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RESUMO

O consumo do suco de uva vem crescendo significativamente devido as suas
caracteristicas sensoriais e compostos bioativos. Cada vez mais, a qualidade do suco torna-se
uma questdo de grande importancia, tanto para o consumidor como para a inddstria. Entéo,
prevenir a fraude em sucos de uva é um grande desafio e requer um processo analitico
confidvel. No Brasil, ndo existe metodologia para determinacdo de 4gua exdgena em suco de
uva. Neste trabalho, foi validada e estabelecida uma metodologia para deteccdo de agua
exdgena em suco de uva através da razdo isotopica do '80/*%0. Para avaliar o efeito da
temperatura e da evaporagdo nos valores de §'80, foram preparados sucos experimentais a
partir de uvas das variedades Bordd, Isabel, Concord e Niagara Branca, e aquecidos em banho
maria nas temperaturas de 50°C, 80°C, 90°C e 95°C, durante 15 e 30 min. Os valores
isotopicos encontrados apresentaram diferencas inferiores a incerteza do método,
demonstrando que tanto a temperatura quanto a evaporacdo nédo influenciaram os resultados
do 80 do suco. Para avaliar a influéncia do processo de elaboragéo do suco nos valores
isotopicos, foram comparados cinco mostos e cinco sucos da variedade Isabel, processados
em industria pelo sistema trocador de calor. O mosto que entrou no trocador deu origem ao
suco final. A correlagdo entre mosto inicial e suco final (R?=0,96), mostrou que 0 processo do
sistema trocador de calor ndo interferiu significativamente nos resultados. A equacéo de reta
encontrada (y= 0,90x + 0,13), foi utilizada para construir os valores de referéncia dos sucos
auténticos a partir dos mostos. Para compor os valores de referéncia isotopicos, foram
coletadas 177 uvas Vitis labrusca (159 uvas tintas e 18 uvas brancas) de varias regides do
estado do Rio Grande do Sul. Utilizou-se a média ponderada para o célculo. Foi possivel
concluir que os valores de referéncia para suco podem ser provenientes dos mostos, sem
prejudicar a interpretacdo dos resultados finais. Finalmente, foram analisados sucos de uva
reais, quanto a presenca ou auséncia de agua. Dos trinta sucos reais analisados, oito
apresentaram agua exogena em sua composicdo, trés demonstraram serem Sucos
reconstituidos e dezenove sucos foram considerados com auséncia de agua exogena, quando
comparados aos valores de referéncia relacionados ao tipo de uva ou variedade especifica. A
metodologia proposta e validada neste estudo encontrou valores para 0 LOD de 0,24%., LOQ
de 0,97%o e incerteza de medicdo de 0,71%0, mostrando-se eficaz para detec¢do de agua

exdgena em suco de uva através da analise da razdo isotopica do 80/*0.

Palavras-chave: suco de uva, agua exogena, isotopos, adulteracéo.



ABSTRACT

The consumption of grape juice has been growing significantly due to its sensory
characteristics and bioactive compounds. The quality of the juice is becoming a major issue
for both the consumer and the industry. So preventing fraud in grape juices is a big challenge
and requires a reliable analytical process. There is no methodology for detecting exogenous
water in grape juice in Brazil. A methodology for the detection of exogenous water in grape
juice through the BO/®O isotopic ratio was validated and established in this study. To
evaluate the effect of temperature and evaporation on 520 values, experimental juices were
prepared from lves, Isabella, Concord and White Niagara grapes and heated in a water bath at
50°C, 80°C, 90°C and 95°C for 15 and 30 min. The isotopic values found showed differences
below the method uncertainty, demonstrating that both temperature and evaporation did not
influence the 50 results of the juice. To evaluate the influence of the juice elaboration
process on the isotopic values, five musts and five Isabella juices were compared, processed
in industry by the heat exchanger method. The must used in the heat exchanger was the same
as the final juice. The correlation between initial must and final juice (R? = 0.96) showed that
the heat exchanger process did not significantly affect the results. The equation found (y =
0.90x + 0.13) was used to construct the reference values of authentic juices from musts. To
compose the isotopic reference values, 177 Vitis labrusca grapes (159 red grapes and 18 white
grapes) were collected from many different regions of the state of Rio Grande do Sul. The
weighted average was used for the calculation. It was concluded that the reference values for
juice can be used from musts, without impairing the interpretation of the final results. Finally,
real grape juices were analyzed to evaluate the presence or absence of water. From thirty real
juices analyzed, eight presented exogenous water in their composition, three proved to be
reconstituted juices and nineteen juices were considered to be without exogenous water, when
compared to the reference values related to the type of grape or specific variety. The
methodology proposed and validated in this study was found values for LD of 0.24%., LQ of
0.97%o and measurement uncertainty of 0.71%., showing-be effective for detecting exogenous

water in grape juice by analyzing the *30/*°0 isotopic ratio.

Keywords: grape juice, exogenous water, isotopes, adulteration.
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1. INTRODUCAO

O suco de uva é uma bebida nao fermentada, elaborada principalmente a partir de uvas
Vitis labrusca das variedades Isabel, Bordd, Concord e Niagara Branca no Rio Grande do Sul.
O consumo do suco de uva vem crescendo significativamente, tanto por suas caracteristicas
sensoriais muito apreciadas como por suas propriedades funcionais. Outro aspecto importante
do suco € permitir que pessoas que ndo ingerem alcool, mulheres gravidas, idosos e criangas
consumam a bebida.

A regido Sul do Brasil é responsavel por 90% da elaboracéo de sucos de uva no pais.
Segundo dados da Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Desenvolvimento Rural (SEAPDR,
2019), a producdo de sucos integrais, adocados e reconstituidos cresceu 48% de 2018 para
2019. Além disso, entre 2008 e 2018, o volume de suco comercializado passou de 123
milhdes para 282 milhdes de litros anuais, o que representa crescimento de 128% no periodo.
Nos supermercados, 0 suco de uva representa 30% de todo o faturamento de sucos liquidos,
onde os mais vendidos sdo os naturais e integrais, com 100 milhdes de litros comercializados
anualmente (IBRAVIN, 2019).

O monitoramento da qualidade dos sucos de frutas é de crescente interesse tanto para a
industria de bebidas quanto para o consumidor. Nos ultimos anos, a medicdo de isétopos
estaveis tem sido utilizada como um instrumento para a determinacdo de fraudes em
alimentos e bebidas, pois fornece informacfes sobre a origem boténica e geografica dos
mesmos. O controle da origem das matérias-primas utilizadas na producdo de alimentos e
bebidas é fundamental, a fim de garantir a qualidade e autenticidade desses produtos.

As analises isotopicas tém sido propostas pela Organizacdo Internacional da Vinha e
do Vinho para detectar a adi¢cdo de agua (OIV, 1996) e acucar (OIV, 2001) em vinhos e
derivados. No Brasil, a analise isotopica em sucos de uva tem sido utilizada desde 2007 para
determinar a porcentagem de aclcar natural da uva e aglcar da cana-de-agucar possivelmente
adicionado ao suco de uva (BRASIL, 2007). Porém, ainda ndo existe uma metodologia oficial
para deteccdo de agua exdgena em suco de uva no Brasil, 0 que representa uma demanda do
setor vitivinicola no intuito de melhorar a qualidade dos sucos e evitar possiveis adulteracdes.
A presenca de 4gua no suco nao acarreta problemas a saide, no entanto, se ndo é declarada,
constitui uma fraude ao consumidor, uma vez que o suco tem importante papel econémico e

social.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia para detecgédo de

agua exdgena em sucos de uva integrais através da analise da raz&o isotopica do #0/*60.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da temperatura na razio isotopica do oxigénio (5!%0) em sucos

experimentais;

e Auvaliar o efeito da evaporagdo no valor de 580 em sucos experimentais;

e Verificar a influéncia, nos valores de §*20, do processo de elaboracio de suco de uva
em escala industrial;

e Encontrar os valores de referéncia para sucos de uva, baseado no &30 de mostos;

e Validar o método de determinacdo de adicdo de agua exdgena em suco de uva para
uso na rotina de laboratorio,

e Avaliar a aplicacdo da metodologia em amostras reais de sucos e compara-los aos

valores de referéncia, para verificar a adi¢do de agua.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORIA DA VITICULTURA NO BRASIL

A uva é o fruto da videira ou vinha, pertencente a familia Vitaceae, e as suas principais
cultivares comerciais sdo do género Vitis spp. Estudos apontam que a videira ja crescia de
modo espontaneo ha 13.000 anos, sendo originaria da Asia. Ha registros de cultivo de
vinhedos com 150 anos de idade devido ao abandono da vida némade pelas comunidades das
civilizagdes primitivas. A difusdo da viticultura pelo mundo ocorreu em duas diregdes: uma
ameérico-asiatica e a outra euroasiatica, dando origem as variedades de uvas chamadas
americanas (Vitis labrusca) e europeias (Vitis vinifera) (EPAGRI, 2005).

No Brasil, a viticultura teve inicio no século XVI com a chegada de colonizadores
portugueses a Capitania de Sdo Vicente (atual Estado de Sdo Paulo), e depois expandiu-se

para outras regides do pais (Zapelini, 2010). No entanto, os vinhedos cultivados em S&o Paulo
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foram deixados de lado com as descobertas de ouro em Minas Gerais, pois era mais facil
pagar pelo vinho importado do que produzi-lo (Cabral, 2004).

No século XVII, ainda no Brasil Col6nia, a videira de origem espanhola foi
introduzida no Rio Grande do Sul. Em 1626, o padre jesuita espanhol Roque Gonzéles de
Santa Cruz plantou as primeiras videiras na regido dos Sete Povos das MissOes. O cultivo de
uva prosperou, mas ndo chegou a criar uma identidade local, pois as Missdes foram dizimadas
pela coroa portuguesa e 0s sobreviventes ndo deram continuidade a viticultura. Uma segunda
tentativa ocorreu no seculo XVIII, com a imigracdo agoriana no litoral gaicho. Entretanto, as
vinhas ndo se desenvolveram devido as condi¢Ges de baixa altitude e umidade excessiva da
regido (Dalcin, 2008; Valduga, 2007; Zapelini, 2010).

Nas primeiras décadas do seculo XIX, foram introduzidas no Brasil as uvas
americanas (V. labrusca), especialmente a variedade Isabel, através do gaucho Marques
Lisboa (diplomata brasileiro em Washigton nos EUA), e do comerciante alemdo Thomas
Messiter (Aguiar, 2008). A partir da introducdo e do plantio das variedades de uvas
americanas ocorre definitivamente a difusao da vitivinicultura no Brasil, pois esta espécie era
resistente as condicdes climéaticas do pais e adaptou-se facilmente em diferentes regides
(Losso, 2016).

A viticultura no Brasil ficaria restrita a pequenas areas até 1875 (séculos X1X), quando
ocorre a chegada de imigrantes italianos, provenientes do norte da Italia, na regido da Serra
Gaucha. Os imigrantes tinham experiéncia e tradicdo no cultivo da vinha e na producéo de
vinho, tornando-se, desta forma, um elemento fundamental para o estabelecimento do
comércio do vinho no pais. Este é considerado o marco inicial da vitivinicultura brasileira
(Facalde, 2011; Cordeiro, 2006; Losso, 2016).

Centrada no RS, a industria do vinho nacional assumiu historicamente a lideranca da
producdo e abastecimento da demanda do mercado interno brasileiro. A partir da década de
70, ocorreu investimentos e modernizagdo das vinicolas, onde no mesmo periodo, a indudstria
de suco comecou a se destacar pela qualidade e singularidade do produto. Atualmente, as
empresas que elaboram suco de uva apresentam uma estrutura moderna e com alta tecnologia,
evidenciando o potencial de expansao deste mercado e a tendéncia de diversificacdo dentro da

cadeia vitivinicola (Protas et al., 2014).
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3.2 SUCO DE UVA

Os primeiros registros da producdo de suco de uva no Brasil datam do inicio do século
XX. No ano de 1911, o estabelecimento Oreste Franzoni & Cia, localizado no atual municipio
de Monte Belo do Sul, foi premiado em Turim, na Italia com o “Succo de Uvas Franzoni”
(Marzarotto, 2005). No entanto, a inddstria brasileira de suco de uva cresceu
consideravelmente a partir do final da década de 1970, com o inicio da producdo de suco
concentrado no RS (Cristofoli, 2007).

De acordo com a legislacdo brasileira, 0 suco de uva € uma bebida ndo fermentada e
ndo diluida, obtida do mosto simples, sulfitado ou concentrado a partir da parte comestivel da
uva sa, fresca e madura, através de processo tecnoldgico adequado, sendo tolerada a
graduacdo alcodlica de até 0,5% v/v (BRASIL, 2014; BRASIL, 2018).

As principais classificacdes do suco quanto ao processamento e constituicdo estdo

listadas no Quadro 1.

Quadro 1 - ClassificacBes do suco de uva

Tipo de suco de uva Definicéo

) 5 Suco na concentragdo natural da uva, sendo proibida adicdo de
Suco integral ’ .
acucares, 4gua, corantes ou aromas.
Suco no estado sélido, obtido pela desidratacdo do suco integral,
Suco desidratado® devendo ser denominado “suco de uva desidratado”, sendo
proibida adicdo de agUcares.
Suco submetido a processo fisico para a retirada de agua
. suficiente para elevar em, no minimo, 50% o teor de so6lidos
Suco concentrado _ ) - L
sollveis presentes no suco integral, sendo proibida adi¢do de
acucares.
Obtido pela dilui¢cdo do suco concentrado ou desidratado, até a
concentracdo original do suco integral ou ao teor de sélidos
Suco reconstituido® solGveis minimo do suco de uva integral (14 °Brix), sendo
obrigatdrio constar no rotulo a origem do suco utilizado para sua
elaboracdo e opcional 0 uso da expressao “reconstituido”.
_ Permitida adicdo de agUcar na quantidade maxima de um décimo
Suco reconstituido ’ L
em peso (10%) dos agucares do mosto, tendo sua denominagao

adocado® _ -
acrescida pela designacéo “adocado”.
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Bebida ndo fermentada, obtida da diluicdo em agua potével, da
) parte comestivel da uva ou de seu extrato, adicionado de
Néctar!? ) _ . o
agucares, destinada ao consumo direto, sendo obrigatorio conter
no minimo 50% de polpa ou suco de uva.
Bebida ndo fermentada, obtida pela diluicdo, em agua potavel,
) do suco, polpa ou extrato de uva, com ou sem adi¢do de
Bebida ou refresco? ) . ) )
acucares. Quando adicionado de acUcares, deverd ter a
designacdo “adocado” acrescida a sua denominacéo.
Bebida gaseificada, obtida pela dissolucdo, em agua potavel, do
] suco ou extrato de uva, adicionada de agUcares e conservantes.
Refrigerante! . o _ _
E obrigatorio ser saturado de dioxido de carbono industrialmente

puro.

Fonte: BRASIL, 2009; 2BRASIL, 2013; °BRASIL, 2018.

A comercializagdo do suco de uva vem crescendo de forma constante desde 2004,
sendo o ano de 2016 o Unico periodo de retracdo, onde a quebra na safra da uva reduziu a
capacidade produtiva das vinicolas. Enquanto o suco concentrado € destinado principalmente
para a industria, a versdo integral é a preferéncia do consumidor (IBRAVIN, 2018). Outro
fator que vem se destacando sdo as versdes do suco: tinto, branco e rosé, além da
versatilidade das embalagens, como caixinhas prontas para o consumo, garrafas de vidro e
bag in box (IBRAVIN, 2019).

3.2.1 Padrdes de Identidade e Qualidade (P1Qs) para suco de uva

A composicgdo do suco devera atender aos limites indicados nos PadrGes de Identidade

e Qualidade de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Limites analiticos estabelecidos para suco de uva

Para Limite
arametro Minimo Maximo

Alcool etilico a 20°C (% v/v)® - <05
Anidrido sulfuroso total (g.L™?)! - 0,05
Solidos soluveis, °Brix a 20°C3 14 -
Acidez total (mEg/L), (pH 8,2) 55 -
Acidez volatil (mEg/L)? - 10
Acido sdrbico (mg.L)* - 1.000

Acido benzoéico (mg.L™)* - 1.000
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Soma do acido sorbico e benzoico (mg.L?)! - 1.000
Carbono (%Cs) — Integral ou Simples? 100 -
Carbono (%Cs3) — Adogado? 90 -

Fonte: TANVISA, 2013; 2BRASIL, 2014; *BRASIL, 2018.

Os limites analiticos, além de representarem uma exigéncia legal, sdo fundamentais
para o controle de qualidade e para detecgéo de eventuais falhas que podem ocorrer em toda a
cadeia produtiva do suco de uva (Rizzon & Salvador, 2010).

As uvas utilizadas para elaboracdo do suco devem alcancar um estagio ideal de
maturacao, por isso, a legislacdo estabelece um teor minimo de solidos solUveis para 0 suco
de uva de 14 °Brix (BRASIL, 2018). O °Brix representa a porcentagem de sélidos sollveis
totais no suco, incluindo agUcares, acidos organicos, matéria corante, minerais e substancias
nitrogenadas (Rizzon & Salvador, 2010).

A gqualidade das uvas e consequentemente dos sucos, dependerd de muitos fatores tais
como: composi¢do do solo, grau de maturacdo das bagas, estresse hidrico, exposicdo a luz
solar, patogénese, sistema de producdo, método de prensagem, variacdes climaticas, entre
outros (Granato et al., 2016).

3.3 VARIEDADES UTILIZADAS NA ELABORACAO DE SUCO DE UVA

As cultivares tradicionalmente utilizadas para producdo de sucos de uva, no RS,
compreendem as uvas americanas V. labrusca das variedades Isabel, Bordd, Nidgara Branca e
Concord. Essas uvas sdo denominadas "uvas rasticas" ou "uvas de mesa" e apresentam
elevada produtividade e resisténcia as doencas fangicas. Além disso, cada variedade confere
caracteristicas préprias ao suco as quais complementam-se entre si, originando um produto
final de reconhecida qualidade e tipicidade (Protas & Camargo, 2011).

As variedades destinadas a producdo de uvas para suco devem apresentar algumas
caracteristicas principais, como adequado nivel de maturacéo e sanidade, bom rendimento do
mosto, relacdo acucar e acidez equilibrada e aroma e sabor agradaveis (Marzarotto, 2005).
Alguns paises de tradigdo viticola utilizam variedades V. vinifera para produgdo de suco,
porém 0 mesmo apresenta um sabor ndo muito apreciado pelo consumidor ap6s o
processamento, enquanto que as variedades americanas mantém no suco o aroma “foxado”,
caracteristico da uva in natura, mesmo apds aquecimento e pasteurizagdo (Rizzon &
Meneguzzo, 2007).



19

No estudo de Bender et al. (2016), foi avaliado o perfil de aceitagdo sensorial de sucos
tintos e brancos elaborados a partir das variedades de uvas Isabel, Bordd e Ni&gara Branca (V.
labrusca), Chardonnay (V. vinifera) e Jacquez (V. bourquina). Os sucos das variedades V.
labrusca obtiveram melhor aceitacdo sensorial que as variedades V. vinifera e V. bourquina,
sendo que o suco de Isabel e Niagara Branca, seguido por Bordd, obtiveram as melhores notas
em todos os atributos avaliados. O suco elaborado por Chardonnay foi rejeitado em todas as
variaveis analisadas. O suco de Jacquez também foi rejeitado, exceto a sua aparéncia visual.

Nos ultimos anos, foram desenvolvidas pela Embrapa Uva e Vinho, novas cultivares
hibridas de uvas para elaboracdo de suco. Entre elas se destacam as variedades “BRS Cora”,
“BRS Violeta”, “BRS Lorena” e “Isabel precoce”. A Isabel precoce é uma mutacdo da
cultivar Isabel e apresenta as mesmas caracteristicas desta uva, porém o periodo de maturagédo
é bastante antecipado se comparado com o da uva Isabel (Camargo et al., 2010). Essas novas
variedades vém contribuindo para o aprimoramento tecnoldgico, expansdo da producgdo e
competitividade do suco de uva brasileiro (Maia & Ritschel, 2015).

3.3.1 Isabel

A variedade Isabel (Figura 1), é originaria dos Estados Unidos (EUA) e foi introduzida
no Brasil na década de 1830, tornando-se a uva tinta mais cultivada no pais. Representa 50%
do total de uvas produzidas no RS, sendo muito bem adaptada as condi¢Ges climéticas. Seus
vinhedos atingem de 80 a 100 anos e fornecem producdes abundantes necessitando de poucas
intervencdes (Camargo & Maia, 2005).

P\,

Figura 1 - Uva Isabel
Fonte: Embrapa (2016a).
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A uva Isabel também é denominada “Americana”, “Uva Manga” e “Nacional”, além
de “Frutilla” no Uruguai e “Isabela” ou “Fragola” na Italia (Rizzon et al., 1998). Apresenta
cachos pequenos a médios, baga preta média, polpa mucilaginosa que se desprende facilmente
da pelicula e sabor de framboesa (Camargo, 2008).

Entre as uvas americanas, essa variedade possui baixa acidez e elevado potencial de
acumulo de agucar na baga, podendo variar em fungdo das safras, entre 14 a 18 °Brix (Rizzon
& Meneguzzo, 2007). No entanto, a uva Isabel produz sucos com menor intensidade
aromatica e de cor, sendo indicado corte com as variedades Bordé e Concord. O suco de

Isabel é o principal suco de uva brasileiro para exportacdo (Camargo et al., 2010).

3.3.2Bordd

A variedade Bord6 (Figura 2), é originaria dos EUA e faz referéncia a Henry Yves,
pesquisador que selecionou a variedade. E uma das principais uvas V. labrusca produzidas
nacionalmente. Foi introduzida no RS em 1839 com o nome de “Ives” ou “Folha de Figo”, ¢
expandiu-se rapidamente devido a facil adaptacéo e alta produtividade (Rizzon et al., 1998).

E uma cultivar muito rdstica e resistente a doencas flingicas. Seus cachos s&o
pequenos ou médios, com bagas e sementes pequenas e polpa mucilaginosa (Camargo, 2008).
O teor de acucar do mosto varia de 13 a 16 °Brix e a acidez total é considerada baixa (Rizzon
& Meneguzzo, 2007). Sucos de uva Bordb apresentam aroma frutado, sendo geralmente
utilizadas em cortes com cultivares como Isabel e Concord, permitindo assim, aumentar a

intensidade de cor destes sucos (Barnabé et al., 2007; Rizzon & Meneguzzo, 2007).

Figura 2 - Uva Bordd
Fonte: Embrapa (2008).
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3.3.3 Niagara Branca

A variedade Niagara (Figura 3), foi desenvolvida em 1868, no condado de Niéagara
(Nova lorque - EUA), a partir do cruzamento de Concord (V. labrusca) com Cassady (V.
labrusca x V. vinifera). Entdo, a Nidgara, tem em sua genealogia, 75% de V. labrusca e 25%
de V. vinifera, uma provavel razdo por nao ser tdo resistente as doencas fungicas (Maia &
Camargo, 2012).

Também denominada “Francesa Branca”, a uva Niagara Branca foi introduzida no
Brasil em 1894. Apresenta polpa mucilaginosa, sabor de framboesa intenso, teor de solidos
sollveis entre 16 e 18 °Brix. Origina sucos com aroma e sabor intensos, sendo considerada a

principal casta americana branca cultivada no Brasil (Camargo, 2008).

Figura 3 - Uva Niagara Branca
Fonte: Embrapa (2016b).

3.3.4 Concord

Desenvolvida nos EUA em 1849, a variedade Concord (Figura 4), foi introduzida no
RS, em meados do no século XIX. E também conhecida como “Bergerac”, “Francesa” e
“Francesa Preta”, compreende uvas americanas rasticas, de alta produtividade e resisténcia a

doencas fungicas (Rizzon et al., 1998; Pian et al., 2009).
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.&
Figura 4 - Uva Concord
Fonte: Embrapa (2016c).

Apresenta maturacdo precoce e alta produtividade, com cachos médios e bagas médias
e pelicula fina bastante suscetivel em condicdes chuvosas na fase de maturacdo. O teor de
solidos soluveis varia de 14 a 16 °Brix e a acidez é relativamente baixa. A cultivar Concord da
origem a sucos com caracteristicas aromaticas muito bem aceitas, pois mantém as
caracteristicas da uva fresca ao longo das etapas de processamento (Camargo, 2008; Rizzon &
Meneguzzo, 2007).

3.4 ELABORACAO DE SUCO DE UVA

O processo de elaboracdo do suco de uva esta diretamente ligado a qualidade final dos
produtos, exercendo influéncia sobre as principais caracteristicas, que sdo o sabor e 0 aroma.
Neste contexto, o sistema trocador de calor é o método mais utilizado para a elaboracdo de
suco de uva integral em escala industrial (Guerra et al., 2016). Este sistema esta detalhado no

Fluxograma 1.
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Fluxograma 1 - Etapas de elaboragéo de suco de uva pelo sistema trocador de calor

Recepcéo, desengace e
esmagamento

Maceracao e tratamento
térmico

Tratamento enzimatico

Esgotamento, prensagem
e centrifugacéo

Clarificacdo, filtracdo e
corte do suco

Pasteurizacéo e
engarrafamento

3.4.1 Recepcdao, desengace e esmagamento

As uvas normalmente sdo colhidas em fase de maturidade técnica (14 a 25 °Brix) e
devem ser processadas dentro de 48 horas ap0s a colheita, para evitar a deterioracdo por
bactérias e fungos, ou ainda, producdo de alcool etilico através de processo fermentativo
(Silva et al., 2016). Na etapa de recepcdo, sdo avaliados o estado sanitario e determinados o
peso e o teor de acUcar na fruta com o auxilio de mostimetro de babo ou refratbmetro
(Marzarotto, 2005).

O desengace (separacdo da raquis) é fundamental, uma vez que sua presenca deixa
gosto amargo no suco. O esmagamento mecanico da uva (rompimento das bagas, sem a
trituracdo das sementes) contribui para extracdo da cor por meio do aumento da superficie de
contato entre 0 mosto e a parte solida, facilitando a dissolugdo, especialmente da materia

corante, importante para o aspecto do suco de uva (Rizzon & Meneguzzo, 2007).

3.4.2 Maceracdo e tratamento térmico

As uvas esmagadas sdo enviadas para um tanque de reacdo enzimatica, conectado a

termomaceradores tubulares formados por tubos concéntricos (Figura 5), onde ocorre a
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maceracdo dos constituintes da uva e extracdo do suco, através de aquecimento indireto
(Guerra et al., 2016).

A uva e seus constituintes circulam em um tubo interno ao redor do qual circula vapor
de agua quente que aquece 0 mosto. A vaporizacao instantanea de uma parte de agua contida
nos tecidos vegetais e na casca das uvas, acompanhada de uma refrigeracdo imediata, produz
uma desorganizacdo de sua estrutura que facilita e aumenta os fendmenos de extracdo e

difusdo de compostos das peliculas durante a maceracéao (Valero, 2014).

......

AR e %
Figura 5 - Sistema tubular trocador de calor
Foto: a Autora (2018).

3.4.3 Tratamento enzimatico

Na elaboracéo do suco de uva, o tratamento enzimatico € realizado logo apés a etapa
de maceracdo e tratamento térmico, utilizando preparacdes comerciais, geralmente
constituidas por uma mistura de enzimas que atuam na degradacdo da pectina, celulase e
hemicelulase (Parkin, 2010). Através desse processo, ocorre melhora na extracdo dos
compostos fendlicos, aumento do rendimento do suco com consequente reducdo de residuos,
e diminuicdo da viscosidade, facilitando a filtracdo do produto final (Paiva et al., 2009). Para
0 tratamento enzimatico, ocorre a diminui¢do da temperatura no equipamento para 55°C a

60°C, permanecendo 0 mosto no tanque por uma a duas horas (Rizzon & Meneguzzo, 2007).
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3.4.4 Esgotamento, prensagem e centrifugacao

Posteriormente, o mosto é separado da parte sélida da uva por meio de um esgotador
dindmico e de prensa. Nestas etapas, deve-se evitar a excessiva dilaceragdo do bagaco,
formado por cascas e sementes, evitando possivel gosto herbaceo. A centrifugacdo do suco

geralmente é realizada a vacuo, em centrifuga decanter (Rizzon & Meneguzzo, 2007).

3.4.5 Clarificacao, filtracao e corte do suco

O suco de uva pode ser submetido a alguns processos para remocao de pectinas,
gomas e mucilagens e decantacdo de compostos insolliveis como bitartarato de potassio e
tartarato de célcio. A clarificacdo age produzindo floculagdes que promovem a decantacdo das
substancias que causam turbidez no suco, podendo ser realizada através de centrifugacéo,
filtracdo ou estabilizacdo tartarica. Esses processos tém por objetivo tornar o suco mais
limpido (Rizzon et al., 1998).

A estabilizacdo tartarica é realizada resfriando o suco a uma temperatura de 0°C,
permanecendo nessas condi¢des por oito a dez dias. Apds o esse periodo, o suco de uva é
separado dos cristais precipitados no fundo do recipiente e filtrado para posterior
pasteurizacdo e engarrafamento (Rizzon & Meneguzzo, 2007).

Previamente a estabilizacdo, € realizado o corte ou mistura dos sucos de variedades
distintas, com o objetivo de atingir caracteristicas de cor, aroma ou teor de sélidos sollveis
desejados no suco de uva (Marzarotto, 2005).

3.4.6 Pasteurizacao e engarrafamento

A pasteurizagdo é o tratamento térmico realizado com a finalidade de destruir tanto os
microrganismos patogénicos, quanto os deteriorantes das uvas. Ela ainda tem a funcdo de
inativar enzimas, especialmente a lacase produzida por Botrytis cinerea, responsavel pela
podriddo das uvas (Brice, 2014).

A pasteurizagdo e 0 envase a quente caracterizam-se pelo aquecimento do suco a uma
temperatura de 85°C a 90°C, e pelo resfriamento espontaneo no recipiente utilizado para
engarrafamento. Valero (2014) cita que o tratamento realizado abaixo de 70° C ndo é capaz de
destruir as enzimas oxidantes, processo que ocorre devido a desnaturacdo das proteinas pela
acédo de calor e choque térmico. De acordo com Rizzon & Meneguzzo (2007), o aquecimento
do suco de uva deve alcangcar no minimo 65°C, ndo ultrapassando 90°C para proporcionar

adequada extracdo da cor e ndo atribuir gosto de cozido ao suco. Da mesma forma, Martin-
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Belloso & Marsellés-Fontanet (2006), afirmam que o excesso de aquecimento é prejudicial,

pois aumenta os taninos e diminui o sabor caracteristico dos sucos de uva.

3.5 ISOTOPOS ESTAVEIS

A palavra isétopo vem dos termos gregos iso (mesmo) e topos (lugar) e referem-se ao
fato de os isGtopos serem espécies de &tomos de um elemento quimico localizados ha mesma
posicdo da tabela periodica. Os is6topos de um elemento compartilham o mesmo numero
atdmico, porque eles tém o mesmo numero de protons, mas sua massa atbmica e propriedades
fisicas ndo sdo as mesmas, bem como o numero de néutrons em seu nucleo é diferente
(Santesteban et al., 2015).

Isétopos sdo geralmente classificados em duas categorias: estaveis e radioativos
(instaveis). Is6topos estaveis mantém uma constante concentracdo na Terra ao longo do tempo,
a medida que isotopos radioativos sdo atomos que se desintegram em taxas previsiveis e
mensuraveis para formar outros is6topos, como 3H (tritio) e 1*C (Santesteban et al., 2015).

Alguns is6topos estaveis como hidrogénio, carbono, nitrogénio e oxigénio (H, C, N, O)
sdo de especial interesse para pesquisas em diversas areas do conhecimento bioldgico,
geoldgico, fisico, quimico, entre outros, pois apresentam importante fonte de informacéo
sobre a historia de cada espécie quimica (Marshall et al., 2007). A variacdo da razdo dos
isGtopos estaveis € muito pequena na natureza, no entanto, sdo muito importantes como
rastreadores/marcadores (tracers), podendo proporcionar fonte de informacdo abundante
sobre processos que acontecem atualmente ou que aconteceram no passado (Ferreira, 2008).

Os isotopos “leves”, que possuem massa atomica menor (*H, 12C, ¥*N, 1°0), sdo os
mais abundantes, enquanto os isotopos “pesados”, que possuem massa atdmica maior (?H, *C,
1N, 170, 180), estdo presentes no ambiente em uma quantidade muito pequena (Morasch et al.,
2001). As abundancias isotopicas relativas encontradas na natureza para os elementos de

maior interesse encontram-se referidas na Tabela 2.

Tabela 2 - Abundancia dos principais isétopos estaveis

Elemento Is6topo Abundancia Relativa (%)
) ) H 99,9855
Hidrogénio
’H 0,0145
12¢c 98,892
Carbono

BC 1,108
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o 1N 99,6337
Nitrogénio

i\ 0,3663

60 99,7586

Oxigénio 70 0,0375

80 0,2039

Fonte: adaptado de Calderone & Guillou (2008).

A andlise isotdpica pode fornecer informacgédo sobre a origem de um composto quimico.
A abundéancia natural de is6topos estaveis para elementos como H, C e O mostram pequenas,
mas mensuraveis variacfes, devido ao fracionamento que ocorre durante 0S processos
quimicos e fisicos dos ciclos naturais, como a fotossintese e a evaporacao da agua (Schmidt et
al., 2003; Morasch et al., 2001).

3.5.1 Fracionamento isotopico do oxigénio

O fracionamento isotdpico ocorre com 0s processos de evaporacdo e condensacdo do
ciclo da agua. A distribuicdo de is6topos na agua da planta é diretamente influenciada pela
fonte de agua disponivel para a planta, a qual geralmente é a 4gua subterranea resultante da
precipitacdo, que sofre diferentes processos de evapotranspiracdo durante sua trajetéria dos
oceanos para os continentes (Calderone & Guillou, 2008).

As condicbes climaticas de uma regido também podem influenciar na
evapotranspiracao de folhas e frutos, o que causa enriquecimento dos isétopos de oxigénio na
agua da planta (videira), em comparacdo com 0 das aguas subterraneas. A extensdo desse
enriquecimento depende de parametros fisiologicos como exposicao solar da videira, irrigacéo,
periodo de maturacdo e data da colheita (Christoph et al., 2015). O enriquecimento isotépico
também estd relacionado ao clima, sendo que, as regiGes mais quentes e secas Sao
caracterizadas por valores mais positivos de 880 e as regides mais frias por valores mais
negativos (Rossmann et al., 1999).

Da mesma forma que a composicdo isotopica das plantas depende das condi¢Ges
climaticas e geograficas, os alimentos e bebidas derivados sdo isotopicamente marcados e
semelhantes ao das plantas de origem (Martin & Martin, 2003). Entre as técnicas disponiveis
para auxiliar nos testes de autenticidade e rastreabilidade de alimentos e bebidas, a
espectrometria de massa de razdo isotdpica tem sido amplamente utilizada devido a alta

precisdo do método (van Leeuwen et al., 2014).
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3.5.2 Espectrometria de massa de razdo isotopica (IRMS)

A espectrometria de massa de razdo isotopica (IRMS) é uma técnica que separa
atomos ou moléculas carregados com base em sua razdo massa/carga (m/z). Esta técnica é
reconhecida pela precisdo, a qual é alcancada devido a permanente comparagao entre a razao
isotopica do composto a ser medido e a razdo isotopica de um composto de referéncia
(Santesteban et al., 2015; Ferreira, 2008).

O padrédo de calibracdo adotado para os isotopos de oxigénio € o VSMOW (Vienna
Standard Mean Ocean Water), uma agua obtida a partir da mistura de dgua do Oceano
Pacifico com vérias amostras de dgua do mar dessalinizada, cujo valor na escala delta é zero
(Oliveira, 2014). Em 2006, devido & exaustdo das amostras do padrdo VSMOW, a
International Atomic Energy Agency (IAEA) lancou o padrdo VSMOW?2, idéntico ao
primeiro. Os resultados de 80 para amostras de agua continuam sendo apresentados
relativamente ao padrdo VSMOW (IAEA, 2009).

O SLAP (Standard Light Antarctic Precipitation) € um segundo padréo de calibragdo
de &gua, obtido a partir de uma amostra de neve do Polo Sul. Foi estabelecido pelo IAEA em
1966 a fim de facilitar as medicdes em amostras de agua naturais, e possui uma composicao
isotopica muito empobrecida no is6topo mais pesado (relativo a0 VSMOW) de §*80 = -
55,5%0. J& 0 material de intercomparacdo mais utilizado é o GISP (Greenland Ice Sheet
Precipitation), e corresponde a uma amostra de agua com uma composicdo isotopica
intermediaria entre 0 VSMOW e 0 SLAP de 580 = -24,8%. (Ferreira, 2008).

3.5.3 Espectrometro de massas de razdo isotopica

O espectrOmetro de massas é constituido basicamente por 3 partes: a fonte, o
analisador e um detector maltiplo de Faraday ou Faraday cups. O primeiro passo na obtencédo
de medidas de espectrometria de massa é a preparagdo da amostra, a qual deve apresentar-se
na forma de gases puros, tais como Hz, CO2, N2 e CO, dependendo da composi¢éo do material
e do isétopo de interesse (Ferreira, 2008; Carter & Barwick, 2011).

Em seguida, conforme Figura 6, a amostra é introduzida na fonte de ions (1) para
formacdo do feixe de ions. Os componentes gasosos (CO2) da amostra sdo ionizados com a
mesma quantidade de carga. Logo, os ions obtidos sdo acelerados por um campo elétrico,
defletidos por um campo magnético (2) em funcéo da razdo m/z, onde o feixe i6nico principal

é aberto em feixes de ions isotOpicos caracteristicos. Entdo, a quantidade relativa de ions que
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atingem o detector é medida nos Faraday cups (3), posicionados de tal forma que trés massas
diferentes podem ser capturadas simultaneamente (as massas sdo 44, 45 e 46). O sinal elétrico
gerado, proporcional a quantidade de ions formados, é amplificado (4), enviado ao
computador (5) e processados pelo software que controla todas as partes do sistema (WUSTL,
2017; Ferreira, 2008; Sene & Silva, 2009; RUNL, 2017).

DETECCAO
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Lentes de focalizacio |
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Figura 6 - Esquema de um espectrdmetro de massa de razdo isotépica (IRMS)
Fonte: adaptado de Clark & Fritz (1997).

Os principais sistemas de introdugdo de amostras que podem ser acoplados ao IRMS
sdo os cromatografos a gas (GC-IRMS) e os analisadores elementares (EA-IRMS). O
acoplamento do GC ao IRMS constitui uma das mais versateis técnicas isotopicas, pois
combina o poder de separacao das técnicas cromatograficas com a elevada preciséo e exatidao

na determinacdo das razfes de isotopos estaveis por IRMS (Sessions, 2006).
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O GC (Figura 7) é acoplado a um amostrador automatico (1), e possui uma agulha de
dois orificios (2) que adiciona um fluxo de hélio (He) no frasco de amostra, diluindo e
deslocando o CO; da amostra para o topo (headspace). Esse gas é arrastado por fluxo
continuo de He e passa por uma membrana Nafion (3) - um copolimero de tetrafluoretileno
sulfonado - para retirada da umidade. O volume é fixado em 100pL e o sistema de loop de
injecdo (4) permite maior precisdo (1-2 min por repeticdo). Em seguida, a amostra segue para
uma coluna cromatografica gasosa (5) onde o CO: é separado de qualquer outra espécie de
gas interferente. Entdo, passa novamente por uma membrana Nafion permeavel a dgua (6) e é
introduzida na fonte de ions por uma interface (7) de divisdo aberta (open Split), seguindo
para um sistema de aquisi¢do de dados controlado por software (Thermo Fisher Scientific,
2013; Hilkert & Avak, 2016; UWI, 2013).

(3]
Mafion
He+CO2 F’- l_|£—'—| l_J
HEW He+Ho g[e Grazes de
Referéncia

Naﬁc:-ﬂ — ///Eﬁ'\ \\\

!:"'=|~|':, o

He Cc-luna 1 IRME
Cmmatngra.ﬁca '[_ I;e Open Split \Il
[:GG:I He+=Hio 9
Loop de injegio
100 uL

Software

Amostrador automatico

Figura 7- Esquema de um cromatdgrafo a gas (GasBench) acoplado a um IRMS
Fonte: adaptado de Hilkert & Avak (2016).

3.5.4 Notacéao delta (6)

A variacdo da abundancia isotdpica € muito pequena, sendo assim, a medida da razdo
do isétopo estavel pesado em relacdo ao isotopo leve de um determinado elemento requer
grande precisdo, portanto, os resultados séo indicados em notacdo delta (5). Os valores de &
sdo multiplicados por 1000 e expressos em unidades "per mil" (%o) (Ferreira, 2008; Camin et
al., 2017).

Um & com valor positivo significa que a razdo da abundancia do is6topo pesado em

relacdo ao leve € maior na amostra do que no padrdo. Um valor de & negativo significa que
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razdo da abundancia do is6topo pesado em relagdo ao leve € maior no padrdo que na amostra
(Sene & Silva, 2009).

3.5.5 Valores de referéncia isotopicos

Quando a andlise da razdo isotopica € utilizada para fins de autenticacdo, é necesséria
a comparacdo com um conjunto de dados de referéncia para interpretacdo dos dados. A
representatividade das amostras de uvas é fundamental, e depende de fatores como origem
geografica, clima, periodo de colheita, cultivar e principalmente, ano da safra. Entdo, é de
fundamental importancia, incluir esses dados de referéncia atualizados a cada ano. Esses
dados refinam e restringem o intervalo de autenticidade aceitvel. A comparagdo de um valor
de medicdo real com um limite de autenticidade é parte importante do processo de controle de
fraudes (Camin et al. 2017; Dordevic et al. 2013).

3.6 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo do método é o processo que demonstra que um método analitico é
adequado para o fim proposto, garantindo desta forma, a reprodutibilidade e confiabilidade
dos resultados. A validacdo deve garantir que as carateristicas do método satisfacam as
especificacbes exigidas para os resultados analiticos, bem como estabelecer limites de
controle a serem aplicados na rotina de trabalho (Silva, 2016).

3.6.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade de um método distinguir e quantificar um ou mais
analitos em uma matriz complexa sem interferéncia dos demais compostos, sejam eles,
impurezas, produtos de degradacdo ou substancias com propriedades idénticas as do analito
(Costa, 2015). Pode ser avaliada pela comparacdo de uma matriz contendo o analito em
questdo com uma matriz isenta do mesmo (ICH, 2005).

A seletividade é calculada a partir do teste F para duas variancias, atraves do qual
obtém-se o valor de Fcaiculado, cONforme Equacdo 1. Apos, o resultado de Feaiculado € cOMparado
com 0 Franelado, determinado a partir da Tabela de distribuicdo F (ANEXO A). Os graus de
liberdade sdo calculados mediante a formula n-1, onde n é o nimero de andlises que foram
realizadas pra calcular a variancia. Se 0 Fcaiculado fOr menor do que 0 Frabelado, NA0 ha diferenca

significativa entre as duas matrizes (Albano & Raya-Rodriguez, 2015).
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Variancia

F _ maior

caleulade = y/ariancia,

Equacéo 1

menor

3.6.2 Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de o método demonstrar que os resultados obtidos sdo
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. A linearidade é expressa na curva de calibracdo (y = ax + b) pela obtengdo de
resultados em proporcéo direta as concentrages da substancia em estudo (R2> 0,99). Para
verificar a eficiéncia da equacdo de regressdo linear pode ser construido e analisado o grafico
de residuos. Este grafico ilustra uma distribuicdo dos resultados em torno da linha reta central.
Se esta distribuicdo for aleatoria, confirma a linearidade do método (Albano & Raia-
Rodriguez, 2015).

3.6.3 Limite de deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Limite de deteccdo (LD) é a menor quantidade de analito na amostra que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada. O LD é calculado conforme Equagdo 2
(NATA, 2013).

LD = 0+t(n-1,1-a).S Equacéo 2

Onde:

0: valores dos brancos da amostra;

t: distribuicdo de Student;

S: desvio padréo amostral dos brancos das amostras (INMETRO, 2018).

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito na amostra que pode
ser quantitativamente determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis, dentro da sensibilidade

normal do equipamento ou da técnica, calculado conforme Equacéo 3 (ICH, 2005).

LQ=0+10.S Equagio 3

Onde:
0: média dos valores dos brancos da amostra;
S: desvio padréo amostral dos brancos (INMETRO, 2018).
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3.6.4 Tendéncia

A tendéncia, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica em uma
combinacdo de componentes de erros aleatorios e sistematicos. O uso de materiais de
referéncia certificados (MRC) geralmente séo utilizados para avaliar a tendéncia, e a mesma é
importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrdes reconhecidos (INMETRO,
2018). A tendéncia é calculada de acordo com a Equacéo 4.

valorobseravado

Tendéncia = 1009 3
enaencia valoresperado * & Equagao 4

3.6.5 Recuperagéo

A recuperagdo do analito pode ser avaliada pela anélise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas desse mesmo analito (INMETRO, 2018). A recuperacao é calculada

em porcentagem, atraves da Equacao 5.

Ci-C;
Recuperacdo (%) = s x 100 Equacdo 5

Onde:
C1: concentracdo da amostra adicionada;
C2: concentracdo da amostra ndo adicionada (0);
C3: concentracdo do analito adicionada.
Os critérios de aceitacdo para recuperacdo, segundo a AOAC (2016), encontram-se na
Tabela 3.

Tabela 3 - Critérios de aceitacdo para recuperacdo do analito

Concentracéo Recuperacdo média
100% 98 - 102
10% 98 - 102
1% 97 - 103
0,10% 95 - 105
100 ppm 90 - 107
10 ppm 80 - 110

1 ppm 80 - 110
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100 ppb 80 - 100
10 ppb 60 - 115
1 ppb 40 - 120

Fonte: AOAC (2016).

3.6.6 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é definida como a aproximacao entre o resultado
da medigé&o e o valor verdadeiro da amostra (Parreira, 2013). Para esta comparagao podem ser
utilizados diversos critérios de decisdo, entre os quais o erro relativo (ER) e o indice Z (z-

score). O indice Z pode ser determinado conforme a Equacéo 6.

7 = (Xlab B Xv) Equacéo 6
S

Sendo:
Xiab: Valor obtido pelo laboratério;
Xv: valor aceito como verdadeiro;
S: desvio padréo.
A avaliacdo é feita com o seguinte critério de deciséo:
— |z| £2: resultado satisfatorio;
— 2<|z| < 3: resultado gquestionavel;
— |z = 3: resultado insatisfatorio (INMETRO, 2018).

3.6.7 Precisdo

A precisdo reflete valores experimentais determinados por circunstancias especificas
sendo expressos por meio da repetibilidade, precisdo intermediaria e da reprodutibilidade
(Albano & Raia-Rodriguez, 2015).
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3.6.7.1 Repetibilidade

A repetibilidade é uma medida de expressao da precisdo de medicGes sucessivas sobre
uma mesma amostra, efetuadas sob as mesmas condi¢bes de medicdo, isto &, mesmo
laboratdrio, analista, equipamento e tipo de reagentes, sendo estas medicGes realizadas, de
preferéncia, no mesmo dia (Costa, 2015). E usualmente expressa pelo coeficiente de variacio

(desvio padrdo relativo), conforme a Equagéo 7.

DP

Onde:
DP = desvio padréo;
CMD = concentracdo média determinada (INMETRO, 2018).
O critério de aceitacdo para precisdo, que leva em consideracdo a concentracdo do

analito na amostra, segundo a AOAC (2016), encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4 - Critérios de aceitacdo para precisdo do analito
Concentracdo (%)  Desvio Padrao Relativo

100% 1,3
10% 1,9
1% 2,7
0,10% 3,7
100ppm 53
10ppm 7,3
1ppm 11
100ppb 15
10ppb 21
1ppb 30

Fonte: AOAC (2016).

3.6.7.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade ¢é obtida quando um laboratério busca a verificacdo do
desempenho dos seus métodos em relagdo aos dados de validagdo obtidos por meio de

comparacéo interlaboratorial (Albano & Raia-Rodriguez, 2015).
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3.6.7.3 Precisdo intermediaria

Para determinar a precisdo intermediaria é efetuado um conjunto de medic¢Ges da
mesma amostra ou padrdo, no mesmo laboratorio, utilizando o mesmo método, variando as
condicdes de andlise, de forma a reproduzir as variagcbes normalmente observadas no
laboratdrio, tais como, diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes tempos

(Parreira, 2013). A precisdo intermediaria é calculada conforme Equagéo 8.

. 1 t _
SPi; ) = —Z (Yi-Y)) Equacéo 8

t : total de amostras ensaiadas;

n: total de ensaios efetuados por amostra;
j: n°daamostra, j = 1, t;

k: n° do ensaio da amostra j, k=1, n;

Yik: valor do resultado k para a amostra j;

Y, : representa a média aritmética dos resultados da amostra j (INMETRO, 2018).

3.6.8 Robustez

A robustez é a capacidade do método em ndo ser afetado por pequenas variagdes nos
parametros de execucdo do mesmo, as quais podem ser: condi¢cbes de armazenamento,
ambientais, diferentes preparacdes da amostra, septos novos e usados, entre outros. A
robustez fornece uma indicacdo da confianca do método quando utilizado em rotina
(Magnusson & Ornemark, 2014; Albano & Raia-Rodriguez, 2015).

3.6.9 Incerteza de medicao

A incerteza de medig&o é definida como um parametro associado ao resultado de uma
medida que caracteriza a dispersdo dos valores que podem razoavelmente ser atribuidos ou
mensurados (Dunn et al., 2015). Os resultados de uma anéalise devem ser apresentados com a
estimativa de sua incerteza de medicdo, principalmente quando essa incerteza afeta a

conformidade com parametros de autenticidade (Fauhl, 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E PADROES

Os padrdes VSMOW (NIST, IAEA — 8535a) e GISP (NIST, IAEA — 8536) foram
utilizados para a validagdo do método e o &cido sorbico (Merck®) foi utilizado como
conservante. Os gases utilizados no IRMS foram uma mistura de 0,3% de CO2 em Hélio 6.0
(Air Liquide), CO2 4.8 (Air Liquide) como gas de referéncia e Hélio 6.0 (Air Liquide) como
gas de arraste.

4.2 AMOSTRAS

4.2.1 Amostras para sucos experimentais

Foram selecionadas para o experimento, uvas das variedades Bordd, Isabel, Concord e
Nidgara Branca, da safra de 2017, provenientes da Serra Galcha (RS). Cada variedade foi

trabalhada em triplicata, totalizando doze amostras no experimento.

4.2.2 Amostras para avaliar a influéncia do processo de elaboracéo de sucos industriais

nos valores isotopicos

Para avaliar influéncia do processo de elaboracdo do suco nos valores isotopicos,
foram comparados cinco mostos e cinco sucos da variedade Isabel. Para tanto, foram
processados 1.200 kg de uvas da variedade Isabel em uma inddstria de sucos, em Sdo Marcos-

RS. O mosto que entrou no trocador de calor deu origem ao suco final.

4.2.3 Amostras para elaboracdo de valores de referéncia isotopicos

Para compor os valores de referéncia isotdpico foram selecionadas as principais uvas
utilizadas na elaboragéo de sucos de uva na industria. Entdo, foram coletadas uvas de varias
regides do estado do Rio Grande do Sul, das variedades Bordd, Concord, Isabel, Isabel
Precoce, BRS Cora e BRS Violeta, Nidgara Rosada, Nidgara Branca e BRS Lorena, da safra
de 2017, totalizando 177 amostras de uvas, sendo 159 tintas e 18 brancas (como indicado no
ANEXO B).
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4.2.4 Amostras de sucos reais

Foram coletados 30 sucos de uva em supermercados de Caxias do Sul - RS, sendo 27

sucos de uva tinto integrais e trés sucos de uva branco integrais.

4.3 EXPERIMENTOS

4.3.1 Avaliacdo do efeito da temperatura e da evaporacao no processo de elaboracgdo de

Sucos

Para avaliar a influéncia da evaporacao, foram selecionadas cinco amostras de mostos
de uvas, sendo elas tintas e brancas, das variedades Isabel e Niagara Branca. O critério de
escolha utilizado foi baseado na selecdo de uma variedade branca e uma tinta, de maior
representatividade na elaboracéo de suco de uva. Estas uvas representam a maior producéo do
estado do RS dentro da sua categoria.

As uvas foram desengacadas e amassadas manualmente e, em seguida, passaram por
prensa pneumatica para coleta de 3,2 L de mosto de cada amostra de uva, em erlenmeyer de 5
L. Foram adicionados 3,2 g de acido sérbico ao mosto para evitar a fermentacdo e coletados
em frascos de 12 mL, aliquotas em triplicata de cada amostra para analise do &0 sem
aquecimento (“ponto zero”). Mediu-se 200 mL de mosto em proveta e transferiu-se para
frascos @mbar de 1000 mL com tampa. Em outro frasco &mbar de 1000 mL, contendo 200 mL
de mosto, foi acoplado um termdmetro. Entdo, as amostras foram aquecidas em banho maria,
as temperaturas de 50°C, 80°C, 90°C e 95°C, durante 15 e 30 min.

O efeito da evaporagdo no valor de §'80 foi avaliado deixando a tampa de um dos
frascos de teste aberta. Apds esfriarem em temperatura ambiente, todas as amostras do
experimento foram transferidas para frascos ambar de 300 mL previamente identificadas e,

posteriormente, realizada a anélise da razéo isotdpica do oxigénio (*30/*%0) em triplicata.

4.3.2 Avaliagdo da influéncia do processo de elaboragdo de sucos industriais nos valores

isotdpicos

Foram coletadas amostras de mostos iniciais e finais de sucos de uva Isabel elaborados
em industria. A variedade Isabel foi escolhida por ser a uva com maior producao no estado do

Rio Grande do Sul e, consequentemente, com maior representatividade nos sucos comerciais.
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Para tanto, foram coletados 12 mL de mosto e 12 mL de suco proveniente do mesmo
mosto de uva Isabel. Foram realizadas coletas, em triplicata, no inicio (mosto) e no final
(suco), em dias diferentes, durante a colheita desta variedade, e além disso, em dias em que a
empresa estava processando somente uva Isabel.

A primeira coleta (mosto) foi realizada apds a uva passar pela desengacadeira.
Seguindo o processo de elaboragdo, o mosto passou pelo trocador de calor, onde foi aquecido
a uma temperatura de 85°C por 10 a 12 s e depois resfriado a 45°C. Logo, passou por prensa
pneumatica, onde foi centrifugado a 3000 rpm e, posteriormente, pasteurizado a 85°C,
finalizando o processo de elaboracgdo e coletada a segunda amostra (suco) para a comparagédo
do §*0.

4.3.3 Valores de referéncia isotopicos

As amostras de uvas foram desengacadas e amassadas manualmente para formacéo do
mosto. Em seguida, foi realizada coleta de cada amostra de mosto para posterior analise do
5'80. As amostras foram coletadas em frascos de 12 mL e adicionados 0,012 g de &cido

sorbico para evitar a fermentacéo.

4.3.4 Avaliacdo isotdpica de sucos comercias

A analise do 580 das amostras de sucos comercias foi realizada em triplicata.

4.3.5 Determinacao da razao isotopica do oxigénio por IRMS

A razdo isotopica do oxigénio dos sucos foi realizada através de um espectrometro de
massa de razdo isotopica Delta V Advantage acoplado ao cromatégrafo gasoso GasBench Il
(ThermoFinnigan®, Bremen - Alemanha)

Foram pipetados 500 pul das amostras de mostos e sucos em frasco de 12 mL, fechados
hermeticamente com tampa de plastico e septo novo de teflon-silicone. Os frascos foram
acondicionados no amostrador automatico do GasBench Il. Entdo, uma mistura de 0,3% de
CO2 em He 6.0 foi inserida nos frascos automaticamente através de seringa no sistema de
flush and fill. A amostra permaneceu em equilibrio em temperatura controlada (25°C + 0,5°C),
durante um periodo de 24 h. Ap6s a completa troca gasosa do CO2 do gas com o CO> do suco,

foi analisado o 50 do géas de topo do equilibrio (headspace), o qual refletiu o 5'0 da
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amostra. O resultado foi obtido comparativamente em relagdo ao padrdo internacional
VSMOW (Ol1V, 2009).

4.4 VALIDACAO DO METODO

A validacdo do método foi realizada conforme os requisitos estabelecidos pela ABNT
NBR ISO/IEC 17025:2017 do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia —
INMETRO (2018).

4.4.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada através da determinacio de $'®0 em suco de uva tinto
integral e na agua (padrdo VSMOW), realizando nove repeti¢des para cada amostra. Aplicou-
se 0 teste F para duas variancias, o qual foi comparado ao valor de F tabelado (ANEXO A) a

um nivel de confianca de 95%.

4.4.2 Linearidade

A linearidade foi estabelecida adicionando-se agua ao suco de uva tinto integral nas
concentragdes de 0; 0,5; 1; 5; 10; 20; 30; 50; 75; 90; 99,5 e 100%. A triplicata de cada
concentracdo foi analisada nove vezes, obtendo-se 27 resultados para cada ponto (9x3). Apds,
foi realizada a curva analitica e o critério de avaliacdo utilizado foi o coeficiente de
determinacdo (R?). O célculo dos residuos de cada curva foi realizado através da diferenca

entre o valor médio observado e o valor real de cada concentragéo.

4.4.3 Limite de deteccédo (LD) e Limite de quantificacéo (LQ)

O LD e o LQ foram calculados através dos resultados da analise de 580 do suco
referente a menor concentracdo de agua adicionada (0,5%), em triplicata, no teste de
linearidade. Para o calculo do LD foram analisadas as 27 replicatas, considerando assim, 26
graus de liberdade e um t-student de 2,479 (conforme ANEXO C). O LQ foi calculado através

do branco da amostra com a menor concentracdo do analito e analisadas 27 replicatas.
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4.4.4 Tendéncia

A tendéncia foi avaliada através do célculo de seis repeticdes do padrdo GISP, pois
este tem valor conhecido de -24,78%o., ao contrario do VSMOW, cujo valor é zero. Dividiu-se
o valor observado pelo valor esperado e multiplicou-se por 100%. Avaliou-se a tendéncia
pelos critérios da AOAC (2016).

4.4.5 Recuperacao

A recuperagio foi calculada através da analise do 5180 de diferentes concentragdes de
agua adicionada ao suco de uva. As concentracdes analisadas foram de 20; 30; 50; 75; 90 e
99,5%, sendo analisadas em triplicatas, e utilizados os critérios de aceitacdo para recuperacao
da AOAC (2016).

4.4.6 Exatidao

A exatiddo foi avaliada através da determinagdo do 580 de 27 repeticGes do padrdo
GISP. Os valores médios e o desvio padrdo dos ensaios foram comparados com o valor real

do padréo (-24,78%o) e calculado o indice Z (z-score).

4.4.7 Repetibilidade

Para determinar a repetibilidade, foram realizadas 27 repeticbes de um mesmo suco,
no mesmo dia, com o mesmo analista e equipamento e sob as mesmas condicdes. O resultado
foi expresso pelo coeficiente de variacdo (desvio padrao relativo), e o critério de aceitacdo foi
baseado na AOAC (2016).

4.4.8 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi realizada através de comparagédo interlaboratorial realizado
pela Eurofins Scientific Brasil, no ano de 2018, considerando o z-score (-2 < Z <2).
4.4.9 Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria foi calculada através da variagdo da leitura do 520 de duas
matrizes diferentes, sendo elas agua (padrdo VSMOW) e suco de uva. O resultado foi
calculado conforme INMETRO (2018).
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4.4.10 Robustez

Na avaliagdo da robustez do método, foi realizado um teste de variacdo da temperatura
do bloco do amostrador automatico do GasBench Il nas temperaturas de 24°C, 25°C, 26°C e

27°C, para verificar se esse parametro interfere nos resultados das analises.

4.4.11 Incerteza de medicéo

A incerteza de medicdo do meétodo foi calculada conforme o documento DOQ-
CGCRE-008 do INMETRO (2018), considerando a distribuicdo dos dados segundo o guia
para incerteza de medicdo RM 68 da Rede Metroldgica (2013) do Rio Grande do Sul.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram avaliados com o programa SPSS 20.0 (Statistical Package
for the Social Sciences for Windows), através das medias e desvios padrdo, analise de
variancia (ANOVA) e teste de comparagdes maltiplas de Tukey ao nivel de significancia de
5%. Para os testes com as tampas abertas do item 4.3.1, foi realizado o Teste t para amostras
pareadas.

Para o célculo dos valores de referéncia isotopicos utilizou-se a média ponderada. Para
se obter a média ponderada, o valor isotopico de cada amostra de uva é multiplicado pelo total
da producédo de uvas, em kg, declarados por cada produtor no Cadastro Viticola, relativos a
safra do ano anterior (ANEXO B). Entdo, divide-se o valor encontrado pela soma do total de
kg e obtém-se o valor ponderado. Assim, o efeito da ponderacdo é equilibrar o impacto do

volume de producdo em funcdo das amostras de uvas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados seréo apresentados na forma de artigo a ser submetido a revista Rapid

Communications in Mass Spectrometry.
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Determinacdo de agua exdgena em suco de uva através da analise isotopica
do 80/**0

M. M. Kercher!? | S. Leonardelli? | G. J. Cargnel> | R. Vanderlinde!”
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Justificativa: O suco de uva vem atraindo muita atencdo dos consumidores devido as suas
propriedades sensoriais e nutricionais. Para manter a qualidade dessas bebidas, o controle de
adulteragbes assumiu um papel fundamental. A razdo isotopica (**0/**0) é uma importante
ferramenta para determinar a adicdo de &gua exdgena, porém ndo existe uma metodologia
oficial para suco no Brasil. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar uma
metodologia para detecgdo de dgua exdgena em suco de uva através do 80/*60.

Meétodos: A validacdo e o desenvolvimento do método analitico foram realizados através de
espectrometria de massas de razdo isotopica (IRMS). Foi avaliado o efeito da temperatura e
da evaporacdo de 5180 em sucos experimentais, encontrados valores de referéncia para sucos
baseado no §'®0 de mostos, verificado a influéncia do processo industrial de elaboragio de
sucos nos valores de 880 e avaliados sucos reais em relagio aos valores de referéncia quanto
a adicdo de agua.

Resultados: Os parametros de temperatura e evaporacdo ndo influenciaram os resultados do
5180 do suco, pois apresentaram diferencas inferiores & incerteza do método. O sistema
trocador de calor ndo exerceu influéncia sobre 0 método proposto. Os valores de referéncia
para suco podem ser provenientes dos mostos, sem prejudicar a interpretacdo dos resultados
finais. Dos trinta sucos reais analisados, oito apresentaram agua exdgena, trés demonstraram
ser sucos reconstituidos e dezenove foram considerados com auséncia de dgua exdgena.
Conclusdes: A metodologia proposta e validada neste estudo mostrou-se eficaz para a
deteccdo de agua exdgena em suco de uva integral, através da analise da razéo isotopica do
180/1%0 por espectrometria de massa de razéo isotopica, a qual podera ser aplicada na rotina

de laboratorio para a avaliacdo de sucos reais.

*Correspondéncia
R.Vanderlinde. Laboratério de Pesquisas Enoldgicas e Bebidas (LPEB) - Instituto de Biotecnologia. Universidade de Caxias
do Sul (UCS). Rua Francisco Getulio Vargas, 1130, 95070-560, Caxias do Sul-RS, Brasil. E-mail: rvanderl@ucs.br.
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1 | INTRODUCAO

O suco de fruta é uma bebida obtida a partir da parte comestivel da fruta s&, fresca e
madura e deve manter as caracteristicas quimicas, organolépticas e nutricionais essenciais da
fruta de origem no produto final.! Por sua vez, o suco de uva é uma bebida ndo fermentada,
obtida a partir do mosto de uvas submetidas a processos tecnoldgicos adequados.?

A crescente busca por habitos saudaveis leva a um aumento na ingestéo de alimentos
e bebidas que contenham compostos benéficos a satide. Em 2018, o consumo mundial de suco
de frutas foi equivalente a 45,4 bilhdes de litros, sendo que até 2024, espera-se chegar a um
volume de 50,6 bilhdes de litros.® Os maiores consumidores de sucos de frutas sio a Europa,
seguida pela América do Norte, Asia-Pacifico, América Latina, Oriente Médio e Africa®. O
Brasil é o terceiro maior mercado de bebidas ndo alcodlicas do mundo e a regido Sul do pais €
responsavel por 90% da elaboragdo de sucos de uva no pais®. Além disso, entre 2008 e 2018,
o0 volume de suco de uva comercializado passou de 123 milhdes para 282 milhdes de litros
anuais, o que representa uma expanséo de 128%.°
A popularidade dos sucos de frutas vem crescendo na mesma proporgdo que as
tentativas de adulteracdo, principalmente ao suco natural. Devido as suas caracteristicas
sensoriais muito apreciadas, 0s sucos integrais ttm um alto valor agregado e sdo mais
suscetiveis a fraude”® Os métodos de adulteragdo mais comuns incluem adico de accares,
acidos, corantes, adicdo de sucos mais baratos provenientes de outras frutas e ainda, diluicdo
com agua. Em muitos casos, a adi¢cdo de dgua tem o objetivo de aumentar o rendimento do
suco, visando o lucro®!®!!, Essas praticas, além de enganosas aos consumidores, refletem
sobre a qualidade final dos sucos'*
O controle da origem das matérias-primas utilizadas na producédo de alimentos e
bebidas é recomendado a fim de garantir a qualidade e autenticidade dos mesmos. Das muitas

técnicas analiticas disponiveis para auxiliar nos testes de autenticidade, rastreabilidade e
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origem, a espectrometria de massa de razdo isotdpica (IRMS) tem sido amplamente utilizada
devido a robustez e alta precisdo do método*>#

As analises isotopicas tém sido propostas pela Organizacao Internacional da Vinha e
do Vinho (OIV) para detectar a adi¢io de agua® e agticar'® em vinhos e derivados. No Brasil,
a andlise isotopica em sucos de uva tem sido utilizada desde 2007 para determinar a
porcentagem de acgUcar natural da uva e agucar da cana-de-agucar possivelmente adicionado
ao suco?’. Porém, ndo existe uma metodologia oficial para detecgdo de 4gua exdgena em suco
de uva no Brasil, 0 que representa uma demanda do setor vitivinicola no intuito de melhorar a
qualidade dos sucos e evitar possiveis adulteracGes. A presenca de d&gua no suco ndo constitui
problemas a salde, no entanto, se ndo € declarada, se caracteriza como uma fraude ao
consumidor.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia
para deteccdo de agua exdgena em suco de uva integral, através da analise da razdo isotopica
do '80/*0. Para isso, foi de fundamental importancia validar o método analitico, avaliar o
efeito da temperatura e da evaporacdo em sucos experimentais, verificar a influéncia do
processo de mostos e sucos industriais nos valores de &30, encontrar valores de referéncia
para sucos baseado no 'O de mostos e avaliar sucos reais em relagdo aos valores de

referéncia, quanto a adicdo de agua.

2 | EXPERIMENTAL

2.1 | Reagentes e Padrdes
Os padrbes VSMOW (NIST, IAEA — 8535a) e GISP (NIST, IAEA — 8536) foram
utilizados para a validagdo do método e o &cido sorbico (Merck®) foi utilizado como

conservante. Os gases utilizados no IRMS foram uma mistura de 0,3% de CO2 em Hélio 6.0
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(Air Liquide), CO2 4.8 (Air Liquide) como gas de referéncia e Hélio 6.0 (Air Liquide) como

gas de arraste.

2.2 | Amostras

2.2.1 | Amostras para sucos experimentais
Foram selecionadas uvas das variedades Bordd, Isabel, Concord e Niagara Branca,
provenientes da regido Sul do Brasil, chamada Serra Gaucha, da safra de 2017. Cada

variedade foi trabalhada em triplicata, totalizando doze amostras no experimento.

2.2.2 | Amostras para avaliar a influéncia do processo de elaboragdo de sucos
industriais nos valores isotdpicos

Para avaliar influéncia do processo de elabora¢do do suco nos valores isotopicos,
foram comparados cinco mostos e cinco sucos da variedade lsabel. Para tanto, foram
processados 1.200 kg de uvas da variedade Isabel em uma industria de sucos, em Sdo Marcos

— RS (Brasil). O mosto que entrou no trocador de calor deu origem ao suco final.

2.2.3 | Amostras para elaboracéo de valores de referéncia isotopicos

Para esta amostragem, foram selecionadas as principais uvas utilizadas na elaboragédo
de sucos de uva na industria. Foram coletadas uvas de vérias regides do estado do RS (Brasil),
das variedades Bordd, Concord, Isabel, Isabel Precoce, BRS Cora e BRS Violeta, Niagara
Rosada, Nidgara Branca e BRS Lorena, da safra de 2017, totalizando 177 amostras de uvas,

sendo 159 tintas e 18 brancas.
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2.2.4 | Amostras de sucos reais
Foram coletados 30 sucos de uva em supermercados de Caxias do Sul — RS (Brasil),

sendo 27 sucos de uva tinto integrais e trés sucos de uva branco integrais.

2.3 | Experimento

2.3.1 | Avaliacédo do efeito da temperatura e da evaporacdo no processo de elaboracéo
de sucos

Para avaliar a influéncia da evaporacdo, foram selecionadas cinco amostras de
mostos de uvas, sendo elas tintas e brancas, das variedades Isabel e Nidgara Branca. O critério
de escolha foi baseado na selecdo de uma variedade branca e uma tinta, de maior
representatividade na elaboracéo de suco de uva. Estas uvas representam a maior producdo do
estado do RS dentro da sua categoria.

As uvas foram desengacadas e amassadas manualmente e, em seguida, passaram por
prensa pneumatica para coleta de 3,2 L de mosto de cada amostra de uva, em erlenmeyer de 5
L. Foram adicionados 3,2 g de acido sérbico ao mosto para evitar a fermentacdo e coletados
em frascos de 12 mL, aliquotas em triplicata de cada amostra para analise do &0 sem
aquecimento (“ponto zero”). Mediu-se 200 mL de mosto em proveta e transferiu-se para
frascos ambar de 1000 mL com tampa. Em outro frasco ambar de 1000 mL, contendo 200 mL
de mosto, foi acoplado um termometro (Figura 1). Entdo, as amostras foram aquecidas em
banho maria, as temperaturas de 50°C, 80°C, 90°C e 95°C, durante 15 e 30 min.

O efeito da evaporagdo no valor de 80 foi avaliado deixando a tampa de um dos
frascos de teste aberta. Apds esfriarem em temperatura ambiente, todas as amostras do
experimento foram transferidas para frascos ambar de 300 mL previamente identificadas e,

posteriormente, realizada a analise da razéo isotdpica do oxigénio (*30/*%0) em triplicata.
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Figura 1 Amostras aquecidas em banho maria

2.3.2 | Avaliacdo da influéncia do processo de elaboracdo de sucos industriais nos
valores isotdpicos

Foram coletadas amostras de mostos iniciais e finais de sucos de uva Isabel elaborados
em industria. A variedade Isabel foi escolhida por ser a uva com maior producao no estado do
RS e, consequentemente, com maior representatividade nos sucos comerciais. Para tanto,
foram coletados 12 mL de mosto e 12 mL de suco proveniente do mesmo mosto de uva
Isabel. Foram realizadas coletas, em triplicata, no inicio (mosto) e no final (suco) do processo,
em dias diferentes, durante a colheita desta variedade, e além disso, em dias em que a empresa
estava processando somente uva Isabel.

A primeira coleta (mosto) foi realizada ap6s a uva passar pela desengacadeira.
Seguindo o processo de elaboracdo, o mosto passou pelo trocador de calor, onde foi aquecido
a uma temperatura de 85°C por 10 a 12 s e depois resfriado a 45°C. Logo, passou por prensa
pneumatica, onde foi centrifugado a 3000 rpm e, posteriormente, pasteurizado a 85°C,
finalizando o processo de elaboracéo e coletada a segunda amostra (suco) para a comparagao

do 5*80.
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2.4 | Determinacao da razdo isotopica do oxigénio por IRMS

A razdo isotopica do oxigénio dos sucos foi realizada através de um espectrometro de
massa de razdo isotdpica Delta V Advantage acoplado ao cromatdgrafo gasoso GasBench 11
(ThermoFinnigan®, Bremen - Alemanha)

Foram pipetados 500 ul das amostras de mostos e sucos em frasco de 12 mL,
fechados hermeticamente com tampa de plastico e septo novo de teflon-silicone. Os frascos
foram acondicionados no amostrador automatico do GasBench 1. Uma mistura de 0,3% de
CO2 em He 6.0 foi inserida nos frascos automaticamente atraves de seringa no sistema de
flush and fill. A amostra permaneceu em equilibrio em temperatura controlada (25°C + 0,5°C),
durante um periodo de 24 h. Apo6s a completa troca gasosa do CO2 do gas com o CO> do suco,
foi analisado o 50 do gas de topo do equilibrio (headspace), o qual refletiu o 5'0 da
amostra. O resultado foi obtido comparativamente em relacdo ao padrdo internacional

VSMOW!8,

2.5 | Validacédo do método
A validacdo do método foi realizada conforme o0s requisitos estabelecidos pela ABNT
NBR ISO/IEC 17025:2017 do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia —

INMETRO (2018)*°.

2.5.1 | Seletividade

A seletividade foi avaliada através da determinagio de 50 em suco de uva tinto
integral e na agua (padrdo VSMOW), realizando nove repeti¢fes para cada amostra. Aplicou-
se o teste F para duas variancias (conforme Equacdo 1)*°, o qual foi comparado ao valor de F

tabelado (ANEXO A), a um nivel de confianga de 95%.
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Variancia
Variancia
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calculado —

Equacéo 1

menor
2.5.2 | Linearidade

A linearidade foi estabelecida adicionando-se 4gua ao suco de uva tinto integral nas
concentragdes crescentes de 0; 0,5; 1; 5; 10; 20; 30; 50; 75; 90; 99,5 e 100%. A triplicata de
cada concentracdo foi analisada nove vezes, obtendo-se 27 resultados para cada ponto (9x3).
Apos, foi realizada a curva analitica, e o critério de avaliagdo utilizado foi o coeficiente de
determinacdo (R?). O célculo dos residuos de cada curva foi realizado através da diferenca

entre o valor médio observado e o valor real de cada concentragéo.

2.5.3 | Limite de detecgdo (LD) e Limite de quantificacédo (LQ)

O LD e o LQ foram calculados através dos resultados da analise de 580 do suco
referente a menor concentracdo de agua adicionada (0,5%), no teste de linearidade. Para o
calculo do LD (Equacdo 2)'°, foram analisadas as 27 replicatas, considerando assim, 26 graus
de liberdade e um t-student de 2,479 (ANEXO C). O LQ foi calculado através do branco da
amostra com a menor concentracdo do analito e analisadas 27 replicatas (conforme Equagéo
3)%.

LD = 0+t(n-1,1-0).S Equacéo 2

LQ=0+10.S Equacédo 3

2.5.4 | Tendéncia

A tendéncia foi avaliada através do célculo de seis repeticdes do padrdo GISP, pois
este tem valor conhecido de -24,78%o, ao contrario do VSMOW, cujo valor é zero. Dividiu-se
o valor observado pelo valor esperado e multiplicou-se por 100% (conforme Equacéo 4)°.

Avaliou-se a tendéncia pelos critérios da AOAC (2016)%°.
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.. valorobseravado Equacdo 4
Tendéncia = x 100%
valoresperado

2.5.5 | Recuperacao

A recuperacio foi calculada através da analise do 680 de diferentes concentracdes de
agua adicionada ao suco de uva, conforme Equacdo 5'°. As concentracOes analisadas, em
triplicata, foram de 20; 30; 50; 75; 90 e 99,5%, e utilizados os critérios de aceitacdo para

recuperacgdo da AOAC (2016)%°.

Ci-Ca 1o Equagéo 5
Cs

Recuperagdo (%) —

2.5.6 | Exatiddo

A exatiddo foi avaliada através da determinacdo do 5'80 de 27 repeticbes do padrdo
GISP. Os valores médios e o desvio padrdo dos ensaios foram comparados com o valor real
do padréo (-24,78%o) e calculado o indice Z (z-score), de acordo com a Equagéo 6°.

7 = M Equacéo 6
S

2.5.7 | Repetibilidade

Para determinar a repetibilidade, foram realizadas 27 repeticbes em um mesmo suco,
no mesmo dia, com 0 mesmo analista e equipamento, e sob as mesmas condigdes. O resultado
foi expresso pelo coeficiente de variagio (desvio padréo relativo), conforme Equacédo 7% e o

critério de aceitacgéo foi baseado na AOAC (2016)%.

DP
CV=DPR= CMD Equacdo 7
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2.5.8 | Reprodutibilidade
A reprodutibilidade foi realizada atraves de comparacéo interlaboratorial internacional

realizado pela Eurofins Scientific Brasil em 2018, considerando o z-score (-2 < Z <2).

2.5.9 | Precisdo intermediaria
A precisdo intermediaria foi calculada através da variacio da leitura do §'80 de duas
matrizes diferentes, sendo elas agua (padrdo VSMOW) e suco de uva, o resultado foi

calculado conforme INMETRO (2018)*°.

2.5.10 | Robustez
Na avaliacdo da robustez do método, foi realizado um teste de variacdo da temperatura
do bloco do amostrador automatico do Delta V, nas temperaturas de 24°C, 25°C, 26°C e 27°C,

para verificar se esse parametro interfere nos resultados das analises.

2.5.11 | Incerteza de medicéo
A incerteza de medicdo do método foi calculada conforme o documento DOQ-
CGCRE-008 do INMETRO (2018)*°, considerando a distribuicio dos dados segundo o guia

para incerteza de medicdo RM 68 da Rede Metroldgica (2013)?! do Rio Grande do Sul.

2.6 | Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram avaliados com o programa SPSS 20.0 (Statistical Package
for the Social Sciences for Windows), através das médias e desvios padrdo, analise de
variancia (ANOVA) e teste de comparagdes multiplas de Tukey ao nivel de significancia de
5%. Para os testes com as tampas abertas do item 2.3, foi realizado o Teste t para amostras

pareadas.
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Para o calculo dos valores de referéncia isotdpicos utiliza-se a média ponderada. Para
se obter a média ponderada, o valor isotopico de cada amostra de uva é multiplicado pelo total
da producéo de uvas, em kg, declarados por cada produtor, relativos a safra do ano anterior
(ANEXO B). Entéo, divide-se o valor encontrado pela soma do total de kg e obtém-se o valor
ponderado. Assim, o efeito da ponderacgéo € equilibrar o impacto do volume de produgédo em

funcdo das amostras de uvas.

3 | RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 | Validagdo do método
Os resultados referentes a validacdo do método para determinacéo de 4gua exdgena

em suco de uva sdo apresentados na Tabela 1.

Tabelal Resultados da validacdo do método para determinacdo de agua em suco de uva

Parametros Resultados Parametros?®
Seletividade 1,2<3,44 Fc < Ft. E seletivo.
Linearidade (R?) 0,998 Satisfatorio??.
LD (%o) 0,24 Menor concentracdo detectavel do analito.
LQ (%o) 0,97 Menor concentracdo detectavel com precisao.
Recuperago (%) 101 Satisfatorio.
Tendéncia (%) 99,32 Satisfatorio?.
Exatidao (z-score) (%) 1,37 Satisfatorio, pois z < 2°,
Repetibilidade (CV) (%o) 0,48 Satisfatorio?.
Precisdo Intermediaria (%o) 0,24 Controle da disperséo do metodo.
Robustez (°C) 25 Temperatura ideal de analise.
Incerteza de Medigio (%o) 0,71 Satisfatorio?.

LD (Limite de deteccdo); LQ (limite de quantificacdo) CV (coeficiente de variacdo ou desvio padrdo relativo).
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O método mostrou-se seletivo tanto para suco de uva tinto integral quanto para agua
(padrdo VSMOW). A seletividade foi comprovada atraves do teste F, onde o Fcalculado foi
de 1,2, sendo menor do que o Ftabelado de 3,44. Portanto, a matriz ndo interfere no método
de determinacao.

Considerando os resultados da seletividade, foi utilizada uma matriz de suco de uva
tinto integral para compor a linearidade. Sendo assim, foram preparadas 11 concentracfes de
agua adicionada ao suco. Os dados de linearidade encontram-se dispostos na Figura 2. Nela,
observou-se que a curva analitica apresentou resultados lineares na faixa de trabalho das
concentracdes estudadas, com coeficiente de determinacdo (R?) de 0,998, evidenciando ajuste

das correlac@es na regressio linear??.

-0.50 ...""uQ ....... y= '0,047)( + 0,065
' e Rz =0,998
-1,50 ha—
£ 250 R
% -3,50 e
-4,50 o -8
-5,50
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Agua Adicionada (%)

Figura 2 Representacdo da linearidade do método em suco de uva adicionado
de agua

O perfil dos residuos, demonstraram-se aleatorios, o que significa a auséncia de erros

sistematicos e tendéncias na sua variabilidade ao longo dos diferentes pontos (Figura 3).
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Figura 3 Representacdo grafica dos residuos relacionados com a concentracao
de &gua adicionada a um suco de uva tinto integral

Os resultados obtidos para os limites de deteccdo (LD) e quantificagcdo (LQ) foram de
0,24%o e 0,97%o, respectivamente. A recuperacdo do método demonstrou-se adequada, pois
obteve-se uma recuperacdo média de 101%, assim como uma tendéncia de 99,32%, estando
de acordo com os parametros propostos pela AOAC (2016)%.

A precisdo do método foi comprovada, com repetibilidade aceitavel e coeficiente de
variagdo de 0,48%, sendo inferior ao proposto pela AOAC (2016)?° que, para a concentragio
de 100% do analito, é de 1,3%. Da mesma forma, a reprodutibilidade foi avaliada com o z-
score, através de interlaboratorial internacional, onde o resultado obtido foi de 0,25, também
considerado satisfatorio (-2 < Z < 2).

Os resultados da exatiddo sdo considerados satisfatorios'® por estarem dentro dos
limites aceitos para a validacdo de métodos (Tabela 1). Os resultados obtidos para o teste de
robustez mostraram que a temperatura utilizada no amostrador automatico que menos variou
foi a de 25°C (Figura 4), sendo esta a temperatura utilizada pelo metodo de determinacéo de

5180 por IRMS, demonstrando ser a temperatura ideal de analise.
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Figura 4  Resultados do teste de variacdo da temperatura do bloco do
amostrador automatico

Para finalizar a validacdo do método, foi calculada a incerteza de medicéo,
considerando todas as possiveis interferéncias. O resultado encontrado foi de 0,71%., sendo
caracterizado como adequado quando comparado a outros métodos, como por exemplo, 0

método oficial para determinacio de agua exdgena em vinhos no Brasil que é de 0,55%023.

3.2 | Efeito datemperatura no fracionamento isotopico em sucos experimentais

No processo de elaboracdo do suco de uva ocorre um aumento de temperatura, para
tanto, neste teste foi avaliado se essa temperatura influencia nos valores isotopicos de 5180.
Este aspecto é importante, pois os valores isotopicos de referéncia foram construidos em
mostos que nao passaram pelo processo de aquecimento e para que estes dados sejam validos,
devemos certificar que os valores de 30 n&o sdo influenciados pelo processo de elaboragéo
do suco.

Os valores médios de 580 dos mostos das uvas Vitis labruscas brancas e tintas,

aquecidos nos tempos de 15 e 30 min em diferentes temperaturas, encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2 Valores médios de 580 das amostras submetidas a diferentes temperaturas durante
o0 tempo de 15 e 30 min, expressos em %o

Variedade

Amostras

Temperaturas (°C) para 15 min de exposi¢éo

50

80

90

95

Bordd

3,252 +0,10 3,04 +0,10
1,502 +0,11 1,57° +0,09
0,192+0,12 0,43 +0,10

3,39°+0,10
1,58" 0,06
0,32°+0,11

3,212 40,10
1,57 +0,07
0,599 +0,09

3,35° +0,16
1,56% +0,06
0,43 +0,12

Concord

-0,082+0,13 -0,032 +0,11
-0,082+0,13 -0,112 +0,09
1,32%°+0,09 0,88° +0,05

-0,54° +0,07
0,10° +0,07
1,179 +0,07

-0,19% +0,06

0,38 £0,08
1,26¢ £0,10

0,059 +0,06
0,629 +0,07
1,382 +0,09

Isabel

-1,132 40,11 -0,93° +0,17
-1,63% +0,08 -1,08" +0,07
-1,622 +0,07 -1,14° +0,09

-1,162 +0,07
-1,43¢ 0,15
-1,10° +0,11

-1,15% 0,08
-1,49° +0,08

-1,38°+0,11

-1,01° +0,07
-1,07° +0,10
-1,13 +0,08

Niagara Branca

-0,39* +0,05 -0,41% +£0,05

-0,10° +0,07

-0,15"¢ +0,07
-0,45% +0,13 -0,49% +0,06 -0,47% +0,09 -0,65°

+0,09

-0,21° +0,07
-0,56 *°+0,09

-1,222 40,09 -1,20% +0,08 -0,97° +0,06 -0,95° +0,07 -1,172 +0,05

Temperaturas (°C) para 30 min de exposi¢do

Bordo

3,25% +0,10 3,182 +0,07
1,502 +0,11 1,68" +0,08
0,192+0,12 0,05° +0,14

3,07° +0,10
1,58% +0,06
0,122 +0,12

3,29% +0,09
1,57%+0,08
0,12% +0,08

3,36%+0,08
1,56% +0,09
0,08 +0,09

Concord

-0,08* +0,13 -0,60°¢ £0,09
-0,08* +0,13 -0,07% £0,08
1,322+0,09 0,99° +0,05

-0,18" +0,05
0,002 +0,09
1,332 +0,05

-0,18° +0,09
0,81° +0,07
1,302 +0,07

0,05% +0,06
0,75 +0,09
1,06° +0,12

Isabel

© 00 N oo o1 B~ W N B

-1,132 +0,11 -1,25° +0,13
-1,632+0,08 -1,29° +0,10
-1,622 +0,07 -1,22° +0,10

-1,12% +0,10
-1,30° 40,12
-1,03° 0,10

-1,07%°£0,06 -1,02* +0,06

-1,897+0,26
-1,05° +0,11

-0,99¢ +0,12
-1,16° +0,10

Nidgara Branca

I
[ )

12

-0,392 +0,05 -0,39% +0,06
-0,45% +0,13 -0,29° +0,10
1,222 +0,09 -1,23%+0,07

-0,34%+0,13
-0,32°+0,08
-1,32°+0,03

-0,30° 0,06
-0,42% £0,09
-1,00°+0,06

-0,09°+0,07
-0,45%+0,09
-0,97°+0,04

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente através da Analise de Variancia
complementada pelo teste de comparacfes multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (P < 0,05).
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Alguns resultados apresentam diferencas estatistica significativas, entretanto, ndo se
pode afirmar que houve um aumento ou decréscimo dos valores isotopicos em funcdo da
temperatura, independentemente do tempo de exposi¢do, demonstrando que a variagcdo nos
resultados de 580 foi aleatoria. Desta forma, pode-se dizer que as variacdes ocorridas podem
ser consequéncia do proprio metodo de determinacéo, visto que as mesmas sao inferiores a

incerteza de medicéo calculada.

3.3 | Efeito da evaporagio no valor de 8'80 em sucos experimentais

Este estudo foi necessario, pois diversos autores relatam que um fracionamento
isotopico pode ocorrer devido ao aquecimento, sendo que a extensdo desse fracionamento
depende de fatores como umidade relativa e temperatura®*?°, Foi possivel observar que os
resultados isotopicos, apds o0 aquecimento dos sucos tanto com tampa aberta (TA), quanto
com tampa fechada (TF) (Tabela 3), ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas,
demonstrando que 0 aquecimento que ocorre durante o processo de elaboracdo dos sucos nao
interfere nos resultados isotdpicos e, consequentemente, ndo influenciam o método de anélise.

O enriquecimento isotopico ocorre naturalmente durante o desenvolvimento da
videira, de forma que os niveis de 0 na 4gua da uva s&o significativamente maiores do que
nas aguas subterraneas ou de irrigacdo, que sdo absorvidas pelo sistema radicular da planta.
Este enriquecimento esta geralmente ligado a perda dos isétopos 0 (mais leves) durante a
evapotranspiracdo foliar, com consequente enriquecimento da agua da uva em is6topos 80
(mais pesados)?®. Outros autores afirmam que a fruta cultivada em climas quentes e secos tem
enriquecimento isotopico maior do que frutas cultivadas em areas mais frias e Umidas>.

Porém, nosso estudo demonstrou que o efeito da evaporacdo é insignificante nas
temperaturas aplicadas no processo de elaboracdo dos sucos. Neste sentido, no método de

elaboracdo do suco pelo trocador de calor ndo h& contato com o ar atmosférico, os fluidos no
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sistema estdo em contato préximo um com o outro, mas sdo impedidos de serem misturados
por uma barreira fisica, sendo o trocador de calor um sistema fechado?’.

Além disso, foi observado que tanto na avaliacdo da influéncia da temperatura (item
3.2) como a da evaporacdo, os valores isotopicos apresentaram diferencas inferiores a propria
incerteza do método. Desta forma, podemos afirmar que os valores de referéncia para suco
podem ser provenientes dos mostos, sem prejudicar a interpretacdo dos resultados no suco
final. Diversos estudos?32%303132 demonstraram que a anélise da razao isotopica do 80/*%0 é
uma boa ferramenta para caracterizar a origem e detectar adicdo ilegal de agua em bebidas.
Portanto, a metodologia posposta no presente estudo pode ser aplicada para a deteccdo de

adicdo de dgua exdgena em sucos de uva elaborados pelo sistema trocador de calor.



Tabela 3

durante 15 e 30 min, expressos em %o

Valores de §'80 das amostras submetidas a aquecimento com as tampas fechadas (TF) e abertas (TA) em diferentes temperaturas

Temperatura (°C) para 15 min de exposi¢édo

Variedades Amostras 0 50 80 90 95
TF TA TF TA TF TA TF TA
7 -1,13+0,11 -1,05£0,13 -0,93+0,17 -1,16+0,07 -1,07£0,05 -1 15+0,08 -0,76+0,07 -1,01+0,07 -0,76+0,09
Isabel 8 -1,63+0,08 -1,45+0,12 -1,08+0,07 -1,43+0,15 -0,99+0,07 -1,49+0,08 -0,85+0,09 -1,07+0,10 -0,81+0,09
9 -1,62+0,07 -1,37+0,07 -1,14+0,09 -1,10+0,11 -0,13+0,12 -1 38+0,11 -1,04+0,06 -1,26+0,10 -1,13+0,08
Nidgara Branca 11 -0,45+0,13 -0,49+0,06 -0,38+0,08 -0,47+0,09 -0,20+0,09 -0,65+0,09 -0,17+0,06 -0,56+0,09 0,39+0,06
12 -1,22+0,09 -1,35+0,06 -1,20+0,08 -1,02+0,05 -0,97+0,06 -p 95+0,07 -0,89+0,04 -1,17+0,05 -0,62+0,08
Temperaturas (°C) para 30 min de exposicéo
-1,13+0,11 -1,25+0,13 -1,16+0,08 -1,14+0,11 -1,12+0,10 -1 07+0,06 -0,70+0,05 -1,02+0,06 -0,57+0,11
Isabel -1,63+0,08 -1,66+0,09 -1,29+0,10 -1,30+0,12 -1,00+0,06 -1,89+0,26 -1,26+0,08 -0,99+0,12 -0,68+0,11
-1,62+0,07 -1,33+0,09 -1,22+0,10 -1,12+0,07 -1,03+0,10 -1 07+0,11 -1,05+0,11 -1,16+0,10 -0,84+0,10
Ni4gara Branca 11 -0,45+0,13 -0,35+0,09 -0,29+0,10 -0,32+0,08 -0,30+0,13 -0,42+0,09 -0,19+0,08 -0,45+0,09 0,02+0,11
12 -1,22+0,09 -1,27+0,06 -1,23+0,07 -1,32+0,03 -0,84+0,05 -1 00+0,06 -0,67+0,07 -0,97+0,04 -0,14+0,05

N&o houve diferenca estatistica através do Teste t — Pareado
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3.4 | &80 de mostos e sucos industriais

Outro fator importante a ser considerado é avaliar a influéncia, nos valores §*%0, do
processo de elaboracdo do suco em escala industrial. Atraves da analise da razdo isotopica das
amostras coletadas na industria, no inicio e no final do processo de elaboragdo do suco,
encontraram-se valores que variaram de -2,92%o a -1,60%o para mostos iniciais e de -2,49%o a
-1,41%o para sucos finais. A partir desses dados, calculou-se a regresséo linear e encontrou-se
a equacdo de reta (y= ax + b) e o coeficiente de determinacdo (R?). A equacdo de reta
estabeleceu a relacdo entre o mosto inicial e o suco final e foi y= 0,90x + 0,13, com um
coeficiente de correlacdo (R?) de 0,96 (Figura 5), demonstrando uma correlacio forte entre os

resultados?2.

0,00 -
y =0,90x+0,13
~~ 2:
é 050 - R?=0,96
9 0,19%o
2 -1,00 - 0,46%o
o 0,39%0 -1,41
= 157 g
£ -150 - -1,71
g 031% A
2 -2,00 - 043% . e
° 2,49 et
[ 2 Y ¥ 1.
> -2,50 A
%
-3,00 t " " } }
-2,92 -2,64 -2,10 -2,03 -1,60
x: valores de 8180 do mosto (%o)

Figura5 Regressao linear entre mostos e sucos de amostras industriais

As pequenas diferencas isotdpicas encontradas entre os valores dos mostos e sucos
correspondentes, foram inferiores ao valor de incerteza de medi¢cdo do método que é de
0,71%0, mostrando que o processo do sistema trocador de calor n&do interfere
significativamente nos resultados finais. Além disso, 0s valores mais positivos dos sucos em

relacdo aos mostos evidenciaram que ndo houve incorporacdo de 4gua exdgena, uma vez que
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a 4gua apresenta valores de 8'®0 inferiores. Em estudos de &guas de precipitacido foram
encontrados valores de &0, variando de -28,10 a -3,23%o, com média de -6,54%o em
amostras de chuva coletadas em Indiana, nos Estados Unidos. Ja 4guas da Suica apresentaram
valores de -9,05%0%. Em &guas de lagoas brasileiras, os valores encontrados variaram de -7,30
a -5,24%o, com valores mais altos em areas de alta evaporacdo®*. Estes resultados comprovam
que a adicdo de &gua exogena tornaria os resultados mais negativos, fato que ndo ocorreu
neste estudo.

Considerando a forte correlagdo entre os resultados de 530 do mosto inicial e do suco
final, foi utilizada a regresséo linear encontrada para construir os valores de referéncia dos
sucos auténticos. Desta forma, os valores de referéncia calculados para o suco a partir do
mosto foram utilizados para verificar a autenticidade de sucos reais, ou seja, valores abaixo

dos limites de referéncia sdo um indicativo de adigdo de 4gua exdgena.

3.5 | Valores isotopicos de referéncia para sucos

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de referéncia separados em tintos e brancos,
permitindo a comparagdo com 0S SUCOS comerciais que, em sua maioria, ndo possuem
informacdo de variedade no rotulo. Portanto, se o suco é branco confronta-se com o0s
resultados das uvas brancas, se 0 suco € tinto relaciona-se aos resultados de referéncia das

uvas tintas. Os dados detalhados estdo apresentados no ANEXO B.

Tabela 4  Valores de referéncia de §'80 para mostos e sucos separados em uvas tintas e
brancas

Razéo isotopica (%o)

Sucos (%o)
0,
Grupos Média OP Mostos (%o) y = 0,90x+0,13
ponderada
Uvas tintas comuns (n=159) 0,34 0,82 -1,01 -0,78

Uvas brancas comuns (n=18) -0,28 0,86 -1,69 -1,39
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Na Tabela 5 apresentam-se 0s valores de referéncia especificos para cada variedade.
Quando hé& a informacdo da variedade da uva no rétulo do suco, a avaliagdo € muito mais
precisa, pois se trabalha com um contingente mais especifico, minimizando a influéncia da
variedade no valor de referéncia, conferindo mais segurancga ao resultado final ao afirmar se

h& ou ndo presenca de agua no suco.

Tabela 5  Valores de referéncia de $'®0 para mostos de uvas Bordd, Isabel, Concord e
Niagara Branca

Razao isotdpica (%o)

. Sucos (%o)
AT 0
Variedades Média DP Mostos (%o) y = 0.90x+0,13
ponderada

Bord6 (n=57) 0,65 1,00 -0,99 -0,76
Isabel (n=62) 0,11 0,61 -0,89 -0,67
Concord (n=22) 0,36 0,52 -0,49 -0,31
Niagara Branca (n=11) 0,49 0,63 -0,55 -0,36

Os valores de referéncia englobam diferentes tipos de uvas de regides distintas, o que
gera uma grande amplitude de varia¢do nos resultados isotopicos, sendo estes tanto positivos
guanto negativos. Este fato leva ao desvio padrdo ser maior que a média ponderada nas
Tabelas 4 e 5.

Os resultados deste trabalho estdo muito proximos aos encontrados em estudo
realizado com uvas e vinhos finos da mesma regido (Serra Gatcha), porém da safra 2007%.
Para a variedade Merlot, foram encontrados valores de 0,38%o ¢ para Cabernet Sauvignon, de
0,28%o. A diferenga de valores encontrados pode ser atribuida ao fendtipo da variedade ou
ainda, pelas condicdes climaticas diferentes da safra uma vez que valores negativos de §*20
podem indicar condig@es climaticas particulares e chuvas durante a colheita da uva®. Fatores
que influenciam muito os valores de 80 sdo modificados durante o amadurecimento e o

periodo da colheita®”. A influéncia do clima e da safra justificam a necessidade de encontrar
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os valores de referéncia para cada safra, para considerar a varia¢do isotopica na interpretacéo

dos resultados®.

3.5.1 | Interpretacdo dos valores isotopicos de referéncia para sucos

O resultado da andlise isotopica de dgua exdgena é normalmente expressa em presenga
ou auséncia. Em todas as formas de interpretacdo deve-se levar em consideracdo a incerteza
de medicdo do método (conforme ANEXO D). Para 0s sucos serem considerados com
presenca de agua exdgena, os valores da razdo isotopica do suco devem ser inferiores aos
valores de referéncia. Para serem considerados com auséncia de agua exogena, os valores da
razdo isotopica do suco devem ser superiores aos valores de referéncia. Para 0s sucos que,
considerando a incerteza de medicdo, estiverem em uma faixa entre presenca e auséncia de

agua exdgena, neste trabalho, considerou-se como auséncia de dgua exogena.

3.6 | &80 de sucos reais
Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de 580 de sucos reais. Os valores dos sucos
foram comparados aos valores de referéncia encontrados nas Tabelas 4 e 5 e interpretados

como presenca ou auséncia de agua.

Tabela 6  Valores de 8*80 de sucos reais comparados com valores da referéncia de mostos
uvas Vitis labrusca

Identificacdo Sucos de uva tintos 5180 (%o) Interpretacéo
1 Suco de uva tinto integral -3,64 £ 0,11 Presenca
2 Suco de uva tinto integral -0,80 £ 0,15 Auséncia
3 Suco de uva tinto integral -0,67 £ 0,15 Auséncia
4 Suco de uva tinto integral -154+0,11 Presenca
5 Suco de uva tinto -4,44 + 0,07 Presenca
6 Suco de uva tinto integral -0,75+0,13 Auséncia
7 Suco de uva tinto integral -1,07+0,14 Auséncia
8 Suco de uva tinto integral -2,46 £ 0,11 Presenca
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9 Suco de uva tinto integral -0,57 £ 0,13 Auséncia
10 Suco de uva tinto integral -0,42 £ 0,15 Auséncia
11 Suco de uva tinto -4,40 £ 0,16 Presenca
12 Suco de uva tinto integral -1,05+0,15 Auséncia
13 Suco de uva tinto -490 £ 0,21 Presenca
14 Suco de uva tinto integral -0,79+£0,13 Auséncia
15 Suco de uva tinto integral -0,77 £ 0,08 Auséncia
16 Suco de uva tinto integral -1,02 £ 0,10 Auséncia
17 Suco de uva tinto integral -2,06 £ 0,12 Presenca
18 Suco de uva tinto integral -2,08 £ 0,07 Presenca
19 Suco de uva tinto integral -2,30 £ 0,09 Presenca
20 Suco de uva tinto integral 0,19+0,12 Auséncia
21 Suco de uva tinto integral -1,04 £ 0,15 Auséncia
22 Suco de uva tinto integral -4,69 £ 0,10 Presenca
23 Suco de uva tinto integral 0,26 £ 0,14 Auséncia
24 Suco de uva tinto integral 0,02+0,12 Auséncia
25 Suco de uva tinto integral 0,62 £0,13 Auséncia
26 Suco de uva tinto integral -0,95+0,12 Auséncia
27 Suco de uva tinto integral 0,13+£0,06 Auséncia
Sucos de uva brancos “100% integrais”
28 Suco de uva branco integral -0,72 £ 0,06 Auséncia
29 Suco de uva branco integral -4,50 + 0,06 Presenca
30 Suco de uva branco integral -7,15 £ 0,05 Presenca

Os resultados dos sucos tintos declarados “100% integrais” variaram de -4,90%o

(amostra 22) a 0,62%o (amostra 25), sendo -0,78%o o valor de referéncia para uvas tintas.

Esses nimeros foram inferiores a um estudo que investigou a caracterizagdo isotopica em

sucos de frutas, cujos valores para sucos de uva variaram de —2,7%o a 6,7%0°°.

Os sucos de numeros 1, 4, 8, 17, 18, 19 e 22 obtiveram valores mais negativos em

relacdo ao valor de referéncia para uvas tintas, resultando em presenca de agua exogena,

mesmo declarados no rétulo como sendo sucos “100% integral”. Neste sentido, um estudo

avaliou a variacgdo isotdpica do oxigénio de sucos de frutas em funcdo do conteido de agua
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adicionado. A adicdo de 41% de 4gua modificou o valor isotdpico do oxigénio em torno de
2%o, de -5,5%o, para -7,5%o, sendo -10,5%o 0 valor isotopico da agua utilizada neste estudo®2.
Entdo, quando a 4gua exdgena é adicionada, o valor de 510 do suco diminui linearmente®C.
Portanto, valores mais negativos da razdo isotopica do oxigénio da &gua no suco podem
indicar a adi¢do de agua, caracterizando potenciais adulteracoes.

Os sucos de numeros 5, 11 e 13 se denominam “100% suco de uva”, porém, 0
primeiro ingrediente que consta no rétulo é &gua. Esse fato foi confirmado pelos valores de
5180 mais negativos dos sucos (-4,44%o, -4,40%o, € -4,90%0) quando comparados com o valor
de referéncia para uvas tintas (-0,78%o). No entanto, nenhum destes sucos apresentam no
rotulo a palavra “integral”, podendo os mesmos serem caracterizados como “suco de uva
reconstituido”, estando de acordo com a legislagdo. A designagdo “integral” é exclusiva do
suco na sua concentracdo natural e sem adicao de agUcares, agua, corantes ou aromas, sendo
proibido o uso desta denominacio para “suco reconstituido”*!,

Os sucos de numeros 20, 23, 24 e 25 ndo apresentaram 4gua em sua composicdo, pois
sdo mais positivos que o valor de referéncia para uvas tintas. Por sua vez, os sucos de
nameros 2, 3, 6, 9, 10, 12, 14, 15, 16, 21, 26 e 27 quando comparados ao valor de referéncia
de -0,78%o e, levando em conta, a incerteza de medicdo de 0,71%o, podem ser considerados
tanto com presenca como com auséncia de agua exogena. Neste estudo, estes sucos serdo
interpretados com auséncia de agua. O mesmo ocorreu para 0 suco de namero 7, o qual
declara no rétulo ser “100% de uvas Isabel”, onde o valor de referéncia para esta variedade de
uva foi de -0,67%o (Tabela 6) e o valor isotopico encontrado foi -1,07%., considerado com
auséncia de dgua exogena.

Os sucos apresentados como sendo “suco de uva branco integral” (amostras 29 e 30),
obtiveram valores bem mais negativos quando comparados ao valor de referéncia de -1,39%o

para uvas brancas, caracterizando presenca de agua. O suco de nimero 28 ndo apresentou
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agua em sua composic¢do, visto que o resultado encontrado € mais positivo que o valor de

referéncia.

5 | CONCLUSAO

Os valores isotopicos encontrados apresentaram diferencas inferiores a incerteza do
método, demonstrando que tanto a temperatura quanto a evaporacdo ndo influenciaram os
resultados do 8'80 do suco. A forte correlagio encontrada nos valores entre mostos e sucos
em escala industrial mostraram que o trocador de calor ndo exerce influéncia sobre o método.
Foi possivel concluir também que os valores de referéncia para suco podem ser provenientes
dos mostos, sem prejudicar a interpretacdo dos resultados finais. Dos trinta sucos reais
analisados, oito apresentaram agua exdgena em sua composicao, trés demonstraram ser sucos
reconstituidos e dezenove sucos foram considerados com auséncia de agua exogena, quando
comparados aos valores de referéncia relacionados ao tipo de uva ou variedade especifica. A
metodologia proposta e validada neste estudo encontrou valores para o LD de 0,24%o, LQ de
0,97%o ¢ incerteza de medi¢ao de 0,71%o, mostrando-se eficaz para a detecgdo de agua
exdgena em suco de uva, através da analise da razéo isotopica do 20/*%0 por IRMS, a qual

podera ser aplicada na rotina de laboratorio para avaliacdo de sucos reais.
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6. CONCLUSOES GERAIS

¢ A metodologia proposta neste estudo apresentou-se linear na faixa de concentracéo de
trabalho, precisa, exata, especifica e seletiva, o que garantiu resultados analiticos
confidveis que, posteriormente, poderdo ser aplicados na rotina de laboratério para

avaliacdo de sucos comerciais.

e A variacio nos resultados de 80, independente da temperatura utilizada, mostrou-se
aleatéria. Os testes de evaporacdo ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas. Os valores isotdpicos encontrados nestes testes apresentaram diferencas
inferiores a incerteza do método, demonstrando que tanto a temperatura quanto a

evaporagio nio influenciaram os resultados do 80 dos sucos.

e A forte correlagdo encontrada entre mosto inicial e suco final (R? = 0,96) dos sucos em
escala industrial, mostrou que o processo do sistema trocador de calor ndo influencia
significativamente nos resultados. A equacdo da reta encontrada pdde ser utilizada

para construir os valores de referéncia dos sucos auténticos a partir dos mostos.

e Os valores de referéncia isotopicos para suco podem ser provenientes dos mostos, sem

prejudicar a interpretacdo dos resultados no suco final.

e Dos trinta sucos reais analisados, oito apresentaram agua exdgena em sua composicao,
trés demonstraram ser sucos reconstituidos e dezenove sucos foram considerados com
auséncia de agua exogena, quando comparados aos valores de referéncia relacionados

ao tipo de uva ou variedade especifica.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A metodologia desenvolvida e validada neste estudo sera proposta ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), para ser um método oficial de
deteccdo de agua exodgena em suco de uva no Brasil, se tornando uma futura Instrucéo

Normativa, para completar os Padrdes de Identidade e Qualidade dos sucos de uva.

Este estudo podera ser complementado para sucos de uva obtidos por outros processos
de elaboragdo: sistema flash détente, suquificador integral (utilizado para pequenos
volumes de suco) e panela extratora (analisar o percentual de dgua que agrega neste

sistema).
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24 426 3.40) 3.01 278 262 2.51 242 236 2.30 225 222 2.18 211 203 1.98 1.97 1.94
25 424 3.39 2.99 276 260 2.49 240 2.34 2.28 224 2.20 2.16 2.09 2.01 1.96 1.96 1.92
26 423 337 298 274 259 247 2.39 232 227 222 218 215 207 199 1.95 1.94 1.90
27 421 3.35 2.96 273 257 248 237 231 2.25 220 217 213 2.08 1.97 1.93 1.82 1.88
28 420 3.4 2.95 271 2.56) 2.45| 236 2.29 224 219 2.15 212 2.04 1.96 1.91 1.81 1.87
29 418 3.33) 2.93 270 2.55) 2.43 2.35 228 2.22 218 2.14 2.10 203 1.94 1.90 1.89 1.85
a0 417 3.32 2.92 269 2.53 2.42 2.33 2.27 2.21 216 2.13 2.09 2.01 1.93 1.89 1.88 1.84
a5 412 2T 2.87 2 64 2.49 237 2.29 222 216 211 2.07 2.04 1.96 1.88 1.83 1.82 1.79
40 4 08 3.23 2.54 261 2.45) 234 225 2.18 212 208 2.04 2.00 1.92 1.84 1.79 1.78 1.74




ANEXO B - DADOS QUE COMPOE OS VALORES DE REFERENCIA
ISOTOPICOS

N° RS Variedade Municipio Producéo O]
RS003/17 Bord6 Bento Gongalves NC 0,29+0,07
RS006/17 Bord6 Bento Gongalves 8.000 -0,55+0,08
RS010/17 Bordd Coronel Pilar 3.000 0,05+0,05
RS012/17 Bordo Farroupilha 60.000 0,24+0,11
RS015/17 Bordd Santa Tereza 200 0,11+0,06
RS026/17 Bordb Garibaldi 8.530 -0,10+0,07
RS030/17 Bord6 Farroupilha 21.190 -1,06+0,10
RS037/17 Bordd Cotipora 16.360 -0,09+0,07
RS040/17 Bordd Vale Real 2.240 2,27+0,07
RS041/17 Bordd Planalto 22.000 3,72+0,08
RS042/17 Bordo Alpestre 7.380 2,61+0,09
RS049/17 Bord6 Fagundes Varela 950 1,50+0,05
RS056/17 Bordb Roca Sales 26.500 2,19+0,08
RS057/17 Bord6 Dois Lajeados 12.000 2,41+0,06
RS059/17 Bordd Nova Roma do Sul 300 2,44+0,07
RS061/17 Bordd Flores da Cunha 34.550 2,60+0,06
RS062/17 Bordd Nova Padua 17.700 1,99+0,07
RS063/17 Bordd Caxias do Sul 20.150 1,48+0,10
RS071/17 Bordd Garibaldi 10.903 1,48+0,09
RS073/17 Bordd Caxias do Sul 8.620 2,12+0,09
RS074/17 Bordd Nova Padua 26.820 2,78+0,13
RS076/17 Bordo Farroupilha 8.630 0,81+0,13
RS080/17 Bordo Bento Gongalves 560 1,26+0,09
RS093/17 Bordd Nova Padua 29.640 1,61+0,08
RS095/17 Bordo Flores da Cunha NC 1,59+0,09
RS098/17 Bordd Caxias do Sul 3.780 0,71+0,10
RS099/17 Bordd Nova Padua 2.200 1,52+0,08
RS101/17 Bordd Antonio Prado 6.080 1,60+0,09
RS102/17 Bordd Antonio Prado 22.000 1,50+0,12
RS103/17 Bordd Flores da Cunha 18.843 1,24+0,11
RS111/17 Bordo Carlos Barbosa 24.200 -0,15+0,13
RS112/17 Bordd Flores da Cunha 33.180 1,14+0,16
RS115/17 Bordo Veranopolis 2.060 2,02+0,12
RS116/17 Bord6 Veranopolis 9.480 0,31+0,13
RS117/17 Bordd Flores da Cunha 46.040 0,29+0,10
RS126/17 Bordd Flores da Cunha 1.200 0,90+0,09
RS127/17 Bordd Flores da Cunha 30.590 0,91+0,08
RS134/17 Bordd Sao Marcos 9.820 0,66+0,12
RS135/17 Bordd Sdo Marcos 3.940 1,05+0,14
RS136/17 Bordd Caxias do Sul 6.770 1,66+0,06
RS138/17 Bordo Farroupilha NC 2,35%0,07
RS141/17 Bord6 Campestre da Serra 21.590 0,19+0,10

RS142/17 Bord6 Campestre da Serra 4.700 0,68+0,20



RS143/17
RS144/17
RS151/17
RS152/17
RS154/17
RS156/17
RS157/17
RS160/17
RS161/17
RS163/17
RS181/17
RS198/17
RS207/17
RS281/17
RS007/17
RS011/17
RS013/17
RS014/17
RS016/17
RS023/17
RS028/17
RS029/17
RS033/17
RS036/17
RS050/17
RS051/17
RS052/17
RS053/17
RS054/17
RS058/17
RS075/17
RS091/17
RS105/17
RS109/17
RS118/17
RS171/17
RS100/17
RS123/17
RS132/17
RS148/17
RS170/17
RS175/17
RS182/17
RS183/17
RS184/17
RS185/17
RS186/17
RS194/17
RS195/17
RS202/17

Bordd
Bordd
Bordd
Bordb
Bordd
Bordb
Bordd
Bordd
Bordd
Bordb
Bordd
Bordb
Bordd
Bordd
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Concord
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel

Ipé
Campestre da Serra
Caxias do Sul
Flores da Cunha
Flores da Cunha
Flores da Cunha
Flores da Cunha
Monte Alegre dos Campos
Monte Alegre dos Campos
Flores da Cunha
Flores da Cunha
Monte Alegre dos Campos
Vacaria
Caseiros
Pinto Bandeira
Coronel Pilar
Garibaldi
Santa Tereza
Nova Roma do Sul
Bento Gongalves
Garibaldi
Coronel Pilar
Bento Gongalves
Cotipora
Fagundes Varela
Veranopolis
Sé&o Valentin do Sul
Roca Sales
Dois Lajeados
Guaporé
Pinto Bandeira
Cotipora
Bento Gongalves
Dois Lajeados
Cotipora
Guaporé
Bento Gongalves
Pinto Bandeira
Bento Gongalves
Bento Gongalves
Bento Gongalves
Bento Gongalves
Coronel Pilar
Garibaldi
Garibaldi
Sta. Tereza
Monte Belo do Sul
Bento Gongalves
Cotipora
Bento Gongalves

986
5.860
10.300
43.960
42.080
41.590
22.120
3.900
NC
NC
46.940
17.786
10.830
275.945
13.480
2.629
1.601
34.389
1.980
15.580
12.800
11.880
1.500
11.420
3.000
3.000
8.000
12.750
21.090
20.000
8.000
5.370
8.690
8.597
2.690
20.000
121.000
47.120
61.580
61.580
134.050
57.360
14.450
8.360
22.004
39.376
20.000
59.940
3.010
1.910

-0,24+0,14
0,30+0,09
-0,18+0,11
0,06+0,09
0,15+0,12
-0,15+0,09
0,16+0,08
1,04+0,10
0,77+0,08
-0,32+0,09
-0,12+0,06
1,28+0,10
0,40+0,09
-0,06+0,10
0,70+0,08
-0,66+0,08
-0,13+0,07
0,42+0,08
-1,46+0,08
-0,59+0,10
0,07+0,06
0,33+0,07
0,23+0,11
-0,17+0,10
1,70+0,06
1,17+0,07
0,82+0,06
0,76x0,06
0,45+0,07
0,82+0,15
1,22+0,16
0,17+0,11
0,55+0,10
0,72+0,07
0,87+0,12
-0,25+0,10
0,93+0,08
1,48+0,09
0,92+0,09
0,19+0,11
-0,17+0,13
-0,18+0,09
-0,73+0,15
0,21+0,09
0,08+0,11
-0,21+0,10
-1,29+0,14
0,18+0,11
-0,15+0,13
-0,27+0,08



RS212/17
RS213/17
RS214/17
RS216/17
RS217/17
RS218/17
RS219/17
RS220/17
RS221/17
RS223/17
RS224/17
RS226/17
RS227/17
RS230/17
RS233/17
RS234/17
RS237/17
RS241/17
RS242/17
RS243/17
RS244/17
RS245/17
RS246/17
RS248/17
RS252/17
RS253/17
RS254/17
RS255/17
RS256/17
RS257/17
RS258/17
RS259/17
RS262/17
RS264/17
RS266/17
RS268/17
RS269/17
RS270/17
RS271/17
RS275/17
RS279/17
RS280/17
RS282/17
RS287/17
RS288/17
RS289/17
RS290/17
RS291/17
RS021/17
RS024/17

Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel
Isabel Precoce
Isabel Precoce

Nova Padua
Farroupilha
Farroupilha
Farroupilha
Flores da Cunha
Caxias do Sul
Flores da Cunha
Nova Padua
Pinto Bandeira
Bento Gongalves
Pinto Bandeira
Monte Belo do Sul
Bento Gongalves
Garibaldi
Boa Vista do Sul
Garibaldi
Santa Tereza
Veranopolis
Vila Flores
Veranopolis
Cotipora
Garibaldi
Flores da Cunha
Farroupilha
Caxias do Sul
Flores da Cunha
Nova Padua
Nova Padua
Nova Padua
Flores da Cunha
Antonio Prado
Antonio Prado
Nova Roma do Sul
Coronel Pilar
Sao Marcos
Nova Padua
Sdo Marcos
Pinto Bandeira
Nova Roma do Sul
Caxias do Sul
Caxias do Sul
Flores da Cunha
Nova Padua
Campestre da Serra
Sdo Marcos
Ipé
Antonio Prado
Antonio Prado
Bento Gongalves
Bento Gongalves

26.590
NC
5.010
16.535
60.754
8.540
12.100
87.160
12.000
29.770
3.000
9.590
53.590
21.662
14.129
40.860
37.695
44.320
5.960
10.000
12.030
40.000
26.990
1.191
19.630
11.080
36.560
8.970
4.500
13.750
37.470
32.660
42.000
NC
NC
4.500
15.730
37.740
11.340
9.130
4.660
4.700
34.420
11.080
3.061
5.770
5.850
38.350
38.720
91.860

0,60+0,11
0,18+0,12
0,14+0,09
0,23+0,09
1,17+0,14
0,77+0,09
-0,56+0,32
0,03+0,10
-0,01+0,06
0,12+0,08
0,36+0,05
-0,21+0,08
-0,27+0,09
0,39+0,10
-0,30+0,13
0,10+0,08
-0,77+0,11
-0,06+0,07
1,05+0,10
-0,09+0,12
-0,11+0,10
0,05+0,11
0,45+0,13
0,63+0,15
-0,25+0,17
0,70+0,11
0,81+0,16
0,12+0,15
0,45+0,09
0,08+0,10
-0,21+0,11
0,32+0,17
-0,25+0,13
0,27+0,09
0,11+0,09
-0,63+0,09
0,01+0,10
0,08+0,11
-0,23+0,10
0,84+0,09
-1,84+0,10
-0,96+0,13
-0,91+0,13
-1,41+0,10
-1,04+0,16
-1,62+0,10
-0,92+0,11
-1,14+0,12
-0,29+0,07
0,00+0,05



RS048/17
RS147/17
RS188/17
RS034/17
RS092/17
RS131/17
RS189/17
RS005/17
RS027/17
RS038/17
RS081/17
RS082/17
RS004/17
RS017/17
RS106/17
RS113/17
RS025/17
RS039/17
RS060/17
RS069/17
RS070/17
RS072/17
RS088/17
RS089/17
RS097/17
RS107/17
RS120/17
RS122/17
RS129/17
RS153/17
RS191/17
RS124/17
RS165/17
RS197/17

Isabel Precoce
Isabel Precoce
Isabel Precoce
BRS Cora
BRS Cora
BRS Cora
BRS Cora
BRS Violeta
BRS Violeta
BRS Violeta
BRS Violeta
BRS Violeta
Niagara Rosada
Niagara Rosada
Nidgara Rosada
Niagara Rosada
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
Niagara Branca
BRS Lorena
BRS Lorena
BRS Lorena

Cotipora
Cotipora
Flores da Cunha
Bento Gongalves
Farroupilha
Pinto Bandeira
Pinto Bandeira
Bento Gongalves
Garibaldi
Cotipora
Santa Tereza
Santa Tereza
Bento Gongalves
Farroupilha
Caxias do Sul
Flores da Cunha
Bento Gongalves
Caxias do Sul
Nova Roma do Sul
Garibaldi
Garibaldi
Caxias do Sul
Antonio Prado
Farroupilha
Nova Padua
Flores da Cunha
Flores da Cunha
Nova Padua
Farroupilha
Flores da Cunha
Flores da Cunha
Bento Gongalves
Monte Belo do Sul
Farroupilha

24.290
3.860
81.850
17.370
2.600
5.000
44.760
3.490
13.880
9.400
3.639
1.905
11.270
1.500
10.810
1.460
13.030
8.870
827
NC
2.410
500
14.800
3.510
2.000
9.380
28.980
4.400
2.350
950
100
650
NC
2.780

0,47+0,07
-0,09+0,06
-1,66+0,12
-0,51+0,06
0,78+0,13
1,18+0,13
-0,79+0,10
-0,13+0,06
-1,21+0,05
-0,12+0,08
1,83+0,08
1,77+0,09
0,47+0,08
0,15+0,05
-0,18+0,10
0,76x0,10
1,29+0,12
0,26+0,08
0,82+0,09
-0,17+0,09
0,31+0,10
-0,59+0,08
1,04+0,09
1,04+0,15
-1,53+0,10
1,29+0,12
0,26+0,08
0,82+0,09
-0,17+0,09
0,31+0,10
-0,59+0,08
0,63+0,11
-0,23+0,12
-1,25+0,12

NC: ndo consta



ANEXO C - TABELA DE DISTRIBUICAO DE T (T STUDENT)




ANEXO D - VALORES DE REFERENCIA ISOTOEICOS CONSIDERANDO A
INCERTEZA DE MEDICAO

Amostras 8180 (%o) +0,71%o Amostras 580 (%o) +0,71%o

-2,93 -0,31
1 -3,64 16 -1,02

-4,35 -1,73

-0,09 -1,35
2 -0,80 17 -2,06

-1,51 -2,77

0,04 -1,37
3 -0,67 18 -2,08

-1,38 -2,79

-0,83 -1,59
4 -1,54 19 -2,30

-2,25 -3,01

-3,73 0,90
5 -4.44 20 0,19

-5,15 -0,52

-0,04 -0,33
6 -0,75 21 -1,04

-1,46 -1,75

-0,36 -3,98
7 -1,07 22 -4,69

-1,78 -5,40

-1,75 0,97
8 -2,46 23 0,26

-3,17 -0,45

0,14 0,73
9 -0,57 24 0,02

-1,28 -0,69

0,29 1,33
10 -0,42 25 0,62

-1,13 -0,09

-3,69 -0,24
11 -4,40 26 -0,95

-5,11 -1,66

-0,34 0,58
12 -1,05 27 -0,13

-1,76 -0,84

-4,19 -0,01
13 -4,90 28 -0,72

-5,61 -1,43

-0,08 -3,79
14 -0,79 29 -4,50

-1,5 -5,21

-0,06 -6,44
15 -0,77 30 -7,15

-1,48 -7,86
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