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RESUMO

Segundo a legislagao do Brasil, a edulcoragdo de vinhos, a fim de se obter vinhos doces e
demi-sec, pode ser realizada adicionando-se somente sacarose na bebida antes do
engarrafamento. A adicdo de qualquer outra substancia edulcorante, seja ela sintética ou
natural, é considerada adulteragdo do vinho e para garantir que esses produtos estejam de
acordo com a lei sao necessarios métodos analiticos confidveis capazes de detectar o uso
dessas substancias. Os edulcorantes naturais esteviosideo e rebaudiosideo A, encontrados
principalmente nas folhas da Stevia rebaudiana (Bertoni), t€m sido bastante utilizados pela
industria de alimentos e bebidas nos ultimos anos. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas sequencial (CLAE-EM/EM), com fonte de ionizacdo Eletrospray (ESI), para a
determinagdo dos edulcorantes esteviosideo e rebaudiosideo A em vinhos. Para a separagdo
cromatografica utilizou-se uma coluna de fase reversa C18 com gradiente de eluicao das fases
moveis compostas por acido formico 0,1% (v/v) em dgua e &cido férmico 0,1% (v/v) em
acetonitrila. A fonte de ioniza¢do operou em modo negativo e a aquisi¢do de dados ocorreu no
modo de monitoramento de reagdes multipla (MRM). Para confirmar a adequagdo do método
analitico, parametros de validacdo como linearidade, limite de detec¢ao (LD), limite de
quantificagdo (LQ), recuperagdo (exatidao) e repetibilidade (precisdo) foram avaliados, na
matriz. As curvas de calibragdo mostraram-se lineares com coeficientes de correlacdo (R?) de
0,9981 para o esteviosideo e 0,9979 para o rebaudiosideo A. Os LDs e LQs do esteviosideo
foram de 4,56 mg.L™! e 4,80 mg.L"! enquanto do rebaudiosideo A foram de 4,46 mg.L™! e 4,70
mg.L!, respectivamente. Os dois edulcorantes apresentaram valores de recuperagio dentro da
faixa de 83,70 ¢ 106,58% e os valores de coeficientes de variacdo obtidos foram < 3,48%.
Foram analisadas 24 amostras de vinhos e espumantes nacionais e ndo foram detectadas a
presenca dos edulcorantes analisados (os valores obtidos foram menores que o LQ), sugerindo
que as bebidas analisadas ndo apresentam adulteragdes, estando de acordo com a legislagdo
vigente no pais. O método proposto apresentou-se eficaz para a determinag¢do dos
edulcorantes esteviosideo e rebaudiosideo A em vinhos, demonstrando a importancia do
desenvolvimento deste trabalho visto que atualmente ndo existe um método oficial de

detec¢ao desses edulcorantes naturais em vinhos.

Palavras-chave: vinho, edulcorante, cromatografia liquida, espectrometria de massas.



ABSTRACT

According to the Brazilian legislation, in order to obtain medium dry and sweet wines, there is
just allowed to add sucrose to the wine before bottling. The addition of any other natural or
synthetic sweetener in wine is considered an adulteration and to ensure that these products are
in accordance to the law, reliable analytical methods capable of detecting the use of these
substances are needed. The natural stevioside and rebaudioside A sweeteners, mainly found in
the leaves of Stevia rebaudiana (Bertoni), have been widely used by the food and beverage
industry in recent years. Therefore, the objective of this work was to develop a method by
high performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-
MS/MS) using electrospray ionization (ESI) source, for the determination of stevioside and
rebaudioside A sweeteners in wines. The HPLC separation was carried out on a C18 column
with gradient elution of 0.1% formic acid (v/v) in water and 0.1% formic acid (v/v) in
acetonitrile as mobile phase. The ionization source worked in negative ion mode and data
acquisition under MS/MS was achieved by applying multiple reaction monitoring (MRM). To
confirm that analytical method is suitable for its intended use, several validation parameters,
such as linearity, limits of detection (LOD), limits of quantification (LOQ), recovery
(accuracy) and repeatability (precision) were evaluated. The correlation coefficients (R?) of
the calibration curve were 0.9981 for stevioside and 0.9979 for rebaudioside A, revealed a
good linearity in the concentration range for each sweetener. LOD and LOQ were 4.56 mg.L!
and 4.80 mg.L™! for stevioside, respectively. For rebaudioside A, the LOD and LOQ were 4.46
mg.L! and 4.70 mg.L!, respectively. The recovery ranged were between 83.70% and
106.58% and the coefficient of variation were < 3.48%, for both of the sweeteners studied.
There were analyzed 24 national commercial wine and sparkling wine samples and the
sweeteners were not detected in any of the them, implying that all the samples were
conforming to the law. The proposed method has been successfully applied to the
determination of stevioside and rebaudioside A in wines, demonstrating the importance of
developing this work since there is no official method for detecting these natural sweeteners

in wines.

Keywords: wine, sweetener, liquid chromatography, mass spectrometry
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A prética enologica no Brasil é historiada desde 0 comeco de sua colonizacao e a Serra
Gaucha, assim como as demais regiGes vitivinicolas brasileiras, apresentam algumas
caracteristicas, como diversidade climatica, tipo de solo e cultivares de videiras bem
adaptadas, que propiciam a producdo de vinhos com boa qualidade sensorial, em se tratando
de cor, aroma e sabor. Estas caracteristicas do vinho brasileiro fazem com que ele ganhe
espaco em outros paises e coloca o Brasil como o quarto maior produtor vitivinicola da
América.

A elaboracdo de vinhos compreende varias etapas distintas, iniciando pela colheita da
uva até o engarrafamento final, sendo que em determinados tipos de vinhos, pode-se
prolongar ao envelhecimento dos mesmos em garrafas. Durante a elaboracdo, quando a uva
ndo apresenta um grau de maturagdo satisfatorio para atingir a graduagdo alcoolica prevista
em lei, a legislacdo brasileira permite o uso de sacarose para aumentar esse teor alcoolico dos
vinhos em fermentacdo (processo conhecido como chaptalizacdo). A utilizacdo da sacarose €
ainda permitida na etapa que antecede o engarrafamento dos vinhos, com o propoésito de
adocar o produto final. Outra pratica permitida, porém, menos utilizada no Brasil, é a adi¢do
de mosto simples, concentrado ou concentrado retificado de uvas.

A adigdo de qualquer outro edulcorante natural ou sintético em vinhos ndo é permitida
pela legislacdo brasileira, porém tem sido reportado que essa pratica vem sendo utilizada para
o “amaciamento” do vinho por algumas empresas nacionais e estrangeiras. Esse amaciamento
do vinho é entendido como a diminuicdo da adstringéncia perceptivel em boca e do amargor
sentido pelas papilas gustativas que alguns vinhos ricos em taninos séo capazes de provocar.

Além disso a utilizagdo de edulcorantes pode ser vantajosa para a induastria pelo fato
de ndo ser um produto fermentavel dentro do vinho. Os edulcorantes derivados de esteviol,
como o esteviosideo e o0 rebaudiosideo A, tém ganho bastante destaque nos ultimos anos,
sendo cada vez mais pesquisados e utilizados pela industria de alimentos e bebidas. S&o
edulcorantes naturais, extraidos principalmente das folhas da Stevia rebaudiana (Bertoni),
uma planta nativa da América do Sul.

Dentre os metodos analiticos utilizados para determinag@o de edulcorantes naturais e
sintéticos em bebidas se encontra a Cromatografia Liquida, com especial destaque para a
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (CL-EM/EM).

Porém, atualmente ainda ndo existe um método de analise oficial para a determinacdo de

15



edulcorantes naturais especifico para vinhos. Desde modo, o desenvolvimento de um método
rapido, exato e preciso na determinacao desses glicosideos de esteviol em vinhos é de extrema
importancia para determinar a qualidade dos mesmos e para a protecdao dos consumidores.

Por essa razao, este trabalho teve como objetivo a otimizacdo de um método analitico

para a determinacdo dos edulcorantes naturais esteviosideo e rebaudiosideo A em vinhos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Viticultura

A producdo mundial de uvas ocupa uma area de aproximadamente 7,3 milhdes de
hectares, segundo dados da Organizagdo Internacional da Vinha e do Vinho (em inglés,
International Organisation of Vine and Wine - OIV). A area destinada ao cultivo de uvas no
Brasil é de 80 mil hectares, o que faz com que 0 pais ocupe o0 21° em area cultivada por
videira no mundo (OIV, 2020a). A produgdo mundial de vinhos no ano de 2020 foi de 260
milhdes de hectolitros, sendo o Brasil responsavel pela elaboracdo de 1,9 milhdes de
hectolitros, o 18° maior produtor de vinhos do mundo (OIV, 2020a).

O cultivo de videiras e a producdo de vinhos no Brasil iniciou-se com a chegada dos
imigrantes italianos no Rio Grande do Sul, por volta de 1875, e era tido como agricultura de
subsisténcia para consumo familiar. Com o passar dos anos, por volta de 1910, a
incrementacdo do cultivo da uva e da producdo de vinhos se tornou mais expressiva,
favorecendo assim a comercializa¢do desse produto numa escala maior. Nos anos seguintes,
deu-se inicio a um mercado interno de vinhos, com a instalacdo de cooperativas e empresas de
industrializagdo (MOURE, 1980).

Atualmente, o Rio Grande do Sul (RS) é o estado brasileiro responsavel pela maior
producdo de uvas e vinhos no pais, sendo que a extensdo do territério destinado a plantacdo de
vinhedos é de aproximadamente 47 mil hectares, o que representa cerca de 62% da area
viticola nacional destinada ao cultivo de vinhas no Brasil (MELLO; MACHADO, 2020). O
RS destina quase a totalidade de sua producdo de uva ao processamento de vinhos de mesa
(comuns), vinhos finos, espumantes e sucos. As espécies de videiras de maior importancia no
Brasil sdo as Vitis labrusca, e outras cultivares hibridas, originarias da América do Norte, e as
Vitis vinifera, originarias da Asia—Europa (MANDELLI; ALBERTO; TONIETTO, 2009).

Dentre as cultivares Vitis labrusca e hibridas, destacam-se as variedades Isabel,
Niagara, Concorde e Bordd. Essas videiras sdo mais faceis de cultivar por apresentarem maior
resisténcia a doencas e pragas e por tolerarem melhor as condi¢des do clima temperado imido
do RS. As cultivares de Vitis vinifera que ganham destaque no Brasil sdo Cabernet
Sauvignon, Merlot e Chardonnay. Essas videiras sd8o mais exigentes quanto ao clima,
preferindo locais com baixa umidade relativa do ar e bastante insolagdo (KUHN et al., 1996;
MANDELLI; ALBERTO; TONIETTO, 2009). Segundo dados do Instituto Brasileiro do
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Vinho (IBRAVIN), no RS a producdo de vinhos de mesa, provenientes de uvas do tipo Vitis
labrusca e de outros cultivares hibridos, € de cerca de 205 milhdes de litros, um valor mais
expressivo em comparacgdo ao da elaboracdo de vinhos finos (com uvas do tipo Vitis vinifera),
que ¢ de aproximadamente 43,21 milhdes de litros (IBRAVIN; MAPA; SEAPI-RS, 2019a).

Apesar de o Brasil estar entre 0s maiores produtores de vinhos do mundo, o consumo
desta bebida no pais € considerado baixo quando comparado ao de paises europeus € ao de
alguns paises da América, representando apenas 2% do consumo mundial. Porém, observa-se
um crescimento no consumo da bebida e no ano de 2020 esse aumento foi 18,4% em relacédo a
2019, o que representou 0 maior acréscimo entre os paises associados da OIV (OlV, 2020a).

A importacdo de vinhos é bastante expressiva no Brasil, apresentando uma média de
121,25 milhGes de litros, o que diminui o consumo do produto local em substituicdo do
importado. A maior importacdo provém do Chile (51,4% das importacdes), seguido por
Portugal (17,8%), Argentina (15,9%), Italia (12,3%) e Franca (8,3%) (IBRAVIN; MAPA;
SEAPI-RS, 2019b). Os vinhos importados séo apreciados pelos brasileiros e preenchem boa
parte do mercado interno, sendo muitas vezes mais competitivos em termos de preco do que
o0s vinhos nacionais (MOLINARI; NETO, 2015).

2.2 Producdo e legislacdo do vinho

O vinho é a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto simples de uvas sas,
frescas e maduras (Lei n° 7.678, de 8 de novembro de 1988), e 0 seu processo de elaboracédo
engloba varias etapas, que vdo desde o recebimento de uva na vinicola até o engarrafamento
final do vinho, podendo ou ndo passar por envelhecimento em garrafa (RIZZON;
DALL’AGNOL, 2007). O esquema a seguir sumariza as etapas do processo de elaboracdo de

vinhos tintos e brancos:
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‘ Recebimento de uva ‘

‘ Separagao da raquis ¢ esmagamento da uva ‘

Vinhos tintos Vinhos brancos

Corregao do agucar do mosto

Extragdo do mosto

Fermentacdo alcodlica

Clarifica¢ao do mosto

Maceragao

Correcao do agucar do mosto

Descuba e prensagem

Fermentacao alcodlica

Fim da fermentagao alcodlica

Fermentacao malolatica

Clarificagao e estabilizagao

Engarrafamento

Figura 1. Esquema das etapas do processo de elaboracdo de vinhos tintos e brancos. Fonte:

adaptado de RIZZON; DALL’AGNOL, 2007

A legislacdo brasileira permite aos vinicultores empregar o processo de chaptalizagéo,
uma prética de corre¢do do acgtcar no mosto, utilizada para aumentar a graduacdo alcoolica
final dos vinhos. Essa préatica enoldgica é empregada em paises onde as condigdes naturais de
cultivo da videira ndo permitem uma maturacdo satisfatoria da uva (RIZZON;
DALL’AGNOL, 2007). As corre¢des podem ser feitas utilizando-se mosto concentrado ou
sacarose dissolvida com o mosto, levando-se em consideracdo que a elevagdo maxima deve
ser de um por cento em alcool, volume por volume (1%, v/v) em vinhos elaborados a partir de
uvas da variedade Vitis vinifera, e dois por cento em alcool, volume por volume (2%, v/v)
para vinhos elaborados a partir de uvas da variedade hibrida ou americana (BRASIL, 2014).

Ao final da fermentacéo alcodlica, o teor de acglcar no vinho deve ser menor que 4

g/L a fim de se obter uma melhor conservacgéo e qualidade do vinho. Antes do engarrafamento
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é permitido o adogamento do vinho, o que faz com que ele seja classificado de acordo com o
teor de acucares totais final, geralmente expresso em gramas de glicose por litro. A
classificacéo € a seguinte (BRASIL, 2014):

— Seco: 0 que contiver até quatro gramas de glicose por litro;

— Demi-sec ou meio-seco: 0 que contiver um valor superior a quatro e até vinte e
cinco gramas de glicose por litro; ou

— Suave ou doce: 0 que contiver superior a vinte e cinco gramas de glicose por litro,
sendo o limite maximo de oitenta gramas de glicose por litro estipulado para os vinhos de
Vitis vinifera.

Para esse adogamento (ou edulcoracdo), a fim de se obter vinhos meio-secos e doces, a
legislacdo brasileira permite a adicdo de sacarose na forma solida. Além desse ingrediente, a
adicdo de mosto de uva também é uma pratica autorizada pela lei brasileira (BRASIL;
MAPA, 2018). Dentre os mostos de uva que podem ser adicionados no vinho estdo o0 mosto
simples, que é o produto obtido pelo esmagamento ou prensagem de uvas, podendo conter
suas partes sélidas; o mosto concentrado, que é o produto da desidratacdo parcial do mosto
simples ndo fermentado; e 0 mosto concentrado retificado, também conhecido como “agticar
de uva”, que é o mosto concentrado submetido a processos tecnoldgicos adequados para a
eliminacdo dos componentes ndo-agucarados, tornando o mosto semelhante a um melado
(BRASIL, 1988).

Os processos de importacdo e exportacdo de vinhos a nivel mundial fizeram com que
algumas normas e praticas enoldgicas fossem reconhecidas internacionalmente, a fim de
garantir um controle de qualidade dos vinhos. Com a necessidade de possuir uma norma
regional que favorecesse a circulacdo de vinhos pelos paises que fazem parte do Mercado
Comum do Sul (Mercosul), foi criado o “Regulamento Vitivinicola do MERCOSUL”. Em se
tratando de edulcoragéo de vinhos, o documento cita as mesmas adi¢Oes realizadas no Brasil,
sendo somente a Argentina proibida de adicionar sacarose ao vinho (Ley General de Vinos, n°
14.878, 1959). A adicao de xarope de alta concentracdo de frutose também é citada, ndo sendo
permitida no Brasil e na Argentina (MERCOSUL/GMC/RES, 1996). No Chile, a legislacdo
também proibe a adicdo sacarose e de qualquer outro edulcorante sintético ou natural, sendo
somente permitida a adi¢do de agUcar proveniente da uva (Ley do Chile, n® 18.455, 1985).

Os paises membros da Unido Europeia somente podem edulcorar seus vinhos com 0s
seguintes produtos: mosto de uvas, mosto de uvas concentrado e mosto de uvas concentrado

retificado, ndo sendo permitida a adicdo de sacarose. Da mesma forma, os vinhos importados
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por estes paises também devem seguir as condi¢des de edulcoragdo aplicaveis aos vinhos
produzidos pela Comunidade Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2009).

Sendo assim, aléem dos produtos citados acima que sdo permitidos em alguns paises, a
adicdo de qualquer outro edulcorante natural (como os extratos da estévia) ou sintético, ndo
sdo permitidos e desta forma sua utilizacdo € considerada adulteracdo do vinho (BRASIL,
2014).

2.3 Edulcorantes

Edulcorantes, também chamados de adogantes, sdo aditivos alimentares utilizados na
fabricacdo de alguns produtos em substituicdo da sacarose, designados a conferir sabor doce
aos alimentos e bebidas. Essas substancias podem ser classificadas em dois grupos:
edulcorantes naturais e edulcorantes sintéticos (BRASIL, 1997). Os edulcorantes naturais
geralmente sdo hipocaldricos, ou seja, apresentam quantidades reduzidas de calorias quando
comparados a sacarose; ja os edulcorantes sintéticos, por ndo serem metabolizados pelo
organismo, ndo fornecem calorias ao corpo humano, ou as fornecem em quantidades muito
baixas. Além disso, os edulcorantes apresentam o diferencial de ter um poder adocante maior
do que a sacarose (SHANKAR et al., 2013).

De acordo com a legislacéo vigente no Brasil (RDC n° 18, de 24 de mar¢o de 2008),
os edulcorantes sintéticos autorizados para uso em alimentos sdo: sacarina, ciclamato,
aspartame, acessulfame de potéssio, sucralose, neotame e taumatina. J& os edulcorantes
naturais permitidos para utilizacdo em produtos séo: sorbitol, manitol, isomaltitol, maltitol,
lactitol, xilitol, eritritol e glicosideos de esteviol (estévia) (ANVISA, 2008). Uma atencéo
especial tem-se dado aos extratos das folhas da estévia, que passou a ser conhecida pelos seus
glicosideos de esteviol (LEMUS-MONDACA et al., 2012).

Esses glicosideos de esteviol extraidos da Stevia rebaudiana (Bertoni) tem atraido
interesse econémico e cientifico, sendo amplamente pesquisados nos ultimos anos,
principalmente devido a sua capacidade de adocamento, apresentando um poder adogante 250
vezes maior do que o da sacarose, e as supostas propriedades terapéuticas dos seus extratos
(LEMUS-MONDACA et al.,, 2012). Eles foram considerados seguros para 0 CONsSumo
humano em 2008, pelo Comité Conjunto de Especialistas FAO/OMS sobre Aditivos
Alimentares (do inglés Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives — JECFA), que
entdo estabeleceu uma Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de 4 mg/kg de peso corporal por dia
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(JECFA, 2016). Vérios sdo 0s compostos possiveis de extracdo dessa planta, mas os maiores
representantes desses edulcorantes naturais sdo o esteviosideo e o rebaudiosideo A.

2.3.1 Edulcorantes naturais esteviosideo e rebaudiosideo A

Stevia rebaudiana (Bertoni) é uma planta herbéacea pertencente a familia Asteraceae,
nativa do Paraguai, estendendo-se também pelo Brasil e Argentina (na América do Sul)
(YADAV et al., 2011). Suas folhas apresentam um sabor doce e no passado ja eram utilizadas
pelos indios nativos da regido como adocante, principalmente em bebidas (RAMESH,;
SINGH; MEGEJI, 2006). A planta, classificada botanicamente em 1899 por Moisés Santiago
Bertoni, recebeu o nome atual em 1905. Os registros apontam que o principio doce presente
nas folhas da planta foi isolado pela primeira vez em 1909, sendo somente purificado a fim de
se obter extratos de glicosideos de esteviol, em 1931. Na década de 1970 iniciou-se 0 uso
comercial dos glicosideos de esteviol e entdo ampliou-se o cultivo dessa planta, que hoje é
encontrada principalmente na América Latina e na Asia, sendo cultivada também na América
do Norte e na Europa (LEMUS-MONDACA et al., 2012).

As folhas da planta de Stevia rebaudiana contém naturalmente os glicosideos de
esteviol, uma mistura complexa de aproximadamente 9 compostos (SHAH; DE JAGER;
BEGLEY, 2012). Os glicosideos sdo compostos que contém um grupamento ndo glicidico,
também chamado de aglicona, ligado a moléculas de carboidrato, grupamento glicidico. A
parte aglicona dos compostos presentes na planta de S. rebaudiana é o esteviol (Figura 2) e
cada composto se diferencia principalmente na porcdo glicidica da molécula (LEMUS-
MONDACA et al.,, 2012). Deste modo, os constituintes edulcorantes dessa planta s&o
conhecidos como glicosideos de esteviol, sendo caracterizados como diterpenos tetraciclicos
por apresentarem na sua estrutura 4 unidades de isoprénicas (metil-buta-1,3-dieno, com 5
atomos de carbono).

Dentre os principais constituintes edulcorantes isolados da planta, o esteviosideo é o
que aparece em maior quantidade nas extracGes (entre 5 a 10% do peso seco da planta),
seguido pelo rebaudiosideo A (2 a 4% do peso seco da planta) (GOYAL; SAMSHER;
GOYAL, 2010), cujas estruturas quimicas podem ser observadas na Figura 2. Outros
glicosideos de esteviol, como esteviolbiosideo, rebaudiosideo B, C, D e F, dulcosideo A e
rubososideo, também sdo encontrados nas folhas das plantas, porém em menores quantidades
(SHAH; DE JAGER; BEGLEY, 2012).
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Figura 2. Estrutura quimica do esteviol, esteviosideo e rebaudiosideo A

Como o esteviosideo € extraido em maior quantidade das folhas da planta de estévia,
ele é o composto mais estudado; porém, ao ser utilizado como edulcorante, ele deixa um sabor
residual na boca, ligeiramente amargo, que é sentindo em menor quantidade no rebaudiosideo
A (HANSON, 2016). Quando esses edulcorantes sdo ingeridos, eles sdo hidrolisados pela
microflora do intestino entre 10 e 24 h. A aglicona de esteviol é entdo excretada pela urina na
forma de glucuronideo de esteviol (HANSON, 2016).

As moléculas de esteviosideo sdo estaveis em uma larga faixa de pH, ndo sofrendo
degradacdo entre os valores de 2 a 10, em temperaturas de até 60 °C; além disso, apresentam
estabilidade quando estdo interagindo com &cidos orgéanicos, como o acido tartarico
(KROYER, 2010). O rebaudiosideo A é ainda mais estavel que o esteviosideo (Tabela 1), por
ser uma molécula maior (MARCINEK; KREJPCIO, 2015).

Tabela 1. Informagdes quimicas dos compostos esteviosideo e rebaudiosideo A.

Férmula Peso Molecular
Edulcorante ) CAS
Quimica (g/mol)
Esteviosideo CasHs0018 804,88 57817-89-7
Rebaudiosideo A  CasH70023 967,03 58543-16-1
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Esses compostos edulcorantes extraidos da estévia ndo sdo fermentaveis, o que
permite sua utilizagdo em diferentes alimentos e bebidas. Tem sido reportado o seu uso ilegal
em vinhos nacionais e importados, para o0 adocamento dos mesmos. Deste modo, é necessario
que se desenvolva métodos capazes de identificar possiveis compostos edulcorantes
adicionados nos vinhos, garantindo assim os padrdes de identificacdo desta bebida e a
qualidade da mesma. No Brasil, 0 érgdo responsavel por inspecionar e fiscalizar a producéo
do vinho é o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo
encarregado por disciplinar as praticas enologicas e a utilizacdo de aditivos e coadjuvantes de
tecnologia na elaboragéo de vinhos e de seus derivados (ANVISA, 2016; MAPA, 2011).

2.4 Métodos de analise

Os métodos de deteccdo analitica devem ser capazes de assegurar o controle da
qualidade dos produtos, garantindo assim a correta fiscalizacdo por parte dos Orgaos
regulamentadores. Em se tratando da determinacdo de edulcorantes naturais em vinhos, um
método que permita avaliar simultaneamente mais que um composto € importante para que
essas analises de rotina sejam mais rapidas e econdmicas e para determinar qual substancia
esta sendo utilizada no adogamento.

A técnica que tem se mostrado bastante eficiente é a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial, que € capaz de determinar varios compostos diferentes
em uma Unica analise (CHANG; YEH, 2014; LORENZO et al., 2015). Além disso, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) propicia separagdes e analises quantitativas
em concentracOes baixas, com alta resolugéo, eficiéncia e sensibilidade. Essa técnica utiliza
pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados (fase estacionéria) e uma

fase movel que é eluida sobre altas pressdes (LANCAS, 2009).

2.4.1 Meétodos de separacédo e analise por CLAE

A separacdo dos diferentes analitos presentes na amostra ocorre devido aos distintos
mecanismos de interacdo entre esses com a fase estacionaria e a fase mével. Essa interacao
pode ser por parti¢do, adsorcdo ou troca idnica, sendo a separacdo por particdo uma das mais
frequentemente utilizadas. Essa técnica depende da polaridade dos analitos da amostra e da
polaridade das fases estacionaria e movel. Geralmente essas fases apresentam polaridades
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diferentes e deste modo ocorre interacdo dos analitos da amostra para com alguma das duas
fases (estacionaria ou movel), devido a sua afinidade. Essa diferenca na interagdo do analito
com as fases determina o tempo de retencdo dos diferentes compostos que passam pela coluna
(SKOOG et al., 2006).

A separacdo por particdo pode ser dividida em dois tipos distintos: a de fase normal
(FN) e a de fase reversa (FR). Quando a fase estacionéria é polar e a fase movel é menos polar
tem-se a FN, onde os componentes mais polares interagem preferencialmente com a fase
estacionaria e 0s com menos polaridade sdo os primeiros a serem eluidos da coluna, pois tem
mais afinidade com a fase movel. Contrariamente, quando a fase estacionéria € menos polar
(mais apolar) e a fase movel é mais polar tem-se a FR. No modo de FR, 0os compostos néo
polares possuem uma afinidade maior com a fase estacionéria, interagindo assim por um
periodo maior de tempo com esta fase. Sendo assim, 0s compostos mais polares sdo entdo
eluidos primeiramente por apresentarem maior afinidade com a fase movel, que apresenta
caracteristicas também mais polares (SKOOG et al., 2006).

As técnicas de FR em CLAE permitem, atualmente, realizar a separacdo de uma
grande variedade de compostos, dentre eles os edulcorantes sintéticos e naturais. Apos a
separacdo dos analitos no aparelho de cromatografia, 0S mesmos precisam passar por um
detector que fica acoplado ao cromatdégrafo e que tem a funcdo de monitorar os solutos
conforme eles sdo eluidos da coluna (SKOOG et al., 2006). Vérios sdo 0s detectores que
podem ser utilizados acoplados a CLAE. Os detectores Ultravioleta-Visiveis (UV-VIS)
medem a absorcdo de luz dos compostos, em comprimento de onda pré-programado,
compreendido entre as regifes visivel e ultravioleta; esses detectores apresentam a
desvantagem de serem pouco sensiveis. Os detectores por Fluorescéncia tém a vantagem de
apresentarem alta seletividade e sensibilidade. Os detectores por indice de Refracéo (IR) sio
conhecidos como detectores universais por apresentarem respostas para todos os analitos de
uma amostra (desde que eles apresentem indices de refracdo diferentes da fase maovel); eles
apresentam a desvantagem de serem menos sensiveis que outros detectores. Os detectores por
Espectrometria de Massas (EM) sdo capazes de gerar informacdes sobre a estrutura e o peso
molecular das analitos eluidos da coluna cromatogréafica; ao serem acoplados a CLAE, eles
tém ganhado bastante destaque por apresentarem a vantagem de permitir a separacdo e

identificacdo dos compostos em uma so corrida (SETTLE, 1998).

2.4.2 Espectrometria de Massas
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A espectrometria de massas (EM) propicia a determinacdo de massas dos VAarios
elementos e moléculas, bem como auxilia na identificacdo dos mesmos e de suas estruturas. A
combinacdo da EM com uma técnica de separacdo, como a CLAE, que recebe o nome de
CLAE-EM, tornou-se uma ferramenta importante em analises mais complexas e que
apresentam maior nimero de componentes a serem identificados e quantificados (LANCAS,
2009). Neste sistema, os analitos que foram separados por CLAE séo inseridos numa fonte de
ionizacdo, que € responsavel por converté-los em ions, podendo ocorrer tanto no modo
positivo quanto no negativo, dependendo das caracteristicas dos mesmos. As formas de
ionizacdo mais utilizadas no acoplamento CLAE-EM sdo: lonizagdo por Eletrospray (ESI, do
inglés Eletrospray lonization), seguido por lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (IQPA,
em inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization — APCI) (ARDREY, 2003) e
Fotoionizagdo a Pressdo Atmosférica (em inglés Atmospheric Pressure Photo lonization —
APPI) (WANG, 2015).

De um modo geral, quando as fontes de ionizacdo sdo comparadas, a ESI é preferivel
para a analise de compostos bastante polares ou ibnicos, com massa molecular elevada e baixa
estabilidade térmica; ja a IQPA apresenta melhores resultados quando os analitos apresentam
pouca polaridade ou polaridade intermediaria e quando ndo sdo termolébeis (CHIARADIA,;
COLLINS; JARDIM, 2008; LANCAS, 2009). A técnica de fotoionizacdo apresenta um
grande potencial para ionizar compostos que ndo sdo ionizados por ESI ou IQPA, em
particular, compostos apolares (WANG, 2015). A Figura 3 mostra a aplicacdo das diferentes

tecnologias de ionizagdo de acordo com a polaridade e o peso molecular dos compostos alvos.

100.000—
= ESI
©
S 10.000-
[&]
S APPI
o 1.000
= APCI
2
3 100
[a 1
Baixa polaridade Alta polaridade
Polaridade

APCI: lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica; APPI: Fotoionizagdo a Pressao
Atmosférica; ESI: lonizacdo por Eletrospray
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Figura 3. Aplicacdo de diferentes tecnologias de ionizacdo de compostos de acordo com a

polaridade ¢ o peso molecular. Fonte: adaptado de LANCAS, 2009

Apds a ionizacao, os analisadores de massas separam 0s ions de acordo com a relacao
existente entre suas massas e cargas, ou seja, a razdo m/z. O emprego da espectrometria de
massas acoplado a espectrometria de massas (EM-EM) ou espectrometria de massas
sequencial (em tandem), implica em dois estagios: o primeiro € usado para isolar um ion de
interesse e 0 outro € usado para estabelecer uma relacdo entre este ion de interesse isolado e
outros ions que serdo gerados a partir da sua decomposi¢do induzida (CHIARADIA,;
COLLINS; JARDIM, 2008).

O analisador de massas mais comumente utilizado é o quadrupolo (Figura 4),
constituido por quatro (4) hastes, geralmente de metal. Um par de barras € mantido em um
potencial elétrico positivo e o0 outro par no negativo. Em determinada amplitude para as
voltagens de corrente continua (DC) e radiofrequéncia (Rf), somente 0s ions que apresentam
determinada razdo m/z atravessam o quadrupolo em uma trajetéria estavel; os demais ions
apresentam uma trajetoria instavel e sdo eliminados pelo sistema de alto vacuo. Abaixo uma

representacdo esquematica de um quadrupolo:

dc

Figura 4. Esquema de um analisador do tipo quadrupolo. Fonte: CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008

Em EM-EM o analisador de massa mais utilizado é o triplo quadrupolo (Figura 5),
também conhecido como QqQ, um equipamento que possui trés quadrupolos em sequéncia. O
primeiro € responsavel por separar os ions de mesma razdo m/z, atuando como um seletor de
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ion de interesse, ou ion precursor; o segundo quadrupolo é na verdade uma cela de coliséo
onde o ion precursor passa por repetidas colisbes com um gas inerte (como o N2 e 0 Ar)
sofrendo fragmentagdes, em um processo conhecido como dissociacdo induzida por coliséo
(em inglés, collision-induced dissociation — CID) e deste modo, formando os ions produto; o
terceiro e Gltimo quadrupolo seleciona os ions produto de interesse e os conduz até o detector
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; LOPES et al., 2011).

cone de direcionadores
amostragem  opticos

JL Triplo Quadrupolo }7
| o || | s || detector
Il

cela de colisdo

fonte de
jons

Figura 5. Esquema de um analisador do tipo triplo quadrupolo. Fonte: CHIARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008

Esse analisador pode operar em diferentes modos de aquisicdo de dados: o
monitoramento de ion selecionado (MIS, do inglés selected ion monitoring - SIM) é uma
operacdo que seleciona e grava somente ions que apresentem valores especificos de m/z. Ja no
monitoramento de reacdo selecionada (MRS, do inglés selected reaction monitoring - SRM)
os dados adquiridos sdo de um ou mais ions produto especificos produzidos por ions
precursores de m/z selecionados previamente. O monitoramento de rea¢des multiplas (MRM,
do inglés multiple reaction monitoring — MRM) nada mais é que a execucdo do MRS para
maultiplos ions produto provenientes de um ou mais ions precursores (LOPES et al., 2011).

O detector indica a carga induzida ou a corrente produzida quando um ion atravessa
ou atinge sua superficie. Um espectro de massas € um registro dos ions detectados em funcgéo
da razdo m/z (KOPPENAAL et al., 2005).

2.5 Determinacéao de edulcorantes em alimentos e bebidas

O crescente uso de edulcorantes em alimentos e bebidas fez com que os 0rgaos
regulatorios necessitassem desses métodos de deteccdo analitica. Varios estudos ja foram

realizados em vinhos e em diferentes matrizes, para a determinacdo de edulcorantes sintéticos
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e naturais, como o esteviosideo. A Tabela 2 traz um resumo de alguns artigos que
desenvolveram métodos de analise para a deteccdo de diferentes edulcorantes sintéticos e
naturais, varios deles utilizando a CLAE-EM/EM.

Em relacdo a analise simultanea de esteviosideo e rebaudiosideo A, em matrizes de
alimentos e/ou bebidas, poucos estudos foram publicados até o momento. Na maioria dos
estudos em que esses edulcorantes foram analisados concomitantemente, o objetivo era
avaliar a composicdo quimica da estévia, sendo geralmente utilizado os extratos das folhas
dessa planta como matriz (ESPINOZA et al., 2014; MOLINA-CALLE et al., 2016).

Deste modo, realizar testes que auxiliem na validacdo de uma metodologia que seja
capaz de identificar e quantificar esses edulcorantes simultaneamente em bebidas é de

extrema importancia, ja que nenhum estudo foi conduzido neste ambito.
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Tabela 2. Utilizagao de técnicas de cromatografia liquida para analise de edulcorantes naturais e sintéticos em vinhos e outras matrizes

Método

Recuperacgédo

Substancia analisada  Amostra utilizado (%) CV (%) LDelLQ Referéncia
Acessulfame-K, alitame,
aspartame, ciclamato,
Eg:;aer::gm”:gl Bebidas, laticiniose ~ CLAE-DAD- g, 10c - <10 LD:<025mg. LT  (ZYGLER et
hidrochalcona. sacarina produtos de peixe ESI-EM ' ’ LQ:<25mg. L* al., 2011)
sucralose e dulcina
Acessulfame-K,
ciclamato, sacarina LD:
sodica, aspartame, Alimentos i 1
alitame, neotame, industrializados como CLAE'ESIT 0,00120,375 mg. L (LIM et al.,
. : EM/EM (triplo 90,0 a107,5 18a7,6

sucralose, dulcina e doces, iogurtes e uadrupolo) LO: 2013)
Neo-hesperidina di- bebidas a P : 1
hidrochalcona 0,00321,125 mg. L

Vinhos com possivel

] fraude (vinhos de . 1 (GEANA;
ﬁscﬁi:gae”;esgaﬁna mesa, engarrafados em CLAE -DAD 92621033  19a2.1 tg; é : 27”:% LL-l IORDACHE;
P PET, suave e demi-sec) ' 9. IONETE, 2012)
Refrigerantes (com CLAE LD:
. - -1

Aspartame, cafeinaeoutros), —  upap . cAD 0062028mg. L™ spEMBECKA
acessulfame-K, sacarina |sot|on|cos, ene_rggt!cos: 981a101 0112173 ) etal., 2014)

suplementos dietéticos; ES| - EM - TOE LQ:

edulcorante de mesa

0,19a0,84 mg. L*
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Edulcorantes:
Acessulfame-k,
ciclamato de sédio,
sacarina sodica;
Corante: tartrazina,
amaranto vermelho,
Ponceau 4R, amarelo
crepusculo e azul
brilhante

Aspartame, neo-
hesperidina di-

hidrochalcona, neotame,
acessulfame-K, sacarina,

ciclamato de sodio e
sucralose

Advantame e neotame

Aspartame, sacarina,
acessulfame-K,
neotame, sucralose,
ciclamato, alitame e
esteviosideo

Acessulfame, sacarina,
ciclamato de sédio,
aspartame, acido

benzoico, acido sorbico,

esteviosideo, acido
dihidroacético e
neotame

Vinhos tintos

Bebidas
comercializadas como

"sem acUcar" ou "diet",

incluindo bebidas com

gas (como refrigerante)

e bebidas em pd.

Alimentos
industrializados

Alimentos e bebidas

Vinhos tintos: tinto
seco; tinto demi-sec e
tinto suave

CLAE-ESI-
EM/EM (triplo
qudrupolo)

Dois métodos:
1. CLAE - DAD
2. CL-ESI-
EM/EM (triplo
quadrupolo)

CLAE-ESI-
QTRAP

CLAE-ESI-EM
(quadrupolo
simples)

CLAE - ESI -
EM/EM (triplo
quadrupolo)

90,6 a104,5

1. 95,0 2108
2.90,0a114,6

76,1a102,7

95,4-104,3

78,5a99,2

2,4a8,3

1.<3.2
2.<9,8

26al125

1,455 7,23

0,46 a 6,3

LD:0,01a0,5ug. L*

LQ:0,1a15pug. L?

LQ:
1.0,01a0,1 mg. L

2.0,05a5,0 ug. L*
LQ:<0,01 mg. L?
LD:<0,10 mg. L*

LQ:<0,30 mg. L

LD:0,03a15pg. L*

LQ:0,1a50,0 pug. L*

(MAetal.,
2014)

(LORENZO et
al., 2015)

(IWAKOSHI et
al., 2019)

(YANG;
CHEN, 2009)

(CHEN et al.,
2012)
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Acessulfame, sacarina,
cafeina, aspartame,
acido benzéico, acido
sérbico, esteviosideo,
acido dihidroacético e
neotame

Acessulfame-K,
aspartame,

ciclamato, dulcina, acido
glicirizinico, neotame,
neo-hesperidina di-
hidrochalcona, sacarina,
sucralose, e esteviosideo

Acessulfame, alitame,
aspartame, ciclamato,
neotame, Neo-
hesperidina di-
hidrochalcona, sacarina,
sucralose e esteviosideo.

Rebaudiosideo A, B, C,
D e F, dulcosideo A,
esteviosideo,
esteviolbiosideo,
esteviol e rubososideo

Vinhos tintos

Bebidas (vinhos,
cervejas, sucos,
refrigerantes, entre
outras) e comidas
(pimenta em conserva,
doces de frutas)

Bebidas: refrigerantes
de diferentes sabores,
com e sem gas, néctar e
bebidas misturadas,
contendo cerveja e
leite.

Bebidas com sabor de
frutas e bebidas
carbonatadas; produtos
adocantes em po; cha
nédo preparado, folhas
de estévia seca e po de
bebida sabor chocolate

CLAE - UV

CL-ESI-EM/EM
(triplo
quadrupolo)

CLAE —ESI
EM/EM (triplo
quadrupolo)

CL - ESI -
EM/EM (triplo
quadrupolo)

80,1a97,1

75a120

86 a 110

1,7a8,5

1,7a151

<12

2al5

LD:
0,06 20,31 mg. L™

LQ:
0,17 20,92 mg. L*

LQ:0,1a0,5ug. L*

LD:0,05a10 mg. L*

LQ:0,17a33mg. L*

LD: 0,01-0,34 mg. L*

(ZHAO et al.,
2013)

(CHANG;
YEH, 2014)

(ORDONEZ et
al., 2015)

(SHAH: DE
JAGER;
BEGLEY,
2012)
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Acessulfame-K,
sacarina, ciclamato,
aspartame, sucralose,
alitame, neo-hesperidina
di-hidrochalcona,
neotame e cinco
glicosideos de esteviol
(rebaudiosideo A e C,
esteviol,
esteviolbiosideo e
esteviosideo)

Esteviosideo e
rebaudiosideo A

Acessulfame-K,
sacarina, ciclamato,
neotame, aspartame,
alitame, esteviosideo e
sucralose

Aspartame, sacarina,
acessulfame-K,
neotame, sucralose,
ciclamato, alitame e
esteviosideo

Bebidas alcoolicas e
nao alcodlicas

Geleia de frutas mista,
agua gaseificada, goma
de mascar, leite e
iogurte aromatizados

Bebidas alcoodlicas

Alimentos e bebidas

CL - ESI -

EM/EM (triplo 97,0 a 105,7
quadrupolo)

CLAE - UV 99,51a102
CLAE - ESI-

EM/EM (triplo
quadrupolo)

83,5-100,42%

CLAE-ESI-EM
(quadrupolo
simples)

95,4-104,3

<41

0,21a2,58

<2,33%

1,455 7,23

LD:
1,08 24,52 pg. L1

LQ:
3,23a13,56 ug. L*

LQ:
Esteviosideo.:
5,59a9,71 mg. L?

Rebaudiosideo A
3,56a6,11 mg. L*

LOD: 0,0020 e 0,0035
mg.L?

LD:<0,10 mg. L?

LQ:<0,30 mg. L

(KUBICA;
NAMIESNIK;
WASIK, 2014)

(FAYAZ et al.,
2018)

(ZOU et al.,
2018)

(YANG;
CHEN, 2009)
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Acessulfame, sacarina,
ciclamato de sodio,

aspartame, acido Vinhos tintos: tinto CLAE - ESI - LD:0,03a15 pg. L (CHEN et al
benzdico, acido sérbico, seco; tinto demi-sece  EM/EM (triplo  78,5a 99,2 0,46 a 6,3 2012) K
esteviosideo, acido tinto suave quadrupolo) LQ:0,1a50,0 ug. L*

dihidroacetico e

neotame

CAD: Detector de aerossol carregado; CLAE: Cromatografia de Alta Eficiéncia; DAD: Deteccdo por Arranjo de Diodos; EM: Espectrometria de Massas; EM/EM:
Espectrometria de Massas sequencial; ESI: lonizacéo por Eletrospray; QTRAP: Quadrupole lon Trap;; TOF: Tempo de voo; UV: Ultravioleta
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2.6 Validacédo de Metodologia

Muitos testes analiticos sao realizados mundialmente para diversas finalidades e, como
exemplo, pode-se citar a analise de componentes em alguma amostra, seja de um alimento ou
bebida. Deste modo, mostra-se a importancia do desenvolvimento e validacdo de uma
metodologia que atenda as exigéncias de padronizagdo internacional e que apresente
resultados confiaveis e de correta interpretacdo (BRITO et al., 2003) (EURACHEM GUIDE,
2014), bem como a confirmacdo de que serd apropriado para o uso pretendido através de
evidéncias objetivas (Norma ABNT ISO/IEC 17025:2017).

Os parametros para a validagdo de uma metodologia tém sido definidos e descritos em
diferentes organizacdes, nacionais e internacionais. A Organizacdo Internacional de
Padronizacdo (I1SO, do inglés International Organization of Standardization), em conjunto
com a Comissdo Eletrotécnica Internacional (IEC, do inglés International Electrotechnical
Commission) publicaram uma norma internacional referente a padronizacdo de métodos em
laboratdrios de ensaio e calibracdo, a norma ISO/IEC 17025. No Brasil, a Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) traduziu esta norma para o portugués, ficando
conhecido sob a sigla de ABNT NBR ISO/IEC 17025.

Tendo como base essa norma, a Eurachem, uma organizacéo da Europa que tem como
objetivo estabelecer um padrdo de medicBes quimicas e boas praticas de qualidade, elaborou
um guia que tem a finalidade de discutir algumas questdes relacionadas as melhores praticas
de validacdo de métodos analiticos. A segunda edicdo do guia, intitulado “The Fitness for
Purpose of Analytical Methods — a Laboratory Guide to Method Validation and Related
Topics” foi publicado em 2014 e tem como objetivo ressaltar os aspectos técnicos da
validacéo.

No Brasil, o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) é
0 responsavel pela acreditacdo, contando com o auxilio de uma unidade organizacional
principal, a Coordenacdo Geral de Acreditacdo do Inmetro (CGCRE). A CGCRE, baseada na
ABNT NBR ISO/IEC 17025, reuniu todas as informag6es no documento INMETRO DOQ-
CGCRE-008, que passa por frequentes revisdes para se manter atualizado, onde cita alguns
parametros que devem ser testados na validacdo de um método, sendo eles: linearidade / faixa
de trabalho / faixa linear de trabalho / sensibilidade, limite de deteccdo, limite de

quantificacdo, tendéncia/recuperacéo, preciséo e robustez (INMETRO, 2020).
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2.6.1 Linearidade / Faixa de Trabalho / Faixa Linear de Trabalho / Sensibilidade

A linearidade do método corresponde a capacidade do mesmo em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. Ela pode ser determinada a partir da relacdo matematica entre
a resposta medida e a concentragdo do analito, geralmente obtida por uma equacdo de reta,
chamada de curva analitica:

y =a+ bx
(1)

Onde:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico);

X = concentracao;

a = coeficiente linear (interse¢do com o eixo y, quando x = 0);

b = coeficiente angular (inclinacdo da curva analitica = sensibilidade)

Os coeficientes a e b da curva analitica podem ser estimados a partir da regressdo

I
T

linear; ja o calculo do coeficiente de correlagdo ou do coeficiente de determinagdo “r?”
permitem uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximos de 1,0
maior a certeza dos coeficientes de regressdo estimados. O INMETRO recomenda valores
acima de 0,90. Ainda, para verificar a eficiéncia da equacdo de regressdo linear, pode ser
construido e analisado o grafico de residuos (residuo é a diferenca que existe entre o valor
calculado pela equacéo da reta e o valor observado para cada valor de x), que deve apresentar
uma distribuicéo aleatoria, confirmando a linearidade do método (INMETRO, 2020).

A faixa de trabalho é definida como o intervalo entre a menor e a maior concentragdo
do analito em andlise na amostra, sendo a extremidade inferior delimitada pelo limite de
quantificacdo (LQ) e a extremidade superior por concentracdes que ainda possam ser
determinadas com exatiddo e precisdo. Ja a faixa linear de trabalho é determinada como a
faixa de concentragdo do analito que corresponde proporcionalmente a concentracdo
verdadeira do analito (EURACHEM GUIDE, 2014; INMETRO, 2020).

A sensibilidade analitica € a mudanca na resposta do instrumento em funcdo da
mudanca da quantidade medida, fazendo assim com que seja possivel criar a curva analitica.

Deste modo, em um método sensivel uma pequena variagdo na concentracdo do analito pode
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causar uma grande variacdo no valor do sinal analitico obtido (BRITO et al., 2003;
EURACHEM GUIDE, 2014).
Na Figura 6 estdo representados alguns parametros que devem ser levados em

consideracdo em uma validacao.

10

4— Faixadetrabalho ————»
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Concentragao dos padrdes usados para calibragao

Figura 6. Exemplo de uma curva analitica com a identificagdo de alguns pardmetros que
devem ser levados em consideragdo em uma validag¢do: faixa de trabalho; faixa linear de

trabalho; sensibilidade; LD e LQ. Fonte: Eurachem Guide 2014; tradugao: INMETRO 2020

2.6.2 Limites de detecgéo (LD)

O Limite de Deteccdo (LD) é a menor concentracdo que pode ser detectada de um
analito em questdo, mas ndo obrigatoriamente quantificada (BRITO et al., 2003). Sua
determinacdo € importante principalmente em faixas de concentracdo em nivel de tracos de
analitos. O LD apresenta varias formas diferentes de ser verificado, como o método visual, 0
método da relagdo sinal/ruido, aquele baseado em pardmetros da curva analitica e aquele
estimado por meio da curva de desvios padrdo (INMETRO, 2020).

O método simplificado da estimativa do LD a partir de uma curva analitica utiliza a
seguinte férmula:

LD=3,3s/b
(2)
Onde:
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s = desvio padréo da resposta do branco

b = inclinacdo da curva analitica

2.6.3 Limites de quantificacdo (LQ)

O Limite de Quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo de um analito que pode ser
guantificada em uma amostra, com exatiddo e precisdo aceitaveis, ou seja, valores abaixo
deste parametro ndo apresentam confiabilidade suficiente para serem quantificados (BRITO et
al., 2003). Bem como o LD, vérios sdo os modos de se calcular o LQ: método visual, método
da relacdo sinal/ruido, método baseado em parametros da curva analitica e aquele estimado
por meio da curva de desvios padrdo (INMETRO, 2020).

A estimativa do LQ a partir de uma curva analitica necessita da seguinte formula para
ser aplicada:

LD=10s/b
©)
onde:

s = desvio padréo da resposta do branco

b = inclinacdo da curva analitica

2.6.4 Tendéncia/ Recuperacao

A tendéncia em um método de analises quimicas pode ser entendida como a
combinacéo de erros sistematicos de medicdo com componentes de erros aleatorios. Diversos
sd0 0s meios de se avaliar a tendéncia em uma metodologia, sendo elas: uso de materiais de
referéncia certificados (MRC), participagdo em comparacgdes interlaboratoriais, comparacéo
com metodo de referéncia (ou método validado) e realizagdo de ensaios de recuperagédo
analitica (INMETRO, 2020). A tendéncia pode ser calculada da seguinte maneira:

) média dos valores observados
Tendéncia = x100
valor real (esperado)

(4)
A recuperacdo analitica esta relacionada com a exatiddo, sendo estabelecida como a
concordéncia entre o resultado obtido em um ensaio experimental e o valor de referéncia.

Deste modo, a recuperacéo reflete a quantidade de determinado analito, recuperado durante o
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processo de andlise, em relacdo a quantidade real presente na amostra (BRITO et al., 2003),
representada pela formula abaixo:

3

2
Recuperagdo (%) = x100

()
Onde:
C1: concentragdo do analito na amostra fortificada;
C2: concentracdo do analito na amostra ndo fortificada (0);

C3: concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada

Para tal, € necessario realizar uma anélise de amostras fortificadas com o analito em
pelo menos trés diferentes concentracdes (baixa, média e alta), conhecendo-se exatamente as
guantidades do analito em questéo.

Na Tabela 3 pode-se observar alguns critérios de aceitacdo para recuperacao, atrelados
a concentracdo do analito, sugerido no manual de procedimentos da Codex Alimentarius
Commission, elaborado pelo Programa Conjunto da FAO/OMS sobre Normas Alimentares
(do inglés, Join FAO/WHO Food Standards Programme).

Tabela 3. Critério de aceitagdo para recuperagao atrelados ao nivel de concentracao do analito

Analito, % Unidade Recuperacdo media, %

100 100% (100g/100g) 98 — 102
>10 > 10% (10g/100g) 98 - 102
>1 > 1% (1g/100g) 97 — 103
>0,1 >0,1% (1mg/g) 95— 105
0,01 100 ppm (mg/kg) 90 - 107
0,001 10 ppm (mg/kg) 80-110
0,0001 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 100 ppb (ng/kg) 80-110
0,000001 10 ppb (ng/kg) 60 —115

0,0000001 1 ppb (ng/kg) 40 -120

Fonte: JOIN FAO/WHO FOOD STANDARDS PROGRAMME, 2019
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2.6.5 Precisao

A precisdo é o pardmetro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na
mesma amostra; quanto menor for a amplitude entre as medidas, maior serd a precisao das
mesmas (BRITO et al., 2003). Existem trés formas de expressa-la: repetibilidade, precisdo
intermediéria e reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrdo e
coeficiente de varia¢do (CV) também conhecido como desvio padréo relativo (DPR) (BRITO
et al., 2003). O CV (ou DPR) pode ser calculado da seguinte maneira (INMETRO, 2020):

CV=DPR=(DP/CMD) x 100
(6)
Onde:
DP - desvio padréo;

CMD - concentracdo média determinada

A repetibilidade € entendida como a condicdo de medi¢Ges nas mesmas condi¢oes,
como: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmas condicdes e aparelhos, em um curto
espaco de tempo. O manual da Associacdo de Analistas Quimicos Oficiais (AOAC, do inglés
Association of Official Analytical Chemists) estabelece critérios de aceitacdo de CV, que

geralmente estdo atrelados ao nivel de concentracdo do analito, como mostrado na Tabela 4:

Tabela 4. Critério de aceitagdo para repetibilidade atrelados ao nivel de concentragdo do

analito

Analito, % Unidade CV, %

100 100% 1,3

10 10% 1,9

1 1% 2,7

0,1 0,1% 3,7

0,01 100 ppm (mg/kg) 5,3

0,001 10 ppm (mg/kg) 7,3

0,0001 1 ppm (mg/kg) 11

0,00001 100 ppb (ng/kg) 15

0,000001 10 ppb (pg/ke) 21

0,0000001 1 ppb (ng/kg) 30
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Fonte: AOAC INTERNATIONAL, 2016

Na precisdo intermediaria, as condi¢cbes de medicdo dentro do laboratdrio sdo
alteradas, seja por tempos ou analistas diferentes, um outro equipamento ou mesmo a
combinacdo de fatores. A importancia deste procedimento é testar se 0 método analitico
apresentard os mesmos resultados no laboratério em questdo, ainda que sofra algumas
mudancas na sua execucdo. Na reprodutibilidade, o laboratério busca a verificacdo do
desempenho dos seus métodos em relacdo aos dados de validacdo obtidos por meio de
comparacdo interlaboratorial (INMETRO, 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a presenca dos edulcorantes naturais esteviosideo e rebaudiosideo A em

vinhos através do desenvolvimento e validacdo de um método de anélise por CLAE-EM/EM.

3.2 Objetivos Especificos

Desenvolver, validar e aplicar um método analitico para a determinacdo de

edulcorantes naturais em vinhos.

Verificar a possivel presenca de edulcorantes naturais esteviosideo e rebaudiosideo A

em vinhos comerciais.
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4 MATERIAIS E METODOS

A validacdo do método e as analises dos vinhos comerciais foram realizadas no
Laboratorio de Referéncia Enoldgica — Laren, da Secretaria da Agricultura, Pecuaria e
Desenvolvimento Rural do Estado do Rio Grande do Sul (SEAPDR), localizado na cidade de

Caxias do Sul, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

4.1 Amostras, reagentes e padroes

As amostras dos vinhos utilizadas para a validacdo da metodologia foram elaboradas a
partir de um vinho tinto genuino experimental do banco de dados do Laren, elaborados por
microvinificacdo, sem adicdo de edulcorantes ou acgucares, da variedade Merlot, da safra de
2019. Desta forma, o branco da amostra utilizado na validagdo da metodologia foi o vinho
descrito acima.

As amostras de vinhos comerciais foram adquiridas no comércio local. Foram
analisadas 24 amostras de vinhos e espumantes nacionais. As amostras incluiram vinhos de
mesa tinto suave (amostras n° 1 & 4), vinho de mesa branco suave (amostra n° 5), vinho fino
tinto suave (amostra n° 6), vinho fino tinto demi-sec (amostra n° 7), vinho fino branco demi-
sec (amostra n° 8), vinho moscatel espumante branco (amostra n° 9), espumante natural
branco demi-sec (amostra n° 10) e espumante natural branco brut (amostras n° 11 a 24).

O padrdo de esteviosideo (CAS 57817-89-7) utilizado possuia pureza > 98%,
enquanto que a pureza do padrao de rebaudiosideo A (CAS 58543-16-1) era de > 96%; ambos
apresentaram grau HPLC e eram da marca Sigma-Aldrich. Os solventes empregados foram

acido férmico e acetonitrila, grau HPLC, da marca Merck®.

4.2 Preparo das solucbes padrao e de amostras

Todas as amostras de vinho tinto genuino experimental, fabricadas por
microvinificagdo, utilizadas na validagdo foram filtradas em membranas de PVDF (fluoreto
de polivinilideno), com 0,8 um de didmetro de poro antes da injecdo. As amostras de vinhos
comerciais também foram filtradas em membranas de PVDF com 0,8 um de poro ¢ apds
analisadas no aparelho de CLAE-ESI-MS/MS, seguindo a metodologia validada neste

trabalho.
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As solugdes padrdo foram preparadas diluindo-se 100 mg de cada um dos edulcorantes
puros no vinho tinto genuino experimental, descrito anteriormente, até completar um volume
de 100 mL, obtendo uma concentragdo de 1000 mg.L™* (ou 1 g.L™%). Uma série de solucdes de
trabalho foram entdo preparadas através da diluicdo da solucdo padrdo em no vinho tinto
genuino experimental, obtendo-se solu¢des com concentragcBes que variaram entre 5 a 150

mg.LL.

4.3 Instrumentacao utilizada

As andlises dos edulcorantes esteviosideo e rebaudiosideo A foram realizadas em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia com um injetor automatico (modelo 1260 Infinity Il
Vialsampler, serial number G7129A, da marca Agilent Technologies®) acoplado a um
espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo (6470 Triple Quadrupole LC/MS, da
marca Agilent Technologies®), com modo de ionizagdo por Eletrospray (ESI). A aquisicéo e
quantificacdo de dados foi feita através do software Mass Hunter Workstation Data
Acquisition e Mass Hunter Workstation Quantitative Analysis, respectivamente, sendo ambos
da versdo B.08.00. A coluna utilizada foi uma Zorbax SB-C18 RRHT (Rapid Resolution High
T), 1,8 um, 2,1 x 50 mm, da marca Agilent Technologies® (ref. 827700-902).

4.4 Condicdes cromatograficas e espectrometria de massas

Os edulcorantes esteviosideo e rebaudiosideo A foram determinados através da
adaptacdo do método CLAE-EM/EM desenvolvido por Zou e colaboradores (2018).

Foi utilizada uma coluna Zorbax SB-C18 RRHT (Rapid Resolution High T), 1,8 um,
2,1 x 50 mm, da marca Agilent Technologies®. A fase mével foi constituida de acido formico
0,1 % (v/v) em agua desionizada, na fase A e acido formico 0,1 % (v/v) em acetonitrila, na
fase B. A temperatura da coluna foi de 30 °C. O fluxo da fase movel variou entre 0,2 e 0,4
ml.min! e o volume de injecdo da amostra foi de 2 pl. O gradiente de eluicdo da fase movel
consta na Tabela 5. A fonte de ionizagdo foi empregada em polaridade negativa e os ions
foram monitorados empregando o modo de escaneamento de varredura (full scan), usando-se

0 modo de monitoramento de rea¢es multiplas (MRM).
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Tabela 5. Gradiente de eluicdo da fase movel para separacdo dos edulcorantes no presente

estudo.
Tempo Fase movel Taxa de fluxo
(min.) A (%) B (%) (mL/min)
0,00 99,0 1,0 0,2
0,10 99,0 1,0 0,2
6,00 60,0 40,0 0,2
6,10 0,1 99,9 0,4
8,00 0,1 99,9 0,4
8,10 99,0 1,0 0,2
10,00 99,0 1,0 0,2

A: 4gua + &cido formico 0,1%

B: acetonitrila + acido formico 0,1%

4.5 Validacdo do método para determinacao de esteviosideo e rebaudiosideo A

O método para analise de edulcorantes foi validado conforme o procedimento da
ISO/IEC 17025, (2017), INMETRO, (2020), AOAC INTERNATIONAL (2016),
EURACHEM GUIDE (2014) e JOIN FAO/WHO FOOD STANDARDS PROGRAMME
(2019). Os parametros de validagdo foram realizados na seguinte ordem: linearidade / faixa de
trabalho, limite de detecgdo, limite de quantificagdo, tendéncia / recuperacao (exatidao) e

precisao.

45.1 Linearidade / Faixa de Trabalho

Para avaliar a linearidade foi construida uma curva analitica para cada edulcorante,
com cinco concentragBes crescentes do analito: 5,0; 10,0; 50,0; 100,0; 150,0 mg.Lt. As
solucBes de trabalho dos edulcorantes foram adicionadas & matriz (branco da amostra). Todas
as analises foram feitas em triplica. Foi estabelecido como pardmetro de avaliacéo r? > 0,99
(de acordo com o que consta na pagina 36) e foi utilizada a formula (1) descrita no item 2.6.1
desde trabalho (INMETRO, 2020). Através da analise das curvas analiticas construidas
também foi possivel determinar a faixa de trabalho linear para cada um dos edulcorantes em
estudo. O calculo dos residuos de cada curva foi realizado através da diferenca entre o valor

observado e o valor calculado pela equacéo da reta de regressdo para cada valor de Xx.

4.5.2 Limites de detecgdo (LD)
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O célculo do LD de cada um dos edulcorantes foi realizado através de sete repeti¢oes
da analise da matriz (branco da amostra) com a menor concentracdo detectavel do analito;

apos, foi aplicada a formula (2), descrita no item 2.6.2 deste trabalho.

4.5.3 Limites de quantificacdo (LQ)

O calculo do LQ de cada um dos edulcorantes foi realizado através de sete repeticdes
da anélise da matriz (branco da amostra) com a menor concentra¢do quantificavel do analito;

apos, foi aplicada a formula (3), descrita no item 2.6.3

4.5.4 Tendéncia/ Recuperacdo (Exatidao)

A exatiddo do método para cada um dos edulcorantes foi avaliada através da
tendéncia, expressa como recuperacdo analitica. Foram realizados ensaios fortificando uma
matriz branco com 5 concentragdes crescentes dos analitos (5,0; 10,0; 50,0; 100,0; 150,0
mg.L 1), sendo que cada concentracdo foi analisada em triplica. Foi entio calculada a
tendéncia de cada um dos compostos analisados através da férmula (4), descrita no item 2.6.4.
Apos, utilizando-se a formula (5), também descrita no item 2.6.4, foi calculada a taxa de
recuperacdo de cada edulcorante. O critério de aceitacdo para a recuperacdo estd baseado no
manual de procedimentos da Codex Alimentarius Commission (2019) e constada na Tabela 3

deste trabalho.

455 Precisao

O célculo da precisdo do método para cada edulcorante foi realizado atraves da
repetibilidade, expresso pelo desvio padrdo e pelo coeficiente de variacdo. Foram realizados
ensaios, fortificando uma matriz branco com cinco (5) concentragdes crescentes dos analitos
(5,0; 10,0; 50,0; 100,0; 150,0 mg.L™), sendo que cada concentracgdo foi analisada em triplica.
Apds, foi calculada a repetibilidade das quantidades conhecidas de cada analito atraves da
formula (6), descrita no item 2.6.5. O critério de aceitacdo para a repetibilidade foi baseado na
AOAC (2016), descrita na Tabela 4 deste trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados a seguir estdao divididos em trés partes, a primeira se refere a otimizagao
do método, a segunda a validagdo propriamente dita e a terceira corresponde a aplicacao da

metodologia desenvolvida neste trabalho através de andlises de vinhos comerciais brasileiros.

5.1 Otimizacéo da metodologia de cromatografia por espectrometria de massas

Utilizamos a metodologia analitica de Zou e colaboradores (2018), a qual foi
desenvolvida para oito edulcorantes, sendo sete sintéticos e um natural, o esteviosideo. Os
autores obtiveram resultados satisfatorios empregando uma fase movel composta de agua
deionizada contendo 0,1% de &cido formico na fase A e acetonitrila contendo 0,1% de acido
férmico na fase B. A mesma fase movel também se mostrou adequada neste trabalho. Porém,
algumas adaptagdes foram realizadas para a otimizagéo dos resultados. O gradiente de eluicao
da fase mével do método de Zou e colaboradores (2018) foi composto por 95% de fase A do
tempo 0 minutos até atingir 1 minutos, quando entdo passou a ser de somente 10%; esta
proporcao se manteve até o minuto 2,50 quando entdo a proporcao da fase A voltou a ser 95%
e se manteve assim até o final da andlise cromatografica, aos 4 minutos. A taxa de eluicéo foi
otimizada, conforme pode ser observado no esquema da figura 7, garantindo uma melhor
separacgao dos edulcorantes.

Além disso, o fluxo da fase movel utilizada no estudo de Zou e colaboradores (2018)
foi 0,6 ml.min™ e o volume de injecdo da amostra foi de 5 ul. Em nosso estudo, o fluxo da
fase movel foi alterado e variou entre 0,2 e 0,4 ml.min™' e o volume de inje¢dio da amostra foi
de 2 pl. Essa variacdo foi utilizada para diminuir o tempo de corrida analitica e melhorar a
resolugdo dos picos. Ainda, a temperatura do forno da coluna (30° C) também foi ajustada

para garantir uma melhor separacao dos analitos durante a corrida.
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Figura 7. Esquema do gradiente de eluigdo das fases moveis A e B do método utilizado.

A fonte de ionizacdo por ESI foi operada em modo negativo, seguindo relatos de
outros estudos que ja analisaram o esteviosideo e o rebaudiosideo A (KUBICA;
NAMIESNIK; WASIK, 2014; SHAH; DE JAGER; BEGLEY, 2012). Deste modo, a detecgdo
dos ions precursores se deu a partir de ions [M —H] .

Em 2009, Yang e Chen determinaram a presenca simultdnea de sete edulcorantes
sintéticos e um natural, o esteviosideo, em matrizes de alimentos e bebidas (YANG; CHEN,
2009). No estudo, a ionizacdo por ESI também foi realizada em modo negativo e eles
observaram um pico espectral de massas correspondente ao ion [M — H] ~ do esteviosideo
(m/z = 803). Além disso, eles conseguiram identificar um ion fragmento correspondente ao
ion [M-Glc— H] ~ de m/z igual a 641 e outro correspondente ao ion fragmento [M-Glc— Glc—
H] ~ com m/z igual a 479. Da mesma forma, para a determinacdo do esteviosideo em nosso
estudo, 0 m/z = 803 foi escolhido como ion precursor € 0s m/z = 641 e m/z = 479 como ions
produtos.

Kubica e colaboradores, em 2014, desenvolveram um método para analise de
edulcorantes sintéticos e naturais, dentre eles os glicosideos de esteviol (esteviosideo e
rebaudiosideo A) (KUBICA; NAMIESNIK; WASIK, 2014). No estudo, somente um ion
produto foi utilizado para cada ion precursor e no caso do esteviosideo, 0 m/z = 803,30 e 0 m/z
= 641,15 foram utilizados, respectivamente, como ion precursor e ion produto. Para o
rebaudiosideo A, o ion escolhido como precursor apresentava m/z = 966,20 e o ion produto
apresentava m/z = 804,25. Desta forma, em nosso estudo um dos ions precursores (m/z =

966,20) e um dos ions produtos (m/z = 804,25) utilizados na detec¢do do rebaudiosideo A
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foram os mesmos que os escolhidos por Kubica et. al. (2014).

Porém, como os outros ions fragmentos resultantes do ion precursor m/z = 966,20 séo
iguais aos dos ions fragmentos do esteviosideo (m/z = 641 e m/z = 479), utilizou-se mais um
ion precursor para este edulcorante, o ion com m/z = 965,4. Desta forma escolheu-se o ion
fragmento m/z = 317,2 como ion produto. Shah e colaboradores, em 2015, também utilizaram
estes valores de m/z como ions precursores e ions produtos, obtendo resultados satisfatorios
(SHAH et al., 2015).

A diferenca na estrutura dos edulcorantes € importante pois resulta em diferenca no
tempo de retencdo e na amplitude do pico, possibilitando assim a identificacdo de cada um
dos glicosideos de esteviol. Isso ocorre devido a utilizacdo da espectrometria de massas
sequencial que possibilita a fragmentacdo dos diferentes ions precursores selecionados em
ions produtos distintos, que fez com que seja possivel a identificacdo de cada composto
(FAYAZ et al., 2018).

Os parametros de ionizacdo, fragmentacdo e espectrométricos foram otimizados
automaticamente pelo programa MassHunter Optimizer, versdo B.08.00. Os resultados da

otimizacdo e dos parametros analisados encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros de ionizagdo e espectrométricos do esteviosideo e do rebaudiosideo A

fon Precursor  Ton produto Energia de
Composto (m/z) (m/z2) Fragmentacéo Colisao
Esteviosideo 803,3 641,3 188 20
Esteviosideo 803,3 479,3 188 60
Rebaudiosideo A 966,2 804,2 208 60
Rebaudiosideo A 965,4 317,2 208 60

Para a confirmacgdo de cada ion precursor sdo necessarios somente 2 ions produto;
sendo assim, foram selecionados os ions fragmentos de maior intensidade de cada um dos
compostos quimicos analisados neste estudo e 0 modo de deteccdo se deu em MRM. Esse
modo de monitoramento foi relatado em estudos que analisaram edulcorante naturais e/ou
sintéticos em matrizes de alimentos e bebidas e os autores comprovam uma melhor
sensibilidade dos resultados (CHANG; YEH, 2014; KUBICA; NAMIESNIK; WASIK, 2014).

5.2 Validacdo do método para determinacao de esteviosideo e rebaudiosideo A
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Os resultados referentes a validacdo do método para determinagdo de esteviosideo e

rebaudiosideo A em vinhos séo apresentados na Tabela 7 a seguir:

Tabela 7. Resultados da validagdo do método para determinagdo de esteviosideo e

rebaudiosideo A em vinhos

Parametro Esteviosideo Rebaudiosideo A
Equacdo da curva de calibragéo y =0,9936x +0,7318 y=0,9935x + 0,7422
Linearidade (r?) 0,9981 0,9979
LD (mg.L™) 4,56 4,46
LQ (mg.L™) 4,80 4,70
Recuperacao (%) 97,9 97,6
Repetibilidade (CV médio) (%) 1,548 1,444

LD (Limite de Detecg¢do); LQ (Limite de Quantificagdo); CV (Coeficiente de Variacéo)

Foi realizada uma curva analitica para cada edulcorante, com cinco concentracdes
crescentes de cada analito. Como o vinho € uma matriz complexa, com diversos elementos
interferentes, a curva de calibracdo foi realizada na matriz; sendo assim, os edulcorantes
foram adicionados a um vinho tinto genuino experimental, elaborado por microvinificacao,
como descrito anteriormente, e outros parametros, como linearidade, recuperagéo (exatidao) e
precisdo também foram estudadas na matriz (INMETRO, 2020).

O método mostrou-se linear nas seguintes faixas: no intervalo de concentracéo de 4,80
a 150,0 mg.L* para o esteviosideo e no intervalo de concentracdo de 4,70 a 150,0 mg.L ! para
0 rebaudiosideo A.

A equivaléncia do poder adocante de cada edulcorante € feita em relagdo a sacarose e
os edulcorantes sintéticos aspartame, acessulfame de potédssio e sacarina possuem,
respectivamente, um poder de adogamento de 220, 200 e 300 vezes maior que a sacarose. Os
glicosideos de esteviol sdo 250 vezes mais doces que a sacarose, valor que se aproxima dos
edulcorantes sintéticos citados (FITCH; KEIM, 2012).

Deste modo, Amer e colaboradores, em 2017, determinaram a presenca dos
edulcorantes sintéticos aspartame e acessulfame de potassio em diferentes categorias de
alimentos e bebidas. As amostras de refrigerantes analisadas que continham aspartame
apresentaram uma média de 237,4 mg.kg™? deste edulcorante; ja a média do acessulfame de

potassio encontrado nessas amostras de refrigerante foi de 76,8 mg.kg™* (AMER et al., 2017).
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Grembecka e colaboradores, em 2014, desenvolveram um método para anélise simultanea de
alguns aditivos alimentares, entre eles a sacarina, em matrizes de bebidas néo alcoolicas. Nas
amostras de refrigerante analisadas, a média encontrada de sacarina foi de 67,4 mg/L*
(GREMBECKA et al., 2014). Sendo assim, as faixas de trabalho utilizadas no nosso estudo
contemplam os valores de concentracdo média desses edulcorantes sintéticos utilizados no
adocamento de bebidas e que apresentam um poder adogante semelhante aos glicosideos de
esteviol.

No estudo de Kubica e colaboradores (2014), eles analisaram a presenca de alguns
edulcorantes sintéticos e dos glicosideos de esteviol em bebidas ndo alcodlicas carbonatadas e
ndo carbonatadas e em bebidas alcodlicas carbonatadas. Nas amostras em que os glicosideos
de esteviol foram detectadas, a sua concentragdo variou de 11,12 & 76,44 mg.L* (KUBICA;
NAMIESNIK; WASIK, 2014). Portanto, o intervalo de concentracdo adotado como faixa de
trabalho no nosso estudo compreende os valores de adicdo, encontrados na literatura, dos
glicosideos de esteviol em amostras de bebidas.

Ao analisar a linearidade, pode-se perceber que o r? apresentou valores de 0,9981 para
0 esteviosideo e de 0,9979 para o rebaudiosideo A, respectivamente (Figuras 8 e 9). Os
valores encontrados foram superiores ao critério de aceitacdo estabelecido pela ANVISA, no
qual r? deve ser maior que 0,99, indicando que o método se confirmou linear (ANVISA,
2003).
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Figura 9. Curva analitica do rebaudiosideo A

Na andlise dos residuos das regressdes lineares (Figuras 10 e 11) observa-se que 0
perfil dos residuos, tanto para o esteviosideo quanto para o rebaudiosideo A se mostraram

aleatdrios, o que significa auséncia de erros sistematicos.
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Figura 10. Distribuicao dos residuos de acordo com a concentra¢do de esteviosideo
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Figura 11. Distribuicdo dos residuos de acordo com a concentrag@o de rebaudiosideo A
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Para o esteviosideo, o LD calculado foi de 4,56 mg.L* e o LQ foi de 4,80 mg.L™. O
rebaudiosideo A apresentou valores de 4,46 mg.L™? para LD e 4,70 mg.L! para o LQ.
FAYAZ e colaboradores, em 2018 analisaram o esteviosideo e o rebaudiosideo A em
diferentes matrizes de alimento, como geleia de frutas mista, agua gaseificada, goma de
mascar, leite e iogurte aromatizados. Os valores de LD nessas matrizes, para o esteviosideo,
variaram de 1,68 a 2,91 mg.L? e os valores de LQ foram de 5,60 a 9,71 mg.L™. Para o
rebaudiosideo A os valores de LD variaram entre 1,06 a 1,83 mg.L™? e os valores de LQ
ficaram entre 3,53 a 6,11 mg.L™* (FAYAZ et al., 2018). Apesar de 0 LD ser mais baixo no
estudo de FAYAZ e colaboradores (2018), os valores de LQ se aproximam aos encontrados
em nosso trabalho.

Os resultados da recuperacdo obtidos a partir da fortificacdo da matriz com cada
edulcorante em solucBes de cinco diferentes concentracdes, analisadas em triplicata,

encontram-se nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Recuperagdes médias obtidas para as solugdes de diferentes concentragcdes do

esteviosideo

Meédia dos valores

3 0,
encontrados (mg.L™) Recuperagdo (%)

Valor real (mg.L?)

0,00 -
4,23 84,6
10 9,74 97,4
50 53,12 106,2
100 103,72 103,7
150 146,56 97,1
Média (%) 97,9

Tabela 9. Recuperagdes médias obtidas para as solugdes de diferentes concentracdes do

rebaudiosideo A

Meédia dos valores

Valor real (mg.L %) encontrados (mg.L?)

Recuperacéo (%)

0,00 -

4,19 83,7
10 9,65 96,5
50 53,29 106,5
100 103,88 103,8
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150 146,41 97,6
Média (%) 97,6

Os resultados estdo expressos em porcentagem e mostram que a recuperacdo media
dos valores ficou entre 84,6 e 106,2%, no caso do esteviosideo, e entre 83,7 e 106,5 no
rebaudiosideo A. De acordo com o critério de aceitagdo da FAO/OMS, descrito na Tabela 3,
no item 2.6.4, na concentracio de 5,0 mg.L? a recuperacdo média deve ser de 80 a 110%,
para as concentragdes de 10 e 50 mg.L™ este valor deve permanecer entre 90 e 107% e nas
concentracdes de 100 e 150 mg.L ™ a recuperacdo deve apresentar valores entre 95 e 105%.
Deste modo, pode-se observar que os valores encontrados na recuperagdo dos edulcorantes
em estudo apresentaram valores congruentes com a referéncia (JOIN FAO/WHO FOOD
STANDARDS PROGRAMME, 2019).

Os resultados da precisdo, obtidos através do teste de repetibilidade, onde a matriz foi
fortificada com cada edulcorante com cinco diferentes concentracfes e analisadas cada uma
trés vezes, encontram-se nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10. Precisdo, expressa em CV ou DPR do esteviosideo

Média dos valores

Valor real (mg.L™) encontrados (mg.L™2)

CV ou DPR (%)

0,00 -
4,23 3,08
10 9,74 1,45
50 53,12 1,42
100 103,72 1,06
150 146,56 0,71
Média (%) 1,54

CV (Coeficiente de Variacao); DPR (Desvio Padrdo Relativo)

Tabela 11. Precisdo, expressa em CV ou DPR do rebaudiosideo A

Meédia dos valores

Valor real (mg.L") encontrados (mg.L™?)

CV ou DPR (%)

0,00 -
5 4,19 3,48
10 9,65 0,65
50 53,29 1,39
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100 103,88 0,85
150 146,41 0,82
Média (%) 1,44
CV (Coeficiente de Variacao); DPR (Desvio Padrdo Relativo)

Os resultados de precisdo estdo expressos em porcentagem de coeficiente de variagédo
(CV) ou desvio padréo relativo (DPR) e para ambos os edulcorantes os valores de CV foram
menores que os estabelecidos pela AOAC, em todas as concentragdes analisadas. Nessa
referéncia, descrita na tabela 4 do item 2.6.5 para as concentragdes de 5 mg.L™, o CV méaximo
deve ser de até 7,3%; para as concentragdes entre 10 e 50 mg.L, o valor de CV maximo deve
ser de 5,3% ; e para as concentrages de 100 e 150 mg.L, o valor maximo de CV sugerido é
de 3,7%. Desta forma, os valores médios de CV do esteviosideo (1,54%) e do rebaudiosideo

A (1,44%) demonstram a precisdo do método.

5.3 Amostras comerciais

Os resultados da andlise dos edulcorantes esteviosideo e rebaudiosideo A, em

amostras comerciais de vinhos nacionais, estdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12. Detecgao dos edulcorantes esteviosideo e rebaudiosideo A em amostras comerciais

Cidade do N° da Produto Rebaudiosideo Esteviosideo
Produto  amostra A (mg/L) (mg/L)
FC 1 Vinho de Mesa Tinto Suave <LQ <LQ
CS 2 Vinho de Mesa Tinto Suave <LQ <LQ
FC 3 Vinho de Mesa Tinto Suave <LQ <LQ
FC 4 Vinho de Mesa Tinto Suave <LQ <LQ
FC S Vinho de Mesa Branco Suave <LQ <LQ
BG 6 Vinho Fino Tinto Suave <LQ <LQ
BG 7 Vinho Fino Tinto Demi-sec <LQ <LQ
BG 8 Vinho Fino Branco Demi-sec <LQ <LQ
BG 9 Vinho Moscatel Espumante Branco <LQ <LQ
BG 10 Espumante Natural Branco Demi-sec <LQ <LQ
BG 11 Espumante Natural Branco Brut <LQ <LQ
BG 12 Espumante Natural Branco Brut <LQ <LQ
BG 13 Espumante Natural Branco Brut <LQ <LQ
BG 14 Espumante Natural Branco Brut <LQ <LQ
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BG
BG
BG
BG
BG
BG
BG
AF
BG
BG

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

Espumante Natural Branco Brut
Espumante Natural Branco Brut
Espumante Natural Branco Brut
Espumante Natural Branco Brut
Espumante Natural Branco Brut
Espumante Natural Branco Brut
Espumante Natural Branco Brut
Espumante Natural Branco Brut
Espumante Natural Branco Brut
Espumante Natural Branco Brut

<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ

<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ

AF (Alto Feliz); BG (Bento Gongalves); CS (Campestre da Serra); FC (Flores da Cunha); LQ (Limite de

Qualificacdo);

Nas amostras analisadas ndo foram detectados os edulcorantes esteviosideo e

rebaudiosideo A em nenhum vinho ou espumante, todos apresentando valores menores que 0S

limites de quantificacdo descritos neste trabalho. No Cddigo Internacional de Préaticas

Enoldgicas (publicado pela OIV), o processo de edulcoracdo de vinhos com adocantes

naturais ou sintéticos ndo é uma pratica descrita (O1V, 2020b) , 0 que torna o seu uso proibido

na maioria dos paises produtores de vinhos, incluindo o Brasil. Os resultados encontrados

demonstram que os vinhos nacionais analisados estdo de acordo com a legislagdo vigente no

pais.
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6 CONCLUSOES

Um método simples e rapido foi desenvolvido pela primeira vez para a determinagéo
simultdnea dos edulcorantes esteviosideo e rebaudiosideo A, em matrizes de vinhos,
utilizando a CLAE-EM/EM.

Os resultados obtidos foram satisfatorios para os parametros da linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, recuperacdo e repetibilidade, para ambos analitos em
andlise.

A presenca dos edulcorantes naturais esteviosideo e rebaudiosideo A néo foi detectada
em nenhum dos vinhos comerciais brasileiros avaliados neste trabalho.

O meétodo proposto mostrou-se eficaz para detectar a adicdo dos edulcorante
esteviosideo e rebaudiosideo A e pode ser proposto ao MAPA e a Organizacdo Internacional
da Vinha e do Vinho (OIV) como método oficial de analise para deteccdo desses edulcorantes

adicionados de forma ilegal ao vinho.

S7



7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras propde-se analisar um maior numero de amostras
comercias de vinhos nacionais e importados.
Prop0Oe-se desenvolver uma metodologia para a determinacdo de outros edulcorantes

naturais em matriz de vinho.
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