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“Jodo Crisostomo disse que Deus deixou para os seres humanos algumas coisas do
paraiso: as estrelas no céu, as flores no campo e os olhos das criangcas. Tomas de

Aquino complementa dizendo que Criséstomo teria esquecido de duas coisas: 0 queijo
e o vinho.”

Anselm Griin, monge benedetino aleméo (1945)



RESUMO

O potencial do uso dos subprodutos do xisto na agricultura tem despertado o interesse
de alguns orgaos brasileiros de pesquisa, como a Embrapa Clima Temperado, que
desenvolve o Projeto Xisto Agricola em parceria com a Petrobras e outras instituicoes.
As frentes de pesquisa dividem-se em eficiéncia agronémica, seguranca dos
alimentos e seguranca ambiental. Na area de seguranga de alimentos, destaca-se o
estudo dos vinhos produzidos a partir de uvas cultivadas em solos condicionados com
subprodutos do xisto. Foram avaliadas amostras provenientes de dois tratamentos do
solo executados em dois anos consecutivos utilizando finos de xisto, calcario de xisto
e ou calcério calcitico. O critério para avaliacdo foi o conteddo de alguns metais
controlados pelo Ministério da Agricultura, ANVISA e Organizacao Internacional da
Vinha e do Vinho (Ol1V), e o teor de aminas biogénicas relacionadas a efeitos toxicos.
Para efetuar a quantificacdo dos metais, foram investigados métodos de pré-
tratamento de amostra para a determinacdo de espécies metélicas por ICP-OES.
Também foi necesséario adaptar o método derivatizacdo e determinacdo de aminas
biogénicas por cromatografia em fase liquida. Os resultados mostraram que nao
existem diferencas significativas entre as amostras testemunha e as amostras
provenientes dos diferentes tratamentos do solo. Os vinhos apresentaram teores de
metais e aminas biogénicas abaixo dos limites maximos definidos pela legislacdo e ou
compativeis com os reportados pela literatura. De maneira geral, sugere-se que 0 Uso
dos subprodutos do xisto no solo onde foram cultivadas as uvas nao afetou os vinhos
produzidos segundo os critérios estudados, indicando que as matrizes fertilizantes
agui estudadas podem ser utilizadas na cultura da videira.

Palavras-chave: xisto, vinhos, metais, aminas biogénicas



ABSTRACT

The potential use of oil shale byproducts in agriculture has calling attention of some
Brazilian institutes of research, as Embrapa Clima Temperado, which develops the
project “Xisto Agricola” in association with Petrobras and other organizations.
Research lines are divided in agronomic efficiency, food security and environmental
security. About food security, it is highlighted the study of wines produced from grapes
cultivated in soils conditioned with oil shale byproducts. Samples from two soil
treatments executed in two consecutive years were evaluated. The treatments utilized
were powdered oil shale, retorted oil shale and/or calcitic limestone in different
concentration. The evaluation criterion was the content of some metals controlled by
Agriculture Ministery, ANVISA and International Organization of Wine and Grapes
(OIV), and the biogenic amines related to toxicological effects content. For the metal
quantification, sample pretreatment methods to ICP-OES analysis were tested. It was
also necessary to adapt the derivatization and quantification method to liquid
chromatography analysis. Results showed no significant differences among samples.
Wines presented metals and biogenic amines levels below the maximum defined by
law, and, or, according to literature. In general, according to the studied criterions, it
can be suggest that the use of oil shale byproducts in soils cultivated with grapes didn’t
affect the wines produced on them, indicating that byproducts utilized in this study can
be used in viticulture with safety.

Keywords: oil shale, wines, metals, biogenic amines
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1 INTRODUCAO

O xisto (folhelho pirobetuminoso) é uma rocha sedimentar da qual se extrai
Oleos combustiveis, nafta, gas e enxofre num processo chamado de retortagem. Dele
sédo gerados subprodutos como 4gua de xisto e xisto retortado, além de fracdes da
rocha que ndo passam pelo processamento, como finos de xisto e calcario de xisto
(PETROBRAS, 2011). O potencial de uso desses subprodutos na agricultura se da
devido a sua composicao, rica em matéria organica e elementos quimicos (PEREIRA
et al., 2009b), fato que tem despertado o interesse de alguns 6rgaos brasileiros de
pesquisa, que juntos desenvolvem o Projeto Xisto Agricola. Um dos objetivos desse
projeto € avaliar a seguranca dos alimentos produzidos nos solos condicionados com
esses subprodutos, por meio da quantificacdo de espécies metalicas e organicas
potencialmente nocivas para a salude humana.

A videira € uma das culturas estudadas, dado que a vitivinicultura € uma
atividade importante para a sustentabilidade da pequena propriedade no Brasil. Além
disso, ha uma tendéncia mundial de reducdo de consumo de vinhos em termos
guantitativos e um aumento pelo consumo de vinhos finos (MELLO, 2010b),
reforcando a necessidade de se produzir vinhos nacionais de melhor qualidade
(ROSA, CONSENZA e LEAO. 2006).

Um dos critérios para a seguranca dos alimentos em vinhos € o seu contetdo
de elementos quimicos, sobretudo aqueles cujas concentracdes maximas sao
definidas pela legislagdo (BRASIL, 1965; BRASIL, 2010, OIV, 2012). O teor dessas
espécies deve ser controlado ja que alguns elementos causam preocupacao devido a
sua toxicidade para os seres vivos (PERALTA-VIDEA, 2009). Além disso, até mesmo
elementos considerados micronutrientes podem ocasionar danos a saude se
consumidos em quantidades elevadas (STAFILOV e KARADJOVA, 2009).

Nos vinhos, o principal fator que determina o contetdo de metais € 0 solo no
qgual a videira é cultivada, sejam esses elementos de origem natural ou antropogénica
(ALVAREZ et al., 2007; ANGELOVA, IRANOV e BRAIKOV, 1999; FLAMINI, 2008;
MACKENZIE e CHRISTY, 2005; RODRIGUES et al., 2011).

Para a determinacdo desses elementos, a Espectrometria de Emissdo Otica
por Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES) oferece o melhor desempenho por

permitir determinages multi-elementares (FLAMINI, 2008).
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Outras espécies relacionadas a seguranca dos vinhos para consumo sao as
aminas biogénicas. Elas sdo os compostos nitrogenados mais simples presentes no
vinho, definidas como moléculas de baixa massa molar associadas ao grupo amino
(JACKSON, 2008). Sédo sintetizadas principalmente pela descarboxilacdo de
aminoacidos pelos metabolismos microbiano, vegetal e animal (LONVAUD-FUNEL,
2001; SILLA SANTOS, 1996), em condicbes adequadas e que contenham
aminoacidos livres, micro-organismos descarboxilase-positivos (SILLA SANTOS,
1996). O controle do teor dessas espécies no vinho € necessario por elas serem
substancias fisiologicamente ativas, que em niveis altos, podem induzir dores de
cabeca, hipertensao e rea¢fes alérgicas em individuos sensiveis (LONVAUD-FUNEL;
2001; JACKSON, 2008; SILLA SANTOS, 1996). Nao ha legislacdo no Brasil que
determine o limite maximo de aminas biogénicas em vinhos, mas em alguns paises
da Uni&o Europeia é definido um limite maximo para a histamina.

Dentre as condi¢des que favorecem a producao desses compostos nas uvas,
destacam-se as condi¢des climaticas, o tipo do solo, a sua composicao e fertilizacdo
(DEL PRETE et al., 2009; MARQUES, LEITAO e SAN ROMAO, 2008). Para a
determinacao das aminas nos vinhos, a cromatografia em fase liquida € a técnica mais
utilizada (PEREIRA et al.,, 2008). No entanto, por ndo possuirem um cromoéforo
especifico, essas espécies precisam ser derivatizadas para diminuir os limites de
deteccdo e evitar interferéncias da matriz (ANLI et al., 2004; GOMEZ-ALONSO, S.;
HERMOSIN-GUTIERREZ, |.; GARCIA-ROMERO, E., 2007; FLAMINI, 2008).

Para a correlacdo das variaveis estudadas, uma das ferramentas mais
utilizadas é a quimiometria, cujo proposito € tratar os dados obtidos de maneira
multivariada. As duas formas de reconhecimento de padrdes ndo supervisionados
mais conhecidas sdo as analises de agrupamento hierarquico (HCA) e a analise de
componentes principais (PCA). A PCA e a HCA sao metodologias exploratérias que
visam evidenciar similaridades ou diferencas entre amostras em um determinado
conjunto de dados. Assim, estabelecer correlacdes entre o tipo de fertilizacdo e
acumulo de metais e producédo de aminas biogénicas é decisivo para definir qual (ou

quais) dos tratamentos empregados no solo é mais adequado para o cultivo da videira.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 XISTO COMO INSUMO AGRICOLA

O xisto (folhelho pirobetuminoso) é uma rocha sedimentar formada pelo
acumulo de algas cianoficeas dentre outros componentes, ha 250 milhdes de anos,
da qual se extrai 6leos combustiveis, nafta, gas e enxofre. A maior reserva mundial
encontra-se nos Estados Unidos, seguido pelo Brasil, que possui a Formacao lrati, a
qual abrange os estados de Sao Paulo, Parang, Santa Catarina, Rio Grande do Sul,

Mato Grosso do Sul e Goias.

FIGURA 1 — FOLHELHO PIROBETUMINOSO
FONTE: Petrobras (2013)

A Petrobras, por intermédio de sua Unidade de Negdcio da Industrializacdo do Xisto
(SIX) situada em S&o Mateus do Sul, processa diariamente 7.800 toneladas de xisto
(PETROBRAS, 2011), o que gera 300 m® de subproduto liquido (dgua de xisto) e
6.600 toneladas de subproduto sélido (xisto retortado). Além disso, o0 processo de
mineracdo envolve a extracdo de outros materiais, como finos de xisto (1.300
toneladas), calxisto (7.700 toneladas) e calcéario de xisto (300 toneladas) (SHEER et
al., 2009a). O calcario de xisto (CX) constitui-se de rochas carbonaticas consideradas
estéreis por ndo apresentarem teor de Oleo adequado ao processamento, mas
suficientes para sua utilizacdo como corretor da acidez do solo. Ja os finos de xisto
(FX) sao fragmentos da rocha de xisto que n&do podem ser aproveitados devido a sua

pequena granulometria, a qual ndo se enquadra nas necessidades do processo de
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retortagem. Assim, apenas o xisto retortado (XR) e a &gua de xisto (AX) séo residuos
originados diretamente do processo de pirélise da rocha (PETROBRAS, 2011).

= <
Finos de Xisto (FX) Agua de Xisto (AX)
FIGURA 2 — SUBPRODUTOS DA INDUSTRIALIZACAO DO XISTO
FONTE: Petrobras (2013)

O potencial de uso desses materiais na agricultura tem despertado o interesse
de alguns 6rgaos brasileiros de pesquisa, como a Embrapa Clima Temperado, que
desenvolve o Projeto Xisto Agricola em parceria com a Petrobras e outras instituicdes
de pesquisa. As frentes de pesquisa sao divididas em eficiéncia agrondmica,
seguranca dos alimentos e seguranca ambiental (PEREIRA et al. 2009a). Em
conjunto, visam promover o uso do xisto garantindo sustentabilidade ambiental, social
e econOmica, além de representar uma oportunidade para o Brasil reduzir sua
dependéncia de insumos externos, especialmente de fertilizantes (PEREIRA et al.,
2009b).

As plantas absorvem uma grande quantidade de elementos do solo, dentre
eles nutrientes essenciais para o seu ciclo de vida, como nitrogénio, fésforo, potassio,
calcio, magnésio e enxofre (LUCHESE, FAVERO e LENZI, 2001), além de elementos
de transicdo como ferro, manganés, molibdénio, cobre, zinco e niquel. Outros
elementos como prata, ouro, cobalto e aluminio sdo considerados ndo essenciais para
as plantas, embora estimulem o crescimento vegetal. Também sdo absorvidos
elementos sem funcéo bioldgica conhecida que se apresentam tdéxicos mesmo em
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baixas concentra¢des, como o arsénio, cAdmio, cromo, mercurio e chumbo. Uma vez
gue as plantas constituem a base da cadeia alimentar, estes elementos podem ser
ingeridos causando graves problemas de saltde ao organismo humano. E valido
ressaltar que até mesmo micronutrientes podem ser considerados toxicos em altos
teores (PERALTA-VIDEA et al., 2009).

A TABELA 1 apresenta a composi¢ao inorganica aproximada das matrizes de

finos de xisto e calcario de xisto:

TABELA 1 - COMPOSIGAO INORGANICA APROXIMADA DAS MATRIZES DE FINOS DE
XISTO (FX) E CALCARIO DE XISTO (CX):

FAIXA DE ELEMENTO
CONCENTRACAO
(mg kg ) FX CX
0-100 Ag, As, Cd, CI, Co, Cr, Cu, Hg, Ag, As, Cd, Cl, Co, Cr, Cu, Hg,
Li, Mo, Ni, Pb, Se, Sn, V, Zn Li, Mo, Ni, Pb, Se, Sn, V, Zn
100 - 1000 B, Ba, Mn B, Ba, P
1000 - 10.000 Ca, Mg, P, Ti Mn, Na, Ti
>10.000 Al Fe, K, Na, S Al, Ca, Fe, K, Mg, S

Fonte: PEREIRA et al. (2009b)

A composicdo das duas matrizes é rica em diversos elementos quimicos,
sendo diferenciada principalmente pelos teores de Ca e Mg, superiores no calcério de
xisto, 0 que justifica 0 seu potencial de corre¢cdo do pH do solo (PEREIRA et al.,
2009b). No entanto, a presenca de elementos quimicos bioacumulativos e de
compostos organicos como fendis, hidrocarbonetos arométicos e hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAS), torna necessaria a avaliagdo das plantas e dos
alimentos obtidos a partir delas para que ndo oferecam risco para a saude humana e
animal.

Dentre os trabalhos realizados para avaliar a seguranca de alimentos em
culturas que receberam a adi¢do de xisto retortado, Pereira e Vitti (2004) analisaram
os tecidos vegetais do tomateiro e chegaram a concluséo de que ha pouca influéncia
do xisto na absorcdo de espécies metalicas pela planta. Nas cultivares de batata Agata
e Baronesa, a aplicagcéo de matrizes de FX, CX e XR néo afetou as concentracdes de
elementos-traco como Hg, As, Cd, Cr, Ni, Pb nos tubérculos, influindo apenas no teor
de Se que é um elemento essencial para a saide humana (SHEER et al., 2009a). Ao
utilizar agua de xisto como fertilizante foliar nas culturas da alface, milho e morango,

Sheer et al. (2009b) obtiveram o0 mesmo resultado favoravel ao seu uso na agricultura.
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Por outro lado, dos Anjos e Reissmann (1996) verificaram que, embora a aplicacao
de finos de xisto na aveia preta tenha proporcionado maior crescimento vegetal, os
teores de Cd e Cr encontrados na sua massa foliar seca excedem os teores
encontrados em gramineas de outras regides e os teores de Cr atingiram niveis
considerados toxicos as plantas.

Neste sentido, projetos estdo em andamento para avaliar a absorcéo de
nutrientes e elementos-traco nas espécies estudadas, a fim de garantir ao consumidor
a oferta de um produto que nédo ofereca riscos a saude e ao meio ambiente. Dentre
tais projetos, especial destaque vem sendo dado aos “Vinhos de Xisto”, produtos da
vinificagdo das uvas produzidas em solos que receberam tratamentos com
subprodutos do xisto.

Uma vez que esses subprodutos contém matéria organica e diversos
elementos quimicos, a lixiviacdo e posterior absorcdo dessas espécies pela planta
pode interferir no seu desenvolvimento e nas caracteristicas do fruto produzido, bem
como no produto final (nesse caso, o vinho). Assim, existe a necessidade de que
estudos sejam conduzidos para avaliar alguns parametros de seguranca dos

alimentos nesse produto.

2.2 VITIVINICULTURA NO BRASIL

A vitivinicultura € uma atividade importante para a sustentabilidade da
pequena propriedade no Brasil. Nos ultimos anos, tem promovido a geracdo de
emprego também em grandes empreendimentos, que produzem uvas de mesa e uvas
para processamento. Em 2010, apenas 43,07 % da uva produzida no Brasil foi
destinada ao processamento para elaboracédo de vinhos, suco de uva e derivados,
sendo o restante destinado ao mercado de uva in natura (MELLO, 2010a). No Brasil,
o consumo de vinhos (cerca de 1,6 litro per capita por ano) é considerado baixo se
comparado com os paises do Mercosul e menor ainda se comparados com 0s paises
tradicionais produtores de vinhos (ROSA, COSENZA e LEAO, 2006). Atualmente, ha
uma tendéncia mundial de reducdo de consumo de vinhos em termos quantitativos e
um aumento pelo consumo de vinhos finos (MELLO, 2010b). Isso reforca a
necessidade de se produzir vinhos nacionais de melhor qualidade que consigam
competir de maneira mais homogénea com os vinhos importados (ROSA, COSENZA
e LEAO, 2006).
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2.3 O VINHO

De acordo com a legislacdo brasileira, o vinho € a bebida obtida da
fermentacao alcoodlica do mosto simples da uva s4, fresca e madura (BRASIL, 1988).
Os vinhos elaborados com variedades de uvas americanas sao denominados de mesa
(ou comuns), e somente poderao ser denominados vinhos finos aqueles elaborados
com uvas das variedades Vitis Vinifera. Quanto a cor, os vinhos sao classificados
como tintos, rosados ou brancos (BRASIL, 2004). Por ser resultante da fermentacéo
natural da uva, o vinho tem a sua qualidade influenciada diretamente pelo solo, clima,

matéria-prima (uva) e pela tecnologia do processo de vinificacdo (AMARANTE, 1986).

2.3.1 Solos e Clima

Em geral, a variedade, o clima e o solo esto ligados entre si. E complexa
a influéncia do solo sobre a qualidade da uva (CATALUNA, 1984). O tipo de solo mais
recomendado a videira deve ser profundo, solto, pedregoso, com um pouco de areia
e calcério, e um acidez com pH situado entre 6 e 6,5 (AMARANTE, 1986). Os terrenos
alcalinos sdo os mais convenientes para se obter uvas ricas em aculcares, e 0S
terrenos argilosos, pelo ferro que possuem, produzem uvas ricas em matéria corante.
Os terrenos vulcanicos séao bons para o cultivo da vinha, pela sua riqueza em fésforo
e potassio (CATALUNA, 1984). Geralmente os solos arenosos necessitam de mais
adubacado organica que os argilosos, porém sao drenados com maior facilidade
(AMARANTE, 1986).

As condi¢des climaticas também influem muito na qualidade do vinho. Locais
pouco ensolarados produzem vinhos acidos, ao passo que o sol forte faz com que as
uvas concentrem mais acucar e produzam vinhos de maior teor alcodlico e menor
acidez. Em anos chuvosos as uvas colhidas terdo menos acucares e mais acidos,
necessitando da adicdo de sacarose para atingirem o grau alcodlico minimo a
conservacdo do vinho. Um ano frio produzird vinhos de baixa graduacéo alcodlica
(AMARANTE, 1986).
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2.3.2 Uvas

A videira pertence ao género Vitis, que compreende cerca de quarenta
espécies (CATALUNA, 1984), divididas em trés grupos:

a) Européia ou Vitis vinifera: sdo oriundas da bacia do Mediterraneo e sao
intensamente cultivadas nos paises da Europa. Essas videiras produzem uvas de
casca fina e alta qualidade, razao pela qual sao utilizadas na producéao de vinhos finos.
b) Americanas: tém origem na América do Norte e América Central, e sdo mais
resistentes que as viniferas, além de produzirem maior quantidade de uvas. S&o de
qualidade inferior, para serem consumidas in natura ou na producdo de geleias e
sucos.

c) Hibridas: resultam do cruzamento das europeias com as americanas, no intuito de

combater a filoxera, uma praga que costuma devastar vinhedos (PACHECO, 2000).

Foram identificadas até o momento cerca de 5.000 variedades de Vitis
vinifera, sendo que apenas 50 sdo utilizadas na elaboracdo de vinhos de alta
qualidade (AMARANTE, 1986).

FIGURA 3 — EXEMPLOS DE VARIEDADES DE UVAS EUROPEIAS, COMO A
CABERNET SAUVIGNON (A DIREITA) E DE UVAS AMERICANAS, COMO A
BORDO (A ESQUERDA)
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2.3.3 Propriedades nutracéuticas

O vinho possui uma composi¢cdo bastante complexa, pois além de etanol,
acucares e acidos organicos, o vinho contém taninos, substancias corantes,
aromaticas e microelementos (STAFILOV e KARADJOVA, 2009). Estes constituintes
e seus metabolitos atuam sinergicamente no organismo humano, motivo pelo qual o
consumo moderado e regular de vinho tem sido associado a beneficios para a saude.
Embora efeitos terapéuticos tenham sido observados com o consumo da uva e do
suco de uva, alguns pesquisadores acreditam que no vinho esses efeitos s&o
potencializados pelos &lcoois e/ou pela biodisponibilidade dos polifendis, que aumenta
apos o processo de fermentacédo. Estudos também indicam que o vinho tinto € mais
benéfico do que o vinho branco, uma vez que no primeiro o mosto é fermentado na
presenca das cascas, as quais contém grande quantidade de polifenéis (GUILFORD
e PEZZUTO, 2011).

2.4 ELEMENTOS QUIMICOS EM VINHOS

A fragdo mineral total de um vinho raramente excede 5000 mg L%, e
geralmente esta entre 2000 e 3000 mg L. Cerca de 97 % do contetdo mineral é
composto por 8 macro-elementos em concentracdes superiores a 10 mg L (K, Mg,
Ca, Na, C, P, S, CI). Os 3 % que restam sdo representados por micro-elementos e
elementos-traco em concentracéo entre 0,01 mg Lt e 10 mg L, incluindo Si, Mn B,
Rb, Zn, Sr, Fe, Cu, Al, F e | em concentracdes mais altas, e Sn, V, Ti, As, Ba, Pb, Br,
Cr, Li, Ni, Co, Mo e Ag em concentracées mais baixas. O vinho também contém
elementos radioativos e do grupo das terras raras em nivel ultra-traco, com
concentragdes inferiores a 10 ug Lt (FLAMINI, 2008).

Os principais fatores que determinam o contetdo de metais em vinhos séo a
contribuicdo do solo onde o vinhedo esta localizado e a capacidade das uvas de
absorver minerais. Outras fontes estdo relacionadas ao processo de vinificagdo e com
0s equipamentos nele utilizados (STAFILOV e KARADJOVA, 2009). Varios autores
concordam que a principal fonte de elementos tragos nas uvas é o solo bem como a
fertilizac&o utilizada (ALVAREZ et al., 2007; ANGELOVA, IRANOV E BRAIKOV, 1999;
FLAMINI, 2008; MACKENZIE e CHRISTY, 2005; RODRIGUES et al., 2011). Segundo

Fiket, Mikac e Kniewald (2011), a aplicacdo de pesticidas, fungicidas e fertilizantes
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contendo As, Cd, Cu, Mn, Pb e Zn leva ao aumento da quantidade desses elementos
no solo, na uva e no vinho. Além disso, a composi¢cao multi-elementar do vinho esté
relacionada fortemente com a solubilidade destas espécies no solo No entanto, a
composicéo de elementos traco no vinho costuma ser diferente da uva. E comprovado
que durante a fermentacéo e clarificacdo a concentragcdo de véarios elementos como
Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, V e Zn diminui (VRCEK et al., 2011). Por outro lado, o
uso de bentonita como agente precipitante aumenta significativamente a concentracao
de Al, Ba, Be, Ca, Co, Cr, Cs, Cu,Fe, Ga, Li, Mg, Mn, Pb, Rb, Sb, Sr, Tl, U, Ve Zn no
vinho (FLAMINI, 2008).

O consumo regular e moderado de vinho contribui com as necessidades
diarias de ingestédo de elementos essenciais como K, Ca, Mg, Cr, Co, Fe, F, |, Cu, Mn,
Mo, Ni, Se, Zn (LARA et al., 2005). Minoia et al. (1994) concluiu que a bebida contribui
com um aumento de 10 % da ingestao de B, Ba, Co, Mn, Ni, Rb, Sb, Ti e V. Por outro
lado, 0 mesmo estudo demonstrou que o teor de Pb no sangue de consumidores de
vinho é consideravelmente maior se comparado ao de individuos abstémios.

O chumbo e o mercurio sdo toxinas cujos efeitos negativos no sistema
nervoso central sdo reportados detalhadamente na literatura. Outros elementos
também causam preocupacao devido a sua toxicidade para os seres vivos. Dentre
eles se destacam o arsénio, conhecido por causar cancer de bexiga, pulméao e pele;
o cadmio, que pode atacar os rins, figado e ossos, além de afetar o sistema reprodutor
feminino (PERALTA-VIDEA, 2009). Ja a toxicidade do cromo esta relacionada ao seu
estado de oxidacdo. Enquanto os compostos contendo Cr VI estdo associados ao
aumento da incidéncia de cancer de pulmao, o Cr Il € um nutriente essencial tdéxico
apenas em altas doses (ATSDR, 2008). Isso reforca que até mesmo o consumo de
micronutrientes em quantidades elevadas pode ocasionar danos a saude do individuo
(STAFILOV e KARADJOVA, 2009).

O Ministério da Pecuaria, Abastecimento e Agricultura (MAPA) e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelecem limites maximos toleraveis
(LMT) para contaminantes inorganicos em alimentos. Alguns teores sdo especificos
para o vinho e/ou bebidas fermentadas, enquanto outros se aplicam a alimentos em
geral. Ja os teores estipulados pela Organizacao Internacional da Vinha e do Vinho

(OIV) séo especificos para o vinho.



25

TABELA 2 - LIMITES MAXIMOS TOLERAVEIS PARA CONTAMINANTES INORGANICOS EM
ALIMENTOS SEGUNDO MAPA, ANVISA E OIV

ELEMENTO | LMTMAPA(mgL?) [ LMTANVISA(mgL?) | OIV (mg L)
As 0,20 0,20 0,2
Cu 1 5,00 1
Sn 250 250,00 -
Pb 0,30 0,50 0,15
Fe 15 - -
Zn 5 5,00 5
Cd - 0,50 0,01
Sh - 0,20 -
Cr - 0,10 -
Hg - 0,01 -
Ni - 0,10 -
Se - 0,05 -
Ag - - <0,1

FONTE: BRASIL, 1965; BRASIL, 2010; OIV, 2012

Nota-se que, embora a legislacdo da ANVISA contemple maior nimero de
elementos, todas apresentam boa concordancia em relacéo aos valores estipulados
para a concentracdo dos elementos. A OIV, como organizagao intergovernamental de
carater técnico e cientifico na area de uvas, vinhos e derivados, propfe limites
MAaximos para varias substancias organicas e inorganicas presentes no vinho que sao

observadas em muitos trabalhos presentes na literatura.

2.5 DETERMINACAO DE ELEMENTOS QUIMICOS EM VINHOS

O vinho € uma matriz complexa compreendendo agua, alcool, aclcares e
outros compostos organicos e inorganicos (RODRIGUES, 2011; POHL, 2007). E
possivel analisad-lo sem nenhum pré-tratamento, mas nesse caso, é necessario utilizar
solu¢cBes-padrao que contenham etanol ou o método de adicdo de padrado, a fim de
evitar interferéncias quimicas e fisicas. Muitos elementos podem ser quantificados
apenas diluindo-se o vinho, sendo recomendado adicionar HNOs para evitar a
proliferacdo microbiana e diminuir as ligacGe entre espécies metalicas e compostos
organicos (POHL, 2007).

Geralmente é preferivel destruir a matéria organica presente na amostra para
evitar efeitos de matriz na etapa de quantificacdo dos elementos quimicos. A
mineralizacdo com agentes oxidantes é bastante utilizada, mas alguns autores
relatam que é possivel preparar a amostra apenas efetuando evaporac¢ao do alcool

(MORENO et al., 2008). De qualquer maneira, a escolha do método de pre-tratamento
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deve levar em consideracdo os analitos de interesse, as caracteristicas da matriz e o
tempo necessario para realiza-lo (LARA et al., 2005).

O conteudo de alguns metais em vinhos tem sido determinado por varias
técnicas por outros autores, dentre elas, espectrometria de absorcdo atébmica por
chama (FAAS) (ORTEGA, GONZALEZ-SANJOSE e BELTRAN, 1999.;: ONIANWA et
al., 1999), espectrometria de absor¢éo atdmica eletrotérmica (ETAAS) (KARADJOVA,
IZGl e GUCER, 2002; FRESCHI et al., 2001), espectroscopia de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) (DEAN, EBDON e MASSEY, 1990;. RODUSHKIN,
ODMAN e APPELBLAD, 1999; MARENGO e ACETO, 2003) e espectrometria de
emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (WUILLOUD et al.,
2001a, b; ACETO et al., 2002).

Para a determinacdo desses elementos, a Espectrometria de Emissdo Otica
por Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES) oferece o melhor desempenho por
permitir determinacdes multi-elementares. Segundo Flamini (2008), a técnica propicia
uma boa faixa de trabalho, é compativel com o uso de solventes organicos e é
adequada para propositos gerais de quantificacdo. No entanto, o autor cita como
desvantagem o custo do instrumento, o volume de amostra necessario para a anélise
e problemas relacionados a interferéncias espectrais e sensibilidade. Porém, esses
fatores foram comparados as técnicas de absorcdo atdmica com atomizacao
eletrotérmica e espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado, que
também possuem seus fatores limitantes.

Estudos envolvendo a determinacéo de varios elementos em vinho por ICP-
OES tém proporcionado resultados satisfatorios. No trabalho de Eschnauer et al.
(1989), 25 elementos traco foram quantificados numa faixa de 0,001 mg L't a 0,1 mg
L1, dentre eles Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, V, Zn. Gonzéalvez et al. (2009)
quantificou 38 elementos em vinhos em concentra¢cées da ordem de mg L utilizando
o ICP-OES. Assim, considerando os limites maximos de contaminantes inorganicos
no vinho propostos pelas legislagbes especificas, o uso do ICP-OES é, a principio,

adequado para essa determinacéo.

2.6 AMINAS BIOGENICAS EM VINHOS

Os compostos nitrogenados mais simples presentes no vinho séo as aminas,

moléculas de baixa massa molar associadas ao grupo amino (JACKSON, 2008) e
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sintetizadas principalmente pela descarboxilagdo de aminoacidos pelos metabolismos
microbiano, vegetal e animal (LONVAUD-FUNEL, 2001; SILLA SANTOS, 1996).

Lisina O Cadaverina
HQN\/\/YU\OH —> HN~_~_"~_-NH; + CO,
NH,
Ornitina O
Putrescina
H,N OH —> HoN<_~_"~NH, + CO,
NH,

FIGURA 4 — REACAO DE DESCARBOXILACAO DA LISINA GERANDO
CADAVERINA (ACIMA) E DA ORNITINA GERANDO PUTRESCINA
(ABAIXO).

FONTE: Quimica Nova Interativa (2013)

Dentre os pré-requisitos para que as aminas biogénicas sejam produzidas,
estdo a disponibilidade de aminoéacidos livres, presenca de micro-organismos
descarboxilase-positivos e condicdes no meio para que estes se desenvolvam (SILLA
SANTOS, 1996).

Dentre as condi¢des favorecem a producdo desses compostos nas uvas,
destacam-se as condi¢des climaticas, o tipo do solo, a sua composicao e fertilizacdo
(GARCIA-MARINO, 2009; MARQUES, LEITAO e SAN ROMAO, 2008). No estudo de
Bertrand, Ingargiola e Delas (1991), uma alta dose de fertilizantes nitrogenados
favoreceu a producdo de aminas biogénicas. No entanto, muitos fertilizantes e
condicionadores do solo contém diversos elementos quimicos que podem interferir no
desenvolvimento da planta. Uma deficiéncia de nutrientes, como por exemplo, o
potassio, pode favorecer a producdo de aminas nas uvas (JACKSON, 2008;
MARQUES, LEITAO e SAN ROMAO, 2008). Além disso, os elementos quimicos
presentes no solo também podem ser absorvidos pela videira, translocados para as
uvas e estarem presentes no processo de vinificagdo (ANGELOVA, IRANOV E
BRAIKQOV, 1999; JUANG et al., 2012; KMENT et al., 2005; MACKENZIE e CHRISTY,
2005). Esses metais podem interferir no metabolismo dos micro-organismos
descarboxilase-positivos, como as bactérias lacticas (BOYAVAL, 1989; SCHUT et al.
2011), consideradas as principais produtoras de aminas biogénicas (OIV, 2013a).

Dessa maneira, é possivel que o conteido de metais no mosto possa favorecer ou
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diminuir a producao das aminas biogénicas. No entanto, a literatura carece de estudos
correlacionando esses dois fatores.

Nos vinhos, muitas aminas sao provenientes da matéria-prima ou de
processos fermentativos (GARCIA-MARINO et al. 2010; HERBERT et al., 2005).
Poliaminas como putrescina e cadaverina estdo presentes principalmente como
resultado de contaminacdo por bactérias (JACKSON, 2008) associadas a falta de
higiene no processo de vinificagcdo ou a ma condicéo sanitaria das uvas (DEL PRETE
et al., 2009; MARQUES et al., 2008; ZHIJUN et al., 2007).

Aminas biogénicas sao substancias fisiologicamente ativas que ocorrem no
vinho em concentragdes da ordem de alguns mg L1. Em niveis significantemente mais
altos, essas aminas, sobretudo a histamina, podem induzir dores de cabeca,
hipertenséo e reacdes alérgicas em individuos sensiveis (LONVAUD-FUNEL,; 2001;
JACKSON, 2008; SILLA SANTOS, 1996). Os seus efeitos sdo potencializados pela
presenca de etanol, acetaldeido (JACKSON, 2008), e de outras aminas como a
putrescina e cadaverina que interferem no metabolismo de desintoxicacdo de outras
aminas (GARCIA-MARINO, TRIGUEROS e ESCRIBANO-BAILON, 2010;
HERNANDEZ-ORTE, 2008; SILLA-SANTOS, 1996). Além disso, algumas aminas
podem ser precursoras de compostos carcinogénicos (BAUZA, KELLY e BLAISE,
2007; SILLA-SANTOS, 1996; SOUFLEROS et al., 2007).

NH,
" . NH>
2 =
(a) - ) N
u HO (b N
©/\/NH2 HoNCHo(CH2)3CHoNH» €
(c)

NHz=CH,CHoCHoCHo-NH, (1

FIGURA 5 - ESTRUTURAS QUIMICAS DA HISTAMINA (A), TIRAMINA (B),
FENILETILAMINA (C), TRIPTAMINA (D), CADAVERINA (E), PUTRESCINA

(F)

Para fins de controle de qualidade e seguranca de alimentos, ndo ha
legislacédo no Brasil que determine o limite méximo de aminas biogénicas em vinhos.
Em outros paises, é definido um limite maximo apenas para a histamina conforme
mostra a TABELA 3:



TABELA 3 - LIMITE MAXIMO DE HISTAMINA EM
VINHO EM PAISES EUROPEUS

PAIS LIMITE MAXIMO DE HISTAMINA
NO VINHO (mg L)
Alemanha 2
Holanda 3
Finlandia 5
Bélgica 5-6
Franca 8
Suica 10
Adustria 10
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FONTE: MARQUES (2008)

Além disso, Marques et al. (2008) consideram que a concentragdo maxima de

aminas segura para consumo é de 10 mg L.

2.7 DETERMINACAO DE AMINAS BIOGENICAS EM VINHOS

A determinacdo de aminas biogénicas visa atender a demanda dos
consumidores por produtos melhores e mais saudaveis, haja vista a sua nocividade
(LONVAUD-FUNEL, 2001; SILLA-SANTOS, 1996). Embora seja possivel determinar
aminas biogénicas por cromatografia a gas (CG) e eletroforese capilar, a
cromatografia em fase liquida é a técnica mais utilizada (PEREIRA et al., 2008).

Como as aminas ndo possuem um cromoforo especifico precisam ser
derivatizadas para diminuir os limites de deteccdo e evitar interferéncias da matriz
(ANLI et al., 2004; GOMEZ-ALONSO, HERMOSIN-GUTIERREZ e GARCIA-
ROMERO, 2007; FLAMINI, 2008). Os reagentes podem acrescentar tanto croméforos
quanto fluoréforos as aminas (BUSTO et al., 1997; PEREIRA et al., 2008;
SOUFLEROS et al., 2003). Uma lista detalhada de todos os derivatizantes e suas
aplicabilidades é descrita no artigo de Hernandez-Cassou e Saurina (2011).

Um deles é o dietiletoximetilenomalonato (DEEMM), cujos derivados sao
estaveis, facilmente obtidos e detectaveis na regido do ultravioleta. Nao € necessario
preparo prévio da amostra e pode ser atingido o limite de deteccdo de 0,07 mg L+
para aminas biogénicas (HERMOSIN, CHICON e CABEZUDO, 2003). A metodologia
desenvolvida por Gomez-Alonso, Hermosin-Gutiérrez e Garcia-Romero (2007) tem
como vantagem determinar simultaneamente aminoacidos, aminas biogénicas e
amonio em cervejas e vinhos. Ela é baseada em um método inicialmente utilizado

para proteinas hidrolisadas e outras amostras bioldgicas, posteriormente aplicado a
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aminoécidos livres em alimentos, mas nunca utilizado para determinar aminas
biogénicas. Consiste na separacdo cromatogréfica por cromatografia em fase liquida
em coluna de fase reversa e deteccao UV-vis das aminoenonas formadas pela reacao
entre aminoacidos, aminas biogénicas e amonio com o reagente derivatizante, como

esquematizado na FIGURA 6.

a
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FIGURA 6 - ESTRUTURA DAS AMINOENONAS. (A) REACAO DE
DERIVATIZACAO; (B) PRODUTO DA DERIVATIZACAO DE AMINOACIDO
PRIMARIO; (C) PRODUTO DA DERIVATIZACAO DE AMINOACIDO
SECUNDARIO

O método descrito acima ja foi adaptado por Bach et al. (2012) para a
determinacao exclusivamente de aminas biogénicas. No entanto, mesmo com menos
analitos, o tempo de corrida total € de 52 minutos, o que inviabiliza a analise de um
grande numero de amostras. Dessa maneira, existe a oportunidade de variar as
condicbes do sistema buscando a reducdo do tempo de separacdo e O
desenvolvimento de um novo método para determinar de aminas biogénicas em

vinhos.

2.8 QUIMIOMETRIA

Atualmente, modernos instrumentos de analise permitem produzir grandes
quantidades de informacdes para um grande numero de amostras que podem ser
analisados em tempo relativamente curto. Isto leva a disponibilidade de matrizes de

dados multivariadas que requerem o0 uso de procedimentos matematicos e
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estatisticos, a fim de extrair eficientemente o méaximo de informagbes Uteis
(BURRUETA, ALONSO-SALCES e HEBERGER, 2007).

Os métodos de reconhecimento de padrbes ou de classificacao séo utilizados
para agrupar amostras em categorias segundo as suas similaridades (TODESCHINI
et al., 2007). As duas técnicas de reconhecimento de padrbes ndo supervisionados
mais conhecidas séo as andlises de agrupamento hierarquico (HCA) e a andlise de
componentes principais (PCA). A PCA e a HCA sédo metodologias exploratérias que
visam evidenciar similaridades ou diferencas entre amostras em um determinado
conjunto de dados. As informacOes obtidas a partir de PCA sdao muitas vezes
complementadas com informacdes de outros métodos. Um exemplo séo os grupos de
vinhos semelhantes que podem ser avaliados por analise de agrupamento (CA) e
classificados em categorias pré-estabelecidas através dos métodos de anélise
discriminante linear (LDA) e Modelagem Independente e Flexivel por Analogia de
Classe (SIMCA) (MARTENS e NAES, 1996).

Recentemente, a caracterizacdo de vinhos por analise multivariada tem sido
utilizada em enologia com propésitos variados. A analise de componentes principais
(PCA) e andlise discriminante (DA) tem sido aplicadas a antocianinas, flavonoides e
parametros de cor visando diferenciar as regides de producéo. A analise de variaveis
candnicas também tem sido aplicada com a mesma finalidade (SOUFLEROS et al.,
2003). Segundo a literatura, esta autenticacao e diferenciacéo de vinhos com variadas
origens geograficas pode ser realizada com a utlizacdo de ferramentas
quimiométricas (CAPRON, SMEYERS-VERBEKE e MASSART, 2007; GARDE-
CERDAN et al., 2008; KMENT et al., 2005).

Um dos propdsitos da quimiometria € o estabelecimento de correlacdes entre
variaveis, estudo pouco satisfatério do ponto de vista univariado, mas que produz bons
resultados se tratado de maneira multivariada. No agrupamento hierarquico, a
proximidade entre dois objetos define o agrupamento de duas classes. A proximidade
entre dois objetos m e n baseada nos valores de i variaveis pode ser calculada de
diversas maneiras, sendo uma delas pelo Coeficiente de Correlagédo Linear de
Pearson (VICINI, 2005). Granato, Katayama e Castro (2010) demonstrou por
resultados de HCA que o coeficiente de correlacédo entre o conteudo fendlico de um
vinho e o seu potencial antioxidante € significativo, o que indica a influéncia de uma

variavel em outra.
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Assim, estabelecer correlacdes entre o tipo de fertilizagdo e acumulo de
metais e producdo de aminas biogénicas é decisivo para definir qual (ou quais) dos

tratamentos empregados no solo € mais adequado para o cultivo da videira.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar possiveis alterag6es no teor de metais e de aminas biogénicas nos
vinhos produzidos a partir de uvas cultivadas em solos condicionados com matrizes

fertilizantes baseadas em subprodutos do xisto.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer as condicdes experimentais para a determinacdo de aminas
biogénicas em vinhos por cromatografia em fase liquida;

e Determinar o teor das aminas biogénicas cadaverina, histamina, putrescina,
feniletilamina, tiramina e triptamina nos vinhos por cromatografia em fase liquida;

e Determinar a concentracéo dos elementos Cd, Cr, Cu, Fe, Pb e Zn nos vinhos por
ICP-OES;

e Comparar os resultados dos referidos vinhos com os parametros de qualidade
recomendados pelos 6rgaos de fiscalizacao;

e Correlacionar o efeito do condicionamento do solo com as matrizes fertilizantes

com as variaveis citadas acima empregando ferramentas quimiométricas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES

Os padrbes das aminas, o padréo interno e o derivatizante utilizados foram da
marca Sigma-Aldrich, com pureza minima de 98 %, com excecdo da 2-feniletilamina
(> 95 %). Os solventes utilizados como fase movel no cromatégrafo foram de grau
HPLC/UV da marca J. T. Baker. Os demais reagentes empregados no preparo das
solucdes foram de grau analitico. As solugdes foram preparadas utilizando agua de
elevada pureza com resistividade de 18, 2 MQ cm (25 °C), obtida pelo sistema
Millipore Simplicity UV.

O gas de arraste utilizado no ICP-OES consistiu de argbnio com pureza
superior a 99,999% da marca White Martins. As solucdes utilizadas na curva analitica
do ICP-OES foram preparadas a partir da solucéo-padréao ICP-multielementar 1000
mg L* da marca Merck. As diluigcdes foram executadas utilizando-se agua de elevada

pureza e reagentes de grau analitico ou de maior pureza.

4.2 AMOSTRAS

As microvinificagcdes foram executadas conforme metodologia descrita por
Rosier (1993), na Cantina Modelo da EPAGRI — Empresa de Pesquisa Agropecuaria
e Extenséo Rural do Estado de Santa Catarina, no municipio de Videira/SC, a partir
de uvas tintas da variedade Cabernet Sauvignon, cultivadas na area experimental da
mesma, localizada na regido de Campina Bela, no mesmo municipio, sob
responsabilidade técnica da propria empresa (FIGURA 7). Nessa regido, a
classificacéo do solo € nitossolo vermelho distréfico.
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FIGURA 7 - CULTIVAR CABERNET SAUVIGNON NA ESTACAO
EXPERIMENTAL DA EPAGRI/SC
FONTE: EPAGRI/SC (2013)

A adicdo das matrizes fertilizantes foi efetuada apenas uma vez, no dia 2 de
setembro de 2009. As uvas sdo procedentes das safras dos dois anos seguintes, 2010
e 2011, oriundas de dois experimentos em paralelo, o FXCX e o CXCC.

No experimento FXCX, as videiras foram cultivadas em solos onde foram
executados tratamentos com combinacdes de calcéario de xisto (CX) e finos de xisto
(FX) em diferentes doses, com granulometria adequada (BRASIL, 2004). Além disso,

foi utilizada uma parcela testemunha (FXCX T1), conforme mostrado na TABELA 4:

TABELA 4 - TRATAMENTOS DOS SOLOS COM
MATRIZES FERTILIZANTES UTILIZADOS PARA
ELABORACAO DE VINHOS EM PEQUENA ESCALA
(EXPERIMENTO FXCX)

TRATAMENTO | FX (kgha?) | CX (kgha?)

FXCXT1 0 0

FXCX T2 120 120
FXCX TS5 1680 1680
FXCX T6 900 900
FXCX T7 900 900
FXCX T8 900 900

FONTE: EPAGRI/SC (2013)

No experimento CXCC, as videiras foram cultivadas em solos onde foram

executados tratamentos com combinacfes de calcario de xisto (CX) e calcario
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calcitico (CC) em diferentes doses, com granulometria adequada (BRASIL,
2004). Além disso, foi utilizada uma parcela testemunha (CXCC T1), conforme
mostrado na TABELA 5:

TABELA 5 - TRATAMENTOS DOS SOLOS COM
MATRIZES FERTILIZANTES UTILIZADOS PARA
ELABORACAO DE VINHOS EM PEQUENA ESCALA
(EXPERIMENTO CXCC)

TRATAMENTO | CX(kgha?!) | CC (kgha?)
0 0

CXCCT1

CXCC T2 1000 3000
CXCC T4 3000 1000
CXCCT5 4000 0
CXCCT6 0 4000

FONTE: EPAGRI/SC (2013)

Seguem abaixo os dados meteoroldgicos de precipitacao pluviométrica e temperatura
meédia em Videira/SC, durante o periodo de 2010 e 2011 (TABELA 6):

TABELA 6 — DADOS METEOROLOGICOS DE VIDEIRA/SC NOS ANOS DE 2010 e 2011

DADOS METEOROLOGICOS DE VIDEIRA/SC

PRECIPITACAO PLUVIOMETRICA TOTAL MENSAL (mm)

| JAN | FEV | MAR | ABR | MAI | JUN | JUL | AGO | SET | OoUT [ NOV | DEZ

2010 282,2 247,2 268,6 3157 1789 986 1159 704 585 1786 72,6 295,6
2011 198,4 245,3 199,2 139 604 1754 240 2355 189,7 1989 98,8 83,6

TEMPERATURA MEDIA MENSAL (°C)

| JAN | FEV | MAR | ABR | MAI | JUN | JUL | AGO | SET | OUT [ NOV | DEZ

2010 22,7y 229 202 17,2 138 133 134 13,7 168 166 191 20,8
2011 227 226 202 180 141 116 12,7 139 152 181 189 199

FONTE: EPAGRI/SC e CIRAM (2013)

Na FIGURA 8 esté apresentada uma foto do produto final, chamado “Vinhos de Xisto”.
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FIGURA 8 — GARRAFA DE ‘;VINHO DE XISTO”

4.3 DETERMINACAO DE METAIS NOS “VINHOS DE XISTO”

A determinacdo dos elementos de interesse foi realizada em espectrometro
de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), modelo iCAP
6500 Series da marca Thermo Scientific, com configuracao axial, disponivel no DQUI-
UFPR, sob responsabilidade do Grupo de Quimica Ambiental (GQA). As linhas
analiticas utilizadas para cada elemento e as condi¢des instrumentais sdo descritas
na TABELA 7.

TABELA 7 - CONDICOES INSTRUMENTAIS DO ICP-OES PARA A
DETERMINACAO DE METAIS NO VINHO

PARAMETRO
Réadio-frequéncia do gerador 40w
Detector Arranjo de diodos CCD
Tipo de Nebulizador Concéntrico
Poténcia de radiofrequéncia 1150 W
Vazéo do gas auxiliar (L min-1) 1,0
Vazéo do gas de nebulizagédo (L mint) 0,70
Vazédo do gas do plasma (L min') 15

Comprimentos de onda (nm)

Cd (228,8); Cr (283,5); Cu
(324,7); Fe (259,9); Ni
(221,6); Pb (220,3); Zn
(213,8)
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A curva analitica foi preparada utilizando-se sete solugdes multi-elementares
de concentracdes entre 0,001 mg L?* e 1,000 mg Lt em HNOs 2 %. Para a
quantificacdo foi utilizado o método do padrdo interno com adicdo de itrio na
concentragdo final de 0,100 mg L. A média dos sinais da prova em branco foi
descontada dos sinais das amostras.

O material utilizado foi previamente imerso em solucéo de acido nitrico 5 %

durante 24 h, para em seguida serem efetuados dois enxagues com agua Milli-Q.

4.3.1 Definicdo do método de pré-tratamento da amostra

Para a remocdo de compostos organicos da amostra, foram testados trés
métodos de pré-tratamentos:

a) Aguecimento a umido: foram transferidos 25 mL da amostra de vinho para um
béquer e adicionados 15 mL de H202. A mistura foi levada a aquecimento de
80°C até reducédo da metade do volume. Em seguida, adicionou-se 1,00 mL de
HNOs concentrado (70 %) e procedeu-se com aguecimento até reducao do
volume da amostra até 2 mL. A solucéo resultante foi transferida para baldao
volumétrico de 25 mL, com lavagem do béquer utilizando quantidade suficiente
de HNOs 2 % e adicdo de agua mili-Q até completar o volume do baldo
volumétrico (MORENO et al., 2008);

b) Digestdo em ultrassom: foram colocados 10 mL de vinho em um tubo de
centrifuga com adi¢gdo de 1,00 mL de HNOs concentrado e 2 mL de H202. O
tubo foi levado ao ultrassom por 60 segundos e a centrifugacao a 3200 rpm por
10 min (CATARINO, 2006);

c) Aquecimento a seco: foram adicionados 1,00 mL de HCIO4 e 2 mL HNOs
concentrados a 5 mL da amostra, que em seguida foi levada ao aguecimento
até completa secagem. O residuo foi dissolvido em 0,2 mL de HNOs
concentrado e transferido para um baldo volumétrico de 10 mL, sendo entédo
completado com agua milli-Q (LARA et al., 2005).

ApOs o tratamento, as amostras foram analisadas por ICP-OES.

4.3.2 Determinacdo de metais nos “Vinhos de Xisto”

Cada amostra foi analisada em simplificata, com excec¢éo das amostras FXCX
T2 2011, CXCC T4 2011 e CXCC T1 2010, que foram analisadas em triplicata.
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4.3.3 Ensaio de recuperacao para 0s metais

Testes de recuperacédo foram realizados através da fortificagdo da amostra
FXCX T4 (2011) com solucdo multi-elementar contendo os ions dos elementos Cd,
Cr, Cu, Fe, Ni, Pb, e Zn. Os ensaios foram feitos em triplicata em trés concentracoes
finais 0,100, 0,500 e 0,750 mg L*. Em seguida, as amostras passaram pelo método
de pré-tratamento da amostra “A” e foram analisadas por ICP-OES. A média dos
valores obtidos para a prova em branco foi calculada e descontada do valor obtido

para as amostras.

4.4 DETERMINAGAO DE AMINAS BIOGENICAS NOS “VINHOS DE XISTO”

4.4.1 Reacéo de derivatizacdo

As amostras foram derivatizadas segundo procedimento descrito por Gomez-
Alonso et al. (2007) e Bach et al. (2012). Utilizou-se 1,75 mL tampé&o borato (1,0 mol
LY, pH 9), 750 pyL metanol, 1,00 mL amostra sem pré-tratamento e 30 uL de
dietiletoximetilenomalonato (DEEMM). Essa mistura foi colocada em ultrassom (marca
Thornton Unique, modelo 1450 USC, Ultrasonic Cleaner, poténcia de 50 W, frequéncia
25 kHz) por 30 minutos, para em seguida ser aquecida a 70 °C por 2 h no banho de
aguecimento (marca Fisatom modelo 550 poténcia 1200 W). Utilizou-se como padréo
interno &cido L-2-aminoadipico 1,00 g L* (em HCI 0,10 mol L), do qual foram
adicionados 20 pL a mistura reacional apenas em alguns experimentos de otimizacao
da fase movel no cromatdgrafo a liquido. Algumas adaptacdes do procedimento acima

foram realizadas:

4.4.1.1 Teste para modificacdo da concentracdo do tampao borato

Em cada frasco de vidro, foi adicionado 1,75 mL de tampéao borato 0,50 mol
Lt pH 9 e 0,75 mL de metanol. No primeiro frasco, adicionou-se 1,0 mL solucéo de
HCI 0,10 mol L%; no segundo, 1,0 mL de HCI 0,05 mol L'%; no terceiro, 1,0 mL de vinho
comercial. O pH de cada solucéo foi medido utilizando peagametro (marca Tecnopon
modelo MPA-210).

4.4.1.2 Adaptacao da metodologia de derivatizagao
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A metodologia adaptada seguiu as mesmas condi¢des descritas na literatura,
porém alterando-se a concentracdo do tampé&o borato de 1,0 mol L para 0,50 mol L
1. Além disso, a concentracdo da solucdo de HCI utilizada para dissolver os padroes
de aminas foi reduzida para 0,05 mol L' e o padrdo interno foi substituido por
heptilamina g L'* (em HCI 0,05 mol L?). As misturas reacionais contendo vinho foram
centrifugadas por 5 minutos a 5.000 rpm em microcentrifuga (marca Labnet Force

modelo 1618) antes da injecado no cromatégrafo a liquido.

4.4.2 Acompanhamento da reagao de derivatizacdo por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD)

Para cada amina, foi cortada uma placa de CCD revestida com silica-gel nas
dimensdes 5,0 x 2,5 cm. Medindo-se 1 cm a partir da base, foram aplicadas as
seguintes amostras com o auxilio de um tubo capilar, respeitando o espacamento de

aproximadamente 0,5 cm entre elas:

a) Amina dissolvida em etanol 250 mg L= 5 aplica¢ées;

b) Mistura reacional do padrdo de amina (250 mg L't em HCI 0,05 mol L1) sem
derivatizante e sem as etapas de ultrassom e aguecimento = 30 aplicacdes;

c) Mistura reacional do padrédo de amina (250 mg Lt em HCI 0,05 mol L) apés
ultrassom e aquecimento = 30 aplicacdes. Essa aplicacdo foi feita em
triplicata, com os trés pontos lado a lado;

d) Mistura reacional do padréo de amina (25 mg L em HCI 0,05 mol Lt) sem

derivatizante e sem as etapas de ultrassom e aguecimento = 30 aplicacoes;

Ap0s a aplicagdo das amostras, a placa foi colocada em uma cuba contendo
a fase movel até que a mesma percorresse a placa até a parte superior. Para cada

amina, foi utilizada a seguinte fase moével definida previamente:
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TABELA 8 - FASES MOVEIS UTILIZADAS PARA O DESENVOLVIMENTO DAS PLACAS
CROMATOGRAFICAS

AMINA METANOL | ETANOL | ACETONA | HEXANO NHs CONC.
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
Cadaverina/Putrescina 6 - 4 - 1
Histamina - 8 4 - 1
Feniletilamina 4 8 1
Tiramina/Triptamina 8 8 1

Encerrado o desenvolvimento da corrida cromatografica, as placas foram
reveladas por imersdo em solucdo reveladora de ninhidrina (2 % em n-butanol) e
aquecidas com o auxilio de soprador térmico (marca Toyo modelo TA-1150 poténcia

1500 W, frequéncia 50-60 Hz) até que as manchas aparecessem.

4.4.3 Otimizacdo das condi¢Bes para cromatografia em fase liquida (LC)

Usou-se o cromatégrafo em fase liquida de alta eficiéncia marca Varian com
bomba quaternaria modelo 9012 e detector 18DAD, modelo 9065 Varian. A aquisicdo
dos dados foi obtida por software Star LC Workstation verséo 6.0. Foram utilizadas as
colunas Agilent Eclipse XDB C18 e Varian RES ELUT C18, ambas nas dimensdes
150 mm x 4,6 mm x 5 um, e a coluna Varian modelo #071671-8 nas dimensdes 250
mm x 4,6 mm x 5 pum. Em todas as corridas foi utilizada a coluna de guarda com fase
estacionaria C18 nas dimensfes 10 mm x 4,6 mm x 5 um da marca Varian modelo C-
135B.

As fases moveis testadas foram constituidas de tampao acetato de sédio/
acido acético 25 mmol L pH 5,8 com azida de sédio 0,02 % (fase A) e como fase
organica acetonitrila, metanol ou acetonitrila e metanol (80:20) (fase B). Utilizou-se
vazdo de 1,00 mL min, volume de injecéo de 20 pL e 50 pL, e detecgédo em 280 nm.
A injecéo foi feita manualmente com o uso de microseringa analitica marca Hamilton
de 50 pyL. Foram injetadas amostras derivatizadas de padréo de aminas (solucéo de
cada amina e solucéo contendo todas as aminas) e de vinho. Para a solu¢ao contendo
todas as aminas, foram testados dois padrdes internos (acido L-2-aminoadipico e
heptilamina).

4.4.4 Determinagdo de aminas biogénicas nos “Vinhos de Xisto”

As aminas foram quantificadas utilizando a coluna da marca Varian modelo

#071671-8 com as dimensdes 250 mm x 4,6 mm x 5 um, vazdo de 1,00 mL min-,
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volume de injecéao de 50 pL, e deteccdo em 280 nm. A injecéo foi feita manualmente
com o uso de microseringa analitica marca Hamilton de 50 pL. A fase movel foi
constituida de tampao acetato 25 mmol L pH 5,8 com azida de sédio 0,02 % como
fase A, e acetonitrila e metanol (80:20) como fase B, segundo a programacao

gradiente mostrada na TABELA 9:

TABELA 9 - GRADIENTE DE FASE MOVEL PARA
DETERMINACAO DE AMINAS BIOGENICAS POR
CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA

TEMPO (MIN) | FASEA (%) | FASE B (%)

0,00 60 40
10,00 60 40
10,01 50 50
17,00 50 50
20,00 0 100
25,00 0 100

Apos cada corrida, a coluna foi equilibrada por 10,00 minutos com a fase
movel inicial do gradiente.

A curva analitica foi preparada utilizando-se cinco solugdes derivatizadas em
triplicata, as quais continham os padrfes das seis aminas em concentragdes entre 0,4
e 40 mg L cada. Para a quantificacéo foi utilizado o método do padréo interno com
adicdo de 20 pL de heptilamina na concentracdo de 1,04 g L'1. A quantificacdo foi
realizada por integracéo das areas dos picos.

Cada amostra foi analisada em simplificata, com excec¢éo das amostras FXCX
T7 2010, FXCX T7 2011, CXCC T4 2011 e CXCC T6 2010, que foram analisadas em

triplicata.

4.4.5 Ensaio de recuperacao para aminas biogénicas

Testes de recuperacdo foram realizados através da fortificacdo da amostra
FXCX T7 (2011) com os padrbes das seis aminas. Os ensaios foram feitos em
triplicata em trés concentracdes finais variando de 5,00 a 30,00 mg L, para cada
amina. Em seguida, as amostras foram derivatizadas como descrito anteriormente e

analisadas no cromatografo a liquido.
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4.5PARAMETROS DE MERITO E ANALISE ESTATISTICA

A preciséo foi avaliada em nivel de repetibilidade, pela média dos valores de
desvio padréo relativo (DPR) os quais foram calculados para amostras analisadas em

triplicata:

DP x 100

DPR (%) = CDM

Sendo: DP = desvio padrdo e CMD = concentracdo média determinada.

A exatiddo foi expressa pela Taxa de Recuperacdo (TX) calculada pela
férmula fornecida pela ANVISA (BRASIL, 2003):

_ (xd —x) 100

TX
d

Onde: xd= concentracdo meédia das amostras fortificadas, x= concentracdo média das
amostras nao-fortificadas e d = concentracéo do analito adicionada.

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram calculados
segundo as recomendagdes da ANVISA (BRASIL, 2003):

LD_3><S L _10><s
TS Q= S

Sendo: s = desvio padrédo de 10 medidas do branco (para os metais) ou o desvio
padrdo do intercepto da curva analitica (para as aminas biogénicas); S = inclinacédo
da curva analitica para o analito (média, no caso de replicatas).

As Andlises de Componentes Principais (PCA) foram executadas com o

software Matlab versao 6.5, utilizando o pacote PLS-toolbox verséo 3.0.
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5 ANALISE DE RESULTADOS

5.1DETERMINACAO DE METAIS NOS “VINHOS DE XISTO”

5.1.1 Estabelecimento do método

Observando-se a FIGURA 9, pode-se perceber que as curvas analiticas

obtidas pelo ICP-OES apresentaram boa linearidade para todos os elementos.
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FIGURA 9 - CURVAS ANALITICAS PARA OS METAIS UTILIZANDO O METODO DA
PADRONIZACAO INTERNA

Na TABELA 10 é possivel perceber que todos os coeficientes de regressao
possuem valores acima de 0,9975, além dos limites de quantificacéo terem ficado
abaixo dos limites maximos exigidos pelos érgaos de fiscalizacdo de contaminantes
inorganicos em vinhos. Observa-se que o limite de detec¢do do chumbo é o maior

dentre todos os elementos, em funcéo principalmente da sua menor sensibilidade.
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J& o cobre possui 0 maior valor de sensibilidade, porém n&o possui 0s menores
valores de LD e LQ, que séo do cadmio, haja vista que o desvio padrao das leituras
do branco ser maior no primeiro.

TABELA 10 —~PARAMETROS DE MERITO DA CURVA ANALITICA DO METODO PARA
DETERMINACAO DE METAIS EM ICP-OES

SENSIBILIDADE | DESVIO PADRAO DO
ELEMENTO L g BRANCO (s:n = 10) | D (L) |LQugLy)|
cd 0,5702 0,05 0.3 09 09999
Cr 0,9445 0,8 2,5 82 09997
Cu 1,2841 0,2 0,4 1,2 0,9999
Fe 0,5398 0,7 3,9 130  0,9975
Pb 0,0416 0,8 59,0 196,7  0,9999
Zn 0,5066 0,07 0,4 14 0,9999

Legenda: LD = Limite de Detecgdo; LQ = Limite de Quantificagdo; r? = coeficiente de determinagao

Dentre as solucbes resultantes das aberturas de amostra, constatou-se
visualmente que as obtidas a partir dos métodos de digestdo por ultrassom e
aquecimento a seco possivelmente ndo destruiram a matéria organica, uma vez que
apresentaram coloracdo amarelada e avermelhada, respectivamente, indicando a

presenca de antocianinas e outros corantes.

FIGURA 10 - AMOSTRAS DE VINHO APOS PRE-TRATAMENTO SEGUNDO OS
METODOS DE DIGESTAO EM ULTRASSOM (A ESQUERDA) E AQUECIMENTO A
SECO (A DIREITA)
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J4 as solugcdes do método de aquecimento a Umido ficaram incolores,
indicando a possivel destruicdo da matéria organica presente. Existe a possibilidade
de a amostra conter compostos organicos incolores que venham a interferir nas
determinacdes, porém estes provavelmente estdo em menor concentracdo se
comparados as amostras provenientes dos outros métodos. Os autores Lara et al.
(2005) e Catarino (2006) nao citaram problemas envolvendo a coloragcao
remanescente da amostra e os métodos validados pareceram adequados. No entanto,
para prolongar a vida util do equipamento evitando possiveis entupimentos do sistema
de nebulizacdo, bem como minimizar a possibilidade de interferéncias espectrais,
preferiu-se utilizar o método de aquecimento a Umido para tratar as amostras
analisadas neste trabalho.

Para verificar se esse método possibilitava a obtencéo de resultados exatos,
sem que houvesse perdas ou contaminacdes, efetuou-se o ensaio de recuperagao em
uma das amostras de “Vinho de Xisto”, em trés concentrac¢des distintas (0,100, 0,500
e 0,750 mg L), conforme recomendado pela ANVISA (BRASIL, 2003) e cujos
resultados estdo expressos nas TABELAS 9, 10 e 11. As concentracdes adicionadas
para 0 ensaio de recuperacao se mostraram adequadas apenas para os elementos
Fe e Zn. Para os demais, as trés concentracfes sdo superiores a concentracao
original. De maneira ideal, as concentragbes adicionadas de analito devem ser
préximas a contida na amostra, justificando uma adequacédo do método. No caso do
Pb, o seu alto valor de LQ (196,7 ug L?) impossibilitou o célculo da sua taxa de

recuperacao.

TABELA 11 - RESULTADOS DO EXPERIMENTO DE RECUPERACAO PARA METAIS
USANDO FORTIFICACAO DE 0,100 mg L1

DESVIO
ELEMENTOS C.NO VI_lNHO c. AD!1C. c. MED_llDA PADRAO | TX (%)
(Mg L) (Mg L) (Mg L) (n=3)

Cd 1 100 105 0 104,4
Cr 24 100 121 9 96,8
Cu 64 100 173 15 109,2
Fe 1.089 100 1.079 178 -10,5
Pb <196,7 100 <196,7 - -
Zn 1.916 100 1.860 282 -56,3

Legenda: C. = Concentracdo; C. Adic. = Concentracdo Adicionada; TX = Taxa de
Recuperacao
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TABELA 12 - RESULTADOS DO EXPERIMENTO DE RECUPERAGAO PARA METAIS
USANDO FORTIFICAGAO DE 0,500 mg L

DESVIO

ELEmENTOs | © MO VIHO | C. ADIC. | C. MEDIDA 1 pApraG | X (06)
(kg L) (g L) (kg L) (n=3)

Cd 1 500 584 0 116,7
Cr 24 500 612 9 117,6
Cu 64 500 802 15 147,7
Fe 1.089 500 1.763 178 134,9
Pb <196,7 500 574 - -
Zn 1.916 500 2.652 282 147,1

Legenda: C. = Concentracao; C. Adic. = Concentragéo Adicionada; TX = Taxa de Recuperacao

TABELA 13 - RESULTADOS DO EXPERIMENTO DE RECUPERACAO PARA METAIS
USANDO FORTIFICACAO DE 0,750 mg L1

DESVIO

ELEMENTOs | © MO VINHO | C. ABIC. 1} C. MEDIDA | o aprAo | TX (%)

(hg L) (kg L) (kg L) (n=3)

Cd 1 750 810 0 107,9

Cr 24 750 820 9 106,0

Cu 64 750 1.009 15 126,0

Fe 1.089 750 1.796 178 94,3
Pb <196,7 750 786 - <196,7

Zn 1.916 750 2.637 282 96,1

Legenda: C. = Concentracao; C. Adic. = Concentragdo Adicionada; TX = Taxa de Recuperacao

Esse ensaio para calcular a exatidao também foi realizado por Moreno et al.
(2008) ao testar trés diferentes métodos de pré-tratamento de vinhos, porém com
concentracdes variaveis de fortificacdo para cada elemento e pré-estabelecidas como
25 % da concentracdo presente na amostra. O autor cita que seu método teve valores
de recuperacgao variando entre 99,4 e 100,1 %. No entanto, essas recuperagdes séo
referentes aos elementos Cu, Fe e Zn, além de outros elementos alcalinos e alcalino-
terrosos que foram determinados pelos autores. Para os demais, ndo ha informacéo
disponivel sobre a recuperacdo obtida usando esse pré-tratamento da amostra.
Segundo a ANVISA (BRASIL, 2003), ao validar um método analitico € aceitavel obter
recuperacoes entre 80 e 120%, sendo que houve boa concordancia com esse valor

para a maioria dos elementos nas trés concentracoes.

5.1.2 Determinacgao de aminas biogénicas nos “Vinhos de Xisto”

Os teores de metais encontrados nos “Vinhos de Xisto” estao apresentados

na TABELA 14, na qual FXCX é a sigla para os vinhos provenientes do experimento
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com finos de xisto (FX) e calcério de xisto (CX) e CXCC para os vinhos do experimento
com calcério de xisto e calcério calcitico (CC). Para ambos os experimentos, T1 é a
amostra testemunha e 2010 e 2011 se referem aos anos das duas safras. Foi possivel
concluir que nenhuma amostra analisada esta em desacordo com as legislacbes
vigentes para contaminantes inorganicos em vinhos. E importante ressaltar que os
teores de chumbo ndo puderam ser quantificados por estarem abaixo do limite de
quantificacdo desse elemento. Assim sendo, pode-se afirmar que todos os vinhos
possuem teores de Pb abaixo da concentracdo maxima permitida pelo MAPA e pela
ANVISA (300 e 500 pg L1, respectivamente). O mesmo néo pode ser afirmado para a
legislacdo da OIV dado que o método utilizado para a determinacdo de Pb possui
limite de quantificacdo acima do limite maximo tolerado recomendado por esse 6rgao.

Os valores obtidos também foram comparados com dados da literatura
segundo revis&o feita por Spaziani et al. (2005). E possivel perceber que os valores
de cadmio, cobre e zinco em alguns “Vinhos de Xisto” sdo superiores aos descritos
pela literatura. Segundo Pohl (2007), estes elementos estéo relacionados a pesticidas,
fungicidas e fertilizantes aplicados na videira, e que consequentemente podem ser
acumulados no vinho. No entanto, uma vez que eles se estendem tanto aos vinhos
provenientes de uvas de solos com tratamento e como do solo testemunha, nédo é
possivel correlacionar estes teores as matrizes fertilizantes utilizadas. Além disso, os
vinhos foram produzidos a partir de variedades de uva, solo, clima e praticas
enoldgicas distintas, sendo esses fatores que podem alterar o conteddo de metais
presente no vinho (Rodrigues et al., 2011).

Na tabela sdo expressos dois tipos de desvio padréo relativo, um relacionado
a triplicata de determinacédo de metais nos vinhos (DPR “tratamento e safra”) e outro
relacionado a triplicata de tratamento no campo e vinificacdo (DPR vinificacao).
Enquanto o primeiro determina desvios experimentais da medida, o outro permite
avaliar a influéncia das variaveis de campo (ex: clima) que ndo podem ser controladas
experimentalmente. No que diz respeito ao desvio padrao relativo das medidas, esse
estd acima de 5% que é maximo recomendado pela ANVISA (2003). No entanto,
Ribani et al. (2004) citam que s&o aceitos desvios de até 20% conforme a
complexidade da amostra, e que resultados mais satisfatorios podem ser obtidos ao

aumentar-se 0 numero de replicatas.
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TABELA 14 - CONCENTRACOES DE METAIS ENCONTRADOS NOS “VINHOS DE XISTO” PROVENIENTES DOS EXPERIMENTOS FXCX E CXCC
DAS SAFRAS DE 2010 E 2011

AMOSTRA | CdugLlh) | Cruglyh | Cu(gl® | Fe(ugl?) | Pbuglh) | Zn(ugl?
FXCX T1(10) 0,5 41,8 18,7 958,5 <196,7 56,5
FXCX T2(10) 0,4 30,5 20,2 851,9 <196,7 34,3
FXCX T5(10) 0,3 37,8 18,6 966,3 <196,7 23,9
FXCX T6(10) 0,4 32,3 14,9 764,6 <196,7 30,5
FXCX T7(10) 0,6 51,0 20,0 1.036,0 <196,7 61,7
FXCX T8(10) 0,5 36,0 11,9 892,9 <196,7 16,2

DPR FXCX 2010 (%) 62,4 32,7 51,8 16,8 - 37,5
DPR vinificag&o 2010 (%) 20,0 24,9 26,3 15,1 - 64,4
FXCX T1(11) 0,4 34,0 25,0 1.201,8 <196,7 264,8
FXCX T2(11) 0,3 27,7 23,0 1.169,0 <196,7 401,8
FXCX T5(11) 0,7 34,5 381,1 1.006,0 <196,7 497,7
FXCX T6(11) 0,8 35,6 62,2 902,8 <196,7 355,9
FXCX T7(11) 0,6 31,9 508,2 1.201,0 <196,7 299,2
FXCX T8(11) 0,5 32,7 37,2 826,9 <196,7 214,3
DPR FXCX 2011 (%) 0,0 0,5 2,8 2,1 - 0,4
DPR vinificag&o 2011 (%) 24,1 5,8 130,8 20,2 - 24,6
CXCC T1(10) 6,0 44,6 69,0 3.073,7 <196,7 1.000,0
CXCC T2(10) 3,8 36,6 40,2 1.214,0 <196,7 765,8
CXCC T4(10) 51 31,0 68,4 988,5 <196,7 597,8
CXCC T5(10) 5,2 33,6 80,9 1.433,0 <196,7 692,6
CXCC T6(10) 6,2 33,6 118,8 980,9 <196,7 778,5
DPR CXCC 2010 (%) 8,3 15,0 18,3 8,9 - 9,0
CXCC T1(11) 0,6 48,7 93,9 1.363,0 <196,7 2.207,0
CXCC T2(11) 0,9 34,0 74,1 1.189,0 <196,7 2.361,0
CXCC T4(11) 08 36,6 64,8 1.124,1 <196,7 1.916,0
CXCC T5(11) 1,0 54,5 68,0 1.425,0 <196,7 2.375,0
CXCC T6(11) 0,7 46,3 109,4 1.226,0 <196,7 2.425,0
DPR CXCC 2011 (%) 37,5 24,0 23,7 15,9 - 14,7
Literatura 0,010 - 1 6,6 - 90 0,010 - 1 1-5 10 - 300 500 — 3.500

LMT MAPA - - 1.000 15.000 300 5.000

LMT ANVISA 500 100 5.000 - 500 5.000
LMT OIV 10 - 1,000 - 150 5.000

Legenda: DPR = Desvio Padréo Relativo (n=3); LMT = Limites Maximos Toleraveis; Literatura: revisdo feita por Spaziani et al. (2005)
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A avaliagdo de diferencas no teor de metais entre os “Vinhos de Xisto” é
dificultada devido a diversos fatores de campo que nao podem ser controlados, como
o clima e o desenvolvimento da vinificacdo. Assim, apenas as diferencas que forem
superiores as diferencas entre amostras de campo produzidas em triplicata s&o
consideradas significativas, e assim, podem ser atribuidas a fertilizacdo. Para isso,
utilizou-se o teste t pareado, considerando que as amostras T6, T7 e T8 sao
produzidas a partir de uvas cultivadas em solos que receberam a mesma dose de
subprodutos do xisto. O desvio padrdo da vinificacdo, compreendido entre 5,8 e
130,8%, mostra que h& grandes desvios experimentais entre tratamentos iguais no
campo e que passaram pelo mesmo processo de vinificagdo. Considerou-se essa
triplicata como referéncia para a comparacdo com os tratamentos T1, T2 e T5. Para
um nivel de confianga de 95%, o valor de tcritico € de 4,30 (n=3) e os valores de tcalculado
para as amostras FXCX T2 2011 e FXCX T5 2011 séo de -5,06 e 5,05, para os seus
teores de Cr e Zn, respectivamente. Com isso, sugere-se que o tratamento FXCX T2
na safra de 2011 favorece a diminuicdo de Cr na amostra, enquanto o tratamento
FXCX T5 na safra de 2011 favorece o aumento da concentracdo de zinco no vinho.

Para uma melhor interpretacdo dos resultados citados na TABELA 14, foi
executada a analise de componentes principais (PCA) com dados autoescalados de
concentracdo de metais. As duas primeiras componentes principais explicam quase
60% da variancia das amostras.

Observando o grafico biplot de loadings e scores das duas primeiras
componentes principais apresentado na FIGURA 11, percebe-se que os vinhos FXCX
de 2010 e 2011 estdo agrupados pela sua similaridade. Eles apresentam maior
concentracdo de Cu (loading negativo da PC1) e menor concentracao dos demais
elementos (loading positivo da PC1). As amostras FXCX ndo podem ser separadas
por tratamento e por safra com excecdo da amostra T7 de 2010, que se afasta do
grupo por possuir maiores teores de Fe, Cd, Cr e Zn. No entanto, por se tratar de uma
amostra da triplicata T6/T7/T8, essa diferenciacdo ndo pode ser atribuida ao
tratamento do solo com as matrizes fertilizantes.

Todas as amostras CXCC de 2010 apresentaram valores positivos para PC2
devido aos maiores teores dos elementos Cd e Fe e a baixos teores de Zn e Cr.
Também h& maior diferenciacéo entre essas amostras e a amostra testemunha CXCC
T1(10), uma vez que essa possui maior score no quadrante positivo da PC1 e PC2 se

comparada com as demais, juntamente com o elemento Fe com maior loading, o que
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justifica-se pela maior concentracdo do elemento nessa amostra. No entanto, tal
comportamento ndo se repete na amostra testemunha de 2011, localizada no
guadrante oposto, juntamente com as amostras CCCX T5 e T6, as quais contém

teores mais elevados de Cr e Zn se comparadas a T2 e T4.
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FIGURA 11 - GRAFICO BIPLOT DE LOADINGS E SCORES DA PC1 PELA PC2 PARA OS
TEORES DE METAIS “VINHOS DE XISTO”

Embora todas as amostras possuam concentracao de Pb inferior a 197,6 ug
L-, o elemento foi incluido na andlise. Por ndo influenciar as componentes principais,
o loading dessa variavel é igual a zero e as amostras ndo sao discriminadas por esse
parametro.

Embora haja variagao significativa dos parametros nas amostras testemunha
dos experimentos CXCC 2010 e 2011 e das amostras provenientes dos tratamentos
com as matrizes fertilizantes, todas contém os metais quantificados em concentracdes
aceitaveis pela legislacdo vigente. Isso corrobora o indicativo de que as matrizes

fertilizantes podem ser utilizadas na cultura da videira sem comprometer a qualidade

do vinho produzido.
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5.2 DETERMINACAO DE AMINAS BIOGENICAS

5.2.1 Estabelecimento do método

Para determinar as aminas biogénicas utilizando cromatografia em fase
liguida com detector UV-Vis, é necessério que elas sejam previamente derivatizadas
para que haja adicdo de croméforos, os quais aumentam a detectabilidade e a
seletividade do método. Foram escolhidos como referéncia os métodos propostos por
GOmez-Alonso et al. (2007) e por Bach et al. (2012), devido a simplicidade da reacao
de derivatizacdo e a compatibilidade com o detector UV no cromatdgrafo. Os métodos
citados quantificam um namero maior de analitos, porém em maior tempo de analise.
Como o foco desse trabalho € a seguranca dos alimentos, selecionou-se quatro
aminas ciclicas (histamina, feniletilamina, tiramina e triptamina) e as duas poliaminas
(cadaverina e putrescina) mais abundantes nos vinhos. Do ponto de vista toxicolégico,
as aminas ciclicas estdo relacionadas aos efeitos toxicos apds sua ingestdo e as
poliaminas ao aumento da toxicidade das primeiras por possuirem o mesmo ciclo
metabolico (MORET & CONTE, 1996).

Ao preparar 0s reagentes para a reacao de derivatizacao, foi constatada a
formacao de uma fase sélida no fundo do frasco contendo a solucdo tampéao borato
1,0 mol L1. Embora fosse possivel utilizar apenas o sobrenadante, esse teria
concentracdo inferior ao da solucdo tampéo original, e no preparo das solucfes
seguintes a formacdo de fase solida poderia ndo ser homogénea, causando
problemas na repetibilidade do experimento. Ndo ha relatos na literatura sobre esse
fato, porém foram trocados os reagentes, e na persisténcia do ocorrido, reduziu-se a
concentragdo da solucdo-tampéo para 0,50 mol L. Por causa dessa modificacéo, foi
preciso testar a capacidade tamponante dessa solucdo para verificar se ela seria
suficiente para manter o pH da reacdo em 9,0 apds a adicdo dos demais reagentes.
Por isso, foi preparada a mistura reacional utilizando solucdes de HCI 0,10 mol L e
0,05 mol L%, as quais sdo utilizadas para dissolver os padrées de amina, e utilizando
uma amostra de vinho. Em todos os casos o pH sofreu pouca variagao, porém optou-
se por utilizar a solugcdo de HCI menos concentrada, dado que o niumero de analitos
dissolvidos na solucéo padrédo é inferior ao reportado nos dois artigos de referéncia
(GOMEZ-ALONSO, S.; HERMOSIN-GUTIERREZ, I.; GARCIA-ROMERO, E., 2007;
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BACH et al. 2012), sendo por isso, menor o niumero de moléculas de aminas a serem
protonadas para se tornarem sollveis.

Apoés a adaptacdo da reacao de derivatizacdo, considerou-se prudente testar
a sua eficacia. A principio, injetar cada padrdao de amina no cromatografo seria
suficiente para observar o aparecimento do pico da aminoenona. No entanto, ndo é
possivel observar o consumo da amina na reacdo, dado que a mesma nao absorve
significativamente na regido UV. A estratégia utilizada foi acompanhar a reacéo por
cromatografia em camada delgada (CCD), que permite a visualizagcdo das aminas
quando utilizado revelador especifico para este grupo funcional. A deteccdo de aminas
biogénicas em alimentos utilizando essa técnica ja foi descrita por Lapa-Guimaraes e
Pickova (2004), Shalaby (1999) e Tao et al. (2011), porém de maneira quantitativa,
utilizando como deteccéo a densitometria.

Para este experimento, foi necessario definir as condi¢cdes cromatogréficas
para as aminas, principalmente o numero de aplicacdes da amostra na placa, a fase
movel e o revelador. O nimero de aplicacfes foi definido empiricamente, a fim de ser
uma quantidade razoavel e que permitisse boa visualizacdo das manchas. De todos
os reveladores testados, incluindo solu¢gdes contendo &cido sulfurico, &cido nitrico,
vanilina ou permanganato de potassio, a ninhidrina se mostrou a mais adequada. Em
seguida, foram testadas fases moéveis que eluissem as aminas em um fator de
retencdo compreendido entre 0,3 e 0,7. Com isso, as manchas das aminas estariam
localizadas na parte central da placa, havendo a possibilidade da visualiza¢do das
manchas das aminoenonas em alturas proximas, caso estas também reagissem com
a ninhidrina. Utilizou-se uma amina de cada vez, dado que nao foi possivel separar a
mistura das seis aminas na mesma placa, e em uma concentra¢cdo mais elevada do
gue geralmente € encontrada nos vinhos a fim de melhorar a visualizacdo da mancha.

Na FIGURA 12 observa-se uma foto das seis placas, cada uma
correspondente a uma amina. Acima de cada placa estao escritos ou numerados a
lapis 0 nome das amostras aplicadas na parte inferior dentro do limite de duas linhas.
O primeiro ponto a esquerda corresponde ao padréo da amina dissolvido em etanol,
o qual serve de controle para a comparacéao do fator de retencdo da amina na mistura
reacional. O segundo ponto € a mistura reacional sem o derivatizante, de maneira que
a reacao de derivatizagdo ndo seja iniciada, o qual indica a mancha da amina no
tempo zero de reacdo. O terceiro, quarto e quinto pontos correspondem a triplicata da

mistura reacional contendo o derivatizante, de forma que ocorra a reacdo de
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derivatizacdo de maneira a consumir o analito, que no caso € a amina. O sexto e
altimo ponto corresponde a mistura reacional com concentracdo dez vezes menor que

das solucBes anteriores, e sem conter o derivatizante, a qual foi chamada de MR 10%.

FIGURA 12 — CROMATOPLACAS PARA ACOMPANHAMENTO DA REACAO DE
DERIVATIZACAO POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD). EM
SENTIDO HORARIO, CADAVERINA, FENILETILAMINA, HISTAMINA TRIPTAMINA,
TIRAMINA E PUTRESCINA.

Assim, é possivel perceber que a mancha arroxeada/rosada de cada amina
esta presente na solucdo de controle, na mistura reacional no tempo zero e na MR
10%, sendo nessa ultima com menor intensidade. Porém, a mesma néo aparece em
nenhum dos pontos da triplicata da mistura reacional contendo o derivatizante, o que
indica que aproximadamente 90% ou mais da amina foi consumida e convertida a
aminoenona. Assim, foi possivel concluir que a reacdo de derivatizagdo com as
condicbes adaptadas foi eficaz.Em seguida, passou-se para as determinacdes por
cromatografia em fase liquida, utilizando a coluna da marca Agilent. Primeiramente,
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foi utilizada uma programacao de eluicdo gradiente, apenas para testar a retengao
das aminas e a ordem de eluicdo das mesmas.

Ao injetar cada mistura reacional de amina separadamente, foi possivel
observar diversos picos de menor intensidade além do pico majoritario da

aminoenona, como é possivel visualizar na FIGURA 13.
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FIGURA 13 - CROMATOGRAMA DA MISTURA REACIONAL CONTENDO 1,00
mL DA SOLUCAO PADRAO DA HISTAMINA 50,0 mg L*

Tais picos eram comuns aos cromatogramas de todas as aminas, havendo a
duvida se eles seriam oriundos de algum dos reagentes utilizados na derivatizacao.
Para isso, eles foram injetados separadamente, conforme observado na FIGURA 14.
O cromatograma na cor preta é referente a injecdo de uma mistura dos solventes
utilizados na mesma proporcdo da mistura reacional. Como néo se percebe nenhum
pico significativo nesse cromatograma, conclui-se que o0s solventes ndo sao
responsaveis pelas impurezas. O cromatograma em cor azul provém de uma solugao
contendo os mesmos reagentes citados anteriormente, mais o padrao de amina. Se
as impurezas aparecessem nesse cromatograma, por comparagdo com o
cromatograma anterior, haveria um indicio de que elas sdo oriundas do padrao de
amina. No entanto, sO existe semelhanca entre esses picos nos cromatogramas
apresentados nas cores verde e vermelho. O verde corresponde a mistura reacional

contendo padrdo de amina (histamina), e o vermelho, a uma mistura reacional
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contendo o derivatizante, porém sem a amina. Com isso, pode-se concluir que as
impurezas séo possivelmente oriundas de subprodutos da reacéo de derivatizacao ou
de degradacdo do DEEMM.

50 4

-1
tampao + MeOH + HCI 0,05 mol L

-1
tampao + MeQOH + histamina em HCI 0,05 mol L

-1
tampao + MeOH + HC10,05 molL  + derivatizante

40

mistura reacional com histamina em HCI 0,05 mol L-

30

20 4

Absorbéancia (mAU)

10

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo de retencao (min)

FIGURA 14 - COMPARACAO ENTRE O CROMATOGRAMA DA MISTURA REACIONAL
CONTENDO 1,00 mL DA SOLUCAO PADRAO DA HISTAMINA 50,0 mg L! E DOS
CROMATOGRAMAS DOS REAGENTES (AMPLIACAO)

Para confirmar a origem desses subprodutos, foi dobrada a concentracao do
padrdao de amina, esperando-se observar um aumento proporcional na concentragao
dessas impurezas. Isso indicaria que elas s&o subprodutos da reacao de derivatizacao
e gue contém aminas, implicando na necessidade da integracdo desses picos na
guantificacdo dos analitos. No entanto, tal aumento ocorreu apenas no pico

considerado da aminoenona, como visualizado na FIGURA 15:
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FIGURA 15 - COMPARAGAO ENTRE OS CROMATOGRAMAS DA MISTURA
REACIONAL CONTENDO 1,00 mL DE SOLUGAO PADRAO DA HISTAMINA 50,0 mg L
E DA MISTURA REACIONAL CONTENDO 1,00 mL DE SOLUGCAO PADRAO DA
HISTAMINA 100,0 mg L

Como os picos das impurezas nao aumentaram, concluiu-se que esses picos
sdo oriundos apenas da degradacdo do derivatizante. Embora né&o interfiram na
determinacao, essas substancias podem coeluir com outras aminas levando a erros
na quantificacdo. O Unico relato encontrado na literatura sobre algumas moléculas
derivadas do DEEMM em condi¢cdes semelhantes a da mistura reacional é de Bazhin
et al. (2012), mostrada na FIGURA 16:
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FIGURA 16 - POSSIVEIS PRODUTOS FORMADOS
ORIUNDOS DA DEGRADACAO DO DEEMM DURANTE A
ETAPA DE AQUECIMENTO DA MISTURA REACIONAL
FONTE: BAZHIN ET AL. (2012)

Algumas estratégias de eliminagdo dessas impurezas foram testadas. Uma
vez que a concentracdo do tampéo borato foi alterada, suspeitou-se que 0 mesmo
tivesse interferido na reacdo de degradacdo do derivatizante, dificultando-a e/ou
gerando outros subprodutos. Ao notar-se que o pH da mistura reacional diminuia
drasticamente nessa etapa, foram preparadas solu¢des tampéo 0,50 mol Lt com pH
mais elevado. Também foram testadas solu¢des 1,00 mol L' com pH mais baixo,
nesse caso pretendendo-se aumentar a capacidade tamponante sem que houvesse
formacdo de fase soélida da solucédo tampéo. O pH da mistura reacional também foi
alterado na etapa de aguecimento visando facilitar a degradacdo do DEEMM.

Outras abordagens envolveram diminuir a concentracdo do derivatizante,
visando utilizad-lo em excesso apenas suficiente para reagir com os analitos, mas néo
o0 bastante para gerar tal quantidade de subprodutos que aparecessem no
cromatograma. Na hipétese de que os subprodutos poderiam ser substancias volateis,
como as apresentadas por Bazhin et al. (2012), foi realizada a etapa de aquecimento
com o tubo da mistura reacional aberto, visando deslocar o equilibrio da reacéo de
degradacgédo. E por fim, membranas de filtracdo de nylon, PVDF e teflon foram
utilizadas na tentativa de que nesse processo as impurezas permanecessem retidas.
Como nenhum desses ensaios eliminou os interferentes, e ja tendo sido certificado
que esses vém de subprodutos da degradacdo do derivatizante, procedeu-se com a
otimizacdo da fase movel para separar 0s analitos sem que estes coeluissem com as

impurezas.
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Inicialmente, utilizou-se na separacdo das aminas as programacodes de fase
mével propostas pelos dois artigos de referéncia (GOMEZ-ALONSO, S.; HERMOSIN-
GUTIERREZ, |.; GARCIA-ROMERO, E., 2007; BACH et al. 2012), que se mostraram
ineficientes. Outras fases moveis foram utilizadas, e no insucesso em separar 0s
analitos, trocou-se a coluna por outra da marca Varian. Foi obtida a separacao das
aminas com resolucdes entre os picos de 0,8 a 1,2. Embora resolucdes acima de 1,0
sejam consideradas adequadas para quantificacdo (LANCAS, 2009), a maioria dos
picos referentes as impurezas nao foi observada, possivelmente por terem eluido no
inicio do cromatograma. A partir desses resultados, conclui-se que € necessario levar
em consideracao que ao utilizar colunas com especificacdes e até mesmo fabricante
diferentes do artigo de referéncia, pode-se esperar cromatogramas diferentes, néo
apenas no que diz respeito a separacao dos analitos e seus tempos de reten¢do, mas
também na quantidade de picos que sao visualizados.

N&o foi possivel localizar o pico correspondente ao padréo interno (acido L-2-
aminoadipico). Além disso, no artigo do Gémez-Alonso et al. (2007), o padrao interno
possui tempo de retencdo de aproximadamente 15 minutos, enquanto a primeira
amina aparece no cromatograma em aproximadamente 45 minutos. Isso leva a
conclusédo de que o produto da derivatizagdo do acido L-2-aminoadipico é muito mais
polar que as aminoenonas, ficando pouco retido na coluna e saindo da coluna
juntamente com outros picos nédo identificados no inicio do cromatograma. Outro
indicativo desse fato € o relato de Bach et al. (2012), que propés uma adaptacao do
método de GoOmez-Alonso et al. (2007) substituindo o padrdo interno por 2,4,6-
hidrocloreto de trimetilfenetilamina, embora o autor néo justifique essa troca e nem a
sua escolha do novo reagente. Escolheu-se utilizar a heptilamina, uma monoamina
alifatica cujo uso como padréo interno € reportado na literatura (KASCHAK et al., 2009;
SANTOS et al., 2004) e que possui baixo custo e disponibilidade imediata. No entanto,
apos visualizar os cromatogramas contendo o padréo interno, foi possivel perceber
gue 0 mesmo néo apresenta tempo de retencdo e simetria de pico semelhantes aos
dos analitos, duas caracteristicas desejadas para essa funcdo. No entanto, ao utiliza-
lo o método apresentou-se reprodutivel, motivo pelo qual esse padrao interno foi
mantido.

Assim, apOs algumas alteragbes na fase movel, chegou-se a melhor

separacao utilizando essa coluna em um tempo de corrida total de 30 minutos, cujo
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cromatograma esta apresentado na FIGURA 17 e as condi¢Bes cromatogréficas, na
TABELA 15:

300 - 3
250 -
g‘_ E
E 200 - .
T ]
= 6
g 1504 2
£ |
= |
a2
! |
50 [\ | \ -||
1 | J
0 F\IJLHTH— -!I \\JJ\‘__ ' Ir\ '_J IL_J 'IIUI \I_N'll !
0 5 10 15 20 25 30
Tempo de retencao (min)

FIGURA 17 - CROMATOGRAMA DA MISTURA REACIONAL CONTENDO 1,00 mL DE
SOLUCAO PADRAO DAS AMINAS (50 mg L't CADA) E 20 pL DE HEPTILAMINA (1,00
g L'Y) COMO PADRAO INTERNO, UTILIZANDO A COLUNA DA MARCA VARIAN DE
150 mm DE COMPRIMENTO. NA ORDEM: HISTAMINA (1), TIRAMINA (2),
PUTRESCINA (3), TRIPTAMINA (4), FENILETILAMINA (5), CADAVERINA (6),
HEPTILAMINA (7)

TABELA 15 - GRADIENTE DE FASE MOVEL PARA
DETERMINACAO DE AMINAS BIOGENICAS EM LC
UTILIZANDO A COLUNA DA MARCA VARIAN DE 150
MM DE COMPRIMENTO

TEMPO (MIN) | FASEA (%) | FASE B (%)

0,01 70 30
10,00 67 33
10,01 62 38
23,00 61 39
25,00 0 100
30,00 0 100

No entanto, 0os picos mostram-se assimétricos, apresentando formacéo de
causa pronunciado, o que prejudica na integracdo dos mesmos e na quantificacao.
Apés alteracBes da fase movel B para melhorar a seletividade, sem sucesso, optou-

se novamente pela troca da coluna. Visando aumentar a eficiéncia, utilizou-se a
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coluna da marca Varian de 250 mm. Também alterou-se o volume de injecéo de 20
pL para 50 pL no intuito de aumentar a detectabilidade do método. Com essa coluna
foram obtidas as condicdes definitivas de analise, apresentadas no cromatograma da
FIGURA 18 e na TABELA 16:
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FIGURA 18 - CROMATOGRAMA DA MISTURA REACIONAL CONTENDO 1,00 mL DE
SOLUCAO PADRAO DAS AMINAS (10 mg Lt CADA) E 20 pL DE HEPTILAMINA (1,00 g
L'Y) COMO PADRAO INTERNO, UTILIZANDO A COLUNA DA MARCA VARIAN DE 250
mm DE COMPRIMENTO. NA ORDEM: HISTAMINA (1), TIRAMINA (2), PUTRESCINA (3),
TRIPTAMINA (4), FENILETILAMINA (5), CADAVERINA (6), HEPTILAMINA (7).

TABELA 16 - GRADIENTE DE FASE MOVEL PARA
DETERMINACAO DE AMINAS BIOGENICAS EM LC
UTILIZANDO A COLUNA DA MARCA VARIAN DE 250
mm DE COMPRIMENTO

TEMPO (MIN) | FASEA (%) | FASEB (%)
0,01 60 40
10,00 60 40
10,01 50 50
17,00 50 50
20,00 0 100
25,00 0 100

Em seguida, foi efetuada a injecao da mistura reacional utilizando vinho, pois
havia uma grande possibilidade de coeluicdo entre os analitos e as aminoenonas

provenientes de outras aminas, de aminoacidos e de outros compostos da matriz que
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absorvem no mesmo comprimento de onda que essas espécies. Nessa etapa é
importante relembrar que o derivatizante reage com ambas espécies, e embora alguns
analitos tenham sido selecionados para serem quantificados, os demais compostos
devem aparecer no cromatograma da mesma maneira. Para a separagao otimizada,

observou-se que essas espécies sdo mais polares e eluem com menor tempo de

retencao.
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FIGURA 19 - CROMATOGRAMA DA MISTURA REACIONAL CONTENDO 1,00 mL DE VINHO E 20
pL DE HEPTILAMINA (1,00 g L'1) COMO PADRAO INTERNO, UTILIZANDO A COLUNA DA MARCA
VARIAN DE 250 mm DE COMPRIMENTO.

A curva analitica, mostrada na FIGURA 20 e cujos parametros estao
detalhados nas TABELAS 17 e 18, apresentou coeficientes de determinacdo muito
proximos a 1, sendo mais altos do que os obtidos por Gomez-Alonso et al. (2007).
Além disso, os baixos valores de desvio entre as triplicatas das amostras injetadas
levam a confirmacdo de que a reacdo de derivatizacdo é eficiente e reprodutivel.
Outros métodos utilizando diferentes derivatizantes também apresentaram coeficiente
de determinacédo acima de 0,99 (MARCOBAL et al., 2005; GARCIA-VILLAR et al.,
2006; GOMES-ALONSO, HERMOSIN-GUTIERREZ e GARCIA-ROMERO, 2007;
SOUFLEROS et al., 2007; ZHIJUN et al.; 2007; PROESTOS, LOUKATOS e



63

KOMAITIS, 2008; BACH et al., 2012; PINEDA et al., 2012) indicando que é uma das
vantagens dos métodos de derivatizacdo de aminas. As faixas de concentracdo foram
baseadas nas utilizadas em relatos da literatura, sendo que a cadaverina e a
putrescina possuem faixa mais ampla por estarem presentes nos vinhos em maior
quantidade. A quantificacdo foi feita pelo método do padréo interno, onde a razao
entre a concentracdo do analito e do padréo interno € plotada contra a a razédo das

suas areas de pico.
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FIGURA 20 - CURVAS ANALITICAS PARA AS AMINAS UTILIZANDO O METODO DA
PADRONIZACAO INTERNA

Poucos artigos apresentam os limites de quantificacdo dos seus métodos,
dando énfase aos limites de deteccéo, calculados multiplicando-se por 3 a relacéo
sinal-ruido conforme uma das recomendacdes da OIV (OlV, 2013b). Embora muitos
valores sejam da ordem de microgramas, nao faz sentido comparar métodos que
utilizam derivatizantes que contém fluoréforos, dada a maior sensibilidade dos
detectores baseados em espectrometria de fluorescéncia (LANCAS, 2009). Também
€ pouco adequado comparar esses valores com de outros derivatizantes que

adicionam cromoforos, pois as absortividades molares dos produtos sao diferentes.
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Assim, pode-se comparar os valores obtidos com os dos trabalhos de Goméz-Alonso
et al. (2008) e de Bach et al. (2012), que utiizam o DEEMM como derivatizante. O
primeiro conseguiu limites de deteccéo entre 0,01 e 0,04 mg L%, conforme a amina; ja
o segundo, entre 0,1 e 0,5 mg L, bastante semelhantes ao encontrados nesse
trabalho.

Deve-se notar que as aminas putrescina e cadaverina sdo as com maior
inclinacdo na curva, ja que apresentam a maior resposta no detector. No entanto, o
LD e o LQ da cadaverina sdo os maiores dentre todas as aminas, fato justificado pelo
grande desvio de uma das replicatas. No entanto, ao desconsidera-la, o LD e o LQ
seriam de 0,6 e 2,2 mg L%, respectivamente, devido da diminuicdo do nimero de graus
de liberdade. Assim, 0 mais adequado seria repetir essa medida para eliminar
eventuais problemas pontuais. O mesmo ocorre com o LQ da histamina, que esta
acima do primeiro ponto da curva. O mesmo pode ser reduzido para 0,002 e 0,006 mg
Lt ao desconsiderar uma das replicatas. No entanto, esses valores foram mantidos
para fins de discussdo. Além disso, tanto para a histamina como para cadaverina, 0s
desvios padrdo no primeiro ponto da curva sdo baixos (0,0011 para ambas),
demonstrando que a medida foi efetuada com precisdo. Em ambos os casos, o limite
de quantificacao foi assumido como o primeiro ponto da curva, por ser adequado para
fins de quantificagdo de aminas em vinhos.

TABELA 17 - ~PARAMETROS DE MERITO DA CURVA ANALITICA DO METODO PARA A
QUANTIFICACAO DE AMINAS BIOGENICAS

AMINA SENSIBILIDADE INTERCEPTO DESVIO PADRAO II_)O INTERCEPTO r2
(L ug-1) (sin=3)

Histamina 0,0494 -0,0093 0,0041 0,9997
Tiramina 0,0388 -0,0042 0,0009 0,9999
Putrescina 0,1202 0,0093 0,0038 0,9999
Triptamina 0,0455 -0,0008 0,0016 0,9999
Feniletilamina 0,0497 -0,0002 0,0015 0,9999
Cadaverina 0,1147 0,0093 0,0170 0,9998

Legenda: r? = coeficiente de determinagéo

TABELA 18 - PAR:&METROS DE MERITO DA CURVA ANALITICA DO METODO PARA
A QUANTIFICACAO DE AMINAS BIOGENICAS (CONTINUACAO)

AMINA | INTERVALO (mgLY) | LD(mgLY) | LQ(mglL?
Histamina 0,50 -24,0 0,2 0,8
Tiramina 0,50 - 22,8 0,1 0,2
Putrescina 0,80 - 40,2 0,1 0,3

Triptamina 0,50 - 24,7 0,1 0,4
Feniletilamina 0,60 — 29,7 0,1 0,3
Cadaverina 0,70-37,1 0,4 1,5

Legenda: LD = Limite de Detecgao; LQ = Limite de Quantificacéo
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Para determinar a exatidao, foi efetuado o ensaio de recuperagao por meio da
fortificacdo de uma amostra de vinho, a qual foi utilizada para dissolver os padrdes
das aminas. Tal procedimento foi necessario devido a baixa solubilidade dessas
espécies, dando origem a solucdes de concentracdo préoximas a 500 mg Lt em
solugéo contendo apenas uma amina, e menor caso a solugéo seja preparada a partir
do padré&o de varias aminas. Ao utilizar uma aliquota de pequeno volume para efetuar
a fortificacdo, ndo foi possivel atingir concentracdes que contemplassem valores
correspondentes a faixa média e superior de trabalho. Ademais, optou-se por ndo
utilizar maiores volumes de solucdo para a fortificacdo uma vez que o volume de
mistura reacional seria alterado significativamente.

Os dados do ensaio de recuperacéo estao expressos nas TABELAS 19, 20,
21 e 22. Nota-se que as taxas de recuperacdo encontram-se entre 80 e 100 %, sendo
que a maioria esta proxima de 90%. Esses resultados estao dentro da faixa obtida por
varios autores em diferentes métodos de derivatizacdo de aminas citados
anteriormente, com a diferenca de que esses estudos também apresentaram valores
de recuperacao acima de 100 %. Uma das hipoteses que explicaria esses dados é o
fato do DEEMM derivatizar apenas aminas nas solu¢bes da curva analitica e
derivatizar aminas e aminoécidos na amostra. Dessa maneira, h4 uma caréncia de
derivatizante para reagir com todas as espécies da amostra, fazendo com que as
aminas sejam derivatizadas em menor proporcao. Um indicio desse fato é o resultado
do ensaio de recuperacao apos efetuar a reacao de derivatizacdo utilizando 40 uL de
DEEMM, o qual é apresentado na TABELA 19. Nesse caso, foram algumas das taxas
de recuperacdo acima de 100%, indicando uma possivel necessidade do aumento
desse reagente na reacdo. No entanto, poderia-se retornar ao problema discutido
anteriormente acerca das impurezas presentes no cromatograma.

TABELA 19 - RESULTADOS DO EXPERIMENTO DE RECUPERACAO DE AMINAS
BIOGENICAS (CONCENTRAGCAO INFERIOR)

C. NO VINHO C. ADIC C. MEDIDA DESVIO

AMINAS (mg L) (mg L) (mgL?Y | PADRAO (n=3) | X (%)
Histamina 4,3 6,5 9,9 0,1 86,2
Tiramina 4,7 54 9,4 0,5 87,0
Putrescina 6,7 8,6 15,2 0,8 98,8
Triptamina n.d. 6,3 51 0,2 81,0
Feniletilamina n.d. 9,4 8,5 0,4 90,4
Cadaverina 0,3 6,6 5,9 0,3 84,9

Legenda: C. = Concentracao; C. Adic. = Concentracdo Adicionada; TX = Taxa de Recuperagao



66

TABELA 20 - RESULTADOS DO EXPERIMENTO DE RECUPERAGCAO DE AMINAS
BIOGENICAS (CONCENTRACAO MEDIA)

C. NO VINHO C. ADIC C. MEDIDA DESVIO

AMINAS (mg L) (mg L) (mg L) PADRAO (n=3) X (%)
Histamina 4,3 13,0 16,1 0,8 90,7
Tiramina 4,7 10,9 14,2 1,1 87,2
Putrescina 6,7 17,2 23,1 0,5 95,0
Triptamina n.d. 12,6 10,4 0,3 81,9
Feniletilamina n.d. 18,8 16,8 0,5 89,1
Cadaverina 0,3 13,1 11,1 0,2 82,4

Legenda: C. = Concentracao; C. Adic. = Concentragéo Adicionada; TX = Taxa de Recuperacao

TABELA 21 - RESULTADOS DO EXPERIMENTO DE RECUPERAGAO DE AMINAS
BIOGENICAS (CONCENTRACAO SUPERIOR)

C. NO VINHO C. ADIC. C. MEDIDA DESVIO

AMINAS (mg L) (mg L) (mgL?) | PADRAO (n=3) | ' X (%)
Histamina 4,3 19,5 21,5 0,6 88,1
Tiramina 4,7 16,3 19,6 0,8 91,4
Putrescina 6,7 25,2 31,4 0,4 97,8
Triptamina n.d. 19,0 15,8 0,2 83,6
Feniletilamina n.d. 28,3 25,1 0,3 88,7
Cadaverina 0,3 19,7 16,5 0,2 82,2

Legenda: C. = Concentracao; C. Adic. = Concentragdo Adicionada; TX = Taxa de Recuperacao

TABELA 22 - RESULTADOS DO EXPERIMENTO DE RECUPERAGCAO DE AMINAS
BIOGENICAS (CONCENTRACAO MEDIA) UTILIZANDO 40 uL DE DEEMM NA
REACAO DE DERIVATIZACAO

C. NO VINHO C. ADIC. C. MEDIDA
AMINAS (mg L) (mg L) (mg L) TX (%)
Histamina 4.3 13,0 16,4 93,1
Tiramina 4.7 10,9 16,3 106,2
Putrescina 6,7 17,2 24,5 103,2
Triptamina n.d. 12,6 11,0 86,7
Feniletilamina n.d. 18,8 17,6 93,8
Cadaverina 0,3 13,1 11,7 87,3

Legenda: C. = Concentracdo; C. Adic. = Concentracdo Adicionada; TX = Taxa de
Recuperacao

5.2.2 Determinacao de aminas biogénicas nos “Vinhos de Xisto”

Os resultados das determinagdes de aminas biogénicas nos “Vinhos de Xisto”

estdo apresentados na TABELA 23, na qual FXCX é a sigla para os vinhos

provenientes do experimento com finos de xisto (FX) e calcario de xisto (CX) e CXCC

para os vinhos do experimento com calcario de xisto e calcario calcitico (CC). Para

ambos os experimentos, T1 € a amostra testemunha e 2010 e 2011 se referem aos

anos das duas safras.
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Os vinhos analisados apresentaram baixos teores de aminas biogénicas,
sendo que a triptamina e feniletilamina ndo foram detectadas pelo método utilizado.
Os vinhos do experimento FXCX apresentaram teores de histamina abaixo do minimo
permitido pela legislacédo alema, que é mais rigorosa (2 mg L1). Esse fenébmeno que
nao se repetiu nos vinhos de 2011, ja que essas amostras tiveram um incremento na
concentracéo de todas as aminas.

Assim como na avaliacao de metais nos “Vinhos de Xisto”, foi efetuado o teste
t pareado para verificar se as diferencas entre o teor de aminas em vinhos
provenientes de diferentes tratamentos eram significativas se comparadas as
diferencas devido a fatores ndo controlados de campo e no processo de vinificacao.
O desvio padréao relativo da vinificacdo, calculado para as amostras as amostras T6,
T7 e T8 e compreendido entre 6,3 e 69,0%, indica a presenca de desvios
experimentais entre tratamentos iguais no campo e que passaram pelo mesmo
processo de vinificacdo. Tal fato pode ser comprovado pela andlise estatistica
aplicando-se teste t pareado para o grupo de amostras FXCX da safra de 2010 e de
2011. Para um nivel de confianca de 95%, a Unica amostra que pode ser diferenciada
das demais foi a FXCX T5 de 2011, cujo teor de tiramina € superior ao das demais.
De acordo com os valores de tcalculado para esse teste, todas as demais amostras de
2010 ou 2011 ndo séo significativamente diferentes das amostras pertencentes a
triplicata T6, T7 e T8 do mesmo ano.

O teste t pareado ndo pode ser aplicado nas amostras provenientes dos
tratamentos CXCC por estes ndo terem vinificacdes executadas em replicata que
pudessem fornecer o desvio experimental do processo de producao do vinho. Nesse
caso, a analise dos dados foi fundamentada no PCA dessas amostras, mostrado na
FIGURA 20.

Assim, € possivel concluir que houve diferenca entre as safras de 2010 e
2011, mas nao entre as amostras provenientes dos diversos tratamentos. Esse fato
€ corroborado pelo teor de aminas nas amostras testemunha, similar ao das amostras
gue receberam tratamento. J4 as amostras provenientes dos tratamentos CXCC séo
bastante similares entre si e nas duas safras, demonstrando pouca influéncia dos

tratamentos no conteddo de aminas biogénicas nos vinhos.



TABELA 23 - CONCENTRAGOES DE AMINAS NOS “VINHOS DE XISTO” PROVENIENTES DOS EXPERIMENTOS FXCX E CXCC DAS
SAFRAS DE 2010 E 2011

AMOSTRA HISTAMINA TIRAMINA PUTRESCINA TRIPTAMINA FENILETILAMINA CADAVERINA
(mgL™) (mgL™) (mgL™) (mg L™ (mgL™) (mgL™)
FXCX T1(10) 1,1 0,5 0,8 n.d. n.d. <1,5
FXCX T2(10) 1,3 0,5 1,0 n.d. n.d. <1,5
FXCX T5(10) 1,3 <0,5 1,5 n.d. n.d. <1,5
FXCX T6(10) 1,1 <0,5 1,0 n.d. n.d. <1,5
FXCX T7(10) 0,6 0,5 <0,8 n.d. n.d. <1,5
FXCX T8(10) 1,3 0,5 <1,5 n.d. n.d. <1,5
DPR FXCX 10 (%) 5,2 1,8 2,2 - - -
DPR vinificacdo
2010 (%) 39,9 7,8 69,0 - - -
FXCX T1(11) 3,6 3,1 5,2 n.d. n.d. <1,5
FXCX T2(11) 4,7 5,0 8,0 n.d. n.d. <1,5
FXCX T5(11) 2,9 0,5 1,4 n.d. n.d. <1,5
FXCX T6(11) 4,5 6,0 12,2 n.d. n.d. <1,5
FXCX T7(11) 4,3 4,7 6,7 n.d. n.d. <1,5
FXCX T8(11) 3,5 3,6 6,5 n.d. n.d. <1,5
DPR FXCX 11 (%) 32,1 6,3 6,7 - - -
DPR vinificacao
2011 (%) 13,5 25,5 38,3 - - -
CXCC T1(10) 2,1 1,3 4,0 n.d. n.d. <1,5
CXCC T2(10) 1,8 1,3 3,4 n.d. n.d. <1,5
CXCC T4(10) 2,2 2,0 4,1 n.d. n.d. <1,5
CXCC T5(10) 2,9 0,5 1,4 n.d. n.d. <1,5
CXCC T6(10) 2,2 2,8 4,3 n.d. n.d. <1,5
DPR CXCC 10
(%) 3,2 1,9 1,5 - - -
CXCC T1(11) 2,1 0,5 3,0 n.d. n.d. <1,5
CXCC T2(11) 3,1 3,2 5,9 n.d. n.d. <1,5
CXCC T4(11) 2,2 1,9 1,4 n.d. n.d. <1,5
CXCC T5(11) 2,9 0,5 1,4 n.d. n.d. <1,5
CXCC T6(11) 2,8 2,7 4,2 n.d. n.d. <1,5
DPR CXCC 11
(%) 32,1 6,3 6,7 - - -
Literatura n.d. — 14,05 nd.-19,1 n.d. — 48,72 nd.-1,32 nd.—12,73 nd.—14,1

Legenda: DPR = Desvio Padrédo Relativo (n=3); Literatura: revisdo feita pela autora (ver p.65)
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Os resultados foram comparados com dados dos autores Marcobal et al.
(2005), Garcia-Villar, Saurina e Hernandez-Cassou (2006), GoOmez-Alonso,
Hermosin-Gutiérrez e Garcia-Romero (2007), Soufleros et al. (2007), Zhijun et al.
(2007), Proestos, Loukatos e Komaitis (2008), Bach et al. (2012) e Pineda et al. (2012).
Na maioria deles, a triptamina e feniletilamina também n&o foram detectadas. O teor
de aminas nos “Vinhos de Xisto” esta abaixo do valor médio encontrado na literatura,
reforcando o indicio da sua seguranca para consumo.

A analise de componentes principais (FIGURA 21) foi utilizada para
discriminar as amostras. As duas primeiras componentes principais explicam 98,26 %

da variancia do conjunto, que possui maior contribuicdo da PC1.
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FIGURA 21 - GRAFICO BIPLOT DE LOADINGS E SCORES DA PC1 PELA PC2 PARA OS
TEORES DE AMINAS NOS “VINHOS DE XISTO”

As amostras provenientes dos tratamentos com FXCX e CXCC foram
discriminadas pelos quadrantes positivos e negativos da PC1. As amostras FXCX de
2010 similares entre si e diferentes das amostras da safra de 2011, cujos loadings de
putrescina, histamina e tiramina indicam o maior teor de aminas biogénicas nessas

amostras. Ja os vinhos provenientes dos tratamentos CXCC nao puderam ser
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discriminadas pelo seu teor de aminas biogénicas, com excecéo das amostras T5 de
2010 e 2011.

Para correlacionar o conteddo de metais e aminas biogénicas nas amostras,
foi executada a analise de componentes principais de todos os analitos determinados
nesse estudo (FIGURA 22). Com a explicacdo de 54,13% da variancia pelas duas
primeiras componentes principais, foi possivel observar discriminacdo das amostras
semelhante a do PCA contendo apenas os dados das aminas. Os loadings de metais
nos valores mais positivos da PC2 em contraste com os loadings das aminas nos
valores mais negativos da mesma componente indicam que as amostras contendo

maior teor de metais contém menores teores de histamina, tiramina e putrescina.
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FIGURA 22 - GRAFICO BIPLOT DE LOADINGS E SCORES DA PC1 PELA PC2 PARA OS
TEORES DE METAIS E AMINAS NOS “VINHOS DE XISTO”

Desta maneira, sugere-se que a presenca de metais nos vinhos, sejam eles
oriundos dos tratamentos do solo com as matrizes de xisto ou nao, favorece
diminuicdo da producdo de aminas, sendo um dos possiveis motivos a inibicdo das
bactérias lacticas que produzem essas aminas, concordando com os dados relatados
por Boyaval (1989) e Schut et al. (2011).
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6 CONCLUSOES

6.1 DETERMINACAO DE METAIS NOS “VINHOS DE XISTO”

Dentre os métodos de pré-tratamento de amostra visando eliminar
interferentes orgéanicos, o método de adigéo de H202 e HNO3 seguida de aquecimento
apresentou-se como a melhor opcéo, por ter sido o mais eficiente para destruicdo da
matéria organica.

Para verificar a exatiddo desse meétodo, foram realizados ensaios de
recuperacdo em trés concentracdes diferentes, que no geral apresentaram boa
concordancia com o recomendado pela ANVISA. No ensaio de exatiddo, a maior parte
dos elementos apresentou valores de recuperacao dentro dos limites de 80 e 120%
estabelecidos pela ANVISA. Para os demais elementos, o método analitico
empregado pode ser considerado adequado com ressalvas, sendo necessario repetir
0 experimento realizando a etapa de digestdo no branco e aumentando o nimero de
replicatas para minimizar o desvio padrao relativo.

Os vinhos foram analisados e nenhum deles apresentou teores dos elementos
analisados acima dos limites maximos toleraveis exigidos pela legislagéo brasileira.
Ao comparar os teores encontrados com a literatura, os elementos Cr, Pb e Zn
encontram-se acima do usual, porém tal fato pode ser devido a aplicacédo de pesticidas
e fungicidas. Embora também estejam relacionados a fertilizacao, os altos teores se
repetem também nas amostras testemunha, ndo podendo entdo ser definitivamente
associados aos tratamentos aplicados no solo.

A andlise de componentes principais mostrou que as amostras provenientes
do tratamento FXCX ndo podem ser diferenciadas segundo os critérios selecionados.
Enquanto isso, as amostras do experimento CXCC 2010 encontram-se melhor
discriminadas, com destaque para CXCC T1(/10) com altos teores de cadmio e ferro
e baixos teores dos demais elementos. As amostras do experimento CXCC 2011
também sédo diferenciadas pelos scores no quadrante positivo da PC1, sendo esse
um indicativo da diferente absorcdo de metais do solo em virtude de diferenca entre

0s tratamentos executados com as matrizes fertilizantes.



72

6.2 DETERMINACAO DE AMINAS BIOGENICAS

As aminas biogénicas mais importantes do ponto de vista toxicolégico foram
selecionadas para serem determinadas nos vinhos aqui estudados. O método
escolhido para a quantificacdo dessas aminas, descrito na literatura por Gémez-
Alonso et al. (2007) e Bach et al. (2012), passou por adaptacdes na concentracao de
alguns reagentes, as quais nao interferiram na eficiéncia da reacao de derivatizacéo,
conforme foi confirmado por cromatografia em camada delgada.

A metodologia para determinacdo cromatografica também foi otimizada para
que fosse possivel utilizar uma fase mével que propiciasse menor tempo de corrida,
sendo a separacdo atingida em 25 minutos. Para isso, foi necessario substituir o
padrao interno acido L-2-aminoadipico por heptilamina, para adapta-lo ao tempo de
retencdo desejado.

Os vinhos analisados apresentaram baixos teores de aminas biogénicas, sendo
que a triptamina e feniletilamina ndo foram detectadas pelo método utilizado. Os
vinhos do experimento FXCX apresentaram teores de histamina abaixo do maximo
permitido pela legislacédo alema, que é a mais rigorosa (2 mg L). Esse fendbmeno nédo
se repetiu nos vinhos de 2011, dado que essas amostras apresentaram um
incremento na concentracdo de todas as aminas. JA as amostras provenientes dos
tratamentos CXCC foram bastante similares entre si e também nas duas safras,
demonstrando pouca influéncia dos tratamentos no conteddo de aminas biogénicas
nos vinhos. Assim, por meio de analise estatistica aplicando-se teste t pareado foi
possivel concluir que as diferencas entre os tratamentos em geral ndo séo
significativas. A analise de componentes principais indicou que as amostras contendo

maior teor dos metais analisados possuem menor teor de aminas biogénicas.

6.3 CONCLUSAO FINAL

De maneira geral, sugere-se que o uso dos subprodutos do xisto no solo onde
foram cultivadas as uvas nao afetou os vinhos produzidos segundo os critérios
estudados, indicando que as matrizes fertilizantes aqui estudadas podem ser

utilizadas na cultura da videira.
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