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RESUMO

A produgédo de sucos integrais prontos para consumo esta em franca expansao,
considerando que a alimentagao saudavel e a preocupacdo com a saude e bem estar
pessoal € uma tendéncia mundial. Dessa forma, estas bebidas tem se tornado alvo
comum a adulteragdo, sendo necessario um maior controle destas agbes. A
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem sido utilizada para controle de qualidade
de alimentos, inclusive indicando possiveis fraudes, principalmente relacionada a
aditivos intencionais em alimentos. Com base nisso, o objetivo deste estudo foi a
aplicagéo de analises por RMN 'H para identificar possiveis fraudes alimentares em
diferentes tipos de sucos de uva. Para isso foram testados padrdes de glicose, frutose
e sacarose, bem como 24 amostras reais adquiridas em mercados de Caxias do Sul.
Para analises, as amostras foram preparadas através da diluicdo de 20 pL de amostra
em 580 yL de agua deuterada (D20) e, posteriormente, submetidas a analise de RMN
'H. A partir dos espectros obtidos, detectamos etanol, acido malico, tartarico e citrico,
além da frutose e glicose. Espectros obtidos para sucos integrais e néctar foram
comparados a fim de verificar possivel similaridade entre as composi¢cdes. Com isso,
foi possivel verificar a presenca de sacarose nas amostras de néctar, bem como em
uma amostra indicada como suco integral (5A). Esse resultado indica uma possivel
fraude por adicdo de sacarose nesta amostra. Foi possivel ainda, observar mudancas
no deslocamento dos sinais caracteristicos do acido malico nas amostras de suco de
macéd quando comparados com amostras de suco integral de uva. Isso pode ser
explicado devido a mudancga de pH da amostra (média de 2,85 para suco de uva e
3,96 para suco de macgé). Por fim, a analise quimiométrica por PCA foi aplicada a
analise para auxiliar no entendimento das similaridades entre as amostras. Em
resumo, este trabalho demonstra que analise de metabolitos por RMN, a qual é uma
técnica robusta, com pouca ou nenhuma manipulacéo e preparagao da amostra, é

adequada para o estudo do controle de qualidade de sucos de uva.

Palavras-chave: suco de uva; adulteragdao; RMN; PCA.



ABSTRACT

The production of whole juices ready for consumption is booming, considering that the
healthy eating and concern for health and personal well-being has become a worldwide
trend. Thus, these drinks have become a common target for adulteration, requiring a
better control of these actions. The Nuclear Magnetic Resonance (NMR) has been
used to control food quality, including to indicate possible fraud, mainly related to
intentional additives in food. Based on this, the objective of this study was the
application of '"H NMR analysis to identify possible food fraud in different types of grape
juices. In order to that, glucose, fructose and sucrose patterns were tested, as well as
24 real samples acquired in Caxias do Sul markets. For analysis, the samples were
prepared by diluting 20 yL of sample in 580 uyL of deuterated water (D20) and,
subsequently submitted to '"H NMR analysis. From the obtained spectra, we have
detected ethanol, malic, tartaric and citric acid, in addition to fructose and glucose.
Obtained spectra for whole and nectar juices were compared in order to verify possible
similarity between compositions. Thus, it was possible to verify the presence of sucrose
in nectar samples, as well as in a sample indicated as whole juice (5A). This result
indicates a possible fraud caused by the addition of sucrose to this sample. Also, it was
possible to observe changes in the displacement of the characteristics signals of malic
acid in apple juice samples when compared with whole grape juice samples. It can be
explained due to the change of pH from the sample (average of 2,85 for grape juice
and 3.96 for apple juice). Finally, the PCA chemometric analysis was applied to help
on understanding the similarities between the samples. In summary, this work
demonstrates that metabolites analysis by NMR, which is a robust technique, with few
or no sample manipulation and preparation, is suitable for the study of grape juices

quality control.

Keywords: grape juice; adulteration; NMR; PCA.
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1 INTRODUGAO

Conforme as leis e as normas estabelecidas no Cdédigo de Defesa do
Consumidor (CDC), "produtos deteriorados, alterados, adulterados, avariados,
falsificados, fraudados, nocivos a vida ou a saude, em desacordo com as normas
regulamentares de fabricagdo, distribuicdo ou apresentacédo...” (SENADO FEDERAL,
2017) sao definidos como alimentos improprios ao uso e consumo. Neste sentido, a
fraude alimentar abrange atos intencionais fraudulentos e irresponsaveis relacionados
com a qualidade de alimentos além de mengdes enganosas em rotulos e embalagens,
as quais sao agbes que geralmente visam ganho econOmico. Estas acgdes
fraudulentas podem conduzir a consequéncias, como por exemplo, a adicdo e/ou dar
condicbes a formacdo de compostos toxicos que podem provocar seérias
consequéncias para aos consumidores e empresas.

Nos dias atuais, a crescente busca por produtos que apresentam
caracteristicas nutricionais saudaveis e que possam prevenir e controlar doencgas €&
um indicativo de que a populagao esta cada vez mais preocupada com a saude e bem-
estar pessoal. Com o mesmo pensamento, 0os 6rgaos governamentais responsaveis
pelo controle de qualidade dos alimentos, tem buscado regulamentar bem como
apresentar as informagdes aos consumidores, sendo estas cada vez mais buscadas
pelos consumidores ainda mais em tempos da rapida comunicagdo on-line
(Euromonitor International, 2020).

O mercado brasileiro de sucos e néctares prontos para consumo apresenta um
crescente aumento, acompanhando a tendéncia mundial da procura por bebidas que
sejam saudaveis e saborosas (PIRILLO; SABIO, 2009). Dessa forma, esses alimentos
tem sido alvos comuns e susceptiveis a adulteragdo. Entre os tipos mais comuns de
fraude alimentar destacam-se a adicdo de agua ou xarope, corantes e/ou
flavorizantes, acidificacdo, bem como adi¢do ou substituicdo de sucos provenientes
de frutas de menor custo e adicdo (FIGUERA, 2010).

A Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) tem sido utilizada para detectar
possiveis fraudes alimentares (SOBOLEV, et al.; 2019). Para isso, é usada
identificacdo de perfil metabdlico dos alimentos associado a analises estatisticas
como PCA (Analise de Componentes Principais) e HCA (Analise do Componente
Hierarquico). Ambas PCA e HCA s&do metodologias exploratorias, podendo revelar a

similaridades ou possiveis diferengas entre amostras em um determinado conjunto de
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dados. Dessa forma, a utilizagdo destas técnicas representa significante importancia
possibilitando avaliar e tratar grande quantidade de dados gerados por equipamentos
analiticos de alta complexidade como o RMN, por exemplo (O'DONNELL et al., 2014).
Por fim, RMN de 'H e '3C tem sido a técnica mais amplamente utilizada para controle
de qualidade de alimentos (LI, et al. 2020). Assim, este trabalho busca o
desenvolvimento de um método por RMN de 'H associado a analise estatistica para
avaliar possiveis fraudes por adicdao de sucos de outras frutas em sucos de uvas
integrais.

1.1 OBJETIVO GERAL

Aplicagdo de andlises por RMN 'H para identificar possiveis fraudes em sucos

de uva.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter e comparar os espectros de RMN de 'H obtidos para as amostras de

suco de uva e maga comerciais e caseiros;

- comparar os compostos (frutose, glicose, sacarose, etanol, acido malico,
tartarico e citrico) identificados nos espectros com os compostos informados
no roétulo do produto;

- avaliar a presencga de possiveis compostos organicos ndo caracteristicos

e/ou nao permitidos de sucos de uva;

- avaliar estatisticamente via Analise do Componente Principal (PCA —
Principal Component Analysis) os resultados, identificando possiveis

fraudes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

21 AVIDEIRA

A espécie de videira Vitis que pertence a familia Vitaceae, é cultivada ha
milhares de séculos, desde os tempos historicos do periodo neolitico no antigo Egito
e na Asia Menor. A principal origem da videira é denominada regido do Caucaso (entre
o Mar Caspio e o Mar Negro), no continente Asiatico, de onde provém a espécie mais
importante cultivada no mundo, a Vitis vinifera. No entanto, algumas espécies séo
originarias do continente americano e outras do continente asiatico (BARBOSA et al.,
2016). As sementes mais antigas foram encontradas nos sitios arqueoldgicos da
Gedrgia na Russia e envolve um tipo de transi¢ao entre a forma selvagem pertencente
a subespécie V. vinifera ssp. sylvestris e a subespécie V. vinifera ssp. sativa L.,
(JOHNSON, 1989).

No Brasil, partindo de dados historicos, a cultura da uva teve inicio em 1532,
quando colonizadores portugueses introduziram a videira de espécie V. vinifera na
antiga Capitania de S&o Vicente, sendo atualmente denominado como Estado de S&o
Paulo. A partir desse momento e no decorrer de introdug¢des posteriores, a viticultura
acabou por se expandir para outras regides do pais, sempre com cultivares de Vitis
vinifera sendo procedentes de paises como Portugal e Espanha até o século XIX
(BOTELHO; PIRES, 2009).

Atualmente, a videira € uma das espécies frutiferas mais importantes no Brasil.
Com diversas variedades cultivadas, se pode destacar a Isabel (hibrido de V. vinifera
e V. labrusca L.), Concord, Niagara branca e Bordd (do tipo V. labrusca L.), além de
outras bastante usadas para o consumo in natura e também na produgao de sucos e
vinhos por conta da sua capacidade de resisténcia a pragas e armazenar carboidratos
(SANTANA, 2018).

A Vviticultura brasileira esta concentrada principalmente nos estados das
Regibes Sul e Sudeste. Entretanto, mais recentemente, a viticultura tem se
desenvolvido muito em regides mais quentes, principalmente nos estados de Minas
Gerais, Bahia e Pernambuco, onde a chamada viticultura tropical irrigada vem
ganhando cada vez mais importancia no cenario da fruticultura brasileira de mesa
(Figura 1) (MELO, 2018).
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Figura 1- Regibes brasileiras produtoras de uva
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Fonte: Revista Adega (2020)

No Brasil, a area plantada com videiras em 2019 foi de 75.731 ha, 0,33%
superior a verificada no ano anterior, segundo dados obtidos no IBGE (IBGE, 2020).
As regides Sul e Sudeste representam grande parte desse valor como pode ser
observado na Figura 2. Na primeira, em 2019, a area cultivada foi de 55.501 ha,
representando 73,29% da area viticola do pais. Nessa regido, o Rio Grande do Sul
possui 0s maiores valores de area plantada (47.502,00 ha) correspondendo por
62,72% da area viticola nacional, e apresentou aumento de 0,25%, comparado ao ano
anterior.

A regido Sudeste, por sua vez, tem area ocupada de 9.514 ha, representando
12,56% da area viticola do pais no mesmo ano. Nessa regido ocorreu aumento na
area com videiras, em 9,14%. O estado de S&o Paulo, grande produtor nacional de
uva de mesa, com 8.164 ha de area, apresentou aumento de 12,87%.
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Figura 2 - Area cultivada com videiras no Brasil

Area cultivada com videiras no Brasil, por estado, em hectares, 2016/2019
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Fonte: Adaptado de IBGE (2020).

2.2 AUVA

Considerada como a fruta de cultivo mais antiga de que se tem conhecimento,
a uva pertence ao género Vitis, unico género da familia Vitaceae com importancia
econdmica (MIELE et al., 2008). Essa popularidade se destaca devido ao seu tipico e
bastante conhecido produto, o vinho, que faz da uva uma das frutas de maior produgéo
mundial. Segundo dados coletados da Organizagao Internacional do Vinho e da Vinha
(do inglés, International Organisation of Vine and Wine), no ano de 2018 a produgéo
mundial de uvas somou um total de 77,8 milhdes de toneladas. Os paises que se
destacaram foram China, Italia e Estados Unidos, respectivamente, sendo o Brasil
classificado como o 15° pais na escala de producdo mundial de uva, somando, em
2019, um total de 1.445.705 t (toneladas), 9,20% inferior a produzida em 2018. Com
base nesses dados a OIV informa que, 57% foram destinadas para a fabricagcéo de
vinho, 36% para o consumo da uva de mesa e 7% de uva seca. A Figura 3 a seguir,
representa graficamente a evolugéo global da produgéo de uva.
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Figura 3 - Evolugao global da produgéo de uva
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Fonte: International Organisation of Vine and Wine (2018).

No Brasil, a regido Sul é a maior produtora de uvas, sendo que em 2019
representou 53,53% da produgéo nacional. Ao contrario do ranking de area plantada,
cujo segundo lugar € ocupado por Sao Paulo, o segundo maior produtor de uvas € o
estado de Pernambuco, representando a regido Nordeste, que contribuiu com 34,46%

da produgdo nacional (Figura 4).

Figura 4 - Producgao brasileira de uvas por estado

Producdo de uvas nos estados brasileiros com maior valor de area cultivada
1.200.000
1.000.000
800.000
600.000
400.000
200.000 D II H
0 C ]| S D .. - — ] ]
Pernambuco Bahia Minas Gerais S3ao Paulo Parana Santa Rio Grande
Catarina do Sul
m2016 =2017 = 2018 =2019

Fonte: Adaptado de IBGE (2020).

A uva e os seus derivados sao alimentos bastante apreciados pela populagao
de modo geral, devido ao fato de que o género inclui espécies e variedades para
consumo como a fruta fresca para o consumo in natura ou seca (uva passa), suco,

destilados (brandy, graspa), geleia e entre outros (MIELE et al., 2008).
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As variedades de uva que sao destinadas para a fabricagdo de suco devem
apresentar bom rendimento em mosto, adequada relagao dogura/acidez, bom nivel de
maturac&o e sanidade, além de possuir agradavel sabor (BRESOLIN et al., 2013). No
Brasil, as cultivares americanas Isabel, Concord e Bordd, pertencentes a espécie Vitis
labrusca, sao as variedades de uva tradicionalmente mais utilizadas para a elaboragao
de sucos. Isso se deve ao fato de fornecerem matéria-prima ideal para a producao de
Sucos, uma vez que essas uvas nao perdem caracteristicas aromaticas e gustativas
depois do processamento industrial, além de serem mais produtivas e resistentes as
doengas (CAMARGO; MAIA; NACHTIGAL, 2005; GIOVANNINI, 2008).

2.2.1 Uva lsabel

A uva Isabel (Figura 5) é uma das mais importantes variedades pertencentes
ao grupo das uvas americanas de espécie V. labrusca e participa com
aproximadamente 45% da quantidade total de uvas que sio produzidas no estado do
Rio Grande do Sul, representando a regido viticola mais importante do Brasil. O seu
predominio assim como a sua expansao, sédo providos da facilidade de adaptagao as
diferentes condi¢gdes ambientais e a qualidade da uva, originando alimentos com
tipicidade e boa aceitagdo no mercado (CAMARGO, 2004).

Quando comparada com outras cultivares do seu grupo, a uva isabel se
destaca devido ao elevado conteudo de agucar na baga (grau Brix entre 14 e 18), o
qual pode variar em funcéo das safras (RIZZON; MENEGUZZO, 2007).

Figura 5 - Uva Isabel (V. labrusca)

Fonte: Embrapa (2016).
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2.2.2 Uva Concord

Difundida nos Estados Unidos, a uva Concord (Figura 6) também é conhecida
como Bergerac, Francesa e Francesa Preta. Na Serra Gaucha, a cultivar origina o
suco mais buscado pelo consumidor, pois sdo mantidas suas caracteristicas da uva
fresca durante as etapas de processamento, além de propiciar melhor preco de
comercializagdo (RIZZON; MENEGUZZO, 2007). Além do suco ser uma referéncia de
aroma e sabor, essa variedade também é consumida como uva de mesa e destinada
para a produc¢ao de vinho. Com a preseng¢a de uma acidez relativamente baixa, o teor
de acucar do mosto varia entre 14 °Brix e 16 °Brix.

Essa uva possui dificuldade de adaptagdo em regides tropicais e, por isso, é
geralmente cultivada em regides onde ocorre a hibernacgéo da videira. E relativamente
precoce, medianamente vigorosa e bastante produtiva quando bem manejada (MAIA,;
CAMARGO, 2005).

Figura 6 - Uva Concord (V. labrusca)

Fonte: Embrapa (2016).

2.2.3 Uva Bordo

Selecionada nos Estados Unidos, a cultivar Bord6 (Figura 7) tem como nome
original Ives ou Ives Seedling, porém também & conhecida como Bordd, Terci e Folha
de figo. Apresenta como principal caracteristica uma alta resisténcia as doencgas

fungicas e possui boa produtividade. E bastante demandada com uma quantidade de
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32.000 toneladas para elaborag&o de vinho tinto, suco, vinagre, geleias e, por sua
precocidade, & consumida in natura (RIZZON et al., 2000).

Apresenta um teor de acucar do mosto que varia entre 13 a 16 °Brix e uma
acidez consideravelmente baixa, sendo esta cultivar destacada, principalmente,
devido a presengca de um elevado conteudo de matéria corante, pois permite a
elaboracdo de sucos e vinhos com uma agradavel intensidade de cor (RIZZON;
MENEGUZZO, 2007).

Figura 7 - Uva Bordd (V. labrusca)

Fonte: Valtair Comachio (2016).

2.3 0O SUCO DE UVA

MIELE (2008), define o suco de uva como uma bebida liquida limpida ou turva
obtida através de um processo tecnoldgico adequado, nédo fermentado, ndo alcodlico
e submetido a tratamento que assegure sua apresentagcédo e sua conservagao até o
momento do consumo, ou seja, é indispensavel manter as caracteristicas aromaticas
e gustativas durante seu processamento. Sendo a agua o principal componente de
sucos de frutas, o suco de uva pode ser um produto aliado para uma dieta alimentar
devido ao seu valor nutricional, além das suas caracteristicas organolépticas de cor,
odor e sabor. Nutricionalmente, o suco pode ser comparado com a propria uva
(RIZZON; MENEGUZZO, 2007), pois em sua composicéo sdo identificados todos os
constituintes principais, tais como: agucares (glicose e frutose), minerais (potassio,
calcio, ferro, cobre, entre outros), acidos, vitaminas e compostos fendlicos que, além

de responsaveis por sua cor, adstringéncia e estrutura, sdo benéficos a saude.
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Tecchio e seus colaboradores (2007), consideram as relagdes solidos
soluveis/acidez total, frutose/glicose, além dos teores combinados de taninos, acidos
totais, ésteres volateis totais, antranilato de metila, potassio e cor a 520nm como
elementos de qualificagcdo para a obtencdo de um suco de uva de qualidade. Os
agucares e acidos organicos que sao encontrados na bebida também sé&o
contribuintes para a qualidade sensorial do produto, pois conferem um pH mais baixo
para o suco e asseguram um equilibrio entre os sabores doce e acido, o que resulta
em um sabor agradavel (GURAK et al, 2010).

Grande parte dos acgucares sdo encontrados nas folhas e, posteriormente séo
convertidos em frutose e glicose nas bagas (Figura 8). Além destes, outros compostos
também sao encontrados na fruta, tais como rafinose, estaquiose, maltose e galactose,

porém, estes ndo afetam as caracteristicas sensoriais da uva (GIOVANNINI, 2008).

Figura 8 - Estrutura quimica da glicose e frutose
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Fonte: PubChem.

Os acidos caracteristicos das uvas sdo formados nas bagas, quando estao verdes,
e nas folhas. Até o estagio da maturagcdo estes compostos apresentam uma maior
concentragao, quando comparadas a etapa de formagao, com o amadurecimento ocorre
uma reducédo do acumulo destes acidos. A reducao da acidez total acontece devido a
decomposic¢ao do acido malico, por consequéncia de mudangas climaticas (GIOVANNINI,
2008). A Figura 9 a seguir representa os principais acidos organicos predominantes
no suco de uva, sendo estes os acidos tartarico e malico, enquanto que os acidos
citrico e succinico estdo presentes em menores proporgdes (MATO; SUAREZ-

LUQUE; HUIDOBRO, 2005).
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Figura 9 - Estrutura quimica dos principais acidos organicos presentes no suco de

uva
OH (0] (o] (0] OH (0]
(6] (0]
HO HO HO
OH OH OH
HO OH
(o] OH (0] OH OH (o]
Acido tartarico Acido malico Acido citrico Acido succnico

Fonte: Adaptado de Henrique (2015).

O suco de uva é considerado uma importante fonte de compostos fendlicos. Os
que mais se destacam s&o os flavonoides (antocianinas, flavondis), os estilbenos
(resveratrol), os acidos fendlicos (derivados dos acidos cindmicos e benzoicos), aléem
de uma ampla variedade de taninos (FRANCIS, 2000). Estes compostos possuem
acao bactericida, antivirus e anti-aterosclerose, sendo assim bastante importantes para a
qualidade final da uva. A Figura 10 a seguir apresenta a estrutura quimica de cinco

antocianinas encontradas na videira.

Figura 10 - Estrutura quimica das antocianinas
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Fonte: PubChem.

Os conteudos de fendlicos totais e antocianinas nas uvas podem variar de
acordo com a espécie, variedade, maturidade, condi¢gdes climaticas e cultivar

(MAZZA, 1995; SHAHIDI, 1995), além de determinados processos aos quais a uva e
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o0 mosto sdo submetidos durante a fabricacdo do suco, podendo o produto final ser
interferido por estes compostos.

2.4 O SUCO DE MAGA

A macga, fruta originaria da macieira (Malus ssp.) pertencente a familia
Rosaceae e originaria da Europa e Asia, teve seu cultivo iniciado no Brasil no ano de
1960, no estado de Santa Catarina. Atualmente o cultivo da macéa, no Brasil, se
concentra na Regido Sul, sendo Santa Catarina o maior estado produtor, com
aproximadamente 51% do total da area plantada e o Rio Grande do Sul como segundo
estado, com 40% (RIZZON; BERNARDI; MIELE, 2005). A Associagéo Brasileira dos
Produtores de Mac¢a (ABPM, 2016) informa que, a magé ocupa a terceira posi¢céo
quando se trata das frutas mais consumidas no pais, atras apenas da laranja e
banana.

No Brasil, as cultivares mais produzidas sdo 'Gala' e 'Fuji' e, em conjunto,
representam aproximadamente 90% da producédo brasileira de magas (KOVALESKI
et al, 2013). Além dessas, outras variedades sao bastante comuns como a Eva,
Condessa, Imperatriz, Baronesa, Daiane, Joaquina e Cripps Pink (Pink Lady).

Com a presencga de compostos bioativos, a fruta in natura assim como o suco
de mac3, sado alimentos que contém propriedades benéficas, os quais desempenham
um papel fundamental para a saude humana, atuando na prevencio e controle de
doengas cardiovasculares, pulmonares, diabetes, alergias, obesidade, atividade
carcinogénica e entre outros (BOYER E LIU, 2004; SHAHIDI, 2012). Considerando as
frutas de clima temperado cultivadas no Brasil, a maga vem apresentando uma grande
expansdo na sua produgdo nas ultimas décadas. E destinada principalmente para
consumo in natura, porém, grande quantidade é processada e utilizada como matéria-
prima para a fabricagdo de sucos e outros derivados como sidra, vinagre, geleia,
destilados e entre outros produtos (KOVALESKI et al, 2013). Citado por Paganini
(2004), alguns frutos da macéa apresentam caracteristicas que as tornam sem valor
comercial como: formato desuniforme, tamanho pequeno, coloracdo desuniforme,
cicatrizes provenientes de insetos ou ferimentos resultantes de tratos culturais e

transportes inadequados, assim como sintomas de doengas (manchas de sarna e de
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podridées) e problemas fisioldgicos. Apesar disso, esses fatores n&o alteram a
composicéo quimica da fruta e, geralmente, sao utilizadas como matéria-prima.

De acordo com Zandona (2017), os frutos da macieira sao bastante apreciados
e consumidos devido as caracteristicas sensoriais de aparéncia, textura, sabor e
aroma, além das consideraveis quantidades de compostos fitoquimicos, como os
compostos fendlicos (principais responsaveis pela atividade antioxidante), flavonoides
e flavondis. Os principais compostos fendlicos presentes na maca sdo o acido
clorogénico e acido cumarico (Figura 11). Ja os flavonoides, representados na Figura
12, sdo procianidina, catequina, epicatequina, quercetina, além de antocianinas como
a cianidina. A composi¢ao de compostos fendlicos em sucos de macgas e sidras
depende da variedade da maga, do seu grau de maturagao, das condigdes culturais e
do tipo de extragao durante a operagéo de prensagem (LEA; ARNOLD, 1978).

Figura 11 - Estrutura quimica dos principais acidos fendlicos presentes na maca
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Fonte: Adaptado de Benvenultti (2018).
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Figura 12 - Estrutura quimica dos principais flavonoides presentes na maca
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Fonte: Adaptado de Benvenutti (2018).

2.5 LEGISLAGAO PARA PRODUGAO DE SUCO DE UVA

No Brasil, a legislagdo para a area de alimentos é regida pelo Ministério da
Saude, por intermédio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Os sucos devem seguir

as normas estabelecidas pela legislacdo especifica, respeitando a definigéo,
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classificagao, registro, padronizagdo e requisitos de qualidade, devendo também
atender a legislagao sobre a rotulagem de alimentos embalados.

Conforme o decreto n° 6.871 do MAPA (2009), o suco ou sumo € uma bebida
nao fermentada, ndo concentrada e nao diluida, obtida da fruta madura e sa, ou parte
do vegetal de origem, por processamento tecnoldégico adequado, submetida a
tratamento que assegure a sua apresentacdo e conservagao até o momento do
consumo, sendo proibida qualquer adicao de aromas e/ou corantes artificiais. No que
se refere a composigcao do suco de uva, deve conter no minimo 14 °Brix de solidos
soltveis a 20 °C, acidez total de no minimo 0,41 g. 100 g™! expressa em acido tartarico,
agucares totais naturais da uva de no maximo 20 g. 100 g' e sdlidos totais de no
minimo 15 g. 100 g' (BRASIL, 2000).

Para uma caracterizagdo especifica dos variados tipos de sucos de uva, a
instrucdo normativa n°® 14 (2018) do Ministério de Estado da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento estabelece padrées de identidade de qualidade da uva e seus
derivados, produtos estes que sao comercializados em territério nacional, produzidos
no Brasil e importados. Dentre os diferentes tipos, o que mais se destaca é o suco de
uva integral produzido na sua concentragao natural, sem adi¢ao de agucares, corantes
ou aromas. Além desse, o suco de uva concentrado é bastante consumido, sendo
submetido a processo fisico para a retirada de agua suficiente para elevar no minimo,
50% o teor de solidos soluveis que estao presentes no respectivo suco de uva integral.
O suco reconstituido é obtido através da diluicdo de suco concentrado ou desidratado,
até a concentracdo original do suco integral ou ao teor minimo de sdlidos soluveis
estabelecido nos padrdes de identidade e qualidade para cada tipo de suco integral.
Ja o néctar é considerado uma bebida ndo fermentada, obtida pela diluigdo em agua
potavel da polpa da fruta, devendo conter uma quantidade minima de 50% de suco
de uva (BRASIL, 2013).

2.6 FRAUDE ALIMENTAR - ADULTERACAO EM SUCO DE FRUTA

A preocupacao em relagao a saude alimentar se tornou uma realidade na rotina
de muitos brasileiros e, acabou por promover, um crescente avango pela procura e
consumo de bebidas a base de frutas com caracteristicas nutricionais que auxiliam na

prevencdo e controle de doengas. A substituicdo do consumo de refrigerantes por
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bebidas mais saudaveis e com apelo a praticidade é uma tendéncia mundial,
aumentando a demanda por produtos naturais, organicos e enriquecidos
nutricionalmente (ESPERANCINI, 2005).

Com o avancgo da procura e a popularidade, os sucos a base de frutas séo
produtos bastante susceptiveis a adulteracdo e fraude. A adulteracdo de produtos
alimentares é considerada como ato de substituicdo de constituintes com excessivo
custo por outros que sejam mais acessiveis, ocultar algum componente e/ou adicionar
determinados ingredientes. Em relagao aos derivados de frutos, as adulteracées mais
comuns incluem a adi¢cdo de agua ou xarope, acidificagdo ou substituicdo por frutas
mais baratas e adi¢cdo de corantes ou flavorizantes (Singhal, Kulkarni & Rege, 1997,
Asadpoor, Ansarin & Nemati, 2014; Rinke, 2016). Afirma-se que, estas praticas
fraudulentas estao diretamente relacionadas, principalmente, com a visado pelo ganho
econdmico.

Conforme estabelecido pelo Ministério de Estado da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Normativa n° 14), o suco de uva deve possuir as caracteristicas
proprias da fruta, ndo podendo conter substancias estranhas e, além disso, é proibida
a adicdo de aromas sintéticos e corantes ao suco de uva. Uma vez que a
comercializagdo de néctares mistos (contendo mais de uma fruta) esta em expanséao
no mercado, para garantir sua autenticidade e para evitar a fraude, a presenca
declarada de cada fruta deve ser confirmada (SORIA et al., 2008).

Devido as caracteristicas sensoriais e, especialmente o baixo custo, os sucos
de maca e caju sdo os mais comumente utilizados como adulterantes em sucos de
frutas. Os compostos denominados florizina e o sorbitol (Figura 13) podem servir como
auxiliares na identificacdo da adulteracdo do suco de uva com suco de maca
(SPINELLI, 2013). A florizina representa 90% dos compostos fendlicos encontrados
em sucos de macad e, em sucos de uva, pode ser encontrada em pequenas
quantidades ou ausente. Pertencente ao grupo dos glicideos, o sorbitol € um

composto poliol considerado como um alcool resultante do metabolismo dos agucares.
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Figura 13 - Estrutura quimica da florizina e do sorbitol
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Fonte: Adaptada de Spinelli (2013).

Para a identificagcdo de possiveis fraudes, as técnicas que geralmente sao
utilizadas para a impresséo de digitais de alimentos sao as espectroscopias de RMN,
infravermelho e UV-VIS pois possuem vantagens para a analise da estrutura e
composic¢ao dos alimentos a serem estudados. As amostras podem ser analisadas em
pequenas quantidades, de forma n&o destrutiva, simples e em curto tempo, com
minima preparagdo de amostra, além da determinagdo simultdnea de um grande

numero de compostos (MIAW, 2018).

2.7 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

O fenbmeno da Ressonancia Magnética Nuclear foi observado
experimentalmente pela primeira vez em 1946, por F. Bloch e E. Purcell, vencedores
do Prémio Nobel de Fisica no ano de 1952 (COLNAGQO, et al.; 2002). O uso na area
quimica, por sua vez, teve inicio anos mais tarde, de forma qualitativa, quando Proctor
e Yu introduziram os conceitos de deslocamento quimico, contribuindo assim para
elucidacdo estrutural de compostos organicos (PROCTOR; YU, 1950).

Apesar de ser uma técnica relativamente nova, a RMN abrange diversos
campos de aplicagdo em diferentes areas. E considerada uma ferramenta
extremamente relevante e versatil em diversos ramos da ciéncia como a quimica,
fisica, biologia, materiais, ciéncias farmacéuticas e medicina. (GIL; GERALDES,
1987). Considerando a aplicagdo na area da quimica, com a RMN é possivel realizar
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estudos conformacionais e de dindmica molecular, troca quimica e analises de cinética
e equilibrio quimico (NASCIMENTO, 2018).

Conforme os conceitos de Venancio (2005), a espectroscopia de RMN é
baseada na interagdo da radiagao eletromagnética com a matéria e, a forma como
essa interagao ocorre, depende da estrutura da espécie atdbmica ou molecular a ser
estudada. Dessa forma, a técnica € caracterizada pelas propriedades magnéticas do
nucleo atdbmico, baseadas nos conceitos de spin nuclear (expresso em termos de |) e
momento magnético do nucleo. Em RMN, o numero quantico | € observado em
nucleos que contém o numero quantico de spin diferente de zero, ou seja, em
elementos que possuem numero impar de protons e/ou néutrons (GIL; GERALDES,
1987). Sendo | = 7%, os nucleos dos is6topos contam com dois estados de energia,
sendo estes o estado a ou “alinhado com o campo magnético principal” (I = %) e
estado 3 ou “no sentido oposto ao estado a” (I = - 72). Quando ocorre a auséncia de
um campo magnético externo, os estados a e 3 apresentam o mesmo nivel de energia
e séo expressos degenerados. Apesar disso, quando ocorre uma exposi¢cao desses
nucleos em um campo magnético estacionario externo (BO), uma separagdo de
energia pode ocorrer entre os estados, resultando em uma pequena predominancia

do estado a, sendo este o estado de menor energia (Figura 14).

Figura 14 - Representacdo dos estados de energia dos nucleos com spin | = 7%
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Fonte: Nascimento (2011).

Em analises de RMN em alta resolugdo € necessario aplicar ao FID (Free
Induction Decay) uma operagdo matematica (transformada de Fourier), para que o
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sinal no dominio do tempo seja levado ao dominio de frequéncias. A partir disso é que
se pode obter um espectro de RMN, representado na Figura 15 a seguir.

Figura 15 - Diagrama de um espectro de RMN
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Fonte: Colnago; Almeida; Valente (2012).

2.8 QUIMIOMETRIA

De acordo com a definigdo de Kowalski (1991), a quimiometria pode ser
considerada como uma disciplina quimica que engloba métodos matematicos e
estatisticos para planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada e para
fornecer o maximo de informagao com a analise dos dados obtidos. A extracdo dessas
informagdes possibilita a analise de um grande numero de variaveis uma vez que,
geralmente, apenas um pequeno numero dessas variaveis apresenta importancia
para o objetivo do estudo. Dessa forma, o seu uso se faz necessario para avaliar e
tratar grande quantidade de dados gerados por equipamentos analiticos de alta
complexidade como RMN, por exemplo (O'DONNELL et al., 2014).

As técnicas de analise multivariada mais utilizadas sado as analises de
agrupamento hierarquico (HCA) e a de componentes principais (PCA), representadas
na Figura 16. Ambas s&o metodologias exploratérias, as quais revelam similaridades
ou possiveis diferengas entre amostras em um determinado conjunto de dados. A
técnica de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis),
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tem como principal objetivo reduzir o nimero de variaveis observadas. E um método
quimiométrico nao supervisionado, que consiste em um procedimento matematico que
converte um banco de dados de variaveis possivelmente correlacionadas em um novo
banco de dados com dimensionalidade reduzida e variaveis n&o correlacionadas,
chamadas componentes principais (PC), (CROCOLI, 2019).

A analise de agrupamento hierarquico (HCA, do inglés Analytic Hierarchy
Process) é um processo hierarquico sendo que em cada passo a matriz de dados é
diminuida em uma dimensao pela reunidao da formacao de pares semelhantes, até a
reunido de todos os pontos em um unico grupo (PANERO et al, 2009). O objetivo
dessa técnica é exibir os dados obtidos evidenciando os seus agrupamentos e
padrées naturais. O método apresenta uma relagdo entre as amostras de tal forma
que, as mais semelhantes sejam agrupadas entre si e, como resultado, um
dendrograma € produzido agrupando observacées em fungdo da similaridade. No
dendrograma quanto menor a distancia entre os pontos, maior sera a semelhanca
entre as observacgdes (NETO; MOITA, 1998).

Figura 16 - Esquema ilustrativo do tratamento quimiométrico aplicado aos dados de
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Fonte: Crocoli (2018).
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2.9 ANALISE METABOLOMICA

A metaboldmica é definida como uma ciéncia "émica", a qual busca pelo
entendimento do funcionamento celular dos organismos e possiveis modificagdes
bioldgicas. S&o incluidos neste conjunto de ciéncias, a gendmica (estudo da alteragéo
dos genes), a transcriptdmica (estudo das alteragdes dos transcritos), a protedmica
(estudo das alteragdes das proteinas), e a metabolémica que envolve o estudo das
alteragdes dos metabdlitos (CANUTO et al, 2017). Metabdlitos sdo considerados
produtos intermediarios ou finais do metabolismo em uma amostra biolégica (FIEHN,
MOL, 2002) e, dessa forma, a metabold6mica pode ser definida como uma analise
abrangente (de identificagdo e quantificagdo) de todos os metabdlitos que estédo
presentes em um sistema biolégico, com o objetivo de reunir a maior quantidade
possivel de informacdes metabdlicas.

Podendo fornecer informacdes importantes referentes ao entendimento do
fendtipo de um determinado organismo e desempenhando um papel fundamental na
biologia de um sistema, a metabolémica vem sendo aplicada em diferentes areas
como analises clinicas, alimentos e nutricdo, ambiental, toxicologia forense, analise
de organismos patologicos (parasitas, bactérias, fungos) e entre outras (CANUTO et
al, 2017). O uso da analise metabolémica para enfrentar situa¢des relacionadas a
fraude alimentar e identidade de alimentos, incluindo origem geografica, maturidade e
variedade de alimentos, apresentou um significativo aumento nas ultimas décadas
(SOBOLEV et al, 2019). Para o desenvolvimento de estudos metabolémicos &
necessario seguir uma seérie de etapas, sendo estas representadas na Figura 17.

Figura 17 - Fluxograma de trabalho envolvido em analise metabolémica alvo
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Fonte: Adaptada de Canuto, et al (2012).
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Na pratica, observa-se que esta analise se restringe ao uso de técnicas analitas
que fornecem uma visdo geral dos metabdlitos produzindo uma impressao digital
metabodlica do sistema (do inglés, metabolic fingerprinting) e buscando fatores
discriminantes entre os grupos estudados através da quimiometria (SCHRIPSEMA,
2010). Sendo a RMN uma das técnicas mais utilizadas nas analises metabolémicas,
esta se destaca pois proporciona curto tempo de analise, reprodutibilidade e
identificacao estrutural.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS

As amostras de sucos de uva e macga foram adquiridas em um mercado da
cidade de Caxias do Sul, visando diferentes marcas e tipos de formulagdo (suco
integral, néctar, suco reconstituido). No total, 24 amostras foram analisadas (Figura
18). Estas foram numeradas de forma consecutiva de acordo com a aquisi¢ao, sendo
0 nome acrescido de uma letra maiuscula (em ordem alfabética). No entanto, quando
as amostras foram provenientes do mesmo fabricante, embalagem e tipo de suco,

porém, de lotes distintos, foram usadas letras/codigos para identificagao.

Figura 18 - Amostras de sucos

Fonte: a autora (2020).

3.2 PREPARO DE AMOSTRA

Os sucos foram diretamente diluidos com solvente deuterado. Para isso, foram
utilizados microtubos tipo Eppendorf®, onde foram adicionados 580 uL de agua
deuterada (D20) (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha) e 20 uL de suco.
Posteriormente, o volume total foi transferido para tubos de quartzo de RMN de 5mm

sendo analisado na sequéncia.
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3.3 ANALISE POR RMN

Todas as medidas de RMN foram obtidas em espectrémetro Fourrier 300
Bruker® 9.4 Tesla (300,13 MHz para frequéncia de hidrogénio) com sonda BBI de 5
mm de didmetro interno, com detecc¢édo reversa e bobinas de gradiente de campo na
coordenada.

Todos os espectros foram adquiridos a uma temperatura de 303 K e foram
registrados em solugdes D>O usando tubos de quartzo de 5 mm. Os desvios quimicos
foram relatados em ppm, referenciados ao D20 residual (4,69 ppm).

Para a analise, foi realizada a supressao do sinal da agua residual, visando a
melhor resolugcao dos sinais dos demais compostos presentes na amostra. Assim, no
primeiro passo foram realizadas 2 varreduras (number of scanns, ns), para
identificacdo do sinal da agua residual. Para esse processo foram utilizados os
seguintes parametros previamente estabelecidos: tempo de espera de 1 s (d1) entre
cada aquisigao e um tempo de aquisi¢ao de 5,37 s (aq) com pontos de 65 Kb durante
(td) e sequéncia de pulso zg30 (90°), com duracdo de 15 us (p1). O processamento
desses espectros foi realizado com pontos de 65 Kb (si) por meio de multiplicagédo
exponencial (Ib = 0,3 Hz) e corregdo manual de fase e linha de base.

Na etapa posterior, para a supressao do sinal da agua foi realizada a alteragéo
da sequéncia de pulso para zgpr (90°), o tempo d1 foi alterado para 4s. Em seguida,
foram efetuadas 64 varreduras, a fim de acumular sinais possiveis de serem
avaliados. Com esses parametros, o tempo total de analise de cada amostra foi de
3,48 minutos. Em todas as etapas, o programa TopSpin (Bruker Biospin®) foi utilizado
para a coleta e processamento dos dados.

3.4 QUIMIOMETRIA

A Analise de Componentes Principais (do inglés, PCA) foi realizada para
verificar a capacidade do método em separar amostras semelhantes umas das outras.
Os espectros de RMN H' das 24 amostras foram usados como entrada para o
programa Amix™ (Bruker®) para analise de componentes principais com o objetivo
de criar uma visdo geral e mostrar tendéncias, agrupamentos e outliers nos dados. A

area ao redor da agua nao deuterada foi excluida do processo de distribuicdo de
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buckets. Os dados foram tratados usando o método de distribuigdo retangular normal
com um nivel de confianga de 99,00%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como anteriormente destacado, o uso de RMN possui algumas vantagens em
relacdo a métodos convencionais de analise, como os métodos cromatograficos, por
exemplo. E uma técnica simples, robusta e abrangente que requer pouca ou nenhuma
manipulagdo de amostra, podendo assim serem analisadas amostras biologicas
intactas, sendo sélidos e/ou semi-sdélidos (PUTRI et al, 2013; LENZ & WILSON, 2007).
Dessa forma, entre as principais vantagens dessa técnica destacam-se a pequena
quantidade de amostra necessaria para analise, além da facilidade de preparo, acdes
que podem ser observadas nesta se¢cao (PAULI, 2001).

4.1 ANALISE POR RMN

4.1.1 Supressao do sinal da agua

Agua é o principal componente do suco de uvas, sendo esta uma limitagéo na
obtencao de espectros de RMN de "H. Isso porque o ganho do receptor € calculado
sobre o sinal de maior intensidade, que neste caso, serdo os hidrogénios que
compdem a molécula de agua. Desta forma, os sinais dos analitos da amostra perdem
em intensidade. Para tornar os sinais da amostra perceptiveis para correta
identificacdo, se faz necessario reduzir o sinal da agua residual através de um
processo de supressdo (GRANDIZOLI et al., 2014; SANTANA, 2017).

Na Figura 19 temos a comparagao, sem supressao (A) e com supresséao (B).
No primeiro, vemos apenas o sinal a 4,69 ppm, enquanto isso, na (B) observamos
sinais na regido entre 3,28 - 4,10 ppm, caracteristica dos agucares. Contudo ainda
nao € possivel verificar a presenga de outros compostos, sendo necessario aumentar
o numero de corridas. Ha uma diferenga na sequéncia de pulsos. A sequéncia zg,
utilizada no primeiro caso, € aplicada apenas um pulso. Enquanto isso, a sequéncia
zgpr (Figura 19B) contém bloco de pressaturagdo para suspensdo do sinal do
solvente, no caso a agua. Contudo como se pode observar na regido destacada, ha
uniformidades na linha base, distorcendo a regido de pressaturagéo. Isso ja foi
reportado na literatura por Santana (2017), o qual ainda buscou ajustar a poténcia de

supressao no sentido de suavizar a inversdo do sinal e com isso melhorar as
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distor¢des, no entanto, ndo obteve éxito. Assim, no presente estudo, nao foram feitas

alteragdes na metodologia do equipamento.

Figura 19 - Espectro obtido com 2 ns sem (A) e com (B) supressao do sinal da agua
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Fonte: a autora (2020).

4.1.2 Analise de padroes

Entre os principais componentes dos sucos de fruta estdo os agucares. Destes
destacamos glicose, frutose e sacarose (resultante da ligagao entre glicose e frutose),
0s quais apesar de possuirem semelhancas estruturais, possuem especificidades que
as diferenciam nos espectros de RMN, como € possivel observar nos espectros
obtidos para analise dos padrdes, apresentados na Figura 20.
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Figura 20 - Comparagao e atribuicdo dos sinais dos espectros obtidos para os
padrdes de glicose, frutose e sacarose
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Fonte: a autora (2020).

4.2 AMOSTRAS REAIS

As caracteristicas principais das amostras analisadas sao apresentadas na
Tabela 1 abaixo. Pode-se observar que a maioria das amostras representam suco de
uva (73,9 %), integral (65,2 %) e embalados em frascos de vidro (52,2 %) (Figura 21).

Tabela 1 - Caracteristicas das amostras analisadas

AMOSTRA SABOR/TIPO TIPO EMBALAGEM VOLUME
Amostra 1 UVA BEBIDA DE FRUTA ADOCADA PET 10L
Amostra 2 UVA INTEGRAL Vidro 450 mL
Amostra 3 UVA INTEGRAL Vidro 10L
Amostra4 UVA + MIRTILO INTEGRAL Vidro 1L
Amostra 5 UVA INTEGRAL Vidro 1,5L
Amostra 5A UVA INTEGRAL Vidro 1,5L
Amostra 6 UVA INTEGRAL Vidro 1,5L
Amostra 7 UVA INTEGRAL Vidro 1,5L
Amostra 8 UVA INTEGRAL Vidro 1,5L
Amostra 9 UVA INTEGRAL Vidro 1,5L

Amostra 10 UVA INTEGRAL Vidro 15L



Amostra 11 UVA INTEGRAL PET 1,5L
Amostra 12 UVA NECTAR Caixa 10L
Amostra 12A UVA NECTAR Caixa 200 mL
Amostra 13 UVA + MACA NECTAR Caixa 1,0L
Amostra 14  UVA + MACA NECTAR Caixa 1,0L
Amostra 15 MACA INTEGRAL PET 900 mL
Amostra 16 MACA INTEGRAL Caixa 200 mL
Amostra 17 MACA INTEGRAL Caixa 200 mL
Amostra 18 UVA INTEGRAL Caixa 200 mL
Amostra 19 UVA NECTAR Caixa 200 mL
Amostra 20 UVA/ BEBIDA DE FRUTA ADOCADA Caixa 200 mL
Amostra 21 UVA + MACA RECONSTITUIDO Vidro 1,5L
Amostra 22 UVA INTEGRAL* Vidro 300 mL
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*Amostra de suco de uva integral obtido através do processo caseiro.

Em relagéo ao tipo de formulagao, além dos sucos integrais, foram analisados:
néctar (21,74 %), bebida de fruta adogada (8,69 %), reconstituidos e integral caseiro
(ambos 4,35 %) (Figura 21A). Ainda, foram adquiridas formula¢des de suco de uva
adicionado de suco de mirtilo (4,35%), suco de macéd (13,04 %) e suco de uva
adicionado de maga (13,04%) (Figura 21B).

Figura 21 - Graficos com as caracteristicas das amostras: tipo de formulagao, sabor
e embalagem
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Observando as informagdes contidas nos rétulos das amostras (Tabela 2), é
possivel observar que, mesmo em amostras de suco integral, sdo adicionados
antioxidantes, conservantes e até mesmo aromas. A legislagéo brasileira n&o é clara
em relagdo a adicdo destes compostos em suco integral, abrindo margem para que
isso ocorra. Porém, informagdes como “100% suco” sdo comumente encontradas
destacadas nos rétulos, levando o consumidor a acreditar que esta consumindo
somente suco da fruta (BRASIL, 2009).

Em relacao aos agucares, a analise dos rotulos fornece somente informagdes
sobre o teor de carboidratos totais e nenhuma informagdo a respeito dos teores
individuais de carboidratos com glicose e frutose. Ainda, nenhuma amostra de sucos
integrais analisados apresentava em seu rotulo um aviso ao consumidor diabético
sobre os teores de glicose e frutose contidos na bebida. Embora essa informagéo néao
seja exigida pela legislagao brasileira vigente, é importante, visto que, altos teores de
agucares podem representar um fator de risco para pessoas cuja dieta possui restrigdo
de carboidratos (ZANCHIM et al., 2018).

Tabela 2 - Ingredientes rotulados em cada amostra

AMOSTRA INGREDIENTES ROTULADOS

Agua, acgucar, sucos concentrados de maga e uva, vitamina C, regulador de
acidez acido citrico, aroma sintético idéntico ao natural, estabilizantes
carboximetilcelulose sédica e goma xantana, conservadores sorbato de

Amostra 1 potassio e benzoato de sodio, sequestrantes hexametafosfato de sédio e

EDTA calcio dissédico, corantes artificiais amaranto, azul brilhante FCF e
tartrazina, edulcorantes acesulfame de potassio e sucralose

Amostra 2 Uva e antioxidante INS 220

Amostra 3 Uva in natura

Amostra 4 Mirtilo e uva in natura

Amostra 5 Agua e suco concentrado de uva

Amostra 5A Agua e suco concentrado de uva

Amostra 6 Suco de uva, conservante INS 202 e antioxidante INS 220

Amostra 7 Uva e antioxidante INS 220

Amostra 8 Agua, suco concentrado de uva e aroma natural de uva

Amostra 9 Agua, suco concentrado de uva e aroma natural de uva

Amostra 10 Suco de uva, conservante INS 202 e antioxidante INS 220

Amostra 11  Suco de uva, conservantes INS 202 e INS 242 e INS 20 e antioxidante INS 220

Agua, suco concentrado de uva, agucar, antioxidante acido ascérbico,

Amostra 12 . .. e
acidulante acido citrico e aroma natural de uva.
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Agua, suco concentrado de uva, agucar, antioxidante acido ascérbico,

Amostra 12A . . . e
acidulante acido citrico e aroma natural de uva.

Agua, agucar, suco concentrado de uva, suco concentrado de mac4, acidulante

Amostra 13 . e 2
acido citrico, aroma natural de uva e arma natural de maca.
Agua, suco concentrado de uva, agucar, suco concentrado de maga, vitamina
Amostra 14 C, aroma natural, regulador de acidez acido citrico e estabilizante goma
xantana.
Amostra 15 Suco natural de maga e vitamina C.
Amostra 16 Suco de maga concentrado, agua e aroma natural de maga.
Agua, suco de maga concentrado, acidulante acido citrico e aroma natural de
Amostra 17 ~
maga.
Amostra 18 Agua, suco de uva concentrado e aroma natural de uva.
Agua, agucar, suco concentrado de uva, acidulante acido citrico e aroma
Amostra 19

natural de uva.

Agua, aclcar, sucos concentrados de uva e maga, vitaminas (C, E, B3, A, D,
Amostra 20 B6 e B12) acidulante acido citrico e aromatizante, corante natural antocianina e
estabilizante goma guar.

Suco de uva e maga concentrados, agua, aroma natural de uva, acidulante
acido ascorbico.

Amostra 22 *

*Por ser amostra caseira, ndo possui rétulo.

Amostra 21

4.2.1 Atribuigoes dos sinais de RMN de 'H

Amostras de suco integral e néctar foram analisadas e comparadas. Os
espectros apresentados na Figura 22, indicam diferengas entre estes, sendo as
principais os sinais: (3) em 5,28 ppm; dubleto (2) em 4,08 ppm, os quais s&o referentes

a sacarose, presente no “néctar”.

Figura 22 - Comparagao entre espectros obtidos para amostra de néctar e suco
integral
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Outra diferenga € o tripleto (1) em 1,00 ppm, também na amostra de néctar.
Este sinal em questado tem caracteristicas do proton com conexdo H-C-C-O, sendo
reportado como sinal referente a trés possiveis compostos: a rhamnose oriunda da
glicosilagéo das antocianinas (ZHANG; BUTELLI; MARTIN, 2014), o 2,3-butanodiol,
originario de fermentagdes intracelulares, principalmente quando a fruta colhida é
mantida por longo prazo de tempo antes do inicio do processo de fabricagdo do suco
integral (YANG; KAKUDA; SUBDEN, 2006) e a goma xantana, a qual € utilizada como
espessante nos sucos do tipo néctar (SANTANA, 2017).

Além dos carboidratos, outra molécula que é um marcador importante em
sucos de frutas é o etanol, o qual foi identificado na maioria das amostras, com maior
destaque as de suco integral, pois € o mais “puro”. Embora seja classificado como
bebida ndo alcodlica a legislagao brasileira estabelece um teor maximo de alcool de
0,5% vlv, o que equivale aproximadamente a 4,0 g L' de etanol (RIZZON, 2010). Este
pode ser proveniente da fermentagédo residual que é geralmente ocasionada por
microrganismos resistentes ao calor. No mesmo sentido, tendo em vista o teor de
carboidratos contidos nesse tipo de suco, a concentragao alcodlica pode aumentar
com um tempo maior de armazenamento ou por conta das condigdes de estocagem
apds a bebida ser aberta para consumo. Em adi¢cdo, o teor de alcool pode ainda
crescer em formulagdes que nao contém aditivos ou estabilizantes (GRANDIZOLI et
al., 2014) (Figura 23).

Figura 23 - Comparagao do sinal do etanol (1,04 ppm) para os espectros de
diferentes tipos de suco
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Por fim, foi possivel a identificagdo dos acidos malico, tartarico e citrico e do
aminoacido alanina. Estes compostos sao os principais responsaveis pela acidez das
uvas bem como de seus derivados processados (RIZZON; SGANZERLA, 2007)
(Figura 24).

O acido tartarico encontrado nesta fruta € o isbmero L (+), o qual é um
metabdlito secundario presente em poucas espécies vegetais, sendo a videira um
exemplo (OIV, 2007). Este composto pode ser identificado pelo singleto a 4,31 ppm,
que representa os hidrogénios ligados aos carbonos C2 e C3 em destaque na Figura
24,

Da mesma forma, para o acido malico foi possivel identificar os dubletos em
2,69 e 2,74 ppm, caracteristicos dos hidrogénios ligados aos carbonos C2 e C3, em
verde destacado na Figura 24. No mesmo sentido, o acido citrico é representado pelos
sinais destacados em roxo, os quais sdo provenientes dos hidrogénios ligados aos
carbonos C2 e C4, Figura 24.

Figura 24 - |dentificag&o dos sinais dos acidos tartarico, malico e citrico e do
aminoacido alanina em espectros de suco de uva integral
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O acido malico que é encontrado na uva em forma do isbmero L (-), € um dos
acidos organicos mais difundidos na natureza, com predominancia em grande numero
de vegetais. Na videira, a sintese do acido malico é resultante de uma reacéo
secundaria da fotossintese, ocorrendo principalmente nas folhas adultas da videira.
Porém, pode ser sintetizado nos graos em formacgao, até o momento do inicio da fase
de maturacdo (RIBEREAU-GAYON, 1968). No grdo, uma parte do acido malico é
provido da oxidagdo da glicose na respiragédo. Aléem disso, o acido citrico existente nas
raizes da videira € precursor do acido malico da folha e do gr&do. O teor mais elevado
(25 a 30 g L") de acido malico no gréo da uva é registrado no inicio da maturagéo
(RIZZON; SGANZERLA, 2007). Contudo, a degradacao do acido malico é bastante
influenciada pela alta temperatura, o que pode ocorrer no processo de pasteurizacao
do suco de uva, diminuindo a concentracdo encontrada para esse acido neste tipo de
amostra (KLIEWER et al., 1967).

O acido citrico, assim como o descrito anteriormente, é encontrado em
inumeras espécies vegetais. Todavia, encontra-se em maior quantidade nas plantas
citricas e, em pequena quantidade, na uva (RIZZON; SGANZERLA, 2007). Devido a
isso e a fatores de diluicdo, em poucas amostras deste estudo foi possivel a
identificacdo deste composto.

Ja a alanina, ja descrita anteriormente por DUTRA, DAUTH e SOUZA (1999)
como o principal aminoacido presente na uva, foi identificado na maioria das amostras
de suco de uva integral. Isto é devido a metila terminal da molécula, conforme
destacado em vermelho na figura 24.

Dentre todos os compostos identificados, somente a glicose e frutose foram
encontrados em todas as amostras. Inumeros fatores podem estar relacionados a
isso: variedade de uva usada na fabricagdo, concentragdo do suco, processo de
fabricagéo, uso de aditivos, armazenamento antes e apos abertura do frasco (ABE et
al., 2007; GRANDIZOLI et al., 2014).

4.2.2 Adulteracao

O suco de uva € um produto de alto valor comercial, sendo suscetivel a muitas
formas de adulteragao, tais como adi¢cao de agua, agucar ou sucos de frutas de adicao
de menor valor comercial, como suco de maca (SPINELLI et al., 2016).
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Comparando todos os espectros obtidos para amostras de suco integral
(amostras 2-12), é possivel observar que o perfil dos sinais se mantém para a maioria
das formulagdes (Figura 25A). Contudo, para a amostra 5A (Figura 25B), verificamos
a presencga de sinais em 5,28 ppm e 4,08 ppm, sinais caracteristicos da sacarose,

conforme visto anteriormente.

Figura 25 - Comparagao dos espectros obtidos para amostras de suco integral
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A sacarose € o principal carboidrato produzido nas folhas e é translocada até o
fruto onde acontece a acdo de enzimas invertases convertendo-se em glicose e
frutose. A presenca desse composto ndo é observada no suco integral, porém,
algumas variedades de uva podem apresenta-lo em baixissimo teor (na ordem de 2
%). Ou ainda no caso da variedade V. vinifera pode chegar a 10 % (KLIEWER, 1966;
LIU et al., 2006). Assim, & provavel que tenha sido adicionado sacarose na amostra
citada, contudo, para certificar que o teor de sacarose esta acima do permitido pela
legislacdo, € necessario o desenvolvimento de uma metodologia quantitativa.

Em relagdo a amostras de suco de maga, os sinais observados foram

semelhantes aos encontrados para o suco de uva. A figura 26 abaixo, apresenta a
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comparagao de espectros de suco integral de macga, uva e uva com maga. Nestes,
notamos claramente a mudanga dos deslocamentos de sinais ja caracterizados
anteriormente para amostras de suco de uva. Isso é devido aos diferentes valores de
pH para as amostras (média de 2,85 para suco de uva e 3,96 para suco de maga).
Mudangas de deslocamento quimico associados a mudangas de pH ja foram
reportadas na literatura para andlise de '"H RMN de suco de cenoura pronto para beber
(SAPIENZA et al., 2016) e para sucos frescos de laranja e uva (NAVARRO et al.,
2020). Outras matrizes também apresentam esse fato, como no caso de formulag¢des
de agrotoxicos baseados em glifosato reportado por CROCOLI, ORTIZ e MOURA
(2019) e no caso do farmaco furosemida, discutido por DA COSTA, ALCANFOR e DE
OLIVEIRA em 2016.

Figura 26 - Comparagao de espectros de suco integral de maca, uva e uva com
maga, evidenciando as mudancgas de deslocamento quimico e a auséncia dos sinais
de acido malico na amostra de suco de maca
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Fonte: a autora (2020).

Ao contrario do esperado, ndo foi possivel identificar a presenca de acido
malico na amostra de suco de maga integral. Contudo, na amostra de suco de uva

adicionada de suco de maca integral, houve um aumento significativo nos sinais
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relativos ao acido. Isso pode levantar inumeros questionamentos a respeito da origem
do suco de macéd, ja que o acido em questdo é caracteristico dessa fruta
(MONAKHOVA et al., 2014; RIZZON; BERNARDI; MIELE, 2005). Dessa forma, se faz
necessario analisar uma maior variedade de sucos de macga, a fim de verificar a real
presenca de acido malico e outros compostos caracteristicos deste tipo de amostra.

Ja no espectro obtido para a amostra de suco de uva com maga, € possivel
verificar a presenga de um maior numero de sinais na regiao entre 2,53 e 2,81 ppm,
quando se comparado ao espectro do suco de uva integral. Esses sinais podem ser
atribuidos a demais compostos ja identificados para o suco de maga, como asparagina
e acido piruvico e aspartico (CUSANO; SIMONATO; CONSONNI, 2018).

Assim, tendo em vista a identificacdo dos sinais descritos anteriormente e
analise de um maior numero de amostra com suco de maga, se pode afirmar que RMN
pode ser utilizada para diferenciar amostras de suco de uva possivelmente

adulteradas com macéa e com adi¢cao de sacarose.

4.3 ANALISE QUIMIOMETRICA (PCA)

O modelo PCA foi construido a partir de dados de '"H RMN de 24 amostras de
suco de uva e macga, sobre as quais os dois componentes principais, PC1 e PC2,
explicam juntos 96,47% da variancia total (Figura 27). Como pode ser observado,
ocorre a formagéao de trés grupos distintos.

O Grupo | é composto de trés amostras: Amostras 15,16 e 17. Estas s&o as
trés amostras de suco de macga avaliadas. Esse resultado demonstra que o método é
capaz de separar estatisticamente amostras de suco de uva e de suco de macga,
quando puros.

No Grupo Il, no entanto, estdo presentes amostras das mais diversas classes:
néctar, integral, caseiro. Com isso, destaca-se que as amostras que contém suco de
uva nao possuem diferenca estatistica, independentemente de sua forma de
fabricacéo.

Ao contrario, no Grupo lll sdo encontradas as amostras 5A e 21, que sao de
suco de uva integral e de suco de uva integral com maga, respectivamente. A amostra
5A ja foi reportada anteriormente por apresentar sinais caracteristicos de sacarose
que, possivelmente foi adicionada a amostra. A amostra 21, por sua vez, é a unica

amostra de suco de uva com maga integrais. A similaridade estatistica entre as
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amostras, pode ser proveniente da concentragao dos agucares ou da possivel adi¢ao
de suco de maca na amostra 5A. Outro fator que deve ser levando em consideragao
€ que os sucos em questdo sao fabricados pela mesma empresa, podendo haver
adicao de algum composto que néo foi possivel identificar visualmente, mas que pode
alterar estatisticamente as caracteristicas dos espectros.

Figura 27 - Resultado de PCA obtido para as amostras analisadas
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Fonte: a autora (2020).

As amostras 1 e 20 ndo formaram grupos. Estas representam sucos de uva,
comercializados na forma de néctar. Apesar do estudo avaliar outras amostras com
as mesmas caracteristicas, estas em especifico, sdo do mesmo fabricante, o que pode
indicar similaridades no processo de producao.

Outros autores ja fizeram uso de PCA para separar amostras de suco.
OLIVEIRA e colaboradores (2019) avaliaram por espectrometria de massas a adigéo
de maga em suco de uva. Os mesmos analisaram 19 amostras, das quais 3 foram de

suco de maca. Neste trabalho o PCA explicou 98,92% da variancia e foi capaz de
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separar as amostras de suco de uva e maca. Neste caso, a concentracdo dos
acgucares foi responsavel pela diferenca estatistica.

Ja em 2016, TOMASSINI e colaboradores, avaliaram a diferenca de
metabdlitos presentes em diferentes sucos de cenoura vendidos prontos para o
consumo na Italia. Os mesmo realizaram as analises por '"H RMN e realizaram PCA a
fim de verificar a separagcdo das amostras de sucos de diferentes cultivares de
cenoura. Neste trabalho, o PCA apresentado explicou 55% da variancia total e foi
capaz de separar em trés grupos, representativos das trés cultivares avaliadas.

Com isso, se pode concluir que, com pouco preparo de amostra, o uso de RMN
"H juntamente com a metaboldémica e PCA é capaz de transmitir resultados confidveis
para caracterizacdo de sucos de uva e maca, bem como identificar fraudes e

adulteragdes.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos através do método de RMN 'H, com
pouco preparo de amostra, foi possivel realizar uma leitura dos espectros referentes
as amostras de sucos de uva e de macga de diferentes tipos de fabricacdo e
formulagcdo. Um destaque € a presenga da molécula de etanol em grande parte das
amostras, principalmente aquelas de suco integral. Apesar de ser considerada como
bebida ndo alcoolica, baixos teores de alcool podem estar presente em sua
composicao devido ao processo de fermentagdo residual, maior tempo de
armazenamento ou ainda, devido as condi¢des de acomodacdo em que a bebida foi
exposta apds aberta para consumo. Além da molécula de etanol, também foi possivel
a identificagdo dos acidos malico, tartarico e citrico, os quais séo caracteristicos da
acidez. Dentre todos os compostos identificados, somente a glicose e a frutose foram
encontradas em todas as amostras, fato que, pode estar relacionado com a
concentracido do suco, processo de fabricacdo, uso de aditivos e armazenamento.

Por outro lado, no que diz respeito a analise quimiométrica, a construgdo de um
modelo de PCA referente aos resultados dos espectros obtidos, proporcionou atraves
da formacéao de grupos, um melhor entendimento das semelhancas e diferengas entre
as amostras analisadas. Em resumo, RMN pode ser considerada para avaliagao de

fraudes em sucos de uva.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

- Obter e avaliar um maior numero de amostras com diferentes caracteristicas;

- otimizar o método de RMN 'H afim de melhorar a resolugéo dos resultados
obtidos;

- identificar um maior numero de metabdlitos para melhor diferenciacdo das

amostras;

- quantificar os compostos identificados.
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