadas através da
comparacao dos dados espectrométricos dos componentes da amostra com aqueles
da biblioteca NIST 2005. Observou-se que 138 compostos coeluiram na D, sendo
que destes, 33 compostos coeluiram tanto na 'D quanto na °D e sua identificacdo
tentativa foi possivel apenas com o uso de deconvolucéo espectral.

O comportamento dos quatro compostos apresentados na Figura 20, que
coeluiram na 'D, sendo que dois destes coeluiram também na 2D, foi 0 mesmo tanto
no headspace de vinhos Chardonnay, como no dos vinhos Merlot. O namero de
compostos tentativamente identificados em vinhos através de 1D-GC por Glrbiz e
colaboradores*, que utilizaram HS-SPME-GC/gMS foi de 58 compostos em vinhos
Merlot produzidos nos Estados Unidos da Ameérica (EUA), o que indica que a
aplicacdo da GCxGC/TOFMS resultou em um numero maior de compostos volateis

neste vinho varietal gaucho.
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De forma semelhante, o que foi observado para os vinhos Chardonnay
(Figuras 16 e 17) no que diz respeito a compostos distribuidos de forma ordenada
no diagrama de cores, de acordo com suas estruturas quimicas, também foi
verificado para os vinhos Merlot, quando da utilizagdo do conjunto de colunas polar
(DB-Wax) x medianamente polar (DB-17ms). A Figura 22 mostra a distribuicao
ordenada das varias classes de compostos quimicos no diagrama de cores e a
Figura 23 mostra a tendéncia de distribuicdo organizada de alguns ésteres e alcoois
de vinhos Merlot, de acordo com a sua estrutura molecular, em uma regido menor

do espaco 2D, que foi ampliada.

Masses: TIC

Figura 22. Diagrama de cores demonstrando a distribuicdo estruturada das classes
de compostos volateis de vinhos Merlot obtido com um conjunto de colunas DB-Wax
(polar) x DB-17ms (polaridade média). Demais condicbes de andlise constam do
item 3.4.
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Masses: TIC Masses: TIC

1181 1381

Figura 23. Distribuicdo no diagrama de cores de (A) ésteres estruturalmente
similares: (1) propanoato de etila, (2) butanoato de etila, (3) 2-metil-butanoato de
etila, (4) butanoato de 3-metila, (5) hexanoato de etila, (6) hexanoato de propila, (7)
octanoato de etila e (B) &lcoois: (1) 1-propanol, (2) 1-butanol, (3) 3-metil-1-butanol,
(4) 4-metil-1-pentanol, (5) 1-hexanol, (6) 3-etdxi-1-propanol, (7) 3-hexen-1-ol. As
condicbes das andlises cromatograficas utilizadas estdo apresentadas na Tabela
XIl.

Os ésteres estdo presentes em maior numero (94) no headspace do vinho
Merlot, seguidos pelos alcoois (80), cetonas (29) acidos (29) aldeidos (23), terpenos
(23), lactonas (16), furanos (14), compostos sulfurados (9), fendis (7), pirrois (5),
C13-norisoprendides (3) e piranos (2). A proporcdo de compostos Vvolateis
pertencentes as classes citadas foi semelhante ao que foi verificado para os vinhos
Chardonnay. Os vinhos Merlot tém sido estudados, comumente, usando-se a 1D-
GC40, 165, 266, 287-291

Nos vinhos Merlot da Serra Galcha, os ésteres, que contribuem para o
aroma frutado foram os componentes presentes em maior niamero (94) e os
compostos que apresentaram maior area cromatografica foram 2-hidroxipropanoato
de etila, succinato de dietila, maleato de dietila, decanoato de etila, octanoato de
etila e 2-hidroxipropanoato de isopentila. A presenca predominante de ésteres,
incluindo octanoato de etila, decanoato de etila, acetato de etila, hexanoato de
isopentila e succinato de dietila foi verificada nos vinhos Merlot produzidos em 2005
na Califérnia (EUA).” Butanoato de etila, hexanoato de etila e octanoato de etila

foram os ésteres majoritarios nos vinhos Merlot elaborados entre os anos de 2002 a
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2004 no estado de Idaho (EUA).?*® Entretanto, os compostos que estdo presentes
em maior quantidade ndo séo, necessariamente, 0s que mais contribuem para o
aroma.?® 1% No caso dos vinhos Merlot dos EUA,*® os mais importantes para o
aroma destes vinhos sdo: B-damascenona, hexanoato de etila, 2-metilbutanoato de
etila e 2-feniletanol. Em vinhos Merlot produzidos na China,'® os compostos voléateis
mais importantes para o aroma foram 2,6-nonadienal, B-damascenona, [(3-ionona,
hexanal, hexanoato de etila, (Z)-3-hexen-1-ol, octanoato de etila, benzaldeido, 4-

terpineol, alcool benzilico, linalool, a-terpineol e naftaleno.

4.8 DIFERENCIACAO DOS VINHOS DE ACORDO COM O PERFIL VOLATIL

Alguns estudos tém se dedicado a verificar a possibilidade do uso do perfil
volatil de vinhos para sua classificagcdo de acordo com o local de origem das uvas

utilizadas para a vinificagéo,*" " 00 1¢7

com o tipo de vinho produzido, incluindo
vinhos brancos, rosés e tintos®® e com a variedade de uva tinta (Cabernet
Sauvignon, Merlot e Cabernet Gernischt) empregada para a elaboracéo do vinho.*®®
Entretanto, pela primeira vez a analise multivariada foi empregada para o tratamento
dos dados complexos gerados a partir das analises de vinhos por GCxGC/TOFMS
para a diferenciacdo de vinhos de acordo com a cultivar de uva utilizada para a sua
elaboracéo, incluindo variedades de uvas Merlot, Chardonnay, Sauvignon Blanc e
Chardonnay/Pinot Noir.

Os dados do cromatograma dos compostos volateis dos vinhos obtidos
através da GCxGC/TOFMS foram organizados em uma matriz composta por 480
colunas (analitos) e 54 linhas (amostras), a qual continha os valores de area
cromatografica de cada composto volatil em cada amostra. As amostras de vinho de
cada uma das cultivares de uva utilizadas neste procedimento foram: 14 amostras
de vinhos Chardonnay, 12 de Merlot, 8 de Cabernet Sauvignon, 10 de Sauvignon
Blanc e 10 amostras de vinho 50% Chardonnay/50% Pinot Noir. Considerando-se
gue o numero de amostras foi relativamente pequeno quando comparado ao niumero
de variaveis (compostos volateis), uma reducdo do numero de variaveis foi
necessaria antes da aplicacdo de técnicas estatisticas multivariadas (PCA e LDA), o
gue foi efetuado através do emprego das razdes de Fisher, que foram calculadas

atraves do programa ChromaTOF. Em func¢éo disso, os vinhos foram agrupados em
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cinco classes (C: Chardonnay, C+PN: 50% Chardonnay/50% Pinot Noir, CS:
Cabernet Sauvignon, M: Merlot e SB: Sauvignon Blanc) a fim de que se obtivesse as
razdes de Fisher de cada um dos componentes volateis dos vinhos, levando-se em
consideracao todas as amostras. As variaveis (compostos volateis) foram ordenadas
de acordo com a sua contribuicdo (valor da razdo de Fisher) para a diferenciagao
dos vinhos produzidos com uvas de distintas variedades. Quanto maior o valor da
razdo de Fisher, maior € a contribuicdo que um dado composto volatil exerce para a
diferenciacdo dos vinhos. Os 77 compostos com 0s maiores valores de razdo de
Fisher (> 970) foram utlizados na PCA (Tabela XXVI). Estes dados foram
exportandos pelo programa Chromatof para o Excel.

Tabela XXVI. Pesos obtidos na PCA feita com o0s compostos volateis tentativamente
identificados em vinhos analisados por GCxGC/TOFMS, cujas razbes de Fisher foram

maiores do que 970.

Composto CAS LTPRI LTPRI  PCA PC1 PC2
oxp it cluster®
Alcoois
2-Metillpropanol 75-65-0 1098  1090°°* 32/C+PN  -0,03 -0,71
2-Metilbutan-1-ol 137-32-6 1191 1196*°  35/C 0,37 -0,53
3-Metilbutan-1-ol 123-51-3 1200  1208%®  70/C+PN 0,02 0,28
1-Hexanol" 111-27-3 1375  1392%’  15/M -0,08 0,01
1-Octanol 111-87-5 1554  1561%'  66/C 0,09 -0.28
2,3-Butanodiol 513-89-3 1563  1583*' 52/SB 0,68 0,41
Diol C4 1578  Nf 62/M 0,22 0,22
(E)-2-Octen-1-ol 18409-17-1 1649 1639 28/C+PN 0,86 0,38
Alcool C9 1862  Nf 4/M -0,23 0,01
2-Feniletanol 60-12-8 1900  1898™°  58/C 0,71 -0,11
Acidos
Acido 2-metilpropandico (Acido 79-31-2 1568  1566°° 2/C 0,11 072
isobutirico) ’
Acido octanéico 124-07-2 2096  2092**  53/C 0,34 -0,39
Aldeidos
Acetaldeido 75-07-0 715°  735°°  40/C 0,19 -0,11
Hexanal 66-25-1 1107  1092**  59/C 0,40 -0,06
Octanal 124-13-0 1272 1270** 50/C+PN  -0,64 0,55
Nonanal 124-19-6 1388  1390°"  34/M -0,36 0,14
Decanal 112-31-2 1500 1499’ 48/C 0,65 -0,57
Dodecanal 112-54-9 1733 1720’ 64/C+PN 0,32 0,551
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Continuagéo Tabela XXVI

Composto CAS LTPRI LTPRI  PCA PCl1 PC2
o i cluster®
3-Fenilpropen-2-al (Cinamaldeido) 104-55-2 1971  1970°°  47/C 0,59 -0,57
Tetradecanal 124-25-4 2051 2034*°  75/CS -0,54 0,53
Esteres
Acetato de etila’ 141-78-6 870° 885°*" 55/C+PN 0,48 0,25
Pentanoato de etila 539-82-2 1116  1127*° 22/C+PN  -0,11 -0,35
Hexanoato de etila’ 123-66-0 1238 1236°*  41/C 0,61 -0,07
2-Hidréxipropanoato de etila (Lactato  97-64-3 1339  1334°'  25/SB -0,29
de etila)° ol
2-Hexenoato de etila 27829-72-7 1357  1360%"  42/C 0,54 -0,46
2-Hidréxi-3-metilbutanoato de etila 2441-06-7 1403  1399°"  72/C 041 -0,16
Octanoato de etila® 106-32-1 1430  1424%°  1/C+PN -0,33 -0,22
Dietoxiacetato de etila 6065-82-3 1475  1487°®° 9/C 0,28 -0,25
3-Hidréxibutanoato de etila® 5405-41-4 1514  1513°*®  46/C+PN 0,29 0,26
Nonanoato de etila 123-29-5 1520  1526%°  24/C 0,12 -0,50
3-Hidréxipentanoato de etila 54074-85-0 1552  1552°*°  74/C -0,12 -0,19
Propanedioato de dietila (Malonato ~ 105-53-3 1571 1572*° 7IC 0,81 030
de dietila)
Lactato de isoamila 19329-89-6 1619  1614*° 18/C+PN  -0,22 -0,06
Decanoato de etila® 110-38-3 1644  1638%°%  49/C 0,47 -0,44
3-Metiloctanoato de butila 2035-99-6 1668 1655  26/SB 0,77 030
(Octanoato de isoamila) ’
3-Hidréxihexanoato de etila 2305-25-1 1674  1675°® 71/C+PN 0,21 0,40
Succinato de dietila® 123-25-1 1686 1690  56/SB 0,71 0,46
Dec-9-enoato de etila 67233-91-4 1708  1711%" 57/C 0,23 -0,56
Ester C12 - 1715  Nf 13/C 0,08 -0,68
Pentanedioato de dietila 818-38-2 1780  1768*° 27/C+PN 0,70 0,25
Acetato de 2-feniletila® 103-45-7 1799  1800°**  20/CS -0,48 0,40
Tetradecanoato de  2-propanila 110-27-0 1845  1823°*  68/C 0,52 053
(Miristato de isopropila) ’
Dodecanoato de etila 106-33-2 1856  1835%°  10/SB -0,25 -0,27
3-Metil decanoato de butila 2306-91-4 1868 1871  77/SB -0,20
(Decanoato de isopentila) 015
2-Hidréxibutanedioato de dietila 626-11-9 2038  2041°* 23/C+PN 0,78 0,17
Ester C13 - 2433°  Nf 12/C+PN 0,35 0,13
Cetonas
Propan-2-ona (acetona) 67-64-1 800° 818°%° 44/M -0,30 0,03
2,3-Butanediona 431-03-8 1000  975°*° 36/C+PN 0,68 0,41

Juliane Elisa Welke

96



Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Continuagéo Tabela XXVI

Composto CAS LTPRI LTPRI  PCA PC1 PC2
o i cluster®
(E)-3-Penten-2-ona 625-33-2 1117  1128®  33/SB 0,63 0,25
Ciclopentanona 120-92-3 1146 1154%°  43/C 0,43 -0,13
3-Hidréxibutan-2-ona 513-86-0 1309 1304 76/C+PN 0,55 0,23
2-Metilciclopentanona 1120-72-5 1390  1395**  61/C 0,05 -0,83
Terpenos
4-Careno 29050-33-7 1119  1128*% 6/C+PN 0,58 0,54
p-Cimeno 99-87-6 1301 1282*®* 11/C+PN 0,81 0,48
Ho-trienol 53834-70-1 1424  1449°*°  60/M -0,02 0,34
(2)-Oxido de linalool 68780-91-6 1430  1442°®  21/C+PN 0,80 0,31
Linalool 78-70-6 1554  1554**%  14/C+PN 0,71 0,31
Terpinen-4-ol* 562-74-3 1608  1602°** 17/C+PN 0,85 0,30
Nerol 106-25-2 1798  1804"° 63/C+PN 064 0,29
a-Calacoreno 21391-99-1 1920  1928'%  3/C+PN 0,61 0,42
Geraniol 7392-19-0 1864 1862°”°  65/CS -054 0,41
Oxido de nerol 1786-08-9 2377  2385"°  16/C 0,11 -0,59
B-Santalol 77-42-9 2430 2434’  31/C+PN 0,53 0,46
C13-Norisoprendides
(E)-1-(2,6,6-Trimetil-1- ciclohexa-1,3- 23726-93-4 1839  1831°° 67/CS -0,52
dienil)but-2-en-1-ona 0,51
(B-damascenona)
Fendis
4-Metéxifenol de etila (4-etilguaiacol) 2785-89-9 2030 2033  19/C 0,09 -0,75
A-Etilfenol 123-07-9 2204  2185°**  5/C+PN 0,40 0,22
Piranos
Pirano - 2001 * 45/C+PN 0,53 0,12
Lactonas
5- Valerolactona 542-28-9 1589 1609  39/CS -0,20 065
(tetrahidro-2H-piran-2-ona)
Butirolactona 96-48-0 1690  1673**"  54/M 0,17
(Dihidro-(3H)-furan-2-ona) 057
3-Metil-(5H)-furan-2-ona 22122-36-7 1700  1683°*°  38/CS 0,59 057
y-Decalactona 706-14-9 2145  2138°"  69/CS -0,53 050
(5-Hexildihidro-(3H)-furan-2-ona) ’
Furanos
Furfural 98-01-1 1465 1460  8/CS -0,63 051
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Continuagéo Tabela XXVI

Composto CAS LTPRI LTPRI  PCA PC1 PC2
o i cluster®
5-(Hidréximetil)furan-2- 67-47-0 2480 2485°° 51/CS -0,07 022
carbaldeido ’
Furano - 2564 * 29/C+PN 0,58 0,55

Compostos sulfurados

3-Metil-sulfanil-propanoato de etila 13327-56-5 1580 1584°%  30/C+PN 0,73 0,45
Dihidro-2(3H)-tiofenona 1003-10-7 1585  1593°**  37/CS -0,41 0,45
Tiofeno-2-carbaldeido 98-03-3 1689 1702%*°  73/C+PN 0,62 0,45

8LTPRI: indices de retencdo com programacao linear de temperatura obtidos experimentalmente no
conjunto de colunas polar (DB-Wax, 100% polietilenoglicol) x medianamente polar (DB17ms, 50%
fenil-50% polidimetilsiloxano)

bLTPRI.n: LTPRI da literatura obtidos em coluna polar através da GC/qMS

° 0 nimero refere-se aos grupamentos da PCA observados na Figura 25B; C: Chardonnay, C+PN:
50% Chardonnay/50% Pinot Noir, CS: Cabernet Sauvignon, M: Merlot e SB: Sauvignon Blanc.

* LTPRI ndo encontrado na literatura; CX indica que a molécula apresenta X carbonos na sua

estrutura.

A PCA foi utilizada para visualizar as possiveis semelhancas entre os vinhos
elaborados a partir da mesma cultivar de uva e diferengas dos vinhos de diferentes
cultivares, a partir dos dados obtidos por GCxGC/TOFMS e suas razdes de Fisher.
Assim, foi possivel identificar as direcbes do espaco em que a maior parte da
informacao é retida. Além disso, através da PCA foram determinadas as variaveis
(componentes volateis) que contribuem para as diferencas observadas em cada
uma das classes de amostras de vinhos. A nova matriz contendo 77 analitos de 54
amostras foi submetida a centralizacdo dos dados na média, que consiste na
subtracdo dos valores de cada linha da matriz pela média de sua respectiva coluna.
Os autovalores (do inglés: eingenvalues) correspondem a variancia de cada
componente principal. O nimero de autovalores significativos pode ser determinado
pela regra de Kaiser, em que considera-se apenas 0S componentes principais com
autovalor maior que 1.”°® Na Figura 24 observa-se que os 14 primeiros
componentes principais possuem autovalor maior que 1 e que a partir do PC15 os
autovalores sé@o pequenos. Este tipo de grafico ilustra como a variabilidade dos
dados esta distribuida entre os eixos da ordenacéao, permitindo identificar o nimero
de eixos mais significativos. Desta maneira, existe uma variacdo pouco expressiva
em relagéo a variancia explicada a partir do PC15. Os 14 componentes principais

com autovalores maiores do que 1 contribuem para 85,8% da variancia total (Tabela
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XXVII). A aplicacdo da PCA tornou possivel reduzir a dimenséo original dos dados
de 77 (77 variaveis = dimensdes) para 14 (14 componentes principais).

Autovalores

Componentes principais

Figura 24. Autovalores para cada componente principal obtidos apés a PCA de 77
compostos volateis de 54 amostras de vinho de diferentes cultivares de uvas. A linha
pontilhada ilustra o critério de Kaiser (autovalor >1).

Tabela XXVII. Porcentagens de variancia individual e acumulada explicadas pelos 14

principais componentes.

Componente  Variancia individual Variancia

explicada (%) acumulada (%)
1 24,17 24,17
2 19,62 43,79
3 10,00 53,80
4 7,02 60,82
5 5,82 66,65
6 3,38 70,04
7 2,72 72,76
8 2,48 75,25
9 2,22 77,48
10 2,02 79,50
11 1,72 81,22
12 1,65 82,88
13 1,53 84,42
14 1,43 85,85
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PC2: 19.63%

Os componentes principais 1 (PC1) e PC2 explicam ou contém 24,2% e
19,6% da variancia dos dados, respectivamente (Figura 25). Na Figura 25A
observa-se a diferenciacdo de cinco grupos, sendo gque os vinhos tintos: Cabernet
Sauvignon e Merlot foram agrupados no mesmo quadrante. Os vinhos Chardonnay e
Sauvignon Blanc foram separados dos demais pelo PC2, enquanto os vinhos Merlot,
Cabernet Sauvignon e 50% Chardonnay/50% Pinot Noir foram mais influenciados

pelas variaveis relacionadas com o PCL1.
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Figura 25. Graficos da PCA dos 77 compostos volateis de 54 amostras de vinhos
Chardonnay, Merlot, Cabernet Sauvignon, Sauvignon Blanc e 50% Chardonnay/50%
Pinot Noir; (A) grafico de escores que apresenta a distincdo entre as amostras e (B)
grafico de pesos que mostra os compostos volateis dispostos no plano definido pela
PC1 e PC2 de acordo com a diferenciacdo das cultivares de uva. Os numeros que
constam do grafico designam compostos tentativamente identificados, conforme a
Tabela XXVI.
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A numeragdo usada na Figura 25B corresponde aos compostos da Tabela
XXVI. A Figura 25 mostra que os vinhos Cabernet Sauvignon séo caracterizados
por compostos Vvolateis que incluem, por exemplo, 3-metil-(5H)-furan-2-ona,
tetrahidro-2H-piran-2-ona, furfural, tetradecanal, vy-decalactona, geraniol, J-
damascenona, e acetato de 2-feniletila. Os vinhos Merlot estdo associados com
alcool C9 (alcool com nove atomos de carbono), diol C4 (alcool com quatro atomos
de carbono), dihidro-2(3H)-tiofenona, 1-hexanol, 5-(hidroximetil)furan-2-carbaldeido
e hotrienol. Em relacdo aos vinhos Sauvignon Blanc, observou-se que os volateis
associados a este tipo de vinho sdo dodecanoato de etila, succinato de dietila, 2,3-
butanodiol, octanoato de isoamila, 3-metildecanoato de butila, 3-penten-2-ona,
lactato de etila e lactato de isoamila. Aos vinhos Chardonnay estdo associados
compostos como o0 9-decenoato de etila, 2-metilciclopentanona, malonato de dietila,
acido isobutirico e 6xido de nerol. E interessante destacar que a maioria dos
terpenos (4-careno, p-cimeno, oxido de linalool, B-santalol, terpinen-4-ol, nerol,
linalool e a-calacoreno), para os quais foram obtidos valores altos de razdo de
Fisher, também sdo reportados na literatura como compostos que contribuem

40, 41, 46 o astio todos relacionados com os

positivamente para o aroma do vinho
vinhos 50% Chardonnay/50% Pinot Noir. Além disso, uma grande dispersao é
observada no PC1 para este tipo de vinho e respectivos compostos relacionados.
Assim, a fim de obter parametros de classificacdo adequados para relacionar os
principais e mais importantes compostos volateis que caracterizam determinado
grupo de amostras, foi aplicado um método de reconhecimento/classificacao
supervisionado.

Os componentes principais foram utilizados na analise discriminante linear
(LDA) para selecionar as variaveis que sdo mais Uteis para a diferenciacdo dos
vinhos elaborados a partir de diferentes cultivares de uvas. Enquanto, a PCA
seleciona a direcdo que retém o maximo de informacédo, a LDA seleciona a direcao
que consegue 0 maximo de separacao entre as classes de amostras.'® O método
de classificagcdo LDA foi desenvolvido através da aplicacdo de um algoritmo de
sele¢do, usando Wilks’ Lambda como critério e um fator estatistico F para
determinar a significancia das mudangas em Lambda, quando a influéncia de uma
variavel é avaliada (Tabela XXVIII). O algoritmo de selecdo Wilks’ Lambda € uma

medida de discriminag&do entre os grupos. Quanto maior a dispersédo entre 0s grupos,
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menor o valor do Wilks’ Lambda e maior a significancia daquele composto para o
método de classificacdo. O 9-decenoato de etila apresentou maior valor de F
(17,63) e, consequentemente, menor valor de Wilks’ Lambda (0,34), sendo essa
primeira variavel selecionada para o modelo de dicriminacdo. A medida que uma
variavel é selecionada e retirada da matriz, nova combinacéo € realizada, alterando
os valores de F e, consequentemente, a ordem de selecdo. Esta estratégia resultou
em uma consideravel reducdo da dimensionalidade da informacéo, pois levou a
selecdo de apenas 12 variaveis que sao consideradas como as mais importantes

para a diferenciagdo das amostras de vinho.

Tabela XXVIII. Teste de selecdo de variaveis discriminantes entres os 14 PC através da
utiizacdo de Wilks’ Lambda e fator estatistico F para construgdo de um modelo de

diferenciagdo de vinhos de acordo com a cultivar de uva utilizada para a elaboragdo dos

mesmos.
Variavel Wilks’ Lambda F p®
2,3-Butanodiol 0,73 3,32 0,02
4-Careno 0,58 8,76 0,00
3-Penten-2-ona 0,78 2,52 0,05
Succinato de dietila 0,89 1,03 0,40
B-Santalol 0,36 16,42 0,00
Malonato de dietila 0,45 11,18 0,00
Dihidro-2(3H)-tiofenona 0,93 0,68 0,60
Tetrahidro-2H-piran-2-ona 0,80 2,24 0,08
Furfural 0,99 0,05 0,00
Alcool C9? 0,60 6,01 0,34
3-Metil-(5H)-furan-2-ona 0,96 0,29 0,87
9-Decenoato de etila 0,34 17,63 0,00
Nerol 0,93 0,6693 0,61
Octanal 0,98 0,0984 0,30

4C9: 9 atomos de carbono na estrutura da molécula
®o: nivel de significancia. As variaveis s&o discriminantes quando p<0,05

Os compostos volateis selecionados pela LDA foram tentativamente
identificados como 2,3-butanodiol, 4-careno, (E)-3-penten-2-ona, succinato de
dietila, B-santalol, malonato de dietila, dihidro-2(3H)-tiofenona, tetrahidro-2H-piran-2-
ona, 6-metiloctan-1-ol, 3-metil-(5H)-furan-2-ona, 9-decenoato de etila e nerol. Cada

um dos compostos volateis selecionados como discriminantes constitui uma nova
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variavel chamada varidvel canbnica, que representa a direcdo com o maximo de
separacao entre os tipos de vinhos. A confiabilidade do modelo de classificacao
obtido através da LDA foi confirmada através do grafico obtido quando as amostras
foram projetadas no espaco definido pelas duas primeiras variaveis candnicas
(Figura 26). Uma clara separacao entre os cinco tipos de vinhos foi observada,
sendo que os vinhos brancos (Chardonnay e Sauvignon Blanc) foram separados dos
demais vinhos pela primeira variavel canénica, enquanto que os vinhos tintos (Merlot
e Cabernet Sauvignon) e as amostras de vinho produzidas com a mistura de uvas
brancas e tintas (50% Chardonnay/50% Pinot Noir) foram separados pela segunda

variavel canobnica.
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Figura 26. Gréafico das amostras de vinho distribuidas no plano definido pelas duas
variaveis canbnicas, apés a aplicacdo da LDA. As amostras de vinho estao
agrupadas de acordo com a variedade de uva utilizada na sua producédo: C
(Chardonnay), M (Merlot), CS (Cabernet Sauvignon), SB (Sauvignon Blanc) e C+PN
(50% Chardonnay/50% Pinot Noir).

Os doze compostos volateis indicados pela analise multivariada como os mais
discriminantes dos vinhos elaborados a partir de cinco diferentes cultivares de uvas
estdo apresentados na Tabela XXIX. Os trés terpenos considerados importantes
para a diferenciacdo dos vinhos foram relacionados aos vinhos 50%
Chardonnay/50% Pinot noir. As duas furanonas mais discriminantes sao

responsaveis pela diferenciacdo de vinhos Cabernet Sauvignon. Outro aspecto
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interessante observado é que apenas ésteres foram considerados como 0s

compostos mais discriminantes para vinhos Chardonnay.

Tabela XXIX. Compostos volateis apontados pela andlise multivariada como os mais
discriminantes para cada um dos cinco tipos de vinho elaborados com uvas Chardonnay,

Merlot, Cabernet Sauvignon, Sauvignon Blanc e 50% Chardonnay/50% Pinot Noir.

Cultivar de uva Composto Formula estrutural
. . — 5
Sauvignon blanc Succinato de dietila /‘*oJ\A(OV’
o]
2,3-Butanodiol HD: /
OH
3-Penten-2-ona C’W
Cabernet Sauvignon Tetrahidro-2H-piran-2-ona O:<:}:>
3-Metil-(5H)-furan-2-ona d
D O
Chardonnay Malonato de dietila \/OWOM
0 O
Dec-9-enoato de etila 0
.-AO)J\/WW
e — 5
Merlot Dihidro-2(3H)-tiofenona O:\/J

Alcool com 9 atomos de -
carbono

50% Chardonnay/Pinot noir Nerol WAvf,\,um
=

B-Santalol . y HO
| S
4-Careno :

A predicdo da capacidade do modelo de discriminacdo desenvolvido foi
determinada através de um procedimento de validacdo cruzada, no qual o modelo
foi testado utilizando-se amostras de cada uma das variedades de vinho em estudo,
as quais nao foram usadas na sua construcdo. A utilizagcdo dos doze compostos
volateis selecionados pela LDA resultou no classificagdo correta de 100% das
amostras de vinho de acordo com o tipo de uva.

Um outro modelo foi desenvolvido para discriminar vinhos chineses com base
na relacdo entre a composicao volatil elucidada através da HS-SPME-GC/gMS e a

variedade de uva utilizada na elaboracdo dos vinhos. Para isto, foram empregados
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métodos quimiométricos incluindo a razdo de Fisher, PCA e LDA. O modelo
desenvolvido mostrou habilidade de reconhecer 65% das amostras de vinhos tintos
das variedades Cabernet Sauvignon, Merlot e Cabernet Gernischt.’®®* Camara e

colaboradores!®

também utilizaram os mesmos procedimentos para diferenciar
vinhos elaborados a partir de uvas de variedades brancas, relacionando a
composicdo volatil e o tipo de uva. O modelo desenvolvido com 19 compostos
volateis possibilitou a diferenciacdo de 96,4% das amostras de vinhos elaborados
em Portugal a partir de uvas das variedades Boal, Malvazia, Sercial e Verdelho.

A contribuicdo dos compostos volateis para o aroma dos vinhos também é
objeto de estudo em varios trabalhos, que buscam estabelecer uma relagdo entre
compostos volateis e as percepcdes positivas ou negativas dos atributos sensoriais
desta bebida.** 2% 294 2% ggpe-se que a avaliacdo precisa da influéncia de
compostos volateis no aroma do vinho passa pela andlise quantitativa destes
compostos, entretanto, a Tabela XXX apresenta a possivel contribuicdo dos doze
mais importantes compostos volateis indicados pela analise multivariada, mesmo

considerando-se apenas os resultados qualitativos das investigacoes realizadas.

Tabela XXX. Contribuicdo para o aroma dos doze compostos volateis apontados pela
andlise multivariada como o0s mais importantes para a diferenciacao dos vinhos Chardonnay,

Merlot, Cabernet Sauvignon, Sauvignon Blanc e 50% Chardonnay/50% Pinot Noir.

Composto Aroma Coeluicao

Succinato de dietila Frutado™ N&o

2,3-Butanodiol Frutado®® 3-Hidroxi-pentanoato de etila

Nerol Flor de laranja*, rosa® Dodecanoato de metila

3-Penten-2-ona frutado ou picante'®® N&o

Malonato de dietila fruta madura, péssego ou 5-Metil-2-furfural

de grama cortada®®

B-Santalol Amadeirado®® (E)-4-Metilhept-3-en-2-ona

9-Decenoato de etila Frutado®® 5-Etildihidro-2(3H)-furanona,
2-Etilhexanal

Alcool C9? - Acetato de 2-feniletila,
2-Metoxifenol

4-Careno® - N&o

Tetrahidro-2H-piranona® - N&o

Dihidro-2(3H)-tiofenona® - N&o

3-Metil-2(5H)-furanona® - N&o

LTPRI obtidos experimentalmente e os da literatura cientifica estdo na Tabela XVII; °C9: 9
atomos de carbono na estrutura da molécula; "nenhuma informacéo sobre o aroma foi encontrada na
literatura.
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A contribuicdo do nerol para o aroma depende de sua configuragcéo
enantiomérica no vinho (Tabela XXX). A identificacdo da forma racémica presente
nos vinhos analisados ndo foi feita, pois ndo foi empregada uma coluna
cromatografica quiral apropriada para este fim. Para cinco dos compostos da Tabela
XXX ndo foram encontradas informacdes sobre seu aroma na literatura cientifica e,
dentre estes, quatro foram tentativamente identificados pela primeira vez em vinhos,
sendo que apenas o0 4-careno havia sido identificado anteriormente em vinhos
elaborados com uvas da cultivar Falanghina (Vitis vinifera L.) na regidao da Campania
(Italia)*®®

Seis dos doze compostos considerados discriminantes pelo modelo de
diferenciacdo obtido coeluiram com outros compostos na ‘D e foram tentativamente
identificados através do uso da GCxGC/TOFMS. O propanodiato de dietila
(malonato de dietila, 't = 37,92 min e %tz = 3,63 s), por exemplo, foi separado do 5-
metil-2-furfural (*tg = 37,92 min, %tz = 2,04 s) na segunda dimens&o cromatografica. O
mesmo foi observado para o B-santalol (‘tg = 53,10 min, *tx= 2,17 s) que coeluiu na
primeira dimensdo com o (E)-4-metilhept-3-en-2-ona (‘tz = 53,10 min, %z = 3,45 s). A
identificacdo do 9-decenoato de etila (aroma frutado) sé foi possivel com o uso da
deconvolucdo spectral, pois este composto coeluiu na primeira dimensao e coeluiu
parcialmente na segunda dimensdo com outros dois compostos: 5-etildihidro-2(3H)-

furanona e 2-etilhexanal (Figura 27).
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Figura 27. Exemplo da necessidade do emprego da deconvolucdo espectral para
identificagdo de compostos volateis extraidos por HS-SPME de vinhos Cabernet
Sauvignon, analisados através da GCxGC/TOFMS: (A) Parte do cromatograma
referente aos picos modulados de trés compostos volateis que coeluiram na 'D e
coeluiram parcialmente na ?D: (1) linha azul: decen-9-oato de etila, m/z 55; (2) linha
vermelha: 5-etildihidro-2(3H)-furanona, m/z 85; (3) linha preta, 2-etilhexanal, m/z 57,
(B) espectro de massas deconvoluido dos compostos da Figura 27A e 0s
respectivos espectros de massas dos mesmos da biblioteca NIST 2005. As

condi¢cBes cromatograficas utilizadas nas analises estdo na Tabela XII.

4.9. RESUMO DOS RESULTADOS

v'Foi desenvolvido um método de HS-SPME para os compostos dos vinhos base
Chardonnay gauchos através da otimizacdo univariada, onde foi escolhido o filme
polimérico mais apropriado e o uso ou ndo de agitacdo para a extracao dos volateis
de vinho e da otimizacdo multivariada para os parametros tempo de extracao,
temperatura de extracdo, concentracdo de cloreto de sodio e volume de amostra. As
107
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condi¢gbes Otimas obtidas para este método foram: filme polimérico constituido de
DVB-CAR-PDMS, extracdo dos volateis sem agitacdo, uso de 1 mL de amostra,
30% de cloreto de sédio, 45 min de extracédo a 55°C.

v'O método de extracdo otimizado foi aplicado com éxito a cinco amostras de vinho
base Chardonnay, tendo os volateis sido submetidos a analise por GC/gMS, bem
como a analise sensorial. Houve concordancia entre os resultados obtidos por 1D-
GC/MS e a anélise sensorial.

v'/As melhores condi¢cdes cromatograficas para HS-SPME-GCxGC/TOFMS foram
conjunto de colunas: DB-Wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) x DB-17ms (1 m x 0,18
mm x 0,18 um), diferenca de temperatura entre os fornos de 10°C, periodo de
modulacado de 7 s e 1,4 s de duracao do jato quente.

v'Uma relacdo linear (coeficiente de determinacéo, r?= 0,998) foi verificada entre os
LTPRI obtidos experimentalmente para uma mistura padrédo de 22 compostos
caracteristicos de aroma de vinho em um conjunto de colunas DB-Wax x DB-17ms,
por GCxGC/TOFMS e os LTPRI de referéncia para 1D-GC.

v'As diferencas entre os LTPRI obtidos experimentalmente por GCxGC/TOFMS
(conjunto de colunas DB-Wax x DB-17ms) para os compostos volateis do
headspace de vinhos Chardonnay e Merlot e os LTPRI reportados na literatura para
1D-GC (coluna polar) foram inferiores a 20 unidades para 97% dos compostos
tentativamente identificados e para 3% dos compostos, este desvio foi maior, tendo
atingido um maximo de 33 unidades.

v'Foram tentativamente identificados 313 compostos volateis no vinho Chardonnay,
sendo que 273 foram tentativamente identificados através de comparacdo dos
LTPRI e espectros de massas obtidos experimentalmente com aqueles reportados
pela literatura cientifica, sendo que para os demais (40), apenas a classe quimica foi
tentativamente identificada pelos seus espectros de massas.

v'Foram verificadas no headspace do vinho Chardonnay 69 coeluicdes em D (161
compostos), sendo que destas, 20 foram resolvidas na ?D. Os demais compostos
coeluiram total ou parcialmente na D e foram portanto, também distinguidos por
deconvolucao espectral.

v'Os compostos tentativamente identificados no headspace dos vinhos Chardonnay
foram: ésteres (95), alcoois (72), acidos (27), cetonas (24), terpenos (22), lactonas
(20), aldeidos (19), furanos (11), fendis (8), compostos sulfurados (8), pirréis (5) e

C13-norisoprenoides (3).
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v'Foram tentativamente identificados 334 compostos volateis no vinho Merlot, sendo
que 179 foram tentativamente identificados através de comparagdo dos LTPRI e
espectros de massas obtidos experimentalmente com aqueles reportados pela
literatura cientifica, sendo que para os demais (155), apenas a classe quimica foi
tentativamente identificada pelos seus espectros de massas.

v'Os compostos tentativamente identificados no headspace dos vinhos Merlot foram:
ésteres (94) no headspace do vinho Merlot, alcoois (80), cetonas (29) acidos (29)
aldeidos (23), terpenos (23), lactonas (16), furanos (14), compostos sulfurados (9),
fendis (7), pirrois (5), C13-norisoprenoides (3) e piranos (2).

v'Foram verificados no vinho Merlot que 138 compostos coeluiram em 'D, sendo que
destes, 105 compostos foram resolvidos na °D. Os demais compostos coeluiram
total ou parcialmente na “D e foram, portanto distinguidos também por deconvolucao
espectral (33).

v'A diferenciacdo de vinhos de acordo com as uvas empregadas no processo de
vinificacdo foi realizada empregando-se as areas cromatograficas dos compostos
volateis dos vinhos em estudo, obtidas por HS-SPME-GCxGC/TOFMS, suas razdes
de Fisher, PCA e LDA, sendo indicados doze (12) compostos como 0S mais
discriminatérios das diferentes cultivares, entre os 480 compostos tentativamente
identificados em vinhos elaborados a partir de cinco diferentes cultivares de uvas.
v'Os doze (12) compostos indicados pela andlise multivariada como os mais
discriminatérios das diferentes cultivares dos cinco (5) tipos de vinhos sdo: succinato
de dietila, 2,3-butanodiol e 3-penten-2-ona para Sauvignon Blanc; nerol, B-santalol, e
4-careno para 50% Chardonnay/Pinot Noir; malonato de dietila e 9-decenoato de
etila para Chardonnay, um alcool com nove atomos de carbono em sua estrutura e
dihidro-2(3H)-tiofenona para vinho Merlot; tetrahidro-2H-piranona e, 3-metil-2(5H)-
furanona para Cabernet Sauvignon.

v'Dentre os doze compostos mais importantes para a discriminacdo entre 0s cinco
vinhos distintos investigados, sete apresentam potencial para contribuir para o
aroma dos vinhos. Entre os demais, quatro ainda nédo haviam sido reportados em
aroma de vinho na literatura anteriormente 4-careno, tetrahidro-2H-piranona, dihidro-
2(3H)-tiofenona e 3-metil-2(5H)-furanona). Seis compostos dentre os doze coeluiram
na 'D e sua separacéo na 2D foi parcial, tendo a sua identificaco tentativa sido feita

com a contribuicdo da deconvolucao espectral.
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Os resultados obtidos atraves de GCxGC/TOFMS abrem horizontes
promissores para o estudo dos compostos volateis de uma forma mais completa e
detalhada do que aquela que emprega apenas 1D-GC/MS, tanto para vinhos e
espumantes brasileiros, como para outras bebidas, alimentos, 6leos essenciais,
perfumes, amostras de interesse ambiental, forense, etc.

A técnica de GCxGC/TOFMS aplicada a amostras de vinho Chardonnay e
Merlot mostrou um numero maior de compostos tentativamente identificados, bem
como a separagdo de compostos ndo resolvidos na 'D. O ganho de seletividade
obtido com a °D, o uso da deconvolucdo espectral, bem como a obtencdo de uma
distribuicdo organizada de grupamentos de compostos assemelhados no espaco 2D
demonstraram a superioridade da técnica bidimensional para a analise de
compostos volateis de vinhos e matrizes correlatas. Em contrapartida as vantagens
ja mencionadas relativamente ao grande numero de dados obtidos por
GCxGC/TOFMS, o tratamento destes dados, ap0s a realizacdo das analises, é
trabalhoso e demorado para amostras complexas. Sendo assim o0 uso de
ferramentas estatisticas, como razado de Fisher, PCA e LDA permitiu reducdo da
dimensionalidade dos dados obtidos atraves da GCxGC/TOFMS, de forma que foi
possivel diferenciar vinhos elaborados a partir de cinco cultivares de uvas. Doze
compostos foram indicados pela analise multivariada como os mais discriminatorios
das diferentes cultivares de uva dos cinco tipos de vinhos. Os compostos que
diferenciam os vinhos Sauvignon Blanc foram succinato de dietila, 2,3-butanodiol e
3-pentenona. Os terpenos nerol, B-santalol, e 4-careno foram considerados
discriminantes para os vinhos 50% Chardonnay/Pinot Noir. Os vinhos Chardonnay
foram diferenciados dos demais vinhos através dos ésteres: malonato de dietila e do
9-decenoato de etila. Um &lcool com nove dtomos de carbono em sua estrutura e a
dihidro-2(3H)-tiofenona foram responséaveis pela diferenciagdo dos vinhos Merlot e
as furanonas tetrahidro-2H-piranona e 3-metil-2(5H)-furanona foram apontadas
como os compostos mais discriminantes para os vinhos Cabernet Sauvignon.

A maior riqueza de informacdes proporcionada pela GCxGC/TOFMS, a qual
se traduz na separacdo e identificacdo tentativa de um nimero maior de compostos
(inclusive de compostos anteriormente nao detectados e/ou separados e

identificados) aliada a reducdo de dimensionalidade proporcionada pela analise
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multivariada destes dados séo resultados de maximo interesse para a industria
vitivinicola, visto que apontam para uma possivel simplificacdo do controle de
qualidade dos vinhos através da simples analise de compostos volateis especificos
de variedades de uvas (marcadores), bem como para a distincdo de diferentes
formas de producédo, adulteracéo ou de terroir. A escolha de um pequeno numero de
marcadores de qualidade e/ou terroir pode tornar possivel o emprego rotineiro da
1D-GC/MS, através de colunas capilares seletivas, de forma a direcionar a analise
para compostos marcadores, tornando o controle de qualidade mais econdmico.
Neste caso, a GCxGC/TOFMS abre os caminhos para uma caracterizagdo mais
abrangente da composicdo volatil dos volateis de vinhos e outras bebidas e
alimentos e a 1D-GC/MS pode ser aplicada na rotina das industrias, a partir dos
resultados previamente alcancados por GCxGC/TOFMS.

O fato de as diferengas entre os LTPRI calculados experimentalmente para
compostos volateis de vinhos Chardonnay e Merlot em um conjunto de colunas DB-
Wax x DB-17ms, por GCxGC/TOFMS terem se mostrado inferiores a 20 unidades
para 97% dos compostos tentativamente identificados nestes vinhos demonstra que
a simples comparacédo entre os dados de retencdo obtidos na 1D-GC pode ser
usada para a identificacdo tentativa de compostos volateis de bebidas, em
cromatografia gasosa bidimensional abrangente. Este tipo de comparacdo pode,
provavelmente ser estendida para outras matrizes, como Oleos essenciais,
perfumes, compostos volateis de alimentos industrializados ou néo, plantas, frutas.
feromdnios, amostras de interesse ambiental, geoquimico, forense, etc, o que
representa uma avanco em termos de praticidade e simplicidade da andélise
qualitativa em GCxGC/TOFMS, quando do uso de conjunto de colunas polar x
medianamente polar. Uma relacéo linear entre os LTPRI de referéncia da 1D-GC e
agueles LTPRI calculados para 22 compostos presentes em aroma de vinhos no
jogo polar x medianamente polar valida a identificacdo tentativa destes compostos
volateis por GCxGC/TOFMS no jogo de colunas supracitado através da simples
comparacao dos dados obtidos com aqueles LTPRI de referéncia da 1D-GC. Além
disso, a coletdnea de LTPRI apresentada neste trabalho auxiliara pesquisadores e
profissionais relacionados a este tema, na investigacao da identidade de compostos
volateis separados por fases estacionarias polares, as quais sdo reconhecidas como

fases mais dificeis no que tange a obtengéo de dados de retencédo reprodutivos.
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O método de HS-SPME desenvolvido para os volateis de vinhos Chardonnay
gadchos, juntamente com a analise destes compostos por 1D-GC/MS, foi aplicado
com éxito a cinco amostras de vinho base, trazendo elucidacdo da composicao
qualitativa do aroma deste vinho através de GC/qMS. Verificou-se também
concordancia entre as caracteristicas de aroma dos compostos majoritarios
encontrados e os atributos sensoriais dos vinhos em estudo, os quais foram
avaliados por um painel de provadores. O mesmo método de HS-SPME serviu para
a investigacdo dos compostos volateis por GCxGC/TOFMS de Chardonnay e outros

vinhos gauchos.
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Tabela XXXI. Compostos tentativamente identificados no headspace de vinhos Chardonnay através da GCxGC/TOFMS.

Composto NGmero CAS ‘=  |*t= (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
Alcoois
1 | 2-Propanol; (isopropanol) 67-63-5 6,18 | 2,45 0,091 946 [ 938°°
2 | Butan-2-ol 78-92-2 10,62 | 2,53 0,084 1013 9882771,994279,10202001026241,1028206,
1035
3 | Propan-1-ol 71-23-8 11,57 | 2,14 3,304 1038 | 1029%",1035°®°, 1036'%, 1052’
4 | 2-Metilpropan-1-ol 75-65-0 18,32 | 2,25 0,025 1091 | 1077°%, 1081%%, 1083, 1091**°, 1093***®® 1096°*, 1097,
1103%*, 1125%
5 | Butan-1-ol 71-36-3 19,25 | 2,56 0,015 1116 | 1111°°,1116,
1119'%8 11338,
6199,207,218,
1137°91%% 1138" 1144%%°,
1148%4,1149%19° 1152187206211 1154222115588 115693
1159%** 1165"¢
6 | Pentan-3-ol 584-02-1 20,18 | 2,28 0,212 1128 | 1110°"°,11127, 1118 1119**
7 | 2-Propen-1-ol 107-18-6 20,30 | 3,58 0,020, 1138 | 1124**
8 | 1-Penten-3-ol 616-25-1 21,35 | 2,49 0,021 1162 | 1112°"°, 1149, 1154°*°, 1155%*%, 1158***, 1160°°, 1163°*, 1164,
1170%*°,1173%* 1176’
9 | 2-Metil-1-butanol 137-32-6 22,17 | 2,47 0,059 1200 | 1196'%%% 1204
10 | 3-Metil-1-butanol 123-51-3 22,52 | 2,57 0,036 1208 | 1201°%°, 1203%*°, 1208™%%%% 1209%°, 1213, 1229**°, 1230"%°, 1247%°
11 | 3-Metil-3-buten-1-ol 763-32-6 23,57 | 4,01 0,015 1235 | 1220°**,1232°"° 1235°% 1236,
1240201’1245193,252’
1254?% 1263’
12 | 1-Pentanol 71-41-0 23,80 | 2,49 0,017 1243 | 1233°7%, 1249 1250%°%%%? 125219°%1%" 1253,
1255%%%%0% 1256", 1257°,1260"%®, 12622%* 1268%%°
13 | 4-Metil-1-pentanol 626-89-1 26,37 | 2,24 0,324 1329 | 1261%**,1301***,
1314°%,1318%*,
1328'% 1330'%°
14 | 3-Metil-1-pentanol 589-35-5 26,60 | 3,12 0,114 1330 | 1313**, 1314°',1318°®, 1330°*,1331%, 1341'%° 1343'%
15 | (2)-2-Penten-1-ol 20273-24-9 26,72 | 2,47 0,012 1333 | 1312, 1314°**1317", 1321**, 1324**°, 1326°"°, 1335’
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)

16 | 1-Hexanol 111-27-3 26,95 | 2,50 8,349 1341 | 1332°%°,1341°%,
1342207 199 1343204
1344211 191 1347220
1348205 1350195219
1351272 187 252 1353218 199,* 1354165 ,23,271,7 1355212 ,226,226,245 1356201
13572 13581%,
1360%%%273244" 1361",1368'%, 1371"%°, 1379% 1392'8°, 1425%

17 | 2-Heptanol 543-49-7 27,07 | 2,14 0,050, 1345 | 1273", 1303",1310%%", 1316'%9%°°, 1318°°0***" 1320°*,1321°"*, 1332**"
1334/, 1335™°

18 | 1-Hepten-3-ol 4938-52-7 29,28 | 3,86 0,011 1355 | 1341

19 | 3-Etéxi-1-propanol 111-35-3 29,40 | 3,97 0,600, 1373 | 1364°%", 1377%°, 1378™°, 1409'°°

20 | (E)-3-Hexen-1-ol 928-97-2 29,40 | 4,06 0,019 1375 | 1352*%, 1361'%°, 1364°"° 1365°">**,
1366204,206’ 1369273,1370214,
137488, 1377203 1384%°* 13877, 1401

21 | (2)-3-Hexen-1-ol 928-96-1 29,98 | 1,86 0,190 1377 | 1367°"°,1371’
1372238 1373193 ,191
1375297 1376203 13252 1382165 ,202 1383210 1385280 244
13862°°242 1387701 13gg?0* 1389773214 1391218 1392 5217
1358221 1407°7, 1415

22 | 3-Metil-4-penten-1-ol 763-89-3 31,73 | 2,84 0,012 1393 [ 1390%®

23 | (E)-2-Hexen-1-ol 928-95-0 32,78 | 4,67 0,059 1416 | 1390, 1405 1406°'%**°, 1407°°*,1410"%®, 1412°",
14207, 1429'8°

24 | (2)-2-Hexen-1-ol 928-94-9 33,13 | 2,51 0,019| 1425 | 1389°"°, 1403°°,1419°"

25 | 6-Metil-5-hepten-2-ol 110-93-0 35,00 | 3,88 0,017 1470 | 1462'%, 1467, 1469

26 | 2-Etil-hexan-1-ol 104-76-7 35,23 | 2,82 1,108 1478 | 1461'°, 1470%°,1473", 1474°°,1476°%, 1483"%°,1491°9%2"13341 492247
15022% 1504%*

27 | 2,5,5-Trimetil-2,6- 57590-19-9 35,58 | 2,82 0,011 1480 | 1509**

heptadien-4-ol

28 | 2-Nonanol 628-99-9 36,28 | 2,98 0,018 1525 | 1510'%, 1515,
1530206,198

29 | 3-Etil-4-metil-1-pentanol 100431-87-6 | 36,63 | 3,43 0,031 1519 | 1531'°

30 | 2-Butil-1-octanol 3913-02-8 36,97 | 2,23 0,010 1533 | 1528**

31 | 2-(2-Metéxi-propoxi)-1- 83730-60-3 37,22 | 3,05 0,010, 1541 | 1532%*

propanol
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto NUmero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
32 | 1-Octanol 111-87-5 37,33 | 2,36 0,246] 1545 | 15337, 1543°% 154777, 1553°0,1556°°, 1558' 020021 15617, 1562,
1564%*, 1565, 1568", 1605'%, 1552%%°, 1566°*, 1539%%°
33 | 2,4-hexadienol 111-28-4 37,33 | 3,01 0,018 1553 | 1523°**,1570°"°
34 | 2-(2-metéxi-etéxi) etanol 111-77-3 37,58 | 4,49 0,011 1568 | 1576°*
35 | 2,3-Butanodiol 513-89-3 38,38 | 3,07 1,978 1586 | 1539°"*, 1542°° 1580%°, 1583°**,1598"%°
36 | 2-Undecenol 37617-03-1 38,62 | 2,70 0,010, 1600 | 1590%*°
37 | 1,2-Propano-diol 57-55-6 39,08 | 2,78 0,018 1608 | 1603°*
38 | Alcool - 39,18 | 2,47 0,023 1613 | --
39 | 2-(2-Et6xi-etéxi) etanol 111-90-0 39,32 | 3,10 0,281 1622 | 1636°*
40 | 2,7-Dimetil-1-octanol 15-250-22-3 | 39,42 | 3,12 0,018 1630 | 1625"*
41 | (E)-2-Octen-1-ol 18409-17-1 | 39,67 | 2,98 0,017 1635 | 1605, 1615°*, 1620, 1628, 1639'*
42 | 1-Nonanol 143-08-8 40,13 | 2,07 0,035 1656 | 1619°"°,1645'%,
16522%% 1653%,
1654°%°,1656"%,
1661°%, 1667*,1668', 1671*
43 | (E)-2-Nonen-1-ol 31502-14-4 | 40,25 | 2,67 0,033 1700 | 1697°%
44 | 4-Butéxi-1-butanol 4161-24-4 40,52 | 2,60 0,024 1706 | 1701***
45 | (E)-3-Decenol 10339-60-3 42,30 | 2,78 0,018 1757 | 1759'%®
46 | Alcool - 42,70 | 2,17 0,015 1769 | --
47 | 1-Decanol 112-30-1 42,82 | 2,46 0,077 1778 1746*1,8 61748",17612"6, 1769'%°1771%*,
1781
48 | Diol aromatico - 43,87 | 2,64 1,921 1825 | --
49 | 2-(2-butdxi-etoxi) etanol 112-34-5 43,98 | 2,01 0,010, 1827 | 1823**
50 | Alcool - 4427 | 4,60 0,018 1833 | --
51 | 1-Undecanol 112-42-5 44,45 | 2,73 0,013 1841 | 1840%*°
52 | Fenil-metanol (benzilalcool) 100-51-6 4527 | 2,88 0,038 1875 | 1842, 1853'° 1860'%, 1865**, 1867°*°, 1868°°*, 1869°"*,1870°*"**,
1879206,222’ 1882188,274’ 1890244, 1896186,227’ 190440, 1912220
53 | 3-Metdxi-2-butanol 53778-72-6 4562 | 3,97 0,028 1900 | 1903°"*
54 | 2-Feniletanol 60-12-8 4585 | 2,05 4,362 1917 | 1888°*, 1891'%°,1896°"', 1898%°,1902'%°, 1905°°"%°% 1906°*,
1914%%2,1922% 19238 193118 1940%, 1941'%, 1950°%
55 | (3E)-2,6-Dimetil-3,7-octa- 13741-21-4 46,32 | 3,16 0,012| 1948 [ 1951
dieno-2,6-diol
56 | 1-Dodecanol 112-53-8 46,90 | 4,57 0,018 1984 | 1956°%°, 1957, 1969°*, 1977", 1978", 1981%
57 | 1-Tridecanol 112-70-9 48,07 | 2,01 0,011 2066 | 2063°*
58 | Alcool - 48,07 | 2,03 0,015 2070 | --
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto NUmero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)

59 | 2-Pentadecanol 1653-34-5 48,42 | 2,16 0,010 2100 | 2097°%°
60 | Alcool - 48,65 | 2,48 0,019] 2132 | --
61 | 1-Hexadecanol 36653-82-4 48,65 | 2,69 0,018 2152 | 215279%! 2194
62 | Alcool - 49,35 | 2,64 0,011 2191 | --
63 | 2,6-Dimetil-2,7- octadieno- | 103619-06-3 | 49,47 | 4,27 0,017| 2229 | 2258%%

1,6-diol
64 | 5-(2-Propiniloxi)-2-pentanol | 55702-67-5 50,40 | 2,79 0,018 2272 | 22734
65 | 2-Hexadecanol 14852-31-4 51,22 | 3,11 0,027 2320 | 2312%**
66 | Alcool - 51,80 | 3,90 0,010 2353 | --
67 | 1-Fenil-1,2-propanodiol 1855-09-0 52,02 | 1,87 0,014 2444 | 2455**
68 | 1-Heptadecanol 1454-85-9 52,22 | 2,31 0,015 2459 | 2475*%°
69 | Alcool - 52,85 | 2,38 0,038 2667 | --
70 | Alcool - 53,25 | 2,39 0,023 2760 | --

Cetonas
71 | 2-Propanona; (acetona) 67-64-1 4,08 | 2,25 0,167| 815 | 753**, 812", 814", 816°*, 81877, 846"
72 | 5-Metil-hexan-2-ona 110-12-3 4,67 | 2,83 0,010, 832 | 825" ’
73 | 2-Butanona 78-93-3 598 | 2,54 0,017| 900 | 866°", 875,893,900, 901,903 ,
74 | 2,3-Butanediona 431-03-8 10,50 | 3,00 0,044 970 | 943%%’, 955, 962***, 970", 975°'*, 976", 983%°, 986/, 999°*°
75 | 1-Penten-3-ona 1629-58-9 11,22 | 2,91 0,014| 1028 | 1008***, 1019", 1020“**, 1021"", 1024’
76 | Ciclopentanona 120-92-3 20,42 | 2,38 0,054 1146 | 1144**° 1154°™
77 | 5-Metil-3-heptanona  (etil | 541-85-5 24,27 | 5,08 0,017| 1260 | 1236°*°,1253**°,

amil cetona) 1255979 1258°%° 1264'% 1266'%°
78 | 1-Hidréxi-2-propanona (4) 116-09-6 24,62 | 2,32 0,010 1277 | 1295*"
79 | 3-Hidroxi-2-butanona 513-86-0 24,62 | 2,62 0,019 1279 | 1262'%°,1270%,

(acetoina) 1276702 1277210245

12824, 12872112062221289 1291, 1295%°, 1305**°, 1307%*, 1314**'

80 | Ciclohexanona 108-94-1 24,62 | 4,19 0,011] 1291 1275279, 12827, 1285
81 | 6-Metil-5-hepten-2-ona 110-93-0 25,20 | 2,73 0,019 1314 | 1312'%°,1317*%,

1324193 1329271 252
1335%*, 13387, 13407
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
82 | 4-Hidroxi-4-metil-2- 123-42-2 29,17 | 2,77 0,016 1372 | 1339°°, 1351°
pentanona
83 | 3-Decanona 928-80-3 35,93 | 3,23 0,010, 1499 | 1491%*°
84 | 2,3-Dimetil-2-ciclopenten-1- | 1121-05-7 37,47 | 2,09 0,011] 1570 | 1582°*
ona
85 | 3-Metil-2-ciclohexen-1-ona 1193-18-6 38,62 | 2,15 0,018 1592 | 1579™*
86 | 1-Fenil-etanona 98-86-2 40,37 | 5,03 0,062 1665 | 1619°%,1620°**,
(acetofenona) 1628°** 162972,
1639'%°,1642*, 1643*,1645%%,
1649°"*,1652*,1655*, 1660’
87 | Cetona ciclica - 41,65 2,59 0,013 1713 | --
88 | 2-Hidroéxi-2-ciclopenten-1- 21835-01-8 42,82 | 2,93 0,018 1782 | 1784°**
ona
89 | 2-Dodecanona 6175-49-1 43,52 | 2,29 0,016 1811 | 1809%*°
90 | 2-Hidroxi-3-metil-2- 765-70-8 43,63 | 2,77 0,010, 1823 | 1822%%', 1860°*
ciclopenten-1-ona
91 | 4-Fenil-3-buten-2-ona - 48,42 | 2,13 0,011f 2103 | --
92 | 4-Hidréxi-2-ciclohexen-1- 53005-18-8 4993 | 2,53 0,014 2258 | 2277**
ona
93 | Cetona - 52,03 | 4,06 0,049 2427 | --
94 | Cetona - 53,08 | 1,76 0,018 2744 | --
Acidos
95 | Acido 4-metil-2- 816-66-0 33,37 | 3,36 0,060 1434 | 1421%
oxopentandico  (4-metil-2-
oxovalérico)
96 | Acido acético 64-19-7 34,07 | 2,56 4,561 1447 | 14197'° 1422"° 14247, 1433°"* 1435,
1438%°
1441%%, 1442,
1445%°7204 1448%1% 14507, 14513
1452%% 1459" 1461%°, 1463%**, 1470'%5%°, 1473%°
1484°%
97 | Acido propandico 79-09-4 36,87 | 2,89 0,062 1534 1480;88, 152529977 1528%%" 1535°%%,1548",
1550
98 | Acido  2-metil-propanéico 79-31-2 38,15 | 2,75 0,075 1573 | 1545, 1555 1556%" 1566°**,1569°*, 1579*, 1580°",

(acido isobutirico)

1588%,1608'%, 1618'%
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)

99 | Acido - 39,08 | 4,43 0,058 1611 | --

100 | Acido butanéico 107-92-6 40,02 | 1,85 0,562| 1651 | 1602°%'% 1616, 1617"%°, 1620*"", 1622°°", 1623°%, 1625°™,
16292;‘5, 1630, 1635, 16367, 1637%%%, 1638%?'°, 16427 1645%"°,
1650

101 | Acido 3-metil-butanéico |  503-74-2 41,07 | 2,70 0,264 1684 | 1649, 1655*°,1660'%**", 1667°**,1682"°, 1686"***°,1690°*°,

(acido isovalérico) 1691%° 1694'% 1705

102 | Acido pentanéico 109-52-4 42,38 | 2,03 0,075 1732 | 1712°,1728"%
1768%%°, 1745 1755%'° 1730%"*,1742%*, 1679%°,1729%",
1727°% 1768%%°, 17289 1744%%

103 | Acido - 43,52 | 2,92 0,011 1818 | --

104 | Acido hexanoico 142-62-1 45,03 | 2,76 3,962 1861 | 1733°*, 1802°"%,1814°"*, 1820%°°,1823*'%, 1825°"*,1838°%*, 1839°*°,
1840193 ,203,207 18412021842227
1844251 1845188 1846200 ,204
1849275 1851187222 1858215 186140 186340186 1871217 249
1872°5, 187372°, 1875195219

105 | Acido (E)-2-hexenéico 13419-69-7 46,08 | 3,13 0,010, 1931 [ 1929°*, 1990

106 | Acido 2-etil-hexanéico 149-57-5 46,55 | 2,49 0,121] 1953 | 1950°*%%

107 | Acido heptandico 111-14 -8 46,75 | 2,42 0,058 1964 1936207, 1942°,1943", 19507,1955°%, 1958'%' 1960°**, 1971°*°,1976,
1990%

108 | Acido octandico 124-07-2 48,07 | 2,86 6,004 2077 | 2011°"%, 2039%'%,2050°%***°, 2051%°?% 2053, 2056°9%%*,
205715 20582 2060229 20632, 206417, 2067222 207275
2076188 206’ 208340 186,209, 227’ 2091220’ 2092219’ 2152

109 | Acido nonandico 112-05-0 49,23 | 2,03 0,084 2160 | 2133'%°,2149°",
2157°% 2158*2%%,
21621 2164
2168°%° 2174%%,
2176204,208, 2202209

110 | Acido 4-metil octandico 54947-74-9 50,05 | 2,27 0,010 2184 | 2173**®

111 | Acido decandico 334-48-5 50,40 | 1,91 1,947 2262 | 225848 2261'%,
22641 226872, 226977 22707732 22767 2281%%, 22827,
2294715 22961° 230755, 23132% 23144

112 | Acido 9-decenéico 14436-32-9 50,75 | 3,35 0,240 2356 | 2348°"°

113 | Acido undecanéico 112-37-8 51,80 | 2,23 0,077 2409 | 2365°°’,2405'%°,
2407°%°, 2484%

114 | Acido dodecandico 143-07-7 52,15 | 3,89 0,010 2489 | 2439°%, 2471%**, 2485%%°, 2517%%%°
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto NUmero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
115 | Acido 2-fenil-latico 103-82-2 52,33 | 2,19 0,019] 2578 | 2585%
116 | Acido fenil-propanéico 501-52-0 52,50 | 2,00 0,015 2619 | 2603°®
117 | Acido tetradecanéico 544-63-8 52,97 | 1,70 0,017| 2695 2692?22, 26757721
2847
118 | Acido - 53,20 | 3,37 0,032 2749 | --
119 | Acido - 53,32 | 1,07 0,006 2765 | --
120 | Acido pentadecanéico 1002-84-2 53,35 | 1,00 0,018 2813 | 2789°*, 2821°*°
121 | Acido hexadecanéico 57-10-3 53,63 | 2,79 0,135 2910 | 2433'% 2862°*°,
2912%%8 2959%%°
Aldeidos
122 | Etanal (acetaldeido) 75-07-0 3,92 | 2,99 0,013 732 | 6457, 677°"%,694°°, 700,735
123 | 2-Propenal - 5,13 | 2,99 0,019 859 | 840’
124 | 3-Metil-butanal 590-86-3 8,25 | 2,78 0,110, 965 | 884°*,914°"* 915°®° 9177 971" 974
(isovaleraldeido)
125 | 1-Hexanal 66-25-1 18,08 | 4,19 0,031 1077 | 1020°*, 1024*, 1064*,1068"°,
1069°%,
3*,193,244,252
1074191,204’107’5*’ 1076271,1077202'274, 1078*'165,1079*, 1080211'273'242'7,
1081197’214,1084187’195
1087°%°,1089*,
1091'%° 1092,
1097%%°,1103%°
126 | 2,3-Dimetil-pentanal 32749-94-3 | 21,28 | 4,23 0,013 1260 | 1258***
127 | Octanal 124-13-0 24,97 | 4,32 0,020 1300 | 1270°%,1279%/9%/+#231280%%% 1282"9%*"
1284°™ 1286’,
1287%1°,1288'%>%9 129271 1299'% 1300°°,1301'%",1
306%°,1329'%°
128 | Nonanal 124-19-6 30,10 | 4,45 0,114 1383 | 1370%°',1379°%,

1382%%%,1384%*,
1386271,193,203’1387202
1388%7,1390%",
1391187,242’1392210,273

1)
227,222,219,195,7
1396

1399%*,1401%%°, 1406**°,1408", 1421*°
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
129 | Decanal 112-31-2 36,05 | 3,78 0,118 1500 | 148577, 1488727 14947, 14957 149777, 1498°°,1499™,
1500%%?,1502", 1515*°,1538%*°
130 | 4-Etil-benzaldeido 4748-78-1 36,17 | 4,06 0,011 1518 | 1521%"
131 | Undecanal 112-44-7 39,67 | 2,74 0,011 1630 | 1600, 1604'%°,1622%, 1659*,2444°%
132 | 2-Fenil-acetaldeido 122-78-1 39,67 | 3,35 0,143 1638 | 1631°*°1671%
(benzenoacetaldeido)
133 | 4-Metilbenzaldeido 104-87-0 40,37 | 2,83 0,047 1661 | 1654°%
134 | Dodecanal 112-54-9 42,38 | 4,28 0,013 1730 | 1701'%,1708'%", 1718°%°,1720"°, 1722°*',1729%°, 1765°*°
135 | Tridecanal 10486-19-8 44,10 | 3,02 0,014 1830 | 18167,1821,1824°%
136 | Tetradecanal 124-25-4 46,20 | 4,72 0,016 1933 | 1927°%°,1888°%
137 | 3-Fenil-2-propenal 104-55-2 46,72 | 4,56 0,014 1971 | 1970%*
(cinamaldeido)
138 | 4-Metéxi-benzaldeido; 123-11-5 46,77 | 4,25 0,013 1980 | 1986**
(p-anisaldeido)
139 | Pentadecanal 2765-11-9 46,90 | 4,29 0,016 1986 | 1980°%°, 2024°** 2132'%
140 | Hexadecanal 629-80-1 48,18 | 3,27 0,017 2097 | 2094°%°, 2137°% 2143°**
141 | 4-Hidréxi-benzaldeido 123-08-0 51,85 | 4,65 0,013 3070 | 3072%*°
Esteres
142 | Acetato de metila 79-20-9 502 | 2,42 0,019 834 | 825", 8267, 827,
143 | Acetato de etila 141-78-6 542 | 2,71 0,106 893 | 715'%°, 882*,884%", 885"
887°°', 888, 889°%>* 890'%°, 895** 898%°° 900*!*, 904**°
144 | Propanoato de etila 105-37-3 6,15 | 2,70 0,079 942 | 915%, 924°*°, 938" 953°°+*% 956'%
145 | 2-Metil-propanoato de etila, 97-62-1 6,42 | 2,34 0,055 960 | 955%°", 962°%°,965%*'% 972%
(isobutirato de etila)
146 | Butanoato de etila 105-54-4 11,67 | 2,90 0,024 1048 | 984°°% 1022%%,
1032204,165’1033242’ 1037187,251’1039205’ 1040214'10414o' 104765,250
147 | 2-Metil-butanoato de etila 7452-79-1 12,25 | 2,63 0,020 1050 | 1035°%, 1040'%°,1045°°%° 1047%"*,1048°°**** 1040, 1051*,
1052°%°, 1055°%, 1056***, 1057*°, 1060%, 1063**
148 | Etanoato de butila, (acetato | 123-86-4 16,92 | 2,34 0,017| 1063 | 1059+, 1066°*°, 1072*, 1074'%

de butila)
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
149 | Pentanoato de etila 539-82-2 19,37 | 3,69 0,054 1132 | 1087°*, 108971128, 11391142
150 | 3-Metil-etanoato de butila 123-92-2 20,30 | 4,98 0,052 1142 | 1121%7 11258 11277 1145%°
(acetato de isoamila)
151 | 2-Butenoato de etila 10544-63-5 21,82 | 3,53 0,026| 1175 | 1153%%°%°7 1162%%%1179.9*"/
152 | 3-Metilbutanoato de | 557-00-6 21,82 | 2,77 0,012 1170 | 1175'
propila,
(isovalerato de isobutila)
153 | 2-Metil-propanoato de | 2438-20-2 22,05 | 4,64 0,015 1195 [ 1192°®
butila
154 | Butanoato de butila 109-21-7 22,52 | 5,40 0,018 1218 | 1212%8 1214'%" 1219 1221
155 | Hexanoato de etila 123-66-0 23,22 | 4,81 0,117 1226 | 1223%%7,1230%°1%° 1231%% 1231.3%"", 1232211193200x 1235200
12362;4’205,1237188'204, 1238*,1239% 1240%%,1244% 1251%° 1258%*
1270
156 | Acetato de hexila 142-92-7 24,15 | 3,64 0,432 1258 | 1235°"%,1254%%,
1263207,1264279'272,
126578, 12697,
1270%°%2% 1275,
1275188,203,205’ 127940’ 1283244
157 | 2-Oxopropanoato de etila | 617-35-6 24,50 | 3,71 0,041] 1263 | 1242°**, 1253'%*
(piruvato de etila)
158 | Hexanoato de propila 626-77-7 25,43 | 3,97 0,013 1322 [ 1293 1316,
1321%8°, 1324
159 | Heptanoato de etila 106-30-9 26,83 | 6,08 0,007| 1340 [ 1310°%°, 1317*%%° 1331'%"*%*1336°%°,1341%
160 | (E)-2-Hexenoato de etila 27829-72-7 | 29,05 | 5,88 0,014 1358 [ 1335**°
161 | 2-Hidréxi-propanoato  de 97-64-3 29,90 | 5,30 22,585 1360 | 13177'%,1331*",
etila; (lactato de etila) 1533'%2,1334%%
1339%%%,1341*,
1353188,201’1363186
162 | Octanoato de metila 111-11-5 30,10 | 4,56 0,026| 1381 | 1375*, 1378%°7,1386°%, 1387%%,1388°%, 1391%',
1392*, 1396°%°,1417%
163 | 2-Hidréxi-butanoato de etila | 52089-54-0 32,32 | 4,49 0,011 1405 | 1400°*
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)

164 | Ester - 32,32 | 4,64 0,016 1410 | --

165 | 2-Hidréxi-3-metil-butanoato | 2441-06-7 32,78 | 4,64 0,045 1420 | 1399°®, 141177 1421%%%, 1426*°°

de etila

166 | 3-Hexil-butanoato de metila | 10032-13-0 33,95 | 5,19 0,086 1442 | 1425

(isovalerato de hexila)

167 | 2-(1-etdxi-etdxi) propanoato | 37101-80-7 34,03 | 3,56 0,023 1447 | 1442%*°

de etila

168 | 2-Propil-2-hidréxi- 73523-02-1 34,18 | 2,51 0,076| 1452 | 1455%*°

propanoato de metila (2-
hidréxi-propanoato de
isobutila)

169 | Octanoato de etila 106-32-1 34,18 | 3,01 11,006 1452 | 1409°%°, 1424%°7 1429%°** 1430'%"*°* 1430.2%"7, 1431%°%1%°1435%°%°°
14368203 14449750 144978 1466*,
1486'%°

170 | 6-Oxononanoato de etila 4144-59-6 34,68 | 3,35 0,061| 1455 | 1488°%°

171 | (2)-3-Octenoato de metila 69668-85-5 3512 | 2,72 0,044| 1475 | 1483**°

172 | 2,2-Dietéxi-acetato de etila 6065-82-3 35,12 | 4,01 0,015 1477 | 1487°%°

173 | 4-Octenoato de etila 34495-71-1 35,70 | 2,82 0,018 1496 | 1491°%°

174 | 3-Hidréxi-2-metil- 72657-23-9 36,00 | 2,11 0,016 1515 | 1507%"

propanoato de metila
175 | 3-Hidréxi-butanoato de etila | 5405-41-4 36,17 | 3,78 0,069 1520 | 1475°%, 1524
176 | 2-Hidroxi-propanoato  de | 138-22-7 36,63 | 4,76 0,012 1522 | 1520%*°

butila (lactato de butila)

177 | Nonanoato de etila 123-29-5 36,98 | 3,59 0,018 1536 | 1509°%, 1526*°', 1530,
1535206,203, 1581186

178 | 2-Hidréxi-hexanoato de | 6946-90-3 37,33 | 2,37 0,011 1544 | 1527°%, 1533*",

etila 15422 15927
1596°%*

179 | 2-Hidréxi-4-metil- 10348-47-7 37,57 | 3,04 0,290 1554 | 1547°%

pentanoato de etila

180 | Ester - 37,92 | 3,51 0,010 1560 | --

181 | Propanodioato de dietila | 105-53-3 37,92 | 3,63 0,013 1571 | 1572*, 1580°*°

(malonato de dietila)
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
182 | 3-Hidréxi-pentanoato  de | 54074-85-0 38,38 | 4,07 0,010 1589 | 1587
etila
183 | Decanoato de metila 110-42-9 38,73 | 5,55 0,018 1601 | 1585°, 1593 1594'% 1599°%° 1628'°°
184 | 4-Oxo-pentanoato de etila 539-88-8 39,08 | 2,78 0,011| 1614 | 1607°®°
185 | 3-Metilbutil 2- | 19329-89-6 39,32 | 4,91 0,696 1619 | 1614'%, 1615'°
hidréxipropanoato (lactato
de isoamila ou lactato de
isopentila)
186 | Butanedioato de dimetila | 106-65-0 39,43 | 4,7 0,031 1624 | 1631°9°%°
(succinato de dimetila)
187 | Decanoato de etila 110-38-3 39,90 | 5,06 0,120, 1644 | 1610°®°,1629°"
1633165 1635201 211
1637202 203 1638206
1639' 16417,
1645%7 1648
16511 16522% 16622 168418
188 | Benzoato de etila 93-89-0 40,25 | 1,92 0,020 1659 1640223 165 1643217 1649207 1650"%,1651°"°, 1653**°, 1660, 1664°%°,
1682
189 | 3-Metil-butil octanoato | 2035-99-6 40,48 | 5,72 0,022 1668 | 1651°%, 1655°*,1670%, 1674
(octanoato de isoamila,
octanoato de isopentila)
190 | (2)-4-Decenoato de etila 7367-84-2 40,72 | 4,01 0,012 1675 | 1687
191 | Butanedioato de dietila | 123-25-1 41,30 | 3,11 8,334 1686 | 1667°%, 1670°%, 1672°°°, 1673%°, 1675°%, 1677°*°, 1683, 1687,
(succinato de dietila) 16897, 1690°%*, 1701, 1705°%°, 1714
192 | Undecanoato de metila 1731-86-8 41,42 | 5,62 0,011 1703 | 1694%*°
193 | 9-Decenoato de etila 67233-91-4 41,53 | 4,91 0,028 1708 | 16897, 1703%°, 1709°%, 1711"°°
194 | Decanoato de propila 30673-60-0 | 41,53 | 5,82 0,019 1711 | 1720**°
195 | Undecanoato de etila 627-90-7 42,35 | 4,30 0,010 1739 | 1732%""
196 | 2-Hidréxi-benzoato de | 9041-28-5 42,70 | 3,04 1755 | 1756'%
metila 0,017
197 | Pentanedioato de dietila 818-38-2 42,82 | 512 1770 | 1768°'
0,026
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Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
198 | Dodecanoato de metila 111-82-0 43,40 | 2,89 1800 | 1793’
0,008
199 | Acetato de 2-feniletila 103-45-7 4352 | 3,85 1808 | 1796°%°,1800°%,
1801°*°,1805%”,
1810%, 1815,
0,084 18297, 1845%* 1847%
200 | Ester - 4352 | 2,25 0,018 1812 | --
201 | Dodecanoato de 2-| 10233-13-3 43,63 | 4,30 0,019 1820 | 1821°%
propanila (dodecanoato de
isopropila)
202 | 3,3-Dietéxi propionato de | 10601-80-6 44,80 | 2,81 0,018 1845 | 1829°%°
etila
203 | Ester - 44,80 | 4,25 0,132 1856 | --
204 | Dodecanoato de etila 106-33-2 45,03 | 2,10 0,367| 1859 | 1828°%°, 1835%7,1840°%, 1850°** 1856
205 | Decanoato de 3-metil-butila | 2306-91-4 45,03 | 2,32 0,033 1860 | 1857°% 1858°*°, 1864°%°
(decanoato de isopentila)
206 | Tetradecanoato de  2- 110-27-0 46,67 | 2,43 0,017 1855 | 1823°"
propanila  (miristato de
isopropila) (
207 | 3-Hidréxi-octanoato de etila | 20257-95-8 47,00 | 2,86 0,020 1882 | 1880%*°
208 | Tridecanoato de etila 28267-29-0 47,25 | 5,67 0,535 1951 | 1943%*°
209 | Tetradecanoato de metila 124-10-7 47,60 | 5,18 0,045 2021 | 2034°%
210 | 2-Hidréxi-butanedioato de | 7554-12-3 47,83 | 2,05 2048 | 20417, 2048°%° 2058
dietila (maleato de dietila) 2,424
211 | Benzoato de hexila 6789-88-4 47,95 | 2,09 0,018 2057 | 2056
212 | Tetradecanoato de etila 124-06-1 47,95 | 2,38 0,037 2059 | 2040%%', 2045°*%,2048"%', 2054°°° 2065"°,
2070%°,2094%*
213 | 2-Fenil hexanoato de etila 6290-37-5 49,23 | 5,03 0,018 2138 | 2160°"
214 | Pentadecanoato de etila 41114-00-5 49,48 | 4,41 0,017 2149 | 2151°%°
215 | Decanedioato de dimetila 106-79-6 49,82 | 5,33 0,018 2234 | 2220°%°
216 | Hexadecanoato de etila 628-97-7 50,05 | 3,78 0,071 2250 | 2253'%, 2261°%°, 2271**

Juliane Elisa Welke



Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)

217 | Ester - 50,17 | 4,09 0,033 2258 | --

218 | 9-Hexadecenoato de etila 54546-22-4 50,75 | 5,59 0,012 2287 | 2283%*°

219 | Ester - 50,87 | 6,82 0,017| 2297 | --

220 | Ester - 50,98 | 5,34 0,011 2313 --

221 | Ester - 51,10 | 5,04 0,017 2318 --

222 | Ester - 51,22 | 2,08 0,084 2329 | --

223 | Ester - 51,03 | 3,88 0,017 2367 | --

224 | Ester - 51,10 | 5,21 0,017 2373 --

225 | 2-Fenil-octanoato de etila 5457-70-5 51,45 | 5,13 0,015 2378 | 2376°*°

226 | Ester - 51,80 | 4,25 0,010, 2400 | --

227 | Octadecanoato de etila 111-61-5 52,03 | 4,10 0,027| 2433 | 2458°%

228 | Linoleato de etila 544-35-4 52,17 | 3,96 0,026 2564 | 2532

229 | Decanoato de decila 1654-86-0 52,25 | 4,36 0,058 2568 | 2565°**

230 | Ester - 52,33 | 2,01 0,196 2577 | --

231 | Ester - 52,43 | 5,45 0,013 2593 | --

232 | Ester - 52,50 | 2,04 0,018 2598 | --

233 | Ester - 52,62 | 5,32 0,018 2624 | --

234 | Benzoato de benzila 120-51-4 52,73 | 3,87 0,014 2629 | 2636°%°

235 | 4-Hidréxi-3-metéxibenzoato 617-05-0 52,85 | 5,48 0,020 2651 | 2665%
de etila (vanilato de etila)

236 | Ester - 53,08 | 4,76 0,016 2733 | --

Terpenos

237 | 6,6-Dimetil-5- 79-92-5 15,40 | 2,75 0,018 1057 | 1053, 1056°%,1064°"*, 1066-°,1077",
metilidenebiciclo [2.2.1] 1086",1115*,1131*
heptano (camfeno)

238 | 3,7,7-trimetilbiciclo  [4.1.0] | 13466-78-9 | 20,88 | 4,12 0,035 1155 | 1010%*°, 1144™* 1146
hept-3-eno (3-careno)

239 | 1-metil-4-(1- 99-87-6 23,45 | 2,32 0,012 1247 | 12441250,
metiletil)benzeno (p- 1254%%" 1257%°% 1258°7°%1? 1262°%% 1263°1**1264°",
cimeno) 1265'%* 1266°*, 1268*°* 1275'%% 1279°® 1280, 1282°%°

240 | 3,5,5-trimetil-2-ciclohexen- 78-59-1 30,92 | 2,00 0,018 1389 | 1381%*°

1-one; (isoforona)
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Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
241 | 5-Etenil-5-metil-2- 5989-33-3 34,30 | 4,46 0,050 1456 | 14387, 1446%,1453°", 1474
oxolanillpropan-2-ol;  [(2)-
oxido de linalol]
242 | Dihidro-mircenol; (2,6- | 18479-58-8 | 35,70 | 3,28 0,017| 1488 | 1473%%
Dimetil-7-octen-2-ol)
243 | 3,7-Dimetil-octa-1,5,7-trien- | 29957-43-5 | 36,40 | 2,50 0,014 1574 | 1449°% 1585
3-ol; (hotrienol) 1607%°?,1620"%®
244 | 3,7-Dimetil-octa-1,6-dien-3- 78-70-6 37,33 | 3,67 0,014 1547 | 1519"*,1530%"%"°,
ol (linalool) 1536°%,1537°**,
1540°%,1543%°,
1544216,218’1545194, 154640,165,206’1548212,
9213, 227,202,
1550189,190,252 1551193723115522717
1554°"% 15559,
1558'% 1570%
245 | 4-Metil-1-propanil-2— 562-74-3 38,50 | 4,80 0,121 1590 | 1584'%° 1586,
ciclohex-3-en-1-ol; 1593°'? 1596°%,
(4-terpineol) 1597°%%, 1601°*%, 1602°%°, 1608%*"
246 | 1-Etenil-1-metil-2,4-bis(1- 515-13-9 38,62 | 1,091 0,011] 1598 | 1580*', 1600™*
propenil-2) ciclohexano (-
elemeno)
247 | 5-Metil-2-(metil-etil) 89-78-1 39,78 | 2,85 0,016 1642 | 1626°%, 1633"°1636°"*"°, 1637°°%,1639°%, 1642*", 1645™°
ciclohexan-1-ol (mentol)
248 | 2-(4-Metil-1-ciclohex-3- 98-55-5 41,88 | 4,36 0,018 1690 | 1668'*,1675°*°, 1681°*°,1688°"!, 1691°°%,1697*%***,
enil)propan-2-ol (a- 1692°°%,1700™°,
terpineol) 1706'%°,1709%",
17107, 1720%°, 1731
249 | 2-Metil-5-(metil-etenil)-1- 38049-26-2 42,00 | 2,81 0,010 1723 | 1720"***
ciclohexan-1-ol
(dihidrocarveol)
250 | 1-metil-4-(6-metil-1,5- 495-61-4 42,12 | 2,64 0,017| 1725 | 1714™% 1720°*°
heptadienila) 1-
ciclohexeno;
(B-bisaboleno)
251 | 5,8a-dimetil-3-prop-1-en-2- 473-13-2 42,35 | 2,07 0,019 1749 | 1745™*

il-2,3,4,4a,7,8-hexahidro-
1H-naftaleno (a-selineno)
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Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
252 | 3,7-dimetiloct-6-en-1-ol 106-22-9 42,82 | 2,12 0,031 1772 | 1761°%2,176972, 1771°%°,1786™°
(citronelol)
253 | (22)-3,7-dimetil-octa-2,6- 106-25-2 43,40 | 2,22 0,013 1802 | 1731%'%,1795*"°,
dien-1-ol (nerol) 179719420009252 11798212 180273 1804,
1810'%, 1875'%
254 | (2E)-3,7-dimetil-octa-2,6- 106-24-1 45,03 | 2,86 0,138 1864 | 18407'%, 1842°"° 1844°° 1847%°"***%* 1850°*1853'%°,
dien-1-ol (geraniol) 1854°°° 1856"%°, 1860'%,
1862°%°, 1869°*°
255 | (2,6,6-Trimetil-1- 4951-40-0 47,93 | 2,66 0,021f 1942 | 1952**°
ciclohexenila)-2-propenal
256 | Espatulenol 6750-60-3 48,65 | 3,38 0,019 2130 | 21097, 2120%°%°% 2125™*, 2129**° 2153'*
257 | 3,7,11-trimetil-2,6,10- 4602-84-0 51,33 | 2,60 0,018 2346 | 2330, 2345%°
dodecatrien-1-ol [(E)-
farnesol]
258 | 5-(2,3-dimetil- 115-71-9 51,33 | 2,89 0,018 2351 | 2350""
triciclo[2.2.1.02,6]hept-3-il)-
2-metil-pent-2-en-1-ol; [(2)-
o-santalol]
Cl13-norisoprendides
259 | (E)-1-(2,6,6-trimetil-1- 23696-85-7 44,22 | 2,07 0,017| 1839 [ 1809, 1816°°,1830*°, 1832""°**°"1834°*" 1836, 1841°""*,
ciclohexa-1,3-dienil)-2- 1842 18527
buten-1-ona (B-
damascenona)
260 | (5E)-6,10-Dimetil-undeca- 3796-70-1 44,80 | 1,90 0,058 1850 | 1856**°
5,9-dien-2-one [(E)-geranil-
acetona]
261 | Metil 3-ox0-2-pentil | 24851-98-7 50,63 | 2,24 0,016 2280 | 1678°%, 2276°%°
ciclopentano-acetato (metil-
dihidro-jasmonato)
Furanos
262 | 2-Metil-furano 534-22-5 4,30 | 2,14 0,054 819 | 815°", 817*, 858", 876’
263 | 2-Pentil-furano 3777-69-3 24,03 | 2,79 0,019] 1249 | 1215°"%, 12227 1226°"*, 12307"°,1231°"°, 12407,

12752
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Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
264 | 2,5-Dihidro-furano 1708-29-8 24,97 | 3,33 0,018 1305 | 1300
265 | Furfuraldeido, furfural 98-01-1 34,65 | 2,89 3,192 1465 | 1427%*°, 1444%**, 1451%%,
1455°™ 1456°° 1460%%%°% 1467714747, 1475%", 1476 1485
1486%** 1490%*
266 | 5-Metil-furan-2-carbaldeido 620-02-0 37,92 | 2,04 0,080 1565 | 1555°°, 1578, 1589, 1597
(5-metil-2-furfural)
267 | Etil furan-2-carboxilato (etil | 614-99-3 39,55 | 1,99 0,317| 1627 | 1603°”, 1618°*°
2-furoato)
268 | Furan-2-ilmetanol; 98-00-0 40,83 | 2,04 0,019 1680 | 1573*, 1647°°°*** 1659*, 1661°'°,1667
(2-furanmetanol)
269 | Furan-2,5-dicarbaldeido; 823-82-5 46,32 | 2,35 0,010 1940 | 1944°**
(2,5-furandi-
carboxaldeido)
270 | Furano - 46,90 | 3,44 0,044 1996 | --
271 | Furano - 49,00 | 2,41 0,443 2174 | --
272 | 5-(Hidréximetil)furan-2- 67-47-0 52,15 | 3,49 0,014 2480 | 2485**
carbaldeido;
(2-hidréximetil-5-furfural)
Lactonas
273 | Lactona - 33,72 | 2,78 0,016 1439 | --
274 | 4-Met6xi-2,5-dimetilfuran-3- |  4077-47-8 38,27 | 2,84 0,105 1578 | 1584°%, 1591°"
ona
275 | 2-Oxolanona (y- 96-48-0 38,97 | 1,90 0,254/ 1606 | 1593**
butirolactona, dihidro-
2(3H)-furanona)
276 | 5-Metil-2-oxolanona; 108-29-2 39,27 | 3,09 0,020 1614 | 1600, 1626%*
[5-metildihidro-2(3H)-
furanona, y-valerolactona]
277 | 3-Metil-2,5-dihidrofuran-2- 22122-36-7 40,95 | 3,84 0,018 1683 | 1683°**
ona; (3-metil-2(5H)-
furanona)
278 | 5-Etoxi-2- 932-85-4 41,42 | 3,57 0,016 1706 | 1696°**

tetrahidrofuranona; 5-etoxi-
dihidro-2(3H)-furanona
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto

Namero CAS

(min)

“t= (s)

Area (% da
area total)

LTPRI

(cal)

IR* iy

279

280

281
282

283

284

285

286

287

288

289

290

201

5H-2-furanona;
furanona)
5-Etil-2-oxolanona;
tetrahidro-2-furanona;
hexalactone)
4-Metil-5H-2-furanona
(E)-5-Butil-4-metil-dihidro-
2(3H)-furanona; [(E)
whiskey lactona)
3-Acetil-5-butil-oxolan-2-
ona; [5-Butil-dihidro-2(3H)-
furanona, p-jasmona)
3-Hidréxi-4,4-dimetil-2-
oxolanona  [3-hidroxi-4,4-
dimetil-dihidro-2(3H)-
furanona]
5-Acetil-2-oxolanona; [5-
acetil-dihidro-2(3H)-
furanona]
4-Hidroéxi-2,5-dimetil-3-
furanona
5-Octil-2-oxolanona;(y-
decalactona)
3-Hidroxi-4,5-dimetil-2-
oxolanona  [3-hidroxi-4,5-
dimetil-2(3H)-furanona;
sotolon]
5-Etil-3-hidréxi-4-metil-5H-
furan-2-ona
4-Hidroxi-2-oxolanona;
[dihidro-4-hidroxi-2(3H)-
furanona]
3,6-Dimetil-3a,4,5,7a-
tetrahidro-3H-1-
benzofuran-2-ona;
lactona)

(2(5H)-

(5-etil-

(wine

497-23-4

695-06-7

6124-79-4
39212-23-2

40010-99-9

599-04-2

29393-32-6

3658-77-3

706-14-9

28664-35-9

698-10-2

5469-16-9

182699-77-0

42,35

43,80

45,50
45,73

46,08

46,67

47,13

47,32
48,65

49,35

49,58

49,93

50,28

3,50

3,13

2,69
2,85

2,47

2,09

4,08

2,09
2,30

2,23

2,76

2,53

3,97

0,034

0,028

0,018
0,081

0,018

0,018

0,047

0,015
0,018

0,074

0,013

0,144

0,108

1742

1749

1895
1915

1923

2011

2023

2053

2127

2195

2238

2246

2265

1716% 1740°"

17512

1892%%°
1910%, 1915°°, 1928%*

1915'%

1842'%° 2013%**,2028%%', 2041

2026°**, 2098°*

2056°*°
2110°%°, 2125%7% 2127%%, 2136%%%,2138*8, 2175°°

2186°*°, 2190%

2244%°

2244%™

2264
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Composto NGmero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
292 | 5-Heptil-2-oxolanona; 104-67-6 50,44 | 3,49 0,018 2276 | 2270>
heptil-butirolactona (y-
undecalactona)
Fenais
293 | 2-Met6xi-fenol (guaiacol) 90-05-1 45,03 | 2,77 0,018 1870 | 1833°*", 1853°", 1855°"%, 1860°**, 1862, 1875 ", 1883", 1888°"
294 | 2-Metoxi-4-metil-fenol  (4- 93-51-6 46,17 | 2,43 0,019 1965 | 1928, 1956*'°* 1959°%°
metilguaiacol)
295 | Fenol 108-95-2 46,30 | 2,25 0,104 2009 | 1996°%, 2007°*°,2008°%, 2011">**° 20157
296 | 4-Etil-2-met6xi-fenol; 2785-89-9 46,67 | 2,46 0,021 2039 | 1989°"*, 2002°*,
(4-etil-guaiacol) 2031%%°, 2033%%,2054%
297 | 2-Met6xi-4-(2-propenil) 97-53-0 49,27 | 1,98 0,018 2183 | 2139°* 21497,
fenol (eugenol) 2153%%% 2157%% 216172 2175°%, 2184'%°, 2192™*
298 | 4-Etil-fenol 123-07-9 49,27 | 2,35 0,046 2188 | 2144 2167°°%2%°%*'2185°% 2202**°, 2205%, 2210%
299 | 4-Etenil-2-metéxi-fenol  (4- | 7786-61-0 49,47 | 1,05 0,017| 2204 | 2165°**2180'%*"*, 2190**, 2200
vinil-guaiacol)
300 | 5-Isopropil-3-metil-fenol 3228-03-3 50,63 | 2,24 0,019| 2282 | 2287***
Pirrois
301 | 1-etil-pirrol 617-92-5 21,93 | 2,83 0,015 1188 [ 1184*"1194°"
302 | 1-(1H-pirrolila-2)-etanona 1072-83-9 33,03 | 2,04 0,013 1968 | 1970, 2006°*
(2-acetil pirrol)
303 | 1-H-pirrol-2-carboxaldeido 1003-29-8 33,28 | 2,84 0,013 1982 | 1990%*
304 | 2-Pirrolidinona 616-45-5 46,67 | 2,25 0,012 2017 | 2041%'
305 | Aldeido pirrélico - 47,60 | 3,30 0,014 2087 | --
Compostos sulfurados
306 | 3-Isotiocanato-1-propeno 57-06-7 26,77 | 3,10 0,011] 1331 [ 1353
(isotiocianato de alila)
307 | Acetato de 2-metil- | 4455-13-4 36,05 | 4,60 0,013 1510 | 1502**
sulfaniletila  (acetato de
metiltioetila)
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Tese de doutorado — PPGQ/UFRGS

Composto Namero CAS ‘tr |tr (s)| Area (% da] LTPRI | IR* 4
(min) area total) (cal)
308 | 2-Metil-tiolan-3-ona; 13679-85-1 36,63 | 5,30 0,101] 1528 | 1518*°
(dihidro-2-metil-3(2H)-
tiofenona)
309 | 3-metil-sulfanil-propanoato | 13327-56-5 | 38,27 | 4,56 0,013 1580 | 1584**
de etila (etil 3-metil-tio-
propanoato
310 | Tiofeno-2-carbaldeido 98-03-3 41,07 | 2,99 0,014 1689 | 1680°%°, 1734**
311 | Ni - 42,00 | 3,45 0,011] 1724 | --
312 | 3-Metil-sulfanil-propan-1-ol 505-10-2 42,12 | 2,98 0,017 1727 | 1738'%, 1723**"
[3-(metil-tio)-1-propanol
(metionol)]
313 | Benzotiazol 95-16-9 46,55 | 1,92 0,015 1956 | 1887°%, 1915% 1937*%°, 1948%*, 1962°*°
58, 165, 186, 189, 192, 193, 202, 206, 208, 214, 217, 221, 224, 234, 239, 241-24%, 249-252, 2/1, 274, 275, 2

Nas referéncias

¥ 2% foi empregado o célculo para o indice de Kovats, embora a analise
cromatografica tenha utilizado programacao de temperatura; Ni: Ndo identificado; --: n&o foi encontrado indice de retencdo na literatura, que seja compativel
com o espectro de massas do composto; * www.odour.org.uk
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