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com a idade. Nada vem - exceto rugas.
T verdade, alguns vinhos melhoram com
o tempo, mas apenas se as uvas eram
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RESUMO

O vinho tinto € uma bebida obtida da fermentacdo do mosto de uvas, em que as
principais etapas de fabricagao consistem na maceragao e nas fermentagdes alcodlica
e malolatica. A tiramina € uma amina biogénica que pode estar presente naturalmente
ou ser formada durante a vinificagdo, podendo exercer efeitos toxicos e
farmacoldégicos ao organismo. Devido a importancia para a saude, é crescente o
numero de paises que estabelecem limites maximos para o teor de tiramina nos
alimentos, sendo importante o desenvolvimento de metodologias rapidas e de baixo
custo para a sua quantificagdo. Desta forma, os objetivos do trabalho foram
desenvolver um sensor eletroanalitico utilizando eletrodos de carbono de grafite de
lapiseira (ECGL) descartaveis e de baixo custo para determinacao de tiramina em
amostras comerciais de vinho tinto e durante a fermentacdo uvas Vitis vinifera,
utilizando as técnicas de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e Voltametria de
Onda Quadrada (VOQ). Foram definidas as melhores condi¢des experimentais e
escolhidos os parametros de cada técnica, de acordo com a maior sensibilidade e
seletividade de resposta de deteccéo da tiramina. Além disso, realizou-se estudos do
mecanismo de oxidagdo da tiramina sobre os ECGL. Curvas analiticas para a
oxidagdo da tiramina utilizando VPD e VOQ foram construidas, validadas
analiticamente quanto a linearidade, faixa linear, limite de detecg¢ao (LD) e limite de
quantificacdo (LQ), precisdo, exatiddo, robustez e especificidade. O estudo do
mecanismo da reagdo de oxidagao da tiramina sobre os ECGL mostrou ser
irreversivel, adsortivo e envolvendo a troca de 3 elétrons e 3 prétons. As melhores
condicbes experimentais e voltamétricas foram obtidas utilizando o tampéao fosfato
salino (PBS) 0,1 mol L™, pH 7. Para a VPD foi utilizada a amplitude 50 mV e velocidade
de varredura 16 mV s-! e para VOQ foi utilizada a amplitude de 50 mV e velocidade
de varredura de 16,14 mV s™'. Partindo dessas condigbes, as faixas lineares obtidas
para VPD e VOQ foram de 0,6 a 200 umol L' (r?= 0,9985) e 0,6 a 1000 umol L' (r? =
0,9969), LD de 0,52 e 0,77 ymol L' e LQ de 1,74 e 2,36 ymol L', respectivamente.
Na validagao analitica ndo houve diferenca significativa entre respostas no estudo de
precisdo, de robustez (exceto para a temperatura) e especificidade (exceto para o
acido galico); os desvios padrao relativo (DPR) foram na maioria menores que 5%,
com faixas pequenas de intervalos de confianca IC (95%). As recuperag¢des para
tiramina em amostras de vinho tinto comerciais variaram entre 94,4 + 7.6 e 106,0 +
2,4% com erro relativo (%BIAS) < 6% e durante a vinificagdo variaram 89,2 + 1,2 a
109,2 £7,6% com (%BIAS) < 10,8%. Durante a vinificagédo foi observado também uma
tendéncia de aumento de concentragao de tiramina durante o processo fermentativo
realizado com uvas Syrah. Durante as 4 fermentag¢des observou-se o consumo dos
agucares e formagao de etanol e glicerol em quantidades variadas dependendo da
uva e da sua localizacao geografica. De acordo com os resultados, pode-se concluir
que as metodologias desenvolvidas aliadas ao uso dos ECGL é uma alternativa,
simples, rapida para a determinagao de tiramina em vinhos, tendo em vista a utilizagao
de materiais descartaveis, de baixo custo e altamente reprodutivos.

Palavras-chave: Tiramina. Vinho tinto. Fermentacgdes. Vinificagdo. Voltametria de
Pulso Diferencial. Voltametria de Onda Quadrada. Eletrodos de carbono de grafite de
lapiseira.



ABSTRACT

Red wine is a drink obtained from the fermentation of grape must, in which the main
stages of manufacture consist of maceration, alcoholic and malolactic fermentations.
Tyramine is a biogenic amine that can be naturally present or formed during
winemaking, which can have toxic and pharmacological effects on the body. Due to
the importance of health, the number of countries that establish maximum limits for the
tyramine content in food is increasing, being important the development of fast and low
cost methodologies for the quantification of tyramine. Therefore, the objectives of the
study were to develop an electroanalytical sensor using disposable and inexpensive
pencil’s graphite carbon electrodes (PGCE) for determining tyramine in commercial
red wine samples and during fermentation of Vitis Vinifera grapes, using Differential
pulse voltammetry (DPV) and Squarewave voltammetry (SWV). The best experimental
conditions were defined and the parameters of each technique were chosen, according
to the greater sensitivity and selectivity of tyramine detection response. In addition,
studies were carried out on the oxidation mechanism of tyramine with the PGCE.
Analytical curves for tyramine oxidation using DPV and SWV were made, analytically
validated in relation to linearity, linear range, limit of detection (LoD) and limit of
quantification (LoQ), precision, accuracy, robustness and specificity. The study of the
tyramine oxidation reaction mechanism with the PGCE proved to be irreversible,
adsorptive and involving the exchange of 3 electrons and 3 protons. The best
experimental and voltammetric conditions were obtained using the 0.1 mol L-1
Phosphate-buffered saline (PBS), pH 7, for the DPV the amplitude was 50 mV and the
scan rate was 16 mV s and in the SWV method the amplitude was 50 mV and the
scan rate was 16,14 mV s™'. Based on these conditions, the linear ranges obtained for
VPD and VOQ were from 0.6 to 200 uymol L' (r>= 0,9985) and 0.6 to 1000 pymol L (r?
= 0,9969), LoD of 0.52 and 0.77 pymol L1 and LoQ of 1.74 and 2.36 ymol L,
respectively. In the analytical validation there was no significant difference between
responses in the study of precision, robustness (except for temperature) and specificity
(except for gallic acid), the relative standard deviation (RSD) were mostly less than
5%, with low confidence interval (Cl) was 95%. The tyramine recoveries in commercial
red wine samples varied between 94.4 + 7.6 and 106.0 + 2.4% with relative error (%
BIAS) < 6% and during vinification they varied 89.2 + 1.2 to 109.2 + 7.6% with (% BIAS)
< 10.8%. During the vinification it was also noted an increasing trend of tyramine
concentration during the fermentation process made with Syrah grapes. Throughout
the 4 fermentations, the consumption of sugars and formation of ethanol and glycerol
were observed in varying amounts depending on the grape and its geographical
location. According to the results, it can be concluded that the methodologies
developed combined with the use of PGCE is a simple and fast alternative for the
determination of tyramine in wines, in view of the use of disposable materials, with low
cost and high reproducibility.

Keywords: Tyramine. Red wine. Fermentations. Winemaking. Differential Pulse
Voltammetry. Squarewave Voltammetry. Pencil’s Graphite Carbon Electrodes.
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1 INTRODUGCAO

Segundo a legislagao brasileira o vinho é a bebida proveniente da fermentagao
alcoolica de uvas frescas, sds e maduras (BRASIL, 1988). E muito apreciado por
apresentar caracteristicas unicas obtidas durante a vinificagao e o envelhecimento. As
atividades de cultivo de uvas e producao de vinhos tém desenvolvimento histérico e
estdo amplamente difundidas em todo mundo, com mais de 50 paises cuja produgao
€ reconhecida pela Organizagao Internacional da Uva e do Vinho (OIV). Apesar de
nao ser a bebida mais consumida do mundo, o vinho ocupa um lugar de destaque,
estando entre as mais consumidas (STANDAGE, 2015).

A principal matéria-prima para industria vinicola é a uva, da qual se extrai o
mosto para a producéo do vinho. A qualidade e caracteristicas da bebida comegam a
ser definidas no vinhedo, sendo importante a selecdo do tipo de uva, o manejo
agrondmico, o grau de maturagao das uvas e os cuidados no momento da colheita.

O processo de elaboragao consiste em duas etapas de fermentagdo: a
fermentacao alcodlica e a fermentacao malolatica, etapas cruciais para obteng¢ao da
bebida. No caso de vinhos tintos, a maceracao € uma etapa extremamente importante,
que ocorre concomitantemente a fermentacdo alcodlica. A fermentacdo € um
processo bioquimico realizado por microrganismos de ocorréncia natural ou
inoculados ao mosto. Durante a fermentagdo alcodlica e maceragdo (contato do
liquido com as cascas e sementes das uvas tintas), os agucares presentes no mosto
sao convertidos em etanol, acidos e ésteres pela agcao das leveduras e compostos
fendlicos e taninos presentes nas cascas e sementes sao transferidos ao vinho dando
cor e caracteristicas organolépticas préprias a bebida (STOCKLEY et al., 2012).

A presenca de aminas em vinhos tintos é também muito importante tanto do
ponto de vista tecnolégico quanto toxicoldgico. As aminas biogénicas séo bases
nitrogenadas de baixo peso molecular que exercem efeito biolégico no organismo e
podem estar naturalmente presentes em vinhos tintos sendo produzidas através do
metabolismo das videiras ou serem formadas no processo de vinificagao pela acéo de
microrganismos ou também durante o periodo de estocagem da bebida (PLOTKA-
WASYLKA et al., 2018).

Segundo a Organizacao das Nacdes Unidas para Alimentacao e Agricultura
(FAO) a ocorréncia de aminas biogénicas em alimentos vem causando grandes

preocupacdes em relacdo aos efeitos de toxicidade quando encontradas em altas
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quantidades (FAO, 2014). A ingestédo de alimentos que contém quantidades elevadas
de aminas biogénicas pode desencadear varias reagdes farmacologicas e
toxicologicas, como dor de cabecga, palpitagbes cardiacas, vomitos e diarreia
(TABANELLI, MONTANARI e GARDINI, 2018).

Recentemente, varios estudos vém sendo desenvolvidos para determinagao e
identificacdo de aminas biogénicas em vinhos tintos, contudo, as aminas podem ser
encontradas em diversos tipos de alimentos. A crescente demanda por alimentos mais
seguros impulsionou o estudo destes compostos em alimentos, como soja fermentada
(JEON, LEE e MAH, 2018), tofu (GU et al., 2018), salsicha fermentada (EKICI e
OMER, 2018), queijo (MAYER e FIECHTER, 2018), carne suina (NGAPO e VACHON,
2017), vinagre (ORDONEZ et al., 2013), cerveja (REDRUELLO et al., 2017), entre
outros.

Segundo a Autoridade Europeia de Seguranga de Alimentos (European Food
Safety Authority - EFSA) a tiramina e a histamina sdo as aminas biogénicas mais
téxicas (EFSA, 2011), sendo que a tiramina exerce efeitos citotdxicos mais fortes que
a histamina principalmente em pessoas com deficiéncia na enzima monoamina
oxidase (MAO) (LINARES et al., 2016). A tiramina € uma monoamina derivada da
descarboxilagdo da tirosina e € encontrada principalmente em alimentos e bebidas
fermentadas, como o vinho tinto. Logo, a determinac¢ao deste composto nesta bebida
€ de extrema importancia diante de seus efeitos téxicos ao organismo, bem como o
desenvolvimento de métodos que possibilite 0 monitoramento de tiramina durante a
producao de vinhos tintos para garantir a qualidade do produto final.

Diversas metodologias vém sendo desenvolvidas para detectar e monitorar
tiramina em vinhos (ORDONEZ et al., 2017; KE et al., 2018; PLOTKA-WASYLKA et
al., 2018). A cromatografia € muito utilizada para detecgéo de tiramina em alimentos,
contudo, a maioria das metodologias requerem procedimentos como pré-tratamento
de amostras, maior tempo de analise, além do alto custo por demandarem reagentes
especificos, bem como mao de obra especializada. A eletroanalitica por outro lado,
vem se destacando das demais por envolver técnicas simples e apresenta
propriedades analiticas vantajosas, tais como a alta sensibilidade, baixo custo e curtos
tempos de analise (SHENG et al., 2016).

Pesquisas mostram que a determinacao de tiramina utilizando a eletroanalitica
apresentou limites de detecgdo muito sensiveis, que podem ser comparados as
técnicas instrumentais (LI et al., 2017a; KHAN et al., 2018). Dentre as técnicas
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utilizadas na eletroquimica, a Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e Voltametria de
Onda Quadrada (VOQ) sao excelentes ferramentas que podem ser utilizadas para
deteccdo da tiramina. Além da escolha das técnicas, um dos fatores importantes para
a construgao de um sensor eletroquimico para detecgao de tiramina em vinhos tintos
€ a escolha do material utilizado para fabricagdo do sensor ou também chamado
eletrodo de trabalho. Diversos materiais sdo utilizados para construcido de sensores
eletroquimicos para detecgao de tiramina, dentre eles, eletrodos de carbono vitreo,
eletrodos modificados, entre outros (APETREI e APETREI, 2013; KUCUK e TORUL,
2018; LOPEZ, GOMEZ e RUIZ, 2017).

Sensores eletroquimicos baseados em carbono, em particular, oferecem
inumeras vantagens, pois sao de baixo custo e quimicamente inertes. Dentre eles,
eletrodos de carbono de grafite de lapiseira (ECGL) também denominados minas de
grafite apresentam alta reprodutibilidade, sensibilidade, e principalmente, sdo mais
baratos e mais acessiveis. Alves et al. (2017) obtiveram excelentes propriedades
eletroquimicas utilizando eletrodos de minas de grafite para constru¢dao de um
biossensor.

Conciliar a eletroanalitica juntamente com a utilizagdo de materiais baratos e
acessiveis, como os ECGL, na construcao de sensores para detecgao e quantificacao
de tiramina em vinhos tintos € uma opg¢ao para o controle de qualidade da bebida e
para seguranca alimentar da populagdo. Desta forma, o objetivo deste capitulo é
realizar uma revisao bibliografica sobre vinhos tintos, incluindo as uvas como matéria-
prima, produgdo e composi¢do, bem como a formagdo de aminas biogénicas em
especial a tiramina, além de citar os diferentes métodos de detecg¢ao de tiramina em
alimentos e as vantagens da utilizagdo das técnicas voltamétricas frente a outras
técnicas principalmente quando se utiliza eletrodos elaborados com materiais de baixo

custo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Vitivinicultura: aspectos gerais

A vitivinicultura € uma atividade de importancia econdmica e cultural para
diversas regides do mundo. Aproximadamente uma superficie mundial de 7,4 milhdes
de hectares foi destinada ao cultivo de videiras no ano de 2018, e cerca de 77,8
milhdes de toneladas de uvas foram colhidas neste mesmo ano, sendo 57% destinada
a produgao de vinho (OIV, 2019). No Brasil, quando comparado aos paises
tradicionalmente produtores, observa-se melhorias na qualidade das uvas e vinhos
relacionados ao emprego de técnicas agrondmicas e enologicas.

Dentre os paises produtores, a Espanha representava a maior area de cultivo
com 13% da area cultivada no mundo em 2018, seguida pela China, Francga, Italia e
Turquia. O Brasil ocupava o vigésimo segundo lugar com uma area de
aproximadamente 82 mil hectares cultivados (OIV, 2019). O cultivo em diferentes
regides permite obter efeitos distintos na uva devido a influéncia de fatores naturais
como o clima, o solo e 0 ambiente biolégico e humanos, como manejo, determinando
o potencial viticola de uma area em relagao as exigéncias de determinadas cultivares
de uvas e do mercado (OLIVEIRA et al., 2019b (?)).Padronizar o uso do “DE” no texto
e na relacao das referéncias

Entre os 28 paises responsaveis por 85% da producdo mundial de vinhos em
2018 e 2019, produziu-se em média 263 milhdes de hectolitros em 2019 sendo 10%
inferior ao ano anterior, fator relacionado a alteragcbes climaticas principalmente no
hemisfério norte (OIV, 2019).

As principais espécies de uvas cultivares no mundo sao as Vitis vinifera e Vitis
labrusca e estdo entre as de maior importéancia econémica. A primeira € de origem
europeia, conhecida como uma espécie produtora de uvas finas, geralmente utilizadas
para a elaboracdo de vinhos finos, enquanto a Vitis labrusca da origem a uvas
americanas e cultivares hibridas que sdo denominas “uvas comuns” (MAIA e
CAMARGO, 2005).

A primeira espécie introduzida no Brasil foi a Vitis vinifera. Posteriormente no
século XIX foram introduzidas as cultivares americanas Vitis labrusca. A adaptacao
das uvas americanas proporcionou a expansao da viticultura brasileira. A diversidade
climatica do Brasil, aliada ao investimento em inovagdes possibilitou o cultivo de uvas

finas tintas, como a Cabernet Sauvignon, Merlot, Cabernet Franc, Tannat, Ancellota,
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Pinot Noir e Egiodola, Syrah e Alicante Bouschet (BOTELHO e PIRES, 2009). A
composi¢cdo da baga de uvas pode variar em concentracdo de agucares, acidos
organicos, minerais, compostos fendlicos e aromaticos que séo alguns dos principais
compostos presentes nas uvas e nos vinhos (PANCERI et al., 2015).

Algumas caracteristicas da composi¢gao das uvas devem ser observadas no
momento da colheita. O teor de sdlidos soluveis totais € importante para determinar o
ponto de maturagédo das uvas, mas principalmente para elaboragdo do vinho, ja que
solidos soluveis do mosto s&o compostos em grande maioria por agucares
fermentesciveis. A glicose e frutose sdo os principais agucares presentes em uvas.
Outros agucares presentes em pequenas quantidades sdo a ramnose e maltose
(COELHO et al., 2018).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em maior quantidade na casca e
desempenham um papel muito importante atribuindo caracteristicas sensoriais de
sabor e cor na uva e, consequentemente, no vinho (BRUNETTO et al., 2009). As
antocianinas sdo uma classe dos compostos fendlicos responsaveis pela cor nas uvas
tintas. Os polifendis sao transferidos ao vinho durante a vinificagcdo na etapa de
maceragao (contato com a casca e sementes), ou no envelhecimento, pelo contato
com a madeira. Estudos recentes envolvem a aplicagao de técnicas para extragao e
obtencao destes compostos de subprodutos da vinificagdo, como do bagago de uvas
(NAYAK et al., 2018).

Os acidos organicos também sao responsaveis por caracteristicas sensoriais
em uvas e vinhos como o sabor e aroma. Além disso, auxiliam na estabilizacao e
controle microbiolégico em vinhos. No mosto de uva os principais acidos orgéanicos
sdo o acido tartarico e o malico e os provenientes da fermentagcdo sao o latico,
succinico e acético (LIMA et al., 2014; COELHO et al., 2018).

A selecao de uvas para producdo de vinhos dependera de inumeros fatores,
especialmente da composicido da uva que influencia diretamente nas caracteristicas
organolépticas do vinho. Diferencas na composicdo sao influenciadas pelas
caracteristicas do solo, manejo e clima e principalmente a cultivar utilizada. Desta
forma, a adaptacao da videira as condi¢des de clima e solo, aplicagdes tecnoldgicas
e métodos de producédo de vinho sdo essenciais para escolha da cultivar a ser utilizada
para obtencéo de vinhos de boa qualidade.

Algumas variedades de uvas mais utilizadas para a produgao de vinhos tintos

nacionais sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Variedades de uvas mais utilizadas para produgao de vinhos tintos nacionais.

Variedades (espécies)

Caracteristicas

Cabernet Franc (Vitis vinifera)
- tinta

Produz vinhos com o6tima qualidade e com aroma
pronunciado. E a base de vinhos frutados que
dispensam envelhecimento prolongado, mas podem
ser envelhecidos conforme a safra. Pode ser
utilizada em combinacdo com outras uvas.

Cabernet Sauvignon (Vitis
vinifera) - tinta

Produz vinhos bem encorpados, frutados, e que
podem ser adstringentes devido ao alto valor de
taninos. Seu potencial de maturagdo é elevado,
origina vinhos tintos com coloragdo vermelho-rubi
intenso, aromas herbaceos que evoluem com o
envelhecimento, dependendo da safra.

Isabel (Vitis labrusca e Vitis
vinifera) - tinta

E utilizada como uva de mesa, para produgdo de
suco, vinhos, geleias e vinagres. Para vinhos,
origina um tipico vinho colonial, com aromas
frutados, mas nao aporta muita cor tinta ao vinho.

Melort (Vitis vinifera) - tinta

Possui baixo teor de taninos, produz vinhos
levemente encorpados, pouco acidos e de cor
intensa e vinhos mais “macios”

Syrah (Vitis vinifera) - tinta

Produz bons vinhos, que muitas vezes possuem um
excesso de acidez e presenga de taninos potentes.

Bordo (Vitis labrusca) - tinta

Produz vinhos ricos em aroma e sabor “foxado”. A
principal caracteristica € a intensa coloragao
violacea. E utilizada muito em conjunto com a uva
Isabel.

Fonte: Botelho e Pires (2009); Fraige (2012)

2.2 O vinho

De acordo com a legislagdo brasileira, “vinho € a bebida obtida pela

fermentacao alcodlica do mosto resultante do esmagamento ou da prensagem de

uvas sas, frescas e maduras, contido ou ndo de suas partes solidas”. A denominagao

vinho é vedada e nao deve ser utilizada para quaisquer bebidas obtidas de outras

matérias-primas que ndo a uva. Os vinhos podem ser classificados quanto a classe

(vinho de mesa, vinho espumante, vinho licoroso e vinho composto) e quanto a cor
(vinho tinto, vinho rosado e vinho branco) (BRASIL, 1988).

Os compostos formados durante a fabricacdo dos vinhos dao a esta bebida

sabores variados dependendo do tipo de uva utilizada, fazendo com que seja

apreciada por diferentes tipos de populagdes. A origem do cultivo de videiras iniciou

em dareas da Asia e do Caucaso, onde encontraram as primeiras marcas da
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domesticacado da Vitis vinifera. Ha relatos que os primeiros consumidores de vinho
foram os egipcios a cerca de 3000 a.C. e que o uso medicinal da bebida foi realizado
pelo homem ha mais de 2000 anos (LOVATO e WAGNER, 2014).

Segundo a Organizagao Internacional da Vinha o do Vinho (OIV, 2019), o vinho
€ amplamente consumido no mundo. Em 2016 o consumo global de vinho foi de 241
milhdes de hectolitros, com um aumento de 7% em relacdo ao ano de 2000. Em 2017
o consumo foi estimado em 244 milhdes de hectolitros e, em 2018, 246 milhdes de
hectolitros.

Dentre os paises que mais consomem vinho, Estados Unidos destaca-se em
primeiro lugar desde 2011, com consumo estimado de 33 milhdées de hectolitros no
ano de 2018, um aumento de 1,1% em relagdo a 2017 (OIV, 2019). No Brasil, o
consumo médio foi estimado em 1,9 litros por pessoa e o pais ocupou o0 décimo oitavo
lugar como consumidor e vigésimo como produtor mundial (CONAB, 2019).

A maior parte da produc¢do de vinhos no Brasil ocorre no estado do Rio Grande do
Sul. Segundo o Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN, 2019), em 2019, o volume de
vinhos comuns produzidos por empresas do Rio Grande do Sul foi de 144,67 milhdes
de litros, enquanto o volume produzido dos vinhos finos, no mesmo periodo, foi de
41,61 milhdes de litros, cerca de 3 vezes menor que a producéo de vinhos comuns. A
produgcao de vinhos comuns, finos e derivados de uva e vinho de empresas do Rio

Grande do Sul é apresentada na Figura 1.
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Figura 1 - Producgao de vinhos e derivados em milhdes de litros no estado do Rio
Grande do Sul, 2006 a 2019.
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Fonte: Adaptado IBRAVIN (2019).

Apesar da reducao da producao de vinhos comuns no ano de 2019 em relagao
a 2017 em ambos os anos e ao longo deles, entre os vinhos comuns e finos, os
comuns se destacam, sendo os mais produzidos. Da totalidade dos vinhos de mesa
(comuns) e finos produzidos no pais por empresas do Rio Grande do Sul, em 2018,
88,2% e 75,3%, respectivamente, eram tintos (IBRAVIN, 2019). A maior
comercializacdo de vinhos tintos esta diretamente relacionada com maior consumo
deste tipo de vinho em relagao aos demais tipos.

O vinho tinto é elaborado com uvas tintas, responsaveis pela coloragcao da
bebida. Diversos compostos quimicos podem ser transferidos das uvas para o vinho,
outros podem ser formados durante a fermentacdo, e cada um é responsavel por
conferir caracteristicas especificas. Contudo, a presenca de compostos indesejados,
as aminas bioativas, pode prejudicar a qualidade do vinho tinto (AQUARONE et al.,
2014). Desta forma, é importante compreender as etapas de elaboracao para obter

produtos de qualidade.

2.3 Producgao do vinho tinto

Os vinhos diferem pelos fatores enolégicos, incluindo o tipo e a estrutura da
uva, fatores edafoclimaticos e técnicas de fermentagdo. A produgédo de vinho tinto
compreende um conjunto de etapas e o avango da tecnologia resultou em um

progresso significativo do conhecimento da bioquimica e das interagbes de
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microrganismos no decorrer do processo de vinificagao (ALCAIDE-HIDALGO et al.,

2008). As etapas do processo de elaboragao de vinhos tintos sdo mostradas na Figura
2.

Figura 2 - Etapas do processo de elaboragdo de vinho tinto.
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Fonte: Adaptado (RIZZON, 2006).

A primeira etapa de elaboracéo de vinho tinto € o recebimento das uvas. Nesta
etapa, avalia-se o estado sanitario das frutas, confirma-se o cultivar utilizado e pesam-
se as uvas. Também sao retiradas amostras para determinacdo de compostos
presentes no mosto. A etapa de separagéo dos engacgos (eixo da inflorescéncia) € um
processo mecanico muito importante realizado durante a producgéo, pois os engagos
possuem baixo teor de agucares e elevado teor de potassio e causam o surgimento
de gosto amargo e sensagao de adstringéncia em vinhos tintos, afetando diretamente
a qualidade do produto (RIZZON, 2006).

ApOs a separagao dos engacos € realizado o esmagamento das uvas que tem
como finalidade liberar o suco contido na polpa para fermentacgao. Para isso, a pelicula
da baga é rompida e o mosto entra em contato com as leveduras presentes na
pelicula. O processo mecanico auxilia para a dispersao das leveduras no mosto e

propicia a aeragao do meio que favorece a multiplicagao de células, colaborando para
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o inicio da fermentacgéo alcodlica (RIZZON, 2006). No entanto, o esmagamento das
uvas deve ser realizado de forma suave, reduzindo danos nas sementes para evitar a
liberagao de taninos herbaceos de cadeia pequena, que transferem sabor amargo ao
vinho (SCOLLARY, 2015).

Normalmente, o equipamento de esmagamento € conjugado com o
desengagamento, denominado esmagadeira-desengacadeira. Provoca o rompimento
das bagas por compressdo ou por choque liberando mosto, sem provocar o
esmagamento das sementes e dos engagcos (AQUARONE et al., 2014).

Um dos principais aspectos nesta etapa € a liberagdo de compostos
responsaveis pela coloragdo dos vinhos tintos. A pele da uva é responsavel pela
liberacdo de taninos, antocianinas e polifendis, que ddo ao mosto a acidez, cor
vermelha e potencial efeito antioxidante (HASEEB et al., 2018). Os flavonoides séo
componentes importantes que podem ser encontrados nos pigmentos que dao a cor
as cascas das uvas. Eles sdo essenciais para a qualidade do vinho e responsaveis
pela cor e adstringéncia dos vinhos tintos (GRANATO et al., 2018).

A selecdo de microrganismos presentes no mosto € feita pela adicao de
conservantes. O metabissulfito de potassio € uma das principais substancias
utilizadas para esta finalidade. Sua atuacdo como desinfetante e anti-séptico favorece
a acao de leveduras, e inibe a acao de bactéria acéticas, laticas e leveduras que
produzem pouco alcool. Além disso, o metabissulfito de potassio atua como agente
antioxidante prevenindo a oxidagdo de compostos responsaveis pela coloragdao de
vinhos tintos, como solubilizante, facilitando a dissolugcdo de corantes e como
coagulante por ter a capacidade de aglomerar e precipitar inuUmeras substancias
encontradas no mosto que provocam a turvagao (RIZZON, 2006).

A adicao de conservantes e o processo de chaptalizagao (correcdo do agucar
do mosto) séo realizados logo apdés o esmagamento da uva. A chaptalizagado é
permitida em diversos paises e € necessaria para atingir o teor alcodlico estabelecido
quando as condi¢cdes naturais de cultivo das videiras ndo permitem o acumulo de
teores de acgucares fermentesciveis necessarios, sendo assim muito importante para
o processo de fermentacao alcodlica. O ideal para o processo de fermentacéo € que
o mosto apresente cerca de 200 g L' de aguicar (GUERRA et al., 2005). O processo
de chaptalizagao é realizado de forma gradual no inicio da fermentacao para evitar
que as leveduras sofram inibigdo pelo substrato e para garantir que o vinho atinja pelo
menos 12°GL (Gay Lussac) (RIZZON, 2006; AQUARONE et al., 2014). A legislagao


https://www-sciencedirect.ez34.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/anthocyanin
https://www-sciencedirect.ez34.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/polyphenol
https://www-sciencedirect.ez34.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/wine-quality
https://www-sciencedirect.ez34.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/astringency
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brasileira permite o aumento da graduacéo alcodlica em apenas 1% para vinhos
elaborados com Vitis vinifera e até 2% para variedades hibridas ou americanas (Brasil,
2014)

Na fermentacdo alcodlica os acucares fermentesciveis do mosto sdo
transformados principalmente em alcool etilico e gas carbdnico. Esta reacédo é
exotérmica e a fermentagao deve ser realizada sob temperatura controlada, na qual a
faixa ideal € de 25 a 30°C (GENC, GENC e GOKSUNGUR, 2017). A reagao
bioquimica celular da fermentacgéo alcodlica realizada pela agao de leveduras sobre

0s agucares fermentesciveis € mostrada na Figura 3.

Figura 3 - Fermentacao alcodlica.
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Fonte: Adaptado de Zamora (2009).

A fermentacdo alcoolica é realizada por leveduras, principalmente as da
espécie Saccharomyces cerevisiae, que pode ser adicionada ou estar presente
naturalmente na uva, e a energia utilizada para o crescimento é fornecida por reacoes

de oxidacao parcial das hexoses com producao de etanol e didoxido de carbono.
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Embora a fermentacéo possa ser realizada utilizando a microflora natural contida nas
uvas, alguns autores recomendam a utilizagao de leveduras selecionadas para manter
a uniformidade da fermentacgé&o alcoolica e, consequentemente, da bebida (HU et al.,
2018; KONG et al., 2019).

A primeira etapa da fermentacéo alcodlica, que ocorre com a maceragao na
elaboracao de vinhos tintos, é chamada de fermentagédo tumultuosa e caracteriza-se
pela grande atividade de leveduras, elevagdo da temperatura, grande liberacéo de
gas carbdnico e, principalmente, pela formagao do “chapéu” do bagaco, em que as
partes solidas vao para parte superior do recipiente de fermentacdo (GUERRA et al.,
2005).

A fermentagao tumultuosa ocorre durante o periodo de maceragao. Nesta
etapa, o mosto fica em contato com as cascas das uvas e ocorre a solubilizagdo dos
componentes das partes solidas, entre os quais se destacam as antocianinas e
compostos fendlicos (SACCHI, BISSON E ADAMS, 2005). A maceracgéo é finalizada
quando se retira o0 mosto das partes soélidas das uvas. Esta etapa € chamada de
descuba e prensagem. A descuba ¢ a retirada do vinho da parte inferior do recipiente
de fermentagdo e a prensagem consiste na retirada de parte do vinho que fica
impregnado nas partes sélidas das uvas com auxilio de prensas. O vinho retirado,
entdo, entra na etapa de fermentacao lenta, em que o conteudo restante de agucar é
consumido pelas leveduras. Este processo € lento devido ao elevado teor alcodlico
presente no vinho dificultando a acdo das leveduras. A etapa termina quando o
desprendimento de gas carbénico é cessado e o conteudo de agucares for inferior a
3 gL' (RIZZON, 20086).

Concluida a fermentacdo alcodlica se inicia a fermentacdo malolatica. A
principal caracteristica desta etapa é a transformacgao de acido malico em latico pela
acgao de bactérias lacticas (GENC, GENC e GOKSUNGUR, 2017). Para vinhos tintos
a fermentacao malolatica € muito importante e responsavel pela diminuicio da acidez
total, isso porque, a transformagdo do &cido malico em latico provoca a
desacidificagdo com um aumento do pH inicial e consequentemente a suavizagao do
vinho (GUERRA et al., 2005). Além disso, os precursores de aroma no vinho podem
ser ainda mais hidrolisados em volateis de forma livre sob fermentacdo malolatica
(WANG et al., 2018).

A reagao quimica fundamental na conversao do acido malico em latico é

realizada pela enzima malolatica oriunda das bactérias lactica. Nesta reag¢ao, ocorre
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a descarboxilacdo enzimatica do acido malico formando o acido latico que é conduzido
para fora da célula, e é necessario a presenca de NAD* e Mn*2 como cofatores
(BETTERIDGE, GRBIN E JIRANEK, 2015). A conversao do acido malico em latico
na célula com liberacdo de didéxido de carbono na fermentagcdo malolatica é

apresentada na Figura 4.

Figura 4 - Convers&o de acido malico em acido latico durante a fermentacdo malolatica.
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Fonte: Adaptado de Betteridge, Grbin e Jiranek (2015).

Assim como na fermentacdo alcodlica, as bactérias lacticas utilizadas na
fermentacao malolatica podem estar presentes naturalmente nas uvas ou serem
selecionadas e adicionadas ao processo para garantir uma melhor uniformidade na
fermentacdo. As espécies de bactérias laticas mais relevantes sdo as dos géneros
Lactobacillus, Pediococcus e Oenococcus, elas sdo capazes de produzir uma ampla
gama de enzimas importantes, além de atuarem diminuindo a acidez do vinho,
auxiliam na formagao de aroma e sabor (PEREZ-MARTIN et al., 2013).

Os cuidados nesta etapa sdo extremamente importantes pois, além da
conversao benéfica do acido malico em latico, principalmente pela via enzima
descarboxilase (enzima malolatica), outros compostos como as aminas biogénicas
podem ser formados. As aminas biogénicas vém sendo utilizadas como indicadores

de qualidade em alimentos, por sua formacdo estar relacionada a presenca de
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microrganismos. Muitos géneros bacterianos, incluindo as produtoras de acido latico
em vinhos, s&o capazes de descarboxilar aminoacidos precursores para formacao de
aminas biogénicas, as bactérias lacticas autéctones foram relacionadas a formagéao
destes compostos (HENRIQUEZ-AEDO et al., 2016).

Encerrada a fermentagao alcoodlica e malolatica, o vinho tinto ainda ndo deve
ser engarrafado. Neste momento, processos de clarificacdo e estabilizacdo sao
necessarios, pois nao possui limpidez e estabilidade suficiente para ser conservado
adequadamente. Um dos processos que podem ser realizados para esta finalidade é
a trasfega que consiste na transferéncia do vinho de um recipiente para outro. A
transferéncia ajuda a eliminar a borra que fica sedimentada no recipiente e assim
contribui para clarificagao do vinho tinto e na estabilizagao tartarica, processo a frio
que permite a precipitagdo de sais tartaricos que tornariam o vinho turvo (GENC,
GENC E GOKSUNGUR, 2017).

A filtracao também pode ser utilizada para clarificacédo e estabilizagao de vinhos
tintos. Neste processo, particulas indesejadas podem ser removidas. Alguns
processos de produgdo de vinho tinto utilizam também a pratica de adquirir a
estabilidade por meio do armazenamento do vinho em barricas de madeira que
favorece a oxigenacgao lenta e gradativa e a liberagdo de taninos da madeira para o
vinho, além do fato que a estabilizagao neste armazenamento € muito importante nas
caracteristicas sensoriais de formacgao de “corpo” da bebida (RIZZON, 2006).

O engarrafamento consiste na ultima etapa de processamento de vinhos tintos.
Na maioria das vezes é realizado em garrafas de vidro ndo transparentes que sao
adequadamente vedadas para evitar a oxidacdo de compostos pela acédo da luz e
oxigénio. O envelhecimento do vinho tinto engarrafado permite o desenvolvimento de
caracteristicas sensoriais unicas ao produto devido a uma série de reagdes quimicas
que ocorrem de forma natural e lenta (GUERRA et al., 2005).

Durante o armazenamento do vinho tinto engarrafado, sdo observados o
clareamento espontaneo, estabilizacdo de cor e reagdes quimicas que levam a
formacdo de compostos mais complexos (VENTURI et al., 2017). O conteudo de
aminas biogénicas ja foi também observado durante diferentes condicbes de
armazenamento de vinhos tintos (PALOMINO-VASCO et al., 2019).

Todas as etapas de elaboragao do vinho tinto s&o responsaveis pelo conjunto
de componentes quimicos presentes no produto final. Recentemente, estudos da

formacdo e presenga de aminas biogénicas durante as etapas de produgado e
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envelhecimento de vinhos tintos foram realizados devidos aos efeitos toxicolégicos
que estes compostos podem causar ao organismo (LORENZO et al, 2017;
TUBEROSO et al., 2018; MILHEIRO et al., 2019). A presenca destes compostos em
vinhos tintos esta diretamente relacionada com a composi¢do das uvas e,
principalmente, com o processo de vinificagdo. Desta forma, € importante conhecer a

composi¢ao quimica do vinho tinto.

2.4 Composicao quimica do vinho tinto

Os vinhos tintos s&o constituidos de agua, alcoois, agucares, acidos organicos,
proteinas e produtos de constituicao, polifendis, compostos aromaticos € minerais. O
componente majoritario em vinhos tintos € a agua, seguido pelo etanol produzido
durante a fermentacéao alcodlica. O etanol € muito importante, e atua na estabilizagao
e desenvolvimento de caracteristicas sensoriais, por inibir a acdo de microrganismos
indesejaveis e agir como um solvente para a extragdo de pigmentos e taninos durante
a vinificagcdo de uvas tintas, além de ser capaz de dissolver compostos volateis
evitando as perdas (JACKSON, 2008).

Parte dos acgucares presentes nas uvas, glicose e frutose, sdo convertidos
durante a fermentacdo em etanol, e parte permanecem no vinho, e estes sao
responsaveis pela dogura da bebida. Para vinho tinto seco, de acordo com a legislagéo
brasileira o limite ndo pode ultrapassar 4 g L-' de agucares residuais (BRASIL, 2014),
sendo recomendavel apresentar menos de 3 g L' (RIZZON, 2006).

Assim como o etanol, os acidos organicos também sdo importantes para a
estabilidade, sendo necessario um controle durante todo o processo de vinificagao.
Estdo fortemente ligados a caracteristicas sensoriais de aroma e sabor. Existem
diferentes acidos, livres ou compostos, alguns podem ser derivados da uva (acidos
malico, tartarico e citrico) e outros (acidos succinico, acético e latico) que surgem dos
processos de fermentagdo (ROBLES et al., 2019). Os ésteres mais comuns em vinhos
sao os etilicos, formados pela esterificagao enzimatica ou quimica de acidos e alcoois
organicos, formados principalmente durante o envelhecimento e contribuem para a
melhora do aroma (TREDOUX et al., 2008).

Os principais minerais encontrados no vinho tinto sdo o potassio, sédio e calcio.
Estes compostos migram do solo para as uvas e sao transferidos ao vinho no processo

de vinificagdo. O potassio representa quase 50% do total de minerais presentes nas
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uvas e é encontrado principalmente na casca (MOTA et al., 2006).

Os compostos fendlicos no vinho tinto incluem compostos naturais conhecidos
como polifendis. Eles podem ser oriundos da propria uva, do metabolismo de
microrganismos e até serem formados durante o envelhecimento da bebida, e podem
ser divididos em dois grupos: compostos ndo flavondides e flavondides. Os
flavondides mais encontrados sdo catequinas, epicatequinas, antocianinas, taninos,
quercetina, campfenol e miricetina. Os compostos nao flavondides correspondem aos
acidos fendlicos, como os acidos hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos, e estilbenos
(resveratrol) (JACKSON, 2008; MIERCZYNSKA-VASILEV E SMITH, 2016).

Os polifendis desempenham papel fundamental nas propriedades sensoriais e
na formacgao da cor caracteristica do vinho tinto (LI et al., 2017). Além disso, alguns
possuem atividade antioxidante, como € o caso do resveratrol, que vem sendo foco
de pesquisas, pois acredita-se que tenha efeitos positivos na saude humana. Foram
atribuidas a ele atividades anticancerigenas, antidiabéticas e antienvelhecimento
(EDWARDS et al., 2011). Dentre os compostos fendlicos, as antocianinas sao
extremamente importantes para a coloragao de vinhos tintos. Esses compostos sao
transferidos para o mosto desde o inicio do processamento da uva por esmagamento,
€ sao responsaveis pelas cores azul, vermelho e combinagao destes tons.

Assim, cada composto tem fungdo importante para obtengdo de vinhos de
qualidade. Os aminoacidos influenciam os aromas durante a maturagao, os agucares
sdo consumidos durante a fermentagao para formacao do etanol, responsavel pela
estabilidade da bebida. Os &acidos organicos sao de grande importancia, pois
influenciam as propriedades sensoriais e colaboram no controle microbiolégico.
Finalmente, os compostos fendlicos estdo associados a aparéncia, sabor e atividade
antimicrobiana (ROBLES et al., 2019).

A presenca de alguns compostos, como as aminas bioativas, entretanto, podem
acarretar em caracteristicas ruins aos vinhos tintos. Diversos fatores podem
influenciar na formacdo de compostos indesejaveis, incluindo as diferengas no
processo de vinificacdo, o tempo e as condicdes de armazenamento e a qualidade da
matéria-prima. As aminas biogénicas podem causar reagdes adversas em alguns
individuos, além de serem utilizadas como indicativo da qualidade de alimentos
quando em concentracdes elevadas (HENRIQUEZ-AEDO et al., 2016). Desta forma,
€ importante estudar a origem e presenca destes compostos na matéria prima (uvas)

e vinhos tintos.
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2.5 Aminas biogénicas em uvas e vinhos

As aminas biogénicas sao aminas bioativas, e podem estar naturalmente
presentes ou serem formadas durante a vinificagao, sendo muito dificil, ou mesmo
impossivel, obter um vinho que ndo contenha nenhuma amina biogénica. Tratam-se
de bases nitrogenadas de baixo peso molecular e sdo obtidas principalmente pela
descarboxilagao de seus respectivos aminoacidos percursores livres, através da agao
catalitica de descarboxilases de bactérias e leveduras autétonas, que removem o
grupo a-carboxila de aminoacidos para formar as aminas correspondentes, ou pela
aminacao e transaminacao de aldeidos e cetonas (LIU et al., 2018).

As aminas bioativas em geral podem ser classificadas em fungédo do numero
de grupamentos amina, da estrutura quimica, da biossintese e das funcgbes
fisiologicas. Quanto ao grupamento amina, podem ser classificadas em monoaminas
(tiramina e feliletilamina), diaminas (histamina, serotonina, triptamina, putrescina e
cadaverina) ou poliaminas (espermidina, espermina e agmatina). Quanto a estrutura
quimica, classificam-se em alifatica (putrescina, cadaverina, espermina, espermidina
e agmatina), aromaticas (tiramina e feniletilamina) ou heterociclicas (histamina,
triptamina e serotonina) (BARDOCZ, 1995; GLORIA, 2005).

A classificacdo mais utilizada divide as aminas em poliaminas que
desempenham papel importante no crescimento, e aminas biogénicas que possuem
atividades neuro e vasoativas. Os nomes de algumas aminas biogénicas, as

estruturas e classificacdo quanto a estrutura sao listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Informagbes de algumas aminas biogénicas.

Peso molecular
(g mol)

NH,
Tiramina HO@I 137,18 Amina aromatica
H,N = -
Histamina 2 /\(\NH 111,15 Amina
heterociclica

Putrescina N 88,15 Amina alifatica

Nomes Estrutura Classificagao

Cadaverina HoN o~~~ N2 102,18 Amina alifatica
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Espermina "oy 202,34 Amina alifatica
Espermidina HZN/\/\/NH\/\/NH2 145,25 Amina alifatica
H
N
Triptamina % 160,21 Amina

heterociclica

NH,

Feniletilamina ©\/\ 121,18 Amina aromatica
NH,

Fonte: Adaptado Zhang et al. (2019).

As aminas biogénicas sao encontradas principalmente em alimentos, pois
podem ser formadas durante processos metabdlicos normais em organismos vivos. A
presenca destes compostos em alimentos fermentados € muito comum e podem ser
utilizados como indicadores de qualidade por estarem associados a atividades
bacterianas. E de relevancia também os fatores toxicoldgicos associados a elas,
principalmente em altas concentragbes. A demanda por alimentos mais seguros
promoveu o desenvolvimento de diversas pesquisas sobre a presenca de aminas
biogénicas em alimentos nos ultimos anos em diversos paises, inclusive no Brasil
(MOLOGNONI et al., 2018).

Ha relatos de aminas biogénicas em peixes (BILGIN e GENCCELEP, 2015),
carne (LAZARO et al., 2015), leite fermentado (COSTA et al., 2015), frutas (KELLY,
BLAISE e LARROQUE, 2010), café (RESTUCCIA et al., 2015), cervejas (PRADENAS
et al., 2016), vinhos (COTON et al., 2010; MARTUSCELLI et al., 2013; RAMOS,
VALENTE E RODRIGUES, 2014, RIBEIRO et al., 2019), dentre outros. A ocorréncia
destes compostos no vinho constitui uma preocupacgao crescente dentro do setor
vinicola, podendo exercer efeitos toxicos. Neste sentido, diversos estudos vém sendo
desenvolvidos para determinar ou monitorar a presenga de aminas biogénicas em
vinhos durante a elaboragéo, envelhecimento e no produto final (KE et al., 2018;
ORDONEZ et al., 2017; PLOTKA-WASYLKA et al, 2018). Inclusive estudos
realizados no Brasil (SABAINI, 2009; FRAGA, 2010)



41

Em geral, em vinhos tintos, as aminas biogénicas (histamina, putrescina,
cadaverina, agmatina, tiramina e triptamina) sdo formadas pela descarboxilagdo dos
aminoacidos percursores. Desta forma, os niveis presentes dependem da abundéancia
dos percursores no meio (SMIT et al., 2013). A presenca destes compostos pode
também estar relacionada com outros fatores. As origens podem ser provenientes das
uvas, podendo serem formadas pelo proprio metabolismo das plantas. As variedades
de uvas também podem afetar nos teores e tipos de aminas biogénicas formadas, de
acordo com estudo realizado por Restuccia et al. (2017). O conteudo total de aminas
biogénicas variou de acordo com os cultivares de uvas, com diferentes perfis e
concentracdo. O estagio de maturacéao € outro fator que pode influenciar, afetando os
teores de aminas conjugadas, ligadas ou livres (FRAGA, 2010).

Também podem ser formadas no processo de vinificagdo, segundo Moreno-
Arribas e Polo (2009). A fermentagcdo malolatica € a principal etapa responsavel pela
origem de aminas biogénicas em vinhos tintos, devido a agdo das bactérias envolvidas
nesta fermentacao. As taxas de formacao e os teores destas aminas variam de acordo
com o tipo de microrganismo envolvido e a capacidade de descarboxilagdo varia de
acordo com a cepa utilizada. As leveduras autoctones também podem atuar na
producao de aminas biogénicas em vinhos tintos. Caruso et al. (2002) estudou a
producao de aminas biogénicas em leveduras isoladas de uvas e vinhos e observou
que as leveduras Brettanomyces bruxellensis e Saccharomyces cerevisiae
produziram as maiores concentragdes de aminas biogénicas totais.

Outras etapas do processo podem também contribuir para o surgimento destes
compostos, principalmente por contaminantes introduzidos no meio devido a
condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas ou durante o periodo de estocagem da
bebida. Microrganismos descarboxilase positivos podem ser introduzidos por
contaminagao antes, durante ou apos o processamento (PLOTKA-WASYLKA et al.,
2018). Segundo estudos, o mosto de uva pode conter aminas biogénicas e o conteudo
tende a aumentar ao longo da producgéo e envelhecimento de vinhos tintos (GARCIA,
TRIGUEROS e ESCRIBANO-BAILON, 2010).

As principais aminas biogénicas encontradas em vinhos tintos em
concentragbes mais elevadas sao a tiramina, histamina e putrescina. Outras como
metilamina, etilamina, feniletilamina, isoamilamina e cadaverina também podem estar
presentes em baixas concentragées (MARQUES, LEITAO e ROMAO, 2008; BACH et

al., 2012). A maioria dos estudos de aminas biogénicas em vinhos tintos estdo mais
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voltados para determinagéo de tiramina e histamina em relagdo as demais, e alguns
mostram que a tiramina pode exercer efeitos citotdxicos mais fortes que a histamina
levando a necrose celular. Além disso, ao contrario da histamina que tem atividade
vasodilatadora, a tiramina € a amina biogénica mais ativa no aumento da pressao
sanguinea (LINARES et al., 2016; MARTUSCELLI et al., 2013).

As aminas biogénicas sao necessarias para varias fungdes criticas do ser
humano, mas altas concentragcbes destas aminas podem causar efeitos fisiolégicos
indesejaveis em seres humanos sensiveis, especialmente quando alcool e
acetaldeido estao presentes (CARUSO et al., 2002).

Os limites recomentaveis pela Comissao Europeia para tiramina em alimentos
variam entre de 100 a 800 mg Kg-! (EC, 2003). A recomendagéo de doses toxicas de
ingestdo de aminas biogénicas € de 10 mg/100 g de alimento, e para bebidas
alcodlicas este valor diminui para 6 mg/100 g, devido a potencializagdo dos efeitos
pela presenca do etanol (HALASZ et al., 1994).

Desta forma, a determinagdo e monitoramento de tiramina em vinhos é de
grande relevancia, ja que ndao ha uma regulamentacgao especifica que estabelece um
nivel aceitavel deste composto. O surgimento de novas metodologias para
determinacao de tiramina é de extrema importancia para Industria de Alimentos para

estimular a legislagao e o controle de qualidade de alimentos.

2.6 Tiramina

A tiramina ou 1-hidroxi-4-etilaminobenzeno € uma monoamina derivada da
descarboxilagdo da tirosina pela agcdo da enzima tirosina descarboxilase e é
degradada pela enzima monoaminaoxidase (MAO) (CONNIL et al., 2002). E
encontrada em tecidos de plantas e animais, também existindo naturalmente na
maioria de alimentos fermentados como queijos (LOPEZ, GOMEZ e RUIZ, 2017
KUCUK e TORUL, 2018), camardes (SAELAO et al., 2018), iogurtes (YILMAZ e
GOKMEN, 2017), salsichas (MORATALLA et al., 2017), cervejas (PRADENAS et al.,
2016), chucrutes (PENAS et al., 2010), vinhos (WASYLKA et al., 2018), entre outros.

A estrutura quimica da tiramina € mostrada na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura do 1-hidroxi-4-etilaminobenzeno. Nome usual: Tiramina.
NH,
HO

Fonte: Propria autora.

Por se tratar de uma amina biogénica, o consumo de alimentos que contenham
uma grande quantidade de tiramina ou a deficiéncia do mecanismo natural de
catabolismo pode acarretar o surgimento de doengas, como hipertensdo e doengas
cardiacas, pois estimula a liberagédo de catecolaminas como a dopamina, que atua no
sistema nervoso central, e pode levar ao aumento da frequéncia cardiaca e da pressao
arterial (CANTARINI et al., 2004). Além disso, o alcool, presente no vinho tinto, é
considerado um potencializador dos efeitos toxicos da tiramina, uma vez que inibe a
agao da enzima MAO que atua na metabolizagao da tiramina.

Pacientes em tratamento com drogas, como antidepressivos, medicamentos
para o tratamento de doencas de Alzheimer e ParKinson, tuberculose, malaria,
sindrome do panico e fobia podem ser sensiveis a baixas doses de tiramina pela
inibicdo da enzima MAO (GLORIA, 2005; FISAR, 2016). Na Tabela 3 encontram-se
descritos os principais efeitos toxicos causados pela tiramina e em conjunto com

outras aminas.

Tabela 3 - Efeitos toxicos da tiramina.

Efeitos toxicos Aminas envolvidas Sintomas
Dor de cabeca, febre, aumento da
pressao sanguinea, vomito,
Intoxicacao por Tiramina transpiracao, dilatacao da palpebra
tiramina e pupila, salivagdo, lagrimacao,
respiracao aumentada, palpitacéo e
dispnéa
Crise hipertensiva, dor de cabeca
severa, hemorragia cerebral,
Intoxicagao por sequela neuroldgica, deficiéncia
tiramina e . . cardiaca, edema pulmonar,
T ~  Tiramina e ~ o~ o
feniletilamina (Reagao feniletilamina alteracbes na visao, palpitacao,
do queijo) ou crise nausea, sudacao, vomito, contracao
hipertensiva muscular, excitagdo, confusao

mental, pressdo sanguinea alta,
febre e transpiragao.
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Associada a pacientes medicados
com MAO!'
Dor de cabega pulsante e ataque de
enxagueca

Enxaqueca Tiramina

1: Inibidor da enzima monoamina oxidase

Fonte: Adaptado GLORIA (2005).

A intoxicacdo se manifesta de maneira geral como crise hipertensiva,
enxaquecas, problemas gastricos e intestinais e reagbes alérgicas. Segundo a
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA, 2011), 15% da
populacao é afetada por intoxicacéo pela ingestao de tiramina. E quando alimentos
ricos em tiramina sdo consumidos, aproximadamente 30% dos individuos que sofrem
de enxaqueca podem apresentar crise (GLORIA, 2005).

Nao ha uma legislacao especifica que regule a concentragdo de tiramina em
alimentos e bebidas fermentadas, como vinhos tintos. Neste sentido, € muito
importante o desenvolvimento de novos estudos e metodologias mais simples na
tentativa de detectar e quantificar tiramina nessas bebidas. Ordoéfiez et al. (2017)
determinaram aminas biogénicas em vinhos utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com um detector de fluorescéncia e observaram que os vinhos tintos
apresentaram maiores concentragdes de tiramina que vinhos brancos. Além disso, as
amostras de vinho tinto de qualidade padrao apresentaram o dobro da concentracéo
de aminas biogénicas do que as amostras de vinho tinto de alta qualidade.

A maior presenga de tiramina em vinhos tintos pode estar relacionada
principalmente a incorporagdo de aminoacidos ao mosto durante o processo de
maceracao, pois a casca de uva permanece em contato direto com o mosto. O
processo de prensagem, em vinhos tintos, € outra etapa que também podem contribuir
para as maiores concentracbes de aminas biogénicas. Além disso, a fermentagao
malolatica n&do é muito realizada em vinhos brancos, e ela esta relacionada também
com a formagao aminas biogénicas (GLORIA E VIEIRA, 2007; GARCIA, TRIGUEROS
E ESCRIBANO-BAILON, 2010; ORDONEZ et al., 2017).

Considerando que os vinhos tintos apresentam normalmente maiores
concentragdes de tiramina que os demais vinhos (ORDONEZ et al., 2017), é muito
relevante o desenvolvimento de métodos sensiveis, seletivos e baratos para
determinacado de tiramina neste tipo de alimento, devido aos efeitos indesejaveis

causados pela sua ingestdo e tendo em vista que a maioria dos métodos utilizados
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para deteccdo de tiramina sao onerosos, demandam um grande tempo para
preparacdo de amostras e realizagdo de analises e necessitam de mao de obra

especializada.

2.7 Determinacgao de tiramina em alimentos e bebidas

Inimeras técnicas tém sido desenvolvidas para determinagdo de tiramina em
diversos tipos amostras de alimentos, principalmente em fermentados como vinhos. A
matriz complexa dos alimentos aumenta as dificuldades de analises de determinagao
e estudos de interferentes presentes nas amostras. Estas caracteristicas devem ser
levadas em consideracgao, e a obtencao de recuperacdes adequadas é extremamente
importante.

As metodologias desenvolvidas para determinagao analitica de tiramina em
alimentos utilizam, na maioria dos casos, métodos cromatograficos. Uma variedade
de métodos como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia em
fase gasosa (CG), cromatografia a gasoso com espectrdmetro de massa (CG-MS),
eletroforese capilar (EC), sensores eletroanaliticos (SE) e sensores amperométricos
(SA), entre outros, tém sido utilizados para determinagdo de aminas biogénicas de
modo geral em alimentos (ORDONEZ et al., 2016).

A maioria destas metodologias empregam etapas de pré-tratamentos de
amostras utilizando etapas de filtracao, desgaseificacédo, adicdo de compostos, como
solucdes derivantes. A reagao de derivatizagdo € um dos principais tratamentos
realizados em alimentos para determinacdo de tiramina, que tem como funcéo
transformar a tiramina através de uma reacdo quimica em um derivado com
propriedades mais passiveis de serem determinaveis. Consiste na reagao do grupo
amino com reagentes especificos, sendo que os mais utilizados nos ultimos anos sao
o cloreto de dansila (Dns-Cl), o-ftaldeido (OPA) e cloreto de benzoila (Ben-Cl) (PENA
etal., 2012).

Em analises cromatograficas, a derivatizagao pode ser realizada pré-coluna ou
pos-coluna. Embora os métodos pré-coluna tenham sido mais utilizados, eles sao
mais suscetiveis ao efeito da matriz dos alimentos. Em vinhos, na derivatizagao pré-
coluna os componentes da matriz, os produtos de reacao lateral e o excesso de

reagentes podem produzir picos de interferentes. Desta forma, pode ser necessario
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uma etapa de limpeza pds-reagao, especialmente com detectores de ultravioleta-
visivel (UV) e fluorescéncia (HERNANDEZ E SAURINA 2011).

Embora a tiramina tenha sido determinada em vinhos a muito tempo, novos
avangos permitiram aumentar a precisido, simplicidade e sensibilidade dos métodos
analiticos. Algumas técnicas utilizadas para a determinacdo de tiramina em alimentos
e bebidas realizadas na ultima década, além dos limites de deteccéo (LD), limites de
quantificacdo (LQ), eficiéncia em percentual de recuperacéo (R) e reagentes de

derivatizacdo sao mostrados na Tabela 4.



Tabela 4 - Técnicas para determinacao de tiramina em amostra de alimentos e bebidas.
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Alimento Técnica Derivatizagao LD (mgL') LQ(mgL") R (%) Referéncia
. Derivatizacdo com 99,05 - Molaeia et
Peixe CLAE com detector UV Ben-Cl 0,011 0,029 103.48 al. (2020)
Derivatizacdo com Cao et al.
CLAE com detector UV Dns-Cl 0,016 0,053 94,8 -97,9 (2019a)
CLe MS com detector i 0,02 005  909-91,6 Ochi(2019)
uorescéncia
Apetrei e
Amperometria - BSE - 0,085 0,28 98,1 -102 Apetrei
(2015)
Derivatizagdo com . Li et al.
CLAE com detector FLD EAC 0,38 100,38 (2014)
CL - MS com detector de Derivatizagdo com Sagratini et
fluorescéncia Dns-Cl 0,12 0,45 90 - 91 al. (2012)
Queijo Amperometria - BSE - 0,097 Nc 97,1 S"é%féf"
Cronoamperometria - 93,44 Erdogan et
BSE i 0,0027 Ne 9961  al (2018)
99,1 - Klglk e
VPD - SE ] 0,18 0,60 101,7 Torul (2018)
Derivatizagdo com
CLAP com detector UV AQC e kit de 2,50 9,60 90 - 101 ll\:/!ayE[ ;
com detector reagente Waters ’ ’ ) ('268 1 89;"
AccQ.Fluor™
, Lopez et al.
Amperometria - BSE 0,0066 95,5-96,9 (2017)
Derivatizagdo com . Li et al.
CLAE com detector FLD EAC 0,38 94,98 (2014)
CLAE - FR com detector de Derivatizagdo com 95,5 - Vieira et al.
logurte PDA Ben-Cl 4,01 5,00 111,9 (2020)
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Silva et al.

Amperometria - BSE - 0,097 Nc 96,8 (2019a)
Silva et al.
EIE - AUNP-PANSA - 0,005 Nc 97,7 (2019b)
VPD utilizando (Q/ Raoof et al.
MWCNT/MGCE) 0,09 Ne 100,05 (2012a)
Amperometria — ECV
modificados com (MWCNT- i 0,0078 Nc 921-  Huang et al.
: 109,3 (2011)
AuNP) e quitosana
Derivatizacdo com Majcherczyk
Chucrute CLAE com detector de PDA 0,16 0,53 nc e Surowka
Ben-Cl
(2019)
96.07 - Apetrei e
Amperometria - BSE - 0,07 Nc 10:,3 42 Apetrei
’ (2013)
Derivatizagdo com Wojnowski et
Carne CG-MS IBCE 0,007 0,023 87 al. (2019)
Derivatizagdo com 0.11 0.35 91-92,2 .
Dns-ClI Liu et al.
CLAE com detector UV Derivatizacdo com (2018)
¢ 0,25 083  89,8-912
Ben-ClI
Derivatizagdo com 96,50 - Mey et al.
CLAE com detector UV cloreto de dabsil 0,96 3,21 94,06 (2012)
. Derivatizacdo com 91,25 - Anguloa et
Cerveja CLAE com detector UV Dns-C| 0,03 0,10 94.99 al. (2020)
Silva et al.
EIE - AUNP-PANSA - 0,005 Nc 101.9 (2019b)
VPD com (ITO / APTES / . Khan et al.
ErGO) - 0,01 Nc 101,3 (2018)
CLAE com detector FLD ~ Derivatizagao com 0,38* Nc 99,53 Li et al.

EAC

(2014)
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. Derivatizacdo com 91,25 — Anguloa et
Vinho CLAE com detector UV Dns-C| 0,03 0,10 94.99 al. (2020)
Silva et al.
EIE - AuNP-PANSA - 0,005 Nc 98,0 (2019b)
. Silva et al.
Amperometria - BSE - 0,097 Nc 93,1 (2019a)
e Papageorgio
CG - MS De”"atl'ggglf‘o com 0,009* 0,028* 84 u et al.
(2018)
Derivatizacdo com Tuberoso et
CLAE com detector FLD Dns-Cl 0,1 0,2 al. (2018)
Derivatizagdo com 0,001 0,036 99-100
FNBT Jastrzebska
CLAE com detector de PDA Derivatizacdo com et al. (2016)
¢ 0,008 0,03 99-100 :
CNBT
Derivatizagdo com Wasylka et
CG-MS IBCE 0,003 0,006 95-105 al. (2016)
Derivatizagdo com Manetta et
CLAE com detector de PDA Dns-Cl| 0,06 0,20 90-92 al. (2016)
Derivatizacdo com 96,97- Tuberoso et
CLAE com detector FLD Dns-Cl 0,03 0,10 98,25 al. (2015)
Daniel et al.
EC - MS - 0,002 0,006 830-109 (2015)
Fotometria com detector de UV - 0,37 0,55 95,5 Ginterova et
al. (2012)
Derivatizagdo com Pineda et al.
CLAE com detector UV Dns-Cl 0,09 0,30 99,0 (2012)

- ndo realizado; nc: ndo consta; *: (*10).

Fonte: Propria autora (2020).
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Técnicas cromatograficas, como CL e CG, estdo entre os métodos
instrumentais mais importantes para a quantificagdo de tiramina em alimentos e
bebidas. A utilizacdo de CG — MS para determinagao de tiramina permitiu obter 6timas
sensibilidades, com limites de detecgdo na faixa de micro e nano gramas por litro
(WASYLKA et al. 2016; PAPAGEORGIOU et al. 2018; WOJNOWSKI et al. 2019). Por
outro lado, esse método assim como os demais métodos cromatograficos, geralmente
demandam tempo e exigem habilidades especificas de manuseio. Outra desvantagem
€ a utilizagdo, na maioria das metodologias, de solvente orgéanicos, que além de
apresentarem alto custo necessitam de cuidados no descarte para ndo serem agentes
de poluicao (PAPAGEORGIOU et al. 2018).

A utilizagdo de sensores analiticos e biossensores sao uma 6tima alternativa
aos métodos cromatograficos, pois nado requerem a utilizagdo de instrumentos
sofisticados, e na maioria dos casos nao precisam de procedimentos de preparacao
e derivatizagdo de amostras, o que em geral diminui o custo e periodo de analise
(ONAL, 2007). Além disso, em comparagéo a outros métodos instrumentais como os
citados, a eletroanalitica destaca-se devido a suas propriedades analiticas vantajosas,
tais como a alta sensibilidade e baixo custo. A sensibilidade dos sensores para
determinacdo de tiramina em alimentos ja pode ser comparada a das técnicas
convencionais (KHAN et al. 2018).

Muitos estudos eletroanaliticos para deteccdo de tiramina em alimentos e
bebidas tém sido realizados como mostra a Tabela 4. Biossensores utilizam o
reconhecimento biolégico como a especificidade de enzimas como uma alternativa
para os métodos tradicionais. Lépez et al. (2017) prepararam um biossensor
eletroanalitico utilizando a enzima tirosinase para deteccédo de tiramina em queijos.
Para isso, a enzima foi imobilizada por adsor¢cdo em eletrodos a base de fosfato de
calcio com glutaraldeido como agente reticulante. O processo de adsor¢ao da enzima
aumentou a sensibilidade da técnica.

Khan et al. (2018) desenvolveram um sensor eletroanalitico a base de oxido
de grafeno reduzido (ErGO) ligado a superficie do eletrodo de 6xido de indio-estanho
(ITO) através de uma monocamada de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (ITO /
APTES / ErGO), para deteccao de tiramina em amostras de urina, cerveja comercial
e leite utilizando VPD. Neste estudo, o sensor desenvolvido obteve um limite de
detecgdo de 0,01 pg L', muito sensivel para detectar tiramina em amostras de

alimentos e comparavel a limites de detecgao obtidos para técnicas cromatograficas.
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O desenvolvimento de um sensor eletroanalitico para a detecgao de tiramina também
foi realizado por Li et al. (2017a), utilizando um eletrodo de carbono em impresso,
modificado com 1-metil-4-mercaptopiridina e com eletrodeposi¢ao de nanoparticulas
de ouro. As analises foram realizadas utilizando VPD em amostras de leite e soro de
leite e o limite de detecgao obtido foi de 0,31 ug L.

Apesar da existéncia de estudos para o desenvolvimento de técnicas
eletroanaliticas cada vez mais sensiveis, algumas inclusive com limites de detecgao
tdo baixos que ja podem ser comparados aos das técnicas tradicionais, o que permite
a utilizagdo na detecgdo em amostras de alimentos, o processo de modificacdo da
superficie de eletrodos e a utilizagdo de enzimas aumentam o tempo de preparacéo e
execucao de analise e principalmente o custo do processo. Uma das alternativas para
empregar a eletroanalitica sem aumento de custo e tempo seria desenvolver uma
nova metodologia para detecgdo de tiramina sem o processo de modificagdo ou
utilizacdo de enzima, buscando utilizar eletrodos preparados a partir de materiais de

baixo custo, como os eletrodos de carbono de grafite de lapiseira (ECGL).

2.8 Métodos eletroanaliticos

A elaboracao de procedimentos analiticos altamente sensiveis e simples para
determinacdo de contaminantes € extremamente importante na seguranga de
alimentos e analises ambientais. A popularizacdo e o aperfeicoamento das técnicas
eletroanaliticas possibilitaram seu uso e a aplicagéo tém se tornado uma excelente
alternativa para a identificacdo e quantificacido de diversos compostos quimicos em
alimentos (SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003; RAPINI e MARRAZZA, 2017). Uma
das principais vantagens da eletroanalitica € a possibilidade de realizar a medida
diretamente na amostra, sem a necessidade de pré-tratamentos complexos ou
purificacdo. Estas vantagens aliadas ao curto tempo de realizagdo da analise e ao
baixo custo quando comparada as técnicas cromatograficas e espectroscépicas,
fizeram com que os métodos eletroanaliticos sejam cada vez mais utilizados.

Na eletronalitica, as técnicas voltamétricas envolvem reacbes com
transferéncia de elétrons. Neste processo, as reagcbes quimicas geram respostas
mensuraveis como corrente e potencial, e os sinais sdo medidos a partir das reagdes
que ocorrem na interface eletrodo/solugao. Estas propriedades elétricas podem ser
relacionadas de forma direta com a concentragcdo do analito. Assim, a deteccao é
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realizada com base nas propriedades do analito e nas especificidades da técnica
utilizada. Através das técnicas voltamétricas € possivel obter informacdes
quantitativas e qualitativas de uma espécie quimica a partir do registro de curvas
potencial-corrente (WANG, 1985).

Dentre as técnicas voltamétricas, a Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e
Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) envolvem a aplicagdo de pulsos de potencial
enquanto a Voltametria Ciclica (VC) envolve a varredura através de uma rampa de
potencial com o tempo na forma triangular (sentido direto e inverso).

A voltametria ciclica (VC) geralmente ¢é utilizada para analisar a
reprodutibilidade de eletrodos, para observar o comportamento de reagdes quimicas
(como a cinética), para estudo de formacéao e caracterizagao de filmes poliméricos e
€ a técnica mais utilizada para a obtencdo de informag¢des qualitativas sobre as
propriedades e caracteristicas dos processos eletroquimicos. Alves et al. (2018)
utilizaram VC para modificacdo de eletrodos de carbono grafite com 2-
hidroxibenzamida. Alves et al. (2017) também utilizaram VC para modificacao
eletroquimica de ECGL com material polimérico derivado do acido 4-
mercaptobenzdico. As vantagens da voltametria ciclica melhoraram quando as
técnicas de pulso foram introduzidas, pois a partir delas foi possivel obter informacgdes
quantitativas do analito de interesse.

Na voltametria de pulso diferencial (VPD), se aplica potenciais de pulsos nao
constantes, mas de igual amplitude em uma rampa de potencial linear, e a corrente é
medida antes do pulso ser aplicado e apds o final do pulso. Entédo, é realizada a
diferenciagcdo das duas correntes obtendo-se o voltamograma de pulso diferencial,
onde a resposta de corrente € diretamente proporcional a concentragao do analito.
Desta forma, com o passar do tempo do primeiro pulso, a contribuicdo da chamada
corrente capacitiva (gerada por processos na superficie do eletrodo chamados de
dupla camada elétrica, que geram um capacitor) é diminuida, enquanto a contribuigdo
da corrente faradaica (responsavel pela transferéncia de elétrons) é considerada. A
diferenciagao entre as duas no final do pulso e no inicio do pulso permite um aumento
da sensibilidade relativa a maior contribuicdo da corrente de interesse, a faradaica,
e/ou a diminuigdo na corrente de carga nao-faradaica (SKOOG et al., 2005).

A voltametria de onda quadrada (VOQ) também é bastante utilizada para
determinagdo de compostos em alimentos, com vantagens de permitir utilizar altas

velocidades e conseguir elevada sensibilidade. Na técnica, a variagédo do potencial é
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realizada na forma de escadas considerando uma variagao de potenciais para valores
negativos e o sinal é obtido pela superposicdo da sequéncia de pulsos. Para uma
reacao reversivel de redugao, o tamanho do pulso é suficientemente elevado para que
a oxidacgao do produto formado no pulso direto ocorra durante o pulso inverso. Assim,
as correntes produzidas no sentido direto e inverso sdo somadas e dao origem a
corrente resultante, e o pico de corrente resultante € proporcional a concentracdo do
analito. Em virtude da velocidade, a medida de corrente realizada antes e apos a
aplicagado dos pulso e a contribuigdo da corrente inversa, a técnica atinge baixos
limites de deteccdo (SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003; SKOOG et al., 2005;
HOYOS-ARBELAEZ, VAZQUEZ e CONTRERAS-CALDERON, 2017).

A escolha da técnica e do material do eletrodo de trabalho esta diretamente
relacionada as caracteristicas quimicas do analito de interesse. Na escolha do
material para construcao do eletrodo, € importante observar o intervalo de potencial
de cada eletrodo, bem como a geometria do eletrodo, a condutividade elétrica, a
reprodutibilidade da superficie, as propriedades mecanicas, o custo de fabricagao, a
disponibilidade e a toxicidade (MARTINS et al., 2017).

Eletrodos de diversos materiais sdo utilizados para as técnicas voltamétricas, como
eletrodos de platina, ouro, prata e diamante dopado com boro, entre outros. Os
eletrodos baseados em carbono, em particular, oferecem inumeras vantagens, pois
sdo de baixo custo e quimicamente inertes (VELOSO, FULTHORPE E KERMAN,
2013). Dentre os eletrodos de carbono, recentemente eletrodos de grafite de lapiseira
(ECGL) vém apresentando vantagem, como alta reprodutibilidade, sensibilidade e,
principalmente, sdo mais baratos e mais acessiveis. OS ECGL ndo séo eletrodos
comerciais, entretanto apresentaram excelentes propriedades eletroquimicas
observadas em trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, além disso, podem
ser utilizados como descartaveis (ALVES et al., 2017; SOARES et al., 2019). Portanto,
conciliar a eletroquimica com a utilizagcao de eletrodos de boa qualidade e de baixo
custo como os ECGL para determinagao de tiramina em vinhos tintos € uma maneira
promissora de desenvolver um novo dispositivo com diversas vantagens para o

controle de alimentos.
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CAPITULO Il

Desenvolvimento do sensor
eletroanalitico de baixo custo, visando

a determinacao de tiramina
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1 INTRODUGCAO

As aminas biogénicas sdo bases orgénicas com baixo peso molecular formadas
principalmente pela descarboxilagdo de aminoacidos precursores por meio de
atividade enzimatica ou por bactérias ativas que possuem a descarboxilase (SANTOS,
1996). As aminas biogénicas podem estar presentes naturalmente em alimentos além
de muitos fatores influenciarem na sua producdo. Fatores fisico-quimicos dos
alimentos (pH e temperatura), as condigdes de armazenamento e distribuicdo do
alimento, a presenga de microrganismos sintetizadores da enzima descarboxilase, a
qualidade da matéria-prima e a disponibilidade de aminoacidos livres (SUZZI e
TORRIANI, 2015). A histamina, tiramina, cadaverina, 2-feniletilamina, espermina,
espermidina, putrescina, triptamina e agmatina sdo as mais comuns estudas em
alimentos (NAILA et al. 2010).

Apesar de algumas aminas biogénicas serem benéficas aos seres humanos,
atuando como antioxidantes e estimulante do sistema nervoso, grandes quantidades
delas podem ser perigosas para a saude humana. A tiramina € produzida pela
descarboxilagdo da tirosina. E uma das aminas biogénicas produzidas como produto
de degradacgao resultante da atividade microbioldgica, e é encontrada em alimentos e
bebidas fermentadas, como nos vinhos. Em estudos, a tiramina em altas
concentracdes esta envolvida com crise hipertensiva, diarreia, problemas intestinais,
intoxicagao, entre outros, por isso, € importante a determinagao deste composto em
alimentos (YEN e HSIEH, 1997; SHIMAZU e MIKLYA, 2004; GLORIA, 2005).

A tiramina ja foi determinada por varias técnicas, como cromatografia liquida
de alta eficiéncia, eletroforese capilar, cromatografia gasosa e espectroscopia de
massa (LAPAINIS et al., 2007; GIANOTTI et al., 2008; MANETTA et al., 2016;
WOJNOWSKI et al., 2019; VIEIRA et al., 2020). Embora estes métodos oferegam boa
seletividade, geralmente requerem pessoal especializado, algumas metodologias
envolvem complexas etapas de pré-tratamento o que eleva o custo e tempo de
analise. Por isso, o desenvolvimento de metodologias simples e de baixo custo para
determinagao de tiramina em alimentos € muito importante.

Em comparacdo aos métodos tradicionais os sensores eletroanaliticos sao
amplamente utilizados como alternativa para deteccao de diversas amostras devido a
sensibilidade, simplicidade e portabilidade (LABIB et al., 2016). Além disso, os

métodos eletroanaliticos provaram ser eficientes na determinagao direta ou indireta
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de tiramina (RAOOF et al., 2012; KHAN et al., 2018; KUCUK e TORUL 2018). A
facilidade nos procedimentos faz com que a determinagdo de aminas biogénicas,
principalmente as que apresentam eletroatividade, possam ser determinadas
diretamente sobre a superficie do eletrodo. O eletrodo de trabalho € um dos
componentes mais importante no sistema eletroquimico. Ele é utilizado como meio
para a transferéncia de elétrons, ou seja, a transferéncia de elétrons ocorre na
interfase do eletrodo de trabalho. Estes eletrodos podem ser construidos a partir de
diversos materiais como ouro, platina, diamante dopado com boro, e materiais de
baixo custo como o carbono (CAO et al., 2019a; CARDOSO et al., 2020).

Dentre os eletrodos de carbono, os eletrodos de carbono de grafite de lapiseira
(ECGL) apresentam inuUmeras vantagens, sdo de facil aquisi¢do, apresentam baixo
custo e excelentes propriedades eletroquimicas (ALVES et al., 2017; SOARES et al.,
2019). Desta forma conciliar eletroanalitica com utilizacdo de eletrodos construidos
com materiais de baixo custo com os ECGL para determinacéo de tiramina é uma
excelente alternativa aos métodos de determinagcdo convencionais. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver um sensor eletroanalitico para determinagao
direta e simples de tiramina em amostras de vinho utilizando os ECGL e as técnicas
de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e Voltametria de onda Quadrada (VOQ),

bem como realizar a validagao intralaboratorial para as metodologias propostas.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos eletroquimicos foram realizados no Laboratério de
Eletroanalitica Aplicada a Biotecnologia e Engenharia de Alimentos (LEABE) da

Universidade Federal de Uberlandia campus Patos de Minas.

2.1 Amostras, reagentes e solugoes

As solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada obtida por osmose
reversa a partir de um equipamento de modelo 0550 LX da Gehaka para os
experimentos eletroquimicos. Foram preparadas solugdes aquosas padrbes de
tiramina 0,1 mmol L' em tampé&o fosfato salino (PBS) 0,1 mol L' pH 7, solugdes
contendo apenas o eletrdlito suporte de tamp&o PBS 0,1 mol L' pH 7, solugdes de
tiramina 0,1 mmol L' em tampao Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™, solugdes
aquosas de ferrocianeto de potassio 5,0 mmol L' contendo cloreto de potassio 0,5
mol L', solugdes aquosas de cloreto de hexaaminoruténio 5,0 mmol L' contendo
cloreto de potassio 0,5 mol L' solugdes de sacarose, glicose, frutose, histamina, acido
galico e catequina 50 ymol L' em tamp&o PBS 0,1 mol L' pH 7, e solugéo alcodlica
14% também em tampao PBS 0,1 mol L' pH 7.

As amostras utilizadas foram de vinho tinto, sendo um de mesa suave
elaborado com uvas americanas (ndo especificadas no rotulo) e outro vinho fino
elaborado com uvas Syrah da safra de inverno de 2017. As amostras de vinho tinto
comercial foram adquiridas no comércio local em Patos de Minas, MG. Todos os

reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 Aparato experimental
2.2.1 Montagem da célula eletroquimica

Os experimentos foram realizados em uma célula eletroquimica convencional
de compartimento unico (Figura 6), que foi limpa quimicamente com etanol e lavada

com abundancia de agua deionizada antes de cada experimento.
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Figura 6 - Esquema da célula eletroquimica utilizada para os experimentos com eletrodos
de carbono de grafite de lapiseira (ECGL) como trabalho (A), eletrodos de prata e cloreto de
prata como referéncia (B) e eletrodos de platina como aukxiliar (C).

—

Fonte: Propria autora (2020).

O eletrodo de prata/cloreto de prata em solucéo de cloreto de potassio 3,0 mol
L' (Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L") foi utilizado como referéncia e o eletrodo de platina foi
utilizado como auxiliar. Ambos foram limpos com abundéncia com agua deionizada
antes de serem utilizados. Grafites de lapiseira (minas de grafite) 0,9 mm de didmetro
da marca Pentel®, dureza HB, foram utilizados como eletrodos de trabalho. A cada
experimento, 1 cm do eletrodo foi imerso em solugédo resultando em uma area
geométrica utilizada de 0,2891 cm? e este padréo foi utilizado em todos experimentos

eletroquimicos.

2.2.2 Preparo e limpeza dos eletrodos

A limpeza dos ECGL é bastante simples e consiste na remoc¢ao da parafina
superficial que é adicionada durante a fabricagdo do grafite. Neste trabalho a
metodologia de limpeza foi adaptada, sendo apenas realizada mecanicamente. Para
isso, antes de cada experimento os ECGL foram lixados com lixas d’agua n° 400.
ApOs cada etapa de limpeza realizada, foram lavados com agua deionizada, levados
a banho de ultrassom por 20 minutos para remoc¢ao de impurezas residuais e foram

secos usando uma corrente de N2 (g) (ALVES et al., 2017).
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O eletrodo de referéncia foi preparado com um fio de prata coberto com um
filme de cloreto de prata eletroquimicamente depositado e foi imerso em solugao de
cloreto de potassio 3,0 mol L' para estabilizagao do potencial de referéncia conhecido
de 0,199V (SKOOG et al, 2005) € o eletrodo auxiliar foi composto por um fio de platina
ligado a um contato elétrico. Os eletrodos de referéncia e auxiliar foram lavados com
abundancia de agua deionizada antes de cada experimento. Para verificar a limpeza
e padronizagao dos ECGL foram realizadas medidas utilizando solu¢gdes aquosas de
ferrocianeto de potassio e cloreto hexaaminoruténio 5,0 mmol L', ambas contendo
cloreto de potassio 0,5 mol L' utilizando Voltametria Ciclica (VC) e solugdo do
“branco” (eletrdlito suporte) tampao PBS 0,1 mol L' pH 7 utilizando Voltametria de
Pulso Diferencial (VPD) e Voltametria de Onda Quadrada (VOQ).

2.2.3 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato
PGSTAT101 da Metrohm Autolab acoplado ao software Nova versao 2.1.2. Apds o
procedimento de preparo de solugdes, limpeza da célula eletroquimica e dos
eletrodos, a célula foi montada com os trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar)
e as medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando inicialmente a técnica de
voltametria ciclica (VC) para avaliar a reprodutibilidade dos eletrodos que eram
trocados a cada medida. Posteriormente, as técnicas de voltametria de pulso
diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ) foram utilizadas para
deteccao de tiramina. Estudos referentes a determinagao de tiramina também foram
realizados utilizando a técnica de VC. Todas as medidas foram realizadas em

triplicatas.

2.2 Condigoes experimentais para determinagao eletroquimica de tiramina

A obtencao das melhores condi¢gdes para determinagao da tiramina foi avaliada
observando o perfil de oxidacdo da tiramina considerando a posi¢cao do pico, a
intensidade e largura de meia altura. Foi avaliada a concentracdo das solugdes de
tampao PBS pH 7, que foram analisadas para os valores de 0,001; 0,005; 0,01; 0,05;

0,1; 0,5; 1 mol L-em um intervalo de potencial de 0,3a 1,0 V.
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2.3 Estudo do mecanismo de reagao de oxidagao da tiramina sobre os ECGL

O estudo do mecanismo de reagao de oxidacido da tiramina foi realizado para
determinar a reversibilidade, o numero de elétrons envolvidos e se a cinética da
reacao é controlada pela adsorgao ou difusdo. O estudo de pH foi realizado para obter
uma relagdo entre o numero elétrons e protons envolvidos na reagédo de oxidacio da
tiramina, para isso, foram realizadas determinacdo utilizando VPD em solugao de
tiramina 0,1 mmol L' em tamp3&o Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L' variando o pH na
faixa de 2 a 12 e a relagao foi obtida por meio da aplicagdo da equagao de Nernst
(GALUS, 1994).

A reversibilidade foi avaliada analisando os perfis das curvas diretas e reversas
de determinagao da tiramina utilizando a técnica VOQ e também foi avaliado o perfil
de oxidagao por VC. A VC também foi utilizada para avaliar se a cinética da reacéo é
controlada pela adsor¢ao ou difusdo. O numero de elétrons envolvidos foi calculado
utilizando a equacao de Laviron para sistemas irreversiveis e pico anodico (Equagao
1) variando a velocidade de varredura de 5 a 1000 mV s™! para a VC (Laviron, 1979).
O numero de elétrons envolvidos na reagdao de oxidagao da tiramina também foi
determinado por VOQ utilizando a Equagédo de Lovric (Equagéo 2), a variagdo da

frequéncia foi realizada na faixa de 2 a 30 s™'(Komorsky-Lovric, 1998).

2,303RT
Ep - ((l—a)nF) IOg v (1)
AEp  2,3RT
Alogf  onF )

Para ambas as equacgdes o Ep € o potencial de pico, R a constante dos gases,
T é a temperatura, o € o coeficiente de transferéncia eletrénica, n o numero de elétrons
envolvidos na transferéncia eletrénica e F a constante de Faraday, para Equacéo 1 v
€ a velocidade de varredura de potencial, para Equacéao 2 f é a frequéncia de aplicacao

dos pulsos de potencial.
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2.4 Otimizacgao da técnica de voltametria de pulso diferencial

O tampéao PBS foi utilizado para a otimizagao da técnica de VPD, o pH 7 foi
definido para os experimentos e a melhor concentracgéo foi selecionada foi de 0,1 mol
L', de acordo com estudos das melhores condigbes experimentais para a
determinacao de tiramina. Foi realizada a otimizagcdo dos parametros de tempo de
duracao do pulso de potencial, amplitude de pulso, incremento de potencial e intervalo
de tempo para a técnica de VPD. A escolha de cada parametro foi realizada conforme
a avaliacdo em relagdo ao valor maximo de pico de corrente que determina a
sensibilidade e a minima largura de meia altura que determina a seletividade. Para
isso, foi utilizada uma solugdo padrédo de tiramina 0,1 mmol L' em tampao fosfato
salino (PBS) 0,1 mol L' pH 7 para se obter as melhores respostas frente a variagao
dos parametros individualmente, mantendo-se fixo os demais, exceto o incremento de
potencial e intervalo de tempo que foram avaliados concomitantemente.

Os valores de tempo de duracao do pulso de potencial foram variados de 10 a
100 ms, amplitude de pulso de 1 a 60 mV, incremento de potencial de 1 a 10 mV em
intervalo de tempo fixo de 0,5 segundos. Definida a melhor velocidade de varredura,
alterou-se o intervalo de tempo de 0,0625 a 0,625 s, e os parametros de incremento
de potencial e intervalo de tempo foram avaliados juntamente para se obter a

velocidade de varredura otimizada.

2.5 Otimizagao da técnica de voltametria de onda quadrada

Utilizando as melhores condi¢cbes de deteccao da tiramina (pH e concentragao
do tampao PBS) foi realizada a otimizagao dos parametros de detecc¢ao para a técnica
de VOQ também conforme a avaliagdo em relacdo ao valor maximo de pico de
corrente (sensibilidade) e a minima meia altura (seletividade). Os parametros
otimizados foram amplitude de potencial, a frequéncia de aplicagdo dos pulsos € o
incremento de potencial. Nesta técnica foi utilizada uma solucédo padrao de tiramina
0,1 mmol L' em tampao fosfato salino (PBS) 0,1 mol L' pH 7 para se obter as
melhores respostas frente aos parametros especificos presentes em cada setup e
cada parametro foi avaliado individualmente, mantendo-se os demais fixos. Os valores
de incremento de potencial foram variados de 1 a 10 mV, a amplitude de pulso de 1 a

75 mV e frequéncia de 2 a 25 s™.
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2.6 Validagao analitica

Para demostrar que o método analitico de determinagao de tiramina é aceitavel
foi realizada a validacao intralaboratorial realizando estudos de linearidade, faixa
linear, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatiddo, robustez e

especificidade.
2.6.1 Linearidade e faixa linear

Apos a otimizagcdo de todos os parametros das técnicas de VPD e VOQ e
estudo da oxidacao da tiramina sobre os ECGL foram construidas curvas analiticas
(ou curvas de calibragao) em triplicata pelo método de adigao de solugédo padrao de
tiramina (SKOOG et al, 2005). A faixa linear foi definida de acordo com o minimo € o
maximo de corrente em que as curvas perderam a linearidade e foram calculados os

coeficientes de determinagao ou linearidade.
2.6.2 Limite de detecgao e quantificagao

O limite de deteccdo (também chamado de limite inferior de deteccéo) € a
menor quantidade de analito que é “significativamente diferente de um branco”, ou
seja, € a menor quantidade mensuravel que pode ser detectada, mas néao
necessariamente detectada com um grau de incerteza aceitavel, normalmente 95%.
Ja o limite de quantificacdo de um método de medicéo é a menor quantidade mensura
presente na amostra que pode ser quantificada com um grau de incerteza aceitavel
(PRICHARD e BARWICK, 2008).

Utilizando os dados das curvas de calibragdo foram calculados os limites de
detecgédo (LD) e os limites de quantificacao (LQ), que foram obtidos pelo desvio padréo
da média aritmética da corrente medida no potencial de oxidagao da tiramina de dez
voltamogramas do branco para cada técnica e pela inclinagado da curva de calibragao
de acordo com as Equacdes 3 e 4:

LD =—2 @)

_ 1OSb
=— (4)
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Onde s, € o desvio padrao da média aritmética das correntes dos
voltamogramas dos brancos e a € o coeficiente angular da curva de calibragéo
(HARRIS, 2008).

2.6.3 Precisao

A precisao € a reprodutibilidade de um resultado, assim, a precisdo das
metodologias desenvolvidas para determinacdo de tiramina de acordo com
parametros escolhidos para cada técnica foi avaliada por repetidas medidas
independentes de determinacédo de tiramina em tampao PBS 0,1 mol L' pH 7,
utilizando os ECGL. Foram realizadas medidas intradia (mesmo dia) nas
concentragdes de 10, 50 e 90 ymol L', medidas interdia (3 dias diferentes) na
concentragéo de 50 ymol L', medidas utilizando diferentes potenciostatos (Metrohm
Autolab 101 N, Metrohm Autolab 204 N e Metrohm pAutolab) na concentragao de 50
umol L' e medidas realizadas por operadores diferentes (3 operadores) na
concentragéo de 50 umol L-'. Todas as medidas foram realizadas com n = 10 e foram
calculados os percentuais do desvio padrao relativo (%) DPR ou também conhecido
como coeficiente de variagédo, dados pela Equagao 5 (HARRIS, 2008), para cada caso

O termo X corresponde a média das correntes de pico e s 0 desvio padrao das

medidas das correntes de pico.

2.6.4 Exatidao

A exatiddo dos métodos propostos para VPD e VOQ também foi calculada,
utilizando as medidas de recuperagao nas amostras de vinho tinto, ou seja, pela
contaminagdo proposital com 2,5 ymol L' de tiramina nas amostras. A exatidao
representa o grau de concordancia entre os valores obtidos pelas metodologias e os

valores reais, expressa pelo parametro %BIAS, calculado pela Equacéo 6.
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— X,
%BIAS =

x 100 (6)

0

Onde X é o valor da média das concentragdes recuperadas e X, é o valor da
concentracao adicionada (PRICHARD e BARWICK, 2007).

2.6.5 Robustez

A robustez das metodologias foi avaliada realizando a detecgao de tiramina na
concentragdo de 50 ymol L' variando os métodos de limpeza dos ECGL (somente
polindo, polindo e um ciclico em solugao aquosa de acido sulfurico usando VC, polindo
e uma varredura em solugédo aquosa de acido sulfurico usando cronoamperometria),
variando o tempo de equilibrio para estabilizagdo da dupla camada elétrica (0, 5, 10,
15, 20 e 25 s) e variando a temperatura dos experimentos (10, 15, 20, 25 e 30°C).
Todas as medidas foram realizadas em triplicata e foram calculados os (%) DPR e

intervalos de confianga (IC).
2.6.6 Especificidade

A especificidade das metodologias foi realizada através de estudo de alguns
interferentes que podem estar presentes nos vinhos tintos, que podem ser
consumidos e formados durante o processo de vinificagcdo, as concentracdes
utilizadas neste estudo foram maiores que as normalmente encontras em vinhos. A
resposta eletroanalitica da tiramina (50 umol L") foi analisada na presenga de 50 ymol
L-' de glicose, 50 umol L' de frutose, 50 umol L' de sacarose dissociada, 0,037 mol
L-" de alcool etilico, 50 ymol L' de sacarose, 50 ymol L-! de histamina, 50 ymol L' de
acido galico, 50 ymol L' de catequina e na presenga de todos os interferentes
associados utilizando as técnicas otimizadas de VPD e VOQ. Para cada medida foram
calculados os (%) DPR e intervalos de confianga (IC).

2.7 Determinacgao eletroanalitica da tiramina e recuperacdo em amostra de

vinho tinto

A determinacao eletroanalitica de tiramina nas amostras de vinho tinto foi

realizada utilizando as técnicas otimizadas de VPD e VOQ. Para isso, as amostras



65

foram diluidas de 1:40 em tampao PBS 0,1 mol L' pH 7 e medidas foram realizadas
apenas nas amostras e apds sucessivas adi¢gdes de solugcdo padrao de tiramina 1
mmol L', para construgdo das curvas de adigdo-padrao com volume variavel.
Também foram realizados testes utilizando volumes constantes, ou seja, preparando
diferentes solugdes para constru¢ao da curva de adigao-padrdo. A partir do aumento
de sinal de corrente, foi deduzido o quanto de tiramina estava presente nas amostras
€ nenhum processo de pré-tratamento foi realizado (HARRIS, 2008).

As eficiéncias dos métodos de quantificacdo de tiramina foram avaliadas pela
adicdo e recuperacdo utilizando as curvas de adi¢cdo-padrdo, para isso, uma
concentragdo conhecida de solugdo padrao de tiramina 2,5 uymol L' foi adicionada as

amostras e foram calculadas as recuperagdes de acordo com Equacgéao 7.

%R = [Tiramina]recuperada <100 7
’ [Tiramina]adicionada ( )

Onde [Tiramina]encontrada € @ CONcentragéo de tiramina calculada a partir da
equacdo da curva de adicdo-padrao apds a fortificagdo das amostras e
[Tiramina] ,4icionada € @ CcONCentragao adicionada intencionalmente nas amostras (real
adicionado) (HARRIS, 2008).

2.8 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de Tukey para
avaliar a variabilidade entre as metodologias, também foi calculado o intervalo de

confianga (IC) com 95% de confianga com base no teste t-Student (Equacao 8).

(I0) =% += (8)

Onde IC é o intervalo de confianga, X corresponde a média das correntes de
pico, s 0 desvio padrao das medidas das correntes de pico,n € o numero de
observacodes e t é o valor do teste de t-Student para 95% de confianga, com valor
tabelado (grau de liberdade igual a 10) de 2,228 e (grau de liberdade de 3) de 3,182
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(HARRIS, 2008). O (IC) com 95% de confianga foi calculado para todas as medidas

de validac&o das metodologias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Limpeza e preparo dos eletrodos de minas de grafite

Anteriormente a cada analise, foi realizada a limpeza dos eletrodos ECGL com
o objetivo de remover a parafina que € comumente adicionada ao material do eletrodo
e que pode vir a interferir na resposta e na obteng¢ao de padrdes eletroquimicos (Figura
7). Os eletrodos devem apresentar respostas semelhantes antes de cada experimento
para garantir a reprodutibilidade do sistema. Para isso, os padrdes eletroquimicos
foram obtidos empregando voltametria ciclica (VC) em uma sonda anibnica e

catiénica.

Figura 7 - Voltamogramas ciclicos obtidos apds a limpeza dos ECGL em solugéo de
cloreto de potassio 0,5 mol L' contendo (A) ferrocianeto de potassio 5,0 mmol L' e (B)
cloreto de hexaaminoruténio 5,0 mmol L-'a 100 mV s™.
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Fonte: Propria autora.

As medidas realizadas sobre os eletrodos limpos em solucédo de ferrocianeto
de potassio e cloreto de hexaaminoruténio ambos contendo cloreto de potassio, foram
utilizadas como um indicativo de qualidade da resposta eletroquimica. A diferenca
entre picos anddicos e catédicos obtidos foram menores que 100 mV sendo este um
indicativo de qualidade e limpeza adequada das superficies dos eletrodos. Apds esta
constatagao, voltamogramas foram obtidos em solug¢ao de eletrdlito suporte, tampao
PBS pH 7, utilizando VPD e VOQ, (Figura 8).
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Figura 8 - Voltamogramas de (A) pulso diferencial (duragao de pulso de 60 ms, amplitude
50 mV e velocidade de 16 mV s™') e (B) onda quadrada (amplitude de 50 mV e velocidade
de 16,14 mV s') em solugdo tampdo PBS 0,1 mol L' pH 7 obtidos utilizando ECGL apos a

limpeza.
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Fonte: Propria autora.

Na faixa de estudo para oxidagao da TIM, observou-se a auséncia de picos de
oxidacao e reducédo de interferentes que poderiam estar presentes nos eletrodos e/ou
solucdo do eletrolito suporte. Estes padrbes foram utilizados para todos os
experimentos para garantir a limpeza dos eletrodos e a reprodutibilidade dos
experimentos. Além disso, respostas padrdes (ferrocianeto de potassio, cloreto de
hexaaminoruténio e tamp&o) foram escolhidas para que todas as respostas
provenientes de outros eletrodos em outros dias de analise pudessem ser sobrepostas
para comparacao. O intervalo de varredura de potencial para os experimentos foi de
0,3 a 1,0 V, e a escolha foi realizada com base na regiao de potencial de pico de

oxidacao da tiramina sobre os ECGL.

3.2 Estudo das melhores condi¢ées experimentais para determinacao de

tiramina

As melhores condi¢cdes experimentais para deteccao de tiramina utilizando os
ECGL foram analisadas variando a concentragao do eletrélito suporte (tampao PBS).
O pH 7 foi estabelecido para os experimentos por ser um valor préximo ao fisiolégico,
além disso, boas respostas de corrente foram observadas. Khan et al. (2018)
utilizaram o valor de pH 7 para detecgao eletroanalitica de tiramina em amostras de

cerveja, leite e urina humana.
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O estudo da concentragcéo do tampé&o PBS pH de 7,0 (Figura 9) foi realizado
para observar a resposta de oxidagao da tiramina com a mudanca da forca ibnica do

meio.

Figura 9 - Voltamogramas de pulso diferencial de oxidagéo de tiramina 0,1 mmol L™
utilizando ECGL para concentragdes de 0,001 mol L (-----); 0,005 mol L' (-----); 0,01 mol L
(-==--); 0,05 mol L' (-----); 0,1 mol L' (-----); 0,5 mol L' (-----) € 1 mol L"" (-----) de tampao PBS

pH 7, amplitude de 50 mV e velocidade de 10 mV s™.
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Fonte: Propria autora.

Solugdes tampao em baixas concentracbes nao sao praticas, pois néao
apresentam robustez. Pequenas variagdes no meio podem variar drasticamente o
valor de pH e o tampéao perde, assim, sua eficiéncia. Com baixa forga ibnica, ndo ha
garantias da minimizagao da alteragdo do coeficiente de atividade da tiramina e nem
de termos apenas o controle difusional, mas também podendo ter o efeito de migragao
entre eletrodo/solugdo. Mesmo assim, o experimento foi feito para avaliarmos as
melhores respostas de corrente esperando que concentragdes elevadas do tampao
pudessem fornecer as melhores respostas, pois, 0 aumento da concentracao eleva a
condutividade de solugao.

A maior intensidade de corrente observada variando as concentragdes do
tampao PBS pH 7 foi para concentragdo 0,1 mol L-'. Para a menor concentragio
estudada (0,001 mol L"), pode-se observar nitidamente que o voltamograma
apresenta dois picos de oxidagao da tiramina em regides levemente espagadas. Com

aumento da forca ibnica do meio, os dois picos se sobrepdem na mesma regiao de
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potencial. Além de analisar a intensidade de corrente €& importante observar o

potencial de pico (Ep) e a variagdo da largura de meia altura (AEp2) (Figura 10).

Figura 10 - Perfis (A) de (*) corrente e () potencial de pico (E;) e (B) (¢) corrente e (*)
variagéo da largura de meia altura do pico (AE,») da oxidagao de tiramina 0,1 mmol L sobre
ECGL, variando as concentragdes de tampé&o PBS de 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1;0,5e 1,0

mol L' pH 7.
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Fonte: Propria autora.

Na Figura 10 (A),

exatamente a concentragdo de 0,01 mol L' que permanece praticamente constante

observa-se uma diminuicdo do potencial de pico até

até 0,1 mol L-'. Nesta concentragio, o sinal de corrente € maximo o que indica que a
tiramina esta mais acessivel para oxidagao devido a condutividade da solugdo e o
menor potencial de pico indica a maior facilidade que isso ocorre. Apos a concentragcao
de 0,1 mol L, o sinal de corrente passa a diminuir e o potencial de pico a aumentar.

A mesma situagao ocorre na Figura 10 (B), onde na concentragao do tampao
PBS 0,1 mol L' tem o maior sinal de corrente e menor variagdo da largura de meia
altura. Desta forma, com boa forga idnica a concentracdo de 0,1 mol L' foi escolhida
para os experimentos seguintes. Zhu et al. (2019) compararam o desempenho de
eletrodo modificado com grafeno-ciclodextrina para determinagdo de tiramina, no
estudo utilizando VPD e tampé&o fosfato 0,1 mol L' pH 7 como eletrdlito suporte. O
mesmo eletrdlito suporte foi utilizado por Khan et al. (2018) no estudo de determinagao

de tiramina utilizando eletrodo de 6xido de indio-estanho modificado.
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3.3 Estudo do mecanismo de oxidagao da tiramina sobre os eletrodos de

minas de grafite

No estudo do mecanismo de oxidac&o da tiramina sobre os eletrodos de minas
de grafite avaliou-se inicialmente a variagcdo do pH do meio. Os voltamogramas
obtidos pela variagao do pH e a relagao de potencial de pico versus pH do meio para

oxidacao da tiramina sobre os eletrodos de minas de grafite € mostrado na Figura 11.

Figura 11 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial e (B) relacdo de potencial de pico
versus pH do meio para a oxidagéo de tiramina 0,1 mmol L™ utilizando VPD e ECGL em
solugdes de tampao BR 0,04 mol L' em diferentes valores de pH, 10 mV s™.
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Fonte: Propria autora.

E possivel observar na Figura 11 que o aumento do valor de pH promoveu uma
alteracdo do potencial de pico para valores de potencial menos anddico. Este
deslocamento indica que a transferéncia eletrédica depende do pH do meio e mostra
uma facilidade (menor energia necessaria) para se promover a oxidagao do composto.
Além disso, é evidente que ha uma relagao direta entre potencial e pH, ou seja, a
oxidacdo é dependente do pH. Este deslocamento indica que a transferéncia
eletrddica depende do pH do meio e a linearidade entre pH 2 e 12 caracteriza que a
reacao de oxidagao da tiramina envolveu a transferéncia de prétons.

A relacdo de numero de elétrons e protons pode ser calculada utilizando os

valores experimentais do estudo do pH e a equagao de Nernst (Equagéo 9):
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H+
E, = E —0,0592 <T> pH (9)

Onde H* é o numero de prétons envolvidos na reagao, n o numero de elétrons,
E° é o potencial padrao e Ep € o potencial de equilibrio (GALUS, 1994). O coeficiente
angular obtido pela regresséo linear dos dados experimentais foi de 0,053 V com
coeficiente de determinacao de 0,992, proximo ao valor tedrico da equacgao de Nernst,
0 que indica que 0 mesmo numero de prétons e elétrons estdo envolvidos na reagao
de oxidagao da tiramina.

Foi analisada também a reversibilidade da reagdo. Avaliando as correntes
diretas, reversa e resultante para VOQ (Figura 12 A), observou-se que n&o houve
contribuigdo significativa da corrente reversa, ou seja, a resposta da oxidagao da
tiramina para a corrente resultante foi semelhante a obtida para corrente direta. Além
disso, analisando o perfil de oxidacéo de tiramina utilizando VC observa-se que nao

houve o surgimento de pico de redugao da tiramina (Figura 12 B).

Figura 12 - (A) Voltamogramas (varredura direta, reversa e resultante) de onda quadrada,
amplitude 50 mV e velocidade de 108 mV s e (B) Voltamograma ciclico com velocidade de
200 mV s, da oxidagédo de tiramina 0,1 mmol L' em tamp&o PBS 0,1 mol L' pH 7 sobre
ECGL.
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Fonte: Propria autora.

A influéncia da velocidade de varredura na resposta voltamétrica da tiramina foi



73

investigada utilizando VC para verificar se o processo é controlado pela cinética de
adsorcdo ou difusional. Os perfis obtidos através da variacdo da velocidade de
varredura na faixa de 5 a 1000 mV s™' para a oxidag&o da tiramina utilizando a técnica

de VC podem ser observados na Figura 13.

Figura 13 — (A) Relagao entre a velocidade de varredura versus corrente de pico e (B)
relacdo da raiz da velocidade de varredura versus corrente de pico, ambos obtidos de
voltamogramas ciclicos em solugéo de tiramina 0,1 mmol L' em tamp&o PBS 0,1 mol L' pH
7, utilizando ECGL.
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Fonte: Propria autora.

A regressao linear realizada para os dados de corrente de pico versus variagao
da velocidade de varredura para a oxidacao da tiramina utilizando VC (Figura 13 A)
possibilitou a obtengdo de um r? de 0,9865. Este valor foi maior que o obtido para a
Figura 13 B (r>=0,9527). O aumento linear na corrente de pico versus a velocidade de
varredura indica que a cinética da reacéo é controlada por adsorcdo. Ja o aumento
linear da corrente de pico versus a raiz quadrada da velocidade indica que o processo
é controlado pela difusao (SILVA et al., 2019b).

Desta forma, o processo de oxidagao da tiramina sobre os eletrodos de minas
de grafite &€ controlado pela adsorgéo, como ja era esperado, ja que a estrutura ja
havia sido polimerizada em eletrodos de grafite em estudos anteriores (TRAN et al.,
2003; TENREIRO et al., 2007; CASTRO et al., 2008). Ao realizar varreduras

consecutivas de VC, foi observado um decréscimo na corrente de pico a cada
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varredura, consistente com sistemas adsortivos. Além disso, os resultados ja
apresentados no topico posterior da otimizacdo de frequéncia por VOQ mostraram
uma proporcionalidade entre a frequéncia e a corrente de pico, caracteristicas de
processos envolvendo adsorg¢ao de reagente.

Isso é importante para o trabalho, porque ha a necessidade de renovagao da
superficie do eletrodo de trabalho ou a substituicdo do eletrodo utilizado por um novo.
A grande vantagem de usarmos os eletrodos a base de grafites de lapiseira, é que
eles sao descartaveis. Nao ha a necessidade de renovagao de superficie (que no caso
de processos envolvendo polimerizagédo, podem ser mais desafiadores). Com isso, o
processo de otimizacdo das técnicas deve ser realizado com uma medida a cada
eletrodo.

Determinadas as caracteristicas da reagao, foram realizados estudos utilizando
VOQ e VC para determinar o numero de elétrons envolvidos na oxidagéo da tiramina
sobre os eletrodos de minas de grafite. De acordo com a equagéo de Laviron, o Ep
anddico varia linearmente com o logaritmico da velocidade de varredura (Laviron,
1979). Na Figura 14 é mostrado o perfil do logaritmico da velocidade de varredura

versus o Ep para oxidacdo da tiramina utilizando VC.

Figura 14 - Relacao entre o logaritmico da velocidade de varredura versus potencial de pico
obtidos de voltamogramas ciclicos em solugéo de tiramina 0,1 mmol L' em tampao fosfato
0.1 M pH 7 sobre os ECGL.
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Fonte: Propria autora.
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A partir dos dados experimentais e da equacdo de Laviron (Equacéo 1), o
numero de elétrons calculado para a oxidagao da tiramina sobre os eletrodos de minas
de grafite foi de 2,81. A equacéao de Lovric (Equagado 2) também foi utilizada para
determinar o numero de elétrons envolvidos na reacdo. Para sistemas totalmente
irreversiveis de acordo com a equacgao de Lovric, deve existir uma relacao linear entre
Ep e o logaritmico da frequéncia através de dados obtidos da VOQ. O perfil do

logaritmico da frequéncia versus o Ep pode ser observado na Figura 15.

Figura 15 - Relacao entre logaritmico da velocidade de varredura versus potencial de pico
obtidos de voltamogramas de onda quadrada em solugéo de tiramina 0,1 mmol L' em
tampao fosfato 0.1 M pH 7, sobre os ECGL.
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Fonte: Propria autora.

Utilizando o valor de a igual a 0,71 e comparando os dados experimentais com
0s reais para equacao de Lovric, o numero de elétrons calculado para oxidagao da
tiramina sobre os eletrodos de minas de grafite foi 2,78. Assim, de acordo com os
resultados obtidos do estudo de pH, velocidade de varredura por VC e variacao de
frequéncia por VOQ, aproximadamente 3 elétrons e 3 prétons estdo envolvidos na
reacao de oxidagao da tiramina, o mesmo numero foi observado na literatura (RAOOF
et al., 2012a; ZHANG et al., 2016; KHAN et al., 2018). A estrutura da forma reduzida
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e oxidada da tiramina € mostrada na Figura 16, de acordo com os resultados obtidos

para o possivel mecanismo da reacao de oxidagao da tiramina sobre ECGL.

Figura 16 - Reacgdo de oxidag&o da tiramina sobre eletrodos de minas de grafite.

NH, NH
-3H"
e
-3e”
OH 0
Forma reduzida Forma oxidada

Fonte: Propria autora.

A eletroreatividade da tiramina é semelhante a de grupos fendlicos em termos
do grupo funcional hidroxila. A oxidagao da tiramina envolve o grupo fenol, os cations
radicais sdo formados pela remogao de dois elétrons do grupo fenil e um elétron do
grupo hidroxila, e ocorre a remocéao de prétons (HAMMERICH e SVENSMARK, 1991).
Embora seja esperado o surgimento de dois picos de oxidacdo da molécula, devido
os dois grupos funcionais, estes dois picos se sobrepdem devido a forga idnica do
meio (eletrolito suporte), como ja foi mencionado anteriormente. Apos o estudo do
mecanismo de oxidagao da tiramina sobre os ECGL, foram realizados os estudos para

otimizagao das técnicas.

3.4 Otimizagao dos parametros da técnica de VPD para determinagao de

tiramina

A otimizagado dos parametros da técnica de VPD (tempo de duragéo do pulso
de potencial, amplitude de pulso, incremento de potencial e intervalo de tempo) foram
realizados para se obter as melhores respostas do método analitico. Assim, o efeito
de cada parametro sobre a intensidade de corrente, Ep e AEp2 para oxidagcdo da
tiramina foram estudados e selecionados. Inicialmente o tempo de duracao do pulso

foi avaliado para uma faixa de 10 a 100 ms mantendo-se constante a amplitude e a
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velocidade de varredura de 25 mV e 10 mV s, respectivamente. Os voltamogramas

e perfis mostrados na Figura 17 foram obtidos para cada valor estudado.

Figura 17 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial da oxidagéo de tiramina 0,1 mmol L' em
tampao PBS 0,1 mol L' pH 7,0 utilizando ECGL, variando o tempo de duragdo dos pulsos
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ms e mantendo a amplitude de 25 mV e
velocidade de varredura de 10 mV s™'. (B) Relag&o entre corrente de pico versus tempo de
duracédo dos pulsos de acordo com A. (C) Perfis (¢) Ep, e (°) AE,» versus a variagéo do

tempo de duragao dos pulsos de acordo com A.
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100
Tempo de duracao de pulso de potencial (ms)

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram que os melhores valores de

tempo de modulacao sao de 50 e 60 ms. Porém, o tempo de 50 ms sofre com mais

altos valores de Ep e AEp2 quando comparados aos de 60 ms. Desta forma, 60 ms foi

o tempo de modulagdo selecionado para analises subsequentes. O préximo

parametro avaliado foi a amplitude de pulso em um intervalo de 1 a 60 mV, mantendo-

se constante o tempo de modulagdo em 60 ms e a velocidade de varredura 10 mVs™'.

Na Figura 18 (A e B), pode-se observar que houve um aumento linear do sinal de
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corrente a medida que o valor da amplitude de pulso foi aumentado e na Figura 18 (C)

observa-se os perfis de Epe AEp2 com a variagdo da amplitude.

Figura 18 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial da oxidagéo de tiramina 0,1 mmol L' em

tampao PBS 0,1 mol L' pH 7,0 utilizando ECGL, variando a amplitude de 1, 5, 10, 20, 30,
40, 50 e 60 mV e mantendo o tempo de duragao dos pulsos de 60 ms e velocidade de

varredura de 10 mV s™'. (B) Relagao entre corrente de pico versus amplitude de acordo com

A. (C) Perfis () E, e (*) AEy versus a variagdo da amplitude de acordo com A.
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Pode-se observar que a amplitude de pulso afeta o pico de corrente e um leve
deslocamento para potenciais menos anddicos, sendo maior a sensibilidade com
aumento da amplitude. Entretanto, o aumento da amplitude de pulso provocou
inicialmente uma diminuigcdo no AEp2 que a partir de 60 mV tende a aumentar o que
pode reduzir a seletividade. Assim optou-se por utilizar a amplitude de pulso de 50 mV

para os proximos experimentos, devido ao mais alto valor de corrente, baixo Ep e mais

baixo AEp..

O ultimo parametro a ser avaliado é a velocidade de varredura, que € composta

por outros dois parametros, o incremento de potencial e intervalo de tempo.

Amplitude (mV)

Fonte: Propria autora.
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Incialmente, o intervalo de tempo foi fixado em 0,5 s e variou-se o incremento de
potencial em uma faixa de 1 a 10 mV para observar em qual velocidade de varredura
encontrava-se a melhor resposta analitica para assim variar concomitantemente
ambos os parametros. Novamente, os efeitos de intensidade de corrente, Ep e AEp2
foram analisados para os perfis obtidos pelos voltamogramas de pulso diferencial para

cada valor estudado mostrados na Figura 19.

Figura 19 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial da oxidagéo de tiramina 0,1 mmol L' em
tampao PBS 0,1 mol L' pH 7 utilizando ECGL, variando o incremento de potencial de 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9e 10 mV e mantendo o tempo de duracéo dos pulsos de 60 ms, a amplitude
de 50 mV e o intervalo de tempo de 0,5 s. (B) Relacao entre corrente de pico versus o
incremento de potencial de acordo com A. (C) Perfis () E, e (*) AEy»2 versus a variagao do
incremento de potencial de acordo com A.
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Fonte: Propria autora.

O aumento no sinal de corrente devido ao aumento do incremento de potencial
e consequentemente da velocidade de varredura pode ser observado na Figura 19 (A
e B). Embora as velocidades de varredura de 18 e 20 mV s™' apresentaram os maiores
valores de corrente, a velocidade de varredura 16 mV s (incremento de potencial de

8 mV mantendo a intervalo de tempo de 0,5 s) mostrou melhor resolugao do pico de
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oxidagao da tiramina e o aumento da velocidade acima deste valor ocasionou uma
perda significativa de sinal (picos menos definidos, com perda de sinal). Assim, variou-
se concomitantemente o incremento de potencial e intervalo de tempo para resultar
na velocidade de varredura de 16 mV s (Figura 20) que foi selecionada para os

préximos experimentos.

Figura 20 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial oxidagao de tiramina 0,1 mmol L-"em
tampao PBS 0,1 mol L' pH 7, utilizando ECGL, variando incremento de potencial/intervalo
de tempo de 1/0,0625; 2/0,125; 3/0,1875; 4/0,25, 5/0,3125; 6/0,375; 7/0,4375; 8/0,5;
9/0,5625; 10/0,625 mV s, mantendo o tempo de duragdo dos pulsos de 60 ms e a
amplitude de 50 mV. (B) Relacao entre corrente de pico versus incremento de potencial de
acordo com A. (C) Perfis (*) E, e (*) AEy versus a variagdo do incremento de potencial de
acordo com A.
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Fonte: Propria autora.

O aumento do incremento de potencial e intervalo de tempo provocou um
aumento na intensidade de corrente, pois quanto maior o incremento maior a diferenca
de potencial entre os pontos no intervalo de tempo e menor o numero de pontos

armazenados durante o experimento. Entretanto, pode-se observar na Figura 20 (A)
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que para valores de incremento de potencial muito alto ocorre uma perda na resolugao
do pico de oxidagao da tiramina. Além disso, em incrementos acima de 7 mV ha uma
tendéncia em atingir um valor constante de corrente. Optou-se entdo, em utilizar o
incremento de potencial de 7 mV e o intervalo de tempo de 0,4375 s para as
posteriores analises por mostrar uma melhor resposta levando em consideracao
resolucao de pico, intensidade de corrente, Ep e AEp2.

A escolha da velocidade de varredura é muito importante, pois na voltametria
de pulso diferencial geralmente utilizam-se velocidades mais baixas. Entretanto deve-
se observar principalmente a perda da resolucédo do pico estudado, neste caso para
velocidade de 16 mV s utilizando o incremento de potencial e intervalo de tempos
selecionados nao houve perda da resolugédo de pico. Velocidades acima deste valor
podem resultar perda de resolugdo de modo que podera nao ocorrer registros
eficientes de corrente o que afetara na forma e definicio do pico.

Na Tabela 5 sdo mostrados as variagbes e escolha dos parametros para
técnica VPD.

Tabela 5 — Variagao e escolha dos parametros para VPD.

Parametros para VPD Variagao Selecionados
Tempo de duraggo dos pulsos 10 4 100 60
de potencial (ms)
Amplitude (mV) 1a60 50
Incremento de potencial (mV) 1a10 7
Intervalo de tempo (s) 0,0625 a 0,625 0,4375

Fonte: Propria autora.

3.5 Otimizacao dos parametros da técnica de VOQ para determinagao de

tiramina

Para o desenvolvimento do método analitico para a determinacao de tiramina
utilizando VOQ, foi necessario avaliar a influéncia dos paradmetros da técnica
(amplitude de pulsos de potencial, a frequéncia de aplicagdo dos pulsos e o
incremento de varredura de potencial) para obtengcao das melhores respostas.
Primeiramente avaliou-se o incremento de potencial, no intervalo de 1 a 10 mV, sendo
os parametros de amplitude e frequéncia mantidos fixos em 50 mV e 50 s'. O

incremento de varredura de potencial e a frequéncia sao responsaveis pela velocidade
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de varredura e principalmente pela sensibilidade da técnica. Na Figura 21, séo
mostrados os voltamogramas de onda quadrada e os perfis obtidos para os diferentes

valores de incremento de potencial estudado.

Figura 21 - (A) Voltamogramas de onda quadrada da oxidagao de tiramina 0,1 mmol L-"em
tamp&o PBS 0,1 mol L' pH 7, utilizando ECGL, variando o incremento de potencial de 1, 2,
3,4,5,6,7,8 9e 10 mV e mantendo a amplitude de 50 mV e a frequéncia 50 s™'(B)
Relacéao entre corrente de pico versus o incremento de potencial de acordo com A. (C)
Perfis () E, e (*) AEp2 versus a variagao do incremento de potencial de acordo com A.
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Fonte: Propria autora.

Pode-se observar na Figura 21 que a intensidade de corrente de pico nao tem
um aumento significativo acima de 6 mV de incremento de potencial e também acima
deste valor houve uma perda de resolucdo dos picos. Assim, 6 mV foi o valor
selecionado para os proximos experimentos levando também em consideragao a
relacado corrente de pico e baixos Ep e AEpo.

A amplitude de pulso de potencial é a altura do pulso de potencial aplicado no

sentido direto e reverso de cada degrau da escada de potencial e pode ter efeito na
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resposta analitica da VOQ (SKOOG et al., 2005). Este parametro foi estudado num
intervalo de 1 a 75 mV, mantendo-se constante o incremento de potencial em 6 mV e
a frequéncia em 50 s'. A Figura 22 mostra o efeito da variagdo da amplitude na

oxidagao da tiramina utilizando VOQ.

Figura 22 - (A) Voltamogramas de onda quadrada da oxidag&o de tiramina 0,1 mmol L' em
tampdo PBS 0,1 mol L' pH 7, sobre ECGL, variando a amplitude de 1; 5; 15; 25; 37,5; 50;
62,5; 75 mV, mantendo o incremento de potencial de 6 mV e a frequéncia de 50 s™'. (B)
Relacéao entre corrente de pico versus amplitude de acordo com A. (C) Perfis (¢) Ep e (°)
AE,;» versus a variagdo da amplitude de acordo com A.
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Fonte: Propria autora.

Observou-se um aumento na intensidade de corrente de pico entre a
amplitudes 1 e 50 mV. Acima deste valor, a corrente de pico passou a diminuir
tendendo a atingir um valor constante. Apesar de uma maior sensibilidade ter sido
observada para a amplitude de 37,5 mV, optou-se em utilizar a amplitude de 50 mV
para os proximos experimentos por se tratar de um valor tipicamente mais utilizado na

técnica de VOQ. Valores relativamente baixos de Ep e AEp2 também foram
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observados para a amplitude de 50 mV e, assim, como na VPD para a VOQ utilizou-
se 0 mesmo valor de amplitude.

Por fim, o ultimo parametro avaliado foi a frequéncia. Este parametro é
responsavel pela determinagao da velocidade de varredura afetando diretamente na
sensibilidade da técnica. Os valores foram estudados na faixa de 1 a 25 s*' mantendo
os demais parametros da técnica de VOQ selecionados anteriormente fixos. Na Figura
23 (A) sdo mostrados os voltamogramas de onda quadrada obtidos variando a

frequéncia e na Figura 23 (B e C) os perfis de corrente, Ep e AEp2 com a variagao da

frequéncia.

Figura 23 - (A) Voltamogramas de onda quadrada da oxidagao de tiramina 0,1 mmol L-"em
tampao PBS 0,1 mol L' pH 7, sobre ECGL, variando a frequéncia de 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14;
16; 18; 20; 25 s™', mantendo o incremento de potencial de 6 mV e a amplitude de 50 mV. (B)
Relagéo entre corrente de pico versus frequéncia de acordo com A. (C) Perfis (*) Ep e ()
AEp» versus a variagao da frequéncia de acordo com A.
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O aumento da frequéncia promoveu um aumento na intensidade de pico
acompanhado um pequeno deslocamento do Ep para sentido o menos anddico e baixo
AEp2 entre os experimentos. Na Figura 23 (B) observa-se que houve uma linearidade
entre a corrente de pico e a faixa de frequéncia 2 a 20 s™'. Acima desta faixa a corrente
tendeu a atingir um valor constante.

A frequéncia de 18 s apresentou um menor E, quando comparado a 20 s e,
como o aumento de corrente de pico entre estes valores foi baixo, optou-se em utilizar
a frequéncia de 18 s™' para os experimentos seguintes. Desta forma, a velocidade de
varredura resultante da escolha dos parametros foi de 108 mV s-'. Na Tabela 6 sdo

mostrados as variagdes e escolha dos parametros para técnica VOQ.

Tabela 6 — Variagao e escolha dos parametros para VOQ.

Parametros para VOQ Variagao Selecionados
Incremento de potencial (mV) 1a10 6
Amplitude (mV) 1a75 50

Frequéncia de aplicagao dos

pulsos de potencial (s) 2a25 18

Fonte: Propria autora.

3.6 Validagao analitica para determinagao de tiramina utilizando VPD e VOQ
3.6.1 Estudo da linearidade e faixa linear

Depois de estabelecidas as melhores condicbes experimentais para a
determinacao de tiramina, da otimizagao dos parametros das técnicas de VPD e VOQ
e estudo do mecanismo de oxidacao sobre os ECGL, foram elaboradas as curvas de
calibracdo em triplicata utilizando solugao padrao de tiramina em tampao PBS 0,1 mol
L' pH 7.

Para a técnica de VPD foram construidas trés curvas analiticas no intervalo de
concentragdo de 0,6 a 1200 umol L' de tiramina. A faixa linear obtida foi 0,6 a 200
umol L', sendo 0,6 pmol L' o minimo detectado pela técnica e a partir 200 ymol L-
perdeu-se a linearidade. Na Figura 24 (A) sdo mostrados os voltamogramas de pulso
diferencial no intervalo de concentragao da faixa linear. Por meio dos voltamogramas

mediu-se a intensidade de corrente de pico para cada concentracao estudada e a
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curva analitica de corrente de pico em fungao da concentragao da tiramina € mostrada

na Figura 24 (B).

Figura 24 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial da oxidagéo de tiramina 0,6 ymol L™

(=) 0,8 (====); 1,0 (-=--); 2,0 (-=-=-); 4,0 (-—); 8,0 (

(===--); 60 (-----); 80 (-----); 100 (-----) e 200 pumol L (
pH 7 utilizando ECGL tempo de duracdo de pulso 60 ms, amplitude 50 mV e velocidade de
16 mV s'. (B) Curva analitica de corrente de pico versus a concentragéo de tiramina.
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Fonte: Propria autora

Na Figura 24 (A) observou-se que as correntes de pico aumentaram

proporcionalmente com a adicdo de tiramina. De acordo com a curva mostrada na

Figura 24 (B), houve um aumento da linearidade entre corrente de pico e concentracéo

de tiramina com r? de 0,9985. O valor de r? deve estar o mais préximo de 1 para

representar um verdadeiro ajuste linear, contudo, valores de r? acima de 0,995
corresponde um bom ajuste dos dados (HARRIS, 2008). O LD (Equagao 3) e LQ

(Equagdo 4) foram calculados e os valores foram de 0,52 e 1,74 pmol L7,

respectivamente. Os valores obtidos sdo comparaveis aos da literatura (APETREI e
APETREI, 2015; SILVA et al., 2019a). A faixa linear obtida para a curva foi de 0,6 a

200 pymol L.
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Para a técnica de VOQ as curvas de calibragcdo foram construidas no intervalo
de concentracdo de 4 a 1200 ymol L-'de tiramina. A faixa linar obtida foi de 4 a 100
umol L' utilizando os paréametros otimizados. Na Figura 25 (A), sdo mostrados os
voltamogramas de onda quadrada registrados na faixa de concentracao linear e na
Figura 25 (B) € mostrada a curva analitica de corrente de pico versus concentragao

de tiramina obtida pela média dos dados extraidos dos voltamogramas.

Figura 25 - (A) Voltamogramas de onda quadrada da oxidag&o de tiramina 4,0
(====-); 6,0 (--==-); 8,0 (--==-); 10 (===-=); 20 (---~-); 40 (-----); 60 " (" ); 80 (-=---) & 100 pymol L’
(-=---) em meio de tampao PBS 0,1 mol L' pH 7 utilizando ECGL, amplitude 50 mV e
velocidade de 108 mV s™'. (B) Curva analitica de corrente de pico versus a concentragéo de

tiramina.
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Fonte: Propria autora.

A equacao para curva de calibragédo (Figura 25 B) o r? foi de 0,9996. Para
avaliar a sensibilidade da técnica foram calculados os LD (Equacéo 3) e LQ (Equacéo
4), seus valores foram de 1,72 e 5,73 ymol L', respectivamente.

Observa-se na Figura 25 (A) que nao foi possivel determinar a tiramina em
concentragdes inferiores a 4 ymol L' para a VOQ. A utilizagdo da velocidade de
varredura de 108 mV s™! estabelecida anteriormente na otimizagédo dos parametros da
técnica é superior a velocidade de varredura de 16 mV s utilizada para a VPD. O que
pode estar ocorrendo neste caso, é que a oxidagao da tiramina deve apresentar uma
cinética lenta, necessitando de um tempo maior para que o processo de oxidagao
possa ocorrer com eficiéncia. Sendo assim, um experimento foi realizado em baixa

frequéncia para se aproximar a uma velocidade comparavel a utilizada na VPD.
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Novas curvas analiticas foram construidas para a técnica de VOQ mantendo a
amplitude de potencial de 50 mV, o incremento de potencial de 6 mV e modificando a
frequéncia para 2,69 s, resultando em uma velocidade de varredura de 16,14 mV s
', valor préximo a velocidade de varredura utilizada para VPD, afim que as duas
técnicas pudessem ser comparadas.

O intervalo de concentragdo estudado foi 0,6 a 1200 ymol L' para elaboragéo
de novas curvas. A faixa linear obtida neste caso foi de 0,6 a 1000 ymol L', sendo
0,6 ymol L' o minimo detectado pela técnica e a partir 1000 ymol L' perdeu-se a
linearidade. Na Figura 26 (A), sdo mostrados os novos voltamogramas de onda
quadrada para a velocidade de 16,14 mV s e na Figura 26 (B) é mostrada a curva

analitica de corrente de pico versus concentragao de tiramina.

Figura 26 - (A) Voltamogramas de onda quadrada da oxidacao de tiramina 0,6
(====-); 0,8 (-----); 1,0 (-----); 2,0 (-----); 4,0 (---=-); 6,0 (-----); 8,0(  ); 10 (-----); 20 (-----); 40 (---
--); 60 (====-); 80 (==-=-); 100 (-----), 200 (-----);400 (-----), 600 (-----); 800 ( ) e 1000 ymol L™
(-=---) em meio de tamp&o PBS 0,1 mol L' pH 7 utilizando ECGL, amplitude 50 mV e
velocidade de 16,14 mV s™'. (B) Curva analitica de corrente de pico versus a concentragao

de tiramina.
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Fonte: Propria autora.

A resposta de corrente de pico para a curva de calibragdo por VOQ na

velocidade de varredura de 16,14 mV s foi linearmente proporcional a faixa de
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concentragéo com r2de 0,9969, valores de r?2 acima de 0,995 correspondem a um bom
ajuste linear (HARRIS, 2008).

Observando as equacgdes para as duas curvas de calibracdo para VOQ,
verifica-se que sao diferentes. Isto ocorre porque, apesar de estar sendo utilizada a
mesma técnica, as velocidades de varredura sao diferentes e, consequentemente, a
resposta analitica pode ser diferentes mesmo para analises utilizando a mesma
concentracdo de tiramina. Velocidades maiores possibilitam um aumento na
sensibilidade da técnica em relagao a intensidade de corrente, porém a tiramina
apresenta uma cinética lenta. Assim, optou-se em utilizar a velocidade de 16,14 mV
s™! para os proximos experimentos. Os LD (Equacao 3) e LQ (Equagéo 4) também
foram calculados e seus valores foram de 0,77 pmol L' e 2,36 pmol L,
respectivamente. Os valores de LD e LQ obtidos sdo comparaveis aos obtidos por
técnicas cromatograficas (MANETTA et al., 2016; VIEIRA et al., 2017).

A Tabela 7 mostra a comparagao do LD e faixa linear obtidos neste trabalho
com os obtidos para outros sistemas de determinagdo da tiramina por meio de
técnicas eletroanaliticas. Como pode ser visto, bons LD e faixa linear foram obtidos
neste trabalho, sem qualquer etapa de pré-tratamento ou modificagao dos eletrodos,
os ECGL, sdo uma excelente alternativa, simples, rapida e de baixo custo para a

determinacao de tiramina.

Tabela 7 - Faixa linear e LD obtidos para diferentes sistemas de deteccao eletoanalitica de

tiramina.

Eletrodo Técnica F?:I)::olli rll_tia)r (meo? L) Referéncia

MAO/GE  Amperometria 10 - 500 2.0 Bé(';g fzt)a"
o R R VR e
SPCE/MnO2 Amp;'(fr; g 10-300 3,0 Te'f;(iﬂ g)t al.

MWONLGOE VPD s 0.8 Ra(%%ffzt)al'
Polipirrol/Pt Amperometria 4 -80 0,547 Apé’ﬁ' g;tr(ezi(; 3)
ECGL VPD 0,6 - 200 0,52 Este trabalho
ECGL VOQ 0,6 -1000 0,77 Este trabalho

MAOQ: Monoamina oxidase; EG: Eletrodo de grafite; PDDA: Poli - (cloreto de dialildimetilamonio; MWCNT: Multi-walled carbon
nanotube (nanotube de carbon com paredes mutoplas); SPCE: Screen-printed carbon electrode (Eletrodo de carbon impresso);

ECGL: Eletrodo de carbono de grafite de lapiseira; VC: Voltametria ciclica; FIA: Flow Injection Analysis (Analise de injegdo em

fluxo); VOQ: Voltametria de onda quadrada e VPD: Voltametria de pulso diferencial.

Fonte: Propria autora.
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3.6.2 Analise da precisao

A precisdo das metodologias foi avaliada realizando 10 medidas de detecc¢ao
de tiramina intradia, entredia, em equipamentos diferentes e realizada por operadores
diferentes. As medidas foram realizadas utilizando as técnicas otimizadas. Para cada
medida os eletrodos eram descartados, pois, a tiramina tende a polimerizar na
superficie dos eletrodos, diminuindo o sinal de corrente, como ja foi relatado
anteriormente. As analises intradia foram realizadas em trés concentragdes diferentes,
tiramina a 10, 50 e 90 ymol L' em tampao PBS 0,1 mol L' pH 7. As demais medidas
foram realizadas na concentragdo 50 umol L'. Os valores de concentragbes
estudados (maioria 50 umol L") foram selecionados de acordo com o contetdo de
tiramina presente em vinhos tintos, em trabalhos presentes na literatura a
concentragdo de tiramina em vinhos geralmente € menor que 50 pymol L-'. Para
mostrar a excelente repetitividade dos eletrodos para a determinagdo da tiramina
utilizando as técnicas VPD e VOQ s&o apresentados os voltamogramas na Figura 27
AeB.

Figura 27 - Voltamogramas de pulso diferencial (A) e onda quadrada (B) da oxidacao de
tiramina 50 ymol L' em meio de tamp&o PBS 0,1 mol L' pH 7 utilizando os ECGL novos a
cada leitura.

Corrente (uA)
Corrente (nA)

4

03 04 05 06 07 08 09 10 03 04 05 06 07 08 09
Potencial (V) Potencial (V)

Fonte: Propria autora.

As Tabelas 8 e 9 mostram os resultados para a validagado da precisdo de

1,0
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detecgdo da tiramina para VPD e VOQ, respectivamente. Foram calculados para cada
medida a média aritmética (x), o desvio padrao (s), o desvio padréao relativo DPR e o
intervalo de confianga (IC) com 95% de confianga para as medidas de corrente de

pico.

Tabela 8 - Medidas de preciséo para validagdo da determinag&o da tiramina 50 ymol L™
utilizando a técnica de VPD sobre os ECGL.

Precisao Medidas x (MA) s (pA) DPR (%) IC (95%)
[Tiramina] 10 pmol L 1,30 0,048 3,69 0,034
Intradia (n =10)  [Tiramina] 50 pmol L-' 7,24 0,221 3,05 0,158
[Tiramina] 90 pmol L 11,4 0,267 2,34 0,191
Diferentes Metrohm Autolab 101N (7,22)2 0,232 3,21 0,166
equipamentos  Metrohm Autolab 204N (7,12)2 0,194 2,73 0,139
(n=10) Metrohm pAutolab (7,33) 0,162 2,21 0,116
Dia 1 (7,34)2 0,200 2,71 0,143
Entredia (n = 10) Dia 2 (7,33)2 0,200 2,73 0,143
Dia 3 (7,33)2 0,119 1,62 0,085
Diferentes Operador 1 (7,36)2 0,199 2,71 0,143
operadores Operador 2 (7,34)2 0,201 2,73 0,144
(n=10) Operador 3 (7,33)2 0,142 1,94 0,102

Teste de TuKey. A mesma letra sobrescrita aponta que néo ha, estatisticamente, variabilidade significativa entre as metodologias.
Fonte: Propria autora.

Tabela 9 - Medidas de preciséo para validagdo da determinagéo da tiramina 50 ymol L™
utilizando a técnica de VOQ sobre os ECGL..

Precisao Medidas x (MA) s (pA) DPR (%) IC (95%)
[Tiramina] 10 pmol L 0,651 0,008 1,23 0,005
Intradia (n =10)  [Tiramina] 50 pmol L 4,30 0,088 2,04 0,063
[Tiramina] 90 pmol L 7,48 0,015 2,00 0,107
Diferentes Metrohm Autolab 101N (4,33)? 0,096 2,23 0,069
equipamentos  Metrohm Autolab 204N (4,30)? 0,130 3,02 0,093
(n=10) Metrohm pAutolab (4,34)a 0,124 2,85 0,089
Dia 1 (4,30)2 0,112 2,60 0,080
Intredia (n = 10) Dia 2 (4,32)2 0,082 1,90 0,059
Dia 3 (4,31)? 0,095 2,21 0,068
Diferentes Operador 1 (4,30)2 0,111 2,59 0,080
operadores Operador 2 (4,28)2 0,099 2,31 0,071
(n=10) Operador 3 (4,22)? 0,067 1,60 0,048

Teste de TuKey. A mesma letra sobrescrita aponta que néo ha, estatisticamente, variabilidade significativa entre as metodologias.
Fonte: Propria autora.

De acordo com os resultados, todas as medidas utilizadas nas duas técnicas
apresentaram baixos desvios padrdes, bons intervalos de confianga e DPR menor que
5%, considerados aceitaveis para as metodologias desenvolvidas (ANVISA, 2003).
Pode-se observar que o0s experimentos foram realizados com grande

reprodutibilidade, mesmo com eletrodos diferentes para cada medida. As respostas
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para os dados intradia e entredia, mostram a precisdo dos métodos em relacédo a
varias medidas e medidas realizadas em dias diferentes.

Para as medidas utilizando diferentes equipamentos, nédo foi observada
diferenga significativa entre as respostas. Nas medidas utilizando diferentes
operadores com conhecimentos basicos de eletroanalitica, eles foram responsaveis
por realizar o todo experimento, desde a limpeza do eletrodo até a determinacéo da
tiramina, as respostas também nao apresentaram diferengca significativa,

comprovando a precisao das metodologias.

3.6.3 Analise de robustez

A robustez foi avaliada usando trés métodos diferentes de limpeza do eletrodo.
O primeiro método consistiu no polimento em lixa d’ agua, o segundo consistiu no
mesmo polimento seguido por um voltamograma ciclico em uma solugdo aquosa de
acido sulfurico, enquanto para o terceiro método foi utilizada cronoamperometria em
vez de VC. O propésito de utilizar o acido sulfurico € remover contaminantes residuais
indesejados inseridos pelo fabricante do grafite de lapiseira. Também foram avaliados
diferentes tempos de acondicionamento da célula. O tempo de equilibrio para
estabilizacdo da dupla camada elétrica € um comando que forca o procedimento
eletroquimico a esperar um tempo definido pelo operador antes do inicio da execugao
do experimento. Dependendo do sistema, o tempo de acondicionamento pode alterar
a espessura da dupla camada elétrica, e assim, a resposta.

Para analise de robustez também foram avaliadas diferentes temperaturas da
solugdo para detecgao de tiramina, foi utilizando uma célula encamisada ligada a um
banho termostatico, simulando a analise em diferentes ambientes, como a
determinacao in situ. Nas Tabelas 10 e 11 sdao mostradas as medidas de robustez
para determinacao de tiramina na concentragdo de 50 ymol L-' em tampao PBS 0,1
mol L' pH 7 para as técnicas VPD e VOQ, respectivamente. Todas as medidas foram
realizadas com n = 3 e foram calculados para cada medida a média aritmética (x), o
desvio padrao (s), o desvio padréao relativo DPR e o IC com 95% de confianga para

as medidas de corrente de pico.
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Tabela 10 - Medidas de robustez para validagao da determinagdo da tiramina 50 umol L™’
utilizando a técnica de VPD sobre os ECGL.

Robustez Medidas % (WA) s (@A) DPR (%) _ IC (95%)
_ Método 1 (7,132 0,125 1,76 0,311
Limpeza dos Método 2 (7,212 0,228 3,16 0,567

eletrodos (n = 3) i

Método 3 (6,942 0,015 0,22 0,038
0s (72997 0,135 1,86 0,336
5s (7,402 0,121 1,63 0,300
10's (7,192 0,147 2,04 0,364
equ-li-lei::':::)o(gi 3) 155 (7627 0,163 2,14 0,405
20's (7,597 0,105 1,38 0,260
25s (7,062 0,239 3,39 0,594
30s (7,542 0,369 4,90 0,918
10°C (5,76)7 0,053 0,93 0,133
Temperatura 15°C (5,772 0,077 1,33 0,191
he3) 20°C (6,550 0,186 2,84 0,462
25°C (7,29¢ 0,079 1,08 0,195
30°C (7,660 0,139 1,81 0,344

Teste de TuKey. A mesma letra sobrescrita aponta que nao ha, estatisticamente, variabilidade significativa entre as metodologias.
Fonte: Propria autora.

Tabela 11 - Medidas de robustez para validacdo da determinagéo da tiramina 50 pmol L™’
utilizando a técnica de VOQ sobre os ECGL.

Robustez Medidas x(WA) s(WA) DPR(%) IC (95%)
Limpeza dos Método 1 @247 0,014 0,34 0,035
oletroton 2 3) Método 2 (4260 0025 0,58 0,062
Método 3 (4277 0,063 148 0,157
0s (4657 0128 2,75 0,318
5s (4527 0,035 0,77 0,086
10s (4427 0,035 0,78 0,086
equ-li-l?tr::'!::)o((rjli 3 15 (442¢ 0,016 3,57 0,392
20's (4547 0,189 4,15 0,468
25 s (4347 0318 7,31 0,789
30s (4397 0243 5,53 0,602
10°C 3,177 0,098 3,00 0,243
Temperatura 15°C (3360 0111 3,32 0.277
R 20°C (3820 0122 3,20 0.303
25°C (430¢ 0129 3,01 0,322
30°C (4720 0189 401 0,470

Teste de TuKey. A mesma letra sobrescrita aponta que néo ha, estatisticamente, variabilidade significativa entre as metodologias.
Fonte: Propria autora.

As medidas de robustez apresentaram baixos desvios padrdes, bons intervalos
de confianga e na maioria DPR menores que 5%, indicando a confiabilidade dos
resultados. A partir dos dados apresentado nas Tabelas, fica claro que o sistema é
robusto para determinacgao de tiramina em relagcao a limpeza dos eletrodos e ao tempo
de equilibrio, para ambas as técnicas. Nao houve variabilidade estatistica entre as

medidas para de limpeza dos eletrodos e medidas para a tempos de equilibrio.
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Entretanto, as mudangas de temperatura geraram mudangas na resposta com
diferenca significativa paras as técnicas, exceto para as temperaturas de 10 e 15°C.
Embora seja indesejavel a diferenca estatistica entre as temperaturas
estudadas, os resultados eram esperados, assim como a falta de robustez com a
variagdo do pH, ja que, muitos sistemas eletroquimicos tém dependéncia do pH e
temperatura, e a oxidagao da tiramina utilizando VPD e VOQ n&o € uma excegao.
Para todas finalidades, valores de pH de 7 e temperatura de 25°C foram utilizados em
todos os outros experimentos. O método 1 de limpeza foi utilizado devido a sua
simplicidade e 5 s foi escolhido como tempo de equilibrio (valor que é padrdo do

equipamento).

3.6.4 Especificidade (estudo de interferentes)

A composi¢cdo de vinhos tintos é muito complexa. Compostos como
antocianinas, taninos, acidos organicos, compostos fendlicos, entre outros podem ser
encontrados nos vinhos tintos (LUKIC et al., 2019; SANTOS et al., 2019). A presenca
de interferentes que estejam em abundancia com a tiramina pode influenciar na
determinacao por VPD e VOQ.

Diversas aminas biogénicas podem ser encontradas em vinhos tintos, contudo,
a medicao eletroquimica direta de aminas biogénicas alifaticas é desfavoravel em
meios aquosos sobre eletrodos de carbono, como no caso da putrescina, cadaverina,
agmatina, espermina e espermidina. As reagdes requerem a transferéncia do oxigénio
da agua, o que é possivel em diferentes eletrodos de dnodo, como ouro, 6xido de
platina, 6xido de cobre ou 6xido de niquel (KOPPANG et al., 1999). Entretanto a
histamina € uma amina biogénica aromatica que pode interferir na determinagao
eletroanalitica da tiramina. Outros componentes principais do vinho que podem
interferir sdo os compostos fendlicos, como o acido galico e catequina.

Desta forma, investigou-se a influéncia da resposta eletroanalitica da tiramina
na presenga de algumas substancias mais comumente presentes em vinhos (glicose,
frutose, sacarose e etanol) e na presenga dos potenciais interferente, como a
histamina, o acido galico e a catequina. As concentragdes de estudo foram definidas
de utilizando valores acima do geralmente encontrados em vinhos, para estudar uma
maior interferéncia. A intensidade das respostas de correntes para a oxidacao da
tiramina sobre os ECGL utilizando VPD e VOQ na presencga de cada interferentes é
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mostrada na Figura 28 (A) e (B), respectivamente.

Figura 28 - Relag&o entre corrente de pico versus 50 ymol L' de tiramina (1) e de 50
umol L' de tiramina na presencga de: (2) 50 umol L' de glicose, (3) 50 ymol L' de frutose,
50 ymol L' de sacarose dissociada, (5) 0,037 mol L' de etanol, 50 ymol L' de
sacarose, (7) 50 ymol L' de histamina, (8) 50 ymol L' de acido gélico e (9) 50 ymol L™
catequina utilizando VPD (A) e (B) VOAQ.
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Fonte: Propria autora.

Na Tabela 12 sdo mostrados os resultados para a validagao da especificidade
de determinagao da tiramina para VPD e VOQ, e os calculados para cada medida da
média aritmética (x), o desvio padrao (s), o desvio padrao relativo DPR e o intervalo

de confianga com 95% de confianga (IC) para as medidas de corrente de pico.

Tabela 12 - Medidas de especificidade para validacdo da determinagao da tiramina 50 pmol
L' na presenca de 50 ymol L' dos interferentes utilizando as técnicas de VPD e VOQ sobre

os ECGL.
Esr’zggw'd Medidas X (WA) s(uA) DPR(%) IC(95%)

6,82)2 0,225 3,30 0,559
@ 0,136 2,00 0,337
6,75)2 0,194 2,87 0,481

Tiramina
Tiramina + glicose
Tiramina + frutose

a 0,032 0,72 0,079
a 0,146 3,55 0,362

Tiramina + sacarose 0 h
Tiramina + histamina

(6,82)
(6,78)
(6,75)
Interferentes  Tiramina + sacarose 24 h ~ (6,79) 0,269 3,97 0,669
para VPD Tiramina + etanol* (6,56)2 0,145 2,21 0,359
(n=3) Tiramina + sacarose 0 h (6,92)2 0,068 0,99 0,169
Tiramina + histamina (6,92)2 0,100 1,44 0,248
Tiramina + catequina (6,69)2 0,110 1,65 0,274
Tiramina + acido galico (5,96)° 0,196 3,28 0,486
Tiramina (4,39)2 0,037 0,849 0,092
Tiramina + glicose (4,32)2 0,081 1,89 0,202
Interferentes Tiramina + frutose (4,30)2 0,135 3,14 0,335
para VOQ Tiramina + sacarose 24 h  (4,48)? 0,036 0,81 0,090
(n=3) Tiramina + etanol* (4,43)3 0,061 1,38 0,152
(4,38)
(4,10)
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Tiramina + catequina (3,80)2 0,075 1,98 0,187
Tiramina + acido galico (3,24) 0,084 2,59 0,208

Teste de TuKey. A mesma letra sobrescrita aponta que néo ha, estatisticamente, variabilidade significativa entre as metodologias.
* 0,037 mol L™

Fonte: Propria autora.

Como pode ser visto na Tabela 12, apenas o acido galico promoveu uma
diminuigcao relevante estatisticamente no sinal de oxidacdo da tiramina nas duas
técnicas. No entanto, a concentracao de acido galico utilizada neste experimento apods
a diluicdo é alta comparada a concentracdo usual encontrada nos vinhos tintos
considerando também a mesma diluicdo de 40 vezes, a concentragéo para em vinhos
seria de 12,62 ymol, valor menor que o estudado (FRANKEL et al., 1995). Os outros
interferentes exerceram pouca influéncia na resposta eletroquimica da tiramina para
ambas as técnicas, ndo apresentando variagao significativa nas respostas de corrente
de pico.

A analise de interferentes permite observar a seletividade dos métodos
propostos, caracteristica muito importante para aplicagao das técnicas eletroanaliticas
em amostras reais. Na presenca dos interferentes estudados ambas as metodologias
mostraram otima seletividade, com excec¢do do acido galico. Outros interferentes
como dopamina, cisteina, acido ascorbico, ja foram estudados na determinagao
eletroanalitica da tiramina, e também nao foi observado diferenga significativa na
resposta de pico de oxidacao da tiramina na presenca dos interferentes, embora cada

resposta varie com o tipo de metodologia utilizada (KHAN et al., 2018).

3.7 Determinagao de tiramina em amostra de vinho tinto utilizando VPD e
voQ

Para aplicagdo das metodologias desenvolvidas, foram realizadas detec¢des
utiizando amostra de vinho tinto. Como a maioria dos alimentos, os vinhos
apresentam uma matriz muito complexa, e infelizmente uma das principais
desvantagens das técnicas de VPD e VOQ é garantir a seletividade. Desta forma,
inicialmente avaliou-se o efeito da matriz comparando a curva de adicdo padrao de
tiramina contendo a amostra de vinho tinto de mesa com a curva de adi¢do padrao
somente no eletrdlito para as técnicas de VPD e VOQ (Figura 29 A e B). Para o teste,
as amostras de vinho tinto foram diluidas na proporcao de 1: 40 em tampao PBS pH

7 sem qualquer pré-tratamento.
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Figura 29 — Perfis de correntes de pico versus a concentragao de tiramina (5, 10, 15, 20 e
25 pymol L") em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7 sobre os ECGL (e) em eletrolito suporte (m)
contendo amostra de vinho tinto de mesa: (A) para VPD, amplitude de 50 mV e velocidade
de 16 mV s e (B) para VOQ, amplitude de 50 mV e velocidade de 16,14 mV s™.

@ [y(uA) = 0,1452°(uM) + 0,21387] * = 0,9981
b, b, 2
B [y(uA) = 0,094 x(uM) + 1,50237] r° = 0,9967 o [y(uA) = 0,084247(uM) + 0,2268°% * = 0,9998
B 3." MeA)= 0,0665°x(uM) + 0,7715%] * = 0,9997

A

N
N

Corrente (uA)

Corrente (pA)

9 Eletrolito suporte

@ Eletrolito suporte
= Vinho tinto de mesa

= Vinho tinto de mesa

D

15 -0 -5 0 5 10 15 20 25 45 40 5 0 5 10 15 20 25
[Tiramina] (uM) . .
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Teste de t-Student. A mesma letra sobrescrita aponta que néo ha, estatisticamente, variabilidade significativa entre as equagées.
y: corrente de pico e x: concentracao de tiramina.

Fonte: Propria autora.

As curvas apresentadas na Figura 29 ilustram bons coeficientes de
determinacao. Para ambas as técnicas houve diferenca estatistica entre as equacgdes,
indicando o efeito da matriz do vinho tinto de mesa durante a deteccao da tiramina. A
adicdo padrao é apropriada quando a composigao da amostra € desconhecida ou
complexa e afeta o sinal analitico. Existem dois métodos de realiza-la, utilizando
volumes iguais, ou seja, preparando diversas solugbes com volumes iguais da
amostra e aumentando a concentragdo do analito, e com volumes variaveis,
preparando uma so6 solugao contendo a amostra € realizada adigdes do analito entre
cada medida, em ambos os métodos a partir do aumento do sinal, deduzimos quanto
de analito estava presente na amostra original (HARRIS, 2008). Tendo em vista o
efeito da matriz, os dois métodos de adicao padrao foram testados. Na Tabela 13 sao
mostrados a equacao linear, o coeficiente de determinacao e a concentracao original

de tiramina presente na amostra de vinho tinto de mesa.
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Tabela 13 - Resultados para métodos de adi¢ao padrao de tiramina a volume variavel e
constante para amostra de vinho tinto de mesa utilizando VPD e VOQ.

Método Adicao [Tiramina]original

r - 2 H 2
Técnica padrio Equacao linear r na amostra (LIM)
VPD 1,5023
y(uA) = 0.0863x(uM)
2 +1.5429 09915 1787
1 YWA) = 9,0005X(M)  ,9907 11,60
voQ (UA) 0’0632 (uM)
y(HA) =1, X(M
2 +0,6973 09985 1o

1: volume variavel e 2:volume constante.

Fonte: Propria autora.

De acordo com os resultados na Tabela 13, os dois métodos diferentes de
adicdo padrao usando vinho tinto de mesa resultaram em comportamentos lineares,
com excelentes coeficientes de determinagdo e para cada técnica a concentragao
original de tiramina na amostra foi muito similar. A diferenca entre as concentragdes
originais presentes nas amostras para VPD e VOQ pode estar relacionada a
caracteristicas especificas de determinacao de cada técnica, estas caracteristicas
estao associadas a diferencas na otimizagdes e sensibilidade. Entretanto, ambos os
métodos de adi¢ao padrao sao validos, as duas técnicas sao eficientes. Entretanto, é
necessario executar para cada amostra um dos métodos devido ao efeito da matriz.
Devido a facilidade o método utilizando o volume variavel foi utilizado para as analises
posteriores.

Para avaliar o desempenho do sensor aplicado as metodologias desenvolvidas
para as técnicas de VPD e VOQ, foram realizados estudos de adigéo e recuperagao
em eletrdlito suporte e para dois vinhos comerciais brasileiros, sendo um vinho tinto
de mesa elaborado com uvas americanas e o outro vinho tinto fino elaborado com
uvas Syrah. As curvas para as amostras foram construidas em triplicata utilizando as
amostras diluidas (1:40) em tampao PBS 0,1 mol L-! pH 7. Nenhum processo de pré-
tratamento das amostras foi realizado. Na Figura 30 A e B sdo mostradas as curvas
de adicdo padrao para as amostras de vinho tinto de mesa e vinho tinto fino,

respectivamente.
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Figura 30 - Perfis de correntes de pico versus a concentragao de tiramina (5, 10, 15,20 e

25 ymol L") em tampéo PBS 0,1 mol L™ pH 7' sobre os ECGL, (m) para VPD, amplitude de

50 mV e velocidade de 16 mV s (e) para VOQ, amplitude de 50 mV e velocidade de 16,14
mV s': (A) amostra de vinho tinto de mesa e (B) amostra de vinho tinto fino.

m VPD [y (wA) = 0,094 (M) + 1,5023] ¥ = 0,9967
o VOQIy (uA) = 0,0865x(uM) + 0,7715] r* = 0,9998

A "

® VPD [y (uA) = 0,086x (M) + 1,0818] * = 0,9984
o VOQIy (uA) = 0,0773x(uM) + 0,8966] * = 0,994

B °

w
w
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" i :
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y: corrente de pico e x: concentracao de tiramina.
Fonte: Propria autora.

Para as amostras de vinho, ambas as técnicas possibilitaram a obtencio de
curvas de adicado com excelentes coeficientes de determinagdo e com aumento linear
da corrente de pico com o aumento da concentracao de tiramina. Os resultados para
o estudo de adigéo, recuperacao e BIAS (%) para o eletrdlito suporte e amostras séo

mostrados na Tabela 14.

Tabela 14 — Estudo adic&o e recuperagao para duas amostras comerciais de vinho tinto por

VPD e VOQ.
[TlM]originaI
- TIM]adici TIM BIA
Técnica Amostra naamostra L1 Miadicionada [TIMlrecuperada o (%) o .

(uM) (UM) (MM) (%)
1 15,98 2,5 2,46 £ 0,25 984+10  -1,6
VPD 2 12,57 2,5 236019  944+76  -56
3 - 5,0 513£0,09  1026+18 26
voa 1 11,60 2,5 246 £0,18 98472  -16

2 11,59 2,5 265+0,06 1060+24 6
3 - 5,0 502+£0,03  100,4+0,6 04

[TIM]: concentragdo de tiramina; 1: vinho tinto de mesa; 2: vinho tinto fino e 3: eletrdlito suporte.

Fonte: Propria autora.
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De acordo com os resultados obtidos, as recuperagdes em eletrdlito suporte
para VPD e VOQ foram de 102,6 + 1,8 e 100,4 £ 0,6%, respectivamente. As
recuperagoes em eletrélito suporte mostram a eficiéncia das técnicas, com valores
bem préximos a 100%. Ja as recuperacgdes para as amostras de vinho variaram entre
944 + 76 e 106,0 £ 2,4%, para ambas as técnicas os valores sdo aceitaveis para
metodologias analiticas que podem variam entre 80 a 120% (PRICHARD E BARWICK,
2007).

As medidas de exatiddo estdo na faixa satisfatéria de -10 a 10% (HARRIS,
2008). O emprego da técnica de VOQ apresentou valores de BIAS na faixa de -1,6 a
6%, e para a VPD os valores de BIAS ficaram entre -5,6 e 2,6%, resultados que
indicam que os valores medidos estao préximos aos valores adicionados. Para ambas
as técnicas a exatidao calculada para o eletrolito suporte apresentou sinal positivo, ou
seja, as concentragbes medidas foram maiores que os valores das concentragdes
adicionados. Contudo, todo os valores de exatidao (% BIAS) para as técnicas de VPD
e VOQ sao satisfatorios para metodologias analiticas que varia entre 80 a 120%
(PRICHARD E BARWICK, 2007).

Desta forma, as validagdes juntamente com as taxas de recuperagéo provam
que as metodologias eletroanaliticas desenvolvidas utilizando ECGL de baixo custo

sao uma otima alternativa para determinacgao de tiramina em amostra de vinho tinto.
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4 CONCLUSOES PARCIAIS

De acordo com os resultados apresentados, os ECGL de baixo custo foram
utilizados com sucesso para determinagao de tiramina utilizando as técnicas de VPD
e VOQ. A escolha das melhores condigbes experimentais e voltamétricas para as
técnicas resultaram na obtengao de picos bem definidos para a tiramina, possibilitando
o estudo do mecanismo de reacéo sobre os eletrodos de minas de grafite. O processo
eletroquimico de oxidagao a tiramina mostrou ser controlado pela adsor¢ao e de
carater irreversivel, envolvendo 3 elétrons e 3 proétons.

A utilizagado das condi¢des otimizadas para determinagéo de tiramina utilizando
técnicas de VPD e VOQ também possibilitou a obtengdo de metodologias adequadas
em termos de linearidade e faixa linear, com LD e LQ baixos e r? proximos a 1. A
validacdo das metodologias mostrou que os métodos analiticos foram aceitaveis
quanto aos estudos de precisao, robustez em relagcao a limpeza dos eletrodos e tempo
de acondicionamento, especificidade, exceto para o acido galico, e exatiddo nas
analises de adig¢ao e recuperagao em vinho tinto.

A partir da sensibilidade alcangada para VPD e VOQ, foram desenvolvidas
novas metodologias de determinagdo de tiramina em amostras de vinho tinto,
proporcionando analises rapidas, de baixo custo, simples, com boa exatidao, e
recuperagcoes que variaram entre 944 + 76 e 106,0 £ 2,4% para as técnicas,

indicando a aplicabilidade para determinacao de tiramina.
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CAPITULO lII

Analises das fermentacoes de uvas

Vitis viniferas
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1 INTRODUGAO

A utilizagdo do vinho pelo homem tem sido uma pratica antiga, ha relatos que
os primeiros consumidores de vinho formam os egipcios a cerca de 3000 a.C. e que
0 uso medicinal do vinho foi feito pelo homem ha mais de 2000 anos. Antigas
civilizagbes como a dos romanos, egipcios, gregos e hindus utilizavam o vinho como
um remédio para o corpo e para a alma (LOVATO e WAGNER, 2014).

Diversos fatores influenciam a composigéo quimica e bioquimica do vinho que
o caracterizam como um produto Unico e atraente sendo apreciado por diferentes
populagdes. O vinho é influenciado pelos fatores naturais e humanos presentes
durante sua formacéo, relacionado a propriedades biolégicas que sao diretamente
associadas a caracteristicas sensoriais (SAURINA, 2010). Uma das etapas
responsaveis pela formacao desses diversos compostos em vinho é a fermentagao
alcodlica e a maceracéao, no caso dos vinhos tintos, onde a maioria dos componentes
majoritarios em vinhos sao formados.

Na fermentagao alcodlica os agucares presentes no mosto sao convertidos em
etanol e gas carbbnico. Nesta etapa s&o utilizadas leveduras, principalmente da
espécie Saccharomyces cerevisiae, as quais podem estar presentes naturalmente nos
mostos, oriundas das proprias uvas, ou podem ser adicionadas ao processo. Na
producdo industrial para se garantir uma qualidade e uniformidade nos vinhos
elaborados, geralmente leveduras comerciais sdo adicionadas ao processo, iSso
garante um melhor controle da fermentacéo, ja que a relagdo da microbiota utilizada
esta intimamente relacionada a maior capacidade de producdo de etanol e as
caracteristicas de aroma e sabor do vinho (STOCKLEY et al., 2012; ORTIZ et al.,
2013). A fermentagao espontanea é realizada por microrganismos nativos presentes
no suco das uvas, sem adicdo de cepas comerciais ao meio e geralmente envolve
muitos tipos de leveduras, o que sem duvida aumentara a complexidade e a
diversificacdo do aroma de vinho (VARELA, 2016; XU et al., 2020).

Compostos secundarios podem ser formados na fermentacao alcodlica, dentre
eles, o glicerol, por ser um composto nao volatil ndo contribui com o aroma do vinho,
mas promove a suavidade da bebida, e a sua quantidade é influenciada por diversos
fatores, como a variedade de uva, grau de maturagdo, pH do mosto e dos niveis de
inoculagcdo de leveduras durante a fermentacao alcoodlica. Parte da fermentagao

alcodlica em vinhos tintos ocorre durante o periodo de maceragéao, em que as cascas



104

e sementes das uvas ficam em contato com o mosto e na qual ocorre a extracéo de
nutrientes, aromaticos e compostos fendlicos responsaveis pela aparéncia, sabor e
aromas (SEHOVIC et al., 2004; BEROVIC et. al., 2007; STOCKLEY et al., 2012).

Os acucares, etanol e glicerol sdo compostos muito importantes na formagao
das caracteristicas sensoriais em vinhos. Além disso, o etanol atua também como
conservante, sendo inibidor de alguns microrganismos. De acordo com a legislagao
brasileira, nos vinhos de mesa e finos a graduacgéao alcodlica varia de 8,6 a 14%; em
2018, a legislagao foi alterada com a incluséo da classe dos vinhos nobres elaborados
exclusivamente com uvas da espécie Vitis vinifera podendo apresentar teor alcodlico
de 14,1 a 16%. Os vinhos licorosos devem apresentar teor alcodlico de 14 a 18%
(BRASIL, 2018).

Outra etapa de fabricagao de vinhos é a fermentagao malolatica, responsavel
pela estabilizagdo, desacidificacdo, e impactos sensoriais como suavidade e maciez
gustativa (GUERRA et al.,, 2005; BETTERIDGE, GRBIN E JIRANEK, 2015). A
desacidificagdo € resultado da acdo de bactérias lacticas responsaveis pela
descarboxilagdo do acido malico com a consequente formagdo do acido latico.
Diferentes cepas de bactérias sédo utilizadas na fermentagcdo malolatica, a espécie
Oenococcus oeni ocorre naturalmente nas uvas e, portanto, € comum na realizagao
de fermentagbes espontaneas. Outros géneros encontrados em vinhos sdo os
Lactobacillus, Pediococcus e Leuconostoc, contudo, o género Oenococcus tem
capacidade de aumentar durante a fermentagao alcodlica, se tornando dominante,
pois tem uma faixa ideal de crescimento entre 20 e 30°C e pH entre 4,8 e 5,5
(FUGELSANG, 1997, BETTERIDGE, GRBIN E JIRANEK, 2015).

Da mesma forma da fermentacéao alcodlica, a fermentacdo malolatica pode ser
realizada espontaneamente ou com a inoculagao de bactérias lacticas. A fermentacgao
malolatica espontanea pode n&o ser garantida devido as duras condigdes ambientais
presentes em vinhos, podendo ocorrer meses apds a fermentagao alcodlica,
prejudicando o processo e também pode causar depreciagdo do vinho associada a
ocorréncia de deterioragao ou a produgao de compostos téxicos (MOTA et al., 2018).

Compostos indesejaveis podem também estar presente em vinhos, é o caso
das aminas biogénicas, que quando consumidas em altas concentragdes podem
causar efeitos prejudiciais a saude. A formagao destes compostos depende de
diversos fatores, como o teor de aminoacidos na fase inicial e final das fermentacgdes,

técnicas de vinificagao, variedades de uvas utilizadas, condi¢gdes higiénico sanitarias,
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entre outros (MORENO-ARRIBAS e POLO 2009; SMIT et al., 2013; RESTUCCIA et
al., 2017).

Dentre as aminas biogénicas, a tiramina € encontrada na maioria dos vinhos
tintos, ela atua no organismo exercendo atividade neuro e vasoativa, elevadas
concentragbes podem causar efeitos toxicos, sendo os mais comuns o aumento da
pressdo sanguinea a enxaqueca, causando dor de cabega pulsante e ataque de
enxaqueca e (GLORIA, 2005). Os efeitos tdxicos sdo agravados quando associada a
ingestao de alcool, pois este age como um potencializado, interferindo da degradagao
da amina no organismo. Ndo ha uma regulamentacdo especifica para tiramina em
vinhos tintos, assim os parametros que influenciam na formacgao de tiramina em vinho
devem ser estudados, possibilitando o controle no processo e o estabelecimento de
futuros limites do conteudo em vinhos, devido os efeitos toxicos que pode causar e
pela garantia de qualidade destas bebidas.

Nos ultimos anos, a qualidade de vinhos produzidos no Brasil vem se
destacando devido a tecnologias aplicadas no cultivo de uvas e elaboragao de vinhos.
O emprego de técnicas agrondmicas possibilitou a produgao de vinhos finos no Brasil,
inicialmente o cultivo de uvas finas (Vitis viniferas) foi realizado na regidao Sul. No
entanto, a regido sudeste do Brasil emergiu como uma nova regido vitivinicola, e no
sul de Minas Gerais a qualidade dos vinhos finos vem se destacando, principalmente
pelo emprego de cultivares finas e de técnicas enoldgicas. Através da técnica da dupla
poda foi possivel realizar um deslocamento das épocas de producao de uvas para
periodos mais favoraveis a colheita de uvas para a fabricacdo de vinhos finos
(AMORIM et al., 2005; FAVERO et al., 2008; REGINA et al., 2011; FRAIGE et al.,
2015).

As uvas Syrah adaptadas nos estados do sudeste e nordeste e Cabernet
Sauvignon mais adaptadas na regiao sul, estao entre as uvas Vitis viniferas cultivadas
no Brasil, destinadas a produgao de vinhos de alta qualidade (FRAIGE et al., 2015).
A expansdo do setor vitivinicola brasileiro € notavel e merece atencdo, sendo
necessarios estudos que possam melhorar o processo de vinificagdo, a producao e
qualidade de vinhos. O objetivo desta etapa do trabalho foi quantificar o teor de
tiramina durante o processo de vinificagao de uvas Syrah provenientes das regides de
Itobi-SP e Trés Coracdes-MG e de uvas Cabernet Sauvignon provenientes das
regides de Itobi-SP e Sao bento do Sapucai-SP, utilizando as técnicas de VPD e VOQ

otimizadas no capitulo Il com os eletrodos de carbono grafite de lapiseira (ECGL) de
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baixo custo.
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2 MATERIAL E METODOS

As fermentagbes das uvas foram realizadas nas dependéncias do Nucleo
Tecnoldgico Uva e Vinho da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG) situado em Caldas - MG. Os experimentos eletroanaliticos foram realizados
no Laboratorio de Eletroanalitica Aplicada a Biotecnologia e Engenharia de Alimentos
(LEABE) e os experimentos cromatograficos foram realizados nos Laboratérios
didaticos do curso de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de
Uberlandia — Campus Patos de Minas.

Durante os processos de vinificagcao realizados em parceria com a EPAMIG
foram utilizados metabissulfito de potassio, acido tartarico, Fermoplus® Integrateur e
Superstart® Rouge.

Todos os reagentes utilizados para as medidas eletroanaliticas foram de grau
analitico e as solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada obtida por
osmose reversa a partir de um equipamento de modelo 0550 LX da Gehaka. Foram
preparadas solugdes de eletrdlito suporte de tampao PBS 0,1 mol L-' pH 7, solugbes
de tiramina 1 mmol L' em PBS 0,1 mol L' pH 7 e solugdes das amostras diluidas
(1:40) em tampé&o PBS 0,1 mol L' pH 7. Para as analises cromatograficas todas as
solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura obtida por um ultrapurificador
modelo Master System All 220 V da Gehaka. Solu¢des diluidas das amostras foram

preparadas com agua ultrapura para injecdo no cromatografo.

2.1 Aparato experimental

2.1.1 Medidas de pH, acidez total, densidade e sélidos sollveis totais
(°Brix)

As medidas de pH, acidez total, densidade e sdlidos soluveis totais (°Brix) foram
realizadas no mosto, apés o esmagamento das uvas. Para a determinagéo do pH foi
utilizado o método potenciométrico utilizando um pHmétro digital. O método
titulométrico foi utilizado para determinagao da acidez total, a neutralizagao dos acidos
foi realizada com solugao padronizada de NaOH 0,1N até o ponto de equivaléncia da
fenolftaleina ou potencidmetro até pH = 8,2. A densidade relativa 20°C foi analisada
utilizando um densimetro e os sélidos soluveis totais foram determinados pelo método
direto utilizando um refratdbmetro (BRASIL, 1896).
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2.1.2 Medidas cromatograficas

As medidas cromatograficas foram realizadas para determinacao de etanol,
agucares e glicerol nas amostras durante a vinificagdo. Para isso, foi utilizado um
sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) Shimadzu, modelo
Prominece LC - 20AT, com bomba modelo CTO - 20A, com forno modelo LC - 20AT
e um sistema de injecdo acoplado a um detector de indice de refragdo. Foi utilizada a
coluna analitica Hi — Plex Ca 300 x 7,7 mm para os experimentos, fixada a uma
temperatura de 85°C, utilizando fase mével agua ultrapura filtrada a uma vazao de 0,6
mL min-'. As curvas de calibragdo foram obtidas com os padrdes analiticos grau
cromatograficos para cada componente (HARRIS, 2008), os parametros
cromatograficos foram definidos de acordo com ja estabelecidos no laboratério

didatico de Engenharia de Alimentos.
2.1.3 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato
PGSTAT101 da Metrohm Autolab acoplado ao software NOVA versao 2.1.2. Os
experimentos foram conduzidos em uma célula eletroquimica de compartimento
unico, os eletrodos de prata/cloreto de prata em solugao de cloreto de potassio 3 mol
L-" foi utilizado como referéncia, o eletrodo de platina foi utilizado como auxiliar e os
eletrodos de carbono de grafite de lapiseira (ECGL) 0,9 mm de didmetro da marca
Pentel®, dureza HB, foram utilizados como eletrodos de trabalho. As técnicas de
Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) foram
utilizadas na determinacdo da tiramina durante o processo de fermentacdo, nas

condicdes otimizadas apresentadas no capitulo Il.
2.1.4 Procedimentos empregados na vinificagao

Os processos de vinificagdo foram conduzidos na EPAMIG, utilizando as uvas
das variedades Syrah e Cabernet Sauvignon, espécies Vitis vinifera do ciclo de outono
— inverno de 2019. Foram realizadas quatro fermentacbes em tanques de acgo
inoxidavel mostrados na Figura 31, sendo duas com uvas Syrah (Fermentagdo 1 com
volume de 4400 L e Fermentagédo 2 com volume de 56L) e duas com uvas Cabernet

Sauvignon (Fermentacéo 3 e 4 com volumes de 170 L).
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Figura 31 - Tanques de acgo inoxidavel utilizados para as fermentacgoes.
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Fonte: Propria autora.

Na tabela 15 estdo apresentadas as especificidades das quatro fermentacdes
realizadas, especificando a procedéncia das uvas e os microrgamismos utilizados

durante as fermentagdes alcodlica e malolatica.



Tabela 15 — Quatro fermentacgdes realizadas, variedade de uvas, procedéncia das uvas, precipitacao e temperatura média anual do local,
microrganismos utilizados nas fermentagbes alcodlica e malolatica.

110

Precipitacdo Temperatura

Fermentagao

Fermentacgao

Experimentos Uvas Local Coordenadas Altitude meédia meédia . ”
. . Alcodlica malolatica
anual anual
Oenococcus
Saccharomyces .
Fermentacao 21°42’ Sul e cerevisiae oent
Syrah Itobi - SP 0 B’ 840 m 1351 mm 20,6°C ® (Lactoenos®
1 46° 55’Oeste (Fermol® super
16) 30 g hL-! 450 Preac)
1ghL"’
Oenococcus
n Saccharomyces .
Fermentagao Trés 21° 36’ Sul e cerevise oeni
Syrah Coracoes- 0 7 865 m 1401 mm 20,2°C (Uvaferm
2 45° 7’ QOeste (Zymaflore®
MG FX10) 30 g hL" AlphaTM)
2ghL”
Saccharomyces
= 0 Ao cerevise
Fermentagao Cabernet . op 21°42°Sule o, 1351 mm 20,6°C (Fermol®  Espontanea
3 Sauvignon 46° 55’Oeste N .
Méditerranée)
30ghL"’
Séao Saccharomyces
Fermentagcao Cabernet Bentodo 22°41’Sule 886 m 1581 mm 18,7°C cerevise Espontanea
4 Sauvignon Sapucai- 45° 43’Oeste (Zymaflore® P
SP FX10) 30 g hL""

*CLIMATE, 2019.

Fonte: Propria autora.
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Inicialmente, realizou-se o desengace e esmagamento das uvas utilizando uma
desengacgadeira industrial, neste momento foi adicionado metabissulfito na proporg¢ao
de 5 g para cada 100 Kg de uvas, para controle de microrganismos, assim 0os mostos
foram entdo conduzidos aos tanques de fermentagdo. As leveduras utilizadas na
fermentacao alcoodlica foram comerciais, e foram inoculadas na forma hidratada em
mosto juntamente Superstart® Rouge 30 g hL-'. As concentragdes iniciais de leveduras
foram de 30 g hL-' mosto.

Durante a fermentacdo alcodlica, foram realizadas remontagens durante o
periodo de maceragéo, nesta etapa também foi adicionado o Fermoplus® Integrateur,
nas concentragdes que variaram entre 10 e 20 g hL", e em alguns casos &acido
tartarico 0,55 g L-'. Diariamente foi acompanhada a densidade e temperatura dos
vinhos em fermentacédo. A temperatura nestas etapas nao foi mantida constante e
variou entre 10 a 28°C entre tanques. Apds o periodo de maceragao, que foi de 10,
12, 18, 14 dias para os tanques 1 a 4, respectivamente, foi realizada a descuba e
prensagem do bagaco.

Encerrada a fermentagao alcodlica, iniciou-se a fermentagdo malolatica com a
inoculagdo de bactéria lacticas, nas concentragées que variaram entre 1 a 2 g hL™".
Nos vinhos elaborados com as uvas Cabernet Sauvignon a fermentagao malolatica foi
espontanea.

As amostras foram coletadas nos primeiros 10 dias de fermentagao alcodlica
para todos os experimentos, ao final da fermentagcdo alcodlica e ao final da
fermentacdo malolatica. Elas foram mantidas congeladas até o momento das analises.

A quantificagdo dos teores de etanol, agucares (glicose e frutose) e glicerol
foram realizados nos periodos de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias iniciais da fermentacao
alcodlica, ao final da fermentacgao alcodlica (Fermentagao 1 com 41 dias, Fermentacao
2 com 41 dias, Fermentacéo 3 com 38 dias, Fermentacdo 4 com 39 dias) e ao final da
fermentacdo malolatica (Fermentagcao 1 com 85 dias, Fermentagédo 2 com 100 dias,
Fermentagdo 3 com 59 dias, Fermentagdo 4 com 60 dias). As analises foram
realizadas utilizando CLAE, como descrito no item 2.1.2 neste capitulo, e as medidas

foram feitas em triplicata.
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2.2 Determinagao eletroanalitica de tiramina durante as fermentacdes e

calculo das recuperagoes

A determinacdo eletroanalitica de tiramina nas amostras durante as
fermentagdes de uvas tintas foi realizada utilizando as técnicas otimizadas de VPD e
VOQ, com a metodologia descrita no Capitulo Il. As analises foram feitas nos mostos
(tempo O dias de fermentagdo) e também ao final das fermentagdes alcodlica e
malolatica.

As amostras foram diluidas de 1:40 em tampao PBS 0,1 mol L' pH 7 e medidas
foram realizadas apenas nas amostras e apds sucessivas adi¢coes de solugcao padrao
de tiramina 1 mmol L', para construcdo das curvas de adicdo-padrdo com volume
variavel. A partir do aumento de sinal de corrente, foi deduzido o quanto de tiramina
estava presente nas amostras e nenhum processo de pré-tratamento foi realizado
(HARRIS, 2008).

As eficiéncias dos métodos de quantificacdo de tiramina foram avaliadas pela
adicdo e recuperagado utilizando as curvas de adigcdo-padrao, para isso, uma
concentragéo conhecida de solugdo padréo de tiramina 2,5 umol L™ foi adicionada as
amostras e foram calculadas as recuperacdes de acordo com Equacao 7 apresentada
no capitulo Il (HARRIS, 2008). A exatidao foi avaliada pelo calculo do %BIAS, que
mede a concordancia entre os valores reais e os obtidos de acordo com a Equacgao 6

mostrada no capitulo Il.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinagao do pH, acidez total, densidade e sélidos soluveis totais no

mosto

A caracterizagdo do mosto de uvas € extremamente importante pois a
concentracado de acgucares, valores de pH, acidez total e a densidade sao fatores que
podem afetar o desenvolvimento da fermentagao e as caracteristicas finais do vinho.
Altas concentracdes de agucares e valores de pH podem influenciar no aumento dos
niveis de etanol e no sinergismo, mutualismo ou competicao entre leveduras durante
o processo de fermentacdo (MATURANO et al., 2019).

Dentre as caracteristicas do mosto estudadas no trabalho, o pH pode ter efeito
sobre o crescimento de leveduras, velocidade de fermentagdo e formacgao de
substrato. Por isso, no mosto, os valores de pH menores auxiliam na redugao
microbiana do meio, e mesmo que estas condigbes sejam estressantes para a
levedura, ha uma reducéo significativa do numero de contaminantes (AMORIM et al.,
1996).

Do teor de sélidos soluveis totais na amostra expresso em °Brix, quase 90%
s&o compostos por agucares, e 0s mais predominantes nas uvas e consequentemente
no mosto sdo a glicose e frutose (GUERRA et al., 2005, BRASIL, 2018). Ja os
principais acidos organicos predominantes nas uvas séo o tartarico e malico, a acidez
total representa a soma da acidez fixa (acidos nao volateis) e da acidez volatil (acidos
volateis), e seu valor é expresso em g de acido tartarico L.

As analises de pH, acidez total, densidade e sélidos soluveis totais foram
realizadas no mosto apds o esmagamento das uvas, os resultados sdo mostrados na
Tabela 16.

Tabela 16 — Dados dos valores de pH, acidez total, densidade e soélidos soluveis totais dos
mostos apds 0 esmagamento para as variedades de uva Syrah e Cabernet Sauvignon.

Acidez total (g ] Sél’ido.s
Ferementagées H de acido Densidade  soluveis
i " ari (20°C) totais
tartarico L) i
1 3,98 5,44 1,102 24,15
2 3,57 6,35 1,101 23,98
3 3,89 5,53 1,101 24,18
4 3,28 6,98 1,093 22,31

1: Syrah ltobi; 2: Syrah Trés Coragdes; 3: Cabernet Sauvignon Itobi; 4: Cabernet Sauvignon Sao Bento do Sapucai.
Fonte: Propria autora.



114

Os valores de pH obtidos para os mostos das uvas estudadas variaram ente
3,28 a 3,98, a acidez total entre 5,44 e 6,98 g L', a densidade entre 1,093 a 1,102 Kg
L-! e os solidos soluveis totais entre 22,31 a 24,18 °Brix. Todos os valores encontrados
estao de acordo com a legislagéo para mosto de uvas, utilizadas para elaboragao de
vinhos, sendo eles: minimo de pH 2,9; acidez total maior que 4 g.L-! e Brix de, no
minimo, 14° (BRASIL, 2018).

Observa-se que as uvas de ltobi, de altitude 840 m, Syrah da Fermentacdo 1 e
Carbenet Sauvignon da Fermentagédo 3 apresentaram pH, acidez, densidade e Brix
bem préximos, sendo valores bem relacionados com o clima e altitude do local.

As uvas analisadas no presente trabalho foram cultivadas em altitudes de 840
(1e3),865(2) e 886 m (4), sendo que os resultados foram préoximos aos obtidos no
trabalho de Oliveira et al. (2019b) que estudaram a composigéo fisico-quimica de
uvas Syrah cultivadas em locais de baixa altitude (Lagoa Grande municipio de
Pernambuco - 350 m de altitude) e alta altitude (Morro do Chapéu municipio da Bahia
- 1100 m de altitude), os valores de pH variaram de 3,66 a 3,76 para a regiao de alta
altitude e 3,44 a 4,29 para a regiao de baixa de altitude, a acidez total obtida variou
5,14 a 5,80 g L' para a regido alta altitude e 5,58 a 6,42 g L' para a regido de baixa
altitude, os teores de sélidos soluveis totais foram pouco menores que os obtidos
neste trabalho, e variaram entre 21,17 e 21,73 °Brix para regido de alta altitude e 18,20
e 20,87 °Brix para a regiao de baixa altitude. .

Na Fermentagao 2 das uvas Syrah que ocorreu na regido de Trés Coracbes o
mosto apresentou valores de pH de 3,57, acidez total de 6,35 g L™, densidade de
1,101 e para solidos soluveis de 23,98°Brix, observa-se valores préximos e um maior
valor de solidos soluveis na uva da Fermentacdo 2 se comparado aos estudos
realizados nesta regido. Como no trabalho de Amorim et al. (2005) que avaliaram a
producdo da videira cultivar Syrah em Trés Coragbes, na regido do sul de Minas
Gerais no ano de 2002, a producéo atingiu 8,45 toneladas por hectare com 21,75 °Brix
e 7,5 g L' de acidez total na colheita. Favero et al. (2008) que estudaram na mesma
regiao a variabilidade de produgao da videira Syrah no ciclo de outo-inverno nos anos
de 2005 e 2006, e obtiveram valores de pH que variaram entre 3,55 a 3,32, a acidez
total 6,57 a 7,31 g L' e sdlidos sollveis totais entre 18,84 a 21,48 °Brix. Ainda na
regidao de Trés Coragdes, Dal’'Osto (2012) avaliou a composi¢ao quimica do mosto de
uva Syrah da safra de outono-inverno no ano de 2009, e o conteudo de sélidos
soluveis totais foi 21,80 °Brix, densidade 1,0948 a 20°C, acidez total 6,23 g L' e pH
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3,66.

Também foi observada uma coeréncia e os resultados obtidos para o mosto da
variedade Cabernet Sauvignon (Fermentagdes 3 e 4) e os dados presentes na
literatura. Fraige et al. (2015), avaliaram as altera¢gdes no metabolismo e no proteoma
durante o amadurecimento de uvas Syrah e Cabernet Sauvignon cultivadas em S&o
Carlos regido de Sao Paulo, os pH para as uvas maduras foram de 3,94 e 3,91,
respectivamente. Felippeto, Alembrandtr e Ciotta (2016) caracterizaram a maturagao
e composicao das uvas Cabernet Sauvignon da regidao de Sao Joaquim - SC entre os
anos de 2010 e 2013, na colheita o mosto apresentou pH médio 3,16 e solido soluvel
total médio de 21,91 °Brix.

Segundo Pereira et al., (2018), valores de pH entre 3,60 a 4,50 podem ser
atribuidos ao uso de fertilizantes, como de potassio ou a niveis naturalmente altos de
potassio no solo da regido de plantagdo das uvas. A maior acidez total pode estar
relacionada ao vigor dos porta enxertos de acordo com estudo realizado por Dias et
al. (2017). Desta forma, apesar dos resultados estarem proximos aos da literatura, ha
uma diferenga atribuida as caracteristicas relacionadas as regides, ao ano do cultivo,

ao vigor dos cultivares e as condi¢des climaticas de cada regido.

3.2 Quantificagdao de acgucares durante as fermentagées de uvas Syrah e

Cabernet Sauvignon

Dentre os compostos presentes nas uvas, 0s agucares sao extremamente
importantes para produ¢cdo de vinho, e também para diversos derivados. A
concentragcédo de agucares € um dos critérios analisados no momento da colheita das
uvas, e é fundamental, pois os acgucares servem como substrato para as leveduras
durante a fermentacao alcodlica para a producéo de etanol. Para a obtencao de 10
°GL de alcool em vinho é necessério 180 g L' de aglcares no mosto, pois para a
obtencgdo de 1 °GL de éalcool, sdo necessarias aproximadamente 18 g L' de aglcares
no mosto (RIZZON, 2006).

Tendo em vista a importancia dos acucares na producado de vinhos, foi
realizada a quantificacdo de acgucares durante as Fermentacgdes 1, 2, 3 e 4 de uvas
Syrah e Cabernet Sauvignon. As cinéticas das fermentagdes foram acompanhadas
por analises cromatograficas pelo CLAE, e a quantificacao foi realizada com tempo de
fermentacdo, variando de acordo com a especificidade de cada processo. Na
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Fermentacao 1 e 2 o periodo de fermentacgao foi superior aos da Fermentacgao 3 e 4.
Como a producéo foi realizada em parceria com a EPAMIG, os pontos para analise
foram selecionados de acordo com a produgao industrial durante a vinificagao.

Os acgucares encontrados durante as fermentagdes foram a glicose (Figura 32)

e frutose (Figura 33).

Figura 32 — Teores de glicose quantificados durante o tempo em dias na (-m-) Fermentagéo
1 (Syrah - ltobi), (-e-) Fermentacéo 2 (Syrah - Trés Coragdes), (- A-) Fermentagéo 3
(Cabernet - Itobi) e (- ¥-) Fermentacao 4 (Cabernet - Sao Bento do Sapucai).
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Fonte: Propria autora.
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Figura 33 - Teores de frutose quantificados durante o tempo em dias na (-m-) Fermentacao
1 (Syrah - ltobi), (-e-) Fermentacao 2 (Syrah - Trés Coracgdes), (- A-) Fermentacéo 3
(Cabernet - Itobi) e (- ¥-) Fermentacao 4 (Cabernet - Sao Bento do Sapucai).
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Fonte: Propria autora.

As uvas utilizadas sao consideradas uvas de inverno, no qual a colheita ocorre
no inverno, por isso apresentam altas concentragcbes de sélidos soluveis (°Brix de
22,31 (4) a 24,18 (3) (Tabela 16)), resultados estes que foram comprovados com as
andlises dos acucares por cromatografia apresentados nas Figuras 32 e 33.
Concentragdes altas de glicose e frutose foram observadas em todas as fermentacoes
e variando de 115,22 g/L (4) a 134,63 g/L (2) quanto a glicose e 119,03 g/L (1) a
130,73 g/L (2) quanto a frutose. Os agucares presentes na uva variam em fungao de
varios fatores, como o clima, o solo, o estagio de maturacao e a variedade. De acordo
com Conde et al. (2007), a sacarose é formada como resultado da fotossintese das
folhas, é transportada as bagas, onde sofre quebra pela agdo da invertase e libera

glicose e frutose, e 0 acumulo de glicose e frutose inicia-se principalmente na fase de



118

maturacdo das uvas. Na Tabela 17 sdo mostrados os teores iniciais de glicose e

frutose obtidos para as fermentagdes e a os valores das razdes de glicose/frutose.

Tabela 17 - Teores iniciais de glicose e frutose durante as fermentagdes e razdes
glicose/frutose.

Fermentagbes  °Brix mosto  Glicose (gL') Frutose (gL") incoZZ?‘?Stose
1 24,15(0 dias) 121,20 (0 dias) 119,03 (0 dias) 1,02
2 23,98(0 dias) 124,49 (0 dias) 120,91 (O dias) 1,03
3 24,18(0 dias) 117,04 (0 dias) 124,27 (0 dias) 0,94
4 22,31(0 dias) 111,73 (0 dias) 113,92 (0 dias) 0,98

1: Syrah ltobi; 2: Syrah Trés Coragdes; 3: Cabernet Sauvignon Itobi; 4: Cabernet Sauvignon Sao Bento do Sapucai.
Fonte: Propria autora.

Como mostra a Tabela 17 a maior concentracao de glicose inicial foi de 124,49
+ 2,90 g L, obtida para a Fermentag&o 2 com uvas Syrah (Trés Coragdes). A maior
concentragéo de frutose inicial foi de 124,27 + 2,27 g L-! para a Fermentagdo 3 com
uvas Cabernet Sauvignon de Itobi. Apesar das concentragdes iniciais de glicose e
frutose variarem com cada fermentagdo, as concentracbes desses dois agucares
foram proximos. Aplin et al. (2019) também observaram concentragbes proximas de
glicose e frutose no mosto de uvas Chardonnay. Fraige et al. (2015) relataram que a
razdo entre glicose e frutose foi préxima a 1 no mosto de uvas Syrah e Cabernet
Sauvignon das regides de Agua Vermelha.

Dias et al. (2012) estudaram as caracteristicas agronémicas de uvas Syrah
provenientes da regido de Trés Coragdes cultivas em diferentes porta-enxertos, os
teores de glicose foram 111,88 g L' e frutose 92,75 g L-! para um dos estudos e para
outro foram 109, 61 e 97,05 g L', resultando em razdes de glicose e frutose proximos
a 1. Esta proximidade ocorre, pois, fase de crescimentos das bagas, quando as uvas
ainda estao verdes predomina a presencga de glicose, na fase de maturagéo das uvas,
geralmente a glicose e frutose se encontra presentes em quantidades semelhantes e
na fase de sobrematuragao, a frutose excede a glicose (AMERINE e OUGH, 1976).

As concentracbes de acucares ao logo das fermentagbes diminuem
significativamente nos 10 primeiros dias (Figuras 32 e 33), pois durante este periodo
a fermentacao alcodlica € mais intensa, e as leveduras utilizam os agucares como

fonte de energia gerando principalmente etanol e gas carbdnico.
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ApOs este periodo os niveis de agucares diminuiram consideravelmente. Para
a Fermentagéo 1 os niveis residuais de glicose e frutose foram de 0,33 + 0,03 e 1,12
+ 0,16 g L', respectivamente, aos 85 dias de fermentagdo. Para a Fermentagao 2 aos
100 dias, os niveis de glicose e frutose residuais foram de 0,41 £ 0,04 € 1,40 £ 0,01 g
L', respectivamente. Para a Fermentagéo 3 aos 59 dias, os niveis de glicose e frutose
residuais foram de 0,11 % 0,01, 0,74 + 0,06 g L', respectivamente e para a
Fermentacgao 4 aos 60 dias, os niveis de frutose residual foi de 0,79 + 0,08 g L-'. Ndo
foram observados niveis finais de glicose para a Fermentacgao 4.

Mota et al. (2018) estudaram os potenciais inibidores de bactérias lacticas
nativas na vinificagdo de uvas oriundas da regido sudeste do Brasil, no estudo
analisaram a composi¢éo do vinho apds a completa degradagao do acido malico, as
concentragdes finais de acgucares para vinhos de uvas Syrah das regides de Itobi (56
dias de fermentacgéo) e Trés Coragdes (82 dias de fermentagéo) na colheita de inverno
foram de 2,8 e 8,8 g L, respectivamente. Para o vinho de uvas Cabernet Sauvignon
de inverno da regido Baependi (70 dias de fermentagao) os agucares residuais foram
de 2,06 g L.

O conteudo final de agucares na producao de vinhos € muito importante, pois
de acordo com a legislagao brasileira os vinhos podem ser designados de acordo com
este conteudo. Os vinhos de mesa, finos e nobres podem ser designados como secos,
meio secos, doce ou suaves, de acordo com o teor de agucares totais, calculados em
g L' de glicose. O vinho seco deve apresentar teor de agticar de até a4 g L', o meio
seco entre 4 a 25 g L' e o doce ou suave acima de 25 g L' de glicose. No caso de
vinhos produzidos com uvas Vitis vinifera (finos € nobres) o vinho suave ou doce passa
a ter uma limitacdo de até 80 g L' de glicose. Os vinhos licorosos podem ser
designados de seco e doces também de acordo com teor de acucares. O vinho
licoroso seco deve possuir um teor menor ou igual a 20 g L' de glicose enquanto no

licoroso doce o teor deve ser igual ou superior a 20,1 g L-'de glicose (BRASIL, 2014).

3.3 Quantificacao de etanol durante as fermentagdoes de uvas Syrah e

Cabernet Sauvignon

Além dos acgucares, outro principal constituinte dos vinhos é o etanol formado
durante a fermentacdo alcodlica. O etanol é responsavel por parte do controle
microbiolégico em vinhos e esta relacionado as caracteristicas sensoriais da bebida.
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Desta forma, também foi realizada a quantificacdo de etanol durante as Fermentacdes
(1 e 2) das uvas Syrah e Fermentagdes (3 e 4) das uvas Cabernet Sauvignon. Foi
utilizando CLAE e a quantificagao foi realizada de acordo com o tempo de fermentagao
em dias, sendo que o tempo da analise variou dependendo da fermentagao. Os teores

de etanol produzido durante as fermentag¢des sdo mostrados na Figura 34.

Figura 34 — Teor de etanol quantificado durante o tempo em dias na (-m-) Fermentagéo 1
(Syrah - ltobi), (-e-) Fermentagao 2 (Syrah - Trés Coragdes), (- A -) Fermentacao 3 (Cabernet
- ltobi) e (- ¥-) Fermentacao 4 (Cabernet - Sao Bento do Sapucai).
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Fonte: Propria autora.

Uma elevacgao na concentragao de etanol nos 10 primeiros dias de fermentacao
€ observada na Figura 34, apds este periodo, ha uma tendéncia a atingir valores
constantes na concentracdo de etanol conforme cada fermentacao. Este resultado
esta relacionado a diminuicdo dos agucares nos 10 primeiros dias de fermentacao
(Figuras 32 e 33), pois neste periodo a fermentagcdo alcodlica € mais intensa,

ocorrendo o consumo pelas leveduras da maior parte de agucares presentes no meio,
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e assim, aumentando da produgao de etanol. Apds este periodo, ja ndo ha agucares
suficientes e disponiveis para acédo das leveduras, além de ocorrer inibicdo pela alta
concentracdo de etanol. A Tabela 18 mostra as concentracbes maximas de etanol

produzido durante as fermentagdes em (g/L) e também a conversao para °GL (v/v).

Tabela 18 — Teores maximos de etanol produzido durante as fermentagoes.

Fermentagdes Etanol maximo (g L") Etanol maximo (°GL)
1 135,03 (85 dias) 17,15
2 134,03 (100 dias) 16,99
3 125,55 (59 dias) 15,90
4 110,97 (60 dias) 14,07

1: Syrah Itobi; 2: Syrah Trés Coragdes; 3: Cabernet Sauvignon ltobi; 4: Cabernet Sauvignon S&o Bento do Sapucai.
Fonte: Propria autora.

Apesar de ter sido utilizado as leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae
em todas fermentagdes alcodlicas, variando apenas as marcas comerciais, nas
Fermentagdes 1 e 2, utilizando uvas Syrah, a produgao de etanol foi maior em relagcéo
as Fermentagdes 3 e 4, das uvas Caberbet Sauvignon (Tabela 18). Ao final das
Fermentagdes 1 e 2 as concentracdes de etanol foram de 135,03 + 0,37 e 134,03 £
1,92 g L, respectivamente. Ja ao final das Fermentacgdes 3 e 4 as concentragdes de
etanol foram de 125,55 + 1,55 e 110,97 + 0,39 g L', respectivamente. Sendo os
rendimentos das fermentagdes alcodlicas variando de 92 a 99%, nas Fermentagdes 1
e 4, respectivamente.

Como sao uvas de inverno as altas concentracdes iniciais de acucares
contribuiram para altas concentracdes volumétricas de etanol apds as fermentacdes
alcodlica e malolatica, que variaram de 14,07°GL a 17,15°GL (Tabela 18), sendo a
concentracdo maxima permitida pela legislagdo Brasileira de 16°GL para vinhos
nobres, de 8,6 a 14% para vinho de mesa e de 14 a 18% para vinho licoroso (BRASIL,
2018). De acordo com dados da EPAMIG, a classificagdo dos vinhos que seréo
elaborados pelas fermentagdes deste trabalho sao: para Fermentagao 1 vinho nobre,
para a Fermentagdo 2 vinho licoroso, para a Fermentacdo 3 vinho nobre e para
Fermentagao 4 vinho de mesa. Assim, como a ultima amostragem foi realizada antes

do final da produgdo dos vinhos, as ultimas concentragbes de etanol determinadas
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serdo homogeneizadas para estarem nos perfis de classificagdo segundo a legislagéo
brasileira.

Oliveira et al. (2019a) avaliaram a composigéo quimica e o perfil sensorial de
vinhos Syrah produzidos no municipio de Lagoa Grande em Pernambuco, o teor
alcodlico variou de 11 a 12,9 % nos vinhos estudados entre os anos de 2014 a 2017.
Segundo os autores, um dos fatores para menor teor alcodlico nos vinhos, foi a
utilizagdo de uvas provenientes de videiras mais jovens.

Boas (2017) realizou a caracterizagao fisico-quimica de vinhos de inverno
produzidos no sul de Minas Gerais, o teor alcodlico encontrado para os vinhos tinto
de uvas Syrah da regido de Trés Coragdes foi de 14,2 % v/v e vinhos tintos de uvas
Cabernet Sauvignon da regidao de Cordislandia o teor alcodlico foi de 15,35 % vl/v,
valores proximos aos determinados neste trabalho ao final das fermentacdes.

No estudo realizado por Mota et al. (2018), ao final da degradagao completa do
acido malico apos a fermentacdo malolatica espontanea o teor alcodlico para vinhos
de uvas Syrah das regides de ltobi (56 dias de fermentacao) e Trés Coracgdes (82 dias
de fermentagdo) na colheita de inverno foram de 15,2 e 15% vl/v, respectivamente.
Para o vinho de uvas Cabernet Sauvignon de inverno da regido Baependi (70 dias de

fermentacao) o teor alcodlico foi de 14,6% v/v.

3.4 Quantificacao de glicerol durante as fermentagdoes de uvas Syrah e

Cabernet Sauvignon

A producdo de glicerol também foi avaliada por CLAE ao longo das
fermentagdes 1, 2, 3 e 4 de uvas Syrah e Cabernet Sauvignon. Os teores de glicerol

determinados durante as fermentacdes sdo mostrados na Figura 35.
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Figura 35 - Teor de glicerol quantificado durante o tempo em dias na (-m-) Fermentagao 1
(Syrah - ltobi), (-e-) Fermentacgao 2 (Syrah - Trés Coracgoes), (- A-) Fermentacao 3 (Cabernet
- ltobi) e (- ¥-) Fermentacao 4 (Cabernet - Sao Bento do Sapucai).
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Fonte: Propria autora.

Inicialmente todas as fermentagcbes apresentaram concentragdes iniciais
baixas de glicerol porém, apés aos 10 dias de fermentacdo alcodlica, as
concentragdes atingiram valores em torno de 10 g L™'. As leveduras principalmente a
Saccharomyces cerevisiae, durante a fermentagdo alcodlica, produzem além de
etanol e gas carbdnico, compostos secundarios como o glicerol que € um componente
importante do ponto de vista quantitativo e qualitativo para vinhos (GUTIERREZ,
1991). A quantidade de glicerol formado durante a fermentagao é cerca de 1:10 de
etanol formado e € influenciada por varios fatores, como a variedade da uva, grau de
maturagdo, pH do mosto e niveis de inoculagéo das levedura (SEHOVIC et al., 2004).

O glicerol é muito importante pelas caracteristicas sensoriais de sabor e
suavidade de vinhos. Para vinhos secos o glicerol € encontrado nas concentracoes
que variam entre 4 a 10 g L', e no caso dos vinhos com colheita tardia os niveis
podem ser superiores a 20 g L. (GAMELLA et al., 2008). Neste trabalho, as

concentracdes finais foram maiores para as Fermentacdes 1 e 2 (com uvas Syrah),
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com concentragdes de 10,10 + 0,02 e 11,39 + 0,17 g L-' e para as Fermentagdes 3 e
4 as concentragdes foram de 8,52 + 0,14 e 8,81 + 0,05 g L', respectivamente. Gomes
(2015), analisou a concentragao de glicerol de vinhos elaborados com uvas Syrah do
Vale do Rio Sao Francisco utilizando linhagens nativas e comerciais de leveduras
Saccharomyces cerevisiae, além da fermentacdo espontanea, as concentragdes de
glicerol variaram entre 9,6 + 3,2 a 8,3 + 0,4 g L' para as linhagens nativas, entre 8,8
+0,4a8,3+0,2gL" para as linhagens comerciais € 9,2 + 0,3 g L' para a fermentacgao
espontanea.

Berovi€ et al. (2007) analisaram a influéncia da temperatura de fermentagao de
uvas Sauvignon Blanc na formagdo de glicerol e observaram que a aplicagdo de
choques térmicos rapidos, até 35°C, durante a fermentacdo induz um aumento de
glicerol de até 65%. Segundo os autores, a maior concentragao analisada foi de 11 g
L', indicando que a temperatura estimula a sintese do glicerol e a aplicagdo de
choques térmicos durante a fermentacdo € um método simples para aumentar a
concentracéo de glicerol em vinhos. Manfroi et al. (2006) obtiveram produgao média
de glicerol de 9,3 g L' em vinhos elaborados com uvas Cabernet Franc produzidas
nos municipios de Bento Gongalves e Monte Belo do Sul. Gabbardo (2009) encontrou
a concentragao de glicerol de 8,98 g L' em vinho tinto elaborado com uvas Cabernet
Sauvignon provenientes da regido de Bento Gongalves, valor proximo aos obtidos no
final das Fermentacdes 3 e 4 com uvas Cabernet Sauvignon.

Apesar da ultima amostragem ter sido realizada antes da finalizacdo dos
vinhos, de maneira geral, a quantificagdo de acgucares, etanol e glicerol foram
préximas aos valores encontrados na literatura, e mostram resultados esperados no

processo de vinificagao.

3.5 Determinacao eletroanalitica de tiramina durante a fermentagoées de uvas

Syrah e Cabernet Sauvignon

Buscando entender a formacao de tiramina em vinhos, foram realizadas
determinagdes durante o processo fermentativo. A determinagcado foi realizada
utilizando as técnicas de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e Voltametria de
Onda Quadrada (VOQ), otimizadas com os eletrodos de carbono de grafite de

lapiseira (ECGL), de acordo com as condi¢des otimizadas no capitulo .
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Para isso, foram realizadas trés amostragens durante quatro processos de
vinificacdo de uvas Syrah e Cabernet Sauvignon. Para a Fermentacéo 1 (Syrah-ltobi)
a amostragem foi realizada nos tempos 0, 41 e 85 dias, para a Fermentacéo 2 a
amostragem foi realizada nos tempos 0, 41 e 100 dias, para a Fermentagdo 3 a
amostragem foi realizada nos tempos 0, 38 e 59 dias e para a Fermentagédo 4 nos
tempos 0, 39 e 60 dias. O penultimo dia de amostragem para as fermentagdes foram
selecionados ao final da fermentacdo alcodlica e o ultimo ao final da fermentacéao
malolatica.

Como nos vinhos, as matrizes das amostras fermentadas sdo complexas,
sendo necessario levar em consideracéo o efeito da matriz no momento de analise.
Entdo, foram elaboradas curvas de adicdo padrao de tiramina para cada uma das
amostras de fermentagdo, considerando a metodologia para volume variavel
(HARRIS, 2008). Para isso, as amostras foram diluidas na proporgédo de 1:40 em
tampao PBS 0,1 mol L' pH 7 sem qualquer pré-tratamento, e foram realizadas
medidas apenas nas amostras e apos sucessivas adi¢des de solugado de tiramina 1
mmol L' preparada também em tamp&o PBS 0,1 mol L' pH 7 para a construgéo das
curvas. A partir do aumento do sinal corrente é possivel deduzimos quanto de tiramina
esta presente na amostra. As curvas de adicdo padrao de tiramina para as

Fermentagdes (1, 2, 3 e 4) para a técnica de VPD sdo mostradas na Figura 36.



Figura 36 — Curvas de adi¢do padrao de tiramina de correntes de pico versus a
concentragéo de tiramina (amostra, 5, 10, 15, 20 e 25 ymol L") em tampé&o fosfato 0,1 mol L-
' pH 7 sobre os ECGL utilizando VPD amplitude de 50 mV e velocidade de 16 mV s, para a
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) ao final da fermentacao malolatica.
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Fonte:.Prc')pria autora.

De acordo com as curvas de adicdo padrdo de tiramina obtidas para as

fermentagdes utilizando VPD (Figura 36), houve um aumento linear de corrente de

pico com o aumento da concentragao da tiramina para todas as amostras analisadas.

A diferenca entres as inclinagcdes das curvas para cada fermentagao esta relacionada

as concentragdes de tiramina em cada ponto de amostragem, desta forma, pode-se

notar que ao longo dos dias de fermentagdo o conteudo de tiramina dente a variar,

levando em mudangas nas inclinagdes de cada curva obtida. Para as técnicas de VOQ

as curvas de adicdo padrao de tiramina para as Fermentagdes (1, 2, 3 e 4) sao

mostradas na Figuras 37.
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Figura 37 — Curvas de adi¢do padrao de tiramina de correntes de pico versus a
concentragéo de tiramina (amostra, 5, 10, 15, 20 e 25 ymol L") em tampé&o fosfato 0,1 mol L-
" pH 7 sobre os ECGL utilizando VOQ amplitude de 50 mV e velocidade de 16,14 mV s™,
para a (A) Fermentacédo 1, (B) Fermentacéo 2, (C) Fermentagéo 3 e (D) Fermentacdo 4 do
sendo: (m) em 0 dias, (e) ao final da fermentacgao alcodlica e ( A) ao final da fermentacao

malolatica.
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Fonte: Propria autora.

Para as curvas construidas para as amostras das fermentagdes utilizando VOQ
também houve um aumento linear da corrente de pico com aumento da concentragao
de tiramina. Também é possivel notar que as inclinagdes das curvas variam para cada
fermentacao, como na VPD, a variagao esta relacionada ao conteudo de tiramina que
dente a variar ao longo das fermentacdes, levando em mudancas nas inclinagcées das
curvas obtidas. As equacdes lineares de corrente de pico versus concentragao de

tiramina para curvas mostradas nas Figuras 36 e 37 sdo mostradas na Tabela 19.
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Tabela 19 - Equagdes lineares paras as curvas de adi¢do padrao de tiramina para as
amostras durante as Fermentagoes 1, 2, 3 e 4 utilizando VPD e VOQ.

Fermentagdes 1;3?;2;) Equat\;,?;oDlinear 2 Equasi;)Qlinear P2

0 y=0,1126x + 0,4055 0,9879 y=0,0624x +0,1388  0,9869

1 41 y =0,0776x + 0,6921 0,9987 y=0,0718x +0,1894  0,9923
85 y=0,0778x +0,8182 10,9997 y=0,0712x +0,4889  0,9993

0 y=0,1119x + 0,3492 0,9989 y=0,0544x +0,0854  0,9982

2 41 y=0,1105x + 1,1008 0,9986 y=0,0626x + 0,3514  0,9896
100 y=0,1049x + 1,2589 0,9979 y=0,0708x + 0,5244  0,9976

0 y=0,1102x + 0,4412  0,9841 y=0,0635x +0,1437  0,9777

3 38 y =0,0962x + 0,3313  0,9947 y =0,072x + 0,0036 0,9903
59 y =0,0952x + 0,4585 0,9960 y=0,0794x +0,0865 0,9977

0 y=0,1118x + 0,3467 0,9973 y=0,0669x + 0,0585  0,9942

4 39 y =0,0906x + 0,2815 0,9996 y=0,0706x + 00,0514  0,9877

60 y=0,0941x + 0,3055 0,9916 y=0,0813x + 0,0231  0,9962

1: Fermentagdo (Syrah Itobi); 2: Fermentagdo (Syrah Trés Coragdes); 3: Fermentacdo (Cabernet Sauvignon ltobi), 4:
Fermentacao (Cabernet Sauvignon S&o Bento do Sapucai); y: corrente de pico (uA) e x: [tiramina] (uM).

Fonte:'Prépria autora.

Pode-se observar que nas medidas realizadas apenas nas amostras, de acordo
com as Figuras 36 e 37, ha a presenca de pequenos sinais de corrente, oriundos de
picos no mesmo local de oxidacdo da tiramina para as técnicas. Um aumento linear
da corrente de pico com aumento da concentragao também foi observado, este fato,
pode indicar que os sinais de corrente obtidos apenas na amostra podem ser
provenientes da oxidagao da tiramina. Outro fato que pode evidenciar esta indicagao,
sao os bons coeficientes de linearidade obtidos na maioria das equacgdes das curvas
de adi¢do padrao de tiramina nas amostras durante as fermentacdes (Tabela 19).

Para avaliar o desempenho da determinagdo de tiramina nas amostras
utilizando as técnicas de VPD e VOQ, foram realizados estudos de adigcdo e
recuperacao para cada ponto das fermentacdes. Foram utilizadas as curvas de adicéo
padrdo e uma concentragédo conhecida de solugao padrao de tiramina 2,5 umol L' foi
adicionada nas amostras. Os resultados para o estudo de adicao, recuperacao e BIAS
(%) para as amostras durante as Fermentagdes 1 a 4 utilizando as técnicas de VPD e
VOQ sao mostrados nas Tabelas 20 e 21, respectivamente.
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Tabela 20 - Estudo adicio e recuperacgao para as Fermentagdes 1, 2, 3 e 4 por VPD.

[TlM]originaI .

Tempo [T|M]ad|c|onada [T|M]recuperada o BIAS
Amostra (dias) na(a;.‘ml\c,)Isitra (HM) (NM) R (/o) (%)
0 3,60 2,5 2,39 £ 0,09 95,6 £ 3,6 -4,4

1 41 8,92 2,5 2,76 £ 0,03 1104 £1,2 10,4
85 10,52 2,5 2,60 £ 0,20 104,0 £ 8,0 4,0
0 3,12 2,5 2,74 £ 0,03 1096 £1,2 9,6
2 41 9,96 2,5 2,54 +0,17 101,6 £ 6,8 1,6
100 12,00 2,5 2,31+ 0,20 92,4 +8,0 -7,6

0 4,00 2,5 2,23 £ 0,03 892+12 -10,8
3 38 3,44 2,5 2,32+ 0,04 928+1,6 -7,2
59 4,82 2,5 2,27 £0,12 90,8+4,8 -9,2
0 3,10 2,5 2,27 £ 0,07 90,8 + 2,8 -9,2
4 39 3,1 2,5 2,69 £ 0,07 1076 £2,8 7,6
60 3,25 2,5 2,65+0,12 106,0 £ 4,8 6,0

[TIM]: Concentragdo de tiramina; 1: Fermentagdo (Syrah Itobi); 2: Fermentacdo (Syrah Trés Coragdes); 3: Fermentagéo
(Cabernet Sauvignon lItobi) e 4: Fermentagéo (Cabernet Sauvignon Sao Bento do Sapucai).

Fonte: Propria autora.

Tabela 21 - Estudo adigao e recuperacgao para as Fermentacgdes 1, 2, 3 e 4 por VOQ.

[TlM]originaI

Tempo [TIM]adicionada [TIM]recuperada BIAS

Amostra (dias) na(aml\t;lstra (HM) (HM) R (0/0) (%)
pM)

0 2,22 2,5 2,33+0,16 93,2+6,4 -6,8
1 41 2,64 2,5 2,57 £ 0,17 102,8 + 6,8 2,8
85 6,87 2,5 2,35+0,15 94,0+£6,0 -6,0
0 1,57 2,5 2,63 £ 0,09 105,2+ 3,6 5,2
2 41 5,61 2,5 2,59+ 0,10 103,6 £4,0 3,6
100 7,41 2,5 2,66 £ 0,05 106,4 £ 2,0 6,4
0 2,26 2,5 2,61+0,18 104,4 £7,2 4,4
3 38 0,05 2,5 2,38 £ 0,30 952+ 12 -4,8
59 1,09 2,5 2,73+0,19 109,2+7,6 9,2

0 0,87 2,5 2,25+ 0,07 90,0+ 2,8 -10,0
4 39 0,73 2,5 2,34 £ 0,27 93,6 £ 10,8 -6,4
60 0,28 2,5 2,58 + 0,16 103,21+ 6,4 3,2

TIM]: Concentragao de tiramina; 1: Fermentagao (Syrah Itobi); 2: Fermentagéo (Syrah Trés Coragdes); 3: Fermentagéo (Cabernet
Sauvignon ltobi) e 4: Fermentagéo (Cabernet Sauvignon Sao Bento do Sapucai).

Fonte: Propria autora.

Diferengas nos conteudos iniciais foram observados para as mesmas amostras
utilizando técnicas diferentes (VPD e VOQ), a diferencga esta associada a sensibilidade
das técnicas, que variam principalmente de acordo com a otimizagdo de cada
técnicas. Contudo, o estudo de adicdo e recuperagao nas amostras durante as
fermentacgdes apresentaram excelentes taxas de recuperacdes, que variaram entre
89,2+1,2a110,4 + 1,2% para a técnica de VPD (Tabela 20), e para a VOQ (Tabela
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21) a variagao foi entre 90,0 £ 2,8 a 109,2 + 7,6%. Para ambas as técnicas os valores
sdo aceitaveis para metodologias analiticas que podem variam entre 70 a 130%
(PRICHARD E BARWICK, 2007)

As medidas de exatiddo nas amostras foram satisfatérias, com os valores de
BIAS entre - 10,8 a 10,4% e entre - 10,0 a 9,2% paras as técnicas de VPD e VOQ,
respectivamente. Para ambas as técnicas foram obtidos valores positivos e negativos
de BIAS, os valores positivos indicam que o resultado da medida foi maior que o real
adicionado de tiramina, e o negativo indica que resultado da medida foi menor que o
valor real adicionado de tiramina. Apesar de alguns valores de BIAS estarem acima
de 10%, os resultados ainda s&o satisfatorios e os valores medidos estdo préximos
aos valores reais adicionados de tiramina (HARRIS, 2008).

Todas amostras apresentaram conteudo iniciais de tiramina no mosto (0 dias),
este conteudo pode ter sido liberado nos mostos como consequéncia da hidrolise de
compostos amida hidroxicindmicos presentes principalmente no pericarpo nas uvas e
hidrolisados por acéo de leveduras (RESTUCCIA et al., 2017). Para as fermentagdes
3 e 4 os periodos de maceracgao foram maiores que os realizados nas fermentacdes
1 e 2, apesar de se esperar uma maior concentracdo de tiramina para maiores
periodos de maceragéao, levando em consideragcéo que as aminas biogénicas podem
ser oriundas da propria casca da uva, este resultado nao foi observado. Contudo, em
alguns casos, foi possivel observar tendéncias nas concentragdes de tiramina
presentes nas amostras originais durante os processos fermentativos.

Nas Fermentagdes 1 e 2, de acordo os resultados apresentados nas Tabelas
20 e 21 para VPD e VOQ, ocorreu 0 aumento da concentragao de tiramina ao longo
do processo de fermentacao. Contudo, para as Fermentagdes 3 e 4, as medidas nao
apresentaram resultados sequenciais de elevagao ou diminui¢do da concentracéo de
tiramina nas amostras ao logo das fermentagbes. Estes resultados podem estar
relacionados a variedade de uvas utilizadas, ja que as Fermentagdes 1 e 2 foram
realizadas com uvas Syrah e as Fermentacdes 3 e 4 foram utilizadas uvas Cabernet
Sauvignon. Yildirim et al. (2007) observaram diferengas significativas nos teores de
tiramina entre variedades de Vitis vinifera cultivadas na Turquia. Restuccia et al.
(2017) estudaram o perfil de aminas biogénicas em uvas tintas cultivadas na Calabria
durante a vinificagdo, na cultivar Arvino o mosto apresentou 5 mg L' de tiramina e
este valor passou a 5,3 mg L' no vinho, segundo os autores o contetdo total de

aminas biogénicas aumentou 79% (cultivar Arvinos) apés a fermentagao alcodlica o
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que indica que nas amostras estudadas a presenga de aminas biogénicas estava
ligada principalmente a fermentag&o alcodlica com valores diferentes de tiramina
conforme a variedade das uvas.

Segundo Wang et al. (2014), durante a fermentagdo alcodlica, as aminas
biogénicas sdo formadas como consequéncia dos processos metabdlicos normais das
leveduras. Outro fato que pode ter contribuido para os resultados sdo que nas
Fermentagdes 3 e 4 de uvas Cabernet Sauvignon a fermentagao malolatica ocorreu
de forma espontanea, sem inoculagao de bactérias lacticas. Ja para as Fermentagdes
1 e 2 foram utilizados bactéria lacticas comerciais de Oenococcus oeni.

Oenococcus oeni esta entre as espécies mais utilizadas nas fermentagdes
malolaticas, entretanto as espécies Pediococcus e Lactobacillus estdo geralmente
mais associadas a deterioracdo e formacdo de compostos indesejaveis, e podem
sobreviver e crescer durante a fermentacdo malolatica, principalmente se o pH do
vinho estiver acima de 3,5 (DU TOIT et al., 2011). Além disso, a fermentacao
malolatica espontanea pode nao ocorrer de maneira eficiente, pois o crescimento de
Oenococcus oeni pode ser inibido por varias propriedades fisico-quimicas do vinho.
Os principais parametros do vinho que afetam a fermentagao malolatica e crescimento
de Oenococcus oeni sdo o etanol (superior a 16%v/v), pH baixo (tipicamente menos
do que 3,5) SO2 (maior que 10 mg L') e baixas temperaturas (inferior a 12°C)
(BETTERIDGE, GRBIN E JIRANEK, 2015).

Mota et al. (2018) avaliaram os potenciais inibidores da fermentacdo malolatica
em vinhos de uvas da regido Sudeste do Brasil e concluiram que temperaturas
menores que 12°C diminuem o metabolismo de bactérias lacticas e, quando
associadas com pH abaixo de 3,2 e concentragdo de SO2 maior que 15 mg L' pode
prejudicar o crescimento e atividade. Por este motivo, o conhecimento da composi¢ao
do mosto e o controle da temperatura de fermentacao alcodlica € muito importante
para diminuir a fase latente das bactérias lacticas, principalmente em fermentacdes
malolatica espontaneas.

Gardini et al. (2005) estudaram os fatores que influenciam a produgdo de
aminas biogénicas por cepas de Oenococcus oeni isoladas de vinho tinto da Italia
submetido a uma fermentagao espontanea, no estudo observaram que a producéao de
tiramina foi reduzida em altas concentragbes de etanol (cerca de 12%) e pH baixos
(em torno de 3), este fato deve ser atribuido aos efeitos dessas variaveis na atividade

e viabilidade metabdlico celular das bactérias lacticas.
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O estudo da produgéo de tiramina por cepas de Enterococcus faecium em vinho
tinto foi realizado por Capozzi et al. (2011) durante a fermentagcado espontanea. Os
autores observaram que a tiramina aumentou cerca de quatro vezes a mais que a
concentracgéao inicial presente no inicio da fermentagédo, quando a concentracédo de
etanol foi de 10% v/v, porém quando a concentracido de etanol foi de 12% v/v nao foi
observado producgdo significativa. Rosi et al. (2009) avaliaram a capacidade de
produgdo de aminas biogénicas através da utilizagdo de linhagens selvagens de
Oenococcus oeni na producéo de vinhos de uvas Sangiovese, as cepas passaram a
produzir tiramina apos a conclusdo da fermentagdo malolatica (15 dias), quando a
populagdo bacteriana estava diminuindo, a produgao foi de 10 mg L™ tiramina.

A fermentacdao malolatica espontanea propiciada provavelmente pelo menor
teor alcodlico dos vinhos para as uvas Cabernet Sauvignon podem ter contribuido
para os resultados obtidos. Vale ressaltar que a presencga da tiramina nos diferentes
periodos de fermentagcdes pode estar relacionada a diversos fatores, como a
disponibilidade de aminoacido, serem formadas nas préprias fermentacoes e devido
as variedades de uvas utilizadas como ja foi mencionado, ou devido as condi¢des de
vinificagao. Desta forma, neste trabalho foi possivel observar a presenca de tiramina
e realizar a quantificagao para diferentes fermentacdes durante a etapa de elaboracao
de vinhos tintos, aliada a utilizacdo de técnicas simples, utilizando eletrodos de

material de baixo custo e com excelentes taxas de recuperacgoes.
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4 CONCLUSOES PARCIAIS

De acordo com os resultados apresentados, as caracteristicas fisico-quimicas
para os mostos analisados foram influenciadas pelas regides de cultivos e variedade
das uvas.

As concentragbes de glicose e frutose iniciais encontradas para todas as
amostras foram bem proximas, indicando que as uvas estavam maduras. Os teores
de agucares diminuiram significativamente ao longo dos 10 primeiros dias de
fermentacao alcodlica, concomitante com o aumento no teor de etanol tendendo a
atingir valores constantes apos este periodo. A fermentagdo das uvas Syrah
apresentaram maiores produgao de etanol e glicerol comparadas as realizadas com
uvas Cabernet Sauvignon.

Houve um aumento linear da corrente de pico com o aumento das
concentracbes de tiramina para todas as amostras, com coeficientes bons de
linearidade. As concentragcbes de tiramina utilizando VPD e VOQ nas amostras
originais tenderam a aumentar para as fermentagcbes com uvas Syrah, e nao
apresentaram tendéncias a diminuicdo e aumento para as fermentagdes com uvas
Cabernet Sauvignon que realizaram a fermentagcdo malolatica de forma espontanea.
Além disso, a fermentagdo malolatica para fermentagdes com uvas Syrah mostrou ser
a principal etapa de formacgao de tiramina nos vinhos, porém a fermentagéo alcodlica
também contribuiu para o aumento de tiramina.

No estudo de adigcao e recuperacgao foram obtidas taxas de recuperagao das
técnicas de VPD e VOQ que variaram de 89,2 +1,2a 110,4 + 1,2% e entre 90,0 £ 2,8
a 109,2 + 7,6%, respectivamente. Boas exatiddes também foram obtidas, com valores
de BIAS (%) que variaram entre - 10,8 a 10,4% e entre - 10,0 a 9,2% paras as técnicas

de VPD e VOQ, respectivamente.
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5 CONCLUSOES FINAIS

Com os estudos realizados neste trabalho foi possivel quantificar o conteudo
de tiramina presente em vinhos tintos e durante as fermentagdes utilizando as técnicas
de Voltametria de Pulso Diferencial e Voltametria de Onda Quadrada. A utilizagao das
metodologias desenvolvidas, possibilitaram a determinagao direta e sem a utilizagéao
que qualquer etapa de pré-tratameno de amostras. Em comparacdo a outras
metodologias de determinacao de tiramina a utilizagao das técnicas eletroanaliticas
aliadas a utilizagédo dos eletrodos de carbono de grafite de lapiseira Pentel, dureza HB
de baixo custo € uma excelente alternativa para fornecer uma determinacgao rapida,

confiavel e simples da tiramina em vinhos.
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