BIO Web of Conferences 68, 02026 (2023)
44" World Congress of Vine and Wine

https://doi.org/10.1051/bioconf/20236802026

Analisis metabolémica del zumo de uva brasileio mediante
resonancia magnética nuclear de hidrégeno

Metabolomic analysis of brazilian grape juices by 'H-nuclear
magnetic resonance

Ana Paula Drehmer!, Fernanda Rodrigues Spinelli? y Sidnei Moura!

!'University of Caxias do Sul, Rua Francisco Getulio Vargas, 1130, 95070-560, Caxias do Sul, RS, Brazil
2 Oenological Reference Laboratory, Avenida da Vindima, 1855, 95084-470, Caxias do Sul, RS, Brazil

Resumen. La determinacion de las propiedades quimicas del zumo de uva es una forma de promover la difusion
y valorizacion de este producto, considerando su importancia socioecondmica para los paises que lo producen,
siendo buscado como fuente de alimentacion natural a nivel mundial. En este sentido, la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) permite la identificacion de compuestos, generando un perfil metaboélico, y se ha aplicado para
probar autenticidad, origen geografico y aflada. En ese contexto, este estudio buscéd identificar patrones de
similaridad entre zumos de uva producidos en el estado de Rio Grande do Sul/Brasil, utilizando 'H RMN y
quimiometria. Se analizaron 42 muestras, preparadas diluyendo 20 uL de muestra en 580 pL de agua deuterada
(D20) y, posteriormente, se realizé el andlisis '"H RMN. A partir de los espectros obtenidos se identificaron 4cidos
malico, tartarico y citrico, alanina, ademas de a y B glucosa y fructosa. Ademas, la intensidad de las sefiales
referentes al etanol y al acido acético podria estar relacionada con la fermentacion de las muestras. Por lo tanto,
se aplico el analisis quimiométrico Analisis por Componentes Principales (ACP) para ayudar a crear un estandar
para separar y clasificar las muestras por region y cosecha. En resumen, esta es la primera investigacion que
informa patrones de metabolitos de zumos de uva de la region de la Serra Gaucha, que es la mayor productora
de la vifia y el vino de Brasil. Esto puede aplicarse para la denominacion de origen y/o identificacion de fraudes
en este producto.

Abstract. The determination of the chemical properties of grape juice is a way to promote the dissemination
and appreciation of this product, considering its socioeconomic importance for the countries that produce it,
being sought as a source of natural food worldwide. In this sense, the Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
allows the identification of compounds, generating a metabolic profile, and it has been applied to prove
authenticity, geographical origin and vintage. In this context, this work sought to identify patterns of similarity
between grape juices produced in the state of Rio Grande do Sul/Brazil, using '"H NMR and chemometrics. In
the 42 samples analysed were identified malic, tartaric and citric acids, alanine, in addition to a and B glucose
and fructose. Furthermore, the intensity of the signals referring to ethanol and acetic acid could be related to the
fermentation of the samples. Thus, the PCA chemometric analysis was applied to help create a standard for
separating and classifying samples by region and harvest. In summary, this is the first work that reports patterns
of metabolites of grape juices from the Serra Gaucha region, which is the largest vine and wine producer in
Brazil.

1 Introduccién

Con un area de 46.912 hectareas de vifias plantadas en Rio
Grande do Sul (Brasil) en 2023, de acuerdo con los datos
obtenidos del Instituto Brasilefio de Geografia y
Estadisticas (IBGE, en la sigla en portugués) el estado
representa casi 60% del total de la area de vifiedos de
Brasil [1].

El zumo de uva es una bebida no fermentada elaborada
con uvas sanas, frescas y maduras. La produccion del
zumo de uva ha aumentado de forma significativa en los
ultimos afos. De esta forma, la produccion del estado en
el afio de 2022 fue 35 millones de litros [2]. El aumento

del consumo d’este producto estd relacionado con las
caracteristicas nutricionales que lo colocan como una
fuente saludable de alimentacion [3].

Considerando la importancia econémica para la region,
el estudio de la determinacion de la identidad quimica del
zumo de uva estd en apego con la apreciacion de este
producto a nivel internacional. Eso puede ser desarrollado
por resonancia magnética nuclear (NMR, en inglés)
permitiendo una identificacion y cuantificacion dirigida y
no dirigida de compuestos y su capacidad discriminante
que permitan generar un perfil metabolomico [4].
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Los métodos basados en RMN combinados con
analisis  quimiométricas son reconocidos como
herramientas analiticas versatiles para el conocimiento del
control de calidad de alimentos y bebidas, y tiene la ventaja
de detectar simultdineamente todos los compuestos en un
unico experimento simple de RMN, directamente de la
muestra.

Ha sido aplicado como prueba de autenticidad, origen

geografico, variedades, cosecha y sistema de viticultura
[5]. Para analisis como ese, el nticleo mas utilizado es el
hidrégeno (‘H-RMN), principalmente por su abundancia
natural que lleva a una mayor sensibilidad [6].
Asi, el objetivo de este estudio fue obtener un perfil
metabolico de distintos zumos de uva producidos en el
estado de Rio Grande do Sul (Brasil), por 'H-RMN,
ademas de aplicar los resultados para diferenciar en los
mismos en regiones, cosechas y variedades distintas.

2 Materiales y métodos

2.1 Muestras de zumo de uva

Para este estudio, fueron analizadosun total de 42 zumos
de uva tintos y blancos producidos en el estado de Rio
Grande do Sul (Brasil), de las cosechas 2019 hasta 2022,
incluyendo zumos varietales y cortados de cultivares de
uva Vitis labrusca e hibridas, como se reporta en la
Tabla 1.

Tabla 1. Lista de muestras.

2.2 Analisis RMN

El método OIV-MA-AS316-01 se utilizd con
modificaciones [7]. Asi alicuotas de 20uL de muestra
fueron afiadidas a 580uL de agua deuterada (D20)
directamente en tubos de RMN. El espectro 'H-RMN de
los zumos de uva fue adquirido a 303K en un
espectrometro Fourier 300 Bruker 7,05 Tesla, observando
'H a 300,13MHz, equipado con una sonda de resonancia
BBI (de doble resonancia con amplio espectro en canal X
y deteccion indirecta).. Buscando una mejor resolucion de
las sefiales de los compuestos presentes en la muestra, la
supresion de la sefial del agua residual fue verificada
utilizando una secuencia pulso ZGPR. Sesenta y cuatro
transientes fueron llevados a cabo para acumular sefiales
con intensidades suficientes para incrementar el reporte
sefial/ruido. Para la colecta y procesamiento de los datos,
el software TopSpin fue usado.

El analisis de los componentes principales fue
realizado utilizando el software Bruker AMIX. Los limites
de los espectros fueron estimados entre 0,05 y 10,00 ppm
con 0,04 ppm en ancho de frecuencia 1H. El area alrededor
del agua no deuterada, 4,69 ppm, fue excluida del proceso
de seleccion de frecuencias. Los datos fueron tratados
utilizando la distribucion rectangular normal con un nivel
de confianza de 99%.

Muestra Variedad Cosecha Ciudad Tipo
01 “Bordd” 2022 Caxias do Sul Integral
02 “Bordo” 2022 Caxias do Sul Integral
03 “Bord6” Rosado 2021 Caxias do Sul Integral
04 “Bord6” Rosado 2022 Caxias do Sul Integral
05 BRS Riubea 2022 Caxias do Sul Integral
06 n/a 2021 Caxias do Sul Integral
07 n/a 2021 Caxias do Sul Integral
08 “Bord6” e BRS Rubea 2021 Caxias do Sul Integral
09 n/a 2020 Flores da Cunha Integral
10 n/a 2020 Flores da Cunha Integral
11 “Bord6” e Nidgara Rosada 2022 Caxias do Sul Integral
12 “Bordo” e BRS Violeta 2022 Caxias do Sul Integral
13 “Bordd” e BRS Rubea 2021 Caxias do Sul Integral
14 n/a 2021 Caxias do Sul Integral
15 n/a 2021 Caxias do Sul Integral
16 n/a 2020 Caxias do Sul Integral
17 n/a 2020 Caxias do Sul Integral
18 n/a 2020 Caxias do Sul Integral
19 BRS Lorena 2020 Caxias do Sul Integral
20 BRS Lorena 2022 Caxias do Sul Integral
21 Isabellala y “Bordd” n/a Caxias do Sul Integral
22 Isabellala y “Bordo”’Isabella“Bord6” 2022 Bento Gongalves Integral
23 Isabellala y “Bord6”Isabella“Bordo” 2021 Bento Gongalves Organico
24 “Bordo” 2019 Garibaldi Organico
25 “Bordd” 2020 Garibaldi Organico
26 “Bordd” 2021 Garibaldi Organico
27 “Bordd” 2022 Garibaldi Organico
28 Concord, “Bordd” y Isabellala 2021 Farroupilha Integral
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Muestra Variedad Cosecha Ciudad Tipo
29 n/a 2021 Farroupilha Integral
30 Concord, “Bordd” y Isabellala 2021 Farroupilha Integral
31 Isabellala y “Bordd” 2021 Farroupilha Integral
32 n/a 2021 Farroupilha Integral
33 “Bord6” 2021 Farroupilha Integral
34 “Bordo” 2021 Farroupilha Integral
35 Isabellala y “Bord6”Isabella“Bord6” 2021 Farroupilha Integral
36 n/a 2021 Farroupilha Integral
37 n/a 2021 Farroupilha Integral
38 Isabellala y “Bord6”’Isabella“Bord6” n/a Flores da Cunha Organico
39 n/a 2021 Camaqua Integral
40 n/a n/a Tucunduva Integral
41 n/a n/a Flores da Cunha Integral
42 “Bordd” 2022 Caxias do Sul Casero

3 Resultados y Discusiones

3.1. Identificacion de las senales 'H-RMN

En el espectro de RMN de 'H, muchos picos fueron
observados, que se dividieron en regiones. En la primera,
variando de 0,5 hasta 3,0 ppm, donde pueden ser
observados los acidos organicos, los aminoacidos y el
etanol. En la segunda region, entre 3,0 y 6,0 ppm, estan
presentes principalmente los carbohidratos. La tercera
region, entre 6,0 y 10,0 ppm, se observaron los compuestos
aromaticos, principalmente fenolicos, de intensidad mas
baja, no visibles en este experimento.

En este sentido, la Figura 1 presenta las expansiones de
los espectros de la muestra 21, entre 0,5 hasta 3,0 ppm (A)
y entre 3,0 y 6,0 ppm (B), para que sean mas visibles las
sefales.

Por medio de éste identificamos a y B glucosa y
frutosa como los principales carbohidratos presentes, a
través de dobletes a 5,14 ppm para a-glucosa y 4,55 ppm
para B-glucosa. Estos son isomeros diferenciados por la
posicion relativa del grupo hidroxilo (OH), en relacion a
las posiciones axiales y ecuatoriales del mismo anillo -
para a y ecuatorial para 3, y a 4,02 ppm para la fructosa

[8].

Aunque ocurre en otras plantas, el acido tartarico es
asociado a la uva porque estd presente en grandes
cantidades, cuando comparado a otros acidos organicos de
las uvas [9], este compuesto puede ser identificado por el
singulete a 4,45 ppm. El 4cido malico fue identificado por
el doble de dobles (dd) en 2,75 y 2,80 ppm, mientras que
el acido citrico fue identificado por el dd a 2,60 y 2,66
ppm.

Otros compuestos como la alanina, que representa
18% de los aminoacidos libres en el mosto [10], fue
identificado por el dd a 1,39 ppm. Finalmente, se identifico
la presencia del acido acético por el singulete a 2,00 ppm,
y del etanol, que comprende una sefial triplete a 1,08 ppm.

Estos ultimos son esenciales en la evaluacion
metabolomica de los zumos, pues poseen un papel
fundamental en la verificacion de la calidad del zumo, ya
que la presencia y/o intensificacion de estos compuestos
indican un proceso de fermentacion [11]. En la Figura 2,
evaluamos la calidad del zumo almacenado durante un
afo, observamos un leve aumento de las sefiales de dichos
compuestos, en comparacion a zumos producidos a partir
de una misma variedad de uva, de distintas cosechas,
siendo mas intensos para la cosecha 2021 en relacion a la
cosecha 2022.
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Figura 1. Compuestos identificados en el zumo de uva entre 0,5 y 3,0 ppm (A) 3,0 y 6,0 ppm (B).
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Figura 2. Comparacion de las sefiales del etanol y del 4cido acético para zumos de distintas cosechas.

3.2 Analisis quimiométrico

El modelo ACP, inicialmente fue construido a partir de
los datos de 'H-RMN de todas las muestras, con el
objetivo de evaluar la regién productora, donde los dos
componentes principales, PC1 y PC2, explican juntos
86,39% de la varianza total, como puede ser observado
en la Fig. 3.

La muestra 39 se destaco de las demads, siendo la tnica
proveniente de la ciudad de Camaqua (Rio Grande do Sul),
region sur del estado, la cual presenta los mayores indices
de insolacion durante el periodo de florecimiento hasta el
punto de maduracion, lo que influencia en la cantidad de
azucar y acidos presentes en la uva.

La Muestra 42 fue elaborada a través de olla de
extraccion de zumos de uva elaborados a partir del tanque
extractor se observo que ocurre una cierta incorporacion
de agua en el proceso, cerca de 16%, en comparacion con
el intercambiador de calor, disminuyendo la
concentracion de azucar [12].

Las muestras 19 y 20 son las tnicas de cultivares
blancas, aqui separadas de las demas. Los zumos de uva

tinta fueron producidos a partir de las variedades
americanas e hibridas, donde las caracteristicas genéticas
pueden haber interferido en el analisis quimiométrico.
Como la variedad BRS Rubea fue desarrollada a partir del
cruce de las variedades Nidgara Rosada y “Bordd”, y la
BRS Violeta fue obtenida a partir del cruce de la BRS
Rubea e IAC 1389-21 [13].
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En otro test realizado, se evaluo la cosecha de los zumos
producidos de una misma bodega, se analizaron 18
muestras, los componentes principales, PCl1 y PC2,
explican juntos 89,40% de la varianza total. Se observa en
la Figura 4, que las muestras de la cosecha de 2022 estan
dispersas en los cuadrantes superiores y las muestras de la
cosecha 2021 en los cuadrantes inferiores. Para la zafra de
2020, no fue posible reconocer un patron.

El clima de Rio Grande do Sul presenta distintas
condiciones climaticas para la vitivinicultura. Region de
clima templado, que presenta veranos calientes e inviernos
rigurosos, y precipitaciones equilibradas a lo largo del afio
[14].

Las cosechas de 2020 y 2022 presentaron niveles de
precipitacion mas bajos a la media historica durante el
periodo de maduracion y vendimia de las uvas. Durante
ese periodo, una baja precipitacion asociada a las altas
temperaturas, ocasionan un estrés hidrico y térmico para la
parra, aunque sea tolerante a altas temperaturas, cuando en
exceso, interfiere en el metabolismo de la parra resultando
en niveles mas altos de azlicares y menor acidez [15,16].

La cosecha de 2021 presentd temperaturas amenas y
precipitaciones superiores a la media, perjudicando
principalmente las variedades de maduracion intermedia,
adelantando la cosecha para evitar problemas de sanidad,
disminuyendo asi el potencial de maduracion y la
composicion fenolica de las uvas [17].

4 Conclusiones

La RMN como herramienta analitica, con minima
preparaciéon de muestra, permitié el analisis del perfil
quimico de los zumos. Fueron identificadas las moléculas
de acidos malico, tartarico, citrico y acético, los cuales son
caracteristicos para describir la acidez de la uva.

Entre los carbohidratos identificados, la glucosa y la
fructosa fueron encontradas en todas las muestras, también
compuestos caracteristicos de los zumos de uva. Se
destaca la presencia del etanol, aunque considerada una
bebida no-alcohdlica, o con bajo grado alcoholico
volumétrico, dicho metabolito puede estar presente en su
composicion.

Esta investigacion ha mostrado que la espectroscopia
de '"H-RMN combinada con la quimiometria puede ser una
herramienta valiosa para el control de calidad de los zumos
de uva.

Sin embargo, existe la necesidad de continuacion
principalmente en lo que se refiere al uso de nuevos
métodos RMN para que sea posible su aplicacion mas alla
de la identificacion de fraudes, siendo posible aplicar los
resultados para la denominacion de origen de los zumos
producidos en el estado.
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