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RESUMO 

Durante a vinificação são utilizados coadjuvantes de tecnologia como auxiliares de processo. 

Esses compostos têm importantes propriedades enológicas, no entanto, se forem derivados de 

alimentos alergênicos, como leite e ovos, a presença de seus resíduos pode representar riscos 

para as pessoas que possuem predisposição a esses alimentos. A utilização de clarificantes 

como a albumina (proteína obtida da clara do ovo) e a caseína (proteína obtida do leite), é 

realizada com a função de coagular e sedimentar impurezas. Outra prática utilizada na 

enologia é o controle da fermentação malolática, através da utilização da lisozima (proteína 

extraída da clara do ovo).  Visto que o vinho é uma matriz complexa do ponto de vista 

analítico e possíveis resíduos destes coadjuvantes podem estar presentes em concentrações 

residuais no vinho engarrafado, é necessária a aplicação de métodos analíticos sensíveis para 

a identificação e quantificação desses compostos alergênicos. Diferentes métodos analíticos 

são propostos na literatura para quantificar resíduos de alergênicos em vinhos, baseados em 

técnicas de imunoensaios e espectrometria de massas, porém, muitos deles estão em 

discussão, como é o caso dos imunoensaios, no que se refere à repetibilidade e exatidão 

analítica. Os métodos de espectrometria de massas permitem a determinação de proteínas 

alergênicas em baixas concentrações nos vinhos, porém o preparo da amostra é um desafio 

devido a todas as etapas necessárias para recuperação dos analitos. Portanto, o objetivo geral 

deste trabalho, apresentado em forma de artigos científicos, foi determinar a presença de 

resíduos de coadjuvantes enológicos potencialmente alergênicos em vinhos através do 

desenvolvimento de um método para análise de proteínas por LC-MS/MS, em uma mesma 

leitura. Não foram identificados resíduos das proteínas nos vinhos experimentais tratados com 

as diferentes quantidades de albumina, caseinato de potássio e lisozima, assim como nas doze 

amostras comerciais analisadas. Estes resultados evidenciam a ausência de resíduos de 



 

 

 

 

 

albumina, caseína e lisozima nas concentrações testadas nos vinhos, se forem seguidas boas 

práticas de tratamento recomendadas pela OIV e pelos respectivos fabricantes dos produtos 

enológicos. Um procedimento de preparo de amostras com tempo e etapas reduzidos, menor 

volume de amostra necessário e com recuperação analítica satisfatória, foi validado. Os 

limites de detecção e quantificação deste método atendem às leis vigentes para as quatro 

proteínas estudadas, albumina, alfa-caseína, beta-caseína e lisozima, sendo até inferiores ao 

critério mínimo de referência da OIV. Os valores do limite de detecção foram 0,05 mg.L
-1

, 

0,10 mg.L
-1

, 0,10 mg.L
-1

e 0,005 mg.L
-1

, e para o limite de quantificação foram 0,10 mg.L
-1

, 

0,25 mg.L
-1

, 0,25 mg.L
-1 

e 0,01 mg.L
-1

, respectivamente.  Em relação à recuperação analítica 

média, os resultados atendem aos limites recomendados pela AOAC (2016), sendo 96,7%, 

101,2%, 100,5% e 96,2% para albumina, alfa-caseína, beta-caseína e lisozima, 

respectivamente. Neste trabalho foi desenvolvido um método de análise de albumina, caseína 

e lisozima de forma simultânea por LC-MS/MS, que pode ser utilizado para fins de inspeção e 

rotulagem de vinhos. 

Palavras-chave: coadjuvantes tecnológicos, albumina, caseinato de potássio, lisozima, LC-

MS/MS. 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

During winemaking, technology aids are used as processing aids. These compounds have 

important oenological properties; however, if derived from allergenic foods, such as milk and 

eggs, the presence of their residues can represent risks to people who are predisposed to these 

foods. The use of clarificants such as albumin (protein obtained from egg white) and casein 

(protein obtained from milk), is performed with the function of coagulating and sedimenting 

impurities. Another practice used in oenology is the control of malolactic fermentation, 

through the use of lysozyme (extracted from egg white). Since wine is a complex matrix from 

an analytical point of view and possible residues of these processing aids may be present in 

very low concentrations in bottled wine, it is necessary to apply analytical methods that are 

sensitive to identify and quantify these allergenic compounds. Different analytical methods 

are proposed in the literature to quantify allergenic residues in wines, based on immunoassay 

and mass spectrometry techniques, however, many of them are under discussion, as is the case 

of immunoassays, with regard to analytical repeatability and accuracy. Mass spectrometry 

methods allows the determination of allergenic proteins in low concentrations in wines, 

however the preparation of the sample is a challenge due to all the necessary steps for the 

recovery of the analytes. Therefore, the general objective of this work, presented in the form 

of scientific articles, was to determine the presence of residues of potentially allergenic 

processing aids in wines through the development of a method for protein analysis by LC-

MS/MS, in a single run. Protein residues were not identified in the experimental wines treated 

with different amounts of albumin, potassium caseinate and lysozyme, as well as in the twelve 

commercial samples analyzed. These results demonstrate the absence of caseinate, albumin 

and lysozyme residues in the concentrations tested in wines, if good treatment practices 

recommended by the OIV and the respective manufacturers of oenological products are 



 

 

 

 

 

followed. A sample preparation procedure with reduced time and steps, less sample volume 

required and with satisfactory analytical recovery, was validated. The limits of detection and 

quantification of this method meet the current laws for the four proteins studied, albumin, 

alpha-casein, beta-casein and lysozyme, even being below the minimum reference criteria of 

the OIV. The detection limit values were 0.05 mg.L
-1

, 0.10 mg.L
-1

, 0.10 mg.L
-1

 and 0.005 

mg.L
-1

, and for the limit of quantification were 0.10 mg.L
-1

, 0.25 mg.L
-1

, 0.25 mg.L
-1

 and 0.01 

mg.L
-1

, respectively. Regarding the average analytical recovery, the results meet the limits 

recommended by AOAC (2016), with 96.7%, 101.2%, 100.5% and 96.2% for albumin, alpha-

casein, beta-casein and lysozyme, respectively. In this work it was developed a method of 

analysis of albumin, casein and lysozyme simultaneously by LC-MS/MS, which can be used 

for the purposes of wine inspection and labeling. 

Keywords: processing aids, albumin, potassium caseinate, lysozyme, LC-MS/MS. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A cultura da videira e a elaboração de vinhos possuem importante repercussão 

socioeconômica para o Brasil. Histórica e estruturalmente, a vitivinicultura constitui-se em 

uma atividade agrícola fixadora do homem a terra, com característica marcante de produção 

familiar em propriedades de pequenas áreas.  

Nos últimos anos, o setor vitivinícola nacional tem aumentado seu potencial de 

produção e reconhecimento. Aliado à grande extensão de terras e a diversidade de clima do 

país, é possível ampliar e inovar os conceitos de regiões produtoras de uvas e vinhos. Por sua 

vez, o emprego de tecnologias avançadas permite conquistar espaço no mercado competitivo. 

Desta forma, também, se abrem perspectivas cada vez mais amplas de exportação da 

produção brasileira, devido à qualidade e tipicidade de seus vinhos.  

A elaboração de vinhos é realizada em várias etapas, iniciando pela colheita da uva até 

o engarrafamento. Durante todas estas etapas são utilizados coadjuvantes de tecnologia como 

auxiliares de processo. A clarificação dos vinhos é utilizada na enologia com o intuito de 

tornar o vinho mais límpido e estável, tanto do ponto de vista químico como físico. A 

concentração dos clarificantes utilizados varia de acordo com as características do vinho e das 

propriedades dos mesmos.  

A utilização de clarificantes como a albumina (proteína da clara do ovo) e a caseína 

(proteína do leite), é realizada com a função de coagular e sedimentar as impurezas 

responsáveis pela turbidez do vinho. Outra prática utilizada na enologia é o controle da 

fermentação malolática, através da utilização da lisozima (proteína extraída da clara do ovo), 

principalmente em vinhos brancos. Estes compostos apresentam ótimas propriedades 
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enológicas, porém, os resíduos dos mesmos podem representar riscos às pessoas alérgicas a 

esses tipos de proteínas. 

Os compostos alergênicos estão diretamente relacionados com a segurança alimentar 

do consumidor e as reações alérgicas a estes compostos representam um problema de saúde 

crescente mundialmente. Embora afetem apenas uma parcela da população, as implicações na 

saúde devem ser consideradas, gerando atenção dos consumidores, fabricantes e autoridades 

de saúde pública.  

A União Europeia estabeleceu os Regulamentos 89/2003 (UNIÃO EUROPEIA, 

2003), 579/2012 (UNIÃO EUROPEIA, 2012) e a versão mais recente 33/2019 (UNIÃO 

EUROPEIA, 2019), que contêm uma lista de substâncias alimentares alergênicas incluindo 

derivados de ovo e leite. Conforme esses regulamentos é mandatória a informação na 

rotulagem dos vinhos quando houverem resíduos de alérgenos acima do limite analítico 

mínimo definido pela Organização Internacional da Uva e do Vinho (OIV), de 0,25 mg.L
-1

, 

conforme a resolução OIV-COMEX 502-2012 (OIV, 2012). Na atual legislação brasileira não 

são definidos legalmente limites de resíduos destes compostos, portanto a presença deve ser 

declarada no rótulo de alimentos e bebidas.  

Em um consumidor alérgico, a ingestão de miligramas e/ou até mesmo microgramas 

de alergênicos pode desencadear uma reação adversa alimentar, e, não é possível prever o 

nível dose-resposta, nem o nível de gravidade da reação alérgica. Portanto, é necessária a 

realização de estudos a respeito da presença dos coadjuvantes empregados na enologia, 

verificando as doses utilizadas e a existência ou não de resíduos destes produtos, garantindo 

assim uma rotulagem adequada e a segurança alimentar do consumidor. Em estudos prévios, 

além dos vinhos, outras matrizes alimentares foram abordadas, como biscoitos, cereais, 

alimentos infantis, entre outros, através de determinados métodos analíticos. Em particular, a 
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espectrometria de massas foi aplicada com sucesso para a detecção de alvos multialérgicos, 

porém, é necessário que sejam realizadas mais pesquisas a fim de aprimorar a etapa de 

extração das proteínas. 

Alguns pré-requisitos essenciais devem ser levados em consideração ao projetar 

métodos confiáveis para monitorar alérgenos alimentares, entre eles: a escolha do analito-alvo 

e o uso dos respectivos materiais de referência; a seleção de marcadores peptídicos 

adequados; a otimização dos protocolos de digestão para garantir um método reprodutível e 

robusto, e a validação do método. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo determinar 

a presença de resíduos de coadjuvantes enológicos potencialmente alergênicos em vinhos 

através do desenvolvimento de um método para análise de proteínas por LC-MS/MS. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Determinar a presença de resíduos de coadjuvantes enológicos potencialmente 

alergênicos em vinhos através do desenvolvimento de um método para análise de proteínas 

por LC-MS/MS. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a presença de resíduos de albumina e lisozima, através de cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas, em vinhos brancos experimentais tratados com 

diferentes concentrações desses coadjuvantes; 

 Avaliar a presença de resíduos de albumina e caseína, através de cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas, em tintos experimentais tratados com diferentes 

concentrações desses coadjuvantes; 

 Otimizar o preparo amostral, desenvolver e validar um método analítico para 

determinação de albumina, alfa-caseína, beta-caseína e lisozima em uma mesma análise por 

LC-MS/MS com fonte de ionização por eletropulverização; 

 Verificar a presença destes resíduos alergênicos em vinhos comerciais. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA GERAL 

 

De acordo com dados da Organização Internacional da Uva e do Vinho (OIV), em 

2019 a viticultura mundial totalizou, aproximadamente, 7,4 milhões de hectares, onde foram 

produzidos em torno de 260 mhl de vinhos. Na safra de 2019, a produção de vinhos no Brasil 

representou em torno de 0,8 % do total da produção mundial, com um total de 

aproximadamente 2 mhl, sendo 34% inferior à quantidade produzida em 2018 (3,3 mhl). O 

consumo mundial no ano de 2019 foi em torno de 244 mhl de vinhos, quantidade similar à 

quantidade observada em 2018 (OIV, 2020). 

 

3.1 A VITIVINICULTURA BRASILEIRA 

 

Atualmente, a viticultura no Brasil ocupa uma área aproximada de 82 mil hectares, 

com vinhedos divididos principalmente entre seis regiões. São mais de 1,1 mil vinícolas 

espalhadas pelo país, a maioria instalada em pequenas propriedades (média de dois hectares 

por família). O país se consolidou como o quinto maior produtor da bebida no Hemisfério Sul 

e é um dos mercados que cresce mais rapidamente do mundo (IBRAVIN, 2019). 

Em 2019 foram processados 614,3 milhões de Kg de uvas no Rio Grande do Sul, 

sendo que 11,5 % foram uvas viníferas e 88,5 % foram uvas americanas/híbridas. Em relação 

às uvas viníferas processadas, 59,5 % foram uvas brancas e 40,4 % uvas tintas 

(IBRAVIN/MAPA/SEAPDR-RS, 2019a). 

De acordo com dados do Cadastro Vinícola (IBRAVIN/MAPA/SEAPDR-RS, 2019b), 

em 2019 foram elaborados 403,61 milhões de litros de vinhos e derivados no Rio Grande do 



23 

 

 

 

 

Sul, sendo 10,3 % vinhos viníferas, 35,8 % vinhos de mesa e os demais 53,9 % representados 

por outros derivados da uva e do vinho.  

Em 2018 foram industrializados 664,4 milhões de kg de uvas no Rio Grande do Sul. 

Entre as uvas viníferas tintas (27,1 milhões de Kg) a variedade mais produzida foi a Merlot 

(6,3 milhões de kg) seguida pela Cabernet Sauvignon (6 milhões de kg). Em relação às uvas 

viníferas brancas (38,7 milhões de kg) a variedade Moscato Branco foi a mais produzida (11,2 

milhões de kg) seguida pela variedade Chardonnay (6,1 milhões de kg). Neste mesmo ano, do 

total de vinhos elaborados no Rio Grande do Sul (RS), foram comercializados 15,4 milhões 

de litros de vinhos finos e 192,1 milhões de litros de vinhos de mesa (CADASTRO 

VINÍCOLA, 2018). 

 

3.2 VINIFICAÇÃO 

 

De acordo com a legislação brasileira (Lei nº 7678, de 1988) vinho é a bebida obtida 

pela fermentação alcoólica do mosto simples de uva sã, fresca e madura (BRASIL, 1988).  

Portanto, o vinho deve ser elaborado com uvas maduras, frescas, sadias e isentas de resíduos 

de pesticidas e de metais pesados. No entanto, alguns vinhos especiais são elaborados com 

uvas atacadas por um fungo chamado Botrytis cinerea, agente responsável pelo dessecamento 

do grão, fenômeno conhecido como podridão-nobre. Em geral, é fundamental que a uva seja 

processada logo após a colheita, para que não sofra nenhum processo de oxidação devido ao 

esmagamento e início de fermentação alcoólica, aspectos prejudiciais à qualidade do vinho.  

Na elaboração do vinho tinto, a maceração é uma das etapas mais importantes desse 

processo. Já no caso do vinho branco, as etapas pré-fermentativas, como extração e 

clarificação do mosto, são fundamentais (RIZZON; DALL’AGNOL, 2009). 
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Para a elaboração dos vinhos em geral, inicialmente é realizada a separação da ráquis e 

esmagamento da uva. Neste momento, normalmente, adiciona-se o conservante metabissulfito 

de potássio em dose que varia de acordo com o estado sanitário da uva (RIZZON; 

DALL’AGNOL, 2007; RIZZON; DALL’AGNOL, 2009). 

3.2.1 Vinificação de vinhos brancos 

Para a elaboração dos vinhos brancos, após as etapas de separação da ráquis, 

esmagamento e adição do metabissulfito de potássio, pode-se realizar a clarificação do mosto. 

A maneira mais simples é utilizando o processo estático, pela sedimentação natural das 

borras, seguida de decantação. Além dessa maneira, podem ser utilizados agentes 

clarificantes. Este processo pode ser realizado em temperatura baixa durante 18 a 24 horas. 

Após esse período, o mosto límpido é cuidadosamente transferido para os tanques de aço inox 

onde ocorrerá a fermentação alcoólica (RIZZON; DALL’AGNOL, 2009).  

A fim de garantir o início rápido da fermentação alcoólica, adicionam-se as leveduras 

selecionadas, evitando assim, problemas de parada de fermentação e a possível formação de 

componentes prejudiciais à qualidade do vinho. Na fermentação alcoólica, através da ação das 

leveduras e da degradação anaeróbica da glicose e da frutose da uva, ocorre a transformação 

do açúcar do mosto em álcool, gás carbônico e outros compostos secundários como os 

compostos voláteis.  

Na maioria dos processos de elaboração dos vinhos são utilizadas cepas de 

Saccharomyces cerevisiae, pois estas produzem fermentações mais rápidas e de qualidade, 

além de evitarem contaminações microbianas e formação excessiva de espuma. Após 

concluída a fermentação alcoólica, para vinhos brancos com acidez elevada, é importante se 

proceder à fermentação malolática. Porém, para vinhos brancos com baixa acidez, ou que 
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apresentem acidez equilibrada, não se recomenda esse tipo de fermentação, pois ela reduz os 

aromas frutados e florais que contribuem com qualidade aromática desses vinhos. O efeito 

principal da fermentação malolática é a transformação do ácido málico em lático e a 

consequente redução da acidez total. Além dessa transformação, também ocorrem reações 

secundárias, como o desprendimento de dióxido de carbono, além do aumento da acidez 

volátil e do pH do vinho (RIZZON & DALL’AGNOL, 2009). 

Após a fermentação e antes do engarrafamento, normalmente é realizada mais uma 

filtração ou clarificação, para total sedimentação de substâncias proteicas, borras e ácido 

tartárico. Esta limpeza pode ser realizada através de trasfegas, estabilização a frio, uso de 

agentes clarificantes ou filtração (RIZZON & DALL’AGNOL, 2009). 

3.2.2 Vinificação de vinhos tintos 

Na elaboração dos vinhos tintos, após as etapas de separação da ráquis, esmagamento e 

adição do metabissulfito de potássio, o início do processo fermentativo é chamado de 

fermentação tumultuosa, por causa de sua intensidade, e coincide com o período de 

maceração.  

A maceração corresponde ao período em que o mosto permanece em contato com a 

parte sólida da uva, especialmente a película e a semente. Essa etapa da vinificação diferencia 

o processo de elaboração do vinho branco e do tinto. O tinto é um vinho de maceração, ao 

passo que na elaboração do branco ela é evitada. É a fase mais importante da vinificação em 

tinto. É nela que os compostos da película passam para o mosto e atribuem cor (antocianinas) 

e estrutura (taninos, minerais, substâncias nitrogenadas, polissacarídeos), ao vinho. A 

quantidade desses compostos que passam para o mosto é determinada pelo tempo de 

maceração, pela temperatura de fermentação e remontagens realizadas. No processo de 
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vinificação tradicional, a maceração ocorre juntamente com a fermentação alcoólica, no qual 

a formação do etanol e a elevação da temperatura contribuem para a dissolução dos 

constituintes da parte sólida da uva.  

Após, é realizada a descuba, que consiste na separação do mosto do restante da parte 

sólida e determina o fim do período de maceração. Após, o vinho é conduzido para um 

recipiente equipado com uma válvula na parte superior para permitir a saída do dióxido de 

carbono. Nesse local, deve ocorrer a transformação, pelas leveduras, dos últimos gramas de 

açúcar. A conclusão do processo fermentativo é atingida quando cessar o desprendimento do 

dióxido de carbono. Uma vez concluída essa etapa, recomenda-se fazer uma trasfega para 

separar o vinho límpido da parte superior do recipiente, do depósito precipitado (borra) na 

parte inferior. Uma vez concluída a fermentação alcoólica, é de fundamental importância que 

se realize a fermentação malolática no vinho tinto.  

Concluídas a fermentação alcoólica e a fermentação malolática o vinho ainda não está 

pronto para ser engarrafado, pois não apresenta a limpidez e a estabilidade necessárias para 

ser conservado adequadamente. O vinho novo possui em suspensão grande número de 

partículas sólidas de diversos tamanhos, formas e pesos específicos. As partículas mais 

volumosas e com maior peso específico precipitam antes e formam as borras no fundo do 

recipiente e as menores e mais leves demoram mais para sedimentar. No caso dos vinhos 

tintos a presença de tanino favorece a precipitação das proteínas, substâncias responsáveis 

pela turvação dos vinhos brancos. Entre as alternativas para alcançar a clarificação e a 

estabilidade dos vinhos estão as trasfegas, o frio, aplicação de agentes clarificantes, 

amadurecimento em barricas de madeira de carvalho, entre outros. Para os vinhos que não são 

submetidos ao envelhecimento na garrafa, o engarrafamento é a etapa final do processo de 

elaboração (RIZZON; DALL’AGNOL, 2007). 
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3.3 COADJUVANTES DE TECNOLOGIA EM VINHOS 

 

Durante a elaboração dos vinhos é permitido o uso de coadjuvantes de tecnologia de 

fabricação que, segundo a Portaria n° 540/1997, de 27 de outubro de 1997 (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 1997), são substâncias empregadas intencionalmente na elaboração de produtos por 

razões tecnológicas, durante o tratamento ou fabricação dos mesmos. Deverão ser eliminados 

ou inativados, podendo admitir-se no produto final a presença de traços da substância, ou de 

seus derivados. Conforme a RDC n° 123, de 04 de novembro de 2016 (ANVISA, 2016), que 

dispõe sobre os aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia autorizados para uso em 

vinhos, os coadjuvantes de tecnologia devem atender às especificações mais atuais do Codex 

Enológico Internacional da OIV, e caso este não possua especificação, devem ser adotadas as 

diretrizes mais recentes estabelecidas pelo JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on 

Food Additives) ou pelo FCC (Food Chemicals Codex).  

 

3.3.1 Coadjuvantes de tecnologia derivados de alimentos alergênicos 

 

 

Segundo a RDC n° 26, de 02 de julho de 2015 (ANVISA, 2015), que dispõe sobre os 

requisitos para rotulagem obrigatória dos principais alimentos que causam alergias 

alimentares (Quadro 1), alérgeno alimentar é qualquer proteína, incluindo proteínas 

modificadas e frações proteicas, derivadas dos principais alimentos que causam alergias 

alimentares. 
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Quadro 1 - Principais alimentos que causam alergias alimentares e devem ser 

obrigatoriamente declarados seguindo os requisitos estabelecidos na RDC nº 26, de 02 de 

julho de 2015. 

Fonte: ANVISA, 2015. 

 

 

As alergias alimentares são reações adversas reprodutíveis mediadas por mecanismos 

imunológicos específicos que ocorrem em indivíduos sensíveis após o consumo de 

determinado alimento (ANVISA, 2015). Ou seja, em contraste com a intolerância alimentar, a 

alergia alimentar é a resposta imune inadequada e exagerada, onde uma substância 

normalmente inofensiva é percebida como uma ameaça pelo sistema de defesa imunológica 

do corpo (STOCKLEY; JOHNSON, 2015). 

A incidência de alergias alimentares é superior nos primeiros anos de vida, afetando 

cerca de 6% das crianças com menos de três anos de idade. Na fase adulta, a porcentagem de 

pessoas com alergias alimentares diminui para apenas 2% (RONA et al., 2007; LIDON; 
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SILVESTRE, 2010) e são mais observadas alergias ao leite do que em relação aos ovos 

(RONA et al., 2007). Essa situação se justificada em função de a barreira intestinal das 

crianças com esta idade ainda ser deficiente, permitindo a passagem de macromoléculas 

(proteínas) para o interior do organismo sem digestão prévia (LIDON; SILVESTRE, 2010). 

Porém, alguns autores afirmam que a razão exata que explica a prevalência de alergia 

alimentar é desconhecida (RONA et al., 2007, SICHERER; SAMPSON, 2010).  

Fatores como a idade, os hábitos alimentares e predisposição genética, bem como 

diferentes procedimentos diagnósticos, tornam difícil estimar com precisão a incidência real 

da incidência de alergias alimentares (SICHERER; SAMPSON, 2009). O valor limiar para 

induzir uma reação adversa em um indivíduo alérgico depende de vários fatores incluindo a 

sensibilidade do indivíduo bem como as propriedades do alérgeno específico (HOURIHANE; 

KNULST, 2005).  

De acordo com o estudo de Asero et al. (2009a, 2009b) realizado em 17 centros 

alergológicos italianos, a porcentagem de indivíduos que sofrem de alergias alimentares e 

alergias específicas ao leite entre adultos é, respectivamente, 2% e 0,06%; além disso, no caso 

de alergia ao leite a frequência de anafilaxia é muito rara. Porém, atualmente, não existe 

tratamento clínico ou cura, portanto, as pessoas devem evitar os alimentos dos quais possuem 

predisposição e contar com uma rotulagem nutricional apropriada (NITRIDE et al., 2019). 

O vinho é por vezes considerado responsável por reações adversas e as mais 

comumente relatadas incluem rubor da pele, coceira e congestão nasal. Porém, são limitados 

os trabalhos científicos que relatem verdadeiras reações alérgicas após a ingestão de vinho 

(STOCKLEY; JOHNSON, 2015). Segundo Stockley & Johnson (2015) os vinhos produzidos 

com os tradicionais auxiliares proteicos de processamento, de acordo com as boas práticas de 

fabricação, representam pouco risco para a saúde dos consumidores adultos que apresentam 
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alergias alimentares. Existem estudos sobre resíduos de coadjuvantes alergênicos realizados 

em vinhos comerciais, entre eles vinhos italianos, nos quais não foram observados resíduos de 

alergênicos (RESTANI et al., 2012; MATTAROZZI et al., 2014). Por outro lado, no estudo 

de Pavón-Pérez et al. (2020), foram observados resíduos de caseína e albumina em amostras 

de vinhos chilenos comerciais. Em geral, as pesquisas ainda são escassas e não existem 

trabalhos realizados em vinhos brasileiros. 

Devido às reações negativas dos consumidores perante a indicação de proteínas 

animais em rótulos de vinhos, foram investigadas estratégias para avaliar a possibilidade de 

receber isenção permanente de rotulagem na Europa. Porém, para evitar a rotulagem dos 

vinhos tratados com proteínas alergênicas, é necessária uma verificação rigorosa dos resíduos. 

Produtos de origem vegetal foram propostos como alternativa aos derivados de animais, como 

proteínas de ervilha, de batata (PEÑAS et al., 2015; KANG et al., 2019; SEGADE et al., 

2020) e de milho (SIMONATO et al., 2009). Porém, além destes coadjuvantes vegetais não 

apresentarem a mesma eficácia que os de origem animal, as proteínas vegetais também podem 

ser alergênicas e, como a lista de alérgenos passa por revisões periódicas, é possível que 

algumas dessas proteínas sejam incluídas nessa lista no futuro, portanto, pode surgir o mesmo 

problema enfrentado com as proteínas de origem animal (MARANGON et al., 2019). Ainda, 

apesar do esforço realizado por grupos de pesquisa em relação ao uso de proteínas vegetais 

como agentes de clarificação de vinhos, poucas foram comercializados até o presente, pois 

ainda carecem de estudos que apresentem resultados menos contraditórios (SEGADE et al., 

2020). 
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3.3.2 Coadjuvantes de tecnologia derivados de alimentos alergênicos – Legislação  

 

Conforme RDC n° 26, de 02 de julho de 2015 (ANVISA, 2015), se os coadjuvantes 

alergênicos utilizados não forem completamente removidos, deve ser declarada a presença 

intencional de derivado do alimento alergênico. O prazo para promover as adequações 

necessárias na rotulagem dos produtos abrangidos por esta resolução foi 02 de julho de 2016. 

Os resíduos de derivados de ovos e de leite se enquadram nesta resolução brasileira, assim 

como na europeia. Conforme o regulamento da União Europeia 33/2019 (UNIÃO 

EUROPEIA, 2019), é mandatória a informação na rotulagem dos vinhos quando houverem 

resíduos de alérgenos acima do critério analítico mínimo definido pela OIV, de 0,25 mg.L
-1

, 

conforme a resolução OIV-COMEX 502-2012 (OIV, 2012). Além disto, é opcional inserir 

pictogramas (Figura 1) para destacar a presença dos alérgenos, permitindo melhorar, em um 

contexto multilíngue, a legibilidade das informações dadas aos consumidores, bem como dar-

lhes melhores garantias.  

Figura 1 – Pictogramas que representam a presença de resíduos de produtos que contenham 

dióxido de enxofre, leite e ovos, de acordo com o Regulamento 33/2019 (UNIÃO 

EUROPEIA, 2019). 

 

 

3.3.3 Utilização de proteínas na clarificação de vinhos 

 

 

O processo de clarificação de vinhos é uma das diferentes técnicas utilizadas para 

clarificar e estabilizar os vinhos (VAN DO et al., 2005). Este processo remove substâncias 
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que podem gerar turbidez e causar acidez e adstringência indesejáveis. Uma grande variedade 

de agentes clarificantes tem sido utilizada para elaboração de vinhos, entre eles: albumina, 

caseína, caseinatos do leite, cola de peixe, gelatina, algas e argilas (RESTANI et al., 2014).  

Conforme a Portaria n° 540/1997, de 27 de outubro de 1997 (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 1997), agente de clarificação é a substância que tem a propriedade de clarificar e 

auxiliar na filtração de alimentos, facilitando a absorção de impurezas e sua remoção no 

momento da filtração. Os coadjuvantes tecnológicos albumina, caseína e caseinato de potássio 

são aprovados para utilização em vinhos conforme a resolução RDC n° 123 de 04 de 

novembro de 2016, de acordo com o Quadro 2.  
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Quadro 2 - Coadjuvantes de tecnologia autorizados para uso em vinhos, condições de uso e 

limites permitidos. 

Fonte: Adaptado de ANVISA (2016). 

 

Em 2014 a OIV adotou um Código de Boas Práticas de Clarificação de Vinhos (OIV, 

2014), para aplicação na utilização de agentes clarificantes de origem proteica potencialmente 

alergênicos (Resolution OIV-OENO 520-2014), especificando os passos para realizar o 

processo de clarificação e filtração, evitando que resíduos de agentes de clarificação estejam 

Nome Uso autorizado Recomendações

Albumina de ovo  vinho _

Alginato de cálcio

Alginato de potássio

Alginato de sódio

Bentonita  mosto e vinho _

Carvão ativado  mosto e vinho
Não pode ser aplicado sucessivamente no mosto e no vinho. A quantidade máxima de

carbono seco usada deve ser menor que 0,1 g/100 ml.

Caolin  vinho _

Caseína  mosto e vinho _

Caseinato de potássio  mosto e vinho _

Celulose  mosto e vinho _

Citrato de cobre  vinho Adição máxima permitida de 0,001 g/100 ml.

Cloreto de prata  vinho
Adição máxima permitida de 0,001 g/100 ml. O limite máximo de resíduo não pode

ser superior a 0,01 mg/100 ml, expresso em prata.

Dióxido de silício  mosto e vinho Utilização no mosto, somente quando associado à gelatina.

no mosto Adição máxima permitida de 0,03 g/100 ml.

 vinho
Adição máxima permitida de 0,06 g/100 ml para vinho tinto e 0,03 g/100 ml para vinho

branco e rosé.

Ferrocianeto de potássio  mosto e vinho _

Fitato de cálcio  mosto e vinho _

Gelatina  mosto e vinho _

Ictiocola  vinho _

Leite desnatado  vinho _

Proteína de origem vegetal  mosto e vinho _

Perlita  mosto e vinho _

 mosto Adição máxima permitida de 0,1 g/100 ml.

 vinho

Adição máxima permitida de 0,1 g/100 ml. Adição máxima permitida de 0,1 g/100 ml

para redução do nível de metais pesados, principalmente ferro, chumbo, cádmio,

níquel, cobre e para prevenir turvação por ferro e cobre. Adição máxima permitida de

0,5 g/100 ml para redução de possíveis contaminantes, especialmente ocratoxina A.

 mosto Adição máxima permitida de 0,1 g/100 ml.

 vinho

Adição máxima permitida de 0,1 g/100 ml. Adição máxima permitida de 0,1 g/100 ml

para redução do nível de metais pesados, principalmente ferro, chumbo, cádmio,

níquel, cobre e para prevenir turvação por ferro e cobre. Adição máxima permitida de

0,5 g/100 ml para redução de possíveis contaminantes, especialmente ocratoxina A.

Taninos  mosto e vinho _

Terra diatomácea  mosto e vinho _

Sulfato de cobre pentahidratado  vinho Adição máxima permitida de 0,001 g/100 ml.

Tartarato de cálcio  vinho Adição máxima permitida de 0,2 g/100 ml.

Tartarato monopotássico, tartarato ácido 

de potássio
 vinho _

Tartarato dipotássico, tartarato de potássio  vinho _

Na segunda fermentação do vinho espumante só é permitido o uso de alginato de

potássio.
vinho

Extrato protéico de levedura

Quitina-glucana

Quitosana
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presentes no produto final. Conforme esta resolução, os objetivos de adicionar agentes de 

clarificação em vinhos podem ser divididos em: reduzir adstringência ou amargor; clarificar e 

remover proteínas capazes de gerar turbidez e/ou estabilizar e reduzir cor através da absorção 

e precipitação de compostos fenólicos polimerizados e taninos.  

Os agentes de clarificação interagem com os componentes dos vinhos física ou 

quimicamente, para formar um novo complexo que pode ser separado do vinho. Estes agentes 

interagem com as substâncias através de: 

 Interação elétrica: quando o agente clarificante e as substâncias a serem removidas têm 

cargas opostas se unem formando partículas maiores; 

 Formação de ligações: quando uma ligação química é formada entre as substâncias a 

serem removidas e o agente de clarificação;  

 Absorção e/ou adsorção: quando as substâncias a serem removidas são capturadas 

dentro da estrutura do agente de clarificação, e/ou ligam-se à superfície do mesmo. 

Os vinhos apresentam composições diferentes e, portanto, reagem de formas diversas 

com o mesmo agente de clarificação. Assim, a eficácia do agente de clarificação dependerá do 

produto utilizado, das preparações, do método de adição, da dosagem, do pH, do conteúdo de 

metais, da temperatura, do nível de CO2 dissolvido e dos tratamentos prévios realizados nos 

vinhos (OIV, 2014).  

Os agentes de clarificação agem com base no princípio de que todas as partículas 

responsáveis pela turbidez dos vinhos têm uma carga elétrica, que atrai o agente de 

clarificação, formando partículas insolúveis. A clara de ovo forma um precipitado floculante 

no vinho que remove compostos de turbidez, coloides e adstringência através de precipitação 

e adsorção. O sedimento compacto precipitado é removido por trasfega e/ou filtração do 

vinho antes do engarrafamento ou posterior maturação. A concentração final da proteína de 
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clara de ovo no vinho é, portanto, significativamente menor do que a concentração adicionada 

devido à remoção de precipitados através do processo de clarificação (STOCKLEY; 

JOHNSON, 2015).  

 

3.3.3.1 Albumina  

 

 

A albumina do ovo, também chamada de ovalbumina, contém massa atômica de 42,9 

KDa (UNIPROT, 2019), é obtida pela dessecação da clara de ovo fresco, encontrada na forma 

de pó fino, branco e leve, não completamente solúvel em água, mas solúvel em certas 

soluções alcalinas, sendo precipitada por taninos. É vendida em pó ou em spray, e também 

pode ser usada diretamente na forma de albumina de ovos frescos ou esterilizados (OIV, 

2019a). 

A clara do ovo é constituída de 88,5% de água e 10,5% de proteínas, vitaminas do 

complexo B (Riboflavina – B2) e traços de gorduras (FAO, 2010). Considerada mais 

alergênica do que a gema, uma vez que é nessa fração que se encontram as maiores proteínas 

alergênicas deste alimento: a ovomucoide, a albumina, a conalbumina e a lisozima, as quais 

representam 11%, 54%, 12% e 3,4% da clara de ovo, respectivamente (SHOJI, 2010).  

A albumina é utilizada principalmente para a clarificação de vinhos tintos devido à sua 

natureza coloidal e sua carga positiva que atrai taninos negativamente carregados que podem 

produzir adstringência indesejada (RESTANI et al., 2014). É eficaz principalmente na 

remoção dos taninos verdes e ásperos, tornando o vinho mais redondo e macio na textura 

(FIVS, 2019). 

Conforme o Código de Boas Práticas da OIV, para vinhos tintos, a concentração 

normalmente utilizada é de 30 a 150 mg.L
-1 

(OIV, 2014). A sua utilização é permitida para 
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uso em vinhos na África do Sul, Austrália, Brasil, Canadá, Chile, Estados Unidos, Geórgia, 

Índia, Japão, Quênia, Tanzânia, União Europeia e Uruguai (FIVS, 2019). 

 

3.3.3.2 Caseína 

 

 

A caseína, proteína que contém fósforo, é encontrada no leite na forma de sal de 

cálcio. É insolúvel em água pura e obtida por coagulação do leite desnatado. É o agente de 

clarificação indicado para o tratamento de oxidações no vinho e só pode ser usado em água 

alcalina com carbonato de potássio ou bicarbonato de potássio. A caseína adsorve polifenóis, 

em particular os oxidados (CURVELO-GARCIA; BARROS, 2015; OIV, 2019b). É 

caracterizada por sequências de aminoácidos hidrofóbicos e hidrofílicos, resultando em 

carácter anfifílico com propriedades de formação de micelas (WEBER et al., 2007).   

A caseína é de difícil dissolução no mosto ou vinho, uma vez que é insolúvel em 

soluções ácidas, portanto deve ser misturada em água com um valor de pH superior à 8,0 

antes da sua adição. O caseinato de potássio, ou uma mistura de caseína ácida com carbonato 

ou bicarbonato de potássio, é usualmente utilizado preferencialmente à caseína, uma vez que 

pode ser dissolvido diretamente em água (OIV, 2014). 

O caseinato de potássio é obtido do leite desnatado fresco ou pasteurizado por 

coagulação ácida da caseína, neutralização com hidróxido de potássio e, após, seco através de 

um secador de spray (OIV, 2019b). É um agente clarificante solúvel em água (RESTANI et 

al., 2012; CURVELO-GARCIA; BARROS, 2015), principalmente utilizado para clarificação 

de vinhos brancos. Devido ao pH ácido dos vinhos, quando o caseinato de potássio é 

adicionado ocorre a floculação, pois ele se liga com os compostos responsáveis pela turbidez, 

permitindo sua remoção (RESTANI et al., 2012). Também pode ser utilizado como substituto 

da gelatina para redução dos taninos em vinhos tintos (FIVS, 2019). 
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O leite bovino contem seis tipos de proteínas (Tabela 1). Quatro tipos de caseína (alfa-

S1, alfa-S2, Beta e Kappa), que representam 80% da proteína total do leite bovino. A outra 

fração compreende a proteína do soro de leite com dois tipos (alfa-lactoalbumina e beta-

lactoglobulina) (SANTOS; RODRIGUES, 2013).  

Tabela 1.  Principais proteínas do leite bovino. 

Proteína Quantidade no leite (g/L) Peso molecular (KDA)

Caseínas 24 - 28 _

αs1 12 - 15 22,1 - 23,7

αs2 3 - 4 25,2 - 25,4

β 9 -11 23,9 - 24,1

κ 3 - 4 19

Proteínas do soro 5 - 7 _

β-lactoglobulina 2 - 4 18,3

α-lactalbumina 1 - 1,5 14,2

Albumina sérica 0,1 - 0,4 66

Imunoglobulinas 0,6 - 1,0 146 - 1030

Lactoferrina ~ 0,1 80

Proteína da membrana dos glóbulos de gordura
~ 0,4 13 - 200

Total de proteínas do leite 30 - 35 _  
Fonte: Adaptada de Livney (2010). 

 

Uma vez que os mostos e os vinhos diferem na sua composição e no seu nível de 

oxidação, não existe uma dose certa estabelecida sobre a quantidade de caseína a ser utilizada 

na clarificação. Do ponto de vista enológico, é importante que pouca ou nenhuma das 

proteínas exógenas permaneça no vinho após o tratamento. A presença de quantidades 

relativamente grandes de clarificantes irá formar precipitados de proteínas que necessitam de 

processos corretivos adicionais. A adição excessiva de caseína pode conferir aos vinhos o 

aroma dos produtos lácteos. 

Conforme o Código de Boas Práticas da OIV, para vinhos tintos, a concentração 

normalmente utilizada é de 50 à 250 mg.L
-1

 para vinhos tintos e, para vinhos brancos, de 50 à 

500 mg.L
-1

 (OIV, 2014). Este clarificante é aprovado para utilização em vinhos na África do 
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Sul, Austrália, Brasil, Canadá, Chile, Estados Unidos, Geórgia, Índia, Japão, Nova Zelândia, 

Quênia, Taiwan, Tanzânia, União Europeia e Uruguai (FIVS, 2019). 

 

3.3.4 Conservadores 

 

 

A Portaria n° 540/1997, de 27 de outubro de 1997 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1997) 

define que conservador é a substância que impede ou retarda a alteração dos alimentos 

provocada por microrganismos ou enzimas. O uso da lisozima como conservador está previsto 

na resolução RDC n° 123 de 04 de novembro de 2016 (ANVISA, 2016), assim como o uso de 

ácido sórbico, sorbato de potássio, dióxido de enxofre, metabissulfito de potássio e bissulfito 

de potássio. 

 

3.3.4.1  Lisozima 

 

 

A lisozima é uma enzima conhecida como muramidase, obtida a partir da clara de ovo, 

amplamente utilizada como agente antimicrobiano natural na indústria de alimentos e bebidas, 

como na produção de vinhos (SONNI et al., 2011; LIBURDI; BENUCCI; ESTI, 2014), 

queijos (SCHNEIDER et al., 2011), carnes (ZIMOCH-KORZYCKA; JARMOLUK, 2015) e 

cervejas (SILVETTI et al., 2010). Na enologia, é utilizada para inibir o crescimento e 

atividade das bactérias láticas, responsáveis pela fermentação malolática (FML) dos vinhos. 

Além disso, é utilizada para reduzir a quantidade de dióxido de enxofre, o qual apresenta 

alguns inconvenientes quando utilizado em doses altas (fermentação lenta, diminuição da 

intensidade de cor dos vinhos e odor desagradável) (VENTURINI et al., 2005). Nos vinhos 

tintos, proteínas do ovo, incluindo lisozima, ligam taninos por interações eletrostáticas e 

evitam a perda de cor (PEÑAS et al., 2015). 
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Quando adicionada aliada ao dióxido de enxofre, resulta em vinhos mais estáveis 

(OIV, 2019b). A lisozima é um polipeptídeo natural composto por 129 aminoácidos: 21 

ácidos aspárticos, 5 ácidos glutâmicos, 12 alaninas, 11 argininas, 8 cisteínas, 3 fenilalaninas, 

12 glicina, 6 isoleucinas, 1 histidina, 8 leucinas, 6 lisinas, 2 prolina, 2 metioninas, 10 serinas, 

3 tirosinas, 7 treoninas, 6 triptofanos e 6 valinas. Possui massa molecular de 14,7 KDa (OIV, 

2019b). A lisozima usada na produção de vinho é isolada da clara de ovo e é designada como 

o alérgeno do ovo Gal4 e pode desencadear, mesmo em pequenas quantidades, reações 

alérgicas em pessoas sensíveis aos ovos (TITOIU et al., 2019). 

A lisozima não tem efeito adverso sobre o crescimento da levedura e pode ser utilizada 

durante a fermentação alcoólica (SONNI et al., 2011). A FML é desejável em vinhos tintos e 

em poucos vinhos brancos, portanto, sua ocorrência deve ser controlada em todos os outros 

tipos de vinhos. A lisozima exibe atividade antimicrobiana seletiva com base na hidrólise de 

constituintes de parede celular do peptidoglicano em bactérias acidoláticas (LIBURDI, 

BENUCCI; ESTI, 2014). Existem estudos que identificaram reações alérgicas devido à 

presença de lisozima nos alimentos. Para evitar este problema, tem sido eficaz a imobilização 

da enzima em suportes insolúveis, permitindo que a enzima seja removida (LIBURDI; 

BENUCCI; ESTI, 2014). 

Conforme a OIV (OIV, 2019b) e a RDC n° 123, de 04 de novembro de 2016 

(ANVISA, 2016), a dose de adição recomendada é que não exceda 500 mg.L
-1

 de lisozima 

(dose acumulativa total caso seja adicionada no mosto e no vinho). 

 O uso deste coadjuvante é aprovado em vinhos: na África do Sul, Argentina, 

Austrália, Brasil, Chile, China, Estados Unidos, Filipinas, Geórgia, Hong Kong, Indonésia, 

Nova Zelândia, Nigéria, Quênia, Tanzânia, Tailândia, União Europeia e Vietnam (FIVS, 

2019). 
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3.4 PRESENÇA DE PROTEÍNAS ALERGÊNICAS EM VINHOS  

 

Segundo Vassilopoulou et al. (2011), os traços de caseína, ictiocola e albumina nos 

vinhos que passaram por clarificação, apresentam um risco baixo para os consumidores 

alérgicos à estas proteínas e a rotulagem pode ter um impacto negativo tanto para os 

consumidores não alérgicos como para os alérgicos. 

Conforme Deckart et al. (2014), devido à falta de dados científicos suficientes, a 

presença de resíduos de agentes de clarificação no produto final não pode ser desconsiderada. 

Estes autores investigaram a presença de resíduos de clarificantes alergênicos em vinhos após 

determinados tratamentos tecnológicos aplicados. Os resultados desse estudo demonstraram 

que os vinhos brancos clarificados com ovalbumina podem reter alérgenos. Porém, o uso de 

certos procedimentos tecnológicos durante o processamento dos vinhos leva a resultados 

diferentes. O tratamento com bentonite seguido por filtrações fazem com que a presença de 

resíduos de clarificantes alérgenos seja inferior ao limite de detecção dos mesmos.  Carstens 

et al. (2014) analisaram, através de testes de ELISA indireto (Ensaio de Imunoabsorção 

Enzimática), vinhos que passaram por oito diferentes procedimentos enológicos para remoção 

de resíduos de lisozima. Foram empregados tratamentos por diferentes tipos de filtração, com 

e sem utilização de membranas e aplicação de bentonite. Foi observado que todos os 

tratamentos apresentaram redução nos resíduos de lisozima, porém, somente o tratamento 

com bentonite reduziu significativamente os resíduos alergênicos.  

Por outro lado, no estudo de Tolin et al. (2012a) que aplicaram bentonite em vinhos 

clarificados com coadjuvantes a fim de analisar a capacidade de retenção de proteínas, os 

resultados são controversos. Foi observado que nos experimentos que analisaram os resíduos 

de proteínas de ovos por LC-MS/MS, os resultados dos peptídeos identificados e dos sinais 
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cromatográficos revelaram que as quantidades de ovalbumina residual em ambas as amostras 

de vinho (tratadas e não tratadas com 50 mg.L
-1

 de bentonite) eram comparáveis. Neste 

estudo, o tratamento com bentonite, nas doses utilizadas (mesma dose que o coadjuvante de 

clarificação), não eliminou as proteínas residuais de clarificação dos vinhos tratados com clara 

de ovo (produto comercial Albuclar®). 

Restani et al. (2012) analisaram através de testes imunoquímicos elaborados 

especificamente para vinhos, 16 vinhos experimentais tratados com 200 a 500 mg.L
-1

 de 

caseinato de potássio (com e sem uso de bentonite) e 64 vinhos comerciais italianos (brancos 

e tintos) tratados com 200 a 400 mg.L
-1

 de caseinato de potássio (com e sem uso de 

bentonite), e não detectaram a presença de resíduos alergênicos, tanto nos vinhos 

experimentais quanto nos vinhos comerciais. O limite de detecção (LD) foi de 0,28 mg.L
-1

 e o 

limite de quantificação (LQ) de 0,76 mg.L
-1

. Após a publicação deste estudo, durante a 

Assembleia Geral Extraordinária da OIV, de 17 de março de 2012, foi determinado através da 

resolução OIV-COMEX 502-2012 (OIV, 2012) a revisão do limite de detecção e do limite de 

quantificação relativos a resíduos potencialmente alergênicos de proteínas de agentes 

clarificantes no vinho, diminuindo os mesmos para 0,25 e 0,50 mg.L
-1

, respectivamente. 

Antes da publicação desta resolução os limites os mesmos eram 0,50 e 1,00 mg.L
-1

, 

respectivamente, de acordo com a resolução OIV/OENO 427/2010 (OIV, 2010). 

 

3.5 MÉTODOS DE DETECÇÃO E/OU QUANTIFICAÇÃO DE RESÍDUOS DE 

PROTEÍNAS EM VINHOS  

 

Diferentes métodos analíticos são propostos pela literatura para detectar e/ou 

quantificar resíduos de proteínas em vinhos, baseados em técnicas de imunoensaios e 
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espectrometria de massas (EM) (WEBER et al., 2007; ROLLAND et al., 2008; WEBER et 

al., 2009; D’AMATO et al., 2010; MONACI et al., 2010; LACORN et al., 2011; MONACI et 

al., 2011; SIMONATO et al., 2011; RESTANI et al., 2012; TOLIN et al., 2012a; TOLIN et 

al., 2012b; MONACI et al., 2013; MATTAROZZI et al., 2014 e PAVÓN-PÉREZ et al., 

2019). 

A grande maioria desses estudos foi aplicada a vinhos brancos, uma vez que a 

formação de turbidez proteica é típica destes vinhos. Além disso, a análise de proteínas em 

vinhos tintos é mais complexa devido à presença de grandes quantidades de compostos 

interferentes, como polifenóis e polissacarídeos (MORENO-ARRIBAS; PUEYO; POLO, 

2002). 

Restani et al. (2014) validaram um teste de ELISA comercial para detectar resíduos de 

alergênicos em vinhos clarificados com albumina e caseína. Neste estudo, relatam que o teste 

de ELISA é um dos métodos analíticos mais usuais aplicados para detectar alergênicos em 

alimentos e pode ser aplicado na maioria dos laboratórios que realizam controle de qualidade. 

 Por outro lado, segundo Mattarozzi et al. (2014), os imunoensaios têm a vantagem 

de ser rápidos e simples de realizar, porém, não são tão precisos como os ensaios realizados 

por espectrometria de massas. Os testes de ELISA apresentam algumas desvantagens 

decorrentes da presença de compostos interferentes na matriz (WEBER et al., 2009), como os 

polifenóis nos vinhos tintos, que interagem com as proteínas e os anticorpos (WEBER et al., 

2007).  

Para evitar esses problemas, métodos para a detecção direta de alérgenos alimentares 

por espectrometria de massas foram desenvolvidos (TOLIN et al., 2012a). Devido à alta 

sensibilidade, precisão e reprodutibilidade, a técnica de espectrometria de massas permite a 

detecção de traços de proteínas e torna a identificação independente da estrutura dos alérgenos 
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(KIRSCHNER et al., 2009). Além desses fatores, deve-se destacar o conhecido desempenho 

de sistemas de cromatografia e espectrometria de massas, bem como o desenvolvimento de 

novos protocolos de preparo de amostras (MÜLLER; WINTER, 2017). 

 Conforme Kaul et al. (2007), a espectrometria de massas supera as limitações das 

abordagens imunológicas clássicas não apenas em termos de sensibilidade, mas também 

porque os imunoensaios são afetados pela integridade da estrutura tridimensional das 

proteínas, enquanto os métodos de espectrometria de massas dependem de dados baseados da 

identidade química das proteínas, isto é, a sequência de aminoácidos. Ainda, conforme Faisal 

et al. (2019), a eficiência do isolamento, purificação e caracterizações adequadas de proteínas 

em LC/MS está diretamente relacionada à seleção da coluna analítica apropriada e às 

respectivas fases móveis. Além disso, o ajuste da vazão e da concentração da amostra são 

outras etapas cruciais para alcançar uma melhor separação dos picos de proteínas. 

 A Tabela 2 apresenta valores de LD, LQ e recuperação analítica de alguns métodos 

de análises de proteínas derivadas de leite e ovos em vinhos por imunoensaios e análises 

cromatográficas. 
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Tabela 2. Limites de detecção (LD), limites de quantificação (LQ) e recuperação analítica de 

alguns métodos de análises de proteínas derivadas de leite e ovos em vinhos por imunoensaios 

e cromatografia.  

0,02 0,10 114 -130 ELISA Weber et al. 2007

0,50 1,00 80 - 105 ELISA RESOLUTION OENO 427/2010 

0,25 0,50 _ ELISA RESOLUTION COMEX 502-2012 

0,06 0,16 _ ELISA Uberti et al. 2014

0,06 0,16 94 -108 (vinho tinto) ELISA Restani et al. 2014

0,40 - 1,10 _ _ LC/HRMS Monaci et al. 2013

0,80 2,00 73 LC-ESI-MS/MS Mattarozzi et al. 2014

0,19 _ _ LIT Pilolli et al. 2014

0,30 _ _ Orbitrap Pilolli et al. 2014

5.10
-3

- 8.10
-3 0,01-0,02 86 - 108 LCMS/MS Pavón-Pérez et al. 2019

0,33 1,00 85 - 113 ELISA Weber et al. 2007

0,10 1,00 80 - 83 ELISA Weber et al. 2007

0,50 1,00 80 - 105 ELISA RESOLUTION OENO 427/2010 

0,25 0,50 _ ELISA RESOLUTION COMEX 502-2012

0,50 1,00 _ ELISA Restani et al. 2012

0,15 0,38 86 -120 (vinho branco) ELISA Restani et al. 2014

0,40 - 1,10 _ _ LC/HRMS Monaci et al. 2013

0,5 α-caseína;                  

0,01 β-caseína 

1 α-caseína;                  

0,03 β-caseína 

99 (α-caseína);                  

109 (β-caseína)
LC-ESI-MS/MS Mattarozzi et al. 2014

0,20 _ _ LIT Pilolli et al. 2014

0,30 _ _ Orbitrap Pilolli et al. 2014

5.10
-3

- 8.10
-3 0,01-0,02 86 - 108 LCMS/MS Pavón-Pérez et al. 2019

_ 0,10 _ Weber et al. 2007

0,5 1,00 80 - 105 RESOLUTION OENO 427/2010 

0,25 0,50 _ ELISA RESOLUTION COMEX 502-2012 

0,06 0,16 _ ELISA Uberti et al. 2014

0,18 0,59 _ HPLC/FLD RESOLUTION OENO 8/2007 

0,49 1,62 _ HPLC/FLD RESOLUTION OENO 458/2014 

0,40 - 1,10 _ _ LC/HRMS Monaci et al. 2013

0,19 _ _ LIT Pilolli et al. 2014

0,18 _ _ Orbitrap Pilolli et al. 2014

LQ (mg.L
-1

)  Recuperação  (%) Método Referência

ELISA

Albumina

Caseína

Lisozima

Proteína LD (mg.L
-1

) 
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3.5.1 Ensaios imunoenzimáticos para análises de proteínas 

 

 

Os ensaios imunoenzimáticos apresentam vantagens em relação à simplicidade e 

rapidez analítica, porém, geralmente são realizados em um único alvo e são passíveis reações 

cruzadas (interação indesejadas) e baixa precisão analítica, o que minimiza sua eficiência 

dependendo do analito de interesse (MATTAROZZI et al., 2014). 

As análises de proteínas alergênicas podem ser realizadas através de testes ELISA, 

tanto comerciais (que apresentam limites de detecção geralmente menos sensíveis que o nível 

residual provável nos vinhos que não passaram por tratamentos adequados), como através de 

testes elaborados in-house (ROLLAND et al., 2008). Para isso, é desenvolvida uma curva de 

calibração com base na reação antígeno/anticorpo de uma concentração de proteína conhecida 

(FAISAL et al., 2019).  

Weber et al. (2007) relataram dificuldades em realizar análises com resultados exatos 

de resíduos de proteínas em vinhos através de testes comerciais e avaliaram um teste de 

ELISA desenvolvido in-house. Este ensaio detectou uma baixa concentração de proteínas de 

ovos em quatro vinhos comerciais alemães, porém com valores inferior ao LQ de 1,00 mg.L
-1

, 

destacando a necessidade de uma investigação mais aprofundada e de um painel mais amplo 

de vinhos comerciais. 

 No Compêndio Internacional de Métodos de Análises de Vinhos e Mostos da OIV 

(OIV, 2019c), que tem por objetivo a harmonização internacional, existe um método que 

orienta sobre os “Critérios para os métodos de quantificação de resíduos potencialmente 

alérgicos de proteínas clarificantes em vinhos” (OIV-MA-AS315-23). A determinação de 

resíduos de proteínas alergênicas de agentes clarificantes em vinhos pode ser realizada através 

dos métodos de ELISA do tipo sanduíche, competitivo, direto e indireto (Figura 2). Porém, 
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os métodos imunoenzimáticos estão em discussão na OIV devido à reprodutibilidade dos 

resultados e aos limites de detecção e quantificação.  Ainda não são prescritos métodos 

específicos para estas determinações, mas métodos de ELISA estão disponíveis e podem ser 

aplicados, desde que os laboratórios utilizem critérios de validação de acordo com os 

requisitos da OIV (OIV, 2019c). Já, para análise de lisozima, a OIV dispõe de um método por 

eletroforese capilar (OIV-MA-AS315-24) e outro por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) (OIV-MA-AS-315-25) (OIV, 2019c).   

Figura 2 – Diagrama explicativo dos métodos de ELISA. 

Fonte: elaborado pelo autor conforme documento de referência OIV-MA-AS315-23 (OIV, 

2019c). 

 

 

 

 

ELISA 

Sanduíche:  

mensura a 

quantidade de 

antígeno entre duas 

camadas de 

anticorpos 

(anticorpo de 

captura e 

detecção). O 

antígeno a ser 

medido deve conter 

pelo menos dois 

sítios antigênicos 

diferentes 

(epítopos) para 

ligar dois 

anticorpos 

diferentes. 

 

Competitivo: 
ensaios nos quais a 

medição envolve a 

quantificação de 

uma substância por 

sua capacidade de 

interferir com um 

sistema 

estabelecido. A 

detecção pode ser 

feita diretamente, 

através de um 

método de uma 

etapa, ou, 

indiretamente, 

através de um 

método de duas 

etapas. 

 

Direto:  

método de uma 

etapa, que usa 

apenas um 

anticorpo marcado. 

Este anticorpo é 

incubado com o 

antígeno contido na 

amostra/padrão e 

ligado ao poço. 

Indireto:  

método de duas 

etapas, que usa um 

anticorpo 

secundário 

marcado para 

detecção. Primeiro 

um anticorpo 

primário é 

incubado com o 

antígeno contido na 

amostra/padrão e 

ligado ao poço. 

Após, segue a 

incubação com um 

anticorpo 

secundário 

marcado que 

reconhece o 

anticorpo primário. 
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3.5.2  Espectrometria de massas para análises de proteínas 

 

3.5.2.1 Preparo das amostras para análise por Espectrometria de Massas 

 

 O procedimento básico de preparo de amostras de vinhos para a análise de proteínas 

por EM se baseia em várias etapas (Figura 3), incluindo a digestão de proteínas para gerar 

peptídeos trípticos. Procedimentos de filtração e limpeza podem ser realizados para obtenção 

de uma amostra livre de interferentes analíticos. 

A proteômica do tipo “bottom-up” é o método mais comum para identificação e 

caracterização de proteínas por espectrometria de massas, baseado na digestão enzimática de 

proteínas seguida pela análise subsequente de peptídeos proteolíticos (MÜLLER; WINTER, 

2017). 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Etapas básicas do preparo de amostras de vinhos para a análise de proteínas por 

EM. Fonte: Figura elaborada pelo autor com base no estudo de Müller & Winter (2017). 

 

 A desnaturação proteica, também conhecida como desdobramento (Figura 4), pode 

ser realizada de diferentes maneiras.  Uma delas é através da aplicação de calor, pois o 

aumento de temperatura favorece vibrações no interior da molécula e a energia dessas 
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vibrações pode tornar-se grande o suficiente para desfazer a estrutura terciária. A ligação de 

detergentes, como dodecil sulfato de sódio (SDS) também desnatura proteínas, pois eles 

tendem a desfazer as ligações hidrofóbicas. Os outros reagentes como ureia e hidrocloreto de 

guanidina, formam pontes de hidrogênio com a proteína, que são mais fortes do que aquelas 

dentro dela. Esses reagentes também podem desfazer as ligações hidrofóbicas de uma maneira 

muito similar à dos detergentes (CAMPBELL, 2000). 

 

Figura 4 - Desnaturação de proteínas. (a) O processo de desnaturação (b) O modo de 

ação dos detergentes, onde R
+
 é uma cadeia lateral carregada positivamente e RNP é uma 

cadeia lateral apolar (c) O modo de ação da ureia (CAMPBELL, 2000, modificada). 

 

Após a desnaturação, são realizadas as etapas de redução e alquilação das cisteínas, 

que fazem parte de praticamente todos os fluxos de trabalho proteômico. As proteínas são 

reduzidas para quebrar as ligações dissulfeto. O reagente redutor mais frequentemente 

utilizado é o ditiotreitol (DTT), que foi introduzido em 1964 como alternativa mais estável e 

menos tóxica aos comumente utilizados na época (glutationa ou β-mercaptoetanol). Após, são 
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alquiladas normalmente com iodoacetamida (IAM), para modificar covalentemente os grupos 

sulfidrilos da cisteína, impedindo-os de formar novas ligações dissulfeto indesejadas (a 

combinação de DTT e IAM é a mais frequentemente utilizada no campo da proteômica 

baseada em espectrometria de massas). Finalmente, as proteínas são digeridas 

enzimaticamente resultando em peptídeos trípticos (MÜLLER; WINTER, 2017). A tripsina é 

a enzima mais utilizada, pois cliva exclusivamente resíduos básicos da arginina e da lisina, 

gerando peptídeos com faixa de massa adequada, o que facilita a detecção (LOZIUK et al., 

2013). Após o término da digestão tríptica, pode-se fazer uma limpeza ou não do extrato e ir 

para a etapa final de identificação analítica.  

 

3.5.2.2 Análises por Espectrometria de Massas 

 

A espectrometria de massas é uma técnica analítica utilizada para o estudo de 

biomoléculas em geral, entre elas, as proteínas. Devido à necessidade de identificar, 

caracterizar e quantificar proteínas com maior sensibilidade e, em amostras complexas, surgiu 

uma ampla gama de novas plataformas analíticas baseadas em espectrometria de massas e 

estratégias experimentais (DOMON; AEBERSOLD, 2006). 

Dois tipos de análise de espectrometria de massas fornecem dados importantes na 

detecção de proteínas. A primeira, conhecida como espectrometria de massas não direcionada, 

que permite a criação de perfis de misturas complexas de proteínas (PALI-SCHÖLL et al., 

2018), porém a análise depende da existência de genomas sequenciados ou bibliotecas 

extensas de sequências de proteínas de um determinado organismo. A segunda, que fornece 

identificação, caracterização e quantificação inequívocas, é a espectrometria de massas 

sequencial (MS/MS). Após a determinação inicial da massa, íons específicos são selecionados 
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e submetidos à fragmentação por colisão, para que as características estruturais detalhadas dos 

peptídeos possam ser inferidas a partir da análise das massas dos fragmentos resultantes 

(DOMON; AEBERSOLD, 2006; PALI-SCHÖLL et al., 2018).  

O LC-MS/MS é um dos tipos de analisador utilizado na espectrometria de massas. 

Constituído por três quadrupolos em série, sendo que o segundo quadrupolo (Q2) não é 

utilizado para separar íons de mesma razão m/z, mas sim como célula de colisão (Figura 5). 

Nele ocorre a fragmentação dos íons selecionados no primeiro quadrupolo (Q1) geralmente 

por dissociação induzida por colisão com um gás inerte, e também é empregado como 

direcionador dos íons produzidos ao terceiro quadrupolo (Q3) (CHIARADIA et al., 2008). 

 

 

Figura 5 – Esquema de um espectrômetro de massas triplo quadrupolo com MRM (Multiple 

Reaction Monitoring) (BOJA; RODRIGUEZ, 2011). 

 

 

O LC-MS/MS permite análises quantitativas com alta sensibilidade no modo de 

monitoramento de reações múltiplas (MRM), que consiste em uma série de experiências 

curtas em que um íon precursor e um fragmento específico característico para esse precursor 

são selecionados por Q1 e Q3, respectivamente. Normalmente, o instrumento percorre uma 

série de transições e grava o sinal em função do tempo (eluição cromatográfica). Portanto, o 

MRM é principalmente utilizado para a detecção de um analito específico com propriedades 

de fragmentação conhecidas em amostras complexas (DOMON; AEBERSOLD, 2006). 



51 

 

 

 

 

Analitos conhecidos ou prováveis podem ser detectados e/ou quantificados com alta 

sensibilidade e seletividade. A alta seletividade resulta do monitoramento de um par de íons 

precursores e fragmentos característicos de um peptídeo único. Além disso, os dois níveis de 

seleção de massas em MRM resultam em um aumento substancial da sensibilidade, pois o 

primeiro filtro de massa transmite apenas uma pequena população de íons. A célula de colisão 

fragmenta os íons derivados do precursor, e a natureza de não rastreamento desta técnica 

(high dwell time) aumenta a sensibilidade em grande magnitude quando comparada com o 

limite de detecção (LD) alcançado por varreduras de íons de produtos (SCAN) (DOMON; 

AEBERSOLD, 2006). 

As vantagens oferecidas pela cromatografia líquida acoplada à espectrometria de 

massas sequencial aumentam a eficácia na identificação das proteínas e a análise de múltiplos 

alvos. A harmonização e a validação de métodos baseados na EM para detecção de múltiplos 

alérgenos é uma prioridade atual de organismos internacionais de padronização como a 

AOAC (PALI-SCHÖLL et al., 2018). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados deste trabalho estão divididos em quatro capítulos e, neste item, estão 

descritos os títulos dos artigos. As informações mais específicas referentes aos mesmos estão 

detalhadas em seus respectivos artigos. 

CAPÍTULO I - Vinho: uma revisão sobre resíduos alergênicos de coadjuvantes de tecnologia. 

CAPÍTULO II - Analysis of allergenic residues in wines by triple quadrupole LCMS. 

CAPÍTULO III - Absence of allergenic residues of milk and egg white in commercial 

Brazilian Chardonnay wines. 

CAPÍTULO IV - Development of a sample preparation approach for the analysis of fining 

agents in wines by liquid chromatography with tandem mass spectrometry. 
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4.1 CAPÍTULO I 

Vinho: uma revisão sobre resíduos alergênicos de coadjuvantes de tecnologia 

Publicado na Revista Brasileira de Viticultura e Enologia em 29 de setembro de 2018. 

Disponível em: https://www.enologia.org.br/default/uploads/revista/revista-

81.pdf?b777b58003c4424db002db387930ec91 
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4.2 CAPÍTULO II 

Analysis of allergenic residues in wines by triple quadrupole LCMS 

Apresentado na reunião da Subcomissão de Métodos de Análises da OIV em março de 2018, 

Paris – França. 

Apresentado durante o 41° Congresso Mundial da Uva e do Vinho em novembro de 2018, 

Punta del Este – Uruguai. 

Publicado na Revista BIO Web of Conferences em fevereiro de 2019. 

Disponível em: https://doi.org/10.1051/bioconf/20191204012 
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4.3 CAPÍTULO III 

Absence of allergenic residues of milk and egg white in commercial Brazilian 

Chardonnay wines 

Artigo que se encontra nas normas na revista Food Additives & Contaminants: Part B. 
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Absence of allergenic residues of milk and egg white in commercial Brazilian 

Chardonnay wines 

Fernanda Rodrigues SPINELLI
a,b

, Ana Paula DREHMER
a,b

, Gilberto João CARGNEL
a
, 

Regina VANDERLINDE
a* 

a
University of Caxias do Sul / Biotechnology Institute. Street: Francisco Getúlio Vargas, 

1130; Zipcode 95070-560, Petrópolis, Caxias do Sul, RS, Brazil. E-mail: frespine@ucs.br, 
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b
Oenological Reference Laboratory Evanir da Silva (LAREN/SEAPDR). Avenida da 

Vindima, 1855; Zipcode 95084-470, Exposição, Caxias do Sul, RS, Brazil.  

 

Abstract 

Fining and stabilization agents often used for clarification and optimization of organoleptic 

properties of wine are of animal and vegetal origin. Considering the potential allergenic risk 

of animal proteins for sensitive people, and their more frequent use when compared to 

vegetable proteins, this study investigated the possible presence of allergenic residues, derived 

from eggs and milk, in twelve samples of Brazilian commercial Chardonnay wines, from 

different wineries. To the best of our knowledge, the present work reports for the first time 

allergenic protein analyses in Brazilian wines. Proteins were precipitated with organic 

solvents, digested with trypsin and desalted in gravity flow columns. The samples were 

analyzed by a triple quadrupole mass spectrometer (LCMS/MS), applying a method that has 

already been reported by our group. Considering the limits of quantification for lysozyme, 

alpha-casein and beta-casein (0.04 mg L
-1

, 0.24 mg L
-1

 and 0.75 mg L
-1

, respectively), no 

residues were found in any of the samples. 

Keywords: processing aids, alpha-casein, beta-casein, lysozyme, mass spectrometry. 
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Introduction 

During winemaking a wide variety of processing aids such as caseinates and lysozyme are 

often used (Spinelli et al. 2018). Casein, a heteroprotein containing phosphorus, is found in 

milk in the state of a calcium salt (OIV 2019b). It is often used to promote interactions with 

undesirable compounds, responsible for bitterness or browning in wine (Pavón-Pérez et al. 

2019). Lysozyme, an edible egg white extract from hens (OIV 2019b), is used as a microbial 

stabilizing agent, mostly for white wines (Carstens et al. 2014). Due to its antibacterial 

activity it can be used as a fermentation controller against spoilage and to support lower 

sulphite dosage (OIV 2019a). 

The routine methods used to detect residual allergens in wines are mostly enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) based (Lacorn et al. 2011). The difficulties in detecting 

proteins in a wine with the ELISA method have given rise to search for alternative methods 

that can overcome the limitations as low recovery, sensitivity and accuracy (Tolin et al. 2012). 

Systems like liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) have become the 

most suitable technique for protein analysis (Lamberti et al. 2016). Mass spectrometry (MS) 

offers a possible solution for the quantification of multiple allergens in a single analysis. The 

capability of MS to simultaneously quantify more than one peptide from a complex protein 

digestion is well known (Nitride et al. 2019).  

A method based on the recovery and identification of proteins by liquid chromatography 

coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), has been recently described by our 

group (Spinelli et al. 2018) for the detection of residual milk and egg white proteins in wines, 

by adapting the methods of Mattarozzi et al. (2014) and Tolin et al. (2012). In the previous 

study, except for the beta-casein, the limits of detection and quantification were satisfactory 

when compared to the European Union Regulation 1308/2013 that, in combination with OIV-
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COMEX 502-2012, stablished a limit of 0.25 mg L
-1

, exempting labelling wines with lower 

values. However, the proposed method had not yet been applied to commercial wines. 

Although there are studies on commercial wines from Chile (Pavón-Pérez et al. 2019), Italy 

(Losito et al. 2013; Restani et al. 2012; Tolin et al. 2012), Australia (Rolland et al. 2008), 

among other few countries, there is a lack of scientific data about possible allergenic proteins 

residues in Brazilian commercial wines. Under the current Brazilian legislation if residues are 

detected (even in trace amounts), the presence must be stated on the wine label (ANVISA 

2015). Therefore, the aim of the present study was the application of an LC-MS/MS method 

to detect potential residual milk and egg white proteins in twelve commercial Brazilian white 

wines.  

 

 Materials and Methods 

Twelve aleatory Brazilian Chardonnay white wines of seven wineries (from Serra Gaúcha, the 

biggest Brazilian winemaking region) were purchased from local specialty wine shops. The 

analysis were carried out in 2019, at the Oenological Reference Laboratory Evanir da Silva 

(LAREN/SEAPDR), located in Caxias do Sul, state of Rio Grande do Sul, Brazil. 

All the reagents and the analytical standards of alpha-casein and beta-casein were obtained 

from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). The analytical standard of lysozyme was acquired 

from Worthington Biochemical Corporation (Lakewood, NJ, USA).  

The samples were prepared according to the procedure described in Figure 1 bellow (adapting 

the method described by Tolin et al. 2012) [Figure 1 near here]: 

The analysis were performed by the application of our previously optimized LC-MS/MS 

method (Spinelli et al. 2018) in a 6400 Series Triple Quadrupole LCMS system (Agilent 

Technologies - Santa Clara, CA, USA), using Jet Stream Electrospray Ionization (ESI) and 
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the Agilent Mass Hunter software, version B.08.00. The liquid chromatography separation 

was fulfilled in a HPLC 1260 series using a C18 Poroshell 1120 column (50 mm x 2.1 mm), 

at 45ºC, with binary solvent gradient. A solution of 0.1% water/formic acid was used as 

solvent A and a solution of 0.1% acetonitrile/formic acid was used as solvent B. The gradient 

used for the chromatographic separation was: solvent B initially set at 5% for 1 minute then 

by a linear gradient to 10% over 5 minutes, followed by plus 3 minutes of rebalance before 

the injection of the next sample. Each sample was loaded at 10 µL and eluted at a constant 

flow rate of 0.4 mL/min. The system was operated in positive ion mode. The mass 

spectrometric conditions were: electrospray voltage 4 KV, gas temperature of 300ºC, drying 

gas flow 9 L/min, sheath gas heater to 250ºC and sheath gas flow at 11 L/min, dwell of 30 and 

nebulizer 45 psi. The precursor ions and the product ions transitions (MRM mode) for each 

peptide are reported in Table 1 [Table 1 near here]. All analyses were made in triplicates. 

As published in the previous study (Spinelli et al. 2018), the LOD for lysozyme, alpha-casein 

and beta-casein and were 0.01 mg L
-1

, 0.07 mg L
-1

 and 0.22 mg L
-1

, and the LOQ were 0.04 

mg L
-1

, 0.24 mg L
-1

 and 0.75 mg L
-1

, respectively. 

Results and Discussion 

Our investigation showed no detectable allergenic residues of lysozyme, alpha-casein and 

beta-casein in the twelve wines analyzed.  Chromatograms of the 10 mg L
-1

 standards of 

lysozyme, alpha-casein and beta-casein, in both transitions for each peptide, are shown in 

Figures 2, 3 and 4. An overlap of sample 1 and a 10 mg L
-1

 standard of the proteins is shown 

as example, in Fig. 5 [Figures 2, 3, 4 and 5 near here]. The results were all below the limits 

of quantification for lysozyme, alpha-casein and beta-casein (0.04 mg L
-1

, 0.24 mg L
-1

 and 

0.75 mg L
-1

, respectively).  
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These results are similar with those obtained by Mattarozzi et al. (2014) who analysed twenty 

commercial red wines by LCMS/MS and found no traces of the fining agents in the samples. 

Restani et al. (2012) also analyzed commercial wines using ELISA kits and did not find milk 

residues in those wines (all treated with caseinates); however, they had an LOD of 0.28 mg L
-

1 
and LOQ of 0.76 mg L

-1
. The current analytical method holds the advantage over the 

immunological tests as it does not require the use of specific antibodies to show the presence 

of a targeted fining agent. 

We assumed that the commercial white wines analyzed in this study would have been 

subjected to fining and good practices treatments, if caseinates or lysozyme were applied for 

their filtration and/or stabilization. On the other side, our results were different from those 

described by Tolin et al. (2012), who found remaining residual allergenic proteins used during 

the winemaking in commercial Italian wines. However, in their study, they did qualitative 

analysis without residues quantification, and the LOD and LOQ were not calculated. Besides 

that, we need to take into account that the quantity of fining agents or processing aids used, as 

well as the steps used to remove those products, can interfere with the presence of residues. 

In 2014 the OIV adopted a Code of good wine fining practices to be applied when using 

proteinaceous wine fining agents with allergenic potential (Resolution OIV-OENO 520-

2014). The code recommends steps to perform the clarification and filtration process in order 

to avoid the residual presence of clarifying agents with potential allergenic effects. As already 

published by other authors (Deckwart et al. 2014), the use of certain technological procedures 

during wine processing also leads to different results in relation to processing aids residues. In 

our previous study (Spinelli et al. 2018), the addition of different concentrations of albumin, 

casein and lysozyme, followed by bentonite treatment and racking (as recommended by the 

Resolution OIV-OENO 520-2014) also showed no detectable protein residues in experimental 
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genuine wines, in the tested doses (50, 125 and 250 mg L
-1

of potassium caseinate and 200, 

400 and 500 mg L
-1 

of lysozyme). 

The next crucial step will be to optimize the analytical method, focusing in reduce the sample 

preparation time, protein recovery and to simplify it for performing routine analyses. Taking 

into account that protecting allergic consumers from accidental exposure to hidden allergens 

is of importance, the application of these analyses to a larger number of Brazilian samples is 

also important. 

 Conclusion 

No detectable allergenic residues of lysozyme, alpha-casein and beta-casein were found in 

any of the twelve commercial samples analysed by LC-MS/MS. These results are particularly 

important in view of consumer safety and, particularly, the current assessment by the 

Brazilian National Health Surveillance Agency (ANVISA 2015) considering wine labelling 

requirements. Although we could not detect any residual amounts in the samples analysed, 

and considering the effective winemaking practices to remove these compounds, it remains 

crucial to screen commercial red and white Brazilian wines to manage the risk in future. 
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Fig. 1. Sample preparation procedure applied in the current study. 
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Fig. 2 Chromatogram obtained of the standard solution of 10 mg L
-1

 of lysozyme, at the 

transitions of 715-> 249.1* and 715-> 804.6. 
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Fig. 3. Chromatogram of the 10 mg L
-1

 standard of alpha-casein, in the transitions of 692.9 -> 

267* and 692.9 -> 295.1. 
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Fig. 4.  Chromatogram of the 10 mg L
-1

 standard of beta-casein, in the transitions of 1054.7-> 

1151.7* and 1054.7-> 648.7. 
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Fig. 5. Total Ion Chromatogram (TIC) of a wine sample 1 and the 10 mg L
-1 

standard of 

lysozyme, alpha-casein and beta-casein. 
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Table 1 – Protein precursor ion, product ions and collision energy used for the analysis of 

lysozyme, alpha-casein and beta-casein peptides in the current study. 

Protein Precursor ion (m/z) Product ion (m/z) Collision energy (V) 

Lysozyme 715 
249.1* 

30 

804.6 

Alpha-casein 692.9 
267* 

38 

295.1 

Beta-casein 1054.7 
1151.7* 

45 

648.7 

* Quantification ion. 
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4.4 CAPÍTULO IV 

Development of a sample preparation approach for the analysis of fining agents in wines 

by liquid chromatography with tandem mass spectrometry  

Publicado na Revista Food Chemistry em fevereiro de 2021. 

Disponível em: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129198 
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5 DISCUSSÃO GERAL 

 

Durante a vinificação, diferentes coadjuvantes de tecnologia são empregados para 

auxiliar nas etapas envolvidas, como o afinamento dos vinhos. A caseína, o caseinato de 

potássio, a ovalbumina e a lisozima são proteínas de origem animal relacionadas a alérgenos e 

são frequentemente usados para clarificar e estabilizar vinhos brancos e tintos. Os complexos 

proteicos são normalmente removidos após o processo de clarificação e estabilização dos 

vinhos, embora baixas concentrações das proteínas possam ser encontradas no produto final 

se não forem seguidas as boas práticas de fabricação. A falta de informações da possível 

presença de resíduos de proteínas de origem animal na rotulagem dos vinhos tem sido motivo 

de preocupação nos últimos anos, devido à possibilidade de produzir efeitos adversos a 

consumidores suscetíveis. 

Como alternativa existem os auxiliares de tecnologia de origem vegetal, porém, além da 

eficiência ser reduzida, também podem ser alergênicos e, ainda, são escassos os estudos sobre 

os mesmos. Com isso, ao longo dos anos a rotulagem de vinhos que passaram por tais 

tratamentos gerou a atual demanda por métodos analíticos sensíveis, para atender aos critérios 

estabelecidos por órgãos reguladores. 

No Brasil, são poucos os laboratórios privados que realizam análises de resíduos de 

proteínas alergênicas em vinhos e, além disso, não é uma análise realizada por laboratórios 

governamentais, portanto, não existe um controle analítico oficial. Os métodos utilizados para 

as análises destas proteínas ainda necessitam de aprimoramentos. Atualmente, o método 

oficial para as análises de resíduos de albumina e caseína é por imunoensaios, de acordo com 

o método OIV-MA-AS315-23 (OIV, 2019c). Para a análise de lisozima, a OIV dispõe de um 

método por eletroforese capilar de alta resolução, OIV-MA-AS315-24 (OIV, 2019c) e outro 

por CLAE, OIV-MA-AS-315-25 (OIV, 2019c), ambos com limites de quantificação pouco 
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sensíveis. Visto isso, é necessário em nível nacional e internacional, e constitui uma demanda 

da OIV assim como de outros órgãos regulamentadores, o desenvolvimento de métodos mais 

avançados e precisos para tais análises, e que apresentem limites de detecção e quantificação 

inferiores aos atuais. Para isso, a busca de respostas analíticas rápidas e confiáveis é 

imprescindível, através de métodos analíticos que forneçam informações qualitativas e 

quantitativas detalhadas das amostras, com precisão e exatidão comprovada, garantindo a 

minimização de erros. Portanto, este trabalho teve por objetivo determinar a presença de 

resíduos de coadjuvantes enológicos potencialmente alergênicos em vinhos através do 

desenvolvimento de um método para análise de proteínas por LC-MS/MS.  

No Capítulo I foi realizada uma revisão sobre resíduos alergênicos de coadjuvantes de 

tecnologia. Um artigo foi publicado em revista nacional, para estar disponível aos 

profissionais do setor vitivinícola brasileiro. 

No Capítulo II, foram elaborados vinhos tintos da variedade Merlot e vinhos brancos 

da variedade Chardonnay, com diferentes concentrações dos auxiliares de processamento, 

seguindo as boas práticas de fabricação, para verificar a existência de resíduos nos vinhos 

prontos. Para estas análises, foram adaptados dois métodos de referência publicados em 

revistas internacionais. Este artigo fez parte de uma bolsa de pesquisa da OIV e passou por 

avaliação dos especialistas e delegados dos países membros dessa Organização, contribuindo 

para a continuidade dos estudos. O método utilizado neste artigo apresentou recuperação 

analítica fora da faixa estabelecida pela AOAC (2016), de 80 – 110%, sendo questionado o 

uso do surfactante dodecilsulfato de sódio, que pode ter causado supressão iônica analítica em 

alguns casos e pareamento de íons em outros. Apesar disso, os vinhos experimentais 

elaborados não apresentaram resíduos das proteínas analisadas.  
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No Capítulo III foram analisados doze vinhos brancos comerciais brasileiros através 

do método publicado no Capítulo II deste trabalho. Nos vinhos analisados, não foram 

observados resíduos detectáveis das proteínas de estudo. Devido à preocupação com a 

presença de resíduos nos vinhos e a rotulagem adequada, este estudo forneceu uma avaliação 

importante destes compostos visto que não existem na literatura, até o momento, resultados 

dessas análises em vinhos comerciais brasileiros. Já, em vinhos estrangeiros, são encontrados 

resultados, principalmente em vinhos italianos, assim como um estudo publicado 

recentemente em vinhos comerciais chilenos.  

Após o estudo de protocolos de preparo de amostras para análise de proteínas, 

verificou-se a necessidade de otimizar esta etapa. Para isso, no Capítulo IV foi realizada a 

avaliação e comparação de quatro métodos analíticos publicados por outros autores para tais 

análises em vinhos e foi desenvolvido um método adaptado de própria autoria, após 

verificação de erros, acertos e ajustes necessários. O estudo foi voltado para a validação do 

método que se mostrou mais adequado em termos de recuperação analítica, podendo ser 

utilizado futuramente em análises de monitoramento e rotina. Dois pontos foram considerados 

cruciais no preparo das amostras: o ajuste do pH dos vinhos antes do início da desnaturação 

proteica e o acréscimo de uma etapa de limpeza/purificação do extrato final antes da injeção. 

Verificou-se que os métodos já publicados para estas análises por LC-MS/MS não 

contemplam os quatro analitos desse estudo (α-caseína, β-caseína, albumina e lisozima), e, 

parte dos métodos não apresentam resultados em termos de quantificação e recuperação 

analítica. Através desse trabalho foi verificado que o método desenvolvido possui uma 

recuperação analítica satisfatória para todos os analitos nas amostras estudadas, apresentando 

como vantagens a facilidade de operação e alta eficiência devido ao baixo uso de solventes e 

um processo de extração simples, obtendo assim resultados que atendem aos critérios de 
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validação de métodos estabelecidos por órgãos reguladores. A vantagem de usar 

espectrometria de massas de baixa resolução possibilitou a identificação inequívoca dos 

compostos-alvo, demonstrando as possibilidades quantitativas em cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas sequencial com uma fonte de ionização por 

eletropulverização para a análise de resíduos de proteínas alergênicas em vinhos. O método 

desenvolvido é capaz de quantificar proteínas em níveis inferiores aos limites legais atuais, se 

tornando uma ferramenta de quantificação de proteínas residuais alergênicas em vinhos. 
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6 CONCLUSÕES FINAIS 

 

- Foi desenvolvido e validado um método analítico seletivo, capaz de detectar α-caseína, β-

caseína, albumina e lisozima de forma simultânea, por LC-ESI-MS/MS, em níveis até 

inferiores ao limite europeu e estabelecido pela OIV. 

- Foram investigados preparos amostrais envolvendo etapas de extração e digestão de 

proteínas e foi escolhido o mais eficiente em termos de recuperação analítica para a 

otimização e validação; 

- A concentração/limpeza em fase sólida através de cartuchos após a digestão proteica 

permitiu a limpeza do extrato final das amostras, demonstrando ser muito eficaz para 

recuperação das proteínas. 

- A otimização da extração e da digestão de proteínas é fundamental para fornecer uma 

quantificação confiável; 

- Foram elaborados vinhos brancos e tintos experimentais, tratados com diferentes 

concentrações dos coadjuvantes tecnológicos, seguindo as boas práticas de elaboração, e não 

foram observados resíduos dos mesmos nos vinhos prontos; 

- Não foram identificados resíduos de albumina, alfa-caseína, beta-caseína e lisozima nas 

amostras analisadas de vinhos comerciais brasileiros.; - O método analítico desenvolvido 

permite a análise em curto período de tempo, com menor número de etapas (reduzindo 

perdas), menor volume de amostra e capacidade de confirmação adequada, o que proporciona 

maior aplicabilidade em análises de rotina, sendo consequentemente mais econômico e 

ambientalmente mais adequado (redução do uso de solventes). 
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7 PERSPECTIVAS 

 

- Realizar uma validação mais avançada do método, explorando a robustez na etapa de 

digestão tríptica; 

- Participar de ensaios bilaterais e/ou interlaboratoriais para avaliação dos resultados; 

- Realizar análise de uma grande escala de vinhos comerciais, nacionais e importados;  

- Propor este método como método oficial da OIV e do MAPA; 
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