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RESUMO

O Vale do Séo Francisco, localizado no nordeste do Brasil, apresenta condigdes ambientais
adequadas para produzir vinhos finos de uvas Vitis vinifera. A producao de vinhos nesta regido
é recente, classificada como tropical semiarida e por esta razdo, as investigacGes sobre as
préticas vinicolas para esta regido sdo de extrema importancia. Os compostos fendlicos séo
responsaveis por importantes propriedades sensoriais dos vinhos tintos, incluindo cor,
adstringéncia e estabilidade. Enquanto 0s compostos volateis sdo responsaveis pelas
caracteristicas sensoriais de sabor e aroma da bebida, que estdo intimamente relacionadas com
aaceitacdo dos vinhos pelos consumidores. A escolha da data de colheita € um parametro critico
para a producao de vinhos tintos de qualidade, assim como o periodo de duracdo da maceracao
durante a etapa de vinificacdo. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi identificar o perfil
fisico-quimico, de compostos fendlicos e volateis dos vinhos de uvas colhidas em diferentes
estadios de maturacdo e avaliar a influéncia do tempo de duracdo da maceracdo durante a
elaboracdo dessas bebidas. Os vinhos experimentais foram elaborados a partir de uvas colhidas
em trés diferentes estadios de maturacdo. Séo eles, T1 (113 DAP - 19 °Brix), (DAP: dias apds
poda), T2 (120 DAP - 21 °Brix), e T3 (127 - DAP 23 °Brix) e macerados por periodos distintos
(10, 20 e 30 dias). Um método de microextracdo em fase sélida no modo headspace juntamente
com a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS) foi
validado para a analise de 41 volateis. A analise de variancia acoplada a inspecdo de pesos
estatisticamente significativos (ANOVA - PCA) foi importante para elucidar os efeitos da
maturacdo da uva e do tempo da maceracdo na composicdo do vinho. Vinhos de uvas mais
maduras (21 - 23 °Brix) destacaram-se em relacdo a intensidade de cor, compostos fendlicos
totais e apresentaram altos niveis de antocianinas monoméricas, flavondis, procianidina A2 e
linalol (nota “floral”). Trinta dias de maceracdo foram associados a niveis mais elevados de
alguns flavanois, acido galico, alguns ésteres e alcoois, do terpeno (E)-nerolidol, enquanto o
acido nonanoico (odor “desagradavel”) reduziu sua concentragdo com maceracao prolongada.
A influéncia no perfil volatil e potencial odorifero das diferentes combinagfes entre o grau de
maturacao da uva Syrah e tempo de maceracdo foi também avaliada através da combinacéao de
técnicas cromatograficas (GCxGC/TOFMS, GC-O-OSME, GC-FID e GC/MS). As analises de
GCxGC/TOFMS resultaram em 145 compostos identificados. Dentre eles, 29 compostos foram
indicados pela razdo de Fisher como os mais importantes para a diferenciacdo dos vinhos, sendo
por isso, utilizados em uma anéalise de componentes principais (PCA). Eles permitiram a

discriminacdo dos vinhos Syrah feitos com uvas maceradas por um periodo mais curto (10 dias)
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dos demais vinhos, devido aos niveis mais elevados de compostos volateis. A avaliacdo destes
vinhos através da olfatometria aliada as anélises por GC-FID e GC/MS resultou na designagéo
de 19 °Brix como o grau de maturacdo mais adequado para obter um maior numero de volateis
com maior intensidade e persisténcia de notas odoriferas positivas. Além disso, a
GCxGC/TOFMS permitiu resolver coeluicbes envolvendo compostos importantes para
diferenciar os vinhos de acordo com o perfil volatil e odorifero.

PALAVRAS-CHAVE

Vinho tinto brasileiro, Vitis vinifera Syrah, compostos volateis, compostos fendlicos,
GCxGC/TOFMS, GC-O-OSME, aroma.
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ABSTRACT

The Séo Francisco Valley, located in northeastern Brazil, presents adequate environmental
conditions to produce fine wines of Vitis vinifera grapes. The production of wines in this region
Is recent, classified as semi-arid tropical, and for this reason the investigations on the viticultural
practices for this region are of extreme importance. Phenolic compounds are responsible for
important sensory properties of red wines, including color, astringency and stability, while
volatile compounds are responsible for the sensory characteristics of the flavor and aroma of
the beverage, which are closely related to the acceptance of the wines by the consumers. The
choice of the harvesting date is a critical parameter for the production of quality red wines, as
well as the duration of maceration during the vinification stage. In this context, the objective of
this study was to identify the physico-chemical profile of phenolic and volatile compounds of
the wines of grapes harvested at different maturation stages and to evaluate the influence of the
duration of maceration during the elaboration of these beverages. The experimental wines were
made from grapes harvested at three different maturation stages counted as days after pruning
(DAP): T1 (113 DAP - 19 °Brix), T2 (120 DAP - 21 °Brix), and T3 (127 DAP - 23 °Brix) and
macerated for distinct periods - 10, 20 and 30 days. A headspace solid phase microextraction
method coupled with gas chromatography coupled to mass spectrometry (HS-SPME-GC-MYS)
was validated for the analysis of 41 volatiles. The analysis of variance coupled with the
inspection of statistically significant weights (ANOVA - PCA) was important to elucidate the
effects of grape maturation and maceration time on wine composition. More mature grape wines
(21-23 °Brix) were distinguished in terms of color intensity, total phenolic compounds and
showed high levels of monomeric anthocyanins, flavonols, procyanidin A2 and linalool (floral
note). Thirty days of maceration were associated with higher levels of some flavanols, gallic
acid, some esters, alcohols and the terpene (E)-nerolidol, while nonanoic acid ("unpleasant”
odor) reduced its concentration with prolonged maceration. The influence on the volatile profile
and odor potential of the different combinations between the maturation degree of the Syrah
grape and the maceration time was also evaluated by the combination of chromatographic
techniques (GCxGC/TOFMS, GC-O-OSME, GC-FID and GC/MS). GCxGC/TOFMS
analyzes resulted in 145 identified compounds. Among them, 29 compounds were indicated by
the Fisher ratio as the most important for wine differentiation and were therefore used in a
Principal Component Analysis (PCA). They allowed the discrimination of Syrah wines made
with grapes macerated for a shorter period (10 days) of the other wines, due to the higher levels

of volatile compounds. The evaluation of these wines through olfactometry combined with GC-
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FID and GC/MS analyzes resulted in the designation of 19 °Brix as the most suitable degree of
maturation to obtain a higher number of volatiles with greater intensity and persistence of
positive odor notes. In addition, the GCxGC/TOFMS allowed to resolve coelutions involving
important compounds to differentiate the wines according to the volatile and odoriferous

profile.

KEYWORDS

Red Brazilian wine, Vitis vinifera Syrah, volatile compounds, phenolic compounds,
GCxGC/TOFMS, GC-O-OSME, aroma.
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1. INTRODUCAO

A regido do Vale do S&o Francisco € a terceira maior produtora do pais, com uma
producdo em 2017 de aproximadamente 4 milhdes de litros de vinhos finos e espumantes de
uvas Vitis vinifera, destacando-se a produgédo do cultivar Syrah, de expressiva importancia
regional e mundial, que nas condi¢Ges tropicais semidridas do nordeste brasileiro tem
demonstrado 6timo desempenho.*2

O clima tropical semiarido existente do Vale do S&o Francisco permite as videiras ter
ciclo continuo, sendo possivel a colheita de pelo menos duas safras por ano e o escalonamento
da producdo em qualquer época do ano, uma vez que 0s invernos com temperaturas frias sao
inexistentes, a radiacéo solar € intensa e ha 4gua em abundancia para irrigacéo.>*

Apesar da regido do Vale do Sdo Francisco apresentar boas condi¢des climaticas para a
elaboracdo de vinhos de qualidade, pouco se conhece sobre as préaticas adequadas para 0 manejo
e a vinificagdo de uvas cultivadas em condigdes tropicais. Sendo assim, os vinhos elaborados
na referida regido, sdo geralmente indicados para 0 consumo nos primeiros dois anos apds sua
producdo, uma vez que depois desse periodo, alteracdes podem ser visualmente notadas.> A
alteracdo da cor dos vinhos, € uma das modifica¢cdes mais recorrentes, sendo também um indicio
da ocorréncia de mudangas em seu aroma e, consequentemente, sabor, e estdo associadas as
reacOes de oxidacdo dos compostos fendlicos. Essas reacBes originam uma série de volateis,
gue podem aprimorar a complexidade de aroma da bebida, ou deprecia-la. Diante disso, 0 aroma
varietal do vinho pode ser perdido, assim como as notas frutadas e florais, ao mesmo tempo em
que sdo formadas, além de notas de aroma tipicas de vinho envelhecido, aquelas caracteristicas
de deterioragéo do vinho.®

A obtencdo de maior qualidade e estabilidade dos vinhos Syrah produzidos na regidao do
Vale do S&o Francisco depende de diversos fatores, dentre eles, a determinacdo do ponto de
colheita ideal da uva. O acompanhamento da maturagéo e a colheita em época adequada séo
etapas fundamentais para a elaboracdo de um vinho de qualidade, tendo em vista que € neste
momento que a uva apresentara maior acimulo de agucares, 4gua e de outras substancias de
reserva, com decorrente diminuicdo da acidez, alcancando a maturacéo fendlica e de aroma
ideais.” A maturacdo fendlica ideal é alcancada quando o teor de antocianinas e taninos na casca
é maximo, e simultaneamente, o teor de taninos da semente decai tornando-se posteriormente
constante.” A maturacdo do aroma do vinho é caracterizada como o periodo no qual a uva perde
0s compostos de odor vegetal e herbaceo, adquirindo juntamente, compostos odoriferos

frutados.® Sendo assim, o vinho produzido a partir de uvas colhidas antes da maturagédo fendlica
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ideal, ird apresentar, provavelmente, menor intensidade de cor e um perfil mais acentuado de
taninos da semente, conferindo assim elevada adstringéncia e sensacdo de “secura” apds sua
ingestdo.” Ao mesmo tempo, sera rico em odores indesejaveis, tendo em vista que a uva ndo
atingiu a maturacédo do aroma adequada.®

Além da maturacdo ideal, o processo de maceracdo é uma etapa critica para a definicéo
do estilo do vinho, sendo determinante para a elaboragéo de vinhos de alta qualidade, pois
aumenta a estabilidade da cor, o corpo, bem como os aromas destas bebidas.® Periodos de
maceracdo mais longos podem ser convenientes quando os vinhos sdo destinados ao
envelhecimento ou quando é necessério contornar a maturacdo fendlica insuficiente das uvas
colhidas.’® Durante a maceracdo ha um aumento consideravel no teor de compostos volateis
devido ao tempo de contato das peliculas das uvas com o mosto do vinho. Taninos, antocianinas
e outros compostos fendlicos, bem como compostos nitrogenados, minerais, agucares e
polissacarideos também s&o extraidos das uvas durante esta etapa.” A maceragdo prolongada
proporciona maiores concentragdes de taninos do vinho e, consequentemente, de antocianinas
condensadas com taninos, formando complexos que conferem maior estabilidade de cor, em
comparagcio aqueles formados apenas pelas antocianinas monoméricas.*!

Os volateis sdo encontrados nos vinhos em concentragdes que variam de ng L*amg L
! sendo por isso, fundamental uma técnica adequada para o isolamento e concentragdo desses
compostos. Neste contexto, se insere a técnica de HS-SPME, que une em etapa Unica a
amostragem, extragdo e concentragdo. A mesma apresenta vantagens como nao empregar
solventes organicos e ser facilmente automatizada, reprodutivel e sensivel, sendo uma das
técnicas mais empregadas e adequadas para a extracdo de volateis em vinhos.'>13

A cromatografia gasosa monodimensional associada ao detector de ionizagdo em chama
(GC-FID - do inglés “gas chromatography with flame ionization detector ”), e acoplada a
espectrometria de massas (MS - do inglés “mass spectrometry”) sdo as mais comumente
utilizadas para a identificacdo e quantificacdo de volateis em vinhos.'* Além disso, a técnica de
GC-Olfatométrica ou GC-O (do inglés “olfactometry”) vem sendo bastante utilizada, ja que
combinada com a GC/MS proporciona identificagdo dos volateis importantes para o aroma dos
alimentos.® Por sua vez, a cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC, do inglés
“comprehensive two-dimensional gas chromatography”) acoplada ao detector de
espectrometria de massas por tempo de voo (TOFMS - do inglés “time-of-flight”) oferece
superior capacidade de pico, seletividade e sensibilidade, quando comparada a GC/MS, e isso

se deve ao fato da amostra inserida no sistema passar por dois mecanismos de separagédo



cromatogréafico, em duas colunas distintas. Sendo assim, a técnica permite a identificacdo de
um ndimero maior de compostos, minimizando também o niimero de coeluicGes.®

Comumente, as investigacdes cientificas se concentram mais no uso da GC-O e GC/MS
para elucidacdo dos compostos volateis que sdo importantes para o aroma ou ainda se focam na
identificacdo e/ou quantificacdo de compostos volateis por GCxGC/TOFMS ou GCxGC/qMS,
raramente ocorrendo o uso conjugado de todas estas técnicas. Desse modo, este trabalho propde
0 uso dessas técnicas de forma combinada, com a finalidade de trazer um maior esclarecimento
sobre 0s compostos responsaveis pelo aroma do vinho. Por outro lado, a pesquisa relacionada
a compostos fenolicos, comumente se restringe aos mesmos, sem abranger também os
compostos volateis, de forma que este trabalho agrega o conhecimento relativo a compostos
fenolicos e volateis de forma conjunta.

Tendo em vista que o Vale do S8o Francisco esta inserido em uma regido de clima
tropical semiérido, que difere das demais regifes tradicionais produtoras vitivinicolas do
mundo, onde atipicamente consegue-se colher uvas em qualquer época e obter pelo menos duas
safras ao ano, torna-se evidente a importancia de se estudar estratégias agrondémicas e/ou
enoldgicas, para melhorar a qualidade e estabilidade dos vinhos elaborados na referida regido.
O impacto dessas intervencGes deve ser avaliado no que se refere a composicao fisico-quimica,
bem como relativamente as modificacbes no perfil fendlico, volatil e de aroma dos vinhos
elaborados a partir de uvas colhidas em diferentes graus de maturagdo e macerados por distintos
periodos. O emprego conjugado das técnicas analiticas se reveste de especial importancia no

estudo de vinhos, dada a complexidade dessas bebidas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

Avaliar o impacto do estadio de maturagédo da uva e dos diferentes tempos de maceracao
sob a qualidade dos vinhos tintos tropicais Syrah da regido do Vale do Sdo Francisco através

do emprego de técnicas cromatograficas combinadas e ferramentas quimiométricas.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar o perfil volatil dos vinhos Syrah elaborados a partir de uvas colhidas em

diferentes graus de maturacdo e maceradas por distintos periodos através do



emprego das técnicas de HS-SPME, GC/MS e GCxGC/TOFMS e ferramentas
quimiométricas.

Avaliar, através da GC-O-OSME, os vinhos destacados pela analise de
GCxGC/TOFMS e ferramentas quimiométricas como 0S mais promissores em
termos de composicao volatil.

Definir o periodo de maceracdo mais adequado a elaboracdo de vinhos de boa
qualidade.

Definir o melhor grau de maturacéo para a colheita da uva, visando a elaboracgéo de
vinhos ricos em compostos fendlicos e volateis que tenham uma contribuicdo

positiva para 0 aroma destas bebidas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O VALE DO SAO FRANCISCO E OS VINHOS SYRAH

A videira foi introduzida no nordeste brasileiro no século XVI, avancando do litoral
para o sertdo, onde a mesma encontrou ambiente propicio para seu desenvolvimento. Na década
de 90, observou-se grande expansao das areas cultivadas e um maior aporte tecnolégico no
setor, colocando a regido do Vale do Sdo Francisco, entre as mais importantes regides
vitivinicola do pais.*’

A regido do Vale do S&o Francisco possui clima tropical semiarido, com cerca de 400
mil hectares de vinhedos, que produziram em 2017 aproximadamente 4 milhdes de litros de
vinhos finos e espumantes de uvas Vitis vinifera.? Situada entre os paralelos 8° e 9° de latitude
Sul, ¢ a mais proxima do equador dentre todas as regides vitivinicolas existentes?, representando
uma nova fronteira a ser desbravada, com imenso potencial para a producdo de uva e seus
derivados.’® A regido apresenta caracteristicas edafoclimaticas distintas onde as videiras
demonstram ciclo continuo, devido a auséncia de frio, j que a temperatura média anual € de
26 °C, 0 que permite colher a uva em qualquer época do ano.® Sendo assim, é possivel realizar
0 escalonamento da producdo ao longo do ano, o que reduz os investimentos em termos de
infraestrutura para a elaboracdo dos vinhos. Além disso, a irrigacdo a partir da &gua do Rio S&o
Francisco, de excelente qualidade, € o fator principal que permite com que as videiras se
desenvolvam o ano todo, possibilitando decidir quando iniciar uma nova safra e prever a data
da colheita.*

O vinho é definido, segundo a legislacdo brasileira como sendo uma bebida proveniente
exclusivamente da fermentacéo alcdolica da uva madura e fresca ou do suco da uva fresca. Ele
é resultante da transformacao dos agucares do suco da uva em alcool etilico, gas carbonico e
centenas de outros compostos.?® Os vinhos produzidos na regido do Vale do S&o Francisco
apresentam caracteristicas proprias e sdao conhecidos como “vinhos do sol”, caracterizados
como jovens e frutados.?

A uva Syrah é uma das mais produzidas em todo o mundo e destaca-se como o principal
cultivar para vinhos tintos no Vale do S&o Francisco, a exemplo do que ocorre na Australia, que
também tem na Syrah, a sua mais importante uva vinifera tinta.> Seus cachos sdo medianos,
cilindricos e compactos, com bagas de pequenas a medianas, ovaladas e de coloracdo negro-

azulada.?



2.2 MUDANCAS NA UVA DURANTE A MATURACAO

2.2.1 Aspectos Gerais relacionados a maturacéo da uva

A maturacdo da uva esta associada ao amolecimento dos tecidos, a diminuicdo da
acidez, ao acumulo de acUcares, a sintese de antocianinas (em variedades tintas) e a sintese de
compostos volateis. Caracteriza-se como um periodo fisiolégico que tem inicio no pintor
(mudanga de cor das bagas) e € finalizado com a uva madura, durando cerca de 40 dias, a
depender do cultivar da uva, condicdes ambientais, bem como das préaticas agricolas
empregadas. Este € um periodo muito importante, pois influencia significativamente na
composicdo das uvas, permitindo que as mesmas desenvolvam suas caracteristicas varietais, e
consequentemente, na composicao dos vinhos.??

O estadio de maturacdo da uva compreende quatro fases, sdo elas: a) herbaceo: abrange
desde a formacao do gréo até a mudanca de cor da pelicula e textura da baga, sendo que os
teores de acUcar ndo ultrapassam 20 gramas por quilograma de uva. b) mudanca de cor (pintor):
periodo em que a baga comega a pintar, ou seja, hd um acimulo da coloracéo da uva devido a
sintese de polifendis. c) maturacao: periodo que se inicia com a mudanga de cor da uva e termina
na colheita. Durante a maturacdo as bagas amolecem, e ha um aumento pronunciado dos
pigmentos antocianicos (variedades tintas) e do teor de agUcares (glicose e frutose), bem como
uma reducdo da acidez. d) sobrematuracdo: comeca a partir da maturacédo tecnoldgica, e € neste
periodo que as bagas comegcam a murchar, tendo os teores de agucares e &cidos reduzidos (teores
de frutose passam a ser maiores que os de glicose).?

De modo geral, os estddios de maturacdo podem ser classificados em maturacdo
fisiologica (germinacdo), industrial (quando a baga atinge maior peso e concentracdo em
acucar) e tecnoldgica (quando atinge as caracteristicas ideais para o seu destino final, tendo em
vista o tipo de vinho que se deseja produzir, ou ainda quando os teores dos agucares
glicose/frutose se equivalem, com reducdo da acidez).?* Durante 0 amadurecimento da uva
ocorre 0 acimulo de agUcares, agua e de outras substancias de reserva®®, com decorrente
diminuicdo da acidez,?® sendo nesta etapa alcancada, geralmente, a maturagio fendlica e de
aromas ideais. Diante disso, tradicionalmente, a data da colheita é determinada através dos

critérios peso da baga, densidade do mosto, e contetido e relagdo entre aglcares e acidez.?’



2.2.2 Acumulo de agUcares

O fenbmeno bioldgico mais espetacular da maturacao é certamente o rapido acumulo de
acucares na uva a partir da fase de pintor. Durante toda a fase de crescimento herbaceo, a
concentracdo de aclcar nas uvas verdes ndo excede 20 gramas por quilograma de uva. Os
acucares sintetizados diariamente sdo metabolizados em alta intensidade para o
desenvolvimento dos frutos, mas em particular para o crescimento e maturacdo das sementes.
A demanda de substancias nutritivas para a uva é ainda mais consideravel nos dias que
precedem a fase de pintor.®

A sacarose é 0 composto organico mais significativo translocado para o fruto. Néao
surpreendentemente, ¢ também o principal composto orgénico transportado no floema. Ao
atingir a baga, a maior parte da sacarose transportada no floema é hidrolisada para glicose e
frutose. Embora sejam geradas quantidades iguais de glicose e frutose da sacarose, 0s niveis
dos dois acucares raramente sdo iguais no fruto. Em bagas jovens, a proporcdo de glicose é
geralmente maior. Durante o amadurecimento, a taxa de glicose/frutose muitas vezes cai,
ocorrendo o acumulo ou a retencdo de frutose, tornando-a ligeiramente superior ao da glicose.
No estadio de maturac&o, a frutose esta presente em maiores concentragdes que a glicose.?® As
razBes para este desequilibrio sdo desconhecidas, mas podem originar-se de taxas diferenciais
de glicose e de frutose, ou a partir da sintese seletiva de frutose a partir de &cido malico.

2.2.3 Acidos organicos

Ao lado do acimulo de acucar, a reducdo da acidez é quantitativamente a modificacédo
quimica mais acentuada durante o amadurecimento. Os acidos tartarico e malico representam
cerca de 70 - 90% do teor de &cido presente na baga da uva. O restante consiste em quantidades
variaveis de outros acidos organicos (acido citrico e acido succinico), acidos fendlicos,
aminoacidos e acidos graxos. Apesar de estruturalmente semelhantes, os acidos tartarico e
malico sdo sintetizados e metabolizados de forma diferente.!

O écido tartarico € derivado de uma transformacdo complexa da vitamina C (acido
ascorbico), enquanto, o &cido malico é um intermediario importante no ciclo do acido
tricarboxilico. O teor de acido mélico presente nas bagas é alterado mais rapidamente do que o
acido tartarico. O grau e a natureza das conversdes desses acidos podem variar amplamente,
dependendo do cultivar e dos fatores ambientais, no entanto, séo normalmente observadas

algumas tendéncias. Apds uma sintese inicial intensa de &cido tartarico, ambos acidos tém seus



teores aumentados lentamente até a fase de pintor. Subsequentemente, a quantidade de acido
tartarico tende a estabilizar, enquanto que a do &cido malico diminui. Acredita-se que o0 acimulo
inicial de &cido malico atue como uma reserva de nutrientes, em substituicdo a glicose, sendo
o0 principal substrato apos a fase de pintor. Isto explicaria a rapida reducdo no teor de acido
malico durante os estadios posteriores de amadurecimento. O &cido tartarico tende a acumular-
se principalmente nas peliculas, com quantidades mais baixas distribuidas uniformemente por
toda a polpa da uva, sendo esta diferenca reduzida durante a maturacdo. Em contraste, a
deposicédo de acido mélico é elevada na polpa e baixa nas peliculas, e a medida que a maturacéo
avanca, essas diferencas tornam-se menos marcadas, sendo possivel observar no periodo de

maturagao, uma concentracéo de acido malico na pelicula superior a observada na polpa.!

2.2.4 Maturacdao fenolica

Os compostos fendlicos da uva sdo responsaveis pela cor, sabor, corpo e estrutura dos
vinhos tintos, e ndo evoluem durante a maturagdo da uva da mesma forma que os agucares, ou
seja, sua concentragdo maxima nao necessariamente coincide com o maximo acumulo de
acucares.?® De forma geral, o teor dos compostos fendlicos aumenta ao longo da maturagéo, no
entanto a evolucdo se da de modo diferente com relacéo as distintas familias fendlicas, sendo
fortemente influenciada por aspectos intrinsecos da uva, como seu cultivar, igualmente por
fatores externos, tais como clima, regio e solo.*°

A sintese dos compostos fenolicos comeca logo apds o inicio do desenvolvimento das
bagas, sendo que algumas antocianinas sdo sintetizadas precocemente, no entanto, a maior parte
da producdo desses compostos, envolve outros fendlicos, flavonodides ou ndo flavondides.
Sendo assim, a sintese das antocianinas torna-se pronunciada somente apos a fase de pintor. O
momento e o grau de sintese das antocianinas dependem de uma série de fatores, tais como
temperatura, exposicao a luz, disponibilidade de agua, acimulo de acgUcar e fatores genéticos.
Embora o teor de antocianinas nas uvas tintas aumente durante a maturacédo, a proporcao das
varias antocianinas e de seus derivados, presentes nas uvas, podem mudar acentuadamente.
Apos atingir um maximo (geralmente na maturacdo da uva), a concentragdo das antocianinas
tende a diminuir ligeiramente.°

As condigdes precisas que d&o inicio a sintese das antocianinas durante a fase de pintor
sdo desconhecidas. Uma hipotese sugere que o acumulo de agucar fornece o substrato
necessario para a sintese dos referidos compostos, além de suprir as necessidades imediatas do
tecido.?! De forma distinta, a sintese das antocianinas pode também ser ativada por alteraces
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nos conteddos de potassio e célcio nas células das peliculas. O potéssio se acumula nas peliculas
apos o inicio da fase de pintor, sendo a sua distribuicao celular bastante heterogénea. Por outro
lado, o declinio no teor de célcio é inversamente relacionado a sintese das antocianinas.!

Durante o desenvolvimento das bagas, ocorrem alteragdes na concentracdo e na
composicdo dos flavandis presentes nas peliculas.®? Ap6s um aumento acentuado no inicio do
desenvolvimento das bagas, o contetido de flavandis individuais diminui a medida que se
polimerizam em procianidinas e taninos condensados.®® O grau de polimeriza¢do aumenta com
a maturacdo, assim como a proporcdo de subunidades de epigalocatequina e a inclusdo de
mondmeros de antocianinas em polimeros de procianidina. As subunidades principais sdo (-)-
epicatequina e (-)-epigalocatequina galato, sendo que as unidades terminais, sdo principalmente
as (+)-catequinas. As epicatequinas sao biossintetizadas a partir de antocianidinas, enquanto
que a catequina ¢ derivada das leucocianidinas (flavan-3,4-diois).3*

A sintese dos compostos fenolicos ndo-flavondides tende a diminuir e pode cessar ap6s
a fase de pintor. No entanto, alguns compostos fenolicos de baixo peso molecular, isto €, 0s
derivados do 4cido benzoico e do 4cido cindmico, podem aumentar durante a maturag&o.

Os estilbenos, compostos sintetizados predominantemente em resposta ao estresse
localizado (a exemplo tem-se a infeccdo por patdgenos), tem como principal representante o
resveratrol. A sintese dos estilbenos geralmente reduz apds a fase de pintor, coincidindo com a
sintese de antocianinas em uvas tintas.

De modo geral, pode-se dizer que a uva atinge a maturacao fendlica ideal quando o teor
de antocianinas e taninos na casca € maximo, ao mesmo tempo que o teor de taninos da semente
comeca a decair e se torna relativamente constante. Neste ponto, ocorre o equilibrio entre os
taninos da casca e da semente, caracterizando um vinho “harménico” ao paladar, que apresenta
adstringéncia e amargor equilibrados. Apo6s este momento, o teor de antocianinas da casca
decai, e observa-se um equilibrio e constancia do teor de taninos da casca e da semente. Com
isso, se a uva for colhida antes da maturacédo fendlica ideal, provavelmente o vinho originado
tera menor intensidade de cor, ja que as antocianinas se acumulam em decorréncia da
maturacgdo, além do mais, o vinho serd rico em taninos da semente, muito reativos a ligacoes
com glicoproteinas da saliva e proteinas da cavidade bucal, conferindo elevada adstringéncia
ao vinho e “sensacio de secura” apds a sua ingestdo.’ A adstringéncia ¢ uma sensacéo descrita
como resultante da precipitacdo de proteinas salivares ap0s a complexagdo com 0s taninos.
Estando, portanto, associada a reducdo das propriedades lubrificantes da saliva, o que reduz a

sua viscosidade, aumentando a sensacio de adstringéncia.’
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2.2.5 Maturacédo do Aroma

O odor é definido como as substancias volateis percebidas pelos receptores olfativos da
cavidade nasal. Por outro lado, o aroma sdo aquelas substancias volateis percebidas pelos
receptores olfativos da cavidade nasal (detec¢do ortonasal) e através da garganta apds entrarem
em contato com a boca (deteccéo retronasal).®®

No entanto, dentre os diversos volateis identificados em uma matriz alimenticia, varios
ndo possuem odor, e apenas uma pequena fragcdo apresenta impacto significativo sobre o aroma.
Desse modo, a area do pico no cromatograma ndo € indicativa da contribuicdo efetiva do
composto para 0 aroma, ja que compostos presentes em baixas concentragfes possuem alto
poder odorifero.®’

E durante a maturacio da uva, que sdo formados os volateis e precursores responsaveis
pelo aroma caracteristico da variedade, o chamado varietal. Estes se originam a partir do
catabolismo de cidos graxos, aminoacidos, agucares, pectina e carotendides das bagas, gerando
compostos de diversas classes quimicas, dentre eles, monoterpenos, C13-norisoprendides,
alcoois, ésteres, pirazinas, lactonas, cetonas e compostos sulfurados.®® Dessa forma, a
maturacdo do aroma caracteriza-se como o estadio onde a uva perde progressivamente seus
odores vegetais e herbaceos, ao mesmo tempo que adquire odores frutados, presentes ao final
da maturag&o.®

Com o desenvolvimento das técnicas de cromatografia a gas, tornou-se possivel o estudo
dos constituintes do aroma presentes nas uvas, bem como a compreensao de como alguns desses
compostos variam no decorrer da maturacdo da uva. Grande parte das pesquisas sobre o aroma
nas uvas, envolveu cultivares de Muscat, cujo aroma baseia-se principalmente em
monoterpenos. Em geral, os monoterpenos se acumulam no decorrer da maturagéo, no entanto
durante sua sintese, podem ser convertidos em formas nédo volateis, podendo existir na forma
de glicosideos, derivados oxidados ou polimeros do composto original.*®

As bagas jovens possuem elevada concentracdo do terpeno geraniol, que decai
rapidamente, com o aumento correspondente da sua forma ligada glicosidicamente. Apds o
pintor, a concentragdo de outro importante terpeno, o linalol, aumenta, no entanto, a proporcéao
da sua forma ligada glicosidicamente também aumenta. Apoés atingir maxima concentragdo na
maturagdo da uva, as fragdes livres e ligadas tendem a diminuir. A maioria dos terpenos se
acumula nas peliculas, no entanto, existem aqueles que se acumulam em maior quantidade na
polpa. Além disso, a proporcao dos terpenos livres e ligados glicosidicamente podem diferir

entre a pelicula e a polpa da uva.'!
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Em contraste, 0s norisoprendides, como a p-damascenona, estdo localizados
predominantemente na polpa das uvas. Assim como ocorre com 0S monoterpenos, as suas
concentragdes aumentam durante a maturagio.*°

Além das classes supracitadas, outros compostos estdo presentes em formas néo
volateis, ou seja, conjugadas (ligadas glicosidicamente). Um desses grupos, consiste em fendis
aromaticos de baixo peso molecular. Exemplos em uvas do varietal Riesling incluem a vanilina
e o vanilato de metila. Até mesmo os alcoois fenolicos 2-fenil etanol e alcool benzilico, podem
tornar-se glicosilados durante a maturag&o.*

Outro grupo de precursores ndo volateis sdo os conjugados de S-cisteina. Eles so
metabolizados por leveduras durante a fermentagdo, liberando suas unidades de tidis volateis.
Estes compostos desempenham papéis significativos no aroma de muitas variedades da familia

Cabernet, sendo restritos as pelicula.*?

2.2.6 Parametros que determinam a colheita

No Brasil, o parametro mais utilizado para a determinacdo da época da colheita da uva
é o teor de acucares, ja que de forma geral o vinho é definido como o produto da transformacéo
dos agicares da uva em alcool e produtos secundarios.'® Os aglicares sdo medidos em escala de
graus babo (porcentagem de agUcar existente no mosto da uva) ou em escala de graus Brix (teor
de solidos soltveis na uva)*, sendo recomendo para a colheita um teor de s6lidos soltveis em
torno de 22 °Brix e acidez titulavel de 6 - 8 g L. Outro critério bastante empregado € o teor de
acidos, que é avaliado juntamente com o teor de acgUcares, uma vez que o balanco entre ambos
confere ao vinho um equilibrio gustativo determinante para a sua qualidade geral.’

As uvas atingem maturacdo enoldgica ideal quando diversos fatores estdo em equilibrio,
possibilitando a elaboracdo de vinhos de alta qualidade. A maturacéo tecnoldgica, fendlica e do

aroma sdo variaveis independentes e devem ser consideradas no momento da colheita da uva.’

2.3 INFLUENCIA DA MACERACAO NA ELABORACAO DOS VINHOS

A etapa de maceracdo se refere a liberacdo de constituintes do bagaco da uva (sementes,
peliculas e polpa) apds o esmagamento. O processo € facilitado pela liberacdo e ativacéo de
enzimas hidroliticas a partir de células esmagadas.'* E uma fase muito importante na produco
de vinhos tintos de alta qualidade, o que leva a uma maior estabilidade de cor, melhor sabor e

aroma, bem como uma maior aceitacéo do vinho pelo consumidor.® Assim, a maceragéo fornece
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um dos principais meios pelos quais 0os produtores podem ajustar a qualidade de seus vinhos.
Os principais fatores fisicos que influenciam a extragéo da pelicula e da polpa séo a temperatura
e a duracdo da etapa em si, sendo a extracdo geralmente relacionada a ambos fatores.®

Na producdo dos vinhos tintos, o processo de maceragdo se concentra principalmente
na extracdo de pigmentos e taninos. As antocianinas sdo as primeiras a serem extraidas, por
serem mais soluveis que os taninos. A medida que a fermentagio se torna ativa, a producio de
etanol ndo apenas aumenta a solubilizacdo, mas também facilita a fuga de antocianinas
aumentando a porosidade da membrana. A extragcdo dos taninos é muito mais dependente do
aumento do teor de etanol para sua solubilizacdo.!

A fase de maceracdo tem duracdo de 3 a 5 dias quando o vinho tinto é elaborado para o
consumo a curto prazo. Isso proporciona boa coloracéo, no entanto evita a extracdo de taninos
duros (verdes) das sementes, mas extrai taninos suaves (maduros) das peliculas para promover
a estabilidade da cor. A maioria dos flavonodides atinge um pico temporério na solubilizagdo em
aproximadamente 5 dias, no entanto pode haver uma segunda fase de extracdo que comeca apos
15 dias de maceracdo. Periodos de maceracdo mais longos estdo correlacionados com
concentragdes maiores de taninos de elevado peso molecular.t#* Vinhos destinados ao
consumo a longo prazo sdo macerados nas sementes e peliculas por até 3 semanas, apresentando
como resultado um declinio no contetdo de antocianinas livres, entretanto aumentam a
estabilidade de cor, através da sua polimerizagdo precoce com as procianidinas.!

E também durante a macerac&o que o teor de volateis aumenta, devido & extracdo desses
componentes das peliculas da uva. Por outro lado, ao longo da maceracdo, a fermentagédo
alcodlica é realizada pelas leveduras gerando uma fracdo crescente desses compostos que
conferem aroma ao vinho. No inicio da fermentacdo, durante os primeiros 2 a 3 dias, leveduras
ndo Saccharomyces cerevisiae, com menor sensibilidade ao alcool, estdo presentes no mosto,
no entanto decaem rapidamente, sendo substituidas pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae,
dominantes até o final da fermentacdo. Essa espécie de levedura gera uma ampla gama de

compostos volateis e ndo volateis que determinam a qualidade do aromas do vinho.’

2.4 COMPOSICAO FENOLICA DAS UVAS E VINHOS

Os compostos fendlicos estabelecem um dos mais importantes parametros de qualidade
dos vinhos, visto que estes, ttm grande impacto sobre as caracteristicas sensoriais,
especialmente cor e sabor dessas bebidas. Além disso, o interesse nos polifendis vem
aumentando devido a sua agdo protetora em humanos contra doengas cardiovasculares e
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degenerativas.*® Adicionalmente, os referidos compostos apresentam propriedades anti-
inflamatoria e antioxidante, inibem o efeito de células cancerigenas e evitam a aglomeragédo de
plaquetas.*®

Os compostos fenolicos presentes nos vinhos podem ser divididos de acordo com sua
estrutura quimica em dois grandes grupos: os ndo-flavondides e os flavonoides. Os principais
ndo flavondides incluem os acidos derivados do &cido cindmico (ex. cafeico, p-cumarico e
ferralico), do &cido benzédico (ex. galico, vanilico e siringico) e os estilbenos (ex. trans-
resveratrol).*®

Os flavondides sdo representados por varias subclasses, sendo as mais importantes para
0s vinhos as antocianinas (ex. malvidina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-glicosideo e
cianidina-3-O-glicosideo), os flavonois (ex. quercetina, rutina, miricetina e caempferol-3-O-
glicosideo), e os flavanois (ex. (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epicatequina galato e (-)-
epigalocatequina galato).*® A qualidade organoléptica dos vinhos depende das antocianinas,
compostos responsaveis pela cor, e dos flavondis, responsaveis pela cor, sabor, adstringéncia,
corpo e amargor, ambos presentes nas peliculas’, enquanto os flavandis, também influenciam

na cor, estando presentes nas peliculas, assim como nas sementes das uvas.’

2.4.1 Antocianinas

As antocianinas estdo entre 0s corantes vegetais mais utilizados na industria de
alimentos, sendo possivel extrai-las a partir de uvas, morangos, macas, rabanetes, entre outros.
Elas sdo constituidas basicamente por estruturas de antocianidinas ou também denominadas de
agliconas, que séo formadas por um anel benzénico, ligado a um anel heterociclico que contém
oxigénio [cétion flavilio (2-fenil-benzo pirilo) ], que por sua vez, esta ligado a um terceiro anel
aromatico. Quando as antocianidinas sdo encontradas na forma glicosilada (ligadas a moléculas
de acucares, mais comumente de glicose, na posi¢do 3 do anel aromatico) elas sdo chamadas
de antocianinas.*” Além disso, sdo moléculas que apresentam diferentes funcdes bioldgicas nos
tecidos vegetais, tais como a protecdo contra exposi¢do solar e radiacdo UV, ataques de
patdgenos, bem como contra os danos oxidativos.*® Sdo também compostos que apresentam
atividade antioxidante, desempenhando uma importante fungdo na prevencdo de doengas
cardiovasculares, neurais, entre outras.*’

Nas uvas, as antocianinas estao presentes nas peliculas e desempenham uma importante
funcdo na qualidade sensorial dos vinhos tintos,*® uma vez que ao se condensarem com 0s
taninos dos vinhos formam complexos que conferem estabilidade a essas bebidas.** A formagéo
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das antocianinas tem inicio no pintor, ocorrendo actimulo no decorrer da maturagéo da uva®®,
sendo a sua biossintese influenciada por diversos fatores, tais como o solo, temperatura,
luminosidade, préaticas de cultivo, bem como maturagdo da uva.>! Além disso, a espécie da uva,
bem como a variedade em questao, influenciam na composi¢do antocianica presente. Em geral,
as uvas Vitis vinifera apresentam apenas os derivados 3-O-monoglicosidicos. Logo, todas as
antocianinas presentes em Vitis vinifera apresentam uma hidroxila livre na posicdo 5 do anel
aromatico. Em outras espécies do género Vitis, é possivel encontrar antocianinas 3,5-
diglicosideo, ainda assim, os derivados 3-O-monoglicosideo sdo mais intensamente coloridos,
quando comparados entre si.>?

As principais antocianinas encontradas nas uvas Vitis vinifera, sdo a pelargonidina,
cianidina, delfinidina, malvidina e a peonidina-3-O-glicosideo. Suas estruturas diferem entre si,

devido aos diferentes substituintes presentes no anel B, como visto na Figura 1.>

R,
o~ _OH
HD*-». .a"":::\ .-J'GT:‘ -~ QS.-Jl “-H
Y ’
H-HT_{,* o MOR
OR
Antocianina R1 R2
Pelargonidina-3-O-glicosideo H H
Cianidina-3-O-glicosideo OH H
Delfinidina-3-O-glicosideo OH OH
Malvidina-3-O-glicosideo OCHjs OCHs
Peonidina-3-O-glicosideo OCHs H

Figura 1: Principais antocianinas encontradas nas uvas Vitis vinifera.

2.4.2 Flavondis

Os flavonois sdo os metabolitos secundarios presentes em quase todas as plantas
superiores. S&0 compostos que agem como foto protetores, uma vez que absorvem as radiagoes
UVA e UVB. Juntamente com as antocianinas, sdo importantes na copigmentacgao dos vinhos,
assim como na marcacdo taxiondmicas das uvas. Sao referidos na literatura cientifica como

compostos de alta importancia para a satde e nutricdo humana.*®
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A estrutura dos flavonois esta intimamente relacionada a sua biossintese. Assim como
os demais compostos fenolicos, os flavonodis sdo um produto da rota biossintética do
fenilpropandide, onde a fenilalanina € convertida em 4-coumaril-CoA, e posteriormente em

tetrahidroxichalcona (Figura 2).
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Isorhametina-3-0O-glicosideo

Figura 2: Biossintese de formagcéo dos flavonois.**

Em geral, os flavonois sdo compostos polifendlicos C6-C3-C6, nos quais dois anéis
benzénicos hidroxilados, A e B, estdo ligados por uma cadeia de trés carbonos, que é parte de
um anel C heterociclico com uma estrutura de 3-hidroxiflavona e uma dupla ligacdo. (Figura
2). Os flavondis diferem entre si, com relagdo ao nimero e tipo de substituicdo que ocorre no
anel B. O caempferol-3-O-glicosideo, por exemplo, € mono hidroxilado na posicdo 4°, a
quercetina é di-hidroxilada nas posigdes 3’ e 4°, a miricetina é tri-hidroxilada, nas posi¢des 3°,
4’ ¢ 5’ e a isorhametina-3-0O-glicosideo ¢ a forma metilada da quercetina.>

Os flavondis sao os flavonoides mais abundantes em alimentos, sendo a quercetina e o
caempferol-3-O-glicosideo seus principais representantes.”® Estdo geralmente presentes em
concentragdes baixas, cerca de 15 a 30 mg kg?, sendo as fontes mais abundantes a cebola,

couve, alho-pord, brocolis, entre outros.>®
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Nas uvas, os flavonois estdo localizados principalmente nas peliculas, uma vez que
atuam como agentes protetores de raios UV, sendo que maiores concentragdes séo obtidas
algumas semanas ap6s o pintor. Durante o desenvolvimento do fruto ha uma estabilizacéo na
concentracdo desses compostos, sendo um decréscimo observado a medida em que as uvas
aumentam de tamanho. As castas brancas sintetizam principalmente os derivados do anel B,
mono e di-substituido, ou seja, caempferol-3-O-glicosideo, quercetina e isorhamnetina-3-O-
glicosideo. No caso das uvas tintas, além dos supracitados, ocorre também a sintese do flavonol
tri-substituido miricetina.®’

Nos vinhos tintos os flavonois estdo geralmente presentes na concentragdo maxima de

45 mg L, na forma glicosilada, sendo a porcao de agticar associada frequentemente a glicose.>®

2.4.3 Flavanois

Os flavanois existem na forma de mondmeros denominados catequinas, assim como na
de polimeros, conhecidos como proantocianidinas. As catequinas sdo encontradas nos vinhos
tintos, em concentragdes de até 300 mg L%, entretanto as fontes mais abundantes das catequinas
s&0 0 cha verde e o chocolate.>® A (+)-catequina e a (-)-epicatequina sdo os principais flavanois
presentes em frutas, enquanto a (-)-epicatequina galato e a (-)-epigalocatequina galato sdo
encontradas em sementes de leguminosas, em uvas e em cha.®® As proantocianidinas, também
conhecidas como taninos condensados, sdo dimeros, oligdmeros e até mesmo polimeros de
catequinas, e estdo entre os principais polifendis em uvas, localizando-se principalmente nas
peliculas e nas sementes.® Os taninos condensados sio os responsaveis pelo carater
adstringente de algumas frutas (péssego, caqui, macéa, entre outros) e bebidas (vinho, sidra, cha,
cerveja, etc.),%? uma vez que formam complexos com as proteinas salivares. Essa adstringéncia
muda ao longo da maturacdo e muitas vezes desaparece quando o fruto se torna maduro. Estao
também relacionados com a cor apresentada pelos vinhos tintos, j& que reagem com as
antocianinas formando complexos polifendlicos coloridos, quimicamente estaveis,

apresentando também, expressiva atividade antioxidante.
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Figura 3: Estrutura dos flavandis.>

25 CROMATOGRAFIA LIQUIDA PARA A ANALISE DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM VINHOS

Muitos compostos presentes nas uvas e nos vinhos nao podem ser analisados por
cromatografia gasosa, por apresentarem baixa volatilidade ou por serem instaveis
termicamente. Este é o caso dos compostos fendlicos, onde a identificacdo é geralmente
alcancada através da combinacdo de técnicas instrumentais, tais como, a espectroscopia do
ultravioleta - visivel (UV-Vis), espectrometria de massas (MS) e ressonancia magnética nuclear
(RMN). A espectroscopia do UV-Vis distingue os grupos fenolicos através dos espectros de
absorcdo. A identificacdo dos polifendis por espectrometria de massas se da através dos
diferentes espectros de massas que sdo obtidos para cada classe de polifendis. A técnica inclui
0 uso de uma variedade de instrumentos, que combinam diferentes fontes de ionizagdo
(ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz - MALDI, ionizagéo por eletro spray - ESI,
ionizacdo quimica por pressdo atmosférica - APCI) e analisadores de massas (tempo de voo -
TOF, quadrupolar - Q, armadilha de ions - IT). A técnica de ressonancia magnética nuclear
(RMN) baseia-se principalmente na analise dos espectros de RMN de hidrogénio (*H) dos
compostos fenolicos, mas também podem ser proporcionadas informacdes estruturais
importantes a partir dos espectros de carbono (**C).%*

Nos anos de 1980 a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) surgiu como um
método que possibilitou a analise quantitativa de um grande nimero de compostos fendlicos de
forma rapida, ofuscando o uso de técnicas classicas. Os métodos de HPLC para a analise de
uvas e vinhos podem ser divididos em dois tipos: métodos de rotina, onde o objetivo € a
obtencdo de meétodos rotineiros para a analise quantitativa. Neste caso, é desejavel um método
rapido, simples e robusto, sendo assim, os detectores mais empregados sdo os de ultravioleta
(UV) e os de fluorescéncia (FD). Por outro lado, para a investigagdo quimica mais detalhada
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dos constituintes presentes em baixas concentracdes, os métodos mais utilizados sdo os que
acoplam a cromatografia liquida de alta eficiéncia a espectrometria de massas (HPLC-MS).%
Diversos trabalhos reportados na literatura mostram o uso da técnica de HPLC para a analise

de polifenois em vinhos.5°%8

2.6 COMPOSTOS VOLATEIS RELACIONADOS AO AROMA DO VINHO

Na tentativa de identificar e quantificar os compostos quimicos responsaveis pela
experiéncia humana de olfato e paladar os pesquisadores analisam a composicéo de alimentos
e bebidas, tendo grande interesse no estudo de uvas e vinhos, ndo somente por sua importancia
econdmica, mas também devido a sua complexidade. Apesar dos estudos de composicao
fornecerem informacdes sobre os compostos que contribuem para a percepcao sensorial dos
vinhos, eles ndo substituem a capacidade do ser humano de traduzir as interacdes complexas de
visdo, aroma e sabor que sdo captados ao ingerir um vinho.®

Para ser percebida pelo nariz humano, a concentracdo de um composto volatil deve ser
maior que seu limiar de percepc¢éo e, portanto, seu valor de atividade de odor (OAV) deve ser
maior que 1. Além disso, o uso de OAV permite uma abordagem quantitativa relacionada a
contribuicdo dos volateis odoriferos para 0 aroma dos vinhos, enquanto uma avaliacdo
qualitativa pode ser feita com base nos descritores de cada composto. Um composto com um
OAV > 1 deve contribuir para 0 aroma de um vinho.”

Compostos quimicos, pertencentes a diferentes classes quimicas, e presentes em
distintas concentracgdes, sdo responsaveis pelo aroma. Tais compostos sdo oriundos da uva, dos
processos fermentativos e de estocagem.’* Contudo, 0os compostos mais importantes para o
aroma do vinho s&o aqueles formados durante a fermentagdo.®® Dentre as classes de compostos
que contribuem para o aroma dos vinhos estdo os terpenos, C13-norisoprendides, derivados dos
furanos, acidos, ésteres, alcoois, metoxipirazinas, compostos sulfurados, fendis, aldeidos e

cetonas.

2.6.1 Compostos originarios da uva

O genotipo varietal, que corresponde as caracteristicas genéticas de cada cultivar de
uva, assim como o fendtipo, caracterizado pelas interacdes genotipo com fatores ambientais,
0s quais, quando referentes aos vinhos, sdo agrupados através do conceito de terroir, estdo

intimamente relacionados & composicao da uva.’
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O terroir caracteriza-se como um conjunto complexo de fatores, tais como clima, solo,
geologia, altitude, latitude, influéncia humana, dentre outros, que ndo podem ser facilmente
modificados pelo homem e que, em conjunto com decisGes de manejo, levardo a obtencédo de
um produto caracteristico de determinada regido.”? Sendo assim, o aroma do vinho é
influenciado por fatores tais como clima, solo, cultivar, grau de maturagdo da uva, e condi¢des
utilizadas para a elaboracéo do vinho.”™

Substancias especificas, inerentes a cada varietal de uva, contribuem para o0 aroma, sao
elas: a) substancias que passam para o vinho sem transformacGes e que transmitem a sua
tipicidade e b) aquelas que sofrem transformacdes durante a fermentacéo e conservacao, com
consequente liberacdo de aroma, conhecidos como precursores de aroma.” Os precursores
podem ser substancias ndo volateis como glicosideos, acidos fenolicos, acidos graxos e
conjugados de cisteina, capazes de originar compostos volateis pela acdo de enzimas
especificas. Além disso, podem ser substancias que colaboram ou ndo para o aroma do vinho,

e que pela sua instabilidade, se transformam em outras substancias odoriferas.’

2.6.1.a Terpenos

Os terpenos séo sintetizados biologicamente a partir de unidades do isopentenil
pirofosfato (IPP), unidade estrutural basica que contém cinco atomos de carbono, que por sua
vez, sdo oriundas do acido mevalénico e do piruvato/gliceraldeido-3-fosfato, presentes na
uva.” As moléculas formadas por 10 carbonos sdo chamadas de monoterpenos, com 15
carbonos de sesquiterpenos, com 20, diterpenos, com 25, sesterpenos, com 30, triterpenos e
com 40, tetraterpenos. Teores elevados de terpenos ndo sdo caracteristicos de uvas tintas,
entretanto niveis baixos (< 1,5 pg kgt) de linalol, citronelol e nerol foram encontrados em uvas

Cabernet Sauvignon,’® e sdo responsaveis por conferirem aromas florais e citricos aos vinhos.”’

2.6.1.b Norisoprenoides

Os norisoprenoides sdo compostos derivados dos carotenoides, e assim como 0S
terpenos, sdo metabdlitos secundarios das uvas. Sdo formados a partir de glicosideos nédo
volateis, sendo liberados pela agdo das leveduras Saccharomyces cerevisiae.”® Os compostos
que apresentam 13 atomos de carbono sdo denominados C13-norisoprendides, sendo estes 0s
que mais exercem influéncia no aroma do vinho. Estdo presentes em diversos cultivares de

uva, incluindo as brancas e tintas, e a sua abundéancia é influenciada por diversos fatores, tais
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como varietal da uva, clima e tipo de solo.” A importancia desses compostos para o vinho foi
demonstrada em trabalho publicado por Nevajas et al.2%, no qual ressalta-se uma correlagéo

positiva entre as elevadas concentra¢des desses compostos com aroma de frutas vermelhas.

2.6.1.c Metoxipirazinas

As metoxipirazinas sdo compostos heterociclicos formados a partir do metabolismo dos
aminoacidos e estio presentes nas peliculas das uvas,’ sendo seus teores dependentes do grau
de maturacdo da uva.®! Nos vinhos a metoxipirazina mais recorrente é a 2-metoxi-3-
isobutilpirazina (IBMP), que em concentragdes baixas contribui para o carater varietal de
vinhos das variedades Sauvignon Blanc e Cabernet Sauvignon, porém em teores elevados é
considerada indesejavel. Alguns fatores contribuem para 0 aumento nos niveis de IBMP em
vinhos brancos, como exemplo, pode-se citar 0s niveis baixos de exposi¢do solar do vinhedo e
o clima frio da regido de cultivo das uvas. Tais fatores, resultam em compostos de contribui¢do

odorifera caracterizada como vegetal, bastante intensa nas uvas e que se mantém no vinho.%

2.6.2 Compostos volateis oriundos da fermentacgao

A conversdao do mosto da uva em vinho se da através de dois importantes processos,
denominados: fermentacédo alcodlica e fermentagdo malolatica. Na primeira, comum a todos 0s
vinhos, o etanol, assim como outros produtos secundarios, € formado a partir dos agucares do
mosto, pela da acdo das leveduras. A fermentacdo malolatica consiste na transformacédo do
acido malico em éacido latico pela acdo de bactérias laticas, e tem seu inicio ao final da
fermentacdo alcoolica, quando a autolise das leveduras se intensifica. Este tipo de fermentagéo
pode ocorrer de duas formas: espontanea ou através da inoculacéo de bactérias laticas no vinho.
O vinho tinto adquire maior complexidade de aromas, bem como suavidade gustativa quando
sofre 0 processo de fermentagdo malolatica.”* Além do etanol, outros compostos podem
contribuir de forma significativa para o aroma do vinho, sdo eles: alcoois superiores, acidos
volateis, ésteres e em menor proporcao, os aldeidos e cetonas. Para 0s vinhos sdo considerados

alcoois superiores aqueles que possuem uma fungao alcool e mais de dois atomos de carbono.’’
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2.6.2.a Alcoois

Os alcoois superiores sdo produzidos a partir do metabolismo das leveduras durante a
fermentacdo alcoodlica. Suas concentracGes sdo influenciadas por diversos fatores, tais como
condi¢des de fermentagdo, composicdo fisico-quimica do mosto e da uva.® Os &lcoois
superiores de cadeia ramificada, incluindo o 3-metil, 1-butanol e o 2-metil, 1-propanol, s&o
produzidos a partir do metabolismo dos aminoacidos e sdo descritos com aroma de uisque,
malte, queimado e vinho, solvente e pungente, respectivamente. O alcool aromatico, 2-fenil
etanol, que possui aromas descritos como especiarias, rosa e mel é considerado um dos mais
importantes para a qualidade sensorial do vinho, uma vez que é tipicamente encontrado acima

de seu limiar de percepgdo (10 mg L1).84

2.6.2.b Acidos

As leveduras produzem &cidos de cadeia curta, ou seja, com menos de 6 atomos de
carbono (< C6), média (de C6 a C12), e em maior parte, 0s de cadeia longa (> C12). No entanto,
tais acidos de cadeia longa, como o palmitico (C16) e o estearico (C18) ndo sdo volateis, e por
isso ndo contribuem para o0 aroma dos vinhos.®® Os de cadeia curta, (< C6), que incluem o acido
2-metil propandico e o acido 3-metil butandico, e os lineares, propandico e butandico,
contribuem de forma negativa, sendo o odor dos mesmos associado aos descritores de suor e
queijo.® J& os acidos de cadeia média, hexanoico (C6), octandico (C8) e decandico (C10)
possuem concentracdes dependentes de fatores tais como: as condi¢bes de crescimento
anaerdbias, composicdo do mosto, cepa de levedura, cultivar da uva, temperatura de
fermentacéo e praticas de vinificagio, sendo também, de odor desagradavel.®” O 4cido acético,
é um dos mais importantes acidos presentes no vinho, uma vez que contribui para cerca de 90%
da acidez volatil. O referido &cido esta presente em todos os vinhos, ja que pequenas
quantidades sdo produzidas pelas leveduras, em torno de 0,6 g L, de forma que sua presenca

em concentragdes elevadas é um indicio de deterioragdo microbiana.®®

2.6.2.c Esteres

Os ésteres sdo formados nos processos fermentativos e de envelhecimento dos vinhos,

a partir de reacGes entre alcoois e acidos. Eles representam a maior concentragdo de compostos
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volateis em bebidas alcoolicas,®® contribuindo de forma significativa para o aumento e
qualidade do aroma do vinho, com descritores odoriferos de frutado e floral.® Estes compostos
podem estar presentes no vinho na forma de acetato, onde o grupo funcional é derivado do &cido
acetico incluindo compostos importantes para 0 aroma, como 0 acetato de etila. Ou ainda, na
forma de ésteres etilicos, que resultam da combinacdo do grupo &cido, oriundo de um acido
graxo, com o grupo funcional alcool do etanol.?® A concentracio desses compostos, em alguns
casos, € reduzida no momento da fermentacdo, devido a presenca de oxigénio dissolvido e
acidos graxos insaturados.®® Ha perdas, também, do aroma frutado e floral nos vinhos jovens,
durante a maturacdo e armazenamento, em decorréncia de perdas hidroliticas dos acetatos e
ésteres. Essas perdas podem ser reduzidas com o0 emprego de temperaturas mais baixas (de 0 a

10 °C) no armazenamento dos vinhos.*

2.6.2.d Sulfurados

Os compostos sulfurados presentes nos vinhos, se originam a partir do metabolismo das
leveduras, estando associados a reducdo do sulfato e consequentemente a producdo de
aminoéacidos de enxofre (metionina e cisteina). Esses volateis presentes nos vinhos podem ser
classificados em dois grupos. Aqueles que contribuem negativamente para o aroma, com
descritor odorifero de ovo podre, e que se originam a partir da formacdo do HS, que é um
produto da fermentagdo.®! Entretanto, existem os que contribuem de forma positiva, conferindo
odores desejaveis aos vinhos. Esses compostos sdo conhecidos como tidis e sdo considerados
de grande impacto odorifero em vinhos brancos. Um exemplo, é o vinho branco Sauvignon

Blanc, que apresenta notas de maracuja atribuidas ao tiol 4-mercapto-4-metil-pentan-2-ona.®?

2.6.2.e Fendis Volateis

Os fenois sdo compostos produzidos pelas leveduras por meio da descarboxilagdo
enzimatica dos &cidos cindmicos oriundos da uva. Dentre os principais compostos fendlicos
encontrados nos vinhos esta o 4-etil, guaiacol, relatado com odor de fendlico e picante e 0
guaiacol, com descritor odorifero de pungente e fendlico contribuindo negativamente com o

aroma do vinho.%
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2.6.2.f Compostos Carbonilados

Compostos carbonilados, tais como aldeidos e cetonas, podem ser formados a partir da
aco das leveduras através de reacdes de descarboxilagdo dos acidos a-cetdnicos.’”? Dentre 0s
aldeidos presentes em vinhos, o acetaldeido destaca-se por ser formado em grande quantidade
e por possuir odor descrito como pungente.”” O benzaldeido é outro composto pertencente a
esta classe, e se destaca por apresentar odor de améndoas.®* Ja dentre as cetonas, a 2,3 -
butanodiona, quando presente em concentragdes elevadas, na faixa de 5 - 7 mg L, confere
odor desagradavel aos vinhos. No entanto, em baixos teores, 1 - 4 mg L contribui de forma

positiva, com odor amanteigado.*

2.6.2.g Lactonas

As lactonas sdo formadas a partir de reacGes de esterificacdo. Tais reacfes ocorrem na
presenca de grupos hidroxilicos e carboxilicos para formacgdo do éster ciclico, que na maioria
das vezes é composto por 4 atomos de carbono, sendo denominados Y-lactonas. As lactonas
podem ter origem na uva, nos processos de transformacdo que ocorrem durante a fermentacéo
ou ainda podem ser extraidas das madeiras utilizadas para 0 armazenamento dos vinhos que

passam por processo de envelhecimento.”?

2.6.3 Compostos volateis oriundos do armazenamento

O amadurecimento de alguns vinhos tintos em barris de madeira antes do
engarrafamento, ocorre devido aos beneficios que esta pratica tem sobre estas bebidas. Estes
efeitos incluem maior estabilidade de cor, clarificacdo espontanea e um aroma mais complexo.
A complexidade do aroma é aumentada devido a extracdo de certos compostos presentes na
madeira, que sdo transferidos para o vinho durante o periodo de maturacdo. No entanto, reacfes
que envolvam apenas compostos do vinho e a evaporacdo de compostos volateis também

podem ocorrer durante a maturagdo no carvalho.%

2.6.3.a Derivados dos furanos

Os compostos derivados dos furanos, incluindo o furfural e o 5-metil-furfural, sdo

formados durante o armazenamento dos vinhos em barris de carvalho® ou ainda através de
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reagBes de Maillard® que ocorrem com o aquecimento das uvas, bem como dos vinhos. Esses
compostos contribuem para o aroma de tostado e caramelo percebido nos vinhos, e sua
concentracdo, quando proveniente do carvalho, depende do grau de tostagem da barrica, assim

como do tipo de carvalho empregado em sua fabricagdo.’*

2.7 TECNICAS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS EM VINHOS

Na avaliacdo dos volateis em vinhos, 0 preparo da amostra representa uma etapa
extremamente importante no processo analitico, sendo a extracdo e a pré-concentracdo desses
compostos, essencial para a sua andlise qualitativa e quantitativa. A escolha da técnica analitica
a ser empregada para a extracdo dos volateis e semi-volateis ird depender do objetivo da analise,
sendo as mais utilizadas a extracdo liquido-liquido (LLE - do inglés “liquid-liquid extraction ),
a extracdo em fase solida (SPE - do inglés “solid phase extraction”), a extracdo sortiva em
barras de agitagdo (SBSE - do inglés “stir bar sortive extraction”) e a microextragcdo em fase
solida (SPME - do inglés “solid phase microextraction ).

A LLE é uma técnica amplamente empregada quando se deseja analisar os principais
compostos volateis de um vinho, devido ao seu baixo custo e simplicidade. Entretanto, algumas
desvantagens estdo relacionadas ao uso desta técnica, tais como o emprego de solventes toxicos,
degradacédo de alguns componentes e formacdo de outros, durante a evaporacao do solvente,
assim como a producio de emulsio.*®

Com a finalidade de reduzir a quantidade de solvente empregada na LLE, foi criada a
SPE, que se baseia na extracdo dos compostos volateis de solu¢Bes aquosas, usando uma fase
estaciondria adsorvente adequada. A SPE ja foi empregada como técnica alternativa a SPME
por Weldegergis et al.!® para a extracdo de compostos semi-volateis e volateis em vinhos da
Africa do Sul.

A SBSE, desenvolvida por Baltussen et al.,*?* envolve a utilizacio de uma barra de
agitacdo magnética, recoberta com um polimero sorvente, que pode ser mergulhada na amostra
liquida ou, exposta ao headspace, no caso da extracdo de compostos volateis.

Na SPME emprega-se o uso de uma fibra de silica recoberta com a fase estacionaria
sorvente, que esta em acordo com os analitos que se deseja extrair da amostra. A técnica esta
baseada em dois processos: na sor¢do dos compostos volateis da amostra no filme que recobre
a fibra e na dessorg¢éo térmica dos mesmos no injetor do cromatdgrafo. Por ndo usar solventes,
ser rapida, facilmente acoplada a cromatografia gasosa, apropriada para a analise direta de
matrizes complexas, e proporcionar baixos limites de detec¢ao, com relagéo a LLE e SPE, esta
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vem sendo largamente utilizada no estudo de bebidas alcdolicas.!? A fase estacionaria sorvente
empregada na extragdo por SPME, esté intimamente relacionada a natureza do analito que se
deseja extrair. Existem varios tipos de fases estacionarias disponiveis comercialmente com
diferentes espessuras e polaridades. A vantagem de utilizar fibras com diferentes polaridades,
estd em alcancar melhor seletividade, possibilidade de maior recuperacdo dos analitos
especificos e reducéo da extracio de compostos interferentes.’® Sendo assim, a SPME se insere
como umas das técnicas mais utilizadas e adequadas para a extracdo de compostos volateis em

vinhos.

2.8 TECNICAS CROMATOGRAFICAS PARA A ANALISE DE COMPOSTOS
VOLATEIS EM VINHOS

2.8.1 Cromatografia Gasosa Monodimensional (GC/MS) e Cromatografia Gasosa
Olfatométrica (GC-0)

Cerca de 800 compostos volateis, pertencentes a distintas classes quimicas e presentes
em diversificadas concentragfes, ja foram identificados em vinhos, sendo a técnica de
cromatografia gasosa, acoplada aos detectores FID ou MS, a mais comumente utilizadas para
tal estudo.102

A cromatografia é uma técnica que se baseia na distribuicdo dos componentes de uma
amostra a ser separada, em duas fases, uma estacionéria e a outra, movel. A cromatografia
gasosa (GC), € o resultado de repetidos processos de sorcdo e dessor¢do dos componentes da
amostra ao longo da fase movel, que é um gas inerte, cuja funcdo € transportar a amostra ao
longo do processo, sendo geralmente empregados os gases hélio, nitrogénio ou hidrogénio.**

Embora a GC seja uma técnica que visa separar, identificar e quantificar de forma rapida
e eficiente os constituintes de uma mistura, ela sozinha, ndo é capaz de analisar compostos
odoriferos presentes nos vinhos. Sendo assim, complementarmente a identificacdo dos volateis
por técnicas de GC, torna-se necessaria a utilizacdo de técnicas que associem a cromatografia
a olfatometria, conhecidas como GC-Olfatométrica ou GC-O.'® Os métodos de GC-O
consistem na avaliacdo sensorial dos compostos volateis presentes no eluente cromatografico
assim que os mesmos deixam a coluna, e sdo comumente classificados em quatro categorias:
diluicdo, tempo-intensidade, frequéncia de detec¢éo e intensidade a posterior.

As analises de diluicdo se baseiam em dilui¢Ges sucessivas do isolado até o odor néo ser

mais percebido pelos membros do painel olfativo. Este método utiliza geralmente um pequeno
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nimero de julgadores treinados e é representado por CHARM!® ¢ AEDA 1% Na AEDA as
amostras sdo avaliadas em ordem crescente de diluicdo e o impacto de um composto odorifero
¢ dado pelo fator de diluicdo (FD), que representa a maior diluicdo do isolado na qual o
composto volatil ainda pode ser detectado. Uma das maneiras de apresentar os dados € na forma
de um aromagrama, de FD versus tempo de retencdo. Na CHARM as dilui¢Oes séo apresentadas
de forma aleatdria, evitando possiveis tendéncias nos resultados, introduzidas pelo
conhecimento das diluigdes. Os membros do painel registram o inicio e o fim de cada odor
detectado e assim é gerado um aromagrama para cada julgador, através da representacéo grafica
da duracdo da sensacdo do odor em relacdo ao valor de diluicdo. Os métodos de diluigcdo
apresentam como desvantagens longos tempos de analise, de modo que participam dessas
analises um pequeno numero de avaliadores, aumentando a probabilidade de obtencdo de
resultados de baixa precisdo. Além disso, os resultados dependem do limiar de deteccéo
sensorial dos analitos, e ndo da intensidade real do odor do analito em uma dada amostra.1%

A técnica de OSME!®, empregada neste trabalho, se baseia no método tempo-
intensidade, no qual cada julgador avalia o eluente cromatogréafico e registra em uma escala
associada a um computador, a intensidade e o tempo de duracdo de cada estimulo olfativo
percebido. Os dados gerados sdo analisados por um software que gera um aromagrama, no qual
cada um dos picos representa um estimulo olfativo sentido pelos julgadores no decorrer da
analise. Picos altos e com areas maiores representam compostos de maior importancia para o
aroma e sabor do produto analisado. Apresenta como desvantagem a necessidade de uma equipe
treinada para a realizacdo das analises.'®

Por outro lado, as técnicas de Analise Olfatométrica Global (OGA)!%” e de Frequéncia
de Impacto Nasal (NIF/SNIF), estdo baseadas na frequéncia com que os julgadores detectam a
presenca dos volateis no eluente cromatografico, ou seja, quanto maior o nimero de detec¢cdes
de um determinado composto, maior serd sua importancia para o aroma de uma determinada
amostra. Um dos beneficios dos métodos de frequéncia de deteccdo € a sua simplicidade, ndo
sendo necessario o preparo de avaliadores para realizar as analises. Esses métodos séo os que
consomem menos tempo e 0s mais faceis de conduzir, no entanto o resultado obtido relaciona-
se apenas com a intensidade do odor detectado a uma determinada concentragdo do analito na
amostra, que ¢ a principal limitagdo deste grupo de métodos.%

Os métodos de intensidade posterior se baseiam na avaliagdo da intensidade de um

composto volatil apds seu aroma ser totalmente percebido por uma equipe de julgadores. Neste
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método, apos sentir o composto, o0 julgador associa a sua percepcao a uma escala humerica,

previamente memorizada, e a0 mesmo tempo, descreve a qualidade do odor sentido.!%®

2.8.2 Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (GCxGC)

A GCxGC é uma técnica que consiste da combinagdo de duas colunas capilares de
diferentes mecanismos de retencdo, conectadas em série, sendo a coluna da primeira dimensao
(*D) de tamanho convencional, ou seja, comumente de 30 m. A coluna da segunda dimensdo
(°D), deve ser mais curta, do tipo empregado em cromatografia rapida (fast GC), para que o
perfil de separacdo alcancado na D seja mantido.!®® Entre as duas colunas existe um
modulador, considerado uma das partes mais importantes do sistema, que € responsavel por
amostrar a banda cromatografica que elui da 'D, redirecionando-a periodicamente para a °D. O
modulador, ao focalizar o eluente proveniente da primeira coluna e introduzi-lo na segunda
dimensdo, deve fazé-lo em uma frequéncia adequada de amostragem para que a resolugéo
cromatografica obtida na primeira separacdo seja mantida. O ideal é que a amostragem
proveniente da D seja de 3 a 4 fatias por pico, permitindo assim, manter a separacéo obtida na
primeira coluna. O periodo de amostragem corresponde ao periodo de modulacao (PM), que é
a duracdo de um ciclo completo de separacdo. Sendo assim, o tempo de separagdo na segunda
coluna, que dura em torno de 2 a 10 segundos, é essencialmente isotérmico.!°

O termo “abrangente” relaciona-se ao fato de que todo eluente da primeira dimenséo,
ou parte representativa do mesmo, seja introduzido na segunda dimensdo, sem perder as
caracteristicas da separagdo obtida na !D. Na separacéo abrangente, alguns fatores devem ser
verificados, tais como: (a) se todos os constituintes da amostra estéo sujeitos a duas separagdes
de mecanismos distintos; (b) se os constituintes da amostra separados na D seguiro separados
na 2D; e (c) se o perfil de eluicdo de ambas colunas é mantido.t*

Um sistema é considerado ortogonal quando 0os mecanismos de separacao que ocorrem
em ambas as colunas sdo independentes, ou seja, as mesmas devem ter fases estacionarias
diferentes. Sendo assim, se a coluna empregada na D for apolar, a separagdo ocorrerd em
funcdo da volatilidade, tornando necesséria a escolha de uma coluna de fase estacionéria de
média ou elevada polaridade para uso na 2D, onde a separacdo se dara por polaridade. A
eficiéncia de uma separacdo cromatografica bidimensional depende do tipo de amostra, assim
como do conjunto de colunas empregado na primeira e segunda dimensdo, e néo,
necessariamente, da ortogonalidade do sistema. No entanto, nota-se na prética, uma relacdo da
ortogonalidade do sistema com o aumento da capacidade de pico, que é o nimero maximo de
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compostos colocados lado a lado em um espaco de separacdo com uma dada resolugdo em um
determinado intervalo de tempo.'!

A GCxGC, assim como a GC/MS, fornece informacdes qualitativas e quantitativas, no
entanto, a representacdo grafica se da de forma diferenciada. Softwares especificos sao
utilizados para gerar os graficos tridimensionais, onde o eixo X representa a separa¢do ocorrida
na D, o eixo Y a separagdo na 2D e um terceiro eixo, o Z, representa a intensidade do sinal
gerado por um sistema cromatografico bidimensional abrangente.

O detector para ser empregado em GCxGC deve apresentar rapidez na velocidade de
aquisicdo dos dados, sendo que esta velocidade se relaciona com a rapidez no processo fisico-
quimico que ira produzir o sinal, assim como a rapidez no processamento eletrénico deste sinal.
Desse modo, o detector deve ser pequeno e apresentar taxa de aquisi¢cdo de dados de pelo menos
50 Hz, evitando o alargamento de pico por volume extra coluna e reconstrucdo incorreta do
pico, respectivamente. Sendo assim, os sistemas de detec¢do mais utilizados séo o detector de
ionizacdo em chama (FID) e o detector de espectrometria de massas por tempo de Voo
(TOFMS).112

O uso da GCxGC apresenta algumas vantagens com relacdo a GC/MS, tais como o
aumento da detectabilidade, devido ao estreitamento das bandas cromatogréficas decorrente do
processo de modulacdo, aumento da capacidade de pico, a separacdo da amostra se da por dois
processos distintos, estruturacdo observada em alguns cromatogramas obtidos por GCxGC
auxilia na identificacio de compostos desconhecidos.®

Essas e outras caracteristicas fazem da GCxGC uma técnica apropriada para a analise
de matrizes complexas, assim como de outras amostras, onde a GC/MS ¢ incapaz de fornecer
uma separacdo razoavel. Por consequéncia, a GCxGC é uma técnica analitica adequada para a

analise de compostos responsaveis pelo aroma dos vinhos e espumantes.

29 PARAMETROS DE MERITO PARA A VALIDACAO DE METODO
CROMATOGRAFICO EMPREGANDO A CROMATOGRAFIA GASOSA
MONODIMENSIONAL E BIDIMENSIONAL

A validacdo de um procedimento analitico tem por objetivo demonstrar que o mesmo é
adequado aos objetivos propostos. Sendo assim, a validacdo garante que um método forneca
informagBes confidveis e interpretaveis sobre uma amostra.’'® Os pardmetros geralmente

validados em um processo de validagdo sdo: especificidade e seletividade, linearidade e curva
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de calibracdo, precisdo (repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade), limite de
deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), exatidao e bias.

2.9.1 Especificidade e seletividade

A especificidade e a seletividade sdo parametros relacionados ao avento de deteccdo do
método.!** Um método que produz resposta para apenas um analito é chamado especifico. Ja
aquele que produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um
analito da de outros, é chamado seletivo.!** No entanto, os termos especificidade e seletividade
sdo frequentemente utilizados indistintamente. Desse modo, com o intuito de evitar confuséo,
a IUPAC (do inglés “International Union of Pure and Applied Chemistry”’) recomenda 0 uso
do termo seletividade, ja que poucos sdo 0s métodos cromatograficos que respondem a apenas

um Unico analito.

2.9.2 Linearidade e Curva de Calibracao

A linearidade de um método esta relaciona a capacidade do mesmo em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em um determinado intervalo
de concentragdo.'* O uso de solugdes padrio para a verificacdo da relacéo entre a concentragéo
e a resposta analitica, torna-se essencial, uma vez que na préatica a linearidade é verificada
através da curva de calibracdo. Através da curva de calibracdo é gerado um gréafico, com pelo
menos cinco pontos, representado por uma reta, que relaciona a resposta do instrumento com
as varias concentracfes dos analitos em estudo. Dessa forma, a resposta instrumental é
linearmente relacionada com a concentragdo das solucbes padrdo ou matriz fortificada. A
resposta obtida, pode ser verificada matematicamente através da regressao linear, descrita pela
equacdo ¥ = ax + b, onde § equivale a variavel dependente (sinal analitico obtido para as
diferentes concentragdes); a é o coeficiente angular da reta (inclinagdo da curva); x é a variavel
independente (relaciona-se as varias concentracdes das solucbes padrdo) e b corresponde ao
coeficiente linear da reta de calibracdo. O coeficiente de determinacéo (R?) é utilizado para
verificar a linearidade de uma curva analitica, sendo que os valores acima de 0,98 sédo

considerados satisfatorios.*®
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2.9.3 Precisao

A precisao é utilizada para avaliar a disperséao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes em condic¢des definidas.'?
E normalmente expressa em termos de coeficiente de variagio (CV) ou desvio padrio relativo
(RSD, do inglés “relative standard deviation ), sendo que para a analise de compostos em nivel
de tracos, sdo aceitos RSD de até 20%.1** A precisdo analitica ¢ expressa em termos de
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. A repetibilidade é a concordancia
entre os resultados de medicGes sucessivas realizadas em um mesmo laboratério, em curto
intervalo de tempo (mesmo dia, mesmo analista). A precisdo intermediéria € expressa pela
variacdo entre os resultados obtidos em dias diferentes pelo mesmo laboratério. A
reprodutibilidade se refere ao grau de concordancia entre os resultados obtidos através da

colaboracéo entre laboratérios, com mudanca de operador, local, instrumento, entre outros.'4

2.9.4 Exatidao e Bias (teste para erro sistematico)

A exatiddo do método é definida como sendo a concordancia entre o resultado de um
ensaio obtido e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. Para verificar
a exatiddo de um método analitico sdo empregados quatro métodos, sendo eles: uso de material
de referéncia certificado (MRC), comparacdo de método proposto com método de referéncia,
testes de recuperacdo com matriz fortificada e estudos colaborativos entre varios laboratérios.
Para a determinacdo de amostras complexas a literatura considera satisfatéria recuperagdes
entre 50% e 120%, com precisdo de 20%.'* A Equacgio 1 descreve a porcentagem de

recuperacdo de uma amostra fortificada.

m
mAD

Onde:

R% = x 100 Equacéo 1

R%: Recuperacédo percentual dos analitos
m: massa determinada na amostra fortificada

m ap: massa de analito adicionada a amostra

Conforme a IUPAC, bias é definido como a diferenca entre a média populacional e o seu

valor verdadeiro. Erros sistematicos sdo todas as componentes de erros que nao sdo randémicas,
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logo, eles correspondem a parcela fixa do bias em uma medida quimica.!'® A existéncia desse
tipo de erro afeta a precisao, a exatidao e a determinacdo dos intervalos de confianca. A norma
E1655-00 da ASTM*!’ sugere um teste t para avaliar se o bias incluso no modelo é significativo.
O bias médio pode ser calculado como:
bias = ;]2 (vi-97)
Equacéao va

A

Em seguida, o desvio padrdo dos erros de validacdo (SDV, do inglés “standard

deviation of validation ") é estimado por:

SDV = \/[(yi— yi)—bias

nv—-1

]2

Equacéo 3

O valor de t é entdo obtido:

(= |bias|vnv
~ SDV

Equacéo 4
Onde, nas equacbes 2, 3 e 4
yi = valores de referéncia
yi = valores previstos pelo modelo

nv = namero de amostras de validacéo

Caso o valor de t calculado seja menor que o seu valor critico para v graus de liberdade
com 95% de confianca, o bias incluido no modelo pode ser considerado insignificante e

desprezado.

2.9.5 Limite de Detec¢do (LOD), Limite de Quantificagdo (LOQ) e Limite de
Deteccéo do Método (LDM)

O limite de detecgdo é definido como a concentra¢cdo minima de uma substancia medida
e que pode ser detectada, ndo sendo quantificada, ou seja, € a menor concentracdo determinada
e que deve ser diferenciada do ruido gerado por equipamentos que produzem linha de base.!8
O limite de quantificacdo é a menor concentracdo do analito que pode ser determinada com um

nivel aceitavel de exatiddo e precisdo.''® Trés metodologias s&0 as mais aceitas para a
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determinacdo do LOD e LOQ, sendo elas a do método visual, método da relacao sinal-ruido e
métodos baseados em parametros obtidos via curva analitica. Tanto o LOD quanto o LOQ sé&o
expressos em unidades de concentracdo.!*® O limite de detecgdo do método, MDL (do inglés,
“Method Detection Limit”) € a minima concentracdo de uma determinada substancia que pode
ser medida e declarada com 95% ou 99% de confianca de que a concentracdo do analito € maior
que zero. O MDL é determinado através da analise completa de uma dada matriz contendo o
analito, e é geralmente maior que o LOD e o LOQ. O MDL descreve a precisdao da
quantificacdo, enquanto que o LOD descreve o quéo confiavel é a deteccdo instrumental *8 A

metodologia utilizada para o célculo do LOD e LOQ, esta descrita no item 3.5.4.

2.10 FERRAMENTAS ESTATISTICAS PARA AVALIAR OS COMPOSTOS DOS
VINHOS

A representacdo grafica dos dados obtidos por GCxGC/TOFMS é diferente daquela gerada
para dados na GC/MS, sendo a quantidade de dados produzida pela técnica bidimensional muito
maior em relacdo a monodimensional. Nestes casos, 0 uso de ferramentas estatisticas para
verificar os compostos que diferenciam um grupo de amostras das demais, assim como para
selecionar os compostos que mais discriminam as amostras se faz necessario.

Para a aplicacdo dessas ferramentas estatisticas os dados devem ser organizados na forma
de uma matriz, onde as linhas representam as amostras e as colunas as variaveis. No caso de
uma analise cromatogréafica, os dados brutos podem apresentar variabilidade oriunda de varias
fontes, havendo a necessidade de remoc&o dessas variacdes.!*® Sendo assim, antes da aplicacio
da ferramenta estatistica € necessario um pré-processamento dos dados, que serve para ajustar
as grandezas em valores equivalentes. Trés tipos de pré-processamento podem ser aplicados as
variaveis: (i) centralizacdo nas meédias, 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 0 mesmo peso e (iii) auto escalonamento, que consiste em centralizar os dados na média e
efetuar o escalonamento.*?°

Dentre as ferramentas utilizadas pode-se citar a analise de variancia (ANOVA) usada para
avaliar se existe diferenca significativa entre as classes de amostras. No entanto, na anélise da
composigdo volatil dos vinhos pode existir uma grande variabilidade em relagé&o aos volateis

de cada classe de amostras. Com o uso da ANOVA, as diferengas existentes dentro de uma
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mesma classe e aquelas entre as diferentes classes sdo consideradas de uma mesma maneira,
tornando essa abordagem problematica quando o objetivo é diferenciar grupos de amostras.?!

A razdo de Fisher também pode ser empregada para selecionar as variaveis mais
discriminantes que diferenciam grupos de amostras.?212% A razéo de Fisher é definida como a
variagdo de um parametro relacionado a um determinado composto entre as diversas amostras
analisadas dividida pela soma da variagédo deste mesmo parédmetro relacionado a este composto,
dentro de uma mesma classe de compostos. Com a utilizacao deste critério é 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 com o uso da ANOVA 124

A PCA é uma ferramenta estatistica que visa evidenciar similaridades ou diferencas entre
amostras em um determinado conjunto de dados. O conjunto de dados é organizado na forma
de uma matriz, onde as linhas podem ser as amostras e as colunas s3o as variaveis.'?° Dessa
forma, a PCA resulta da construgdo de um conjunto de novos vetores, ortogonais entre si,
chamados de componentes principais (PC). Esses novos componentes sdo combinacdes lineares
das varidveis originais, construidos em ordem decrescente de variancia, resultantes do
agrupamento das varidveis altamente correlacionadas. Sendo assim, a PCA reduz a
dimensionalidade do conjunto de dados original de forma que as informacdes mais relevantes
ficam concentradas nas primeiras componentes.*® Em uma anélise de componentes principais
0 agrupamento das amostras define a estrutura dos dados através de graficos de escores (do
inglés “scores ) que fornecem a composicao das PC em relacdo as amostras e pesos (do inglés
“loadings ") que fornecem essa mesma composi¢do em relagdo as variaveis.'?

Mapas de calor sdo representacdes visuais de dados quantitativos em dois €eixos; 0 eixo X
geralmente reflete amostras individuais e o eixo y consiste em grupos de parametros medidos.
O campo entre 0s eixos é composto por uma matriz de caixas adjacentes codificadas por cores
para refletir a quantificacdo. Como tal, mapas de calor sdo uma ferramenta de visualizacéo
flexivel para agrupar dados e explorar padrdes. A estrutura basica de dados subjacente a um
mapa de calor & composta por uma variavel independente e um conjunto de variaveis
dependentes. Os parametros dependentes sdo geralmente variaveis continuas codificadas por
cor para refletir seu valor quantitativo.®

A ANOVA - PCA combina as vantagens estatisticas da ANOVA com as vantagens da PCA
para estudar a covariacdo entre variaveis. A abordagem pode ser considerada uma
implementacdo multivariada da ANOVA, mas difere da MANOVA na medida em que a diviséo

pelo erro dentro do grupo é evitada. Em vez disso, uma matriz de dados ¢ decomposta em
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matrizes aditivas que caracterizam fatores individuais do planejamento experimental e do erro
residual. Todas essas matrizes tém a mesma dimensionalidade e seguem o modelo linear geral.
Esse método ndo possui vinculo com o procedimento amplamente utilizado para selecdo de
variaveis, ANOVA, que detecta varidveis que ndo variam significativamente em funcdo dos
fatores em estudo, a fim de elimina-las antes de prosseguir com a analise multivariada do
conjunto de dados reduzido resultante, usando a PCA. De maneira semelhante a ANOVA, o
método ANOVA - PCA procura as variagdes nas variaveis associadas a cada fator de um
planejamento experimental e depois usa uma analise de componentes principais para avaliar a
significancia de cada fator, comparando as variages correspondentes ao erro residual.1?°

Os classificadores de uma classe, (do inglés “one-class classifiers — OCC ) constituem
um conjunto especial de métodos dentro do grupo de ferramentas de reconhecimento de
padrdes. Um recurso tipico do OCC é que esses métodos tentam distinguir objetos de uma classe
especifica, também chamada de classe de destino, de todos os outros objetos e classes. O
modelo OCC é estabelecido usando um conjunto de treinamento que contém apenas objetos de
destino. A modelagem suave e independente por analogia de classe (do inglés “Soft Independent
Modeling by Class Analogy — SIMCA”) é um OCC que foi inicialmente proposto em sua versdo
mais simples, sofrendo posteriormente, algumas modificagdes e tornando-se mais robusto.
Atualmente, o SIMCA é projetado como uma abordagem que consiste em um desenvolvimento
de modelo de analise de componentes principais (robusto), seguido pelo calculo das distancias
ortogonais e de escores com a subsequente determinacdo de seus niveis de corte, sendo
denominado DD-SIMCA. Uma das caracteristicas Unicas do SIMCA é a capacidade de calcular

teoricamente os erros de classificacéo incorreta.'?’
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 UVAS E VINHOS

As uvas utilizadas foram obtidas de area experimental instalada na Fazenda Ouro Verde,
pertencente a Miolo Wine Group®, localizada no municipio de Casa Nova, BA (Latitude:
9°16’S; Longitude: 40°52°0; Altitude: 413,5 m). As videiras da variedade Syrah, clone 100,
foram enxertadas sob o porta-enxerto IAC 766, sendo conduzidas em sistema espaldeira com
espacamento de 3,0 m x 1,0 m entre plantas, continham mais de cinco anos de plantio e eram
irrigadas por gotejamento. O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados
com trés repeti¢bes por tratamento (estadio de maturacdo), sendo 48 plantas por repeticéo,
totalizando 432 plantas no experimento. O Anexo (Figura Al) mostra um croqui do
delineamento experimental feito em campo, onde estao apresentadas as posi¢es relativas das
repeticdes experimentais dos tratamentos, havendo trés parcelas para cada tratamento (T1R1,
T1R2,T1R3, T2R1, T2R2, T2R3, T3R1, T3R2, T3R3). As uvas provenientes de cada repeticéo,
foram vinificadas separadamente, originando as triplicatas de vinificacéo.

Para as analises fisico-quimicas, espectrofotométricas e de compostos fenolicos, as
repeticdes de vinificacdo (R1, R2 e R3) foram analisadas separadamente em triplicata. Para as
andlises olfatométricas e de investigacdo/quantificacdo da composicdo volatil (GC/MS e
GCxGC/TOFMS), foram empregadas as amostras compostas, ou seja, realizou-se a juncao das
repeticdes R1, R2 e R3 em Unica garrafa, antes da realizacdo das analises, realizadas em
quadruplicata e triplicata, respectivamente para GC-O-OSME e anélises de perfil volatil
(Figura A2 do Anexo mostra um esquema representativo de toda parte experimental).

A escolha dos dias ap6s a poda (DAP) para a colheita das uvas baseou-se em um estudo
realizado na Embrapa Semiarido que incluiu diversos periodos de safra e indicou 119 DAP
como recomendacdo para o ciclo da uva Syrah.'?® As uvas foram colhidas durante trés semanas
seguidas nos meses de junho e julho de 2013, em intervalos de sete dias, que corresponderam
a: 113 dias apos a poda (DAP) com teor de s6lidos soluveis totais de 19 °Brix (tratamento T1),
120 DAP, com 21 °Brix (tratamento 2, T2) e 127 DAP com 23 °Brix (tratamento 3, T3), sendo
estes, os valores medios das trés repeticOes de cada tratamento na area experimental.
Posteriormente a colheita, as uvas foram levadas para o laboratorio de Enologia da Embrapa
Semiérido para a elaboracéo dos vinhos, em escala experimental.

Ap0s a recepcao das uvas e armazenamento em camara fria a 10 + 2 °C por 12 h, elas

foram inicialmente desengacgadas (remoc¢ao do engaco) e levemente esmagadas, para a obtengéo
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do mosto. A vinificacdo foi realizada baseando-se no método tradicional para elaboragdo de
vinhos tintos descritos por Peynaud.'® Os mostos foram colocados em garrafées de vidro de 20
litros de capacidade, adaptados com valvula de Muller, onde adicionou-se 0,35 g L™ de levedura
seca (Saccharomyces cerevisiae — Maurivim PDM®, Amazon Group, Monte Belo do Sul, RS,
Brasil), 0,20 g L™ de ativante de fermentacio (Gesferm plus®, Amazon Group, Monte Belo do
Sul, RS, Brasil) e 0,10 g L™ do conservante metabisulfito de potassio (Synth, Sdo Paulo, SP,
Brasil). A fermentacdo alcodlica foi conduzida em sala climatizada a 25 + 1 °C. Diferentes
periodos de maceracdo foram testados (10, 20 e 30 dias). Os primeiros 10 dias de maceracao
coincidiram com a fermentacgdo alcoolica, seguida pela fermentacdo malolaticaa 17 + 1 °C (de
20 a 30 dias de maceracdo) até que todo acido malico fosse convertido em latico.

Oito combinacdes de tratamentos experimentais foram obtidas, sendo elas o arranjo dos
diferentes estadios de maturacdo das uvas na época da colheita e dos periodos de maceragédo
(M: 10, 20, 30 dias): TIM1, TIM2, T2M1, T2M2, T2M3, T3M1, T3M2 e T3M3. Os vinhos
dos experimentos T1M3 (colheita aos 113 DAP e 30 dias de macerac¢do) resultaram em um
nivel inaceitavel de adstringéncia do vinho, provavelmente devido a alta concentracdo de
taninos das sementes de menor polimerizacdo associada ao longo tempo de maceracdo, sendo
assim, foram removidos do conjunto de dados. A transformacao do &cido malico em latico foi
visualizada por cromatografia em papel. Os vinhos foram estabilizados em cadmara fria (0 °C)
durante um més. Antes do engarrafamento, o teor de didxido de enxofre livre foi corrigido para
30 mg L%, sendo os vinhos colocados em garrafas de 750 mL, que foram armazenadas em adega

climatizada (17 + 2 °C), durante 30 dias, para que entdo fossem realizadas as analises.

3.2 ANALISES CLASSICAS E ANALISES ESPECTROFOTOMETRICAS PARA
DETERMINACAO DA COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA

O potencial hidrogenionico (pH) foi medido diretamente no vinho utilizando- pHmetro
previamente calibrado da marca Tecnal, modelo Tec-3MP (Piracicaba, SP, Brasil). A densidade
relativa foi medida em balanga hidrostatica Densi-Mat (Gibertini, modelo Super Alcomat,
Mildo, Lombardia, Italia), obtendo-se o valor do parametro a partir da leitura de 80 mL de cada
amostra, a temperatura de 20 °C. Na mesma balanca hidrostatica foram determinados o teor
alcoolico e o contetido de extrato seco. O teor de etanol (% v/v) dos vinhos foi determinado a
20 °C, ap0s a destilacdo do vinho por destilacdo simples em destilador Super DEE (Gibertini,
Mildo, Lombardia, Italia). A leitura do teor de extrato seco (g L™?) foi realizada pela diferenca
entre a leitura da amostra de vinho pura e a leitura do destilado obtido por destilacdo simples,
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utilizando o modulo de leitura AlcoMat-2 da balanca hidrostatica. Para determinar a acidez
volatil - AV (expressa em g L™ de acido acético), utilizou-se uma aliquota de 20 mL dos vinhos,
previamente destilada no Super DEE por arraste a vapor e titulacdo com NaOH 0,1 N, e
fenolftaleina como indicador. A acidez titulavel (AT) (expressa em g L de 4cido tartéarico) foi
determinada pela adicdo de 5 mL de vinho a 50 mL de agua deionizada e titulagdo com NaOH
0,1 N até um ponto de viragem, determinado em pHmetro (pH 8,2).12° Os teores de dioxido de
enxofre livre e total (mg L) foram determinados por iodometria, usando amido como o
indicador do ponto final. Para estas analises, uma aliquota de 25 mL de vinho foi acidificada
com HCI e titulada com uma solugdo padronizada de 0,02 N de I>. Todas as analises descritas
acima seguiram a metodologia descrita pela OIV.1%°

O contetido de compostos fendlicos totais (expressos em mg L™ de acido gélico) foi
determinado utilizando um espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10S UV-vis,
Waltham, Massachussets, EUA) e reagente de Folin - Ciocalteau.®*® O indice de polifenois
totais (IPT) foi determinado no comprimento de onda de 280 nm pelo método desenvolvido por
Harbertson e Spayd,**! onde 1 mL da amostra ¢ diluido em &dgua destilada em baldo volumétrico
de 100 mL, e entdo realiza-se a leitura da absorbancia em cubeta de quartzo. O contetdo de
antocianinas monoméricas totais (expressas em mg L de cianidina-3-O-glicosideo) foi
quantificado seguindo o método que se fundamenta na diferenca de pH.12 Para isso, as amostras
foram diluidas separadamente na proporcdo de 1 para 10 com solucGes tampédo de pH 3,6
realizando-se posteriormente a leitura nos comprimentos de onda de 520 nm e 700 nm em
espectrofotdmetro.’® A intensidade de cor foi obtida pela soma das leituras em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 420 nm (detecta tons amarelos), 520 nm
(detecta tons vermelhos) e 620 nm (detecta tons roxos/lilés), e a tonalidade pela razdo entre a

absorbancia nos comprimentos de onda de 420 nm e 520 nm.1%°

3.3 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (DAD-FD)

Para quantificacdo dos compostos fendlicos, foi utilizado o método otimizado e validado
por Natividade et al.%® Para tal, foi empregado um cromatografo liquido da marca Waters,
modelo 2695, equipado com bomba quaternaria e injetor automatico, acoplado aos detectores
de arranjo de diodos (DAD, 220, 320, 360 e 520 nm) e de fluorescéncia (FD) (A de 320 nm para
emissdo), sendo utilizada uma coluna Gemini-NX C18 (150 mm x 4,60 mm x 3 um). As fases

moveis empregadas na analise foram uma solucéo aquosa de acido ortofosforico 0,85% (Vetec
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Quimica Fina, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (fase A) e acetonitrila (Vetec Quimica Fina, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) (fase B), com a seguinte programacdo de gradiente: 0 min = 100% da fase
A; 10 min = 93% A e 7% B; 20 min = 90% A ¢ 10% B; 30 min = 88% A ¢ 12% B; 40 min =
77% A e 33% B; 45 min = 65% A ¢ 35% B; 55 min = 100% B, mantendo-se a temperatura do
forno a 40 °C e fluxo de fase mdvel de 0,5 mL mint. O volume de amostra de vinho injetado
no HPLC foi de 10 pL, sem diluigdo, sendo as amostras filtradas em membrana de nylon de
diametro de 13 mm e tamanho do poro de 0,45 um.

Foram quantificados os 23 compostos fenolicos, sendo eles: acidos cafeico e galico
(Chem Service, West Chesterm, PA, EUA), acidos clorogénico, p-cumarico e ferralico (Sigma
Aldrich, Steinheim, Vestfalia, Alemanha), malvidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-
glicosideo, delfinidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-O-glicosideo e pelargonidina-3-O-
glicosideo, quercetina, rutina, miricetina, caempferol-3-O-glicosideo e isorhamnetina-3-O-
glicosideo, (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epicatequina galato, (-)-epigalatocatequina
galato, procianidinas A2, B1 e B2 e trans-resveratrol (Extrasynthese, Genay, Lyon, Franca).
Uma solucéo estoque de cada um dos padrdes foi preparada em metanol (Vetec Quimica Fina,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) em concentragdes que variaram de 500 a 2500 pg L. Uma solucéo
de trabalho com os 23 compostos fendlicos estudados foi preparada a partir da diluicdo da
solucéo estoque, em éacido fosférico 0,85% (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).%

A eficiéncia do método para a analise dos 23 compostos fendlicos foi estabelecida por
meio de ensaios de linearidade, efeito de matriz, recuperacdo, precisdo intermediaria,
reprodutibilidade, limites de deteccdo e limites de quantificacdo. As curvas de calibracdo
empregadas foram: 0,20 - 40 mg L™ para o trans-resveratrol e quercetina; 0,31 - 40 mg L para
as procianidinas A2, B1 e B2, catequina, epicatequina, acido galico, rutina, caempferol-3-O-
glicosideo, isorhamnetina-3-O-glicosideo, miricetina, cianidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-
O-glicosideo, delfinidina-3-O-glicosideo, pelargonidina-3-O-glicosideo; 0,62 - 40 mg Lt acido
p-cumarico; 0,62 - 80 mg L™ para o acido clorogénico, &cido cafeico, acido cindmico, (-)-
epicatequina galato, (-)-epigalatocatequina galato; 0,62 - 100 mg L™ malvidina-3-O-glicosideo.
Os comprimentos de onda utilizados foram: 220 nm para o acido galico, e os flavanois (-)-
epicatequina galato, (-)-epigalocatequina galato e procianidina B1; 320 nm para o0 trans-
resveratrol, acido cafeico, acido cindmico, acido p-cumarico e acido clorogénico; 360 nm para
todos os flavondis; e 520 nm para todas as antocianinas. No FD, a emissdo de fotons foi
realizada a 320 nm para os flavanois (+)-catequina, procianidina B2, procianidina A2 e (-)-

epicatequina.
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3.4 ANALISES CROMATOGRAFICAS PARA A DETERMINACAO DO PERFIL
VOLATIL DOS VINHOS

3.4.1 Reagentes e materiais

Os padrdes butanoato de etila; isopentanoato de etila; acetato de 2-metil propila;
hexanoato de etila, acetato de hexila, octanoato de etila, decanoato de etila, succinato de dietila,
acetato de 2-fenil etanol, dodecanoato de etila, &cido 2-metil propandico, &cido 3-metil
butanodico, &cido hexandico, &cido octanoico, acido nonandico, acido decanoico, &cido
dodecanoico, 1-propanol, 3-metil, 1- butanol, 2-hexen-1-ol, 1-nonanol, alcool benzilico, 2-fenil
etanol, 1-dodecanol, 1-hexanol, a-terpineol, B-damascenona, geraniol, eucaliptol, citronelol,
(E)-nerolidol, benzaldeido, 2-heptanona, 2-(5H)-furanona, 3-mercaptohexanol, 2-furan
metanol foram obtidos da Sigma Aldrich (Steinheim, Vestfalia, Alemanha, pureza superior a
98%) e empregados para a identificacdo positiva dos compostos. A escolha desses compostos
foi feita com base na importancia que 0s mesmos apresentam para as caracteristicas de sabor e
aroma dos vinhos tintos, de acordo com estudos prévios.3*-1% Uma solucio de alcanos lineares
(de C7 a C24, heptano a tetracosano) - Sigma Aldrich (Steinheim, Vestfélia, Alemanha), foi
dissolvida em hexano PA (Nuclear, Sdo Paulo, SP, Brasil) e empregada para auxiliar na
identificacdo tentativa dos compostos volateis dos vinhos em estudo, através do célculo dos
indices de retencdo com programacao linear de temperatura.

Uma solucdo de vinho artificial, utilizada para simular a matriz dos vinhos, foi preparada
a partir da mistura de etanol bidestilado (Nuclear, Sdo Paulo, SP, Brasil) em agua deionizada
Milli Q (sistema de purificacdo Millipore, Bedford, MA, EUA) até o teor alcoolico atingir 14%
vlv, sendo entdo acrescentado 6 g L™* de (+)-acido tartarico PA (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil).
O pH da solucéo de vinho sintético foi ajustado a 3,5 com a adi¢do de hidréxido de sédio puro
(Nuclear, Sdo Paulo, SP, Brasil). As fibras de SPME (50/30 divinilbenzeno carboxen-
polidimetilsiloxano DVB/Car/PDMS) StableFlex foram obtidas da Supelco (Bellefonte, PA,
EUA) e condicionadas antes do primeiro uso, de acordo com as recomendacdes do fabricante.
O cloreto de sddio de grau analitico, foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha) e seco
previamente ao uso por 2 h a 150 °C, sendo posteriormente armazenado em dessecador. Os
frascos de headspace de 20 mL, com tampas magnéticas de rosca e septos de teflon foram
obtidos da Supelco (Bellefonte, PA, EUA). Para a silanizacdo do tubo de vidro empregado no
sistema de olfatometria foi utilizada uma solucao de 98% trimetilclorosilano (Acros Organics,
Geel, Turnhout, Bélgica).
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3.4.2 Preparo das amostras e extracdo dos volateis

As garrafas de vinho foram enviadas da Embrapa Semiérido (Petrolina, Pernambuco,
Brasil) via transporte aéreo para o Instituto de Quimica da UFRGS sendo mantidas em local
livre de umidade e incidéncia solar e a temperatura ambiente por 24 h até serem abertas. Apés
a abertura das garrafas, uma aliquota de 200 mL de cada amostra de vinho foi coletada e
transferida para um frasco ambar, previamente limpo, sendo armazenada posteriormente, em
ultra freezer a temperatura de - 86 °C. Para a extracdo dos volateis dos vinhos utilizou-se a
técnica de HS-SPME empregando-se a fibra DVB/Car/PDMS com 2 cm de comprimento.®
Procedeu-se a extracdo a uma temperatura de 55 °C (£ 0,9), em bloco termostatico, fabricado
no Instituto de Fisica da UFRGS, por 45 minutos, sem o emprego de agitacdo e em frascos de
vidro adequados para andlise de headspace. No frasco de 20 mL, foi colocado 1 mL de vinho,
0 padrdo interno e 0,3 g de NaCl. Apds a extracdo os volateis foram dessorvidos diretamente
no portico de injecdo do cromatografo a gas, sendo este equipado com insersor de vidro (liner)
adequado para SPME, por 5 min, a uma temperatura de 250 °C, no modo de injecdo sem diviséo

de fluxo (splitless).

3.4.3 Cromatografia gasosa com detector de ioniza¢cdo em chama (GC-FID) e com

detector quadrupolar de espectrometria de massas (GC/MS)

Os compostos volateis foram analisados utilizando-se um cromatografo a gas da Agilent
Technologies 6890N (Palo Alto, CA, EUA) equipado com detector de ionizacdo em chama
(FID). As colunas capilares empregadas foram uma DB-Wax (100% polietilenoglicol, J&W
Scientific Inc. Folsom, CA, EUA) de dimensfes 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, ¢ a coluna DB-5
(5% fenil, 95% polidimetilsiloxano) J&W Scientific Inc. Folsom, CA, EUA) de dimensdes 30
m x 0,25 mm x 0,25 um. A programacéo de temperatura do forno teve inicio em 40 °C, onde
permaneceu por 5 min. Apés, houve um acréscimo de 3 °C min até que fossem alcancados 200
°C, sendo a temperatura final da analise de 250 °C, a qual foi atingida a uma razéo de 20 °C
mint e mantida por 3 minutos. O tempo total de uma anélise foi de aproximadamente 65
minutos. O modo de inje¢do sem divisdo de fluxo (splitless) foi mantido a temperatura de 250
°C e a temperatura do detector foi de 280 °C. O géas de arraste foi o hélio (pureza 99,999%,
White Martins, Porto Alegre, RS, Brasil) a uma vazdo de 1 mL min™.

Para a identificacdo dos compostos volateis utilizou-se também um cromatografo a gas
da marca Shimadzu (Kyoto, Keihanshin, Japao), equipado com um detector quadrupolar de

espectrometria de massas QP 2010 (GC/MS), operando no modo varredura (scan) para a
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quantificacdo dos volateis, onde a ionizacdo eletrdnica ocorreu a uma voltagem de 70 eV. O
intervalo de massas escaneado foi de 45 até 450 uma. A linha de transferéncia foi mantida a
250 °C e a fonte de ions a 240 °C. Os demais parametros operacionais foram 0s mesmos

descritos para o GC-FID.

3.4.4 Cromatografia gasosa olfatométrica no modo OSME (GC-O-OSME)

Para a determinacdo da importancia odorifera dos volateis dos vinhos utilizou-se a GC-
olfatométrica (GC-O), empregando-se a técnica de OSME. O GC empregado para as analises
olfatométricas foi o mesmo em GC-FID, sendo que as condi¢cBes experimentais foram
semelhantes as descritas no item 3.4.3, utilizando a mesma coluna DB-Wax. As analises
olfatométricas foram realizadas alternadamente as analises por GC-FID, sendo os dados
obtidos, analisados posteriormente, em conjunto, a fim de que as areas e tempos de retencédo
dos picos encontrados por ambas as técnicas fossem correlacionadas. Anteriormente a
realizacdo das anélises por GC-O-OSME, foram feitas analises empregando-se GC/MS, com a
finalidade de identificar tentativamente/positivamente 0s compostos presentes na amostra.
Posteriormente, realizou-se uma correlacdo desses compostos com aqueles obtidos por GC-
FID, por meio do célculo dos LTPRI, bem como por comparacdo visual dos cromatogramas.

Durante as analises por GC-O-OSME, a coluna cromatogréfica foi desconectada do FID
e conectada a outro poértico de deteccdo do cromatdgrafo, o qual ndo continha qualquer outro
detector, sendo mantido a temperatura de 250 °C. Na parte superior da base do portico de
deteccdo, foi conectado um suporte na forma de um canal de ago inoxidavel, sobre o qual se
encaixava um tubo de vidro que conduzia os eluentes cromatograficos para o nariz do julgador,
conforme descrito por Sampaio et al.’*” Esse tubo de vidro foi previamente silanizado com
trimetilclorosilano 98% (Acros Organics, Geel, Turnhout, Bélgica) para evitar a interacdo da
superficie do vidro com os volateis da amostra. Os eluentes da coluna foram carregados até o
nariz do julgador por meio de um fluxo de ar sintético (pureza 99,999%, Air Products, Canoas,
RS, Brasil) de 4 L min (fluxdmetro FX010, Unitec, Jabaquara, SP, Brasil), previamente
umidificado através do borbulhamento do mesmo em agua, a temperatura controlada de 29 °C,
dentro de um bal&o de vidro, em sistema fechado e filtrado com carvao ativo (Synth, S&o Paulo,
SP, Brasil). A Figura 4, exibe em detalhes o sistema de olfatometria empregado neste trabalho,

com destaque para as partes que compde o sistema.
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Figura 4: Julgador avaliando o eluente cromatografico utilizando a escala de 10 cm alocada no
monitor do computador e o software SCDTI.**® Detalhes da Figura: 1: 1 - julgador treinado; 2
- tubo de vidro silanizado para condugdo dos eluentes ao nariz do julgador; 3 - sistema de
umidificacdo do ar utilizado nas analises de GC-O-OSME; 4 - escala de 10 cm alocada no
monitor do computador.

Para a avaliacdo dos eluentes que deixavam a coluna e alcancavam o nariz do julgador,
utilizou-se uma escala de 10 cm, ancorada nos extremos, esquerdo e direito, em termos de
intensidade como, “nenhum” e “forte”, respectivamente. A escala foi alocada no monitor de um
computador e um software de coleta de dados tempo-intensidade, intitulado SCDT]I (Sistema
de Coleta de Dados Tempo - Intensidade), foi empregado. Quatro julgadores utilizaram esta
escala para registrar tanto a intensidade, quanto o tempo de duragdo de cada estimulo olfativo,
descrevendo também ao analista (outra pessoa que acompanhava as anélises fazendo anotacGes
relativas a analise em curso) o descritor do odor percebido, tais como “floral”, “doce”,
“pungente”, entre outros. Para cada amostra analisada foram feitas quatro repeticGes da anélise
por GC-O-OSME. Treinamento prévio dos julgadores foi efetuado em quatro sessGes, nas quais
os individuos eram orientados a avaliar uma das amostras de vinho Syrah utilizando os mesmos
procedimentos descritos acima.

Ap0s cada analise, realizou-se a integragdo dos dados obtidos por cada julgador atraves
do software SCDTI. Para a obtencdo do aromagrama, os parametros coletados no software
SCDTI, tempo inicial, tempo de intensidade méxima e tempo final de cada aroma percebido,
intensidade maxima e area, foram transferidos para o excel, sendo entdo, o aromagrama
produzido, onde os picos com maior area e/ou intensidade, indicam compostos de maior
importancia odorifera. Um aromagrama consiste em um cromatograma, onde 0 €ixo X, € 0
tempo de duracdo dos estimulos olfativos provenientes dos compostos que eluem da coluna
cromatografica e o eixo y indica a intensidade de cada um destes estimulos. Para cada amostra
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quatro aromagramas foram gerados para cada julgador, considerando os picos detectados em
no minimo duas corridas. Um aromagrama consensual da equipe foi obtido considerando-se
apenas 0s picos detectados por no minimo dois julgadores. Finalmente, realizou-se a
comparacdo dos aromagramas consensuais gerados por GC-O-OSME com os cromatogramas
obtidos por GC-FID para cada amostra, juntamente com a identificacdo dos volateis feita no
GC/MS, sendo assim possivel determinar a importancia odorifera de cada composto volatil

presente nos vinhos avaliados.

3.4.5 Cromatografia gasosa bidimensional com detector de espectrometria de
massas por tempo de voo (GCxGC/TOFMS)

As analises por GCxGC foram realizadas em sistema Agilent 6890N equipado com
espectrometro de massas por tempo de voo (TOFMS) Pegasus IV (Leco Corporation, St.
Joseph, MI, EUA), bem como com um amostrador automéatico CTC CombiPAL (CTC
Analytics, Zwingen, Laufen, Suica). A coluna empregada na primeira dimensio (D) foi a DB-
Wax, descrita no item 3.4.3. Na segunda dimensdo, empregou-se uma coluna DB-17ms [ (50%
fenil) — metilpolisiloxano]; 1,70 m x 0,18 mm x 0,18 um, J&W Scientific Inc. Folsom, CA,
EUA).

O sistema de GC é equipado com forno secundario, que foi mantido a 10 °C acima do
forno primario, durante todas as analises cromatograficas e com um modulador criogénico com
quatro jatos, sendo os jatos frios mantidos por um fluxo de nitrogénio gasoso resfriado por
nitrogénio liquido (Linde, Canoas, RS, Brasil). A programacao de temperatura foi a mesma
utilizada nas andlises por GC-FID e GC/MS e o gas de arraste foi o hélio (pureza 99,999%,
White Martins, Porto Alegre, RS, Brasil). O periodo de modulacgéo foi de 7 s e as temperaturas
empregadas foram 300° C na linha de transferéncia e 240 °C na fonte de ions. Um amostrador
automatico foi utilizado para a extracdo do headspace dos frascos que continham as amostras
dos vinhos. Os parametros do MS incluiam ionizacéo eletronica a 70 eV, voltagem do detector
de 1500 V, aquisicdo de 100 espectros s e faixa de massas de 45 a 450 uma. Para a aquisi¢io

dos dados utilizou-se o software da LECO ChromaTOF versdo 4.22.

3.4.6 ldentificagdo dos compostos

Para a identificacdo positiva dos compostos foram preparadas solu¢ées em hexano P.A
(Nuclear, Sao Paulo, SP, Brasil) dos padrdes citados no item 3.4.1, as quais foram analisadas

em GC/MS e GCxGC/TOFMS em condicGes idénticas as empregadas para as anélises dos
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volateis dos vinhos. Os tempos de retencdo destes padrdes foram comparados com aqueles dos
componentes desconhecidos do headspace do vinho Syrah em coluna polar (item 3.4.3). Os
espectros de massa obtidos experimentalmente para os padrées também foram comparados com
os dos volateis do vinho, bem como com os espectros de massas das bibliotecas NIST versao
107 e Wiley verséo 229.

Os demais compostos foram tentativamente identificados através da comparacao entre
os indices de retencdo com programacao linear de temperatura (LTPRI) determinados via
analise por GC/MS e GCxGC/TOFMS. Para isso, uma série de alcanos lineares (de C7 a C24,
heptano a tetracosano) foi dissolvida em hexano P.A (Nuclear, S&o Paulo, SP, Brasil) e
analisada nos cromatografos, sendo os dados obtidos comparados com os reportados na
literatura. Os indices foram calculados de acordo com a equacéo de Van den Dool and Kratz**

conforme Equacdo 5, a seguir.

Equagdo 5: LTPRI = 1001 + 100 (M>

tR(n+1)— tr(n)

Onde: tr (x) = tempo de retencdo do composto desconhecido (X); tr () = tempo de retencéo do
alcano linear que é menos retido pela fase estacionaria do que o composto X;

tr (+1) = tempo de retencdo do alcano linear que é mais retido do que o composto .

A identificacdo tentativa foi realizada de forma semelhante ao procedimento empregado
na identificacdo positiva relativamente a comparacdo dos espectros de massas. Os LTPRI
obtidos experimentalmente na coluna DB-Wax e DB-5, foram comparados com os publicados
na literatura cientifica para colunas polares e apolares (na GC/MS). Para considerarmos um
composto identificado tentativamente, o valor minimo de similaridade espectral foi de 80%,
tanto para as andlises realizadas no GC/MS, como no GCxGC/TOFMS. O valor méximo aceito
para a diferenca entre indices determinados experimentalmente e aqueles reportados foi de 20
unidades para que o composto fosse considerado tentativamente identificado na GC/MS e
GCxGC/TOFMS.' Entretanto, no caso das anélises por GC-O-OSME, admite-se que existam
diferencas maiores, de até 40 unidades’*"'* entre os LTPRI do OSME e FID. Isso pode
acontecer devido ao fato do detector ser o nariz humano, havendo um desvio entre o0 tempo que
0 julgador sente o odor e a marcacdo na escala. Foram considerados detectados 0s picos
cromatograficos, cuja relacéo sinal/ruido foi maior do que 3 nas anélises por GC/MS e 30 para
GCxGC/TOFMS. A soma de todas as areas dos picos detectados foi considerada 100% da
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amostra, sendo que para cada pico foi atribuida uma porcentagem correspondente a sua area.

Areas relacionadas a solvente e sangria de coluna, nio foram consideradas neste célculo.

3.5 VALIDACAO DE METODO CROMATOGRAFICO PARA A QUANTIFICACAO
DOS VOLATEIS DO VINHO SYRAH

Para a quantificacdo dos compostos volateis importantes para 0 aroma dos vinhos Syrah,
foi otimizado e validado um método cromatografico empregando a cromatografia
monodimensional e bidimensional. A extracdo dos compostos seguiu procedimento descrito no
item 3.4.2. Os parametros validados foram linearidade e curva de calibragdo, limites de
deteccdo e quantificacdo (instrumentais), precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e
exatidao e bias. Para tal, foram empregadas solu¢bes padrdo dos compostos que se desejou

quantificar, conforme mostrados nas Tabelas 3 e 7.

3.5.1 Linearidade e Curva de calibragao

As equac0es da reta, com pelo menos cinco niveis de concentragdo para cada composto
padrdo, foram construidas por meio de regressao linear dos minimos quadrados. A area relativa
de cada composto (area do composto/area do padrdo interno) foi representada graficamente
versus a concentracdo do respectivo composto, obtendo-se para cada composto uma equacgao
da reta, um coeficiente de determinacéo (R?) e uma faixa linear de concentracdes. A curva foi
obtida por meio das injecBes em triplicata das solucBGes padrdo, nas faixas de concentracdo
referidas nas Tabelas 3 e 7. Os padroes internos utilizados nas curvas foram o nonanoato de
metila, a-metil benzil alcool, 2-metil &cido valérico, isocineol, fenil acetato, nas respectivas
concentragdes: 250, 1000, 1000, 500 e 1000 pg L. As injecdes foram realizadas em ordem
crescente de concentragdo, sendo o padrdo interno utilizado para compensar possiveis erros

ocorridos.

3.5.2 Preciséo

A repetibilidade do método foi avaliada atraves do coeficiente de variagdo das areas dos
picos cromatogréficos. Foram realizadas trés inje¢Ges sucessivas de solucéo padrdo dos volateis

estudados nos vinhos, juntamente com os padrfes internos nos pontos baixo e alto da curva

(concentracOes sdo mostradas nas Tabelas 3 e 7). A precisdo intermediaria também foi avaliada
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através do coeficiente de variacao das areas dos picos gerados por meio de injecdes realizadas
em trés dias diferentes, totalizando nove injecdes (trés a cada dia).

3.5.3 Exatidao e Bias (teste para erro sistematico)

O ensaio de recuperacao foi realizado através da fortificacdo do vinho sintético 14% em
dois niveis de concentragdo, (n = 3 no mesmo dia). Nas Tabelas 3 e 7 sdo mostrados os niveis
para os ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria, sendo estes 0s mesmos utilizados
para realizar o ensaio de recuperacdo. Foi realizado o teste t sugerido pela norma E1655-00 da
ASTM. Para isso, considerou-se as concentracdes adicionadas ao vinho artificial 14% como
os valores de referéncia (yi) e as concentracfes recuperadas através do teste de recuperacéo,

como os valores previstos pelo modelo (31).

3.5.4 Limites de Deteccéo (LOD) e Quantificacdo (LOQ)

A determinacéo dos limites de deteccdo e quantificacdo instrumentais foram realizadas
de acordo com o que preconiza a Sanco.!** Os calculos foram baseados no desvio padrdo das

sete replicatas do ponto baixo injetadas, s, e no coeficiente angular, S, da curva, conforme as

Equacdes 6 e 7.
Para o limite de deteccao: LOD = 3,3(s/S) Equacéo 6
Para o limite de quantificacdo: LOQ = 10(s/S) Equacéo 7

3.6 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

A influéncia dos fatores grau de maturacédo e tempo de maceracéo na qualidade do vinho
(fatores fisico-quimicos, compostos fendlicos e volateis quantificados por HPLC e GC/MS,
respectivamente), foi avaliada através da abordagem da ANOVA - PCA implementada no
MatLab conforme descrito por Harrington et al.1*? Antes de submeter os dados a analise por
ANOVA - PCA, foi verificada a presenca de outliers, usando o conceito de amostras extremas
na projecdo de PCA, gerando um limiar robusto baseado em modelagem independente de
dados, conduzida por classificador de analogia de classe (DD-SIMCA). Resumidamente, cada
matriz de dados X (parametros fisico-quimicos, compostos volateis e fenolicos), previamente

auto escaladas, foi submetida a decomposicdo em componentes principais. A distancia das
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pontuacgdes (DP) e a distancia ortogonal (DO) foram combinadas em um novo parametro "c",
chamado de distancia total. A distancia total é a soma escalada de DPi e DOi. O valor "c"
apresenta a distribuicao do tipo 2, com graus de liberdade NDP + NDO e foi usado para gerar
uma area de aceitacdo que distingue amostras regulares, extremas e outliers. Os dados foram
previamente auto escalados.

Os dados obtidos por GCxGC/TOFMS foram adquiridos e processados pelo programa
LECO ChromaTOF versao 4.22. A razdo de Fisher foi calculada através do programa Excel,
com a finalidade de selecionar os compostos volateis mais discriminantes entre os diferentes
tratamentos e tempos de maceracao dos vinhos Syrah. Foram considerados 0s compostos que
apresentaram maior razdo de Fisher, até o ponto em que se observou uma queda nos valores da
razdo de Fisher (5%, considerando-se que o maior valor de razéo de Fisher € 100% e 0s demais
correspondem a x%). Posteriormente, foram quantificados os compostos indicados pela razéo
de Fisher como mais discriminantes, sendo realizada a anélise de variancia (ANOVA), seguido
pelo teste de Tukey (p < 0,05) a fim de comparar as médias entre as amostras (software Statistica
- versdo 7.1, Statsoft, 2005). As médias obtidas foram submetidas a analise de componentes
principais PCA (software Statistica - versdo 7.1, Statsoft, 2005). Os mapas de calor foram
realizados atraves do programa XLSTAT 2017 (Addinsoft, Nova York, EUA) para o programa
Microsoft Excel, utilizando dados de intensidade e persisténcia do odor obtidos por meio das
analises de GC-O-OSME.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo deste trabalho serdo apresentados em duas partes. Na parte
1 sera abordado o efeito do grau de maturacao da uva e do tempo de maceracao na composi¢ao
fisico-quimica, fendlica e volatil dos vinhos Syrah. Os resultados foram obtidos por meio das
andlises realizadas por HPLC-DAD-FD e GC/MS. Na segunda parte, foi realizada a anélise do
perfil volatil e odorifero dos vinhos por meio de técnicas de cromatografia a gas, empregadas
em conjunto (GC-FID, GC/MS, GC-O-OSME e GCxGC/TOFMS).

PARTE 1

4.1 EFEITO DO GRAU DE MATURACAO DA UVA E DO TEMPO DE MACERACAO
NA COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA, FENOLICA E VOLATIL DOS VINHOS
SYRAH

4.1.1 Deteccao de Outliers

A Figura 5a, b e c apresenta os resultados do DD-SIMCA, onde é possivel observar
que ndo foram detectados outliers no conjunto de dados, com 95% de confianca sendo que todas
as amostras apresentaram um valor “c” designado como regular. A ANOVA - PCA foi aplicada
para avaliar os parametros fisico-quimicos, compostos fendlicos e volateis. Para as duas Gltimas
classes de compostos, as somas das subclasses ndo foram consideradas para essa abordagem.
Os pesos considerados importantes para PC1 e PC2 com 95% de confianca estatistica sdo
mostrados nos graficos da Figura 5, além das linhas verticais e horizontais para PC1 e PC2,
respectivamente. Esta abordagem permitiu identificar as variaveis (parametros fisico-quimicos,

compostos fenolicos e volateis) que apresentaram correlacdo com a PC1 e/ou PC2.
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Figura 5: Area de aceitacéo para deteccdo de outliers baseada no DD-SIMCA dos trés principais componentes relacionando as amostras de vinho
derivadas de diferentes tempos de maturacdo e maceracdo (A) dos parametros fisico-quimicos, (B) dos compostos fenolicos, (C) dos compostos
volateis. As linhas sélidas em verde e vermelho sdo a fronteira (com 95% de confianga) de amostras regulares e extremas, respectivamente. A
posicdo de uma amostra particular é definida por v (distancia ortogonal) e h (distancia das pontuacdes). Os termos h0 e vO sdo fatores de escala.
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4.1.2 Influéncia da maturacéo e da maceracdo na composicdo fisico-quimica dos
vinhos Syrah

A Figura 6A mostra o grafico biplot que corresponde ao subespaco definido pela PC1
(43%) versus PC2 (18%), obtido através da abordagem ANOVA - PCA para a maturacdo das
uvas (T). A distincdo entre diferentes tempos de maturagdo ocorre principalmente na PC1, o
que significa que esta componente, é a principal fonte de variacdo dos dados e que o efeito da
maturacdo € significativo nos parametros fisico-quimicos em relacdo ao erro experimental.
Quanto maior € o periodo de maturacao da uva (de T1 e T2 para T3), maiores sdo os valores de
intensidade de cor (#5), antocianinas monomeéricas totais (#1), compostos fenolicos totais (#2),
indice de polifenois totais (#4), teor alcodlico (#6) e extrato seco (#8). Os numeros entre
parénteses referem-se aqueles mostrados na Tabela 1 onde estdo listados os valores de cada
parametro fisico-quimico, os quais representam os valores méedios obtidos nos experimentos
realizados em triplicata.

A intensidade da cor (#5) mostrou um peso pronunciado e significativo na PC1 e foi o
principal parametro para o agrupamento das amostras T1, T2 e T3 na Figura 6A. Este resultado
era esperado, ja que a presenca de compostos fendlicos coloridos aumenta quando as uvas estao
em grau de maturacdo mais elevado. A mesma tendéncia € seguida por AMT, CFT e IPT, pois
estes parametros estdo todos relacionados ao aumento de compostos fendlicos.® O contetido de
compostos fendlicos totais (#2) na Tabela 1 em vinhos Syrah variou de 1408 em T1 a 2108 mg
L™ em T3 e esta em acordo com os valores anteriormente relatados na literatura para vinhos
Syrah, Pinot Noir, Cabernet Sauvignon, Malbec e Merlot (948 - 3526 mg L™1).% O IPT (#4) dos
vinhos elaborados a partir das uvas do T1 foi de 42, enquanto os vinhos elaborados a partir de
uvas com maior grau de maturacdo (> 120 DAP) alcancaram o valor de IPT de 65. Estes
resultados reportados estdo em acordo com os relatados por Gil et al.}*® para vinhos tintos
Tempranillo e Cabernet Sauvignon da Espanha (40 - 68). De acordo com Hernandes et al.'#4,
os vinhos com IPT superior a 60 podem ser destinados ao envelhecimento (vinhos de guarda),
jaaqueles cujo IPT fica entre 45 e 55, s&o melhores como vinhos jovens; enquanto isso, vinhos
com IPT < 40 séo considerados de qualidade inferior. Os resultados indicam que os vinhos
elaborados a partir de uvas mais maduras (T3) podem ser direcionados para a producdo de
vinhos de guarda, independentemente do periodo da maceracdo empregado.

O teor alcoolico (#6) dos vinhos foi de 11,5% para 113 DAP (T1) e 14,6% para 127
DAP (T3) e estes valores estdo em acordo com a legislacdo brasileira, que preconiza valores
entre 8,6 e 14%.1% Estes valores de teor alcdolico sdo também semelhantes aos relatados para
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as variedades de vinhos espanhdis Cabernet Sauvignon e Tempranillo, elaborados com uvas de
diferentes niveis de maturacdo e macerados por distintos periodos (11,9 - 14,6%).14
Finalmente, o extrato seco dos vinhos (#8) também mostrou relacdo direta com a maturacao das
uvas, uma vez que as uvas colhidas aos 127 DAP (T3) proporcionaram maior quantidade de
extrato seco. A combinacao de extrato seco, acidez e alcool proporciona corpo e étima estrutura
ao vinho.® E importante ressaltar que algumas variaveis, tais como compostos fenélicos e
parametros fisico-quimicos, apresentaram altos desvios-padrdo (> 30%), pois refletem a
heterogeneidade da maturacdo da uva como consequéncia da falta de uniformidade no manejo
dos vinhedos. Sdo exemplos de manejo a irrigacdo, a nutricdo, a poda e outras praticas
empregadas, bem como as diferencas que ocorrem em relacdo ao desenvolvimento vegetativo
e produtivo das videiras. Por outro lado, observa-se um efeito antagdnico para a acidez total
titulavel (#7), que reduziu de um valor médio de 8,83 para 6,69 g L, quando a vinificagdo foi
realizada com uvas colhidas em 113 DAP (T1) e 127 DAP (T3), respectivamente. Essa
diminuicdo na acidez era esperada, pois ¢ um indicativo do amadurecimento da uva.® O pH dos
vinhos aumentou com o avanco da maturacéo das uvas (3,37 a 3,45) enquanto a ATT diminuiu.
O pH recomendado para vinhos tintos deve ser mantido na faixa de 3,30 a 3,60.!

Com relagdo ao fator tempo de maceracgéo, o biplot PC1 x PC2 mostrado na Figura 6B
néo revela a formacao de grupos de acordo com o0s tempos de maceragdo (M1, M2 e M3). Isso
indica que o erro experimental é a principal fonte de variancia dos dados submetidos 8 ANOVA
- PCA e que o periodo de maceracgdo nao influenciou os parametros fisico-quimicos do vinho.
Além disso, a interacdo do grau de maturacdo da uva e o tempo de duracdo da maceracéo ndo

teve efeito nos parametros fisico-quimicos, como pode ser visto na Figura A3 (A) do Anexo.
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Figura 6: Biplot para parametros fisico-quimicos dos vinhos Syrah obtidos por meio da ANOVA - PCA para (A) diferentes graus de maturacdo
da uva (fator T) e (B) para distintos tempos de maceracgéo (fator M). T1 representa 113 DAP (19 °Brix), T2 - 120 DAP (21 °Brix) e T3 - 127 DAP
(23 °Brix). M1 designa 10 dias de maceracdo; M2, 20; e M3, 30 dias. Os pesos que excedem as linhas pontilhadas horizontais e verticais sdo
estatisticamente significativos. A auséncia das linhas pontilhadas horizontais e verticais revela que os pesos ndo foram significativos. Os numeros

de 1 a 8 representam os parametros fisico-quimicos mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1: Valores médios dos parametros fisico-quimicos relacionados com os vinhos Syrah elaborados com uvas colhidas em diferentes fases de
maturacdo e maceradas em periodos distintos durante o processo de vinificagdo. T1 representa 113 DAP (19 °Brix), T2 - 120 DAP (21 °Brix) e T3
- 127 DAP (23 °Brix). M1 designa 10 dias de maceragédo; M2, 20; e M3, 30 dias

Nivel de Maturacéo

Tempo de Maceracéo

Meédias dos
diferentes niveis

Parametro DAP: dias ap6s a poda 10 dias - M1 20 dias - M2 30 dias - M3 de maturacéo (T1,
T2eT3)"

(ﬁ?\ﬁ_ﬂtggal_r\_llr;as Monomeéricas Totais T1: 113 DAP 145 + 10 105 + 27 -
T2: 120 DAP 216 £ 14 198 £ 15 170+ 19 195
T3: 127 DAP 233+ 29 235+ 10 188 + 24 219
Médias dos diferentes tempos de
maceragéo (M1, M2 e M3) * 198 179 179

(#2) Fenolicos Totais (CFT, mg L) T1 1375 + 216 1441 + 140 1408
T2 1669 + 324 1581 + 253 1703 + 226 1651
T3 2209 + 167 2095 + 119 2018 + 35 2108
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 1751 1706 1861

(#3) pH Tl 3,41+£0,09 3,33+£0,04 3,37
T2 3,29+0,03 3,36 £0,10 3,41+£0,05 3,35
T3 3,39+£0,02 348+0,11 3,48 +0,11 3,45
Médias dos diferentes tempos de
maceragéo (M1, M2 e M3) * 3,36 3,39 3,45

(#4) indice de Polifendis Totais (IPT)  T1 41+2 42 +2 42
T2 60+4 62+5 56 +3 59
T3 66 £ 2 63+2 65+2 65
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 56 56 60

g@;%)nlr?];ensmade de Cor (IC, 420 + 520 + T1 105404 91405 05
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T2 13,1+£1,9
T3 13,8+0,6
Médias dos diferentes tempos de

maceragéo (M1, M2 e M3) * 125

(#6) Teor Alcoolico (TA, %v/v) T1 115+0,6
T2 143+1.8
T3 14,6 + 0,6
Médias dos diferentes te[npos de 135
maceragdo (M1, M2 e M3) ’

Ei?é(;loll_ef)Total Titulavel T1 88+16
T2 79+04
T3 7,1+0,.2
Médias dos diferentes tempos de 79
maceragéo (M1, M2 e M3) * ’

(#8) Extrato Seco (ES, g L) T1 26+4
T2 27+3
T3 35+3
Médias dos diferentes tempos de 30

maceracdo (M1, M2 e M3)

12,8+ 3,3
13,8+0,5

11,9

115+04
141+13
146+0,9

13,4

8,9+0,9

7,3+0,6
6,6 +0,4

7,6

19+2
262
35+5

27

11,4+1,6
13,4+ 0,6

12,4

138+1,2
14,6 £ 0,7

14,2

7,7+0,3
6,4 +0,04

7,0

12,4
13,7

11,5
14,1
14,6

8,8
7,6
6,7

23
26
35

Os dados sdo expressos como os valores médios das trés repeticdes experimentais + desvio padrdo relativo (RSD). O nimero de digitos ap6s a virgula foi inserido de acordo

com o menor RSD encontrado para um conjunto de nimeros especificos de um parametro.
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4.1.3 Efeito da maturacao e da maceragdo na composicao fenélica dos vinhos Syrah

A Tabela 2 apresenta os resultados da quantificacdo dos compostos fendlicos (estilbeno,
acidos fenolicos, flavandis, flavondis e antocianinas) e a Figura 7 corresponde ao biplot obtido
pela aplicacdo da ANOVA - PCA para os dados referentes a concentracdo de compostos
fendlicos. O grau de maturagdo da uva se mostrou significativo para o teor de compostos
fendlicos, uma vez que as amostras aparecem agrupadas de acordo com os niveis dos fatores
(Figura 7A) no espaco definido pela PC1 versus PC2, o que esta em acordo com o observado
para os parametros fisico-quimicos.

Para a maioria dos compostos fendlicos investigados neste trabalho, o avanco na
maturacdo da uva de T1 para T2 promoveu o aumento do contetdo fendlico do vinho. No
entanto, o prolongamento do tempo de maturacdo (T2 a T3) reduziu a concentracdo de alguns
desses compostos. Serdo discutidos a seguir, apenas 0s compostos que apresentaram pesos
significativos.

A influéncia da maturacao é especialmente notavel para as antocianinas cianidina-3-O-
glicosideo  (#23), delfinidina-3-O-glicosideo (#24), peonidina-3-O-glicosideo (#26),
pelargonidina-3-O-glicosideo (#22), que apresentaram pesos significativos no eixo positivo da
PC1 em relacéo ao tratamento empregado. A soma das concentra¢des de todas as antocianinas
foi maior nas amostras de vinhos T2 e T3 (63 no T1, 95no T2 e 102 mg L™ no T3, Tabela 2,
Figura 7A), apresentando um padrdo semelhante para quase todas as antocianinas. Estas
concentragdes estdo em acordo com os dados publicados para os vinhos Syrah nacionais e de
outras regides do mundo (Brasil, Espanha, Argentina e Chile), que estdo na faixa de 11,89 a
259,59 mg L1.9568 A evolucio dessas antocianinas (exceto a #22) durante o amadurecimento
da uva foi investigada em uvas Nebbiolo da Italia, e seu conteudo também aumentou de 31,34
para 272,17 mg kg quando houve aumento no contetido de sélidos sollveis de 22,6 para 25,0
°Brix.

Com relagéo aos acidos fenolicos (29 em T1 a 36 mg L™ em T3) estes seguiram
tendéncia semelhante, estando também em acordo com o aumento da concentragdo do acido p-
cumarico de 0,03 a 0,06 mg kg detectado nas mesmas uvas Nebbiolo.®” Os &cidos fendlicos
sdo relatados como ndo tendo nenhuma influéncia particular no sabor ou odor do vinho, no
entanto, eles sdo precursores de fenois volateis produzidos pela acdo de leveduras do género
Brettanomyces. Os etil fenois sdo exemplos destes fendis, conhecidos por conferirem notas de

odor “animal” aos vinhos tintos.®
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Da mesma forma, a concentracdo total de flavondis apresentou crescimento quando o
vinho foi elaborado com uvas mais maduras, variando de 8,61 T1 a 14,86 mg L™ em T3. De
modo semelhante ao obtido neste trabalho, os flavonois miricetina (#18) e quercetina (#19),
atingiram concentracGes mais elevadas nas peliculas das uvas Tannat colhidas com maior grau
de maturacéo.'*® Além disso, o flavanol procianidina A2 (#12) mostrou um peso significativo
ao longo da PC2, tendo o seu contetido aumentado com a maturacéo prolongada da uva.

A Figura 7B apresenta um grafico biplot para o efeito da maceracao (M) no contetdo
fenolico dos vinhos, na qual as amostras de vinho M1 e M2 foram preferencialmente agrupadas
em lados opostos do subespaco definido pela PC1 versus PC2. As amostras submetidas a 30
dias de maceracdo (M3), sdo mostradas como pontos dispersos sem um padréo aparente, o que
sugere que o nivel do fator M que muda de M2 para M3 ndo afetou significativamente a
concentracdo dos compostos fendlicos. Os dois conjuntos de pesos mais expressivos Sao
orientados preferencialmente ao longo da PC1 e da PC2, apontando para dois eventos ndo
relacionados ao efeito da maceracdo na concentragdao de compostos fenolicos nos vinhos.

As concentracdes das antocianinas delfinidina-3-O-glicosideo (#24; PC2 0,6478) e
cianidina-3-O-glicosideo (#23; PC2 0,5907) foram reduzidas a medida que o tempo de
maceracdo foi prolongado de M1 para M3. A evolugdo da concentracdo de vérias antocianinas
individuais (Tabela 2) esta em acordo com um estudo relatado para vinhos Teran da Croécia,
cujo efeito dos tempos de maceracéo (5, 10, 15 e 20 dias) foi investigado para as mesmas
antocianinas e seus contetidos atingiram um méaximo com 10 dias de maceracéo.'*’ Estes
compostos sdo 0s principais responsaveis pela coloracdo nas uvas e vinhos, contribuindo
positivamente para a sua qualidade, uma vez que influenciam as caracteristicas sensoriais e a
aceitabilidade do vinho pelo consumidor.®®

Por outro lado, os flavanais (-)-epicatequina (#11), (+)-catequina (#10), procianidina B2
(#14), procianidina B1 (#13) apresentaram maiores pesos na PC1, tendo suas concentracfes
aumentadas com a maceracdo mais prolongada. A soma total dos flavanois seguiu a mesma
tendéncia dos flavanois #10, #11, #13 e #14, que tiveram suas concentra¢fes aumentadas com
os periodos mais longos de maceracdo. Um estudo sobre as concentragdes de (+)-catequina
(#10) e (-)-epicatequina (#11) em vinhos espanhois da variedade Syrah também alcancou
concentragcdes mais altas nos vinhos macerados durante periodo de maceracdo mais longo (5 e
10 dias foram os periodos estudados) (de 9,8 a 17,8 mg L™ para a #10 e de 5,2 a 15,0 mg L%,
para a # 11).14 Um padrdo semelhante foi observado para ambos os flavanois em vinhos tintos

Karaoglan da Turquia'®® e vinhos tintos Teran da Croacia.’*’ A extragdo dos flavanois da

60



pelicula da uva comeca nos primeiros dois ou trés dias de maceracdo devido & sua alta
solubilidade em &gua, embora a liberacdo dos flavandis das sementes exija maiores tempos de
maceracao. Estes compostos sdo geralmente relacionados a adstringéncia e amargor dos
vinhos.1*°

Dentre os acidos, o gélico (#2) foi o principal &cido fenolico dos vinhos Syrah, variando
entre 9,73 no TIM1 e 18,20 mg L no T3M3. Outros estudos também relataram este como
sendo o principal acido fendlico presente em maiores teores em vinhos tintos franceses e
italianos.®® Além disso, o vinho tinto croata da variedade Teran apresentou 9,15 mg L™ de 4cido
galico, apos cinco dias de maceragio, com um aumento significativo para 11,89 mg L™, apds
20 dias de maceragdo.**’ Por fim, nenhum efeito significativo foi observado nos compostos
fenolicos devido a interacdo do grau de maturacao da uva e do tempo de maceragdo, como pode

ser observado na Figura A3 (B) do Anexo.
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Figura 7: Biplot para compostos fenolicos dos vinhos Syrah obtidos por meio da ANOVA - PCA para (A) diferentes graus de maturacdo da uva
(fator T) e (B) para tempos distintos de maceracédo (fator M). T1 representa 113 DAP (19 °Brix), T2 - 120 DAP (21 °Brix) e T3 - 127 DAP (23
°Brix). M1 designa 10 dias de maceragdo; M2, 20; e M3, 30 dias. Os pesos que excedem as linhas pontilhadas horizontais e verticais sdo

estatisticamente significativos.
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Tabela 2: Concentracdo dos compostos fendlicos nos vinhos Syrah analisados com HPLC-DAD-FD e elaborados com uvas provenientes de
diferentes fases de maturagdo e maceradas em periodos distintos durante a vinificacdo. T1 representa 113 DAP (19 °Brix), T2 - 120 DAP (21 °Brix)
e T3 - 127 DAP (23 °Brix). M1 designa 10 dias de maceracdo; M2, 20; e M3, 30 dias

Nivel de Maturacao
DAP: dias apés a poda

Tempo de Maceracao

Médias dos diferentes

niveis de maturacao

Estilbeno (mg LY 10 dias - M1 20 dias - M2 30 dias - M3 (T1, T2eT3)"

(#1) trans-resveratrol T1: 113 DAP 0,28 £ 0,03 0,43+0,19 0,36
T2: 120 DAP 0,88 + 0,08 0,60 £ 0,10 0,48 +£0,10 0,65
T3: 127 DAP 0,60 £ 0,10 0,43 +£0,12 0,60 +£0,14 0,54
Médias dos diferentes tempos de
maceracgdo (M1, M2 e M3) * P 0,59 0,49 0,54

Acidos Fenolicos (mg L)

(#2) acido galico T1 9,73+ 1,96 14,15+ 2,65 11,94
T2 10,03 + 0,29 14,28 +2,71 18,18 + 4,35 14,16
T3 11,72 + 2,63 12,95+ 1,31 18,20 + 1,20 14,29
e e oy 7% % 1049

(#3) acido cafeico T1 11,80+ 1,70 11,23 +1,03 11,52
T2 14,50 + 0,52 13,97 + 0,80 13,63 + 4,35 14,03
T3 14,88 + 2,88 11,65 + 0,26 13,43+1,73 13,32
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * P 13,73 12,28 1353

(#4) &cido ferrdlico T1 1,62+0,31 1,68 £ 0,08 1,65
T2 2,50+ 0,76 2,57 +£0,40 2,48 £ 0,03 2,52
T3 3,03 +£0,60 2,42 +0,03 3,10+ 0,42 2,85
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * P 2,38 2,22 2,79

(#5) &cido clorogénico T1 2,55+0,39 3,23+0,43 2,89
T2 4,18 £0,95 4,45+ 0,09 3,97 +£0,29 4,20
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T3 3,97 +£0,29 3,08+£0,51 4,35+ 0,00 3,80
Médias dos diferentes tempos de
maceracgdo (M1, M2 e M3) * 3,57 3,59 4,16

(#6) acido p-cumarico T1 1,17 £ 0,15 1,10 £ 0,05 1,14
T2 1,85+0,22 1,58 £0,16 1,55 +0,13 1,66
T3 1,93 +0,30 1,60 + 0,05 2,00+0,21 1,84
Médias dos diferentes tempos de

) maceracgdo (M1, M2 e M3) * 1,65 1,43 1.78

(#7) ,T_otal de Acidos T1 97 +3 31+3

Fendlicos 29
T2 33+3 37+3 40+ 6 37
T3 36+7 32+1 41+2 36
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 32 33 40

Flavandis (mg L?)

(#8) (-)-epicatequina galato T1 1,17+ 0,38 1,23+0,24 1,20
T2 1,22 £0,38 0,83+0,25 1,48 £ 0,24 1,18
T3 2,10 £0,39 1,75+0,15 2,40+ 0,35 2,08
Médias dos diferentes tempos de
maceracgdo (M1, M2 e M3) * 1,50 1.27 1,94

(#9) (-)-epigalocatequina T1 2,17 £ 0,65 3,05+0,40

galato 2,61
T2 2,32 £0,40 4,67 +1,19 4,73+ 1,04 3,91
T3 3,87+£0,73 3,83+0,45 5,05+0,21 4,25
Médias dos diferentes tempos de
maceracgdo (M1, M2 e M3) * 2,79 3,85 4,89

(#10) (+)-catequina T1 12,75+ 5,56 16,80 + 3,86 14,78
T2 10,48 + 1,82 15,23 + 3,59 18,95+ 5,24 14,89
T3 11,90 + 2,85 13,28 + 1,86 17,85+ 0,00 14,34
Médias dos diferentes tempos de 1171 15.10 18.40

maceracgdo (M1, M2 e M3) *
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(#11) (-)-epicatequina T1 5,05+ 1,05 7,28+1,81 6,17
T2 4,05+0,75 6,18+ 1,55 8,98 +2,73 6,40
T3 4,52 +1,37 5,43 +£1,08 7,63+0,46 5,86
Médias dos diferentes tempos de
maceragdo (M1, M2 e M3) * 4,54 6,30 8,31

(#12) procianidina A2 Tl 1,78 £ 0,55 1,40 £ 0,13 1,59
T2 1,50 + 0,26 3,40 £ 0,65 3,62+0,72 2,84
T3 4,73+0,90 3,95+0,31 5,08+ 0,25 4,59
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 2,67 2,92 4,35

(#13) procianidina B1 T1 14,07 £ 2,32 16,68 + 1,20 15,38
T2 14,05+ 1,00 17,47 £ 2,63 19,15+ 4,39 16,87
T3 15,22 + 3,33 13,95+ 1,47 17,10 + 0,57 15,42
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 14,45 16,03 18,10

(#14) procianidina B2 T1 9,05+3,10 12,73 + 3,60 10,89
T2 7,18 +2,01 12,33 £ 4,27 17,55+ 4,82 12,35
T3 10,08 £+ 2,65 12,70 £ 2,41 17,40+ 0,85 13,39
Médias dos diferentes tempos de
maceracgdo (M1, M2 e M3) * 8,71 12,59 17,48

%ﬂg‘r’)l_z;)ta' de Flavanois 46,03 £ 9,40 50,18 + 10,25 52 50
T2 40,80 £ 5,21 60,12 + 11,99 74,47 £ 20,40 58,66
T3 52,42 + 11,34 54,90 + 6,46 72,50 £ 0,07 59,83
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) " 46,42 58,07 7349

Flavondis (mg L?)

(#16) caempferol-3-O- 1,27 +0,28 1,30 + 0,05

glicosideo 1,29
T2 1,97 £ 0,29 1,65+ 0,30 1,63 + 0,56 1,75
T3 1,08 + 0,09 1,40+0,43 2,00+£0,42 1,49
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Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 1,44 1,45 182

(#17) isorhamnetina-3-O- -, 6,03 + 1,76 6,02 + 1,81

glicosideo 6,03
T2 11,30 + 4,30 11,12 + 3,82 10,03 + 1,67 10,82
T3 11,53+ 3,01 9,88+ 1,36 12,25+ 0,00 11,22
Médias dos diferentes tempos de
maceragdo (M1, M2 e M3) * 9,62 9,01 11,14

(#18) miricetina T1 0,42 £ 0,13 0,15+ 0,05 0,29
T2 0,32+0,13 0,88 £ 0,25 0,80+ 0,05 0,67
T3 0,75+0,15 0,60 £ 0,05 1,00 + 0,00 0,78
Médias dos diferentes tempos de
maceracgdo (M1, M2 e M3) * 0,50 0,54 0,90

(#19) quercetina T1 0,25+ 0,09 0,28 +0,88 0,27
T2 0,52 +£0,03 0,50 £ 0,00 0,53+0,15 0,52
T3 0,40 £ 0,10 0,30+£0,10 0,63+0,11 0,44
Médias dos diferentes tempos de
maceracgdo (M1, M2 e M3) * 0,39 0,36 0,58

(#20) rutina T1 0,77+0,15 0,73+0,06 0,75
T2 1,30 +£0,23 0,75+0,15 0,75+0,13 0,93
T3 0,98 £ 0,20 0,77 £0,03 1,00 £ 0,14 0,92
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 1,02 0,75 0,88

(#21) Total de Flavondis T1 9,73 + 3,00 8,48+ 1,77 8,61
T2 15,40 £ 4,97 1490 £ 4,75 13,75+ 2,38 14,68
T3 14,75 + 3,99 12,95+ 1,66 16,88 + 0,46 14,86
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2e M3) * 12,96 12,11 15,32

Antocianinas (mg L)

(#_22) pelargomdma—3-0- T1 817 +053 808+171

glicosideo 8,13
T2 12,70+ 0,85 10,87 + 0,83 9,95+1,23 11,17
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T3 12,55+ 2,34 9,68+ 1,26 11,53 + 0,67 11,25
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 11,14 9,54 10,74

(#23) cianidina-3-O- T1 0,45 +0,13 0,48 + 0,20

glicosideo 0,47
T2 0,72+0,10 0,65 £0,09 0,55+0,13 0,64
T3 0,53+£0,14 0,40+£0,10 0,43 +0,04 0,45
Médias dos diferentes tempos de
maceragdo (M1, M2 e M3) * 0,57 0,51 0,49

(#24) delfinidina-3-0- 3,40 +0,35 3,42 + 0,90

glicosideo 3,41
T2 4,87 +£0,48 3,98 £0,10 3,67 £0,64 4,17
T3 4,27 £0,90 3,32 £ 0,63 3,73+£0,04 3,77
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 4,18 3,57 3,70

(#25) malvidina-3-O- T1 47+8 47+1

glicosideo 47
T2 799 72+8 697 73
T3 86 + 15 70zx1 86+ 10 81
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 70 63 8

(#26) peonidina-3-O- 4T1 4,13 +0,32 4,27 +0,94

glicosideo 4,20
T2 6,70 £ 0,52 5,83+ 0,30 5,45+ 1,03 5,99
T3 6,07 £ 1,16 4,93 £ 0,53 5,53+0,04 5,51
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2 e M3) * 5,63 501 549

(#27) Total de

Antocianinas T 63+8 63+4 63
T2 104+ 9 938 889 95
T3 109+ 19 894 107 £ 10 102
Medias dos diferentes tempos de 92 82 98

maceracdo (M1, M2 e M3) *
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Os dados sdo expressos como os valores médios das trés repeticdes experimentais + desvio padrdo (RSD). O nimero de digitos apés a virgula foi inserido de acordo com o
menor RSD encontrado para um conjunto de nimeros especificos de uma classe de compostos. Todos os compostos foram incluidos na ANOVA - PCA, exceto a soma das
concentragdes de cada subclasse de compostos.
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4.1.4 Avaliacdo do perfil volatil dos vinhos Syrah

4.1.4.a. Validagdo do método HS-SPME — GC/MS

O desempenho do método cromatografico foi avaliado em termos de linearidade, limites
de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria),
recuperacdo (Tabela 3) e bias O intervalo de concentragdo para cada composto volatil foi
escolhido de acordo com trabalho publicado anteriormente!®, bem como através de analises
preliminares realizadas para confirmar as faixas correspondentes de linearidade. Onze curvas
de calibracdo foram utilizadas para quantificar os 41 compostos volateis (12 ésteres, 10 acidos,
14 alcoois, 4 terpenos e um tiol) dos 52 compostos identificados positivamente/tentativamente.

As curvas de calibragdo mostraram boa linearidade com coeficientes de determinagéo
variando de 0,990 a 0,999. Os valores de LOD variaram de 3,6 pug L™ para linalol a 363,3 ug
L para 2-fenil etanol, enquanto o LOQ foi de 11,0 pg L™ para o linalol a 1101,8 pug L™ para
2-fenil etanol. A repetibilidade se alterou de 1,2% para o hexanoato de etila a 16,7% para o
decanoato de etila. A precisdo intermediaria sofreu variacdo de 4,5% para o linalol a 19,4%
para succinato de dietila e para o (E)-nerolidol. Finalmente, a recuperagéo para cada um dos 11
padrdes variou de 91,2% para o 2-fenil etanol a 119,7% para o &cido hexanoico. Estes valores
confirmam o bom desempenho do método analitico e concordam com as diretrizes preconizadas
pela Sanco.!* O teste t sugerido pela norma E1655-00 da ASTM mostrou que o valor do t
calculado é menor que o seu valor critico para 2 graus de liberdade com 95% de confianca,
sendo assim o bias incluido no modelo pode ser considerado insignificante.

A Tabela 4 mostra os dados relacionados a identificacdo e quantificacdo de 41
compostos, bem como 0s onze compostos designados com ndmeros romanos, 0S quais nao
foram quantificados. O OAV calculado para cada composto, assim como as concentragdes
limiares de odor publicadas na literatura, sdo também relatadas. NUmeros arabicos foram usados
para designar os 41 volateis quantificados, bem como a soma das concentragdes das subclasses

de compostos.
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Tabela 3: Resultados para os parametros de validacdo do método para determinacdo de compostos volateis em vinhos Syrah por GC/MS

Faixa de LODb LOG®
# Composto? Equagcdo de regressdo  concentracdo R? MgLY  (ug LY Repetibilidade Precisdo Intermediaria

(Mg L™
- Recuperagdo Recuperacéo
Esteres RSD(%)!  RSD(%)"  (RSD%)'  (RSD%) (o e
(#2) butanoato de etila  y =0,0006 x +0,0114  30-2500 0,993 9,9 30,0 14,5% 1,2% 18,6% 9,0% 106,6% 94,6%
gﬁ; hexanoato de y=0,0011 x +0,0499  94-2500 0,997 30,9 93,5 1,2% 4,6% 6,8% 17,8% 98,4% 107,4%
(#5) octanoato de etila y =0,0061 x - 0,0430 34 -500 0,999 11,2 34,1 5,4% 8,0% 6,9% 17,3% 97,4% 102,3%
Sfﬁ; decanoato de y=0,0065x-0,0759  18-500 0,993 6,1 18,5 13,7% 16,7% 18,1% 17,5% 110,1% 101,2%
gfegt)"zucc'”ato de y=0,0024 x-0,7898 344-10000 0,999 1134 3438 6,5% 7.2% 19,4% 6,4% 99,3% 99,4%
Acidos
(#18) 4cido hexan6ico  y =0,0003 x + 0,0143 225-1250 0,995 74,3 2251 10,6% 2,6% 18,0% 10,5% 119,7% 97,5%
(#19) 4cido octandico  y =0,0025 x + 0,5624 244 -2500 0,991 80,4 2435 5,4% 12,4% 14,1% 12,7% 98,7% 95,8%
Alcoois
(#29) alcool =0,0003x+0,0059 102-1000 0990 336 1018 16,6% 15,5% 13,1% 15,7% 97,2% 95,7%
benzilico y=0 x +0,005 - , ) , ,6% 5,5% 1% 5,7% 2% 5,7%
(#30) 2-fenil _ o o 0 0 0 0
el y=0,0004 x +0,6670  1101-50000 0,996 3633 1101,8  10,2% 13,3% 8,3% 18,6% 91,2% 113,8%
Terpenos
(#40) linalol y=0,0072x-0,0486 11 -250 0,995 36 11,0 12,4% 2,9% 11,8% 4,5% 98,3% 106,6%
(#42) (E)-nerolidol  y=0,0052 x-0,0072 25 - 250 0998 82 25,0 9,8% 14,0% 19,4% 18,5% 107,3% 103,1%

2compostos numerados de acordo com a Tabela 4. ®LOD: limite de deteccio; ¢ LOQ: limite de quantificagdo; ¢ calculado no nivel mais baixo da curva; © calculado no nivel
mais alto da curva.
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Tabela 4: Compostos tentativamente identificados no headspace dos vinhos Syrah produzidos a partir de uvas colhidas em 19, 21 e 23 °Brix e
macerados por 10, 20 e 30 dias, e seus respectivos limiares de odor, valor de atividade de odor (OAV) e descrigéo de odor

LTPRIexp. LTPRIIit. OTS® (ug OAV Odor literatura
Compostos DB- Wax? DB-Wax® LY TiIM1 TiM2 T2M1 T2M2  T2M3 T3M1  T3M2 T3M3
Esteres
I acetato de etila 894 8g7152d 1200052 Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc abacaxi®
Vv acetato de 2-metil propila 1018 1018 1600'% Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc frutado®®6
1 acetato de 3-metil butila 1118 11241%2 307 30,7 144 25,4 34,1 15,4 48,4 18,7 8,8 banana, doce®
2 butanoato de etila 1038 102357 207° 3,8 3,8 6,8 16,0 14,8 10,0 24,3 251 morango®
3 hexanoato de etila 1231 12381%8 1415 56,1 384 19,3 30,1 13,0 17,4 15,1 16,4 macé verde®*
4 lactato de etila 1345 1334158 150000 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 fruta, manteiga®
5 octanoato de etila 1433 1424158 580% 4,0 31 1,9 2,2 1,7 2,0 1,7 1,6 doce, péra®
6 decanoato de etila 1637 16381%8 200%%° <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 frutado®
7 3-metil butil octanoato 1655 1658157 152160 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 oleoso”
8 succinato de dietila 1677 1690138 1200153 <1 1,0 2,8 2,3 2,5 <1 2,1 6,3 fruta, meldao®
9 acetato de 2-fenil etanol 1809 182918 180013 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 rosa®
10 9-decenoato de etila 1688 168957 10021 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 rosa®
XXVIII  dodecanoato de etila 1841 18351%8 3500162 Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc doce, floral, fruta®®
11 tetradecanoato de etila 2048 2065158 800163 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 Ne
12 hexadecanoato de etila 2252 22468 150010 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 gz:;i:ga' rangoso, fruta,
Acidos
14 acido acético 1476 14611 2000007 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 vinagre'6?
15 acido 2-metil propandico 1591 1581164 2300% <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 rangoso, acido'6®
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16 acido butandico 1651 16506 173190 <1 <1 <1 <1 <1 <1 11 <1 rangoso, queijo?®’

17 acido 3-metil butandico 1680 1682168 3318 423 417 55,5 54,4 57,4 49,9 50,1 57,5 rangoso, acido'®®

18 acido hexandico 1864 18659 420" 2,3 2,1 1,3 1,3 1,2 14 15 1,7 queijo, gorduroso*®’

19 acido octandico 2076 207270 500%%° 7.2 6,9 4,5 4,3 3,8 4,5 3,8 4,7 gordura, rangoso*,

20 acido nonandico 2189 2174171 3000165 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 gordurat®®

21 acido decandico 2292 2288172 1000%%° <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 gordurat®®

22 acido dodecanodico 2509 2529173 100013 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 seco, metalico’®®

23 acido 9-decendico 2355 2348174 40 1,1 <1 <1 <1 <1 1,2 <1 11 céra, gordura, sabdo!*®

Alcoois

XXXIX  1-propanol 1044 104917 306000%°  Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc fruta madura®®®

XLlI 2-metil, 1-propanol 1107 1107154 400001¢3 Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc maga’es

25 3-metil, 1-butanol 1221 1221154 300007 2,0 3,0 2,5 32 35 2,1 2,8 <1 solvente, terra®

26 (2)-3-hexen-1-ol 1384 1382157 10003 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 verde®

27 1-octanol 1558 1559157 80015° <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 jasmim, herbaceo 15°

28 1-nonanol 1660 16768 Ne Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Ne

29 alcool benzilico 1874 18691%8 200000177 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 frutado, doce®

30 2-fenil etanol 1908 1914157 14000%° 1,5 2,2 2,3 3,0 3,2 2,3 3,3 3,9 rosa®

31 1-dodecanol 1968 19707 100013 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 floral'6?

32 4-metil, 1-pentanol 1316 1328178 50000%"F <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 améndoas, torrado’®’

33 3-metil, 1-pentanol 1328 1343158 50000%"f <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 herbaceo, cacau'®’

34 1-hexanol 1354 1357%% 1100%%3 <1 2,5 1,4 2,2 2,5 1,6 2,0 2,3 herbaceo®

35 1-butanol 1155 115514 150000 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 doce”’

LIl 2-¢til, 1-hexanol 1491 149118 8000160 Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc frutado?®3

36 2,3-butanodiol 1542 154577 150000%"f <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 frutado®®’

37 1,3-butanodiol 1580 1578178 Ne Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Ne
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38 1-hexadecanol 2379 23827 Ne Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Ne
Terpenos
40 linalol 1551 1555158 15158 <1 <1 1 <1 11 <1 1,3 <1 citrico, floral, doce's®
41 geraniol 1849 1853152 307 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 rosa, geranio®
42 (E)-nerolidol 2043 204517 1000153 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 rosé’ magd, verde,
citrico®®®
43 citronelol 1767 17788 1007 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 citrico®®®
Sulfurados
45 3-(metiltio)-1-propanol 1713 17207 5007 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 vegetal cozido'®’
LXXVI  benzotiazol 1938 19561%8 Ne Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc borracha'®®
Aldeidos
LXXXI  benzaldeido 1513 1513157 200058 Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc améndoa®®?
Cetonas
LXXXVIIl  2,3-butanodiona 984 997152 1007° Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc manteiga’’
LXXXVIII  2,3-pentanodiona 1063 1064181 Ne Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc caramelo, doce!®?
Lactonas
XCll Y-butirolactona 1616 1635183 20000153 Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc Nc caramelo, doce®

a. LTPRI exp. DB-Wax: Indice de retencéo experimental com programagéo linear de temperatura (LTPRI) calculado utilizando n-alcanos (C9-C24) numa coluna polar (DB-Wax, 100%
polietilenoglicol) b.LTPRI lit DB-Wax - indice de retengdo com programacao linear de temperatura (LTPRI) relatado na literatura cientifica para uma coluna polar (DB-Wax, 100%
polietilenoglicol); c. OTS = limiar de odores determinado em etanol a 10 - 12% (v/v) relatado na literatura; Ne = ndo encontrado; Nc = OAV nao foi calculado porque o sinal ruido para
estes compostos especificos foi inferior a dez ou 0 OTS néo foi encontrado; Os nimeros romanos indicam os compostos identificados e ndo quantificados devido a sua baixa relagao
sinal / ruido, inferior a dez. NUmeros arabicos representam compostos quantificados em vinhos Syrah.
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4.1.4.b Avaliacdo da influéncia da maturacéo e da maceracgdo na composi¢ao volatil
dos vinhos Syrah

A Figura 8 mostra o efeito da maturacéo e do tempo de maceragdo na concentracdo dos
compostos volateis presentes nos vinhos Syrah, que podem ser observados através de grupos
bem definidos e isolados. Observa-se ainda, que os vinhos produzidos com as uvas do
tratamento T1 continham niveis mais elevados de (Z)-3-hexen-1-ol (#26) e acido decandico
(#21), com pesos significativos no eixo da PC2. O aumento do grau de maturacao,
especialmente de T1 para T2, causou uma reducdo na concentracdo dos compostos #26 e #21.
Por outro lado, houve aumento do contetido de acido 2-metil propandico (#15), acido acético
(#14), lactato de etila (#4), citronelol (#43) e do 3-metil, 1-butanol (#25), de T1 para T2.
Amostras elaboradas com uvas dos tratamentos T3 ou T1 foram caracterizadas por
apresentarem os maiores niveis de acido 9-decendico (#23), 9-decenoato de etila (#10) e acido
hexanoico (#18).

O efeito do fator maceracao foi altamente significativo, como pode ser visto na Figura
8B, onde 0s pesos para 0s compostos acetato de 3-metil butila (#1) e &cido nonandico (#20) se
destacam em relacdo aos demais, havendo uma reducdo da sua concentracdo com o aumento
do tempo de maceracdo. Além disso, 0os pesos elevados no quadrante superior esquerdo,
definidos pela parte negativa da PC1, também estéo relacionados as concentra¢fes mais altas
nos vinhos M3 do succinato de dietila (#8), assim como do 2,3-butanodiol (#36). Uma tendéncia
similar em relacdo as concentracfes mais altas em M2/M3 pode ser observada para compostos
localizados no eixo negativo da PC1: 1-hexanol (#34), tetradecanoato de etila (#11), 2-fenil
etanol (#30), 3-metil, 1-pentanol (#33), (E)-nerolidol (#42), &lcool benzilico (#29) e 1-nonanol
(#28).

Dentre os ésteres 0 #1, #2, #3, #5 e #8 apresentaram OAV > 1. O OAV do hexanoato
de etila (#3), por exemplo, variou de 56,1 a 13,0 em T1M1 a T3M3, respectivamente, (referido
na literatura como maca verde, frutado), o acetato de 3-metil butila (#1) variou de 30,7 em
T1M1 a 8,8 em T3M3 (fruta, banana e doce), e o0 octanoato de etila (#5), de 4,0em T1M1a 1,6
em T3M3 (doce, fruta, péra). Todos apresentaram contribuicdo positiva para o aroma do vinho
e maiores concentragdes nos vinhos elaborados com uvas menos maduras (T1, 19 °Brix, Tabela
5). A concentracéo de éster #1 foi relatada como variando de 465 a 508 g L™ em vinhos Syrah
da Australia®®? e de 458 a 701 pg L™t em vinhos Syrah da Espanha®*, dados que estdo em acordo
com o presente trabalho, cuja variacdo foi de 1045 em M1 a 363 g L™ em M3. Por outro lado,

0 butanoato de etila (#2) apresentou maior concentragdo nos vinhos Syrah feitos com uvas mais
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maduras (T3 = 395 pg L™, 23 °Brix) conferindo odor de morango e magd (maior OAV em
T3M3 = 25,1). Esta mesma tendéncia foi observada para o éster #2 em vinhos australianos de
uvas Cabernet Sauvignon, cuja concentragio foi de 301000 pg L em vinhos elaborados com
uvas de 20,3 °Brix e 474000 pg L em vinhos de uvas colhidas a 26,0 °Brix. A faixa de
concentracdo do butanoato de etila foi menor nos vinhos Syrah estudados no presente trabalho
(75 T1IM1 a 501 pg L T3M3) em comparacdo com os valores encontrados para os vinhos

australianos Cabernet Sauvignon?8

. O succinato de dietila (#8) apresentou OAV inferiora 1 no
T1M1, atingindo 6,3 em T3M3 (fruta, meldo). Tendéncia semelhante foi observada para a sua
concentracdo, que aumentou de T1M1 para T3M3. Dentre todos os ésteres quantificados, o #8
foi o majoritério, sendo além disso, o Unico que apresentou peso significativo no eixo da PC1
relacionado com a maceracao. Os compostos #1, #2, #3 e #5 foram relatados como importantes
contribuintes para o aroma dos vinhos australianos Syrah devido ao seu OAV elevado.®

O succinato de dietila (#8) e o tetradecanoato de etila (#11) tiveram as suas
concentrages aumentadas com um periodo de maceracdo mais longo (M3), comportamento
oposto ao observado para o acetato de 3-metil butila (#1). Os vinhos tintos Karaoglan da
Turquia mostraram a mesma tendéncia para ambos 0s compostos em distintos graus de
maceracio.® A concentracéo total dos ésteres em estudo nos vinhos Syrah aumentou de 5934
em M1 para 9892 pg L em M3 e isto ocorreu, principalmente, devido ao aumento na
concentracéo do succinato de dietila (#8; 1709 em M1 a 5283 ug L™t em M3), visto que este é
0 éster majoritario nos vinhos Syrah. A observacdo geral de que as uvas de maturacdo avancada
fornecem vinhos com maior concentracdo de ésteres foi confirmada para os vinhos tropicais
Syrah em estudo e estdo em acordo com os dados relatados para vinhos Cabernet Sauvignon. 8

Os monoterpenos também tiveram influéncia no aroma do vinho e entre os que foram
quantificados, o linalol (#40) foi o Gnico que apresentou OAV > 1, no entanto em apenas alguns
dos vinhos estudados [1 (T2M1), 1,1 (T2M3) e 1,3 (T3M2) ]. Este composto esta relacionado
a aromas citricos, florais e doces sendo o OAV relatado no presente trabalho, superior ao
referido em vinhos Syrah da Australia (OAV = 1).182 Mesmo n&o tendo influéncia significativa
nos pesos da PC, a concentracdo média do linalol (#40) mostrou tendéncia a maiores teores
com o avanco na data da colheita (de 10,0 em T1 para 15,0 pug L™ em T3) e isso estd em acordo
com os resultados relatados por Suklje et al.*®, cujos vinhos Syrah australianos apresentaram
2,33 pug L de linalol quando as uvas colhidas apresentaram sélidos soltveis correspondentes
a 21 °Brix e 2,59 pug L quando as uvas foram coletadas com 24,6 °Brix. Este composto é

relatado na literatura com concentragdo variando de 13,0 a 15,0 pg L em vinhos Syrah
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australianos.'®? Da mesma forma, pode ser esperada uma contribuicéo positiva do (E)-nerolidol
(#42; rosa, macd, verde, citrico), uma vez que a sua concentragdo aumenta com periodos mais
longos de maceracgdo. Seu peso foi significativo no eixo negativo da PC1 para o fator tempo de
maceracao (Figura 8B).

Alguns dos &lcoois variaram significativamente com o aumento do tempo de maceracao,
como é o caso de 1-nonanol (#28), alcool benzilico (#29), 2-fenil etanol (#30), 3-metil, 1-
pentanol (#33), 1-hexanol (#34) e 2,3-butanodiol (#36) como observado na Tabela 5 e na
Figura 8B. Estes compostos apresentaram as maiores concentracdes médias com tempos de
maceracio de 20 (M2) e 30 dias (M3), e este resultado estd em acordo com relatos da literatura.®
Além disso, o0 3-metil, 1-butanol (#25) apresentou maior concentragdo nos vinhos elaborados a
partir de uvas colhidas com 120 DAP (Figura 8A, com média aumentando de 74851 em T1
para 92192 em T2 e reduzindo para 49506 pg L™ em T3). Este alcool foi referido como o
majoritario nos vinhos Syrah, com concentragio maxima de 105794 pg L no T2M3. Este teor
foi menor que o relatado em trabalhos da literatura para vinhos australianos Cabernet Sauvignon
durante a fermentac&o alcoolica (179000 a 205000 pg L™2)'8* e para vinhos Syrah da Australia
(161250 a 208400 g L™).18 A soma das concentragdes de todos os alcoois apresentou a mesma
tendéncia observada para o 3-metil, 1-butanol (#25), de acordo com a Tabela 5.

O alcool (#25) apresentou ainda um alto OAV (OAV 2,0 em T1M1 e <1 em T3M3),
juntamente com 2-fenil etanol (#30; OAV 1,5 em T1M1 e 3,9 em T3M3) e 1-hexanol (#34;
OAV <lem TiM1le 2,3em T3M3). O OAV relatado na literatura para 0S mesmos compostos
em vinhos australianos Syrah estavam na faixa de 5,4 a 6,9 para o 3-metil, 1-butanol, 1,9 a 4,0
para o 2-fenil etanol, e < 1 para o 1-hexanol.'®? As altas concentracdes obtidas para os alcoois
2-fenil etanol (21049 em T1M1 a 53654 pg L' em T3M3) e 1-hexanol (1219 em T1M1 a 2511
ug L™t em T3M3) mostram que estes sdo alcoois importantes na composicdo volatil dos vinhos
Syrah. Os niveis do 2-fenil etanol reportados neste trabalho, estdo em acordo com o intervalo
descrito para vinhos Syrah espanhdis - 62270-85350 pg L™ '** e para os vinhos Syrah
australianos (26350 a 56450 pg L™).82 De modo oposto, 0 (Z)-3-hexen-1-o0l (#26) atingiu a
concentracdo maxima em T1 (média de 338 em T1, Tabela 5). Esta tendéncia estd em acordo
com a reportada para vinhos Cabernet Sauvignon, cujas uvas colhidas com 20,3 °Brix
apresentaram maiores concentragdes do composto #26 (27,3 mg L) em relacdo aquelas
coletadas com 26 °Brix (3,1 mg L™).184 Os alcoois C6 sdo possivelmente derivados dos acidos
graxos C18 via lipoxigenase e alcool desidrogenase, que ocorrem durante o amadurecimento

das uvas, assim como sob as condic@es oxidativas fornecidas durante o esmagamento da uva.'8
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A concentracéo total dos acidos variou de 7472 em T1M1 a 6058 pg Ltem T3M3. A
exemplo, o acido octandico (#19; 3543 em T1 e 2158 pg L™t em T3) obteve a concentragéo
majoritaria, apresentando o mesmo padréo observado para o total de acidos, seguida do &cido
decandico (#21; de 407 no T1M1 para 89 pg L™t em T3M3), 4cido dodecanoico (#22; de 152
em T1IM1 a 152 pg L™ em T3M3), acido hexandico (#18; de 958 em T1M1 a 719 pg L™ em
T3M3) e cido acético (#14; de 355 em T1M1 e 266 em pg L™ T3M3). A presenca destes acidos
em vinhos ja foi relatada nas seguintes faixas de concentracdo: acido hexanoico (1023-1461 ug
L1) para vinhos tintos da Espanha®**, 4cido acético (680000 - 510000 g L) e acido decanoico
(224 - 350 ug L) em vinhos Syrah australianos.'®? Alguns acidos apresentaram diferentes
perfis de concentracdo a medida que o grau de maturacdo da uva foi aumentado, como é o caso
do &cido 2-metil propandico (#15) e do acido acético (#14), que atingiram maxima concentracdo
guando as uvas foram colhidas com 120 DAP (T2). Por outro lado, o &cido 9-decendico (#23)
e 0 &cido hexandico (#18) apresentaram menores concentragdes nos vinhos T2. Estes quatro
acidos desempenharam um papel importante para a separacdo dos vinhos T1, T2 e T3, em
grupos bem distintos, como pode ser visto na Figura 8A.

Os acidos com maior contribuicdo para o aroma dos vinhos Syrah foram: #17, #18, #19
e #23, pois apresentaram OAV > 1 (Tabela 4): acido 3-metil butandico (#17, OAV 42,3 em
T1M1 a 57,5 em T3M3), acido hexandico (#18; OAV de 2,3 em T1M1 a 1,7 em T3M3), acido
octanoico (#19; OAV de 7,2 em T1ML1 a 4,7 em T3M3) e &cido 9-decendico (#23) (OAV de
1,1 em T1IM1 a 1,2 em T3M1). De acordo com Mayr et al.*® os acidos #17, #18 e #19
contribuem com aromas de doce e queijo, folha, madeira e verniz, manteiga e améndoa,
respectivamente para vinhos Syrah. O &cido nonandico (#20) foi o Unico &cido que apresentou
peso significativo em relagdo ao tempo de maceracdo (Figura 8B), apresentando uma
diminuicdo na concentracdo média em vinhos macerados por periodos mais longos (M1 = 295
a M3 =251 pg L™ 1). A presenca dos acidos nos vinhos esta geralmente relacionada a odores
desagradaveis, embora, em baixas concentra¢des, ndo tenham um efeito negativo direto no
aroma e sabor do vinho. Suas concentragcdes durante a maceracdo podem diminuir devido a
formacdo de ésteres e, durante a vinificagdo, também podem ser consumidas pelas leveduras

como fonte de carbono.®
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Figura 8: Biplot para os compostos volateis dos vinhos Syrah por meio da ANOVA - PCA para (A) diferentes graus de maturagdo da uva (fator
T) e (B) para diferentes tempos de maceragéo (fator M). T1 representa 113 DAP (19 °Brix), T2 - 120 (21 °Brix) e T3 - 127 DAP (23 °Brix). M1
designa 10 dias de maceracdo; M2, 20; e M3, 30 dias. Os pesos que excedem as linhas pontilhadas horizontais e verticais sdo estatisticamente

significativos.
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Tabela 5: Concentracdo dos compostos volateis dos vinhos Syrah analisados por GC/MS e elaborados com uvas provenientes de diferentes estagios
de maturacdo e macerados em periodos distintos durante a vinificagdo. T1 representa 113 DAP (19 °Brix), T2 - 120 DAP (21 °Brix) e T3 - 127
DAP (23 °Brix). M1 designa 10 dias de maceracdo; M2, 20; e M3, 30 dias

Nivel de Maturacéo
DAP: dias ap6s a poda

Tempo de Maceracéo

Médias dos
diferentes niveis de

maturacéo (T1, T2

Esteres (g L) 10 dias - M1 20 dias - M2 30 dias - M3 eT3)"

T1: 113 DAP 922 +7 433+ 44 678
(#1) acetato de 3-metil butila T2: 120 DAP 763 £ 86 1022 + 105 463 £ 55 749

T3: 127 DAP 1451 £ 111 561 + 17 263 £ 59 758

Médias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 1045 672 363

Tl 75+12 76 £ 16 76
(#2) butanoato de etila T2 136 + 20 320+ 4 297 £92 251

T3 198 + 38 486 + 107 501+5 395

Meédias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 136 294 399

T1 786 £ 1 537 £ 25 662
(#3) hexanoato de etila T2 271+ 28 421 +29 182 + 10 291

T3 243+ 10 212+ 36 229 + 37 228

Meédias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 433 390 206

Tl 395+ 2 425 + 23 410
(#4) lactato de etila T2 1348 + 173 1983 + 63 2957 + 68 2096

T3 457112 1471 + 115 1370 + 28 1099

Médias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 733 1293 2164

T1 2342 +54 1789 + 36 2066
(#5) octanoato de etila T2 1121 £ 35 1252 + 74 955 + 34 1109

T3 1133 +61 1006 * 22 945 + 82 1028
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(#6) decanoato de etila

(#7) 3-metill butil octanoato

(#8) succinato de dietila

(#9) acetato de 2-fenil etanol

(#10) 9-decenoato de etila

(#11) tetradecanoato de etila

Médias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3) "

T1

T2

T3

Médias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3)”

T1

T2

T3

Médias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3)”

T1

T2

T3

Meédias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2 e M3) ™

T1

T2

T3

Médias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3)”

T1

T2

T3

Médias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3)”

T1

T2

T3

Médias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3)”

1532

171 +28
134+ 14
131+ 24

145

44 +1
10+1
11+1

22

865 *+ 53
3322 + 228
939 + 38

1709

211+ 41
69 %2
59+2

113

43+1
11+2
48+ 4

34

13+2
17+1
10+1

13

1349

107 +11
88 +21
107 +21

101

17+3
13+2
10+0

13

1219 + 125
2802 + 286
2485+ 6

2169

66 +9
80+3
709

72

950

91+23
122 + 12,

107

2978 + 283
7588 + 336

5283

89+9
77+13

83

9+1
531+1

270

139
104
120

31
11
14

1042
3034
3671

139
79
69

25
11
38

19
13
251
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T1 6+1 17+£2 12
(#12) hexadecanoato de etila T2 14+1 18+2 29+1 20

T3 32+2 13+2 20+1 22

Meédias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 17 16 25

T1 5874 + 42 4718 + 218 5296
(#13) Total de ésteres T2 7215+ 77 8017 + 209 8074 + 171 7769

T3 4712 + 201 6657 + 103 11710 £+ 436 7693

Médias dos diferentes tempos de

maceracdo (M1, M2 e M3) * 5934 6464 9892
Acidos (ug L)

T1: 113 DAP 355 + 39 252 + 67 304
(#14) &cido acético T2: 120 DAP 468 + 61 495 + 97 542 + 37 502

T3: 127 DAP 369 + 49 331+70 266 + 42 322

Médias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 397 359 404

T1 186+ 1 1817 184
(#15) acido 2-metil propandico T2 475+ 21 43810 441 + 13 451

T3 140+ 6 162 +£3 165+ 6 156

Meédias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 267 260 303

T1 126+ 3 126 + 28 126
(#16) acido butandico T2 116 +8 151+ 16 130 £31 132

T3 126 £ 10 181+31 167 +6 158

Meédias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) ™ 123 153 149

T1 1395+ 4 1377 £ 57 1386
(#17) &cido 3-metil butandico T2 1833 + 348 1796 + 6 1893 + 172 1841

T3 1648 + 53 1654 + 20 1897 £ 112 1733

Médias dos diferentes tempos de maceragédo 1625 1609 1895

(M1, M2 e M3) *
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T1 958 £ 1 865 * 60 912
(#18) acido hexandico T2 562 + 14 565 + 20 510 £ 57 546

T3 604 £ 13 620 £ 13 719 £ 60 648

Meédias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 708 683 615

T1 3603 + 166 3483 + 449 3543
(#19) 4cido octanoico T2 2274 + 137 2137 + 196 1914 + 180 2108

T3 2257 £ 70 1890 + 101 2326 + 367 2158

Médias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 ¢ M3) * 2711 2503 2120

T1 314 +64 169+9 242
(#20) &cido nonandico T2 295 + 39 146 + 21 193+ 30 211

T3 275 £ 77 130 £ 32 308 69 238

Meédias dos diferentes tempos de maceracao

(M1, M2 & M3) * 295 148 251

T1 340 +£23 47373 407
(#21) 4cido decanoico T2 148 + 23 108 £ 4 84+10 113

T3 1027 74 +£12 91+15 89

Meédias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 197 218 88

T1 152+1 127+9 140
(#22) &cido dodecanoico T2 99+ 15 123 +11 83+10 102

T3 66 + 4 89+3 76 £3 77

Meédias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 e M3) * 106 113 80

T1 44 +1 22+4 33
(#23) &cido 9-decendico T2 12+1 203 13+1 15

T3 48 +4 25+1 43+1 39

Médias dos diferentes tempos de maceracao

(ML, M2 ¢ M3) * 35 22 28

T1 7472 £ 162 7075 + 636 7274

82



(#24) Total de acidos T2 6282 + 245 5978 + 214 5804 + 455 6021
T3 5636 + 124 5155 + 32 6058 + 336 5616
Médias dos diferentes tempos de
maceracgdo (M1, M2e M3) * 6463 6069 5931
Alcoois (ug L?)
Tl 59031 + 3983 90670 + 5337 74851
. 105794 +
(#25) 3-metil, 1-butanol T2 76272 £ 12848 94511 + 6681 1882 92192
T3 63985 + 4000 84333 + 2045 199+6 49506
Médias dos diferentes tempos de maceracao
(ML, M2 e M3) * 66429 89838 52997
Tl 250 £ 33 425 + 29 338
(#26) (Z)-3-hexen-1-ol T2 1937 286 + 7 286 +3 255
T3 128 +3 175+8 188 + 30 164
Médias dos diferentes tempos de maceracao
(ML, M2 e M3) * 190 295 237
T1 137+ 14 259 + 27 198
(#27) 1-octanol T2 219+ 16 273+ 26 275+ 18 256
T3 196 + 29 251+6 2327 226
Meédias dos diferentes tempos de maceracao
(ML, M2 e M3) * 184 261 254
Tl 53+1 218 £53 136
(#28) 1-nonanol T2 139+ 30 17515 209 + 25 174
T3 110 £ 27 158 + 17 159+3 142
Meédias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2 & M3) * 101 184 184
Tl 47+ 8 100+ 8 74
(#29) alcool benzilico T2 139+8 214 +8 263 + 28 205
T3 87+14 168 + 26 210 + 33 155
Médias dos diferentes tempos de maceragédo
(ML, M2 & M3) * 91 161 237
Tl 21049 + 2357 31258 + 3544 26154
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(#30) 2-fenil etanol

(#31) 1-dodecanol

(#32) 4-metil, 1-pentanol

(#33) 3-metil, 1-pentanol

(#34) 1-hexanol

(#35) 1-butanol

(#36) 2,3-butanodiol

T2

T3

Médias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3) "

T1

T2

T3

Meédias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3)~

T1

T2

T3

Meédias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2 e M3) *

T1

T2

T3

Meédias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2 e M3) *

T1

T2

T3

Médias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3)~

T1

T2

T3

Médias dos diferentes tempos de maceracao
(M1, M2eM3)”

T1

T2

32271 + 2070
31619 + 1321

28313

140 £ 31
351+29
366 * 28

286

47 + 2
19+1
26 +2

31

49+1
62+6
127 +5

79

1219 £ 96
1578 + 23
1706 + 33

1501

252
60+6
65+8

50

173 +13
784 £ 16

41766 + 2132
45882 + 8492

39365

193+17
267 =78
255+ 74

238

71+6
32+3
31+1

45

95+1
99+5
211+2

135

2745 + 138
2435+ 150
2239 £ 99

2473

71
99+1
1102

72

284 + 47
1170+ 1

44658 + 972
53654+ 1583

49156

303 +51
210 =33

257

199 +5
215+ 16

207

2768 £ 78
2511 + 158

2640
83+ 11
152 + 10

118

4433 + 227

39565
43718

167
307
277

59
27
26

72
120
184

1982
2260
2152

16
81
109

229
2129
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T3 290 + 34 1253+ 172 3144 + 390 1562

Médias dos diferentes tempos de maceracao

(ML M2 & M3) - P 80 416 902 3789

T1 479 +51 542 + 45 511
(#37) 1,3-butanodiol T2 1055 + 126 1326 + 57 1623 + 160 1335

T3 795 + 141 993+ 4 1495 + 19 1094

Médias dos diferentes tempos de maceracao

(ML M2 & M3) - P 40 776 954 1559

T1 25+1 53+5 39
(#38) 1-hexadecanol T2 46 £ 7 62 +2 85+2 64

T3 48 + 10 26+ 2 82+2 52

Meédias dos diferentes tempos de maceracéo

(ML M2 6 M3) " P 30 40 47 84

T1 82726 + 6462 126920 + 7976 104823
(#39) Total de &lcoois T2 113189 + 12949 142714 + 8054 161010 + 499 138971

T3 99549 + 4744 136086 + 7966 62473 + 2083 99369

Médias dos diferentes tempos de

maceracio (M1, M2 e M3) * P 98488 135240 111742
Terpenos (ug L 1)

T1 9+1 10+1 10
(#40) linalol T2 15+ 11+1 17+5 14

T3 14 + 19+2 13+ 15

Meédias dos diferentes tempos de maceracéo

(ML M2 & M3) - P 80 13 13 15

T1 6+ 7+1 7
(#41) geraniol T2 7% 11+1 12+1 10

T3 11+1 11+1 11+1 11

Médias dos diferfzntes tempos de maceragéo 8 10 12

(M1, M2 e M3)

T1 11+1 11+1 11
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(#42) (E)-nerolidol T2 12+1 16+1 19+1 16
T3 15+ 30+1 29+1 25
Meédias dos diferentes tempos de maceracdo
(ML, M2 & M3) * 13 19 24
Tl 10+£0 101 10
(#43) citronelol T2 13+1 11+1 10 + 11
T3 10+1 10+1 11+ 10
Médias dos diferentes tempos de maceracao
(ML, M2 e M3) * 11 10 11
Tl 36+1 380 37
(#44) Total de terpenos T2 46+ 1 48+£2 58+ 6 51
T3 50+1 70+1 64 + 61
Médias dos diferentes tempos de
maceracdo (M1, M2e M3) * 44 52 61
T1 189+6 202 +3 196
(#45) 3-(metiltio)-1-propanol T2 199 +11 167 £19 3059 224
T3 210+ 25 221+ 28 215+ 16 215
Meédias dos diferentes tempos de maceragao 199 197 260

(M1, M2 e M3) *

Os dados sdo expressos como os valores médios das trés repeti¢des experimentais + desvio padrdo (RSD). Todos os compostos foram incluidos na ANOVA - PCA, exceto a soma das

concentracdes de cada subclasse de compostos.
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A Figura 9 mostra o biplot da interacdo dos fatores T versus M. A principal contribuigéo
da interacdo dos dois fatores é observada em termos de reducdo da concentragdo de compostos
volateis, como linalol (#40) e hexadecanoato de etila (#12) em amostras de vinho que
apresentaram os mesmos niveis de ambos os fatores [T1ML1 (circulos azuis na Figura 9), T2M2
(circulos verdes) e T3M3 (circulos cinzas) ]. Os compostos #40 e #12 aparecem distantes dos
pesos vetoriais (Figura 9), mas nos experimentos onde a maturacdo e a maceragao
corresponderam a niveis cruzados (T1M2, T2M1, T2M3, T3M1, T3M2), suas concentracdes
aumentaram nos vinhos, de modo que é possivel supor que o cruzamento dos niveis dos fatores

traga uma compensacao, causando assim o aumento das suas concentragdes.

1.5

O TIM1
11 0 T1IM2 0

0O T2m1
o5l O T2M2
] T2M3
| O T3m1
O T3m2

O T3Mm3

135 4 w05 0o 05 1 15

PC1
Figura 9: Biplot para os compostos volateis dos vinhos Syrah por meio da ANOVA - PCA
para a interacdo entre os fatores maturacdo (T) e maceracdo (M). Os pesos que excedem as

linhas pontilhadas horizontais e verticais sdo estatisticamente significativos.
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PARTE 2

4.2 ANALISE DO PERFIL VOLATIL DOS VINHOS SYRAR POR MEIO DE
TECNICAS CROMATOGRAFICAS COMBINADAS

4.2.1 Influéncia das diferentes combinacdes do grau de maturacédo e tempo de

maceracao das uvas no perfil volatil avaliado por GCxGC/TOFMS

A Tabela 6 lista 145 compostos de acordo com sua classe quimica, que foram
identificados positiva ou tentativamente nos vinhos Syrah (de T1M1 a T3M3) por
GCxGC/TOFMS (os critérios de processamento de dados e a identificacdo de compostos foram
descritas no item 3.4.6). A Tabela Al do anexo mostra os tempos de retencdo e os LTPRI
experimental e referidos na literatura. Trinta e quatro volateis foram identificados
positivamente através da injecao de solucdes padrdo na GCxGC/TOFMS, dentre os quais tem-
se nove ésteres, oito alcoois, cinco terpenos e cinco &cidos. Estes compostos foram escolhidos
com base em sua importancia para o aroma dos vinhos, de acordo com trabalhos publicados na
literatura'®, e estdo marcados na Tabela 6 com a letra “a” entre parénteses ““()”.

Dentre todos os grupos quimicos encontrados no contetdo volatil dos vinhos, os ésteres
apresentaram-se em maior nimero (46), seguido dos alcoois (31), terpenos (19), acidos (14),
aldeidos (10), lactonas (7), compostos sulfurados (7), cetonas (5), furanos (4) e fenois (2). A
presenca predominante de ésteres e alcoois ja foi observada em dois vinhos Syrah da Australia,
em estudo realizado através das analises de GC-O-AEDA e GC/MS, que considerou apenas 0s
principais compostos odoriferos que contribuiram positivamente para o aroma do vinho.182
Suklje et al.**® investigaram as mudancas na composicao da uva e do vinho australiano, usando
bagas de uva Syrah murchas e ndo murchas colhidas em trés diferentes pontos de maturacao,
bem como o perfil volatil dos vinhos produzidos a partir dessas mesmas bagas pela técnica de
GC/MS. Embora o foco do trabalho relatado pelos autores fosse diferente do nosso, eles
também observaram a presenca predominante dos ésteres e &lcoois no perfil volatil dos vinhos
feitos de uvas Syrah murchas e ndo murchas. Em outro trabalho deste mesmo grupo de pesquisa,
mudancas no perfil volatil do vinho Syrah elaborado a partir de uvas colhidas em datas de
colheita sequenciais, em quatro vinhedos dentro do mesmo mesoclima quente foram estudadas,
usando HS-SPME-GCxGC/TOFMS. 18

A razdo de Fisher foi calculada a partir dos 145 compostos volateis determinados por

GCxGC/TOFMS nos vinhos Syrah elaborados a partir de uvas colhidas em diferentes graus de
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maturacgdo (T1, T2 e T3) e macerados por diferentes periodos (10, 20 e 30 dias). Quanto maior
é o0 valor da razéo de Fisher, maior é a contribuicdo daquele dado composto na separacéo das
amostras dos diferentes tratamentos e tempos de maceracdo, conforme mostrado na Tabela 6.
Esta abordagem foi aplicada com sucesso na diferenciacdo de outros tipos de vinho em estudos
anteriores'®17 e foi utilizada para garantir que todos os volateis responsaveis pela
diferenciacéo dos vinhos, de acordo com as variaveis estudadas, fossem considerados na etapa
de quantificacao.

Este parametro indicou os 29 compostos volateis que apresentaram maior razdo de
Fisher, que estdo apresentados a seguir, em ordem decrescente (letras e numeros entre
parénteses, logo apds o nome do composto, indicam o posicionamento destes volateis na
Tabela 6): carvona (#LXIX), 3-(metiltio)-propionato de etila (#LXXIV), 2-pentanol (#XLII),
(2)-3-hexen-1-ol (#26), acido decanoico (#21), acetato de 3-hexen-1-ol (#XII), 1-(2-furanil)
etanona (#CIl), 2-metil dihidro-3(2H)-tiofenona (#LXXII), 2-hidroxi benzoato de etila
(#XXVII), 4-hepten-1-ol (#LI1I), acido octandico (#19), nerolidol (#42), 1-octanol (#27), 2-
furancarboxilato de etila (#CIII), 2-hidréxi-4-metil pentanoato de etila (#XVII1I), 1-nonanol
(#28), dodecanoato de etila (#XXVIII), metiltio acetato (#LXXI), cinamato de etila (#XXXI),
2-hexen-1-ol (#XLVIII), 5-etoxidihidro-2(3H)-furanona (#XCIII), decanoato de etila (#6), 3-
penten-2-one (#LXXXIX), 2-penten-1-ol (#XLVII), dodecanoato de metila (#XXVI), o-
terpineol (#LXVII1), acetato de hexila (#1X), acetofenona (#XCI) e glutarato de dietila (#XXV).
Estes compostos mostraram uma razdo de Fisher correspondente a pelo menos 5% da razéo

Fisher do composto mais discriminante (carvona; #LXIX, razdo Fisher: 1132487).
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Tabela 6: Area relativa e razio de Fisher dos compostos volateis dos vinhos Syrah elaborados com uvas colhidas em trés diferentes graus de
maturacdo [T1: 19 °Brix, T2: 21 °Brix, T3: 23 °Brix] e macerados durante trés periodos diferentes (M1: 10 dias, M2: 20 dias e M3: 30 dias),
resultando nas combinagfes TIM1, TIM2, T2M1, T2M2, T2M3, T3ML1, T3M2 e T3M3. As condi¢bes HS-SPME-GCxGC/TOFMS estdo descritas
nos itens 3.4.2 e 3.4.5. Os indices de retencdo experimentais e da literatura séo definidos na Tabela Al

Compostos TIM1 TiM2 T2M1 T2M2 T2M3  T3M1  T3M2 T3M3  Fisher F(IOS/?)T
Esteres
| acetato de etila 5870 6,299 7,667 5,149 9,086 9,225 2,146 9,511 4064 0,4
Il propanoato de etila 0,106 0,074 0,046 0,066 0,044 0,091 0,129 0,138 18744 1,7
1 acetato de 3-metil butila 1,492 0,882 0,897 0,557 0,469 1,227 0,159 0,712 15265 1,3
2 butanoato de etila (a) 0,371 0,228 0,205 0,197 0,148 0,446 0,050 0,339 8581 0,8
Il 2-metil etil butirato (Co 1) 0,070 0,048 0,024 0,052 0,029 0,050 0,011 0,043 17830 1,6
IV isopentanoato de etila (a) 0,077 0,046 0,024 0,048 0,029 0,052 0,011 0,043 18008 1,6
V acetato de 2-metil propila (a) 0,038 0,022 0,016 0,018 0,013 0,031 0,005 0,025 8458 0,7
VI but-2-enoato de etila 0,036 0,009 0,015 0,027 0,011 0,024 0,006 0,022 40523 3,6
VIl hexanoato de metila 0,010 0,011 0,004 0,006 0,003 0,007 0,005 0,005 20765 1,8
3 hexanoato de etila (a) 2,229 1,641 1,236 1,866 1,151 1,724 0,357 2,422 4618 0,4
VIl butanoato de isoamila 0,002 0,003 0,002 0,003 0,002 0,003 0,002 0,002 3147 0,3
IX acetato de hexila (a) 0,035 0,017 0,017 0,008 0,005 0,014 0,002 0,009 61479 54
X 2-oxopropanoato de etila (Co 3) 0,015 0,004 0,008 0,021 0,008 0,011 0,010 0,009 21863 1,9
X1 hex-3-enoato de etila 0,003 0,000 0,008 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 10775 1,0
X1l acetato de 3-hexen-1-ol 0,009 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,001 180560 15,9
X1l heptanoato de etila (Co 4) 0,003 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,002 0,002 6705 0,6
4 lactato de etila (Co 4) 15,547 16,203 17,218 13,763 16,590 13,350 15,273 14,162 658 0,1
XIV 2-hexenoato de etila 0,006 0,006 0,011 0,005 0,004 0,010 0,006 0,007 3741 0,3
XV 2-hidréxi-3-metil butanoato de 0,018 0,024 0,033 0,021 0,019 0,028 0,015 0,029 2922 0,3
etila
5 octanoato de etila (a) 4954 3,132 2,476 4,551 1,945 3,006 0,630 3,241 17768 1,6
6 decanoato de etila (a) (Co 7) 1,063 2,838 1,568 0,611 0,149 0,289 0,066 0,256 68553 6,1
7 3-metil butil octanoato 0,024 0,009 0,027 0,019 0,004 0,006 0,003 0,005 17525 1,5
XVI 3-hidroxi butirato de etila 0,046 0,048 0,007 0,051 0,039 0,038 0,043 0,049 40039 3,5
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XVII
XVIII

XIX
XX
XXI
XXII
XX
XXIV
8

9

10
XXV
XXVI
XXVII
XXVIII
XXIX
XXX
11
XXXI
XXXII
12
XXX
XXXIV

14
XXXV
XXXVI
15

16

nonanoato de etila

2-hidréxi-4-metil pentanoato de
etila (Co 6)

lactato de isoamila
propanodioato de dietila
decanoato de metila

succinato de etil metila (Co 7)
hexanoato de isoamila (Co 8)
benzoato de etila

succinato de dietila (a)

acetato de 2-fenil etanol (a) (Co
11)

9-decenoato de etila

glutarato de dietila
dodecanoato de metila
2-hidroxi benzoato de etila
dodecanoato de etila (a)

2-metil propanoato de 2-fenil etila
hexanodioato de dietila
tetradecanoato de etila

cinamato de etila

hexadecanoato de metila
hexadecanoato de etila

octanoato de 2-fenil etanol (Co 15)
succinato de monoetila

Acidos

acido acético

acido férmico

acido propandico (Co 6)

acido 2-metil propandico (a)
acido butanoico

0,005
0,002

1,376
0,003
0,004
0,009
0,027
0,019
3,297
0,046

0,080
0,005
0,041
0,022
0,006
0,003
1,356
0,002
0,002
0,001
0,016
0,008
1,693

3,424
0,095
0,012
0,205
0,202

0,002
0,263

0,864
0,002
0,005
0,036
0,008
0,017
3,780
0,034

0,072
0,007
0,017
0,017
0,003
0,002
1,221
0,002
0,001
0,001
0,016
0,007
2,951

5,749
0,103
0,012
0,303
0,205

0,001
0,005

0,004
0,003
0,005
0,023
0,033
0,030
3,982
0,058

0,023
0,003
0,007
0,009
0,001
0,002
0,735
0,001
0,004
0,001
0,005
0,003
2,308

5,432
0,053
0,011
0,197
0,169

0,004
0,253

1,163
0,004
0,000
0,021
0,017
0,017
16,049
0,559

0,005
0,127
0,036
0,001
0,006
0,003
0,839
0,002
0,0005
0,001
0,009
0,008
0,065

3,606
0,015
0,013
0,252
0,204

0,004
0,181

0,675
0,002
0,000
0,024
0,004
0,012
18,822
0,463

0,003
0,057
0,008
0,001
0,006
0,001
0,504
0,002
0,0005
0,001
0,009
0,004
0,174

6,098
0,026
0,013
0,284
0,190

0,003
0,185

0,442
0,002
0,000
0,028
0,010
0,015
17,615
0,557

0,018
0,071
0,009
0,001
0,001
0,001
0,762
0,002
0,0002
0,001
0,012
0,003
0,067

5,767
0,163
0,016
0,199
0,188

0,002
0,269

0,859
0,003
0,000
0,031
0,004
0,012
13,823
0,574

0,002
0,095
0,016
0,001
0,002
0,002
1,046
0,002
0,0002
0,001
0,009
0,005
0,277

6,369
0,153
0,013
0,311
0,185

0,003
0,151

0,388
0,003
0,000
0,029
0,006
0,015
20,346
0,407

0,002
0,072
0,008
0,001
0,002
0,002
0,805
0,002
0,000
0,001
0,014
0,003
0,187

7,220
0,137
0,021
0,269
0,215

18634
86685

39099

6312
22731
11288
21492
17955
12366
49677

27754
57795
64325
118252
77895
5340
3848
4086
72235
7107
5487
38489
40634

12287
19579
1190
8349
1578

1,6
1,7

35
0,6
2,0
1,0
1,9
1,6
1,1
44

2,5
51
5,7
10,4
6,9
0,5
0,3
0,4
6,4
0,6
0,5
3,4
3,6

1,1
1,7
0,1
0,7
0,1
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17

18
XXXVII
19

20

21

22

23
XXXVII

XXXIX
XL
XLI
XLII
XLI
25
XLIV
XLV
XLVI
XLV
26
XLVIII
XLIX
L

LI

LI
LIt
27

28

29

30

acido 3-metil butanoico (a) (Co 9)
acido hexandico (a) (Co 12)
2-etil, &cido caproico (Co 14)
acido octandico (a)
acido nonandico (a)
acido decanoico (a)
acido dodecandico (a)
acido 9-decenoico

acido benzenocarboxilico
Alcoois

1-propanol (a)

3-metil, 2-butanol
2-metil, 1-propanol
2-pentanol

2-metil, 1-butanol
3-metil, 1-butanol (a)
3-metil, 3-buten-1-ol
1-pentanol (Co 2)
2-heptanol

2-penten-1-ol
(2)-3-hexen-1-ol
2-hexen-1-ol (a)
2-octanol

1-heptanol

6-metil, 5-hepten-2-ol
2-etil, 1-hexanol
4-hepten-1-ol

1-octanol

1-nonanol (a)

alcool benzilico (a)
2-fenil etanol (a) (Co 13)

0,528
4,069
0,013
9,370
0,033
1,565
0,007
0,030
0,020

0,096
0,034
0,577
0,011
0,060
10,463
0,032
0,051
0,045
0,006
0,332
0,141
0,025
0,034
0,002
0,030
0,001
0,250
0,021
0,114
20,281

0,628
3,000
0,016
5,575
0,035
0,704
0,007
0,027
0,021

0,125
0,301
0,484
0,010
0,031
10,408
0,011
0,051
0,036
0,004
0,171
0,080
0,016
0,035
0,002
0,029
0,001
0,065
0,018
0,112
21,192

0,405
2,136
0,009
3,316
0,017
0,352
0,006
0,009
0,019

0,133
0,448
0,384
0,000
0,508
12,014
0,032
0,058
0,002
0,004
0,120
0,259
0,026
0,020
0,010
0,031
0,001
0,065
0,062
0,141
26,536

0,587
4,143
0,016
9,766
0,009
1,674
0,007
0,011
0,018

0,222
0,066
0,452
0,080
4,023
8,004
0,024
0,054
0,037
0,019
0,020
0,081
0,033
0,050
0,008
0,075
0,004
0,138
0,035
0,091
10,990

0,559
2,373
0,015
3,874
0,026
0,437
0,008
0,009
0,025

0,244
0,134
0,328
0,009
8,510
8,401
0,012
0,024
0,027
0,007
0,010
0,078
0,014
0,023
0,009
0,036
0,002
0,046
0,016
0,099
9,196

0,421
2,120
0,006
10,805
0,016
0,276
0,006
0,008
0,020

0,297
0,200
0,332
0,011
5,462
5,295
0,013
0,025
0,041
0,006
0,012
0,097
0,018
0,028
0,010
0,030
0,002
0,082
0,021
0,148
8,140

0,641
2,755
0,033
4,677
0,067
0,706
0,008
0,006
0,020

0,274
0,160
0,284
0,010
7,703
5,980
0,010
0,044
0,031
0,012
0,011
0,081
0,021
0,033
0,011
0,035
0,003
0,068
0,021
0,143
12,607

0,441
2,200
0,010
3,344
0,019
0,391
0,007
0,008
0,025

0,269
0,250
0,538
0,009
1,727
7,386
0,019
0,043
0,038
0,009
0,013
0,063
0,017
0,034
0,017
0,041
0,002
0,065
0,023
0,137
8,848

8338
17399
17670

101218
22814
192221
5300
6333
902

28
27774
5965
669747
15900
6538
5241
4260
13021
66233
244846
70985
7027
26565
34760
22124
109746
97644
84664
7232
18352

0,7
1,5
1,6
8,9
2,0
17,0
0,5
0,6
0,1

0,0
2,5
0,5
59,1
1,4
0,6
0,5
0,4
1,1
58
21,6
6,3
0,6
2,3
3,1
2,0
9,7
8,6
7,5
0,6
1,6
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31
32
33
34
35
36
37
LIV
LV
38

LVI
LVII
LVIII
LIX
LX
LXI
LXII
LXII
40
LXIV
LXV
LXVI
LXVII
LXVIII
LXIX
LXX
41

42

43

1-dodecanol (a)
4-metil, 1-pentanol
3-metil, 1-pentanol
1-hexanol (a)
1-butanol
2,3-butanodiol
1,3-butanodiol
2-undecanol (Co 10)
undecanol
1-hexadecanol (Co 15)
Terpenos

a-tujeno

a-pineno

limoneno

eucaliptol (a)
B-ocimeno (Co 2)
a-terpinoleno (Co 3)
p-cimeno

canfora (Co 5)
linalol

terpinen-4-ol
hotrienol
B-farneseno (Co 8)
carvotanacetona (Co 9)
a-terpineol (a)
carvona

-damascenona (a) (Co 11)

geraniol (a) (Co 12)
(E)-nerolidol (a)
citronelol (a)
Sulfurados

0,014
0,009
0,066
1,717
0,098
3,014
0,084
0,011
0,000
0,001

0,013
0,074
1,111
0,055
0,006
0,127
0,054
0,006
0,045
0,035
0,009
0,001
0,001
0,067
0,002
0,037
0,012
0,005
0,015

0,006
0,025
0,054
1,593
0,137
6,056
0,180
0,008
0,006
0,001

0,005
0,040
0,045
0,028
0,011
0,058
0,029
0,002
0,047
0,018
0,007
0,002
0,002
0,063
0,002
0,031
0,015
0,005
0,019

0,026
0,025
0,054
1,618
0,150
4,588
0,004
0,005
0,017
0,005

0,004
0,018
0,014
0,001
0,007
0,031
0,004
0,027
0,037
0,013
0,012
0,010
0,001
0,136
0,046
0,086
0,013
0,019
0,023

0,004
0,048
0,076
1,936
0,080
3,277
0,084
0,009
0,036
0,006

0,011
0,063
0,959
0,053
1,033
0,107
0,058
0,005
0,044
0,038
0,007
0,002
0,001
0,007
0,002
0,011
0,008
0,003
0,014

0,005
0,022
0,045
1,319
0,009
4,658
0,162
0,003
0,005
0,003

0,011
0,031
0,345
0,018
0,385
0,037
0,025
0,004
0,037
0,014
0,006
0,001
0,001
0,003
0,002
0,020
0,011
0,003
0,016

0,005
0,034
0,070
1,830
0,121
5,372
0,189
0,007
0,023
0,000

0,008
0,047
0,798
0,032
0,502
0,068
0,036
0,010
0,057
0,020
0,006
0,002
0,001
0,003
0,008
0,028
0,013
0,006
0,020

0,006
0,025
0,051
1,956
0,111
6,256
0,261
0,005
0,000
0,003

0,008
0,034
0,793
0,039
0,488
0,074
0,038
0,004
0,051
0,030
0,006
0,002
0,001
0,079
8,974
0,017
0,015
0,004
0,025

0,005
0,035
0,079
2,034
0,091
7,444
0,380
0,006
0,022
0,002

0,007
0,035
0,717
0,026
0,533
0,055
0,034
0,008
0,045
0,019
0,006
0,002
0,001
0,038
0,004
0,016
0,013
0,006
0,029

56031
22329
14228

2523
25141

9409
18068
17331
16601
28537

6891
25364
30679
23258
39026
15561
24055
52669
2928
30972
9901
13508
4080
62409
1132487
51434
3478
100753

1973

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

0,6
2,2
2,7
2,1
3,4
1,4
2,1
4,7
0,3
2,7
0,9
1,2
0,4
55
100
4,5
0,3
8,9
0,2
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LXXI
LXXII
LXXII
LXXIV
LXXV
45
LXXVI

LXXVII
LXXVIII
LXXIX
LXXX
LXXXI
LXXXII
LXXXIII
LXXXIV
LXXXV
LXXXVI

LXXXVII
LXXXVIII
LXXXIX
XC

XCI

XClI
XCIII
XCIV
XCV
XCVI

metiltio acetato (Co 1)

2-metil dihidro-3(2H)-tiofenona
2-(metiltio)-etanol
3-(metiltio)-propionato de etila
2-tiofenocarboxaldeido
3-(metiltio)-1-propanol (Co 10)
benzotiazol (Co 14)

Aldeidos

2-propenal

3-metil, butanal

nonanal

decanal

benzaldeido (a)

B-ciclocitral

benzenoacetaldeido

4-etil, benzaldeido

dodecanal
3-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-
il)-2-propenal

Cetonas

2,3-butanodiona
2,3-pentanodiona
3-penten-2-ona
3-hidréxi-2-butanona
acetofenona

Lactonas

Y-butirolactona
5-etoxidihidro-2(3H)-furanona
y-crotolactona (a)

y-octalactona (Co 13)
y-nonalactona

0,052
0,033
0,007
0,074
0,020
0,063
0,017

0,010
0,041
0,008
0,007
0,051
0,002
0,229
0,002
0,002
0,008

0,005
0,003
0,016
0,023
0,007

0,198
0,003
0,003
0,027
0,011

0,027
0,023
0,010
0,008
0,009
0,062
0,010

0,000
0,047
0,005
0,002
0,025
0,002
0,240
0,003
0,002
0,004

0,008
0,009
0,012
0,045
0,012

0,326
0,001
0,005
0,014
0,015

0,084
0,015
0,008
0,004
0,010
0,007
0,068

0,006
0,078
0,029
0,002
0,127
0,001
0,142
0,002
0,001
0,002

0,006
0,011
0,050
0,097
0,058

0,334
0,001
0,005
0,015
0,009

0,014
0,032
0,005
0,051
0,014
0,058
0,007

0,013
0,026
0,005
0,006
0,047
0,002
0,244
0,003
0,002
0,009

0,002
0,003
0,012
0,026
0,008

0,153
0,002
0,002
0,027
0,008

0,006
0,015
0,008
0,007
0,007
0,070
0,005

0,019
0,042
0,003
0,005
0,045
0,002
0,159
0,003
0,001
0,004

0,006
0,011
0,010
0,027
0,009

0,327
0,007
0,006
0,013
0,010

0,019
0,012
0,010
0,005
0,005
0,054
0,097

0,008
0,054
0,003
0,004
0,055
0,002
0,151
0,002
0,002
0,003

0,012
0,006
0,025
0,027
0,029

0,264
0,002
0,003
0,015
0,008

0,003
0,016
0,009
0,011
0,014
0,074
0,113

0,015
0,051
0,005
0,007
0,064
0,002
0,184
0,004
0,003
0,005

0,006
0,007
0,025
0,000
0,063

0,356
0,007
0,007
0,019
0,014

0,022
0,014
0,008
0,006
0,010
0,056
0,098

0,012
0,000
0,004
0,004
0,053
0,002
0,133
0,003
0,002
0,002

0,005
0,008
0,021
0,000
0,033

0,361
0,006
0,003
0,012
0,010

72584
130147
6241
1046336
18798
6291
24346

21680
34995
18980
6681
14641
4360
2690
5346
3654
10457

9654
17155
66461
22109
58446

17055
68930
8561
8434
8905

6,4
115
0,6
92,4
1,7
0,6
2,1

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

0,9
1,5
59
2,0
52

1,5
6,1
0,8
0,7
0,8
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XCVII pantolactona

XCVII 5-hexildihidro-2(3H)-furanona

Fenois
XCIX 2-metoxi-4-vinilfenol

C 2,4-bis-(1,1-dimetiletil)-fenol

Furanos
Cl 2-pentil-furano

Cll 1-(2-furanil)-etanona (Co 5)
Clll 2-furancarboxilato de etila

CIV 2-furan metanol (a)

0,005
0,005

0,010
0,005

0,005
0,009
0,121
0,004

0,007
0,004

0,026
0,009

0,011
0,013
0,062
0,006

0,007
0,002

0,004
0,002

0,012
0,026
0,029
0,006

0,004
0,007

0,002
0,014

0,005
0,008
0,130
0,004

0,005
0,002

0,021
0,013

0,004
0,009
0,040
0,005

0,004
0,002

0,019
0,008

0,008
0,008
0,030
0,005

0,010
0,002

0,002
0,007

0,012
0,009
0,055
0,005

0,005
0,002

0,027
0,004

0,005
0,008
0,027
0,005

23497
24384

30036
9800

13076
144720
94686
18081

2,1
2,2

2,7
0,9

1,2
12,8
8,4
1,6

a. composto positivamente identificado.

b As coeluigdes (Co) foram numeradas de 1 a 15 e esses nimeros sdo escritos entre parénteses apds o nome do composto. Sempre que 0s compostos séo seguidos pelo mesmo

ndmero, eles sdo coeluidos em !D.

¢ O maior valor do coeficiente de Fisher € definido como 100% e os demais correspondem a x%, sendo que 0s compostos com valores acima de 5% estdo em negrito. Estes
compostos foram utilizados na Analise de Componentes Principais (PCA).
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A Tabela 7 apresenta os pardmetros de mérito do método analitico quantitativo. O
menor LOD (0,1 pg L) e LOQ (0,3 pg L) foram encontrados para o 1-nonanol, enquanto o
maior valor de LOD (9,9 ug L) e LOQ (29,9 ng L) foram verificados para o acido hexandico.
O RSD dos ensaios de repetibilidade e precisédo foi inferior a 13,3 e 14,7%, respectivamente, e
a recuperacdo média para os compostos apresentados foi de 99%. O bias incluido no modelo
pode ser considerado ndo significativo, ja que o valor do t calculado é menor que o seu valor
critico para 2 graus de liberdade com 95% de confianga, conforme a norma E1655-00 da
ASTM.1Y

A Tabela 8 apresenta a concentracdo dos 29 compostos indicados pela razdo Fisher
como os mais importantes para diferenciar os vinhos Syrah. Dentre os 29 volateis, 7 compostos
foram encontrados em niveis menores que o LOQ do método para todas as amostras, sdo eles:
4-hepten-1-ol (#LIII, < 45 pg L™Y), 1-nonanol (#28, < 1,2 ug L?), dodecanoato de etila
#XXVIII, < 55 pg L7, cinamato de etila (#XXXI, < 5,5 pg L), 5-etoxidihidro-2(3H)-
furanona (#XCIII, < 4,3 ug L7), 3-penten-2-ona (#LXXXIX, < 4,3 pg L™?) e 2-penten-1-ol
#XLVII, < 1,2 pug LY. Além disso, o acido octandico (#19) foi encontrado acima da maior
concentragdo utilizada nas curvas analiticas (> 270 pug L). Portanto, esses compostos n&o
foram usados para realizar a PCA. No entanto, o acido octandico foi apontado como um dos
principais acidos dos vinhos Syrah analisados por GC/MS, conforme discutido anteriormente.

Entre os 29 compostos, sete também foram detectados por GC/MS: (Z)-3-hexen-1-ol
(#26), acido decanoico (#21), acido octandico (#19), (E)-nerolidol (#42), 1-octanol (#27), 1-
nonanol (#28) e decanoato de etila (#6). O (Z)-3-hexen-1-ol (# 26) e o acido decandico (#21)
foram apontados como compostos importantes nos vinhos Syrah produzidos a partir de uvas
menos maduras, analisados por GC/MS. O decanoato de etila ndo foi destacado quando a
GC/MS foi empregada juntamente com a ANOVA - PCA. Além disso, quando a GCxGC foi
usada, sua coeluicdo (abreviada como “Co” no texto e nas tabelas e figuras) com o succinato
de etil metila (XXIl) na D mostra que sua contribuicio cromatografica no vinho foi
influenciada pela presenca de outro composto. Todas as coelui¢cbes cromatograficas foram
numeradas de 1 a 15 e os compostos envolvidos em cada uma delas sdo designados entre
parénteses como "Cox" ap6s 0 nome do composto nas Tabelas 6, Al e 10, onde x € 0 nUmero
da coeluicéo.

Todos os outros compostos apontados como importantes pela razéo de Fisher ndo foram
detectados quando a GC/MS foi empregada e isso pode ser atribuido & coeluigdes de compostos

e/ou a uma sensibilidade mais baixa da técnica monodimensional, levando em consideragédo
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que a GCxGC geralmente fornece maior eficiéncia de separacdo e a modulagdo criogénica
resulta em maior sensibilidade para a deteccdo dos compostos. Consequentemente, 0S
compostos que foram destacados pela razao de Fisher ndo podem ser vinculados aos destacados
pela GC/MS. Por outro lado, isso mostra que o uso da GCxGC tornou possivel a deteccdo e
identificacdo de compostos que ndo podiam ser vistos em GC/MS, o0 que representa um avango
e a0 mesmo tempo mostra as deficiéncias da GC/MS.
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Tabela 7: Pardmetros de validagdo obtidos para o método de microextracdo em fase solida no modo headspace e cromatografia gasosa
bidimensional abrangente com espectrometria de massa por tempo de voo (HS-SPME-GCxGC/TOFMS) usado para a determinacdo da
concentracdo de compostos volateis em vinhos Syrah. As condi¢des experimentais sdo descritas na se¢éo 3.4.2 € 3.4.5

Faixa de
concentracdo LOD LOQ Precisao
#Composto? Equacdo de regressdo  R? (ug L) (Mgl (ugL?) Repetibilidade® Intermediaria®
) Recuperacéo
Esteres RSD® (%) RSD® (%) RSDP (%) RSD* (%) (%)
(#V) acetato de 2-metil
propila y =7984x +28518  0,9978 0,7 -350,0 0,3 0,7 18,4 22,3 5,9 19,7 100,7
(#3) hexanoato de etila y =58145x — 207270  0,9996 5,5-500,0 2,0 55 27,6 5,6 19,0 20,0 116,2
(#5) octanoato de etila y = 141089x + 2499737 0,9968 5,7 - 2280,0 15 4,7 13,3 15,2 13,7 14,1 90,8
(#8) succinato de dietila y =14627x 857817  0,9907 10,0 - 300,.0 3,0 9,1 6,1 3,4 17,8 4,4 95,2
Acidos
(#18) acido hexandico y = 4726x + 264379  0,9924 36,0 - 2160,0 9,9 29,9 8,6 7,3 17,2 15,6 116,4
(#19) acido octanoico y=9104 + 165575  0,9955 1,1-270,0 0,6 11 8,9 11,0 11,4 17,9 110,9
(#22) acido dodecanoico y =4870x + 192365 0,9942 11,4-57,0 1,1 3,4 7,9 12,8 17,4 14,7 82,5
Alcoois
(#28) 1-nonanol y =38287x + 250446 0.9949 1,2-610,0 0,1 0,3 15,1 8,8 4,7 8,9 101,9
(#29) alcool benzilico y = 5493x + 562248  0,9829 7,1-2840,0 1,2 3,8 10,1 10,4 11,1 8,0 100,5
(#34) 1-hexanol y = 7347x 175302 0,9997 4,5-1800,0 14 4,2 2,1 4,9 10,7 3,8 97,2
Terpenos
(#L1X) eucaliptol y = 3822x + 8306 0,9999 15-3125 0,2 0,6 12,7 26,4 17,9 18,7 111,1
(#LXVIII) a-terpineol y = 76456x + 1122432 0,9858 1,0-215,0 0,2 0,9 4,4 2,0 16,9 13,2 98,1
Outras classes
(#LXX) B-damascenona y = 2788x - 69441 0,9991 4,0-1580,0 1,4 4,0 13,2 17,6 14,4 16,2 97,6
2-heptanona y = 37540x + 101471  0,9951 4,25-2125 0,5 1,7 18,5 12,9 19,2 16,6 96,4
3-mercaptohexanol y = 6879,4x - 40552,9 10,9750 0,7 -350,0 0,2 0,7 2,9 2,0 18,0 26,3 81,2
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a Compostos numerados de acordo com a Tabela 6. b ponto baixo da curva. ¢ ponto alto da curva
¢ Repetibilidade: avaliada realizando trés ensaios realizados sob as mesmas condi¢des analiticas no mesmo dia;
d Precisdo intermediaria: determinada através de nove ensaios realizados em trés dias diferentes (trés ensaios em cada dia)
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Tabela 8: Concentracdo dos 29 compostos indicados pela razéo de Fisher como os mais importantes para diferenciar os vinhos Syrah elaborados
com uvas colhidas em trés graus de maturagdo [T1:19 °Brix, T2: 21 °Brix, T3: 23 °Brix] e macerados durante trés periodos diferentes (M1: 10 dias,

M2: 20 dias e M3: 30 dias). As condi¢des empregadas na GCxGC/TOFMS estdo descritas na se¢do 3.4.5
Compostos Concentragéo (ug L) + RSD
'(\ﬁ/‘l"‘)t“ra‘?ao da uva (T) e maceragao TIM1 TIM2 T2M1 T2M2 T2M3 T3M1 T3M2 T3M3
a 150,7 + 3,4
LXIX carvona 28,4+0,1d 28,6 £0,2d 275+004d 27,7+1,0d >1580,0a b 372+38¢c 31,1+1,1d
. . . 10,7+0,4 9,8+0,7
_ _ b ) y ) )
LXXIV 3-(metiltio)-propionato de etila 58,4+0,6a 421+10b 10,6 £ 0,4 de cd 123+0,8c 8,8+0,2f 8,9+0,3¢ef def
XLII 2-pentanol © <71b 599+44a <71lb <7,1b <7,1b <71b <71b <71b
26 (2)-3-hexen-1-ol ¢ 357+0,1a <1,2d 124+29b <12d <12d 86+06¢C <1,2d <1,2d
, . 365,5 + 530,6 + 302,0 + 199,6 + 285,1 +
e ) ) ’ ’ ’
21 acido decandico 15556 +52,2a 1661,2+97,7a 5742+460b 396 ¢ 543 b 20,8 cd 238d 68.5 cd
XII acetato de 3-hexen-1-ol f 20+0,1a <0,7b <0,7b <0,7b <0,7b <0,7b <0,7b <0,7b
Cll 1-(2-furanil)-etanona ? 410+0,2c 38,2+0,7d 452+11b 404+07c 381+06d 694+09a 382+0,1d 36,7+0,2d
LXXII 2-metil dihidro-3(2H)-tiofenona® 29,0 + 0,03 a 284+10a 202+06b 15'9;10’04 15’2(; 0.7 165+08c 132+04e 142 d;’ 0.7
XXVII 2-hidroxi benzoato de etila 10,1+1,3a <0,7c 54+03b <0,7c <0,7c 19+04c <0,7c¢c <0,7c¢c
LIl 4-hepten-1-ol ¢ <45 <45 <45 <45 <45 <45 <45 <45
19 4cido octandico " > 270,0 > 270,0 > 270,0 > 270,0 > 270,0 > 270,0 > 270,0 > 270,0
42 (E)-nerolidol ! 3,6 £0,1bc 2,1+0,2 bc 3,8+0,5bc <1l5c 20x06bc 21,7+25a 47+£07b 39%0,1bc
,7 1-octanol ¢ 141,9+6.8a 672+01b 135+31de 44+02e 12’4d;j’ 4.6 18'80(;—“ 22 g51+23¢ 12'8(; 0.3
Clll 2-furancarboxilato de etilal 13,7+0,3a 144+ 0,04 a 8,1+0,2b 6,7+0,3cd 7,3+05c 6,0+x02de 58+02e 55%+02e
Xy Zhidroxi-4-metil pentanoato de etila <55 246+04a 227+14a 178+14b 21,7+20a <55d  175b 143%08c
28 1-nonanol ¢ <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2
XXVIIl dodecanoato de etila’ <55 <55 <55 <55 <55 <55 <55 <55
LXX| metiltio acetato 79+04b <55c 56+0,1c <55¢c <55c 105+0,3a <55¢ <55¢c
XXX]| cinamato de etilal <55 <55 <55 <55 <55 <55 <55 <55
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XLVIIlI 2-hexen-1-ol ¢

XCIII 5-etdxidihidro-2(3H)-furanona
6 decanoato de etila'

LXXXIX 3-penten-2-one K

XLVII 2-penten-1-ol ¢

XXV dodecanoato de metila’

LXVIII a-terpineol !

IX acetato de hexilaf
XCl acetofenona ¥
XXV glutarato de dietila’

69,6+0,1b

<43

19,0+ 0,03 ¢
<43
<12

70+01la

83,0+4,0b

179+0,7a
<43
<55¢c

29,7+3,1cd

<43
<5,7d
<43
<12
6,6+01b

7,0+0,05d

1,5+0,04d
<43
142+05a

22,3+ 8.4 cde 243+10 19,7+34
cde de
<43 <43 <43
67,3+79a <57d <57d
<43 <43 <43
<172 <1,2 <12
<55c <55¢c <55¢c
678+56b 18+02d (7100
54+0,3bc <0,7d <0,7d
<43 <43 <43
<55¢c 8,0+£0,7b 8,7x05b

]45ii74 338+46¢ 118+28e¢
<43 <43 <43
357+74b <57d  <57d
<43 <43 <43
<12 <12 <12
<55¢c <55¢c <55¢c
f?g: <15d 391+10c
67+14b 43+08c 1,0+03d
47409 <43 <43
<55¢ 89+01b <55c

RSD: desvio padréo relativo; # Compostos numerados conforme na Tabela 6. A quantificacdo foi realizada com curvas de calibracéo externas para os seguintes compostos: a
—B-damascenona, b - mercaptohexanol, ¢ - alcool benzilico, d - 1-nonanol, e — acido hexandico, f — acetato de 2-metil propila, g-1-hexanol, h-acido octandico, i-eucaliptol, j-
hexanoato de etila, k-2-heptanona, I-octanoato de etila. As faixas de concentra¢do usadas nas curvas de calibragdo sdo mostradas na Tabela 7. Quando a quantidade de um
composto era menor ou maior que a faixa de concentracdo usada na curva de calibragdo, a concentracdo desse composto era expressa como “<” que o nivel mais baixo da

curva e “>” do que o nivel mais alto da curva.
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A PCA permitiu a selecdo de cinco componentes principais (PC1, PC2 PC3, PC4 e PC5)
com autovalores maiores que 1, o que explicou 98,7% da variancia total observada nos dados.
Os autovalores correspondem a variancia de cada PC sendo que o nimero de autovalores
significativos foi determinado pela regra de Kaiser, que considera apenas 0os componentes com
autovalores maiores que 1. As duas primeiras componentes principais sdo responsaveis por
73,43% da variagdo total na composi¢do volatil dos vinhos Syrah e permitiram distinguir os
vinhos macerados por 10 dias (M1), daqueles macerados por periodos mais longos (M2 e M3,
20 e 30 dias respectivamente).

As variaveis relacionadas a essas componentes sao posicionadas de acordo com 0s pesos
fatoriais e a distribuicdo das amostras no plano dividido pelo subespaco definido pela PC1
versus PC2 (Figura 10). As variaveis que apresentaram maiores valores de peso e que
contribuiram significativamente para explicar cada fator (PC1, PC2, PC3, PC4 e PC5), sdo
mostrados na Tabela A2.

O vinho T1M1 apresentou concentracgdo significativamente maior (Tabela 8), de acordo
com ANOVA seguido por Tukey (p < 0,05) comparado com as outras amostras dos seguintes
compostos (Figura 10B): acido decanoico (#21), (Z)-3-hexen-1-ol (#26), 1-octanol (#27),
acetato de hexila (# IX), acetato de 3-hexen-1-ol (#XI1), dodecanoato de metila (#XXVI), 2-
hidroxi benzoato de etila (#XXVI1I), 2-furancarboxilato de etila (#ClIl), 2-metil dihidro-3(2H)-
tiofenona (#LXXII) e 3-(metiltio)-propionato de etila (# LXXIV). Estes compostos foram
responsaveis pela diferenciacdo deste vinho em relacdo aos demais. O vinho T1M2 apresentou
concentracdo significativamente maior do 2-pentanol (#XLII) e do glutarato de dietila (#XXV)
em relacdo as outras amostras. O T2M1 apresentou 0s maiores niveis de apenas um composto
(decanoato de etila, #6). Finalmente, o0 T3ML1 foi diferenciado de outras amostras devido aos
niveis mais elevados de 2-hexen-1-ol (#XLVIII), 1-(2-furanil) etanona (#CII), acetofenona
(#XCI), a-terpineol (# LXVIII), (E)-nerolidol (#42) metiltio acetato (#LXXI).

As amostras M1 (maceradas por 10 dias) apresentaram maior concentracdo dos ésteres
estudados, sendo dois deles acetatos de alcoois superiores: o acetato de 3-hexen-1-ol (#XII)
encontrado em maior concentragdo no vinho T1IM1 (2,0 ug L™?) e relatado abaixo do limite de
quantificacdo para os demais (< 0,7 g L), e o acetato de hexila (#1X) com maior concentragéo
nas amostras M1 (T1IM1 - 17,9, T2M1-5,4e T3M1 - 6,7 pug L™Y). Verificou-se ainda a presenca
de um éster derivado de &cidos graxos de cadeia linear, o dodecanoato de metila (#¥XXVI),
presente em concentragdo majoritaria no vinho TIM1 (7,0 pug L™). Os ésteres etilicos derivados

de acidos graxos de cadeia linear sdo sintetizados enzimaticamente pelas leveduras durante a
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fermentacgdo alcodlica, sendo possivel também a sua formac&o pelas bactérias do &cido lactico
durante a fermentacdo malolatica, e seus niveis parecem depender de fatores como composi¢do
quimica dos mostos, condi¢des de fermentacdo, temperatura, aeracdo e tempo de contato com
as peliculas das uvas.®48 O éster etil-2-hidroxi benzoato de etila (#XXVII - TIM1 = 10,1 ug
L), éster etilico derivado de acidos graxos ramificados, sdo sintetizados principalmente
durante o envelhecimento dos vinhos através do processo de esterificacdo entre os &cidos
ramificados e o etanol. Os ésteres sdo compostos muito importantes para o aroma dos vinhos,
contribuindo positivamente para a qualidade geral dessas bebidas, proporcionando odores
delicados, descritos como “frutados” e “florais”, interferindo na qualidade aromatica e
propriedades sensoriais.® A exemplo disso, os ésteres responsaveis pela separagio das amostras,
com relacdo ao tempo de maceracdo, sdo relatados na literatura por sua contribuicdo positiva
para 0 aroma dos vinhos.'8? Resultados reportados para os vinhos Karaoglan mostraram que a
concentracdo dos ésteres foi maior quando a maceragdo ocorreu por menor tempo (5 dias), a
excecdo do succinato de dietila.® Por outro lado, Petropulos et al. relataram que 0 aumento no
tempo de maceracdo dos vinhos Vranec, de 4 para 7 dias, resultou em crescimento na
concentracdo de maior parte dos ésteres estudados. No entanto, quando a maceracdo atingiu 14,
e posteriormente 30 dias, esses teores foram significativamente reduzidos.® O tempo
prolongado de maceracdao pode gerar a reducdo na concentracdo dos ésteres, provavelmente
como resultado da hidrélise ndo enzimatica.® Em estudo com uvas das variedades Cabernet
Sauvignon e Syrah, colhidas com 21 e 23 °Brix, observou-se com o0 avango da maturacdo, uma
reducdo na concentracdo dos ésteres etilicos derivados de acidos graxos de cadeia linear para
as uvas Cabernet Sauvignon, enquanto para as uvas Syrah a reducdo ocorreu para 0s ésteres
etilicos derivados de acidos graxos ramificados®, tendéncia semelhante a reportada no presente
estudo, cujo os vinhos do tratamento T1 apresentaram as maiores concentracdes dos ésteres
estudados.

Os compostos terpénicos presentes nos vinhos estdo propensos a mudancgas durante o
processo de vinificacdo e sdo considerados muito importantes na determinagdo do aroma e do
carater varietal das uvas Vitis vinifera.'®®# As mudancas ocorrem especialmente no caso dos
alcoois monoterpénicos que podem sofrer varias reacfes durante a elaboragdo e armazenamento
do vinho, induzidos por fatores tais como tempo de armazenamento, pH relativamente baixo e
a presenca de compostos que podem interagir com eles. Podem sofrer rea¢Ges de isomerizacdo
e oxidacdo, facilmente, formando Oxidos e aldeidos.'® A Figura 10 mostra que 0s terpenos

tiveram influéncia na segmentacéo das amostras de vinho Syrah, estando presentes em maiores
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teores nas amostras maceradas por longo periodo (M3) e elaboradas com uvas colhidas em
estadios de maturacdo mais avancados (T2 e T3). A carvona (#LXIX), foi o composto com
maior razdo Fisher, dos 29 volateis destacados como determinantes na diferenciacdo dos oito
vinhos. Sua maior concentracio foi observada no vinho T2M3 (> 1580 g L) estando acima
do limite superior da curva de calibracdo. Este terpeno é caracterizado pelo odor de refrescante,
caracteristico da menta®®, tendo sido relatado como potencial marcador quimico no aroma dos
vinhos Bordeaux envelhecidos.’®! O (E)-nerolidol (#42) e o a-terpineol (#LXVIII) foram os
terpenos responsaveis pelo agrupamento das amostras quanto ao grau de maturacdo da uva na
data da colheita, estando em concentragdo majoritaria na amostra T3M1 (21,7 e 168,5 ug L™,
respectivamente). Mesma tendéncia crescente para 0s terpenos foi observada durante a
maturacao das uvas Pinot Noir'®?, enquanto Kalua et al.*® relataram resultado oposto para as
uvas Cabernet Sauvignon. A concentracdo dos terpenos aumenta gradualmente durante o
amadurecimento da uva,'®® no entanto, os terpenos podem sofrer reducdo nas suas
concentragfes quando os niveis 6timos de acUcar sdo atingidos, embora iSso possa ser
influenciado pela temperatura e disponibilidade de 4gua durante o amadurecimento.’

Os compostos volateis de enxofre sdo reconhecidos pelo forte impacto no aroma do
vinho e séo relacionados ao odor de reduzido, que se assemelha a ovo podre, repolho cozido,
cebola, alho e borracha. Esses odores sdo geralmente relacionados a presenca de altas
concentragfes de tidis de cadeia curta, sulfetos, dissulfetos, tio ésteres e compostos
heterociclicos, entretanto em concentragdes baixas, contribuem com notas positivas.®%* Os
sulfurados 3-(metiltio)-propionato de etila (#LXXIV), 2-metil dihidro-3(2H)-tiofenona
(#LXXII) e metiltio acetato (#LXXI) foram determinantes ndo somente para a discriminagéo
das amostras quanto ao tempo de maceracgdo, bem como com relagdo a maturacdo da uva. Os
compostos #LXXIV e #LXXII apresentaram concentracdes mais elevadas nas amostras TIM1
(58,4 e 29,0 pg L respectivamente). Entretanto, o #LXXI apresentou maior concentragéo no
vinho T3M1 (10,5 pg L™?). Niveis crescentes do sulfurado 3-(metiltio)-1-propanol foram
observados nos vinhos Vranec & medida em que a maceragdo evoluiu®, resultado que se opde
aos relatados no presente trabalho para os vinhos Syrah. Os compostos sulfurados podem ser
formados através de processos bioldgicos (por via enziméatica no metabolismo dos
microrganismos durante a fermentacdo) e quimicos (rea¢fes fotoquimicas e térmica durante o
armazenamento dos vinhos).!%

Os élcoois superiores sdo formados principalmente durante a fermentagdo alcoolica

como produto do metabolismo da levedura, a partir dos agucares ou aminoécidos presentes nas
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polpas das uvas.® Seu contetido ¢ afetado por fatores tais como composicéo fisico-quimica do
mosto e variedade da uva.!®>!% Estes compostos estdo relacionados a odores vegetais e
herbaceos e costumam ter efeitos negativos na qualidade do vinho. Entretanto, conforme
relatado por Etievant, em concentracdes totais de até 300 mg L sua contribuico seria positiva
para 0 aroma dos vinhos, aumentando as notas referidas como frutado e floral, e
consequentemente, a complexidade dos vinhos, enquanto, as concentragfes acima de 300 mg
L causariam um efeito negativo, com o surgimento de notas pungentes e desagradaveis.*®’

De acordo com a Figura 10 da PCA, os alcoois responsaveis por distinguir as amostras
M1 das demais, e que consequentemente apresentaram 0S maiores pesos no eixo negativo da
PC1 foram o (Z)-3-hexen-1-ol (#26) e o 1-octanol (#27) (Tabela A2). A concentracdo do
composto #26 foi maior nas amostras maceradas por 10 dias (M1) variando de 35,7 pg L™ para
TiM1, 12,4 pg L*? para T2M1 a 8,6 pg L™ para T3M1, enquanto para o 1-octanol a
concentragdo majoritaria foi para a amostra TIM1 (141,9 pg LY. Yilmaztekin et al.
encontraram concentracdes mais elevadas de alcoois nos vinhos Karaoglan quando a maceragao
ocorreu por periodos mais curtos.®® Foram testados diferentes tempos de maceracéo (5, 10 e 15
dias) sendo relatado pelos autores que as maiores concentracdes foram obtidas quando a
maceracao ocorreu por 5 dias. Em outro estudo, Petropulos et al. observaram que tempos mais
curtos favoreceram o aumento na concentracdo dos alcoois quantificados nos vinhos Vranec.
De acordo com o0s autores 0os maiores teores foram alcangados quando os vinhos foram
macerados por 7 dias, seguido de pequena reducdo quando a maceracgdo se prolongou por 14 e
30 dias.® A producdo dos &lcoois superiores sofre reducdo com o aumento do tempo de
macerac¢do, devido principalmente ao aumento dos niveis de substancias nitrogenadas nos
mostos macerados por longos periodos, possivelmente em virtude do bloqueio do mecanismo
de Ehlich, principal via de formacio desses compostos.?® Além disso, a redugdo na
concentracéo dos alcoois pode estar também relacionada a fixag&o a macromoléculas.®

Os alcoois também foram responsaveis pela segmentacéo das amostras com relacéo ao
tratamento empregado, sendo relevante destacar aqueles que tiveram 0s maiores pesos na PC2.
A concentracdo do 2-pentanol (#XLII) reduziu com o0 avango da maturacdo da uva, presente em
maior teor na amostra TIM2 (59,9 pg L) conforme mencionado anteriormente, enquanto o 2-
hexen-1-ol (#XLVIII) teve sua concentracdo aumentada, sendo majoritario no vinho T3M1
(145,3 pg L. Resultados reportados para as uvas tintas da variedade Serradelo mostraram que
a concentragédo do 2-pentanol manteve-se constante durante a maturacgdo (18 para 19,6 °Brix),

no entanto, o teor do 2-hexen-1-ol aumentou.*®® Resultado confirmado por Kalua et al. que
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mostraram que durante a maturacdo a concentracdo dos C6-alcoois tendeu a aumentar em uvas
Cabernet Sauvignon.1

A producdo e a presenca dos acidos graxos nos vinhos dependem da composicdo do
mosto das uvas e das condi¢bes de fermentacdo empregadas. Desse modo, esses compostos
podem ser formados por vias anabodlicas nas leveduras ou surgir através de reagdes de P -
oxidacdo dos &cidos graxos superiores.® O acido decanoico (#21) foi o Unico &cido que
influenciou na diferenciacéo dos vinhos, apresentando peso significativo no eixo negativo da
PC1, e, portanto, apresentando maiores concentracdes nos vinhos T1 (1555,6 para T1IM1 e
1661,2 pg L para TIM2). Além disso, foi relatado como um dos volateis responsaveis pela
segmentacdo das amostras analisadas por GC/MS, apresentadas anteriormente. Resultados
observados para os vinhos Karaoglan mostram que a maceracdo por periodos mais curtos
proporcionou as maiores concentra¢des dos acidos, incluindo o acido decandico.®® Para os
vinhos Vranec, a concentracdo dos acidos graxos aumentou do quarto para o sétimo dia de
maceracao. Entretanto, quando a maceracédo se prolongou para 14 e 30 dias essas quantidades
relativas decairam.® Os &cidos graxos podem participar da formagao dos ésteres, sendo esta uma
razdo para a reducdo de seus teores durante a etapa de maceracdo. E também durante a
maceracdo e a fermentacgdo alcdolica, que os acidos graxos podem ser utilizados pelas leveduras
como fonte de carbono, decaindo assim, suas quantidades.’

Furanos sdo compostos formados por trés vias: (i) pir6lise de carboidratos, (ii)
desidratacdo de acUcares através da reacdo de Maillard e (iii) caramelizacdo.®® No presente
estudo dois compostos classificados como furanos foram importantes para a separacdo das
amostras em grupos. O 2-furancarboxilato de etila (#CIII) apresentou maiores teores nas
amostras TIM1 e T1M2, enquanto o 1-(2-furanil) etanona (#CII) est4 presente em maior
concentracdo no vinho elaborado com uvas colhidas em maturacdo mais avancada (T3). No
entanto, ndo foram encontrados trabalhos na literatura que mostrem a influéncia dessa classe de
compostos em vinhos elaborados de uvas colhidas com diferentes graus de maturagdo e
macerados por distintos periodos.

Estes resultados indicam que o prolongamento do tempo de maceragéo para 20 (M2) ou
30 dias (M3) resultou numa diminuigéo da concentracdo dos compostos mostrados na Tabela
8. Estas amostras (T2M2, T2M3, T3M2 e T3M3) apresentaram perfil volatil semelhante,
conforme visualizado na PCA da Figura 10B. Além disso, as uvas colhidas com maior grau de

maturacgdo (T2 e T3) favoreceram também a reducgéo da concentragdo dos volateis estudados.
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Dentre 0s 21 compostos responsaveis pela diferenciagdo de vinhos segundo a PCA, sete
volateis foram tentativamente identificados pela primeira vez em vinhos Syrah: dodecanoato
de metila (#XXVI), 2-hidroxi benzoato de etila (#XXVI1), 2-furancarboxilato de etila (#ClIlI),
glutarato de dietila (#XXV), 2-metil dihidro-3(2H)-tiofenona (#LXXII), 1-(2-furanil) etanona
(#CII), metiltio acetato (#LXXI). No entanto, esses compostos ja foram relatados em outros
vinhos tintos varietais, como os vinhos Merlot da Campanha Gaticha, Brasil*®®, Pinotage e

Cabernet Sauvignon, ambos da Africa do Sul.1%%198
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Figura 10: Gréafico das duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2) obtidas na analise de componentes principais com base nos 21
compostos volateis mais discriminantes dos vinhos Syrah elaborados com uvas colhidas em trés diferentes graus de maturagdo [T1: 19 °Brix, T2:
21 °Brix, T3: 23 °Brix] e macerados durante trés periodos diferentes (M1: 10 dias, M2: 20 dias e M3: 30 dias), resultando nas combinagfes T1M1,
T1M2, T2M1, T2M2, T2M3, T3ML1, T3M2 e T3M3. As amostras (A) e 0os compostos volateis (B) foram numerados de acordo com a Tabela 6
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4.2.2 Compostos odoriferos analisados por GC-O-OSME, GC/MS e GC-FID e
guantificados por GCxGC/TOFMS

Considerando que os vinhos macerados por um periodo mais curto (10 dias, M1)
apresentaram as maiores concentracdes dos 21 compostos volateis mostrados na PCA,
verificados por GCxGC/TOFMS, as amostras TIM1, T2M1 e T3M1 foram escolhidas para
serem avaliadas pela técnica de GC-O-OSME, com a finalidade de verificar a importancia dos
compostos odoriferos presentes nessas amostras.

A Tabela 9 mostra a identificacdo dos 31 volateis odoriferos nos vinhos com a
intensidade e persisténcia do odor percebido no eluente cromatogréfico, além do respectivo
odor descrito pelos julgadores da GC-O-OSME. Onze ésteres (#1, V, 2,1, 3,5,6,9, 11, Il e
I11), dez alcoois (#XLI, 35, 26, LII, 29, 30, 31, 25, 34 e XLIII), trés &cidos (#14, 15 e 22), dois
terpenos (#43 e 41), dois aldeidos (#LXXVII1 e LXXXIV), uma cetona (#LXXXVII), uma lactona
(#XCII), e um composto sulfurado (#45) foram identificados como os compostos odoriferos dos
vinhos Syrah. Um elevado percentual deles contribui positivamente para o aroma dos vinhos
T1M1, T2M1 e T3M1: 78, 71 e 75%, respectivamente, com notas descritas de frutado, floral,
doce, refrescante, mel, menta, entre outros, exceto oito volateis [ (acidos #14, 15 e 22), (alcoois
#25, 34 e XLIII), Y-butirolactona #XCII e 3-(metiltio)-1-propanol #45]. Os cromatogramas,
bem como os aromagramas dos vinhos encontram-se nas Figuras 11a, 12ae 13ae 11b, 12b e
13b, respectivamente. A numeracdo que consta na Tabela 9 se refere a numeracao dos picos
nos cromatogramas e aromagramas das Figuras 11, 12 e 13. A Tabela 9, apresenta a
identificacdo dos picos odoriferos representados nos aromagramas dos vinhos, os LTPRI, a
intensidade maxima do odor percebido (I max) (referente a intensidade com a qual o aroma é
percebido pelo julgador), o percentual de &rea da regido odorifera em relacdo a area total do
aromagrama obtido por GC-O-OSME (% area OSME, o qual se relaciona a persisténcia, P, com
que o aroma é sentido pelo julgador) e a qualidade do aroma, conforme descrito pela equipe de
avaliacdo sensorial que avaliou os eluentes cromatograficos. A intensidade de odor e a
porcentagem de area do pico odorifero estdo associados com o potencial odorifero do composto
na analise OSME. Sendo assim, uma elevada intensidade (Imax = intensidade odorifera maxima
percebida pelo julgador) e/ou um alto % de area é (s&o) indicativo (s) da importancia do

composto para o aroma dos vinhos.
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Figura 11: Cromatograma obtido com detector de ionizacdo em chama (FID) (a) e respectivo aromagrama proveniente da cromatografia associada

a olfatometria (GC-O-OSME) (b) do vinho Syrah elaborado a partir de uvas colhidas a 19 °Brix. A numeracdo dos picos esta em acordo com a
Tabela 9.
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Figura 12: Cromatograma obtido com detector de ionizacdo em chama (FID) (a) e respectivo aromagrama proveniente da cromatografia associada

a olfatometria (GC-O-OSME) (b) do vinho Syrah elaborado a partir de uvas colhidas a 21 °Brix. A numeracdo dos picos esta em acordo com a
Tabela 9.
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Figura 13: Cromatograma obtido com detector de ionizacdo em chama (FID) (a) e respectivo aromagrama proveniente da cromatografia associada
a olfatometria (GC-O-OSME) (b) do vinho Syrah elaborado a partir de uvas colhidas a 23 °Brix. A numeracdo dos picos esta em acordo com a

Tabela 9.
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Tabela 9: Compostos odoriferos encontrados nos vinhos Syrah elaborados com uvas colhidas em trés diferentes graus de maturacgéo [T1: 19° Brix,
T2: 21 °Brix, T3: 23 °Brix] e macerados durante 10 dias (M1), resultando nas combinag¢fes T1M1, T2M1 e T3ML1 e avaliados por cromatografia
gasosa com diferentes detectores: olfatometria, espectrometria de massa e ionizag¢do de chama. Os compostos identificados somente apds as analises
por GCxGC/TOFMS estdo sombreados em cinza e em negrito. As condigdes experimentais sdo descritas na secéo 3.4.4

TiM1 T2M1 T3M1 TiM1 T2M1 T3M1
# Composto IC_)gII:/IF\I)EIa Ll':I'IFE)IEI Intensidade de odor (cm) = RSD (%)° OdgrS(I\BACI:E-O- Persisténcia de odor = RSD %°

Contribuicdo

Positiva
XLI 2-metil-1-propanol 1068 1094 5,80 £ 0,56 511+059 4,47+0,52 frutado, doce 5,75+ 0,68 569+059 4,10+0,52
35 1-butanol 1125 1155 1,35+ 0,05 1,59 + 0,05 ND refrescante, doce 1,00+ 0,21 1,22 +0,12 ND
26 (2)-3-hexen-1-ol 1391 1366 ND ND 1,22 £0,02 refrescante, citrico ND ND 0,73+ 0,09
LIl 2-etil, 1-hexanol 1480 1481 ND 2,33+0,07 ND frutado ND 2,14 +0,16 ND
29 alcool benzilico 1905 1882 4,83+0,31 2,85+0,08 1,61+0,05 frutado, doce 5,98 + 0,08 0,49+0,01 1,51+0,10
30 2-fenil etanol 1946 1929 5,70 £ 0,52 408+031 6,56+0,56 rosa, mel 13,58 £ 0,95 10,34+ 0,84 5,71+0,64
31 1-dodecanol 1973 1976 3,36 £0,12 2,27 £ 0,09 ND floral 2,53+0,27 2,02 £0,01 ND
I acetato de etila frutado, frutas

934 900 3,38+0,01 164+0,03 2,84+0,09 vermelhas 2,99 +0,16 1,70+0,01 2,74+0,20

V acetato de 2-metil

propila 980 1001 ND 395+0,49 3,93+0,39 fruta madura ND 256+0,39 4,14+0,53
2 butanoato de etila 1038 1040 4,93 +0,30 2,94+0,32 290+0,25 frutado, doce 5,76 £ 0,39 3,56 +0,28 257+0,28
1 Z‘jltlaato de 3-metil 1110 1102 2,04+013  1,99+0,06 ND banana, frutado 1,70£020  142+0,24 ND
3 hexanoato de etila 1239 1227 4,16 £ 0,03 443+0,35 6,66+0,23 frutado, doce 4,81 +0,33 516 +0,59 5,60+0,41
S) octanoato de etila 1444 1440 2,53 +0,06 2,17+0,06 2,21+0,09 frutado, doce 1,82 +0,23 3,32+0,24 1,90+0,15
6 decanoato de etila 1642 1633 357+031 104+009 250+025 | rutado,floral, 2,29 + 0,34 0,98 +£0,00 2,49 +0,20

gueimado, doce

9 acetato de 2-fenil rosa, floral, 13,48 +

etanol 1843 1825 8,71+0,18 5,86+0,60 7,06+0,38 jasmim 1452+1,91 11,77 £ 0,54 1,01
11 tetradecanoato de etila 2063 2013 ND 1,00 £ 0,01 ND floral ND 1,05 +0,36 ND
LXXX
VI 2,3-butanodiona 969 980 3,08+0,12 3,04+£0,10 2,29+0,20 doce, amanteigado 2,41 +0,08 3,40+066 2,07+0,16
43 citronelol 1744 1736 6,05 + 0,02 3,64 +0,35 3,79+0,39 menta, citrico 5,79+0,57 2,26+0,40 3,65+0,39
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refrescante,

41 geraniol 1887 1857 3,90+0,40 0,67 +0,01 ND geranio 4,62+0,47 0,58+0,04 ND
LXXVI
] 3-metil, 1-butanal 960 9574 4,55 + 0,57 ND ND doce, frutado 5,91+0,48 ND ND
I propanoato de etila 1009 955 ND 1,47+0,06  1,86£0,02 refressgp(tji, U ND 1,39+0,08  1,590,08
11 2-metil etil butirato 1055 1037 5,09 + 0,08 576+0,10 6,11+0,34 morango, frutado 6,21+0,35 7,69+0,34 7,55+0,39
LXXXI
V 4-etil, benzaldeido 1720 1714 1,14 £ 0,09 ND ND doce, verde 0,62+0,44 ND ND
Contribuicdo
Negativa
14 acido acético 1462 1460 7,55+0,12 512+050 7,50+0,32 vinagre 5,78 £ 0,09 562+0,25 6,09+0,00
15 acido 2-
metillpropandico 1687 1703 5,59 + 0,53 6,21+0,49 7,69+0,70 queijo, ran¢oso 6,23 £ 1,07 6,86 +0,53 9,25+1,61
22 acido dodecandico 2531 2492 ND 4,21+0,30 ND gés, ovo podre ND 3,71+0,01 ND
25 3-metil, 1-butanol 1211 1215 480+0,70 4,44+0,10 6,05+0,07 pungente, solvente 4,56 + 0,06 486+0,02 5,62+0,02
34 1-hexanol 1329 1358 1,95 +0,01 2,66 £ 0,08 ND cozido, queimado 2,25 +0,23 1,55+ 0,09 ND
. fermentado,
XClII y-butirolactona 1621 1617 ND 1,04 +£0,01 ND pungente, solvente ND 0,58 + 0,09 ND
3-(metiltio)-1- feij_éo verde
45 ronanol 1730 1733 2,23+0,01 3,38+0,09 3,02+0,09 cozido, mato 1,50+0,12 2,50+0,006 3,27 +£0,09
prop (mido
XLHI  2-metil, 1-butanol 1214 1210 ND 1,12+0,02 1,89+0,08 feg'g}ig‘,ﬁiﬂ"’ ND 235+0,07 1,790,220

# Compostos numerados como na Tabela 6.

indice de retencéo experimental (LTPRI) calculado utilizando n-alcanos (C9-C24) em DB-Wax (polietilenoglicol a 100%) para anélises GC-O-OSME (LTPRI OSME) e GC-
FID (LTRI FID). Na GC-O-OSME, o tempo de retencdo da intensidade maxima do pico de odor foi utilizado no calculo do IR.
b Avaliados em uma escala de 10 cm ancorada nas extremidades esquerda e direita pelos termos de intensidade “nenhum” e ““alto”, respectivamente, foi obtida como uma

intensidade média do aromagrama consensual construido apos as analises da amostra por 4 juizes em quatro repeticdes. RSD: desvio padréo relativo

¢ Avaliado através de% OSME area + desvio padrdo relativo: corresponde & porcentagem de area de um composto odorifero em relagdo a soma da area de todos os compostos

detectados quando a técnica OSME foi usada para obter informagdes sobre os volateis determinados por GC-O-OSME, através de um painel sensorial.

d indice de retencdo obtido nas analises GCxGC/TOFMS. ND = composto no detectado na amostra.
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A Figura 14 mostra os mapas de calor gerados a partir dos dados de intensidade de odor
() e persisténcia (P) da Tabela 9, obtidos a partir das analises por GC-O-OSME. O vinho T1M1
foi diferenciado de T2M1 e T3ML1 tanto pela intensidade quanto pela persisténcia, como
mostrado nos dendrogramas da Figura 14A e 14B, respectivamente. Os compostos volateis
cuja intensidade e persisténcia de odor s&o responsaveis pelas diferencas entre as amostras sao
listados no eixo vertical dos mapas de calor.

O vinho T1M1 destacou-se em relacdo as demais amostras devido a maior intensidade
de 12 compostos (células vermelhas na coluna TIM1 da Figura 14A) que apresentaram uma
descricdo de odor desejavel através da analise por GC-O-OSME, incluindo: 2-metil, 1-propanol
(#XLI; frutado, doce), alcool benzilico (#29; frutado, doce), 1-dodecanol (#31, floral),
citronelol (#43; menta, citrico), octanoato de etila (#5; frutado, doce ), 4-etil, benzaldeido
(#LXXXIV; doce, verde), 3-metil, 1-butanal (#LXXVIII; doce, frutado), butanoato de etila (#2;
frutado, doce), geraniol (#41; refrescante, geranio ), acetato de 2-fenil etanol (#9; rosa, floral,
jasmim), decanoato de etila (#6; frutado, floral, queimado, doce) e acetato de etila (#1; frutado,
frutas vermelhas).

Comparado ao vinho T1M1, um menor nimero de compostos com a maior intensidade
e descrigdo de odor positivo foram encontrados em T2M1 [2 compostos: 2-etil, 1-hexanol (#LlI;
frutado) e tetradecanoato de etila (#11; floral)] e finalmente, para o vinho T3M1 [4 compostos:
2-fenil etanol (#30; rosa, mel), 2-metil etil butirato (#111; morango, frutado), hexanoato de etila
(#3; frutado, doce) e (Z)-3-hexen-1-ol (#26; refrescante, citrico)].

Como mencionado anteriormente, apenas o decanoato de etila (#6) foi relevante em
termos de razdo de Fisher, contribuindo para a separagédo dos vinhos de acordo com o tempo de
maceracdo e também em relacdo a intensidade do odor. Suas maiores concentracdes ocorreram
em T2M1, T3M1 e T1IM1 (67,3, 35,7 € 19,0 ug L%, respectivamente, Tabela 8). Apesar disso,
suas concentracdes mais altas em T2M1 e T3M1 ndo implicam necessariamente que sua
contribuicdo para o aroma do vinho Syrah seja importante. Por outro lado, a Figura 14A
confirma que sua intensidade odorifera € maior no vinho do tratamento T1M1. Este é um
exemplo da complexidade dos perfis volateis e odoriferos dos vinhos. Nesse caso, um efeito de
matriz pode ser responsavel por esses resultados contraditorios aparentes. De fato, T2M1 e
T3ML1 apresentaram maior grau alcoolico (14,3 e 14,6%, respectivamente) em relacdo a TIM1
(11,5%) e a maior concentracdo de alcool pode ter suprimido a percepcdo de alguns dos
compostos odoriferos em T2M1 e T3M1. Um efeito semelhante foi observado para o (Z)-3-
hexen-1-ol. (#26, TIM1 = 35,7; T2M1 = 12,4; T3M1 = 8,6 ng L!), uma vez que foi verificada
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uma expressao odorifera mais elevada em T3M1 (Figura 14). Outros dois ésteres odoriferos
apresentaram comportamento semelhante: acetato de etila (#1, | = 3,38% em T1M1 e 2461,5
ug Lt em T3M1) e acetato de 2-fenil etanol (#9, | = 8,71% em T1M1 e 8,4 ug L* em T3M1),
ja que seus odores foram mais intensos no T1M1, apesar de suas concentracfes serem maiores
no T3M1. O aroma dos vinhos Malbec foi descrito como frutado quando o teor de etanol foi
menor (10,0 a 12,0%) e como herbéaceo quando o etanol foi maior (14,5 a 17,2%).1*° Escudero
et al. também observaram que as porcentagens crescentes de etanol (0 a 14,5%) em vinhos
sintéticos (solugdes de etanol e 4gua, com a adi¢do de compostos padréo odoriferos, 5 g L™ de
acido tartarico e pH ajustado para 3,5), resultaram na supressao de odores frutados. Na auséncia
de etanol, o aroma foi descrito como macé e quando o teor de etanol aumentou para 12%, a
intensidade do aroma diminuiu. Quando o percentual de etanol atingiu 14,5%, o aroma frutado

ndo foi mais detectado.”®
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A B
™M M T3M1 |
1-hexznol (534) T1m T2M1 T3M1 zcetato dz 3-metil butilz (1)
1-butznol (535) 1-dodzecznol (=31)
2.5-butznodiol (£36) 2-matil-1-propanol (SXLI)
acetato da 3-matil butilz (=1) 1-butznol (=33)
2-metil-1-propanol (SXLI) 1-hexznol (534)
zlcool benzilico (529) 2-#nil 2tznol (530)
1-dodzcznol (=31) ' butirolzctona (SXCID
butirolzctonz (SXCID) - 2-2til-1-hexznol (5LII)
cido dodacanoico (£22) I tetrzdacanozto de etilz (511)
2-2til-1-hexznol (5LII) | Zcido dodacandico (522)
tetradacanozto de 2tilz (511) | octznozto da atila (55)
citronzlol (243) | 2.3-butznodionz (FLICHVID)
octznozto dz atilz (=3) - 4-ztil benzzldaido (SLICTIV)
| 4-atil-benzzldaido (SLICTOV) 3-matil-1-butanal (SLITVII)
3-metil-1-butana (SLIZVI) | geraniol (=41)
butznzoto dz 2tilz (52) butznoato d= 2tilz (52)
| geraniol (541) | citronslol (243)
| acetato de 2-£nil etznol (59) | &lcool benzilico (£29)
dzcznzoto d2 2tilz (=6) - zcatzto de 2-Enil stznol (=9)
Zcido acatico (514) lactato d= etila (=4)
acetato de etifz (5T) dacanoato da etilz (36)
2-Enil-ztznol (=30) 2-matil-1-butanol (=XLII)
propancato da 2tilz (=II) 2-m=til 2til butirato (S1II)
acetato da 2-matil propilz (V) propanoato da 2tilz (=1I)
2-matil-1-butznol (SXLII) 3-{m=tiltio)-1-propanol
2-matil 2til butirzto (1) zc2tzto da 2-metil propilz (=V)
3-{matiltio)-1-propanocl (543) nexanoato de atilz (53)
hexanoato da 2tilz (=3) 3-metil-1-butznol (£25)
(Z)-3-hexen-1-01 (226) acido 2-matil propandico (513)
Zcido 2-matil propandico (5135) 1 (Z}-3-hexen-lol (£26)
- 3-matil-1-butanol (=23) ‘ Zcido zcatico (=14)

Figura 14: Mapa de calor obtido pela (A) intensidade e (B) persisténcia do odor mencionado nos vinhos Syrah analisados por GC-O-OSME
elaborados com trés diferentes graus de maturacéo [T1: 19 °Brix, T2: 21 °Brix, T3: 23 °Brix] e macerados durante 10 dias (M1), resultando nas
combinagbes TIM1, T2M1 e T3ML.
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Por outro lado, maior intensidade odorifera e concentracéo, podem ser encontradas nos
vinhos T1M1, como no caso do propanoato de etila (#11, | = ndo detectado e 12,4 pug L em
T1M1), butanoato de etila (#2, | = 4,93% e 34,6 pug L™ em T1M1) e octanoato de etila (#5, | =
2,53% e 153,2 pug L em T1M1). Esses resultados mostram que a complexa relagdo entre os
ésteres e a maturacdo da uva exige estudos mais detalhados visando alcangar uma compreensao
mais clara e melhor dos fendmenos subjacentes que ocorrem. Os resultados de Antalick et al.®
suportam essas informagdes, uma vez que os autores relataram que as concentracdes de
octanoato de etila e acetato de 2-fenil etanol foram maiores nos vinhos elaborados com bagas
menos maduras, embora a concentracdo de butanoato de etila tenha aumentado com periodos
de maturacdo mais longos e a de acetato de etila permaneceu constante entre os dois estadios
de maturacdo diferentes (20,9 e 22,7 °Brix para bagas de Cabernet Sauvignon e 21,1 e 23,0
°Brix para uvas de Syrah).

Uma tendéncia distinta foi encontrada para os ésteres hexanoato de etila (#3, | = 6,66
em T3M1 e 190,0 pg L't em T1M1, frutado, doce), 2-metil etil butirato (#111; 1 = 6,11 em T3M1
e 9,5 ug L't em T1M1, morango, fruta), e para o alcool (Z)-3-hexen-1-ol (#26, | = 1,22 em
T3M1 e 35,7 ug Lt em T1M1, refrescante, citrico) cujas concentraces maximas foram
encontradas no vinho T1M1, com bagas que ndo atingiram a maturacéo tecnoldgica, enquanto
0 seu maior impacto odorifero foi alcancado no T3M1 (Figura 14, Tabelas 9 e 10). O alcool
2-fenil etanol (#30; | = 6,56% e > 2840 pg L%, rosa, mel) também mostrou sua intensidade
odorifera maxima em T3M1. Uma tendéncia semelhante foi verificada para as concentracdes
de (Z2)-3-hexen-1-ol nas uvas norte - americanas Pinot Noir, quando os sélidos sollveis
variaram de 17 a 23 °Brix!%?, em uvas australianas Cabernet Sauvignon com 20,3° em vez de
26,0 °Brix!% e em uvas desta mesma casta com 18,1 em vez de 24,4 °Brix'*®. Maiores
concentracdes de hexanoato de etila (#3) também foram relatadas em vinhos feitos com uvas
Cabernet Sauvignon com 20,9 em vez de 22,7 °Brix.%

Nenhum composto de odor negativo foi encontrado em maior intensidade odorifera na
amostra TIM1. Em contraste, 3 compostos com as maiores intensidades de odores indesejaveis
foram encontrados tanto na amostra T2M1 [y-butirolactona (#XCII; pungente, solvente), 3-
(metiltio)-1-propanol (#45; feijdo verde cozido, mato imido), acido dodecandico (#22; gas, ovo
podre)] quanto em T3M1 [2-metil, 1-butanol (#XLIII; fermentado, solvente), acido 2-metil
propanoico (#15; queijo, rancoso), 3-metil, I-butanol (#25; pungente, solvente) ].
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Tabela 10: Concentragdes dos compostos odoriferos detectados por GC-O-OSME e suas respectivas coelui¢cGes resolvidas através da
GCxGC/TOFMS dos vinhos Syrah elaborados com uvas colhidas com graus de maturagdo [T1: 19 °Brix, T2: 21 °Brix, T3: 23 °Brix] e macerados
durante 10 dias (M1). As condigdes experimentais GC-O-OSME e GCxGC/TOFMS estéo descritas nas se¢des 3.4.4 e 3.4.5

Co* # Composto C (gLl TIM1 C (ngL™) T2Mm1 C(ugLY) T3mM1  Odor GC-O Odor literatura
Contribuigda positiva

XLI 2-metil, 1-propanol ¢ 358,6+10,1a 254,7+115b 2485+2,6b frutado, doce magale?

35 1-butanol © 411+03¢c 552+20hb 741+42a refrescante, doce docel””

26 (2)-3-hexen-1-ol ¢ 357+0,1a 124+29Db 8,6+06¢C refrescante, citrico verde®

LIl 2-gtil, 1-hexanol © 271+09a 235+22a 253+34a frutado frutado®®®

29 alcool benzilicof 90,8+0/4hb 756+45¢ 1131+ 7,4a frutado, doce frutado, doce'®”
Col3 30 2-fenil etanol f > 2840,0 > 2840,0 > 2840,0 rosa, mel rosa®

XCV y-octalactona 9 729+0,07a 455+43b 50,3+0,4b coco, verde!’’

31 1-dodecanol ® 16,0 +£0,05b 9,3+04c 242+16a floral floral'6?

I acetato de etila" 1894,6 + 13,8 b 1761,8+12,0¢c 24615+24,1a frutado, frutas abacaxi®

vermelhas

vV acetato de 2-metil propila 19,7+23a 578+0.2b 74+07D fruta madura frutado™®®

1 acetato de 3-metil butila " 4379+7,7a 196,3+4, ¢ 236,2+38,1b banana, frutado banana, doce®

2 butanoato de etila | 346+0,7a 20,1+0,3b 205+4,1b frutado, doce morango®*

3 hexanoato de etila’ 190,0+17,0a 1229 +£4,1b 1143+8,7hb frutado, doce maga verde®

5 octanoato de etila ¥ 1532+ 13,7a 76,1+126b 66,6 +10,8 b frutado, doce doce, péra®
Co7 6 decanoato de etila ® 19,0+0,03 ¢ 67,3+79a 357+7,4Db frutado, floral, frutado®

_ gueimado, doce

XXII succinato de etil metila* 10,03+1,1b 15,24 + 0,69 a <0,7c ndo encontrado

Coll 9 acetato de 2-fenil etanol ! 74+04D 6,0£0,2c 84+05a rosa, floral, jasmim rosa®
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LXX B-damascenona ¢ 104,0+5,3 b 722+6,7¢C 173,3+ 16,2 a mel, doce””
11 tetradecanoato de etila <55 <55 <55 floral nao encontrado
LXXX  2,3-butanodiona ¢ 33,8+0,6b 371+21a 34,7+0,5ab doce, amanteigado caramelo'®?
Vi
43 citronelol ! 17,1+0,8D 190+22h 26,7+16a menta, citrico citrico®
Col2 41 geraniol ' 12,8+0/5a 142+04a 14,0+0,8a refrescante, geranio rosa, geranio®
18 acido hexanoico ? > 2160,0 > 2160,0 > 2160,0 queijo,
gorduroso®
LXXVI  3-metil, 1-butanal ¢ 47+0,01b 30+0,1b 273%+0,1a doce, frutado verde, malte'®®
|
I propanoato de etila’ 124+0,2a 89+06Db 74+005b refrescante, fruta doce, frutado™
verde
Col Il 2-metil etil butir.atoj 95+02a 71+0,05b 56+04b morango, frutado maca, doce’’
LXXI metiltio acetato ! 79+04D 56+0,1Db 105+0,3a sulfurado®””
LXXXI  4-etil, benzaldeido f <71 <71 <71 doce, verde verde, maltel6®
V
Contribuicio Negativa
14 acido acético > 2160 > 2160 > 2160 vinagre vinagre'®2
15 acido 2-metil propandico ? 390,5+11,0b 510,0+26,5a 505,9+18,5a queijo, rangoso rancoso, acido'®®
22 acido dodecanoico P <11 <11 <11 gas, ovo podre seco, metéalico6?
XLII 2-metil, 1-butanol © 451+6,1b 23,3+20hb 337,7+86a fermentado, solvente  terra, solventel®
25 3-metil, 1-butanol ¢ > 1800 > 1800 > 1800 pungente, solvente solvente, terra®
34 1-hexanol ¢ 111355+ 34,4 a 892,7+63,1a 1035,1 +199,5a cozido, queimado herbéaceo®
XCll y-butirolactona ¢ 371,3+55¢ 519,3+40,4 b 600,6 +21,7 a pungente, solvente oleoso com
nuances de
gordura®’”’
Col0 45 3-(metiltio)-1-propanol © 50,5+2,6a 442 +3,0b 11,0+0,1c feijao verde cozido, vegetal cozido®®’
mato Umido
LIV 2-undecanol ¢ <1,22 <1,22 <1,22 frutado6?
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Concentracdes menores de ésteres em T2M1 e T3M1 podem estar relacionadas as altas
concentragdes do &cido 2-metil propandico (#15, T2M1 =510,0, | =6,21% e T3M1 = 505,9 ug
L1, I = 7,69%) (Tabela 10), 4cido 3-metil butandico (#17, com concentracio de 265,5 em
T1M1, 276,7 em T2M1 e 448,2 ug L™ em T3M1) e do &4cido formico (#XXXV com teores em
T1M1 =258, T2M1 =59,5 e T3M1 = 140,5 pg L) (resultados desses dois Gltimos acidos néo
sd80 mostrados nas tabelas). A presenca dos &cidos pode reduzir a atividade das leveduras
resultando em menores concentracdes de ésteres.?®® Desse modo, a presenca desses acidos
reduziu a concentracdo dos seguintes ésteres nos vinhos Syrah elaborados com uvas colhidas
com 21 e 23 °Brix: acetato de 2-metil propila (#V), butanoato de etila (#2), acetato de 3-metil
butila (#1), hexanoato de etila (#3), octanoato de etila (#5), propanoato de etila (#11) e 2-metil
etil butirato (#111), bem como reduziu a percepc¢do dos aromas agradaveis relacionados a esses
compostos.

O potencial odorifero promissor do vinho T1M1, verificado pela intensidade do odor,
foi confirmado na avaliacdo da persisténcia odorifera obtida pela GC-O-OSME. Na amostra
T1M1 foram encontrados 8 compostos com odor desejavel que se destacaram em relacédo a
persisténcia do odor quando comparados as demais amostras, sdo eles: o 2-fenil etanol (#30;
rosa, mel), 4-etil, benzaldeido (#LXXXIV; doce, verde), 3-metil, 1-butanal (#LXXVIII; doce,
frutado), geraniol (#41; refrescante, geranio), butanoato de etila (#2; frutado, doce), citronelol
(#43; menta , citrico), alcool benzilico (#29; frutado, doce) e acetato de 2-fenil etanol (#9; rosa,
floral, jasmim).

Quatro e trés compostos com a maior persisténcia de odor desejavel foram encontrados,
respectivamente, em T2M1 [2-etil, 1-hexanol (#LII; frutado), tetradecanoato de etila (#11,;
floral), 2,3-butanodiona (#LXXXVII; doce, amanteigado) e 4-etil, benzaldeido (#LXXXIV;
doce, verde) ] e T3ML1 [acetato de 2-metil propila (#V; fruta madura), hexanoato de etila (#3;
frutado, doce) e (Z)-3-hexen-1-ol (#26; refrescante, citrico) ].

Entre os compostos designados pela GC-O-OSME no headspace do vinho, o acetato de
2-fenil etanol (#9) e alcool 2-fenil etanol (#30) apresentaram as maiores persisténcias bem como
intensidades odoriferas. O 2-fenil etanol origina-se principalmente na fermentagéo, tendo a 2-
fenilalanina como seu precursor.?%* Ja o acetato de 2-fenil etanol (#9) origina-se do 2-fenil
etanol e sua contribuico é positiva estando relacionada ao odor de rosa.'8?

Quanto aos compostos com odor indesejavel, um, dois e quatro compostos apresentaram
a maior persisténcia de odores, respectivamente, nas amostras TLM1 [1-hexanol (#34; cozido,

gueimado) ], T2M1 [Y-butirolactona (#XCII; pungente, solvente), &cido dodecandico (#22;
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gés, ovo podre) ] e T3ML1 [3-(metiltio)-1-propanol (#45; feijdo verde cozido, mato imido), 3 -
metil, 1-butanol (#25; pungente, solvente), &cido 2-metil propandico (#15; queijo, rangoso) e
acido acético (#14; vinagre) ].

O composto sulfurado 3-(metiltio)-1-propanol apresentou maior intensidade (T2M1, |
= 3,38) e persisténcia odorifera (T3M1, P = 3,27) nos vinhos Syrah elaborados com bagas em
grau de maturagéo estendido (T3) se comparado ao TIM1 (menor | = 2,23 e P = 1,50), embora
sua maior concentracéo tenha sido relacionada aos vinhos T1IM1 (50,5 pg L) (Tabela 10). A
formacéo deste composto de enxofre se da a partir da desaminacao da metionina, seguida pelas
reagOes de descarboxilagdo e reducio durante a fermentacio.?°? A depender das condigGes de
cultivo das uvas (exposi¢do solar, temperatura, metabolismo da levedura, tratamento térmico
ou outras reacdes ndo - enzimaticas) a expressao dos odores frutados pode ser reduzida, devido
a reducdo na sintese dos carotenoides e terpenos e o desenvolvimento dos odores vegetais pode
ser aumentado, em razao da sintese de acidos graxos insaturados e compostos sulfurados. Ainda
assim, a alta concentragéo reportada para o composto sulfurado no vinho T1M1, mostra que o
metabolismo secundario, responsavel pela formacdo de carotendides, terpenos, entre outros
compostos que conferem odores agradaveis a essas bebidas, ndo foi prejudicado em favor do
metabolismo primério (producdo de glicose via fotossintese e formagdo de aminoécidos
necessarios a sobrevivéncia da videira).!! Isso é evidente quando se observa as maiores
concentracOes dos ésteres acetato de 2-metil propila (#V), butanoato de etila (#2), acetato de 3-
metil butila (#1), hexanoato de etila (#3), octanoato de etila (#5), propanoato de etila (#l1), 2-
metil etil butirato (#111) no vinho TIM1. Adicionalmente, o vinho TIM1 também apresentou
maiores intensidade e/ou persisténcia dos ésteres acetato de etila (#1), butanoato de etila,
octanoato de etila, decanoato de etila e acetato de 2-fenil etanol (#9), conforme relatado
anteriormente.

Além disso, notas negativas de odor relacionadas ao acido acético (#14, | = 7,50 em
T3ML1; P =6,09 em T3ML1), 3-metil, 1-butanol (# 25, 1 = 6,05 em T3ML1; P =5,62 em T3M1) e
1-hexanol (#34, | = 2,66 no T2M1; P = 2,25 no T1M1) estdo em acordo com o0s resultados
relatados para os vinhos australianos comerciais Syrah estudados através da GC-O-AEDA..182

O 2-metil, 1-propanol (#XLI, | = 4,47 - 580%, P = 4,10 - 5,75%, Tabela 9), o
tetradecanoato de etila (#11, | = 1,00%, P = 1,05%) e 0 3-(metiltio)-1-propanol (#45, | = 2,23 -
3,38%, P = 1,50-3,27%) também foram relacionados como apresentando intensidade e
persisténcia odorifera em vinhos Merlot da Campanha do Rio Grande do Sul. As contribuictes

odoriferas destes compostos foram do mesmo tipo nos vinhos Merlot e nos vinhos Syrah em
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estudo: os dois primeiros contribuiram positivamente e foram descritos como fruta, citrico, fruta
madura, doce, enquanto o composto de enxofre foi referido como negativo, com notas de odor
de feijdo verde cozido, mato molhado, gas, verde.'%

Na parte 1 dos resultados e discussao desta tese, que empregou uma abordagem mais
simples (GC/MS e calculo de OAV) foram destacados seis compostos, também reportados
como importantes pela anélise de GC-O-OSME: butanoato de etila (#2, | = 2,90 - 4,93%, P =
2,57 - 5,76, hexanoato de etila (#3, | = 4,16 - 6,66%, P = 4,81 - 5,60%), octanoato de etila (#5,
1 =2,17 - 2,53%, P = 1,82 - 3,32), 2-fenil etanol (#30, | = 4,08 - 6,56%, P = 5,71 - 13,58%), 3-
metil, 1-butanol (#25, | = 4,44 - 6,05%, P = 4,56 - 5,62%) e 1-hexanol (#34, | = 1,95 - 2,66%,
P = 1,55 - 2,25%). Os quatro primeiros volateis contribuiram positivamente para o aroma do
vinho, principalmente para o T1M1, enquanto os dois ultimos deram uma contribuicdo
odorifera negativa para os vinhos T3M1 ou T2M1. A abordagem do calculo do OAV associada
aos dados de GC/MS é amplamente utilizada para estimar a contribuicdo sensorial de
compostos volateis para o aroma global do vinho, j& que € uma abordagem rapida e simples. A
razdo entre a concentracdo do composto e seu limiar de percepcao é usada para obter o OAV.
Sempre que 0 OAV é maior do que um, o composto € considerado como um contribuinte para
o aroma do vinho.”” Em contraste, a GC-O-OSME é uma medida de intensidade direta de
estimulos olfatométricos que inclui avaliacdo qualitativa (descricdo do odor) e quantitativa
(tempo e intensidade) do eluato cromatografico por um painel de juizes treinados. Embora, leve
mais tempo para ser executada, a GC-O-OSME fornece resultados mais detalhados e confiaveis.
Estas duas abordagens baseiam-se em diferentes estratégias e sdo utilizadas com finalidades
distintas e, consequentemente, os seus resultados ndo podem ser comparados, embora tenha
sido reportada a presenga dos mesmos compostos importantes para o0 aroma do vinho por ambas
técnicas. Curiosamente, nenhum destes compostos coeluiu com outros volateis, exceto no que
se refere a Col3, em que o alcool 2-fenil etanol (#30) coelui com a Y-octalactona (#XCV). As
coeluicdes observadas no perfil odorifero dos vinhos Syrah, estdo listadas nas Tabelas 6 e Al.
A Y-octalactona, descrita com o odor de coco e verde (Tabelas 9 e 10), ndo foi um composto
relevante em termos de razéo de Fisher nem para GC-O-OSME, e sua concentragdo foi muito
menor do que a observada para o 2-fenil etanol (Tabela 10).

Além disso, um dos compostos odoriferos mais persistentes e intensos dos vinhos Syrah
(acetato de 2-fenil etanol, #9) coeluiu com B-damascenona (#LXX) na GC/MS (Coll), nao
sendo apontado pelo OAV como uma contribuicdo importante para o aroma do vinho. Os

compostos #9 e #LXX também foram relacionados em coelui¢6es em vinhos Merlot, sendo o
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alcool apontado como de grande intensidade e persisténcia odorifera para os vinhos, também
analisados por GC-O-OSME. 1%

Por outro lado, cinco compostos presentes no vinho Syrah que apresentaram
importancia odorifera de acordo com os resultados da GC-O-OSME, foram detectados apenas
quando a GCxGC/TOFMS foi empregada (Tabela 9). Entre eles, quatro apresentaram
contribuicdo positiva: 3-metil, 1-butanal (#LXXVIII, doce e frutado, | = 4,55, P = 4,62 no
T1M1), 4-etil, benzaldeido (#LXXXIV, doce, verde, | = 1,14, P = 0,62 em T1M1), propanoato
de etila (#11, refrescante, fruta, verde, | = 1,47 - 1,86, P = 1,39 - 1,59% em T2M1/T3M1), 2-
metil etil butirato (#111, morango, frutado 1 =5,09 - 6,11, P = 6,21 - 7,69, concentracdo 5,6 - 9,5
ug L, TIM1 - T3M1). O éster 2-metil etil butirato coeluiu (Col) com o metiltio acetato
(#LXXI, 5,6 - 10,5 pg L2, sulfuroso, Tabela 10) que confere um odor prejudicial ao vinho.
Embora a concentracdo desses dois compostos coeluidos tenha sido da mesma ordem de
magnitude, o odor positivo relacionado ao éster predominou sobre a nota desagradavel do
enxofre e a percepcéo final dos juizes da GC-O-OSME foi positiva.

O 2-metil, 1-butanol (#XLII, fermentado, solvente, | =1,12 - 1,89, P = 1,79 - 2,35) que
também foi detectado apenas na D, apresentou uma contribuicdo negativa para o aroma do
vinho, com descricdo odorifera de terra e solvente. Apesar destes compostos terem sido
detectados pelo nariz humano devido ao seu potencial de odor, eles foram encontrados em
concentracfes que nao eram suficientes para torna-los detectaveis por GC/MS. Os compostos
propanoato de etila (#l1, 7,4 - 12,4 pg L), 2-metil etil butirato (#111, 5,6 - 9,5 ug L), e 2-metil,
1-butanol (#XLIII, 23,3 - 337,7 ug L) foram encontrados em niveis mais baixos nos vinhos
Syrah do presente estudo, em comparacgdo aos vinhos Syrah australianos, cujas concentragoes
variaram de 318 a 723 pug L%, 36 a 76 pg L e 161250 a 208400 pg L2, respectivamente.8?
Além disso, 0 aumento na concentracdo do 2-metil, 1-butanol no vinho T3M1 (de 23,3/45,1
para 337,7 ug L1), estd em acordo com os dados reportados por Bindon et al.’3, que também
encontraram uma maior concentracdo do 2-metil, 1-butanol, entre outros alcoois, em vinhos
Cabernet Sauvignon quando as uvas foram colhidas com 26,0 em vez de 20,3 °Brix. Estes
resultados confirmam que, a medida que as uvas amadurecem, podem perder compostos
volateis odoriferos que conferem notas positivas ao aroma, enquanto outros volateis com efeito
prejudicial ao aroma podem ter sua concentracdo aumentada.

Entre os compostos odoriferos detectados pela GC-O-OSME (Tabelas 9 e 10 e Figura
14), seis coelui¢des (Co 1, Co 7, Co 10, Co 11, Co 12, Co 13, cuja numeragdo esta em acordo

com as Tabelas 6 e Al) envolvendo 12 compostos importantes para o aroma dos vinhos Syrah
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foram resolvidos apenas na 2D da GCxGC/TOFMS, como mostra a Figura 14. De acordo com
a GC-O-OSME houve predominio do odor positivo em quase todas as coelui¢des, exceto para
Co 10, que envolveu o 2-undecanol (#LIV, frutado, tr 37,22 min, g 3,29 s) e 0 3-(metiltio)-
1-propanol (#45, feijdo verde cozido, mato timido, g 37,22 min, 2tz 2,31 s). Neste caso, a
concentracdo do 2-undecanol foi menor em relagéo a do 3-(metiltio)-1-propanol e o odor final
relatado pela equipe da GC-O-OSME foi negativo. De modo oposto, a Co 12, que compreendeu
o geraniol (#41, refrescante, geranio, 't 41,88 min, %tr 2,81 s) e 0 4cido hexanoico (#18, queijo,
gorduroso, tr 41,88 min, %tg 1,99 s), foi referida com um odor fresco de geranio, apesar da
maior concentracdo de &cido hexandico observada nos vinhos (> 2160 pg L) comparado a
12,8 - 14,2 pg L encontrado para o geraniol (Tabelas 9 e 10).

O sulfurado metiltio acetato (#LXXI) e o éster decanoato de etila (#6) envolvidos nas
Co 1 e Co 7 foram apontados dentre os 29 compostos mais relevantes em termos de razéo de
Fisher para a separagéo dos vinhos (Tabela 8). O 2-metil etil butirato (#111) foi considerado de
importancia odorifera na avaliacdo realizada pela GC-O-OSME e coeluiu com o #LXXI (Co
1). Finalmente, o decanoato de etila (#6) foi apontado como importante também na olfatometria.
A 1-(2-furanil) etanona (#CII) e o 2-hidroxi-4-metil pentanoato de etila (#XVI1I1I) foram parte
das Co 5 e Co 6, respectivamente e também foram encontrados entre os 29 compostos mais
relevantes apontados pela razéo de Fisher. Na Co 5, a 1-(2-furanil) etanona (#ClI, caramelo,
café, tr 28,93 min; %tr 2,62 s) coeluiu com a canfora (#LXI11, canfora, menta, 'tz 28,93 min;
%tr 5,85 s) e na Co 6 0 2-hidroxi-4-metil pentanoato de etila (#XVII1, fruta, limao, *tr 30,45
min; %tz 2,80 s) coeluiu com o acido propandico (#XXXVI, pungente, ran¢oso, ‘tr 30,45 min;
%tr 1,79 s). Estes compostos n&o foram considerados relevantes nas analises de GC-O-OSME.

Trés das coelui¢bes ocorridas nos vinhos Syrah, sdo relatadas pela primeira vez em
vinhos: Co 1, Co 7 e Co 12 (Figura Al). As outras ja foram relatadas no headspace dos vinhos
Merlot: Co 5, Co 10, Co 11 e Co 13.

A exemplo da importancia do uso das técnicas olfatométricas combinadas com a
cromatografia bidimensional abrangente, véarios trabalhos foram referidos na literatura. Nicolli
et al. reportaram em estudo com vinhos Merlot obtidos experimentalmente da regido da
Campanha do Rio Grande do Sul (Brasil), a identificacdo de 220 compostos volateis por meio
da analise de GCxGC/TOFMS. Dentre os quais, 5 compostos foram apontados pela analise de
GC-O-OSME como importantes para 0 aroma dessas bebidas. No entanto, foram identificados
corretamente, somente quando empregada a técnica de GCxGC/TOFMS, devido a presenca de

coeluicbes com outros compostos (5 coelui¢cBes que envolviam 13 compostos: (1) acido
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hexanoico coeluiu com a geranil acetona; (2) 1-propanol coeluiu com o 2-butenal; (3) octanoato
de etila coeluiu com a 5-metil-2(3H)-furanona e com o p-cimeno; (4) acetato de 2-fenil etanol
coeluiu com a B-damascenona; (5) 3-(metiltio)-1-propanol coelui com a isopiperitona, o (Z)-6-
nonen-1-ol e o 2-undecanol 8,

O uso combinado das técnicas de GCxGC/TOFMS e GC-O-FD (frequéncia de
detecgdo) também foi relatado por Chin et al.?®® para analisar vinhos Syrah australianos
comerciais. Neste estudo, foi utilizado um sistema que acopla a GCxGC/MDGC e FID/O/MS
para analisar o perfil odorifero dos vinhos. Apds uma inspecdo mais cuidadosa das regides
odoriferas pela técnica de MDGC, foram identificados 11 compostos odoriferos de grande
potencial para os vinhos (acido acético, 1-octen-3-ol, octanoato de etila, 2-0xo0-nonanoato de
metila, acido butanoico, acido 2-metilbutandico, acido 3-metilbutandico, 3-(metiltio)-1-
propanol, acido hexanoico, B-damascenona e 3-fenil propanoato de etila).

Villers et al. ™ também mostraram a eficiéncia do uso associado das técnicas
cromatograficas para a resolucdo de zonas odoriferas ndo identificadas pela cromatografia
monodimensional, presentes no perfil odorifero de sidras francesas comerciais. Neste estudo
foi realizada a avaliacdo das sidras pela GC-O-OSME e 41 zonas de importancia odorifera
foram detectadas, das quais 25 foram atribuidas a compostos identificados por GC/MS. As
zonas indeterminadas pela olfatometria foram submetidas a analise por cromatografia gasosa
bidimensional abrangente combinada com espectrometria de massa por tempo de voo
(GCxGC/TOFMS). Oito regides odoriferas foram elucidadas apenas com o uso da 2D da
GCxGC, e dentre elas a do composto oct-1-en-3-ona, considerado um dos mais significativos

para 0 aroma das sidras estudadas.
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Figura 15: Separacdo dos compostos volateis do headspace dos vinhos Syrah (A) Diagrama
de cores obtido por GCxGC/TOFMS. O gradiente de cor reflete a intensidade do sinal TOFMS
sendo que o azul representa os sinais baixos e o vermelho os sinais altos. A regido expandida
do gréafico colorido mostra detalhadamente os picos coeluidos na primeira dimenséo, 0s picos
modulados das coeluigdes e 0s espectros de massa deconvoluidos dos compostos identificados
nas seguintes regides de coeluicao: (B) Co 10: 2-undecanol #LIV e 3-(metiltio)-1-propanol #45;

(C) Co 11: acetato de 2-fenil etanol #9 e B-damascenona #LXX; (D) Co 13: 2-fenil etanol #30
e Y-octalactona # XCV.
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5. RESUMO DOS RESULTADOS

PARTE 1

Parametros fisico-quimicos

e Através da ferramenta estatistica ANOVA - PCA foi possivel observar que o efeito da
maturacdo é significativo nos parametros fisico-quimicos.

e Quanto maior o periodo de maturacdo da uva (de T1, T2 para T3), maiores o0s valores
de intensidade de cor, antocianinas monoméricas totais, compostos fendlicos totais,
indice de polifendis totais (IPT), teor alcodlico e extrato seco.

e A intensidade da cor foi o principal pardmetro para 0 agrupamento das amostras com
relacdo ao tratamento empregado (T1, T2 e T3).

e O IPT dos vinhos elaborados a partir de uvas mais maduras (tratamentos T2 e T3)
alcancaram valores superiores a 65, 0 que sugere gue esses vVinhos podem ser destinados
ao armazenamento prolongado (vinhos de guarda), independentemente do tempo de
maceracao empregado.

e A acidez total titulavel do vinho T1 foi maior (8,83 g L) em relag&o ao vinho T3 (6,69
g L) sendo esse comportamento esperado, visto que é um indicativo do
amadurecimento da uva.

e Com relacdo ao fator tempo de maceracdo, a ANOVA - PCA ndo revelou a formacao
de grupos de acordo com os diferentes tempos de maceragdo empregados (M1 - 10 dias,
M2 - 20 dias e M3 - 30 dias).

e A interacdo do grau de maturacdo da uva e o tempo de duracdo da maceracao ndo teve

efeito nos parametros fisico-quimicos.

Composigao fendlica

e O grau de maturacdo (T) da uva se mostrou significativo para o teor de compostos
fendlicos, de acordo com a ANOVA - PCA.
e Para a maioria dos compostos fendlicos investigados neste trabalho, o aumento do

periodo de maturacao da uva de T1 para T2 promoveu o aumento do conteudo fendlico
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do vinho. No entanto, o prolongamento do tempo de maturacdo (T2 a T3) reduziu a
concentracéo de alguns desses compostos.

A concentracéo total dos &cidos fendlicos e dos flavondis aumentou com o avango da
maturacdo da uva (de T1 a T3).

O efeito do fator da maceragdo (M) no contetdo fendlico dos vinhos foi significativo
quando houve o aumento de 10 (M1) para 20 dias (M2).

A concentragdo das antocianinas diminuiu a medida em que o tempo de maceracgéo foi
prolongado de M1 para M3 (30 dias).

Outros compostos, tais como os flavanois (-)-epicatequina (#11), (+)-catequina (#10),
procianidina B2 (#14), procianidina B1 (#13) e o acido galico (#2) apresentaram
concentracdes mais elevadas quando a maceragdo ocorreu por periodo prolongado (M2
e M3).

O é&cido fenolico majoritario nos vinhos Syrah foi o acido galico (#2), sendo que sua
concentracdo aumentou com o avanco da maturagédo da uva, bem como com o0 aumento
do tempo de maceragéo dos vinhos (de 9,73 no T1IM1 a 18,20 mg L™ no T3M3).
Nenhum efeito significativo foi observado nos compostos fenélicos devido a interagdo

do grau de maturacdo da uva e do tempo de maceracao.

Composicao volatil

O método de analise cromatografica foi validado e se mostrou adequado para a
quantificacdo dos volateis dos vinhos Syrah.

Os ésteres acetato de 3-metil butila (#1), butanoato de etila (#2), hexanoato de etila (#3),
octanoato de etila (#5) e succinato de dietila (#8), cujos odores sdo frutados,
apresentaram OAV maior que 1 nas amostras de vinho Syrah estudadas.

A concentracao total dos ésteres em estudo nos vinhos Syrah aumentou de 5934 em M1
para 9892 pug L' em M3 e isto ocorreu, principalmente, devido ao aumento na
concentra¢do do succinato de dietila, visto que este é o éster majoritario nos vinhos
Syrah.

O succinato de dietila (#8), 2,3-butanodiol (#36), 1-hexanol (#34), tetradecanoato de
etila (#11), 2-fenil etanol (#30), 3-metil, 1-pentanol (#33), (E)-nerolidol (#42), alcool
benzilico (#29) e 1-nonanol (#28) apresentaram altas concentra¢cdes nos vinhos
macerados por 20 e 30 dias (M2 e M3).
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e A concentracdo dos compostos acetato de 3-metil butila (#1) e acido nonandico (#20)
foi maior com o tempo de maceracdo mais curto (M1).

¢ Olinalol (odor floral) foi o Gnico terpeno que apresentou OAV > 1, mostrando tendéncia
a concentragdes mais elevadas com o avanco da data da colheita.

e A concentracdo dos alcoois 1-nonanol (#28), alcool benzilico (#29), 2-fenil etanol
(#30), 3-metil, 1-pentanol (#33), 1-hexanol (#34) e 2,3-butanodiol (#36), que
apresentam odores de “ndo encontrado”, “frutado e doce”, ” rosa”, “herbéceo e cacau”,
“herbaceo”, “frutado”, respectivamente, variou significativamente com o aumento do
tempo de maceracdo (M2 e M3).

e O 4&cido 2-metil propandico (#15) e o é&cido acético (#14) atingiram méaxima
concentracdo quando as uvas foram colhidas com 120 DAP (T2), o &cido 9-decendico
(#23) e 0 acido hexandico (#18) apresentaram menores concentracdes nos vinhos T2.

e Osacidos com OAV > 1 nos vinhos Syrah foram o &cido 3-metil butanoico (#17), acido
hexanoico (#18), acido octandico (#19) e &cido 9-decendico (#23).

e A principal contribui¢do da interacdo dos fatores maturacdo e tempo de maceracdo é
observada em termos de reducdo da concentracdo de compostos volateis, como linalol
(#40) e hexadecanoato de etila (#12) em amostras de vinho que apresentaram 0s mesmos
niveis de ambos os fatores (T1IM1, T2M2 e T3M3). Entretanto, suas concentracdes
aumentaram nos vinhos que correspondem a niveis cruzados (T1M2, T2M1, T2M3,
T3M1, T3M2).

PARTE 2

e 145 compostos foram identificados positiva e/ou tentativamente nos vinhos Syrah do
Vale do S&o Francisco por GCxGC/TOFMS.

e Arazdo de Fisher indicou 29 compostos volateis como 0s mais discriminantes, 0s quais
foram quantificados por GCxGC/TOFMS e empregados na analise de componentes
principais (PCA).

e A PCA mostrou que as amostras de vinho Syrah maceradas por menor periodo (M1),
foram claramente separadas das demais (M2 e M3).

e O vinho T1M1 apresentou concentracdo significativamente maior dos seguintes
compostos: acido decandico (#21), (Z)-3-hexen-1-ol (#26), 1-octanol (#27), acetato de

hexila (#1X), acetato de 3-hexen-1-ol (#XI1), dodecanoato de metila (#¥XXVI), 2-hidroxi
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benzoato de etila (#XXVII), 2-furancarboxilato de etila (#CI111), 2-metil dihidro- 3(2H)-
tiofenona (#LXXI1) e 3-(metiltio)-propionato de etila (#LXXIV).

Considerando que os vinhos macerados por um periodo mais curto (10 dias, M1)
apresentaram as maiores concentragdes dos 21 compostos volateis mostrados na PCA,
as amostras TIM1, T2M1 e T3M1 foram analisadas pela técnica de GC-O-OSME.

31 volateis odoriferos foram percebidos nos vinhos Syrah: Onze ésteres, dez alcoois,
trés acidos, dois terpenos, dois aldeidos, uma cetona, uma lactona e um composto
sulfurado.

O vinho T1M1 destacou-se em relacdo as demais amostras devido a maior intensidade
de 12 compostos odoriferos, sendo que nenhum dos compostos de odor negativo foi
encontrado nestas amostras em maior intensidade. Em contraste, 3 compostos com as
maiores intensidades de odores indesejaveis foram encontrados tanto na amostra T2M1
guanto na T3M1.

Um menor nimero de compostos com a maior intensidade e descri¢do de odor positivo
foram encontrados em T2M1 (2 compostos) e em T3ML1 (4 compostos).

O potencial odorifero promissor do vinho T1M1, verificado pela intensidade do odor,
foi confirmado na avaliacdo da persisténcia odorifera obtida pela GC-O-OSME através
da presenca de 8 compostos com aroma positivo.

Apenas quatro e trés compostos com a maior persisténcia de odor desejavel foram
encontrados, respectivamente, em T2M1 e T3ML1.

Cinco compostos presentes nos vinhos Syrah que apresentaram importancia odorifera
de acordo com os resultados da GC-O-OSME, foram detectados apenas quando a
GCxGC/TOFMS foi empregada.

Entre os compostos odoriferos detectados pela GC-O-OSME, seis coeluicOes
cromatograficas (Co 1, Co 7, Co 10, Co 11, Co 12, Co 13) envolvendo 12 compostos
importantes para o aroma do vinho Syrah foram resolvidos apenas na 2D da
GCxGC/TOFMS.
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6. CONCLUSAO

Nas analises realizadas por GC/MS e HPLC-DAD-FD observou-se que as uvas colhidas
com maior grau de maturacdo (21 - 23 °Brix) e maceradas por periodos mais longos durante a
etapa de vinificagdo (> 20 dias) foram as mais apropriadas para produzir vinhos com maiores
concentragOes de ésteres, alcoois e terpenos descritos na literatura como positivos para o
aroma/sabor do produto, e compostos fendlicos, que sdo conhecidos por conferirem
caracteristicas sensoriais adequadas ao vinho e melhorarem sua qualidade nutricional no que
tange aos beneficios a saude humana. Um maior grau de maturacéo da uva levou também a um
aumento no conteddo de compostos fendlicos totais quantificados por método
espectrofotométrico e na intensidade de coloracdo do vinho. Algumas antocianinas, flavonois,
procianidina A2 e o terpeno linalol, também se apresentaram em maiores concentracfes nos
vinhos elaborados a partir de uvas mais maduras. A duracdo da etapa de maceracdo nédo
influenciou os parametros fisico-quimicos dos vinhos Syrah. Em geral, um tempo de maceracdo
mais prolongado produziu vinhos com niveis mais elevados de flavanois, acido galico, alguns
ésteres, alcoois, nerolidol, enquanto o &cido nonandico (cujo aroma € descrito como
“desagradavel”) teve sua concentracdo reduzida. O uso da ANOVA - PCA foi vantajoso devido
a possibilidade da anélise de multiplas respostas e mostrou que T (estadio de maturagdo da uva)
e M (tempo de macera¢do), assim como a interacao entre os dois fatores, influenciaram na
composicdo dos compostos volateis dos vinhos Syrah.

Quando as amostras foram analisadas através do emprego das técnicas de GCxGC/TOFMS,
GC-0-OSME, GC/FID e GC/MS, foi possivel verificar que a colheita das uvas a partir dos 21
°Brix e/ou o prolongamento do tempo de maceragdo (> 20 dias) sdo desfavoraveis a obtencéo
de vinhos com potencial odorifero positivo. Portanto, a combina¢do mais promissora para
elaboracdo de vinhos com maiores concentracGes de volateis de poder odorifero positivo
ocorreu com uvas colhidas a 19 °Brix e maceradas por 10 dias.

E relevante ressaltar que os compostos apontados como importantes pela razdo de Fisher
ndo foram detectados quando a GC/MS foi empregada e isso pode ser atribuido a uma menor
sensibilidade da técnica monodimensional, bem como as coeluigdes observadas entre alguns
compostos, que levam a uma identificacdo equivocada. Apesar da GC/MS ser uma das técnicas
cromatograficas mais utilizadas para analisar volateis em vinhos, a sua sensibilidade pode ser
insuficiente para detectar componentes em baixas concentragdes, que podem ser importantes
contribuintes para o aroma do vinho. Além disso, a GCxGC geralmente fornece maior

eficiéncia de separacgéo, resultando em maior sensibilidade para a deteccdo de compostos em
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baixas concentracGes, especialmente quando do uso de modulagcdo criogénica.
Consequentemente, os compostos que foram destacados pela razdo de Fisher ndo podem ser
vinculados aos evidenciados pela GC/MS, sendo este um dos principais motivos apontados
pelas diferencas observadas entre os resultados do presente trabalho. Por outro lado, isso mostra
que o uso da GCxGC tornou possivel a deteccéo e identificacdo de compostos que ndo podiam
ser analisados na GC/MS, o que representa um avango e a0 mesmo tempo mostra as deficiéncias
da GC/MS. A GCxGC/TOFMS também auxiliou na elucidacdo da identidade dos compostos
que coeluiram em zonas odoriferas indicadas pela GC-O-OSME.

Por fim, o presente trabalho mostrou que o uso combinado das técnicas cromatograficas
(gasosa e liquida) pode ser uma ferramenta promissora para definir praticas de manejo de
vinhedos, tratamentos de vinificacdo, tempo de envelhecimento do vinho, entre outros
parametros. Embora o uso das técnicas de GCxGC/TOFMS, GC-O-OSME, GC/FID e GC/MS
tenha evidenciado que as uvas colhidas com 19 °Brix e maceradas por 10 dias séo as mais
promissoras para a obtencdo de vinhos com maior potencial odorifero, deve-se considerar
também para a escolha da melhor combinacéo entre estadio de maturacdo da uva e tempo de
maceracao com relacdo a composicao fenolica. Sendo assim, levando em consideracao todas as
andlises realizadas no presente trabalho, a melhor condicdo para a obtencdo de vinhos de boa
qualidade se deu com uvas colhidas a partir de 21 °Brix e maceradas por periodo superior a 20
dias. Os resultados obtidos, além de proporcionarem inovagdes cientificas e tecnoldgicas
relacionadas ao cultivo e ao processamento das uvas Syrah para a elaboracdo de vinhos tintos
finos, também pretendem apoiar a conquista do selo de Indicacdo Geografica e Denominacéo
de Origem para os vinhos Syrah do Vale do S&o Francisco, bem como a melhoria da qualidade

dessas bebidas.
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8 ANEXO

Experimenic estaglos de maturagio - Fazenda Ouro Verde

Flantas: - Estacas;

t FTIRY ITIR2} iT2R3
a.
s
)
p |
..1;'
E.
D
'U_
m
§.' FTIRM ¥ + FT2R2} + + FTIRE
o
a,
=,
g+
3,
5
o
gl
o
8.
=2

I FT2RA: i i ITIR2 1 i IT1R3]

45 86 &7 @88 B3 0 M 82 93 84 9895 88 87 B8

Fllas;

Figura Al: Croqui da area experimental mostrando a posicdo relativa das repeticdes
experimentais dos tratamentos. O campo era formado por trés repeti¢fes para cada tratamento
(R1, R2 e R3), sendo que as uvas colhidas de cada repeti¢do foram vinificadas separadamente,
originando as triplicatas de vinificacdo. T1 representa 113 DAP (19 °Brix), T2 por 120 DAP
(21 °Brix) e T3 por 127 DAP (23 °Brix).
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Syrah

T1M1 a T3M3
[ |

GCxGC/TOFMS

Vinhos T1IM1, T2M1 e T3M1 GC/MS e HPLC-DAD-FD

GC-FID GC/MS GC-O-OSME

Figura A2: Fluxograma representativo da parte experimental desenvolvida neste trabalho. T1 representa 113 DAP (19 °Brix), T2 por 120 DAP
(21 °Brix) e T3 por 127 DAP (23 °Brix). M1 designa 10 dias de maceracdo; M2, 20 e M3, 30 dias.
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Figura A3: biplot dos (A) parametros fisico-quimicos e (B) compostos fenolicos dos vinhos Syrah mostrando os dois primeiros componentes

principais da interagéo entre os fatores maturagéo (T) versus maceracdo (M), por meio da ANOVA - PCA.
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Tabela Al: Compostos volateis positivamente e/ou tentativamente identificados nos vinhos Syrah usando HS-SPME-GCxGC / TOFMS com seus
respectivos nimeros chemical abstract service (CAS), tempos de retencdo na primeira () e na segunda (%) dimensdes cromatograficas, indice de

retencdo experimental e da literatura (LTPRI exp e LTPRI lit). As condi¢Ges cromatograficas sdo descritas nos itens 3.4.2 e 3.4.5

Compostos CAS tr ’tr ;;PRI :T,[T PRI Ref
Esteres

| acetato de etila 141-78-6 4,32 2,50 907 887 152

Il propanoato de etila 105-37-3 6,07 3,05 955 960 204

1 acetato de 3-metil butila 2445-69-4 18,43 5,18 1268 1270 205

2 butanoato de etila (a) 105-54-4 8,40 3,74 1021 1023 157

Il 2-metil etil butirato (Co 1) 7452-79-1 8,98 4,23 1037 1036 157

IV isopentanoato de etila (a) 108-64-5 9,57 4,12 1052 1053 157
V acetato de 2-metil propila (a) 110-19-0 7,58 3,41 1007 1005 77

VI but-2-enoato de etila 10544-63-5 13,77 3,55 1165 1165 205

VIl hexanoato de metila 106-70-7 14,82 4,11 1188 1176 157

3 hexanoato de etila (a) 123-66-0 16,92 4,78 1234 1238 158

VIl butanoato de isoamila 123-92-2 11,78 4,08 1121 1124 152

IX acetato de hexila (a) 142-92-7 18,78 4,35 1275 1276 152

X 2-oxopropanoato de etila (Co 3) 617-35-6 18,90 2,69 1277 1268 181

XI hex-3-enoato de etila 64187-83-3 20,07 4,11 1303 1294 208

XII acetato de 3-hexen-1-ol 1708-82-3 20,77 3,92 1319 1320 207

XIII heptanoato de etila (Co 4) 106-30-9 2147 4,96 1335 1334 205

4 lactato de etila (Co 4) 97-64-3 22,05 2,47 1347 1334 158

XIV 2-hexenoato de etila 27829-72-7 22,05 4,38 1346 1329 208

XV 2-hidroxi-3-metil butanoato de etila 2441 06 7 25 55 2,76 1428 1422 157

5 octanoato de etila () 106-32-1 26,02 5,19 1437 1424 158

6 decanoato de etila (a) (Co 7) 110-38-3 34,18 5,42 1642 1638 158

7 3-metil butil octanoato 2035-99-6 34,88 5,95 1661 1658 157

XVI 3-hidréxi butirato de etila 5405-41-4 29,40 2,45 1520 1521 154

XVIl nonanoato de etila 123-29-5 30,10 5,28 1538 1530 157
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XVII
XIX
XX
XXI
XX11
XXI
XXIV
8

9

10
XXV
XXVI
XXVII
XXVII
XXIX
XXX
11
XXXI
XXXII
12
XXX
XXXIV

14
XXXV
XXXVI
15

16

17

18
XXXVII

2-hidrdxi-4-metil pentanoato de etila (Co 6)
lactato de isoamila

propanodioato de dietila
decanoato de metila

succinato de etil metila (Co 7)
hexanoato de isoamila (Co 8)
benzoato de etila

succinato de dietila (a)

acetato de 2-fenil etanol (a) (Co 11)
9-decenoato de etila

glutarato de dietila

dodecanoato de metila

2-hidroxi benzoato de etila
dodecanoato de etila (a)

2-metil propanoato de 2-fenil etila
hexanodioato de dietila
tetradecanoato de etila

cinamato de etila

hexadecanoato de metila
hexadecanoato de etila

octanoato de 2-fenil etanol (Co 15)
succinato de monoetila

Acidos

acido acético

acido férmico

acido propanoico (Co 6)

acido 2-metil propandico (a)
acido butanoico

acido 3-metil butandico (a) (Co 9)
acido hexanoico (a) (Co 12)
2-¢etil, &cido caproico (Co 14)

10348-47-7
19329-89-6
105-53-3
110-42-9
627-73-6
93-89-0
123-25-1

103-45-7
67233-91-4
111-82-0
118-61-6
2198-61-0
106-33-2
103-48-0
141-28-6
124-06-1
103-36-6
1731-84-6
628-97-7
5457-70-5
1070-34-4

64-19-7
64-18-6
79-09-4
79-31-2
107-92-6
503-74-2
142-62-1
149-57-5

30,45
31,50
31,97
32,43
34,18
35,23
35,70

40,72
36.17
41,65
40,48
26,95
41,65
42,93
43,75
48,53
51,10
53,55
54,72
58,33
58,68

26,72
29,63
30,45
31,62
33,95
35,47
41,88
45,38

2,80
2,75
3,06
4,94
3,08
3,59
3,38

3,47
4.83
5,61
3,51
5,66
5,61
4,06
3,88
5,77
3,43
5,64
5,99
4,37
1,84

1,80
1,79
1,79
1,86
1,86
1,90
1,99
2,02

1546
1572
1586
1595
1641
1669
1685

1817
1695
1804
1811
1462
1845
1884
1908
2054
2135
2218
2256
2374
2392

1455
1529
1545
1574
1634
1675
1850
1953

1547
1570
1580
1590
1632
1664
1690

1829
1689
1793
1798
1469
1835
1877
1897
2065
2125
2223
2246
2376
2395

1465
1528
1549
1581
1650
1675
1865
1950

157
157
157
154
157
158
158

158
157
158
157
77

158
209
157
158
70

157
158
157
210

154
211
212
164
166
168
169
213

154



19
20
21
22
23
XXXVI

XXXIX
XL
XLI
XLII
XLII
25
XLIV
XLV
XLVI
XLVII
26
XLVIII
XLIX
L

LI

L
LI
27

28

29

30

31

32

33

34

acido octandico (a)
acido nonandico (a)
acido decanoico (a)
acido dodecandico (a)
acido 9-decenoico
acido benzenocarboxilico
Alcoois

1-propanol (a)
3-metil, 2-butanol
2-metil, 1-propanol
2-pentanol

2-metil, 1-butanol
3-metil, 1-butanol (a)
3-metil, 3-buten-1-ol
1-pentanol (Co 2)
2-heptanol
2-penten-1-ol
(2)-3-hexen-1-ol
2-hexen-1-ol (a)
2-octanol

1-heptanol

6-metil, 5-hepten-2-ol
2-etil, 1-hexanol
4-hepten-1-ol
1-octanol

1-nonanol (a)

alcool benzilico (a)
2-fenil etanol (a) (Co 13)
1-dodecanol (a)
4-metil, 1-pentanol
3-metil, 1-pentanol
1-hexanol (a)

124-07-2
112-05-0
334-48-5
143-07-7
14436-32-9
65-85-0

71-23-8
598-75-4
78-83-1
6032-29-7
137-32-6
123-51-3
763-32-6
71-41-0
6033-23-4
1576-96-1
928-96-1
928-95-0
5978-70-1
111-70-6
1569-60-4
104-76-7
20851-55-2
111-87-5
143-08-8
100-51-6
60-12-8
112-42-5
626-89-1
589-35-5
111-27-3

49,00
52,27
55,42
63,12
57,17
59,62

8,63

10,50
10,73
12,02
15,87
16,10
17,62
17,73
20,88
21,00
22,87
24,73
25,32
26,83
27,18
28,23
28,82
31,03
35,00
42,82
44,10
45,85
20,65
21,23
22,40

2,27
2.07
2,19
2,14
2,10
1,77

2,08
3,33
2,11
2,28
2,47
2,41
2,20
2.28
2.65
2.17
2.38
2,32
2,80
2,60
2,69
2,72
2,47
2,71
2,85
2,25
2,92
3,28
2,38
2,40
2,48

2067
2173
2277
2531
2334
2424

1051
1092
1097
1124
1210
1215
1248
1251
1321
1324
1384
1409
1422
1458
1467
1492
1506
1560
1662
1876
1914
1968
1316
1329
1355

2072
2174
2288
2529
2348
2423

1049
1094
1107
1139
1212
1221
1246
1252
1318
1324
1381
1409
1418
1467
1461
1491
1502
1559
1676
1869
1914
1970
1328
1343
1354

170
171
172
173
174
214

175
154
154
157
158
154
215
216
158
152
157
152
217
158
218
158
157
157
158
158
157
157
176
158
154

155



35
36
37
LIV
LV
38

LVI
LVII
LV
LIX
LX
LXI
LXII
LXHI
40
LXIV
LXV
LXVI
LXVII
LXVIII
LXIX
LXX
41

42

43

LXXI
LXXI
LXXIII
LXXIV
LXXV

1-butanol
2,3-butanodiol
1,3-butanodiol
2-undecanol (Co 10)
undecenal
1-hexadecanol (Co 15)
Terpenos

a-tujeno

a-pineno

limoneno

eucaliptol (a)
B-cimeno (Co 2)
a-terpinoleno (Co 3)
p-cimeno

canfora (Co 5)

linalol

terpinen-4-ol

hotrienol

B-farneseno (Co 8)
carvotanacetona (Co 9)
a-terpineol (a)

carvona
-damascenona (a) (Co 11)
geraniol (a) (Co 12)
(E)-nerolidol (a)
citronelol (a)
Sulfurados

metiltio acetato (Co 1)
2-metil dihidro-3(2H)-tiofenona
2-(metiltio)-etanol
3-(metiltio)-propionato de etila
2-tiofenocarboxaldeido

71-36-3
513-85-9
107-88-0
1653-30-1
143-08-8
36653-82-4

3917-48-4
80-56-8
5989-54-8
470-82-6
3338-55-4
586-62-9
99-87-6
76-22-2
78-70-6
562-74-3
29957-43-5
502-61-4
499-71-8
98-55-5
99-49-0
23726-93-4
624-15-7
142-50-7
1117-61-9

1534-08-3
13679-85-1
5271-38-5
13327-56-5
98-03-3

12,95
30,33
31,73
37,22
38,85
58,33

7,70

13,53
14,93
15,16
17,73
18,90
25,90
28,93
30,68
32,67
33,13
35,23
35,47
36,40
37,57
40,72
41,88
48,30
38,97

8,98

29,75
29,87
31,38
36,28

2,23
2,04
1,99
3,29
2,97
3,65

5,49
5,16
5,80
6,50
5,04
5,92
4,22
5,85
2,95
3,67
2,83
5,95
4,33
3,22
3,90
4,45
2,81
3,68
2,82

2,88
3,24
2,23
3,50
2,69

1146
1542
1577
1723
1768
2374

1012
1160
1191
1199
1252
1278
1268
1510
1553
1604
1612
1670
1677
1700
1732
1818
1850
2045
1769

1034
1530
1531
1571
1697

1155
1545
1578
1723
1781
2382

1015
1165
1181
1209
1234
1280
1266
1510
1555
1602
1613
1664
1669
1695
1739
1831
1853
2039
1778

1047
1518
1516
1562
1684

154
7

178
157
158
157

219
152
152
152
220
220
209
154
158
158
178
157
221
152
222
158
152
223
158

224
157
209
157
157

156



45
LXXVI

LXXVII
LXXVI
LXXIX
LXXX
LXXXI
LXXXI1I
LXXXI
LXXXIV
LXXXV
LXXXVI

LXXXVII
LXXXVII
LXXXIX
XC

XClI

XClII
XClII
XCIV

XCV
XCVI

XCVII
XCVIII

XCIX
c

3-(metiltio)-1-propanol (Co 10)
benzotiazol (Co 14)
Aldeidos
2-propenal

3-metil, butanal
nonanal

decanal
benzaldeido (a)
B-ciclocitral
benzenoacetaldeido
4-etil, benzaldeido
dodecanal

3-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il)-2-propenal

Cetonas

2,3-butanodiona
2,3-pentanodiona
3-penten-2-ona
3-hidréxi-2-butanona
acetofenona

Lactonas

Y-butirolactona
5-etoxidihidro-2(3H)-furanona
y-crotolactona (a)
y-octalactona (Co 13)
y-nonalactona

pantolactona
5-hexildihidro-2(3H)-furanona
Fenois

2-metoxi-4-vinilfenol
2,4-bis-(1,1-dimetiletil)-fenol
Furanos

505-10-2
95-16-9

107-02-8
590-86-3
124-19-6
112-31-2
100-52-7
432-25-7
122-78-1
4748-78-1
112-54-9
4951-40-0

431-03-8
600-14-6
3102-33-8
513-86-0
98-86-2

96-48-0
932-85-4
497-23-4
104-50-7
104-61-0
5405-40-3
706-14-9

7786-61-0
96-76-4

37,22
45,38

4,08

5,13

24,15
28,58
29,52
33,25
34,42
36,75
36,87
44,92

6,65
9,45
12,13
19,25
34,53

33,83
37,45
38,50
44,10
47,83
48,07
51,45

53,08
56,70

2,31
3,20

2,03
2,69
4,41
4,57
2,97
4,49
2,97
3,41
4,84
3,57

2,28
2,63
2,90
2,18
3,11

2,60
2,83
2,30
3,27
3,28
2,07
3,38

2,62
2,59

1718
1954

894

975

1395
1501
1523
1619
1647
1710
1714

1942

1008
1070
1129
1287
1650

1633
1729
1758
1918
2030
2037

2147

2200
2324

1720
1956

876

957

1396
1494
1513
1606
1631
1714
1710

1952

997

1055
1123
1304
1649

1635
1728
1746
1911
2010
2033

2138

2203
2321

157
158

225
226
171
158
157
157
157
227
158
208

152
181
152
158
158

183
228
181
229
230
231
157

164
213

157



Cl 2-pentil-furano 3777-69-3 16,80 4,46
Cll 1-(2-furanil) etanona (Co 5) 1192-62-7 28,93 2,62
Clll 2-furancarboxilato de etila 614-99-3 33,72 2,94
CIV 2-furan metanol (a) 98-00-0 35,23 2,05

1232
1508
1628
1669

1225
1500
1618
1662

152
157
158
157

LTPRI exp: indice de retengdo com programacdo linear de temperatura experimental (LTPRI) calculado utilizando n-alcanos (C9 — C24) com uma coluna DB-Wax (100%
polietilenoglicol), como parte de um jogo de colunas empregado na GCxGC/TOFMS - DB-Wax x DB-17ms ([50% -fenil]) LTPRIlit: indice de reten¢do com programagéo

linear de temperatura em uma coluna DB-WAX ou fase estacionaria equivalente na GC/MS. Ref: referéncias da literatura.
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Tabela A2: Pesos obtidos na analise de componentes principais para
discriminantes entre as amostras de vinhos Syrah

0s compostos volateis

Componente principal (PC) PC1 PC2 PC3 PC4 PC5

Autovalor 8,8 7,3 2,4 1,7 1,4

# Variancia (%) 40,38 33,05 10,9 7.8 6,5
Variancia cumulativa (%0) 40,4 73,4 84,3 92,2 98,7
LXIX carvona 0,255 0,014 -0,131 0,300 -0,910
LXXIV  3-(metiltio)-propionato de etila -0,798 -0,586 0,067 -0,093 -0,065
XL 2-pentanol -0,046 -0,644 0,751 0,008 0,045
26 (2)-3-hexen-1-ol -0,940 0,031 -0,322 0,076 0,055
21 acido decandico -0,679 -0,660 0,285 0,096 -0,067
Xl acetato de 3-hexen-1-ol -0,874 -0,205 -0,406 -0,148 -0,067
Cll 1-(2-furanil) etanona -0,282 0,829 0,457 -0,083 -0,027
LXXII 2-metil dihidro-3(2H)-tiofenona -0,775 -0,523 0,291 0,158 0,076
XXVII  2-hidroxi benzoato de etila -0,890 0,000 -0,358 0,242 0,141
42 (E)-nerolidol -0,225 0,826 0,430 -0,265 -0,059
27 1-octanol -0,879 -0,427 -0,070 -0,167 -0,043
Cll 2-furancarboxilato de etila -0,678 -0,662 0,289 0,120 -0,031
XVII 2-hidroxi-4-metil pentanoato de etila 0,633 -0,516 0,184 0,537 0,043
LXXI metiltio acetato -0,654 0,664 0,245 -0,251 0,045
XLVIIlI  2-hexen-1-ol -0,524 0,659 0,387 -0,326 -0,128
6 decanoato de etila -0,316 0,532 0,095 0,684 0,371
XXVI dodecanoato de metila -0,741 -0,640 0,164 0,083 -0,064
LXVIIl  o-terpineol -0,470 0,765 0,159 0,103 -0,360
IX acetato de hexila -0,934 0,095 -0,269 -0,079 0,059
XCI acetofenona -0,514 0,579 -0,071 0,483 -0,401
XXV glutarato de dietila 0,319 -0,704 0,517 -0,048 -0,195

# Compostos humerados de acordo com a Tabela 6.

indicados pela razdo de Fisher como 0s mais
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Figura A4: Separacdo dos compostos volateis do headspace dos vinhos Syrah identificados
pela primeira vez neste varietal (A) Diagrama de cores obtido por GCxGC/TOFMS. O
gradiente de cor reflete a intensidade do sinal TOFMS sendo que o azul representa o0s sinais
baixos e o vermelho os sinais altos. A regido expandida do grafico colorido mostra
detalhadamente os picos coeluidos na primeira dimensao, os picos modulados das coelui¢bes e
0s espectros de massa deconvoluidos dos compostos identificados nas seguintes regides de
coeluicdo: (B) Co 1: 2-metil etil butirato #111 e metiltio acetato #LXXI, (C) Co 7: decanoato de
etila #6 e succinato de etil metila #XXII, (D) Co 12: &cido hexandico #18 e geraniol #41.
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