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- Resumo

o metanol e o acetaldeido sdo compostos volateis produzidos no processo de
vinificacdo da uva. A quantidade produzida pode variar dependendo do tipo de
uva, do processo de vinificacao, condicdes de armazenamento, entre outros fatores. O
objetivo desse estudo foi validar uma metodologia analitica de quantificacdo de metanol
e acetaldeido por GC-FID, além da determinacdo do teor desses compostos em vinhos,
espumantes e frisantes elaborados no Rio Grande do Sul. O método validado para
metanol e acetaldeido apresentou comportamento linear nas faixas de trabalho, 20 a 600
mg.Lt e 5a 100 mg.L?, respectivamente. O ajuste foi realizado pelo método dos minimos
quadrados ponderados. Os paramentos validados (linearidade, limites de quantificacdo e
deteccdo e precisio) estdo de acordo com os valores estipulados pelos guias de validacdo
analitica. As 386 amostras analisadas foram divididas em sete classes de produtos. Todos
os resultados de metanol ficaram dentro dos limites maximos estipulados pela legislacao
brasileira. Os espumantes apresentaram teores de metanol inferiores a 100 mg.L. Os
teores de metanol dos vinhos variaram entre as trés variedades analisadas (vinhos tintos
e brancos de variedades americanas e hibridas e vinho tinto fino). Poucas diferencas
nos teores de acetaldeido foram identificadas entre os espumantes e entre os vinhos.
Os resultados obtidos fazem parte das formas de controle da qualidade de vinhos e
espumantes, quanto ao atendimento dos padrdes de identidade e qualidade vigentes.
Ainda, novos dados em relacdo ao teor desses compostos foram apresentados, sendo
uma base de dados para futuras pesquisas.

Palavras-chave: cromatografia gasosa, validacdo, compostos volateis, fermentacao
alcodlica.

Abstract

Validation of an analytical method for determining
methanol and acetaldehyde in wines and sparkling wines

Methanol and acetaldehyde are volatile compounds produced during the grape
winemaking process. Their concentrations can vary depending on the grape type,
winemaking process, storage conditions, and other factors. The objective of this study
was to validate an analytical methodology for quantifying methanol and acetaldehyde
using GC-FID, as well as to determine the content of these compounds in wine, sparkling
wines, and semi-sparkling wines produced in Rio Grande do Sul. The validated method
for methanol and acetaldehyde exhibited linear behavior in the working ranges of 20-
600 mg-L™* and 5-100 mg-L™", respectively. The adjustment was performed using the
weighted least squares method. The validated parameters (linearity, limits of quantification
and detection, and precision) were consistent with the values stipulated by analytical
validation guidelines. The 386 samples analyzed were divided into seven product classes.
All methanol results were within the maximum limits established by Brazilian legislation.
The sparkling wines had methanol levels below 100 mg-L™. The methanol levels of the
wines varied among the three categories analyzed (red and white wines from American
and hybrid varieties, and fine red wines). Few differences in acetaldehyde levels were
identified among the sparkling wines and among the wines. These results contribute
to the quality control of wines and sparkling wines, ensuring compliance with current
identity and quality standards. Furthermore, new data on the levels of these compounds
were presented, serving as a database for future research.

Keywords: gas chromatography; validation; volatile compounds; alcoholic fermentation.
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Introducao

o

De acordo com a legislacdo brasileira (Lei n
7678, de 1988) vinho é uma bebida obtida pela
fermentacio alcodlica do mosto simples de uva
sa, fresca e madura (Brasil, 1988). Na fermentacio
alcodlica, além do etanol, diversos compostos
volateis sdo formados, como por exemplo alcoois
superiores (alcool isoamilico, isobutanol, propanol,
entre outros), acidos organicos (acido acético,
succinico e latico) e aldeidos (acetaldeido) (Rizzon,
1985; Rizzon; Miele, 2006; Hodson et al., 2017).

O metanol também ¢é produzido durante o
processo de vinificacdo da uva pela quebra da
pectina. A pectina é um heteropolissacarideo
presente em frutas e vegetais. Na uva, esti
presente em maior concentragdo na casca.
A producdo do metanol estd diretamente
ligada a quantidade de pectina e a acado das
enzimas pectinases. As enzimas pectinases sao
as responsaveis pela hidrélise da pectina em
unidades menores (acido poligalacturénico), cuja
reacao também é responsavel pela formacio do
metanol. Os fatores que influenciam no teor de
metanol produzido sdo o tipo e variedade da uva,
tempo de contato com as cascas (maceracio),
temperatura da fermentacdo, uso de enzimas
e tipo de levedura. De forma geral, uvas com
maiores teores de pectina (cascas mais espessas)
e com processo de maceracdo mais prolongado,
tendem a produzir vinhos com teores de metanol
mais elevados. No processo de vinificacdo dos
vinhos tintos, hd um maior contato do mosto
com as cascas, justificando maiores teores de
metanol em relacdo aos brancos e rosados. Ainda,
temperaturas mais altas durante a fermentacao
podem acelerar a atividade enzimatica das
pectinases e, consequentemente, a producao do
metanol (Lee et al., 1975; Blumenthal et al., 2021;
Hodson et al., 2017; Shen et al., 2024).

O metanol é considerado uma substancia
téxica para o organismo humano devido a sua
metabolizacdo pelo figado em formaldeido e acido
férmico. O 4acido féormico é o responsavel pela
toxicidade devido a acumulacdo no organismo,
podendo levar ao quadro de acidose metabdlica
e afetando o funcionamento de diversos érgaos
(Pressman et al., 2020). Portanto, a legislacdo
brasileira, a OIV (Organizacido Internacional da

Vinha e do Vinho) e o Mercosul determinam
limites maximos de metanol em bebidas derivadas
da fermentacdo da uva (Brasil, 2018; Mercosul,
2020; OIV, 2024). A legislacdo brasileira
determina o limite maximo de 400 mg.L?
para vinhos tintos e 300 mg.L! para brancos e
rosados. A OlV preconiza 400 mg.L* para vinhos
tintos e 250 mg.L! para brancos e rosados. O
regulamento vitivinicola do Mercosul determina o
limite maximo de 300 mg.L*.

O acetaldeido é um produto intermediario
da fermentacdo alcodlica. E produzido em
concentracbes variaveis (10 a 140 mg.Ll?)
dependendo do tipo de uva e da levedura utilizada
na producdo do mosto. Também, é produzido em
menores quantidades, pela oxidacdo do etanol
em acetaldeido. Apresenta a caracteristica
de combinar com o SO, adicionado ao vinho,
formando o SO, combinado. Quanto maior a
quantidade de acetaldeido, maior a proporcao de
SO, combinado e, consequentemente, menor a
proporc¢ao de SO, livre. Sendo assim, € necessario
adicionar mais SO, para obter o mesmo efeito de
antioxidante e conservante (Romano et al., 2003;
Azevédo et al., 2007; Coppola et al., 2021).

A producio de acetaldeido durante a fermentacao
alcodlica é promovida por alguns fatores, como a
temperatura muito baixa, deficiéncias nutricionais
nas leveduras ou muito actcar. O acetaldeido é
uma molécula que reage com diversos compostos
do vinho, resultando em produtos desejados, mas
também em defeitos organolépticos (Romano et
al., 2003; Azevédo et al., 2007).

O acetaldeido estd presente em pequenas
quantidades nas bebidas fermentadas, sendo
que a maior parte dos casos de toxicidade do
acetaldeido sdo devido ao consumo excessivo
de etanol. O etanol é metabolizado no figado
em acetaldeido. O acetaldeido é téxico em doses
elevadas e é classificado como carcinogénico.
A legislacdo brasileira ndo determina um limite
maximo de acetaldeido para vinhos, entretanto
estabelece limites maximos para destilados, como
aguardente de cana, conhaque, destilado simples
de uva, grapa (Lachenmeier; Sohnius, 2009; IARC,
2025; Brasil, 2018; Brasil 2022).
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Devido a importancia e ocorréncia do metanol e
acetaldeido formados no processo de vinificacao,
este trabalho tem como objetivo validar
uma metodologia analitica de identificacdo e
quantificacdo de metanol e acetaldeido por GC-
FID. Ainda, verificar o teor desses compostos em
vinhos, espumantes e frisantes elaborados na
Serra Gaucha.

Material e Métodos

Cromatografia Gasosa com detector de
ionizacdo de chama (GC-FID)

As andlises foram realizadas em um Cromatoégrafo
Gasoso GC-2010 (Shimadzu) com detector de
ionizacdo de chama (FID) e injetor automatico
AOC-20i. A separacdo cromatografica foi obtida
com a Coluna Shimadzu SH-Stabilwax (Crossbond
Carbowax polyethylene glycol), 60 m, 0,32 mm
ID, 0,5 um df. Faixa de temperatura: 250/260 °C.

O método utilizado seguiu as metodologias
oficiais descritas com algumas modificacdes.
Volume de injecdo de amostra de 1 pL, modo split
e temperatura do split 260 °C. Temperatura inicial
da coluna 35 °C, a rampa de aquecimento esta
descrita na Tabela 1 e com tempo de corrida de
10,99 min. Temperatura do FID de 250 °C, gas de
arraste He em fluxo de 30 mL.min*. Fluxo de H2
de 30 mL.mint e de Ar 400 mL.mint (OIV, 2023b;
OlV, 2023c¢).

Validacio do método analitico

O método analitico foi desenvolvido para a
quantificacdo de metanol e acetaldeido em
vinhos e espumantes. O protocolo de validacao
foi baseado no Manual de garantia da qualidade
analiticaderesiduos e contaminantesemalimentos
do MAPA (Brasil, 2011) e no documento de
orientacdo sobre validacdo de métodos analiticos

do INMETRO (Brasil, 2020). Os parametros
utilizados para a validacdo foram linearidade/
faixa de trabalho, limite de quantificacao, limite
de deteccdo e precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria).

O método foi desenvolvido com adicdo do padrao
interno 1-pentanol 100 mg.L! (OlV, 2023d). A
matriz utilizada no preparo da curva analitica
foi uma solucdo aquosa de etanol 10% (v/v).
Para avaliar a linearidade e a faixa de trabalho,
foi construida uma curva analitica para cada
composto, com sete concentracdes crescentes.
A faixa de trabalho do metanol foi de 20 a 600
mg.L?, e do acetaldeido 5 a 100 mg.L. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata. A presenca
de valores outliers foi determinado pelo Teste
de Grubbs. O coeficiente de variacdo (CV %) foi
calculado para cada nivel de calibracao. A partir da
curva analitica foram calculados os coeficientes de
correlacio (r) e de determinacio (r?). Para verificar
a homoscedasticidade ou heteroscedasticidade
das respostas instrumentais da curva analitica,
os residuos foram calculados para cada nivel
de calibracdo e plotados em grafico. O teste F
foi aplicado para a maior e menor variancia das
respostas instrumentais.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
foram calculados a partir da curva analitica pelo
método simplificado. Os valores de LQ e LD foram
divididos pela concentracao do padrao internol-
pentanol (100 mg.L?) (Brasil, 2011; Brasil, 2020).

Os ensaios de precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria) foram realizados fortificando a
matriz em trés niveis de concentracido (baixo,
médio e alto). Os valores de fortificacdo estdo
descritos na tabela 2.

No ensaio de repetibilidade, as amostras foram
preparadas por um Unico operador e analisadas

Tabela 1. Rampa de aquecimento da coluna Shimadzu SH-Stabilwax.

Rate
0 =
1 17
2 45

Temperatura Tempo de espera
35 1,5
110 0,0
190 3,3
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Para a andlise da precisdo
realizados:

no mesmo dia.
intermediaria,
um variando o analista de preparo de amostra
e o outro variando o dia de andlise. Todas as
andlises de precisio foram realizadas no mesmo
equipamento. Para cada nivel, foram calculados
as médias, os desvios-padrao e os coeficientes de
variacdo de repetibilidade e precisdo intermediaria
(intra e inter-dia) (Brasil, 2011; Brasil, 2020).

dois ensaios foram

Preparo da amostra

Para a leitura no GC-FID, as amostras de vinhos,
espumantes e vinhos frisantes foram destiladas
conforme a metodologia OIV-MA-AS312-01
(OIV, 2023a). Em um vial, foram separados 900
mL do destilado e 100 uL do padrao interno
1-pentanol 100 mg.L. Diluicdo das amostras 1,1.

Resultados e Discussao

Validacao do método analitico

O método analitico por GC-FID foi desenvolvido
para a identificacdo e quantificacdo de metanol e
acetaldeido em amostras de vinhos, espumantes
e frisantes. Na figura 1 estd demonstrado o
cromatograma dos padroes analiticos e do padrao
interno em matriz de solucdo aquosa 10% de
etanol (v/v).

No cromatograma sao identificados quatro picos.
O metanol é identificado no tempo de retencéo
de 5,96 min, acetaldeido em 4,26 min, 1-pentanol
em 9,22 min e etanol em 6,33 min. O etanol
10% (v/v) foi selecionado como matriz pois, nas
amostras de vinhos, espumantes e frisantes, o
teor de etanol fica préximo desse valor.

As respostas instrumentais (area dos picos) de
cada nivel de concentracio da curva analitica ndo

Tabela 2. Niveis de concentracao do metanol, acetaldeido e 1- pentanol para os ensaios de preciséo.

Nivel Metanol mg.L*
Baixo 50
Médio 200

Alto 400

uv
FID
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|
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80 7.0 80 9,0 10,0

Figura 1. Cromatograma do metanol (200 mg.L?), acetaldeido (40 mg.L?) e padrio interno 1-pentanol (100 mg.L?)
em matriz de solucido aquosa de etanol 10% (v/v) obtido por GC-FID. Coluna Shimadzu SH-Stabilwax.
Temperatura do split 260 °C. Tempo de corrida de 10,99 min. Temperatura do FID de 250 °C, gas de

arraste He em fluxo de 30 mL.min™.
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apresentaram valor outlier e o CV calculado foi
inferior a 10%. O comportamento homocedastico
ou heterocedastico foi verificado. O teste F das
variancias resultou em F_,_maior que F_,, ou seja,
as variancias das areas sao diferentes. O grafico
de residuos versus a concentracdo apresentou
comportamento crescente dos residuos conforme
o aumento da concentracdo. Os dois testes
indicam a heterocedasticidade das respostas
instrumentais, sendo necessario calcular a
regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados ponderados (MMQP) (Brasil, 2011;
Moosavi; Ghassabian, 2018; Brasil, 2020).

O ajuste da curva analitica foi realizado no
software Browser LabSolutions (Shimadzu),
utilizando a ponderacao utilizada foi 1/A. Na faixa
de concentracao trabalhada, o ajuste da curva foi
linear. Na tabela 3 estdo descritos os resultados
da curva analitica.

A legislacdo brasileira determina os limites
maximos de metanol para vinhos e espumantes.

Para vinhos tintos, o limite maximo ¢é de
400 mg.L! e para vinhos e espumantes brancos
e rosados é 300 mg.L! Os limites ficam na
area central a faixa de trabalho de 20 - 600
mg.L1. O Acetaldeido ndo tem limite estipulado
na legislacao. A faixa de trabalho foi determinada
pela andlise de diversos vinhos e espumantes,
de modo que os resultados ficassem dentro dos
limites (Brasil, 2018).

Os resultados dos coeficientes de determinacéo
(r?) e correlacdo (r) indicam a linearidade do ajuste
proposto (Tabela 3). Os valores encontrados foram
superiores ao critério de aceitacdo estabelecido
pelo INMETRO (r?2 > 0,9945). Os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) estdo de
acordo com as concentracbes de metanol e
acetaldeido detectadas em vinhos, espumantes e
frisantes.

Na tabela 4 estdo descritos os resultados da
repetibilidade e precisdo intermediaria nos trés
niveis de concentracio.

Tabela 3. Resultados das curvas analiticas de metanol e acetaldeido calculados pelo método dos minimos quadrados

ponderados (MMQP).
Parametro Metanol Acetaldeido
Faixa de trabalho (mg.L?) 20- 600 5-100
Intercepto (coeficiente linear, a) 0,44065 0,55713
Inclinagio (coeficiente angular, b) 0,00772 0,00667
Coeficiente de determinacio (r?) 0,9997 0,9996
Coeficiente de correlagio (r) 0,9998 0,9998
Limite de Detec¢io- LD (mg.L?) 4.8 1,4
Limite de Quantificagdo- LQ (mg.L?) 14,5 4,3

Tabela 4. Resultados de precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) de metanol e acetaldeido em matriz de

solucdo aquosa de etanol 10% (v/v).

Metanol Acetaldeido
Fortificacao mg.Lt 50 200 400 10 40 80
Repetibilidade (intra-dia) Dia 1; n=6 mg.L? 49+2 206+2 407+3 9+0,4 39+0,6 79+0,8
CV % 4,9 0,7 0,8 4,6 1,5 1
Precisao intermediaria: dias diferentes mg.L? 52+3 212+6 417+11 9+0,4 39+0,7 80+1,5
mesmo operador (inter-dia); n=12 CV% 6,1 2,9 2,7 4.8 1,9 1,9
Precisao intermediaria: operador mg.Lt 54+4 214+6 428+18 9+0,4 39+0,7 81+2,2
diferente e dia diferente (inter-dia); n=18 CV % 7,6 2,9 4.3 4.4 1,8 2,7
Limite Horwitz % 8,9 7,2 6,5 11,3 9,2 8,3

CV (%): Coeficiente de variacdo.
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Os resultados da repetibilidade e precisdo
intermedidria  do metanol e acetaldeido
demonstram a precisdo do método, j4 que os
valores encontrados estdo abaixo dos limites
maximos estabelecidos pela legislacdo brasileira

(Brasil, 2011; Brasil, 2020).

Os limites de coeficiente de variacdo (%) da
precisdo intermedidria também podem ser
avaliados pelo limite de Horwitz. O limite Horwitz
é calculado para cada concentracdo e estdo
descritos na tabela 4. Os resultados de precisao
intermedidria estdo de acordo com os valores
calculados, indicando a precisio do método
(Brasil, 2020).

Analise de vinhos, espumantes e frisantes
O perfil de metanol e acetaldeido foi avaliado
em diversas variedades de espumantes, vinhos e
frisantes. Os resultados estao descritos na tabela
5.

Foram analisadas 386 amostras de vinhos,
espumantes e frisantes elaborados em 2024
e 2025. Os produtos foram agrupados em
sete classes. Todas as amostras apresentaram
valores de metanol dentro dos limites maximos
preconizados (Brasil, 2018; Mercosul, 2020; OIV,
2024).

Analisando os resultados apresentados na tabela
5, observa-se a diferenca no teor de metanol
entre espumantes, vinhos e frisantes. No geral, os
espumantes apresentaram valores de metanol na
faixa de 35 a 55 mg.L''. O espumante moscatel
apresentou maior variacdo de resultados, a

distribuicdo dos valores esta descrita na figura 2.

Foi identificado que o teor de metanol nos
espumantes moscatel apresentaram variabilidade
maior em relacdo aos demais espumantes, sendo
a mais baixa de 21 mg.L! e a mais alta de 108
mg.L™.

Entre as variedades de espumantes, pouca
variacdo foi observada de acetaldeido, em que
todos apresentaram valores entre 30 e 40
mg.L%. O frisante apresentou valores de metanol
e acetaldeido similares aos resultados dos
espumantes.

Em relacdo ao metanol dos vinhos, observa-se
diferencas entre as trés variedades analisadas. Os
vinhos tintos de variedades americanas e hibridas
contém os maiores teores de metanol, valor médio
de 283 mg.LL. Vinhos tintos tendem a conter um
teor de metanol mais elevado devido ao processo
de vinificacdo. Um dos motivos é devido ao maior
contato com a casca, a qual faz com que ocorra
uma maior quebra da pectina, liberando metanol
como subproduto (Lee et al., 1975; Blumenthal et
al., 2021; Hodson et al., 2017; Shen et al., 2024).

Os vinhos tintos finos apresentaram teor médio
de metanol de 189 mg.L?, valor médio inferior aos
vinhos tintos de variedades americanas e hibridas.
Na literatura ha relatos de que vinhos produzidos
a partir de uvas nao Vitis vinifera tendem a conter
mais metanol do que os vinhos produzidos a partir
de uvas Vitis vinifera puras (Hodson et al., 2017).
Os vinhos brancos de variedades americanas e
hibridas apresentaram teores médio de metanol

Tabela 5. Resultados de precisio (repetibilidade e precisdo intermediaria) de metanol e acetaldeido em matriz de

solucéo aquosa de etanol 10% (v/v).

Descricao

Espumante moscatel

Espumante branco

Espumante rosé

Vinho tinto de variedades americanas e hibridas
Vinho branco de variedades americanas e hibridas
Vinho tinto fino

Frisante

DP: Desvio padrao.

Acetaldeido Metanol
Amostragem média+DP (mg.L?) médiatDP (mg.L?)
69 35+10 59+22
225 35+10 4510
36 31+9 46+10
33 27+6 283+20
13 41+5 215+20
6 15+3 189+16
4 41+6 61+2
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Figura 2. Resultados de metanol do espumante moscatel versus a quantidade de amostras analisadas.

de 215 mg.L. Valores inferiores ao obtido para
vinhos tintos de variedades americanas e hibridas.
Na literatura sido relatados maiores teores de
metanol em vinhos tintos em relacdo aos brancos
e rosados (Lee et al., 1975; Blumenthal et al.,
2021; Hodson et al., 2017; Shen et al., 2024).

O acetaldeido apresentou menor concentracdo
no vinho tinto fino 15 mg.L'* comparando com os
vinhos de variedades americanas e hibridas.
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