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Sumario

Cada vez mais comeca a notar-se, na inddstria vitivinicola, uma grande preocupacao
com a qualidade dos seus produtos, motivada pela maior sensibilizacdo e exigéncia dos
consumidores. Deste modo, a presenca de defeitos organoléticos no vinho representa uma
fonte de perda financeira nesta indastria, pelo que o seu controlo se torna indispensavel
para que se obtenha um produto de elevada qualidade. Neste sentido, torna-se interessante
desenvolver um método de andlise que seja rapido de forma a permitir a quantificacédo
simultdnea das moléculas identificadas como principais responsaveis pelos disturbios
olfativos dos vinhos. Assim, este trabalho surge com o objetivo de implementar e validar um
método para a determinagcdo de contaminantes em vinho por microextracdo em fase sélida
(SPME) e cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa tandem (GC-MS/MS) e
a sua correlacdo com a andlise sensorial. A técnica de microextracdo em fase sélida é
simples e rapida na medida em que néo requer um pré-tratamento da amostra. Por sua vez,
a andlise por GC-MS permite identificar de forma clara os compostos em estudo,
nomeadamente, 4-Etilfenol (4-EP), 4-Etilguaiacol (4-EG), 2,4,6-Tricloroanisol (TCA), 2,3,4,6-
Tetracloroanisol (TeCA) e 2,4,6-Tribromoanisol (TBA).

Foram realizados estudos de otimizacdo das condicfes de extracdo, comparando as
fiboras 100 uym PDMS e 50/30 pum DVB/CAR/PDMS. Obtiveram-se resultados mais
satisfatorios, em termos de resposta e da relagdo sinal/ruido, com a fibra 50/30 pum
DVB/CAR/PDMS e estabeleceram-se como condi¢cfes de extracdo 55°C para a temperatura
de incubacao/extracdo, uma velocidade de agitacdo de 250 rpm e 60 minutos de tempo de

extracgao.

Ao longo deste trabalho, analisaram-se 50 amostras de vinho, das quais 48 eram
amostras de Vinho Tinto do Douro e 2 de Vinho do Porto. Para validar a metodologia foram
realizados estudos de linearidade, limiares analiticos, repetibilidade, precisao intermédia e

recuperacao.

De um modo geral, obtiveram-se bons resultados ao nivel da linearidade para as gamas
de concentracdo escolhidas. Quanto aos limites de detecdo e de quantificacdo, o 4-EP é o
contaminante que apresenta uma gama de concentracfes mais alta, notando-se limiares
analiticos mais elevados, com valores proximos dos Ultimos niveis de concentracéo,
oscilando entre 65 e 583 ug/L. No caso dos Aniséis, o TBA apresenta limites de detecéo
mais baixos, entre 0,4 e 17,0 ng/L. Os limiares analiticos foram validados com recurso a
estudos de precisdo intermédia e repetibilidade, cujos resultados se encontram dentro das
especificacbes descritas no documento SANCO/10684/2009 (%RSD < 30% para 0s Anisobis

e %RSD < 20% para os Fendis Volateis).



Foram, ainda, realizados estudos de exatiddo recorrendo a ensaios de recuperacao e a
ensaios interlaboratoriais. Muitas vezes conseguem-se boas recuperacdes, no entanto
notam-se maiores dificuldades para o TBA e para o TeCA. Relativamente aos ensaios
interlaboratoriais, verificam-se maiores discrepancias para o 4-EP. J4 os restantes

contaminantes apresentam resultados, geralmente, satisfatorios (|z-score| < 2).

Palavras — Chave: Vinho, Contaminantes, SPME, GC-MS/MS, Valida¢do do método.
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Abstract

There is an increasing concern, in the wine industry, with the quality of their products,
driven by increased awareness and consumer demand. Thus, the presence of organoleptic
defects in wine represents a source of economic loss in this industry and, for this reason, its
control becomes necessary in order to obtain a high quality product. Accordingly, it is
interesting to develop a method which is fast to enable the simultaneous measurement of the
molecules identified as responsible for the main olfactory disorders of the wine. This work
appears in order to implement and validate a method for the determination of contaminants
in wine by SPME/GC-MS/MS and its correlation with sensory analysis. The SPME technique
is simple and fast as it does not require a pre-treatment of the sample. The analysis by gas
chromatography with mass spectrometer detector (GC-MS/MS) allows to clearly identify the
desired compounds, namely, 4-Ethylphenol (4-EP), 4-Ethylguaiacol (4-EG), 2,4,6-
Trichloroanisole (TCA), 2,3,4,6-Tetrachloroanisole (TeCA) and 2,4,6-Tribromoanisole (TBA).

Studies of optimization of the extraction conditions were performed, comparing the 100
pm PDMS fiber and 50/30 um DVB/CAR/PDMS fiber. More satisfactory results were
obtained, in terms of response and signal/noise ratio, with the 50/30 ym DVB/CAR/PDMS
fiber and established as extraction conditions 55°C for the temperature of
incubation/extraction, a speed of agitation of 250 rpm and 60 minutes of extraction time.

Throughout this paper, 50 samples of wine were analyzed, of which 48 were samples of
red wine from Douro and 2 samples of Port Wine. To validate the methodology studies of
linearity, analytical thresholds, repeatability, intermediate precision and recovery were

performed.

In general, good results were obtained in terms of linearity in the selected concentration
ranges. Regarding the limits of detection and quantification, 4-EP is the contaminant which
presents higher concentration range and analytical thresholds, with values near the last
concentration levels, ranging from 65 to 583 pg/L. In the case of Anisoles, TBA presents the
lowest detection limits (0.4 - 17.0 ng/L). The thresholds were validated by intermediate
precision and repeatability studies whose results are within the specifications described in
the document SANCO/10684/2009 (%RSD < 30% for Anisoles and %RSD < 20% for Volatile
Phenols).

Studies of accuracy through interlaboratory tests and recovery studies were also
performed. Recoveries were generally good, but some difficulties were observed for TBA and
TeCA. As regards the interlaboratory tests, there were higher discrepancies for 4-EP. The

remaining contaminants present, generally, satisfactory results (|z-score| < 2).

Keywords: Wine, Contaminants, SPME, GC-MS/MS, Validation of the method.
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1. Introducéo

A producéao de vinho requer uma série de cuidados especiais por parte do vitivinicultor que até
ao momento da vindima ja empregou imenso trabalho e dinheiro, ndo podendo a partir de entéo

perder qualquer oportunidade para a obtencdo de um produto final de excelente qualidade [1].

O processo de fabrico de vinho envolve uma série de etapas. Inicialmente, antes de partir para
as operacbes tecnoldgicas envolvidas na producédo dos diversos tipos de vinho, deve considerar-
se a importancia da higienizacéo, onde a adega e todo o equipamento envolvido no processo sao
sujeitos a uma limpeza e desinfecdo. A semelhanca do que se verifica noutras indistrias
alimentares, estas operagfes merecem especial atencdo ndo s6 por uma questdo de saude
publica, mas essencialmente pelos riscos de contaminacdo e possivel deterioracdo do produto.
Para que se obtenha um produto de elevada qualidade, a limpeza é fundamental. Esta etapa
comeca antes da vindima, continua no processo produtivo e prolonga-se até ao engarrafamento.
O vinho é extremamente sensivel a contaminagdes e a sujidade, uma vez que é facilmente sujeito
a alteragbes em termos gustativos e sanitarios, sendo o turvar e as infe¢cbes bacteriologicas

transmitidas pelo vasilhame e pelo material que integra a adega [1].

Atualmente comeca a notar-se, na industria vitivinicola, uma grande preocupagdo com a
qualidade dos seus produtos, motivada pela maior sensibilizacdo dos consumidores ao nivel da

gualidade. Cada vez mais, os consumidores sdo capazes de detetar defeitos organoléticos.

1.1. A vinhaeovinho

Desde a antiguidade mais remota, o vinho tem desempenhado um papel importante em quase
todas as civilizacdes. Trata-se de um produto carregado de simbologia, religiosidade e misticismo
gue leva ao aparecimento de lendas e surge como inspiracdo de mitos. Na Biblia menciona-se
pela primeira vez a videira: “Noé plantou a vinha e tendo bebido do seu vinho, embriagou-se”. A
mitologia romana diz que Baco, deus do vinho, ao tornar-se adulto descobriu a forma de extrair o

suco da uva e produzir o vinho [2, 3].

A literatura permite perceber a distribuicdo dos vinhedos na Antiguidade. Por exemplo, na Asia
prosperavam sobre as margens do Golfo Pérsico, na Babilonia, na Assiria, no litoral dos mares

Caspio, Negro e Egeu, na Siria e na Fenicia [4].

Chegada a Europa, inicialmente, a viticultura instalou-se na Grécia. Os vinhos ai produzidos
eram transportados em navios para Roma, chegando a atingir precos exorbitantes. Seguindo os
passos dos exércitos romanos, a viticultura prosseguiu para a Galia (Franga), atravessou o Rodao
até Lyon e alcancou a Borgonha, passando pela Helvécia (parte ocidental da Suica). No século lll,
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0 vinhedo ja ocupava, na Europa, as mesmas regides dos tempos atuais. A queda do Império
Romano ndo teve grande influéncia na progresséo da viticultura e a Igreja comegou a dedicar-se a
esta arte, ndo s6 para assegurar a producdo necessaria para abastecer a populagdo, mas
também para presentear os monarcas entre outras figuras importantes que passassem pelas
cidades. Nao foi necessario muito tempo para que a realeza e os senhores feudais seguissem o

exemplo da Igreja [4].

Mais tarde, j& na época do Renascimento, com a colonizagdo e com a expansao do

cristianismo, a viticultura chegou & América do Sul, México, Califérnia e Africa do Sul.

Atualmente, os métodos de vinificacdo alcancaram um grau quase cientifico e o vinho continua

a ser a mais nobre das bebidas [4].

Segue-se uma breve descri¢do da histéria da vinha e do vinho em Portugal.

1.1.1. Avinhae o vinho em Portugal

Pensa-se que a vinha tera sido cultivada na Peninsula Ibérica, pela primeira vez, nos vales do
Tejo e do Sado, cerca de 2000 a.C.. Os Tartessos, conhecidos como os habitantes mais antigos
da Peninsula, tinham uma civilizacdo bastante avancada que estabelecia negociagdes comerciais
com outros povos, permutando uma série de produtos, entre 0s quais se destaca o vinho, que

serviria como moeda de troca no comércio dos metais [3].

Mais tarde, no século X a.C., os Fenicios apoderaram-se dos negocios dos Tartessos e

pensa-se que tenham trazido algumas das castas que introduziram na Lusitania [3].

No século VII a.C., os Gregos instalaram-se na Peninsula Ibérica e desenvolveram a

viticultura, atribuindo especial atencao a arte de fazer vinho [3].

Cré-se que no século VI a.C., os Celtas, ja conhecedores da videira, tenham trazido para a
Peninsula Ibérica as variedades que cultivavam. Posteriormente, estes Celtas fundiram-se com os
Iberos num s6 povo — Celtiberos —, ascendentes dos Lusitanos que se viriam a afirmar no século
IV a.C. [3].

Com a expansdo guerreira de Roma, que subjugou os Lusitanos e a romanizagcdo da
Peninsula, a cultura da vinha foi modernizada através da introducdo de novas variedades e do
aperfeicoamento de técnicas de cultivo, entre as quais se destaca a poda. Notou-se, neste
periodo, um desenvolvimento consideravel da cultura da vinha, devido a necessidade de enviar

vinho para Roma, cuja producdo nao satisfazia a procura [3].

Mais tarde, e com as invasdes barbaras, assiste-se a decadéncia do Império Romano. A

Lusitania, tomada aos romanos pelos Suevos e Visigodos, favorece a fusdo de racas e culturas e
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o paganismo da lugar ao Cristianismo, em grande expans&o. E entdo, entre os séculos VI e VII,

que o vinho se torna indispenséavel no ato da comunh&o [3].

Ao assimilar a civilizagdo e a religido dos romanos, os béarbaros adotam o vinho,
considerando-o como a bebida digna dos povos “civilizados”, sem, no entanto, introduzirem

guaisquer inovac¢fes no cultivo da videira [3].

No inicio do século VIl inicia-se uma nova vaga de invasdes: os arabes. O Corao proibia o
consumo de bebidas fermentadas, no entanto, dado que para os Arabes, a agricultura era de
extrema importancia, o emir de Cérdoba, que governava a Lusitania, mostrou-se tolerante para
com o0s cristdos, ndo proibindo a cultura da vinha, bem como a producdo do vinho.
Posteriormente, com o dominio dos Almoravidas e Almodadas, entre os séculos Xl e Xll, os
preceitos do Cordo foram levados com maior rigor, assistindo-se a uma regressao na cultura da
vinha [3].

As lutas da Reconquista Cristd ocorrem por todo o territorio e as constantes acdes de guerra

iam destruindo as culturas, incluindo a vinha [3].

Em 1143, assiste-se a fundagdo de Portugal por D. Afonso Henriques e em 1249 da-se a
conquista da totalidade do territorio portugués aos Mouros, 0 que permitiu que se instalassem
ordens religiosas, militares e monasticas. Foram povoadas extensas regifes que se tornaram
centros ativos de colonizagdo agricola, alargando as éareas de cultivo da vinha. Na segunda
metade do século X1V, a producéo de vinho comegou a apresentar um grande desenvolvimento,

renovando-se e incrementando-se a sua exportagéo [2].

No periodo da expansao portuguesa, nos séculos XV e XVI, as naus que partiram rumo a
india transportavam, entre outros produtos, vinho. Apds os Descobrimentos, os vinhos constituiam
lastro nas naus e caravelas que comercializavam os produtos trazidos do Brasil e do Oriente. A
expansao maritima portuguesa levava o vinho para todo o mundo e em meados do século XVI,

Lisboa era o maior centro de consumo e distribui¢cdo deste produto do império [2].

Em 1703, Portugal e Inglaterra assinaram o Tratado de Methuen, facilitando a exportagéo de

vinhos portugueses para Inglaterra [3].

E no século XVIII, sob a influéncia do Marqués de Pombal, que a vinha conquista o0 seu
grande estatuto. Em 1756, é criada a Companhia Geral de Agricultura das Vinhas do Alto Douro,

demarcada e regulamentada a primeira regido vinicola do mundo: a regido do Douro [2, 3].

Em 1865 surgiu no Douro a praga da filoxera, um inseto da familia dos Afidideos, oriundo da
América do Norte, que ataca as folhas e raizes da videira, e que rapidamente se espalhou por
todo o pais, devastando grande parte das regides vinicolas. J4 em 1900, Portugal participou na

Exposicado Universal de Paris, para a qual se editou especificamente a obra “Le Portugal vinicole”



de B.C. Cincinnato da Costa. Por sua vez, entre 1907 e 1908 demarcaram-se regifes de producao

de vinhos importantes: Madeira, Moscatel de Setubal, Carcavelos, Dao, Colares e Vinho Verde [2].

Com o Estado Novo (1926 — 1974), foi iniciada a “Organizacado Corporativa e de Coordenagao
Econémica” e, mais tarde, em 1933, a Federagao dos Vinicultores do Centro e Sul de Portugal,
seguida da Junta Nacional do Vinho que viria a ser substituida, em 1986, pelo Instituto da Vinha e
do Vinho, no ambito da adesdo de Portugal a Comunidade Europeia. Aqui, surge uma nova
perspetiva na economia portuguesa e, consequentemente, na viticultura. O conceito de
Denominacao de Origem foi conciliado com a legislacdo comunitaria e, de modo a reforgar a
politica de qualidade dos vinhos portugueses, foi criada a classificacdo de “Vinho Regional” para
os vinhos de mesa com indicacao geografica. No intuito de garantir a preservacéo da qualidade e
do prestigio dos vinhos portugueses, foram constituidas as Comissfes Vitivinicolas Regionais.
Atualmente encontram-se reconhecidas e protegidas 33 Denominacdes de Origem e 8 Indicagbes
Geogréficas, no territorio portugués [2].

1.1.2 Regido Demarcada do Douro

A Regidao Demarcada do Douro foi a primeira regido viticola a ser demarcada e reconhecida a
nivel mundial. Criada no reinado de D. José |, pelo seu Primeiro-Ministro, Sebastido José de
Carvalho e Melo, mais tarde Marqués de Pombal, esta regido é também conhecida como “Pais
Vinhateiro” e estende-se ao longo do vale do Rio Douro e dos seus afluentes, desde Barqueiros
até Barca d’Alva, abrangendo concelhos dos distritos de Vila Real, Viseu, Braganca e Guarda,
numa area de cerca de 250 000 hectares. Situada a nordeste do pais, encontra-se dividida, devido
a fatores climatéricos e socioecondmicos, em trés sub-regides: Baixo-Corgo, Cima-Corgo e Douro
Superior, tal como representado na Figura 1.1. Atualmente, a vinha da regido ocupa uma area
efetiva de cerca de 18% da éarea total, sendo trabalhada por aproximadamente 33 000 viticultores
[5, 6].
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Figura 1.1 — Mapa representativo da Regido Demarcada do Douro (RDD) [6].
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Na Regido Demarcada do Douro produzem-se essencialmente dois tipos de vinho: os vinhos
do Porto e os vinhos de consumo. Da producao total de uvas, 50% € destinada a producao de
Vinho do Porto, enquanto o restante volume se destina a producao de vinhos de grande qualidade

que utilizam a denominagéo de origem controlada “Douro” ou “Vinho do Douro” [2, 6].

Os Vinhos do Porto distinguem-se dos vinhos comuns pelas suas caracteristicas particulares,
como a diversidade, intensidade de aromas, um elevado teor alcodlico — entre os 19 e 22% em
volume —, uma vasta gama de doguras e grande diversidade de cores. S&o vinhos licorosos e o
seu processo de vinificacdo difere do processo seguido pelos vinhos tranquilos, como os vinhos
do Douro, na medida em que dispbem de um tempo de fermentacdo e maceragao
consideravelmente mais curto (2 a 3 dias) com a adicao de aguardente vinica. Por sua vez, 0s

vinhos do Douro caracterizam-se por uma fermentagdo completa, originando vinhos secos [2, 6].

1.2. Instituto dos Vinhos do Douro e do Porto

O Estado tem desempenhado um papel fundamental na Regido Demarcada do Douro (RDD),
angariando um importante capital de credibilidade para o setor do vinho do Porto, fruto da
disciplina e controlo exercidos ao longo dos seus 250 anos de histéria, dando garantias de
genuinidade essenciais para o prestigio deste vinho. Desde 1933, este papel tem sido
desempenhado pelo Instituto do Vinho do Porto (IVP) que adquiriu uma credibilidade que é
importante preservar. Em 1995, foi adotado, com a reforma institucional, um modelo de gestéo
interprofissional que continuou a reservar ao Estado, através do IVP, a fiscalizacdo da atividade e
a certificacdo do Vinho do Porto. A reforma efetuada em 2003 simplificou o0 modelo de gestédo do
setor, concentrando a superviséo da viticultura duriense num anico organismo, mediante a fuséo
da Comisséo Interprofissional da Regido Demarcada do Douro (CIRDD) com o IVP, e redefinindo
as funcdes da Casa do Douro (CD), tendo-se criado o Instituto dos Vinhos do Douro e do Porto,
I.P. (IVDP, I.P.) [6].

Assim, o Instituto dos Vinhos do Douro e do Porto € um instituto publico, com administragéo
indireta por parte do Estado, sendo dotado de autonomia administrativa e financeira e patriménio
proprio. E um organismo central com jurisdi¢do sobre todo o territério nacional com sede em Peso
da Régua, dispondo também de um servi¢co desconcentrado, com a designacao de delegagéo, no

Porto.

O IVDP, I.P. tem por missdo promover o controlo da qualidade e quantidade dos vinhos do
Porto, regulamentando o processo produtivo, a protecdo e defesa das denominagdes de origem

“Douro” e “Porto” e indicagao geografica “Duriense”. Deste modo, sao atribuigdes do IVDP,I.P.:

a) Propor a orientacdo estratégica e executar a politica vitivinicola para a Regido Demarcada

do Douro (RDD), designadamente assegurando o conhecimento de toda a fileira e da estrutura de
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producdo e comércio, incluindo a exportacdo, e as acdes que Ihe venham a ser delegadas pelo
Instituto da Vinha e do Vinho, I. P. (IVV, I. P.);

b) Promover a convergéncia dos interesses da producdo e do comércio na defesa do interesse
geral da RDD, disciplinando, controlando e fiscalizando a producdo e a comercializacdo dos
vinhos produzidos na RDD, assegurando o ficheiro das parcelas de vinha desta regido,
controlando o recenseamento dos viticultores, efetuando as verificacbes adequadas para este

efeito e determinando as corre¢des necessarias;

c) Controlar, promover e defender as denominacdes de origem e indicacdo geografica da
RDD, bem como os restantes vinhos e produtos vinicos produzidos, elaborados ou que transitem

na RDD, sem prejuizo das atribui¢cdes do IVV, I. P.;

d) Instruir os processos de contraordenacdo e aplicar as infracdes detetadas, pelos seus

servigos ou por outras entidades, as sangdes relativamente as quais disponha de competéncia;

e) Estimular a adocdo das melhores praticas no dominio da vitivinicultura e do
desenvolvimento tecnolégico [6, 7].

O IVDP, I.P. dispbe de quatro 6rgdos, sendo dirigido por um presidente, coadjuvado por um
vice-presidente, nomeado apds consulta as profissdes. O conselho interprofissional que é
responsavel pela gestdo das denominagcbes de origem e indicacbes geograficas da Regido
Demarcada do Douro. O conselho consultivo que é composto por individualidades de mérito
reconhecido nos dominios relevantes para a RDD e para os seus vinhos. Estas individualidades
sdo nomeadas por despacho do Ministro da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas,
sob proposta do presidente, depois de consultados o vice-presidente e o conselho

interprofissional. O Gltimo érgéo é o fiscal anico [6].

1.3. Contaminantes

Na industria alimentar, as caracteristicas gustativas sdo muito importantes e devem ser
consideradas na andlise da qualidade do produto. Em particular na producdo de vinhos, a sua
qualidade é fortemente dependente do sabor. Segundo Pizarro et al., muitos estudos consideram
gue a perda de componentes responsaveis pelo sabor original do vinho, assim como a ocorréncia

de maus gostos degradam a qualidade do produto [8].

Existem varios fatores que podem afetar as caracteristicas dos vinhos, podendo surgir em
diversos momentos e estar relacionados com uma série de fatores como os vedantes utilizados, o

local e até a forma como é feito seu o armazenamento.



A qualidade organolética dos vinhos pode ser alterada, como ja foi referido, devido a presenca
de moléculas arométicas especificas, que devem respeitar um determinado valor minimo de modo
gue a sua presenca nao seja percetivel através de estimulos sensoriais. A Tabela 1.1 agrupa os

defeitos encontrados frequentemente nos vinhos devido a presenca desses compostos com
teores acima de determinados valores.

Tabela 1.1 — Principais defeitos sensoriais do vinho (Adaptado de [9] e [10]).

Defeitos Indicadores quimicos Limite de percegdo nos vinhos
Cloroanisois )
Mofo ) ] A partir de 2 ng/L
2,4,6 — Tribromoanisol
Geosmina A partir de 30 ng/L
Terroso 2-metilisoborneol 3 ng/L (agua)
3-isopropil-2-metoxipirazina 2 ng/L
Animal, fumado Fendis Volateis 430 pg/L

De seguida apresenta-se uma breve explicacdo acerca de cada um dos defeitos

apresentados na Tabela 1.1.

» Sensacdo do tipo “mofo”

Como se pode verificar pela analise da Tabela 1.1, a sensacao do tipo “mofo” é muito
associada a presenca de cloroaniséis ou do 2,4,6-tribromoanisol nos vinhos. Os aniséis tri-
halogenados podem apresentar concentragcdes extremamente baixas, de acordo com o tipo de
vinho. A sua percecao por parte dos consumidores depende de fatores como o teor de alcool, as

caracteristicas do vinho e a sensibilidade do préprio consumidor [11].

> Sensacdo do tipo “terroso”

Atualmente, a sensagao do tipo “terroso” esta associada, sobretudo, a presenca de geosmina.
No entanto, compostos como o 2-metilisoborneol e a 3-isopropil-2-metoxipirazina também
induzem este tipo de sensacgdo. A 3-isopropil-2-metoxipirazina é encontrada em vinhos tintos, em
concentracdes de 2 ng/L; ao passo que o 2-metilisoborneol é instavel em meio acido e embora

surja em vinhos, a sua presencga é mais frequente em 4guas contaminadas.



> Sensacdo do tipo “animal”’ ou “fumado”

A sensacdo do tipo “animal’ ou “fumado” caracteriza-se pela presenca de fendis volateis,
como o0 4-etilfenol (4-EP) e o 4-etilguaiacol (4-EG) que sdo suscetiveis de ser detetados se

estiverem presentes em concentracdes superiores a 430 ug/L e 33 ug/L, respetivamente.

Os haloaniséis e halofendis séo conhecidos por causarem um sabor desagradavel numa série
de produtos, entre os quais, 0 vinho. A sua presenca representa um problema, dado que séo
detetados, sensorialmente, muito facilmente, com concentracdes ndo muito elevadas. Estima-se
gue tenham uma ocorréncia de 2,5 a 5%, em vinhos, 0 que da ao problema uma expressao

econdmica relevante [12, 13].

1.3.1. Contaminacao por haloanisois

Ja se referiu a importancia da higienizacdo da adega, bem como de todo o equipamento
envolvido, no intuito de evitar possiveis contaminac¢des do vinho. No entanto, um dos fatores de
risco na contaminacdo do vinho corresponde precisamente a esta etapa de higienizagdo, na
medida em que, muitas vezes, sdo utilizadas solu¢cbes a base de compostos clorados. Os
haloanisois podem ser transferidos para o vinho pelas condi¢cdes da adega ou através do contacto
com materiais contaminados, entre 0s quais se podem destacar a prote¢cdo dos reservatérios,
mangueiras, barris, fragmentos de madeira de carvalho, filtros, vedantes e aditivos como a
bentonite [14]. O armazenamento de garrafas de vinho em paletes de madeira tratada com
produtos a base de clorofendis, que visam dificultar a combustdo da madeira em caso de incéndio,
além de funcionarem como fungicidas, pode também contribuir para a contaminacédo das rolhas de
cortica. Por outro lado, as paletes podem funcionar como meio de crescimento para fungos que

podem vir a contaminar os vinhos [11].

Para que se formem os compostos clorofendlicos é necesséria a existéncia de cloro e fendis.
Os fendis sao resultantes da degradacdo da lenhina, pela acdo de enzimas, dos barris ou da
cortica. Estes, ao reagirem com o cloro, originam os compostos clorofendlicos que podem ser

metilados por diversos microrganismos, levando ao aparecimento de cloroanisois [11,12,15].

Os haloanis6is mais encontrados no vinho transmitem um aroma a mofo ou bolor. Na Figura
1.2 mostram-se as estruturas quimicas do anisol, dos halofendis (clorofendéis e bromofendis) e dos

correspondentes haloanisois, envolvidos na contaminagdo do vinho.
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Figura 1.2 - Estrutura quimica dos halofendis (clorofendis e bromofendis), dos haloanis6is e do anisol
envolvidos na contaminagao do vinho [16].

» 2.4,6-Tricloroanisol (TCA): identificado pela primeira vez, em 1981, por Tanner e Buser, é a

molécula responsavel por grande parte dos defeitos qualificados como “gosto a rolha” e que
origina um odor a mofo. Os métodos tradicionais usados no processo de producao de rolhas e as
condigbes favoraveis ao desenvolvimento de microrganismos levam ao aparecimento deste
contaminante nas rolhas e consequente contaminacdo do vinho. Os vinhos contaminados com

TCA apresentam um gosto a cartdo humido, o chamado “sabor a mofo” [14, 17].

O TCA é facilmente encontrado na natureza, podendo estar presente na agua, na terra, em
legumes e frutas, em madeiras e na cortica. Uma das formas de aparecimento de aniséis ndo
toxicos é a metilacdo de precursores de clorofendis toxicos, num processo de desintoxicagcdo do
meio levado a cabo por diversos microrganismos. Porém, nem todos 0s microrganismos s&o
capazes de metilar o triclorofenol (TCP). Segundo Alvarez-Rodriguez et al., citado por Patricia

Simobes e Tiago Macena, as estirpes de microrganismos com maior capacidade de formacg&o do



TCA, tendo como precursor o TCP, sdo as de Trichoderma e Fusarium [11]. Na Figura 1.3

encontra-se representado o esquema do processo de formacédo do TCA.

OH

Fenol

OH

Cl Cl
Cloracao

Cl
2,4,6-Triclorofenol

Metilagao
Microbiana
_~CHs;
Cl Cl
Cl

2,4,6-Tricloroanisol

Figura 1.3 — Esquema do processo de formacéo do 2,4,6-tricloroanisol [11].

» 2,4.6-Tribromoanisol (TBA): produzido pela O-metilacdo microbiolégica do seu precursor

direto 2,4,6-tribromofenol (TBP), provém essencialmente do ambiente das caves, uma vez que
surge como componente dos retardadores de chama utilizados para proteger as madeiras das
adegas contra incéndios. Dado que as adegas séo locais humidos, os fungos tendem a
desenvolver-se, produzindo este composto com aroma e limite de detecdo muito proximos aos do
TCA[14,18].

O TBA pode, ainda, ser produzido quimicamente em niveis residuais em 4gua tratada com
cloro, e na presencga de ibes bromo e fendis organicos [13]. A Figura 1.4 representa o esquema do

processo de biossintese deste composto.

10



O/ CHs

OH
Produtos anti- Br Br Br Br
combust&o -~ R
para v v
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Figura 1.4 — Esquema do processo de biossintese do 2,4,6-tribromoanisol [11].

» 2,3,4,6-Tetracloroanisol (TeCA): é um cloroanisol constituido por um anel benzénico em

gue os hidrogénios dos carbonos 2,3,4 e 6 foram substituidos por cloro. A contaminacgéo por TeCA
deve-se, geralmente, a presenca de pentaclorofenol (PCP), frequentemente utilizado como
fungicida, cuja composi¢cdo pode apresentar tetraclorofendis como impurezas. Por norma, a sua
presenca é indicadora de contaminacdo ambiental [15]. A Figura 1.5 representa o processo de

biossintese do TeCA.

» Pentacloroanisol (PCA): é um composto aromatico clorado que pode resultar da

degradacdo do pentaclorofenol, tal como se pode verificar pela analise da Figura 1.5. Tem um
odor muito menos intenso que os restantes anisoéis. Tal como o TeCA, a presenca deste composto

indica, geralmente, contaminagdo ambiental [11, 15].

OH o~
Cl Cl Cl Cl
cl cl cl o
Cl Cl

Pentaclorofenol (PCP) Pentacloroanisol (PCA)

OH

-
O
Cl Cl QoH
cl Cl Cl Cl
cl cl | > >
MPUrezas: i i :
Cl Degradacio cl ICE':IJE_I&iI;I;gI;S “
cl Cl

Pentaclorofenol (PCP)

- 2,34 6-Tetraclorofenol 2,54,6-Tetracloroanisol
pal (2,3,4,6-TeCP) (2,34,6-TeCA)
s - \H‘ C*
. OH o~
kY
Cl ClI Cl Cl
—————————— -
Cl Cl
Cl Cl
2,3.4,6-Tetraclorofenol 2,34 6-Tetracloroanisol
(2,3,4,6-TeCP) (2,34,6-TeCA)

Figura 1.5 — Esquema do processo de biossintese do 2,3,4,6-tetracloroanisol [11].
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1.3.2. Contaminacdao por fendis volateis

O desenvolvimento de leveduras, das quais se destacam 0s géneros Brettanomyces e
Dekkera, leva ao aparecimento de fenois volateis. Estas leveduras sdo capazes de se desenvolver
nos vinhos em quantidades muito baixas de agucar residual e tém a capacidade de transformar os
acidos fendlicos em fenois volateis. Estas leveduras conseguem descarboxilar os acidos trans-p-
cumaricos e obter vinilfendis, que posteriormente daréo origem a etilfendis a partir de reacfes de
reducdo. A presenca de fendis volateis como o 4-vinilfenol, o 4-vinilguaiacol, o 4-etilfenol e o 4-
etilguaiacol originam defeitos nos vinhos, como se descreve posteriormente. A Figura 1.6

apresenta a estrutura quimica destes compostos [14, 19].

OH OH
O\
= =
4-Vinilfenol 4-Vinilguaiacol
(4-VP) (4-VG)
OH OH
O\
4-Etilfenol 4-Etilguaiacol
(4-EP) (4-EG)

Figura 1.6 — Estrutura quimica do 4-Vinilfenol, do 4-Vinilguaiacol, do 4-Etilfenol e do 4-Etilguaiacol [20, 21].

» 4-Vinilfenol (4-VP): a presenca de 4-VP encontra-se, muitas vezes, associada a descritores

como um odor farmacéutico ou guache.

» 4-Vinilguaiacol (4-VG): este composto apresenta descritores como odor a estrebaria e suor

de cavalo.

» 4-Etilfenol (4-EP): o aroma associado a presenca de 4-EP é descrito como de couro,

cavalarica e suor de cavalo.

» 4-Etilquaiacol (4-EG): a presenca deste composto, em teores mais elevados, apresenta

descritores como temperos, baunilha, cravo, fumo e madeira queimada [14,19].

Ainda no ambito dos Fendis Volateis é importante destacar compostos como o Guaiacol ou o

Eugenol responséaveis por defeitos olfativos relacionados com o envelhecimento dos vinhos em
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barris de carvalho. Quer o Guaiacol, quer o Eugenol sdo produzidos pela decomposi¢cdo da
lenhina da madeira, no entanto, o Guaiacol confere ao vinho odores a fumo, fendlicos ou
medicinais e foi identificado como um metabolito da estirpe de Streptomyces sp. presente em
rolhas com defeito [22]. Por sua vez, o Eugenol é associado a aromas como especiarias, cravo e
fumo [23,24].

1.4. Analise de contaminantes

1.4.1. Técnicas de extracao

Existe uma vasta variedade de contaminantes com as mais diversas origens. Como resultado
de tal variedade de analitos, existe uma série de métodos de extracdo a que se pode recorrer. No
geral, a escolha das técnicas de preparacdo da amostra esta relacionada com o contaminante de
interesse, a matriz e o instrumento de analise a utilizar. Na Figura 1.7 encontra-se representado
um esquema que mostra as diferentes possibilidades pelas quais se pode optar, de acordo com o
tipo de amostra. Assim, pela andlise da Figura 1.7 podem identificar-se uma série de técnicas de

extracdo, entre as quais se destacam a extragdo com solvente ou a extragao por sor¢ao [25].

Analise

[ Amostras Sdélidas

Direta?

Amostras Liquidas ]

wzrag‘io

Extrac;éo por salvente ]\ Extracio ‘r- enriquecimento
Ex

racio
[ {Soxhlet, PLE, MAE, USE) Extragdo sortiva

SDE/SAFE
Eftracio
Extracdo } enriquecimentn \ ™~ (SPME, SBSE)
r

~
Extracdo por
MSPD Extracao membranas
Liquido-liquido

Headspace dinamico Extracio
HS5-5PME, HSSE

Extracdo + enriquecimenio

Enriguecimento

Concentracao

Lirpeza +|enriguecimento
r

SPE ] l Headspace I

A v

GC e GC-MS GC, GC-MS ou LC e LC-MS

Figura 1.7 — Esquema representativo das opg¢des de preparacdo de amostras soélidas e liquidas [25].

Neste trabalho sera abordada a microextracdo em fase sélida, descrita de seguida de forma

mais pormenorizada.
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1.4.1.1. Microextrac¢cdo em fase solida (SPME)

A microextraccdo em fase solida, SPME, foi desenvolvida por Pawliszyn e pelos seus
colaboradores em 1990 [26]. E uma técnica de extracdo, concentracdo e introducédo da amostra,
simultanea, aplicavel a compostos volateis e semi-volateis, que ndo requer a utilizacdo de
solventes e que ocorre a uma escala dimensional reduzida. A SPME surgiu como alternativa aos
métodos tradicionais de extracdo em headspace dindmico, também denominado espaco de
cabeca dindmico, extracdo liquido-liquido e outras técnicas de extracdo [26 - 28]. Envolve a
exposi¢cdo de uma fase estacionaria a amostra e a particdo dos analitos entre fases, que serao,

posteriormente, desorvidos no injetor de um instrumento analitico, como um cromatografo [29].

¢ Fundamentos teoricos

Existem diferentes modelos de fundamentacao tedrica da extracdo de analitos por SPME de
acordo com o processo de “sor¢cao” envolvido. Assim, para uma extracdo por absorgdo, que se
caracteriza por uma fase estacionaria liquida, o principio base € a particdo do analito entre fases.
No caso de revestimentos soélidos, o que corresponde ao processo de adsor¢édo, o modelo baseia-

se na isotérmica de adsor¢éo de Langmuir [29].

Tal como é possivel verificar na Figura 1.8, a técnica de SPME pode funcionar segundo um
sistema de duas fases, que corresponde ao sistema de imersdo direta, ou de acordo com um
sistema de trés fases ou headspace constituido pela amostra, o proprio espaco de cabeca e a
fase estacionaria. A fase estacionaria é colocada em contacto com a amostra sob condi¢des
especificas durante um determinado periodo de tempo. Se este tempo for suficiente ocorre o
equilibrio entre as diversas fases. Dito isto, é possivel relacionar a quantidade de analito sorvida

na fase estacionaria com a concentracéo de equilibrio dos analitos nas fases do sistema.

e
~l—~
| 23
e 1
2N |
A B

Figura 1.8 — Sistemas de extracdo por SPME: A - Sistema de Imersdo Direta (DI-SPME); B — Sistema
Headspace (HS-SPME) (Adaptado de [26]).

Considerando um sistema de trés fases, no equilibrio, a quantidade de analito presente
inicialmente na amostra serd igual a quantidade de analito em equilibrio nas trés fases, como se
pode verificar na Equacéo 1 [26, 27, 29].
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COV2 = C(l’on + C;OVZ + C;OV:; Equa(;éo 1

Com C, igual a concentragéo inicial do analito na amostra; C;°, C;° e C3° correspondentes a
concentracao de equilibrio do analito em cada uma das fases: estacionaria, amostra e espaco de
cabeca, respectivamente; V;, V, e V5 iguais ao volume de cada uma das fases (estacionaria, da

amostra e espaco de cabeca).

Recorrendo ao conceito de coeficiente de particdo entre a fase estacionaria e o espacgo de
cabeca, representado na Equacéo 2; e entre espaco de cabeca e a solucdo aquosa, segundo a
Equacdo 3, a quantidade de analito acumulada pela fase estacionéaria, a qual se d4 o nome de

capacidade do revestimento, pode ser dada pela expresséo descrita na Equacéo 4.

COO
K, = Cf}o Equagéo 2
3
COO
K, = C—io Equacéo 3
2
K1K,V4V
1oz 12 Equacéo 4

n=——w—w—w——
K1KoV1+KpV3+Vy 0

Assim, dependendo dos coeficientes de particdo entre as fases e dos volumes de cada fase,
possivel tracar uma relacdo de proporcionalidade entre a concentragdo inicial do analito na

amostra e a quantidade de equilibrio do analito acumulada na fase estacionaria [26, 29].

A técnica de HS-SPME baseia-se no processo de sorgdo. Assim, a amostra, quer soélida, quer
liquida, é colocada num frasco selado com um septo. Posteriormente, a amostra segue para uma
etapa de termostatizac@o para que 0s compostos volateis se libertem e passem para o espaco de
cabeca, de modo a estabelecer um equilibrio entre a fase gasosa e a amostra. No entanto, uma
vez que nem sempre se trabalha nas condi¢cdes de equilibrio, é necessario ter atencdo as

condi¢cBes experimentais de modo a que se mantenham nos varios ensaios [26].

o Dispositivos e modos de extracao

O dispositivo de SPME mais utilizado pode ser descrito como uma seringa com agulha, septo
e émbolos exteriores, semelhante ao representado na Figura 1.9. A agulha encerra um suporte de
silica fundida revestido com a fase estacionéaria polimérica. Este suporte pode ser introduzido na
matriz liquida da amostra — imerséo direta (DI) — ou na fase gasosa acima da amostra — espago

de cabeca ou headspace (HS) — no caso de matrizes liquidas ou soélidas [27, 29].
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100 pm

Figura 1.9 — Dispositivo da fibra SPME. (A) representa a posi¢cdo com a fibra retraida; (B) corresponde a
posicdo com a fibra exposta. No detalhe encontram-se representadas as dimensdes tipicas da sec¢cdo com
recobrimento de 100 um de espessura [27].

A sele¢do do modo de extracdo, DI-SPME ou HS-SPME, deve ser feita de acordo com a
volatilidade do analito e a solubilidade ou afinidade dos compostos para a fase estacionaria.

A extracdo em headspace apresenta vantagens relativamente a protecdo da fase estacionaria
de efeitos adversos causados por compostos ndo volateis existentes na amostra, de elevado peso
molecular. Confere maior durabilidade na utilizacdo, bem como a possibilidade de se proceder ao
ajuste das condicdes de extracdo da amostra sem danificar a fase estacionaria. As fases
estacionérias encontram-se disponiveis comercialmente em suporte de silica fundida com
comprimento de 1 a 2 cm. A sua selecdo devera ser efetuada de forma a haver uma forte
afinidade com os analitos. A Tabela 1.2 apresenta as fibras disponiveis comercialmente e algumas

sugestdes de aplicacdes genéricas.
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Tabela 1.2 — Fibras de SPME disponiveis comercialmente [26].

Fase Estacionaria Espessura (um) Temperatura (°C) Uso recomendado
100 200-270 COVs
PDMS 30 200-270 COVs apolares
7 220-320 COVs semi polares
65 200-270 Volateis polares
PDMS/DVB
60 200-270 HPLC
CAR/PDMS 75 240-300 COVs vestigiais
Cw/DVB 65 200-260 Compostos polares
StableFlex
50/30 230-270 -
DVB/CAR/PDMS
CWI/TPR 50 - Compostos polares
PA 85 220-310 COVs polares

CAR - Carboxeno; COVs — Compostos Organicos Volateis; CW — Carbowax; DVB — Divinilbenzeno; PA — Poliacrilato; PDMS -

Polidimetilsiloxano; TPR —Template Resin.

e Fases estacionarias

Para se desenvolverem metodologias de SPME é importante conhecer as caracteristicas
fisico-quimicas dos analitos, como a polaridade, os grupos funcionais, a pressao de vapor, a
estrutura e a massa molecular, e os efeitos de matriz. Deste modo, quando se seleciona
corretamente o tipo de fase estacionaria e o0 modo de extragdo, a sensibilidade melhora
visivelmente. Quando se estudam analitos volateis e semi-volateis ndo polares devera optar-se
por analise em headspace, uma vez que para além de a difusdo ocorrer mais rapidamente, os

dispositivos de extracdo apresentam maior durabilidade e reduzem-se as interferéncias de matriz.

Como ja foi referido anteriormente, no intuito de assegurar o0s niveis adequados de
reprodutibilidade, é importante manter fixos os parametros experimentais que tém influéncia sobre

a extracdo do analito.

o Influéncia das condi¢cGes experimentais

Na etapa de sor¢do, o equilibrio de particdo dos compostos volateis entre o espago de cabeca
e a fibra de SPME é influenciado por diversas condi¢cdes experimentais como o0 volume, a

temperatura de extracéo, a agitagéo, a composicado da amostra e o tempo de extracdo.

A eficiéncia da dessorgéo térmica do analito no injetor do GC depende de fatores, que devem
ser controlados, como a volatilidade do analito, espessura do revestimento da fibra, temperatura
do injetor e o tempo de exposicdo. De um modo geral, a temperatura 6tima de dessor¢cdo €
aproximadamente igual a temperatura de ebulicdo do componente menos volatil. Para prevenir o

alargamento dos picos, a temperatura inicial da coluna do GC deve ser mantida baixa, para que
17



BN

se consiga uma maior concentracdo de analitos a cabeca da coluna. O tempo de dessorcéo

estard dependente da temperatura do injetor.

A utilizacdo de sistemas automaticos de injecdo permite um maior controlo das condi¢cbes de
injecdo, como a posicao e a profundidade da fibra, e do tempo de dessorcdo, o que melhora a

reprodutibilidade da metodologia [26].

1.4.2. Métodos de analise e detecdao

Os métodos para andlise quimica sdo, em geral, seletivos e poucos sao realmente especificos.
Assim, a separacdo do analito de potenciais interferéncias torna-se uma etapa crucial nos
procedimentos analiticos. As aplica¢des da cromatografia tém vindo a crescer de forma explosiva,
ndo s6 devido ao desenvolvimento de novas técnicas cromatograficas, mas também devido a
necessidade de criar métodos capazes de caracterizar misturas cada vez mais complexas [30]. No

estudo de contaminantes do vinho é frequente recorrer & cromatografia gasosa.

O desenvolvimento da cromatografia gasosa foi possivel com o estudo e utilizagdo de diversos
tipos de detetores. Deste modo, existem diversas opg¢fes disponiveis e a sua escolha deve
atender a fatores como o tipo de analito que se pretende identificar, apresentar sensibilidade
adequada, boa estabilidade e reprodutibilidade, entre outras. A espetrometria de massa (MS) é

frequentemente utilizada no &mbito da analise dos contaminantes presentes no vinho.

E, entdo, importante efetuar as escolhas adequadas relativamente aos métodos de extracao,

andlise e detecdo de modo a que se consigam boas condi¢des de sensibilidade e seletividade.

1.4.2.1. Cromatografia gasosa (GC)

A cromatografia compreende uma série de técnicas, entre as quais a cromatografia gasosa,
gue permitem a separagdo de componentes semelhantes de misturas complexas. Em todas as
separacdes cromatogréficas, a amostra é transportada por uma fase movel, que pode ser um gas,
um liguido ou um fluido supercritico, através de uma fase estacionaria que ndo é miscivel com a
anterior. Estas fases sdo escolhidas de modo a que os componentes da amostra se distribuam
entre as fases movel e estaciondria em varios graus. A cromatografia gas-liquido baseia-se na
particdo do analito entre uma fase mével gasosa e uma fase estacionaria liquida na superficie de
um solido inerte. E habitual recorrer a hélio, azoto ou hidrogénio como gases de arraste, que

devem ser quimicamente inertes [30, 31].

Em termos de otimizacdo das condicGes cromatograficas € necessario atender a varios fatores
como o tipo de fase estacionaria da coluna, a configuragdo da coluna, o programa de

temperaturas do forno e o fluxo de gas de arraste. Cada analito terd as suas condi¢fes
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caracteristicas, no entanto, o0 que acontece muitas vezes é a analise de varios analitos em
simultaneo, pelo que ndo é possivel manter as condicdes Otimas de cada um deles. Nesta
situacdo estabelecem-se as mesmas condi¢cdes para todos os analitos, ainda que n&o sejam as

mais satisfatorias para todos eles. E o que se chama situagéo de compromisso.

1.4.2.2. Espetrometria de massa (MS)

s

A espetrometria de massa € considerada uma das técnicas analiticas mais versateis e
sensiveis, caracterizando-se pela sua elevada aplicabilidade. E capaz de fornecer informac&o
sobre a composicdo elementar de amostras, as estruturas de moléculas organicas, inorganicas e
biologicas, a composi¢do qualitativa e quantitativa de misturas complexas, a estrutura e a
composicao de superficies solidas e as razdes isotdpicas de atomos nas amostras [30]. H4 mais
de 30 anos que os espetrometros de massa tém vindo a ser utilizados como detetores de
efluentes cromatogréficos, em fase gasosa [31].

Em espetrometria de massa, o0 primeiro passo corresponde a producao, em fase gasosa, de
ibes do composto a analisar. Tomando como exemplo a ionizagao por impacto eletrénico, ter-se-

ia,
M+4+e~ > M-t+2e”

Por norma, este ido molecular sofre fragmentacdes pelo que, uma vez que se trata de um
catido radical com numero impar de eletrdes, pode fragmentar-se, originando um radical e um iao

com numero par de eletrdes ou uma molécula e um novo catido radical [32].

EE" + R
/ 130 com Radical
n.° par de
L\ eletrdes
OE™*" + N
I&o0 com n.° Molécula
impar  de

eletrdes

Estes dois tipos de ibes que podem ser originados apresentam diferentes propriedades
guimicas. Cada ido produto da fragmentacéo do ido molecular pode, por sua vez, também sofrer
fragmentacdo e assim sucessivamente. Todos estes ides serdo, posteriormente, separados por
espetrometria de massa, de acordo com a sua relacdo massa/carga, sendo detetados tendo em
conta a sua abundéancia. Deste modo, é, entdo, produzido o espetro de massa da molécula do
composto em analise dado pela abundancia relativa do ido em funcdo da sua relagéo

massa/carga [32].
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e Métodos de ionizagdo

O ponto de partida para uma analise por espetrometria de massa passa pela formacéo de i6es
gasosos do analito e quer a finalidade, quer a utilidade de um determinado método de
espetrometria de massa sado ditadas pelo processo de ionizacéo [30]. A formacdo de um grupo de
ides caracteristicos de um dado composto a partir da sua molécula original requer que a esta seja
fornecida energia que conduza a formacédo desses ifes. Atualmente, existem multiplos processos
de ionizacdo que serdo usados de acordo com as diferentes aplicacbes a que se destinam,
dividindo-se em duas categorias principais: fontes de fase gasosa e fontes de dessorcdo. Nas
fontes de fase gasosa a amostra comeca por ser vaporizada e s6 depois ionizada. Por sua vez,
nas fontes de dessorcdo, a amostra em estado sdlido ou liquido é convertida diretamente em ides
gasosos, sendo aplicaveis a amostras ndo-volateis e termicamente instaveis. A Tabela 1.3 regista

as principais fontes de ides que tém vindo a ser aplicadas em espetrometria de massa.

Tabela 1.3 — Métodos de ionizac&o para espetrometria de massa [30, 32].

Categoria Método de ionizagcao Descricéo
Impacto Eletronico (IE) Tem como agente ionizante eletrdes energéticos.
Fontes de lonizagdo Quimica (ClI) lonizagcdo com recurso a ides gasosos reativos.
Fase Gasosa lonizacdo sob influéncia de um campo elétrico

lonizacdo por campo (FI) levad
elevado.

. lonizag&o de moléculas apolares com elevada
Dessorc¢éo por campo (FD)
massa molecular.

lonizacéo por eletronebulizacdo Usualmente acoplada a cromatografia liquida de
(ESI) alta eficiéncia.
Dessorc¢ao/ionizagdo com laser Adequada para o estudo de superficies e anélise
auxiliada por matriz (MALDI) local da composi¢do de amostras.
Fontes de Permite a observacédo de i6es com massas
Dessorc¢ao por plasma (PD)
Dessor¢ao superiores a 10 000 Daltons.
Bombardeamento rapido de Técnica utilizada quando a amostra esté dissolvida
eletrdes (FAD) em matrizes liquidas ndo volateis.
Espetrometria de massa de ides Técnica de ionizagdo maioritariamente utilizada
secundarios (SIMS) para soélidos, como superficies condutoras.

L L Tem como agente ionizante elevadas
lonizacdo por termonebulizagéo
temperaturas.

Y

Neste texto dar-se-a4 particular atencao a ionizagdo por impacto eletrénico, uma vez que

corresponde a técnica utilizada no estudo que se apresenta.
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» lonizagéo por impacto eletrénico (IE)

A ionizacdo por impacto eletrénico, também denominada por ionizagdo eletronica, €
amplamente utilizada em espetrometria de massa orgéanica, apresentando bons resultados para
muitas moléculas na fase gasosa. No entanto induz a fragmentacéo extensiva, de modo que nem

sempre se conseguem observar os ides moleculares.

De acordo com o esquema representado na Figura 1.10, as substancias que eluem da coluna
entram na camara de ionizacdo. Aqui, os eletrdes provenientes de um filamento incandescente
séo focados através da camara de ionizagdo e obrigados a atravesséa-la por acdo de um elétrodo
com potencial positivo, cujo valor pode ser fixo ou varidvel, consoante o tipo de instrumento.
Geralmente, este valor de potencial é de 70 volts, transmitindo a cada eletrdo uma energia de 70
eV, no intuito de produzir espetros de massa mais reprodutiveis e caracteristicos. Nestas
condi¢cdes, em média, € produzido um ido por cada 1000 moléculas que entram na fonte. Cerca de
10 a 20 eV séo transferidos para as moléculas durante o processo de ionizagédo e, uma vez que
10 eV séo suficientes para ionizar grande parte das moléculas organicas, o excesso de energia é
gasto na fragmentacdo extensiva, que poderd ser Gtil na medida em que fornece informacgéo
estrutural para a elucidagéo da estrutura de compostos desconhecidos. Outro fator a ter em conta
para a obtencdo de espetros reprodutiveis é o valor da presséo, que ira influenciar as colisdes

entre as moléculas da substéncia e os ides radiantes [31, 32, 33].

Permanent Magnet

|
70 volts | Filament

Drift Region .. Mass Analyzer
(Analyte) Fragmentation

G Trap Plate
{0 volts)

Permanent Magnet

M

PN Py

Figura 1.10 — Diagrama esquematico do funcionamento de uma camara de ionizagdo por impacto eletronico
(IE) [33].

Para evitar espetros ndo reprodutiveis € necessario que o percurso médio do ido ou molécula
seja superior as dimensdes da camara, de modo a evitar que estas moléculas ou ifes sofram

colisbes entre si, 0 que alteraria o padréo de fragmentacéo [31].
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e Analisadores de massa

Uma vez produzidos os ides, na ionizacdo, é necessario proceder a sua separacdo de acordo
com as respetivas massas, que devem ser determinadas. As propriedades fisicas dos ides
medidas pelos analisadores de massa correspondem a razdo massa/carga em vez das suas
massas individuais. Tal como se verificou anteriormente para os métodos de ionizacao, também
foram desenvolvidos diferentes analisadores de massa, uma vez que a separacao dos ides de
acordo com a sua relagdo massal/carga se pode basear em diferentes principios. Assim, na
Tabela 1.4 destacam-se analisadores que podem ser utilizados em espetrometria de massa [32].

Tabela 1.4 — Tipos de analisadores utilizados em espetrometria de massa [32].

Analisador Simbolo Principio de separacéo
Elétrico E ou ESA Energia cinética
Magnético B Momento
Quadrupolo Q m/z
Armadilha de ibes IT m/z
Tempo de voo TOF Velocidade (tempo de voo)
Ressonéancia Ciclotrénica de I6es
_ FTICR m/z
com Transformada de Fourier
Orbitrap com Transformada de
FT-OT m/z

Fourier

Para este estudo recorreu-se ao analisador “armadilha de i6es” (lon Trap), pelo que, de

seguida se abordara de forma sucinta o seu modo de funcionamento.

Neste analisador os ides sdo gerados a partir de amostras eluidas através de impacto
eletrénico. Este instrumento é um dispositivo que utiliza um campo elétrico oscilante para
armazenar ides. Os ibes presos sdo ejetados, de forma controlada de modo a possibilitar o
varrimento com base na razao massa/carga, da area de armazenamento para um detetor de
eletrdes [30, 32].

A Figura 1.11 representa esquematicamente a concec¢do instrumental de um detetor de
armadilha de ifes. O sistema de vacuo é baseado numa bomba turbomolecular e os ibes sdo
detetados por um multiplicador de eletrbes. O sistema é muito simples na medida em que é
controlado por um computador pessoal, € capaz de varrimento espetral e de monitorizagdo por ido
selecionado. A fonte idnica e o analisador ndo se encontram separados. As moléculas que entram
na zona do analisador sdo ionizadas e os ides com valores de m/z definidos ndo conseguem
abandonar a regido, permanecendo presos num campo quadropolar formado pela aplicacdo de
uma voltagem de radiofrequéncia entre as placas terminais de um elétrodo circular. O valor da
radiofrequéncia inicial deve ser tal que permita que os ifes com razdo m/z inferior a um
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determinado valor, previamente definido, abandonem a zona. Uma rampa de radiofrequéncia
adequada faz com que os i6es armadilhados passem a instaveis segundo uma ordem crescente
de valores de m/z, que vao abandonando rapidamente a zona de ionizacdo em direcdo aos

elétrodos terminais [31].

Filamentg

Controlo
o
Filamento

Controlo
do
varrimento

muttiplicador — % ‘

L Electrdmetral S

Figura 1.11 — Representagdo esquematica de um detetor de “armadilha de i6es”[31].

\ectrodo anular

e Detetores

Depois de passarem pelo analisador, os i6es sdo detetados e transformados num sinal
mensuravel pelo detetor. Os detetores sdo capazes de gerar uma corrente elétrica, a partir dos
ides incidentes, que é proporcional a sua abundancia. Existem muitos tipos de detetores que
podem ser utilizados: copo de Faraday, multiplicador de eletrbes, entre outros [32]. Neste estudo

utilizou-se o multiplicador de eletrdes, pelo que sera este o tipo de detetor descrito.

s

O multiplicador de eletrdes € um equipamento altamente sensivel para detetar particulas
energéticas individuais. Nestes instrumentos, a particula a detetar tem de ser convertida em
eletrdes. Posteriormente, ocorre a amplificacdo causada por uma cascata de elétrodos de
aceleracao que aceleram os eletrbes a velocidades que permitam gerar novos eletrdes através do

choque com os elétrodos [34].

» MS/MS

A espetrometria de massa tandem, denominada MS/MS, é um método que envolve pelo menos
duas etapas de analise de massas. Geralmente este método requer um primeiro analisador que
visa isolar o ido precursor, que sofre fragmentacfes espontaneas ou através de alguma forma de
ativagdo, originando produtos como ifes ou fragmentos neutros. Os ides produzidos séo

posteriormente analisados [32].
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A espetrometria de massa tandem pode ser concebida de duas formas: no espaco, associando
dois instrumentos fisicamente diferentes ou no tempo, realizando uma sequéncia apropriada de
eventos num dispositivo de armazenamento de ides. Os instrumentos mais comuns de andlise de
massas no espaco utilizam dois analisadores, frequentemente do tipo quadrupolo, que permitem a
realizagdo de experiéncias em MS/MS. Por sua vez, os instrumentos de anélise temporal podem
recorrer, por exemplo, a analisadores do tipo lon Trap [32].

A espetrometria de massa tandem tem uma grande variedade de aplicacées, mostrando-se
vantajosa relativamente a outras técnicas de detecdo, na medida em que permite a analise de
compostos, entre 0s quais se destacam os compostos de baixa volatilidade, termoldbeis ou com
elevado peso molecular [32, 35].

1.4.2.3. Cromatografia gasosa associada a espetrometria de massa (GC-MS)

O acoplamento de dois ou mais instrumentos hum Unico sistema integrado designa-se, de uma
forma geral, por hifenacdo. As técnicas de cromatografia baseadas neste principio sao
genericamente conhecidas como técnicas hifenadas [31].

Acoplar um cromatégrafo gasoso a um espetrometro de massa poderia representar um
problema, na medida em que ambos apresentam exigéncias relacionadas com a dinamica de
fluidos. Um cromatdgrafo gas-liquido opera com pressdo gasosa positiva no interior da coluna
cromatograéfica, cujo efluente deve ser introduzido no espetrometro de massa, que, por sua vez,
exige condicdes de alto vacuo. Assim, a interface deve ser capaz de adequar a diferenca de

pressao que estes sistemas distintos requerem [31].

De um modo geral, os instrumentos de GC-MS sdo equipados de origem com todos os
sistemas de computacgéo e tratamento de dados. Relativamente as operagfes de arranque de um
GC-MS é necessério efetuar a calibracdo do analisador de massas para condi¢cdes de operacao
estabelecidas. Esta pode ser efetuada sob controlo do computador ou manualmente. De seguida
devem ser fixadas as condi¢des de analise. Posteriormente, 0 computador toma a seu cargo uma

série de operagdes de controlo [31].

Os instrumentos de GC-MS tém sido amplamente utilizados na identificagdo de centenas de
componentes presentes em sistemas naturais e biol6gicos, devido a sua boa sensibilidade e boa
seletividade [28]. Estes procedimentos permitiram, por exemplo, a identificacdo de poluentes da
agua, diagnosticos médicos baseados em componentes do ar expirado, estudos de metabdlitos de
medicamentos e a caracterizacdo de componentes que conferem odor e sabor aos alimentos [30],

destacando-se os contaminantes que se podem encontrar no vinho.
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1.4.3. Analise de contaminantes em vinhos — Estado da Arte

A presenca de contaminantes organoléticos no vinho representa uma fonte de perda financeira
nesta industria. Deste modo, o controlo da qualidade organolética dos vinhos é indispensavel para
gue se obtenha um produto de elevada qualidade [36, 37]. Neste sentido, tém vindo a ser

desenvolvidas diferentes metodologias para a determinacdo de contaminantes em vinhos.

Em 1999, Claire Jomini [38] elaborou um projeto no intuito de desenvolver um método que
permitisse a identificagdo rapida de clorofendis e cloroanisois nos vinhos. Sabendo que a detegéo
destes compostos clorados requer a utilizacdo de um método fidvel e sensivel sugere a SPME
como técnica de pré-tratamento da amostra, com a vantagem de ndo serem necessarios
solventes ou aparelhos complexos. Relativamente ao método de andlise escolhe a cromatografia
gasosa, que pode ser associada a varios detetores, entre 0s quais o ECD.

Jean-Michel Riboulet et al. [15] descreveram um método de doseamento dos cloroanisoéis
extraidos das rolhas pelo vinho. Os cloroaniséis sdo analisados por SPME/GC-MS, o que permitiu
obter um limite de detecdo de 0,2 ng/L para cada um dos compostos estudados: TCA, PCA e
TeCA.

Dumoulin e Barthas [10] quiseram ter uma visdo global das aplicacbes de SPME no dominio
dos vinhos tendo, para isso, recorrido a rotina do Laboratério EXACT. A utilizagdo da SPME para
a caracterizacdo dos constituintes do vinho apresenta um tempo reduzido de preparacdo das
amostras e ndo requer a utilizacdo de solventes, caracteristicas que constituem vantagens
consideraveis relativamente as técnicas classicas. Neste estudo, a andlise dos compostos foi feita
por adsorcao, recorrendo a uma fibra a base de poliacrilato (PA) que se adapta muito bem a
compostos polares. A andlise cromatogréfica foi realizada por GC-MS ou por GC-FID. Utilizou-se

este método na andlise de fendis volateis.

M.-C. Monje et al. [19] recorreram, em 2001, a HS-SPME como método de extragdo e
determinacéo do 4-Etilfenol e do 4-Etilguaiacol em vinhos tintos por GC-FID. Concluiram que a
técnica de HS-SPME apresenta mais vantagens relativamente a extracao liquido-liquido,
destacando-se a sua simplicidade, rapidez, elevada sensibilidade e utilizagdo de um pequeno

volume de amostra.

Paula Neto [29] desenvolveu, em 2005, uma metodologia de HS-SPME para identificar e
guantificar compostos volateis da cortica suscetiveis de provocar defeitos sensoriais em vinhos: 3-
metil-1-butanol, 1-octeno-3-ol, 1-octanol, guaiacol, 2-metilisoborneol, 2,4,6-tricloroanisol e
geosmina. As amostras foram analisadas em modo espaco de cabecga, recorrendo a uma fase
estacionaria do tipo absorvente: 100 um PDMS. Os resultados obtidos levam a concluir que os
compostos apresentam comportamentos distintos em HS-SPME. Verificou-se que o 1-octanol

interferiu na quantificacdo dos restantes componentes, a excecdo do 1-octeno-3-ol. A discrepancia
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verificada entre a analise sensorial e a quantificacdo por HS-SPME pode estar relacionada com o
facto de o 1l-octanol fazer parte da composi¢do quimica, quer de vinhos, quer da cortica, em

guantidades que variam entre 3 e 250 pg/L.

A. Zalacain et al. [39] analisaram o “gosto a rolha” em vinhos por SBSE/GC-MS. Os
componentes em estudo foram o TCA, o TeCA, o PCA e os respetivos fendis em amostras de
vinho reais e sintéticas. Este método mostrou boa linearidade, reprodutibilidade e repetibilidade na

gama de concentracdes estudada para todos os analitos.

Tendo por base a norma ISO/CD 20752.2, foi implementada, numa industria corticeira, uma
metodologia para quantificar o TCA por HS-SPME/GC-ECD. O método foi aplicado na
determinagdo de TCA em rolhas de cortica de diferentes qualidades visuais e calibres, obtidas a
partir de nove fornecedores, ao longo do ano de 2007. Foram otimizados parametros como a
linearidade, limites de detecdo e quantificacdo, repetibilidade, reprodutibilidade e precisédo
intermédia. A metodologia apresenta boa linearidade (R?=0,9964) para a gama de concentragdes
testada (0,63 — 16,75 ng/L), com limite de detecéo de 0,21 ng/L e limite de quantificacdo de 0,63
ng/L. A repetibilidade e a reprodutibilidade apresentam coeficientes de variacdo de 1% e 2%,

respetivamente [26].

O. Ezquerro et al. [40] descreveram um método analitico que consiste numa extracdo de fluido
pressurizado e GC-MS com o objetivo de determinar o TCA e o guaiacol em rolhas de cortica. Os
resultados foram comparados com os obtidos por Soxhlet e MHS-SPME, concluindo-se que o
método era adequado para a determinacdo destes compostos. Como vantagens, a extragdo de
fluido pressurizado apresenta menor consumo de solvente e um tempo de extracdo mais curto

relativamente a extracdo Soxhlet.

Chatonnet et al. [36] apresentaram um método que recorre a HS-SPME/GC-MS por impacto
eletrénico, para determinar 18 contaminantes, entre os quais TCA, TBA, TeCA, PCA, 4-EP, 4-EG,
acetato de etilo, guaiacol e geosmina que conduzem a defeitos organoléticos. O método foi
validado de acordo com os protocolos NF ISO 5725-1, NF I1SO 5725-2 e NF V03-110. Foram
analisados dois vinhos — um vinho tinto e um vinho branco — cujos resultados foram comparados
com os obtidos por outros métodos. Verificou-se que os resultados obtidos para os dois vinhos
foram semelhantes para todos os métodos. O vinho branco ndo apresentava defeitos sensoriais e
ndo foram detetadas moléculas com teores acima do respetivo nivel de percecdo. Ja o vinho tinto
apresentava caracteristicas fenolicas e o método detetou a presenca de 4-EP e 4-EG. Foram

realizados estudos de recuperacao, tendo-se obtido valores satisfatorios para as duas matrizes.

Andreas Hoffmann et al. [41] sugeriram o estudo do TCA por SBSE-GC/MS. Esta metodologia
nao requer preparagdo da amostra e é “amiga do ambiente” na medida em que ndo séo

envolvidos solventes organicos na analise. No admbito deste trabalho foram analisados dois

26



conjuntos de vinho: o primeiro contendo vinhos com “gosto a rolha” e o segundo constituido por
vinhos que apresentavam aroma, mas que ndo era descrito como “rolha”’. Todos os vinhos
analisados apresentaram TCA, mesmo aqueles que n&do eram identificados com “gosto a rolha”. A
amostra do segundo conjunto apresentava uma concentracdo de TCA entre 0,3 e 1,3 ng/L, inferior
ao limite de percecéo encontrado na literatura — entre 3 e 15 ng/L.

C. Pizarro et al. [42] otimizaram um método para determinacdo de haloaniso6is e halofendis
recorrendo a técnica de extracdo assistida por micro-ondas associada a GC-ECD. Realizaram-se
estudos para otimizar os parametros do processo de extracdo tendo-se verificado que os valores
otimos seriam de 170°C de temperatura, 35 mL de volume de solvente e 90 minutos como tempo
de extragdo. No sentido de avaliar a aplicabilidade do método proposto efetuaram-se ensaios de
recuperacao que foram comparados com os resultados obtidos para o0 método de extracdo
Soxhlet, tendo-se concluido que os valores obtidos eram similares para ambos os métodos.

M. Riu et al. [43] apresentaram dois métodos para quantificar TCA em vinhos. Elaboraram um
estudo comparativo, tendo concluido que ambos os detetores usados — MS e ECD — apresentam
resultados semelhantes. Segundo M. Riu et al., a diferenca entre os dois métodos desenvolvidos
assenta na melhor sensibilidade do GC-ECD e no facto de se conseguir obter um cromatograma
com um menor tempo de corrida por GC-MS.

Mais recentemente, Chatonnet et al. [44] desenvolveram um método nos laboratérios Excell
apresentado no site como Check List Excell. Trata-se de um método de andlise rapido que permite
a detecdo e a quantificacao simultanea de 26 contaminantes sensoriais. Este método recorre a
HS-SPME/GC-MS, com o objetivo de determinar defeitos com diversas origens de modo a que
seja possivel a sua reparacao e bloqueio, evitando que estes compostos ultrapassem os limites de

percecéo.

Apresentados alguns dos trabalhos que tém vindo a ser desenvolvidos no ambito da
determinacédo de contaminantes em vinhos é importante fazer referéncia a algumas caracteristicas

essenciais para a validagdo destas metodologias.

1.5. Validacdo do método

Grande parte das andlises enoldgicas realizadas em todo o mundo, para a elaboracao e
comercializacdo dos vinhos, sao realizadas por diversos laboratérios que recorrem a métodos
usuais, na sua maioria comparativos ou relativos, muitas vezes automatizados. Os métodos a que
se pode recorrer encontram-se previstos em diversos documentos, dos quais se destaca o

“Recueil des méthodes d’analyse des vins et des molits de I'OIV’ [45].

Para avaliar um método de analise é necessario atender a um conjunto de caracteristicas

importantes. A validacado de um método € possivel através de uma andlise intralaboratorial. Assim,
27



a validacdo de um método ndo € mais que a avaliacdo das suas caracteristicas aliada a analise

interlaboratorial dos resultados [46].

Para a validacdo de um método, € necessario que as caracteristicas desse método cumpram
0S requisitos para as aplicacbes analiticas a que este se destina. Essas caracteristicas séo
expressas segundo determinados parametros, nomeadamente a linearidade, a sensibilidade, os
limites analiticos, como o limite de detecdo e o limite de quantificacdo, a precisdo intermédia, a

exatidao e a repetibilidade. De seguida sdo abordados cada um destes parametros.

1.5.1. Linearidade

A linearidade caracteriza-se como sendo a capacidade de um método analitico produzir
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, para uma dada
gama de concentracbes [47]. Para proceder a quantificacdo de um determinado analito na
amostra € necessario conhecer a dependéncia entre a resposta medida e a concentragdo desse
analito. A linearidade é obtida por padronizacao, interna ou externa, e formulada como expressao
matematica, de acordo com a Equacao 5, de modo a que se possa determinar a concentragcdo do

analito na amostra real [26].

y=mx+Db Equac&o 5

Onde y corresponde a resposta medida, x a concentracdo, m € o declive da curva de

calibragéo e b corresponde ao valor da intersecdo da curva com o eixo das ordenadas (yy).

Este pardmetro de validacdo pode ser observado pelo tracado grafico que relaciona os
resultados dos ensaios em fungéo da concentragdo do analito ou determinado a partir da equacgéo
da regressao linear obtida pelo método dos minimos quadrados. Para esta equacéao, € frequente
admitir como coeficiente de correlacéo linear, R?, um valor superior a 0,995. Este coeficiente visa

indicar se a curva obtida pode ser considerada como modelo matematico linear [26].

Ao recorrer a uma metodologia que envolva o tracado de uma curva de calibracdo, a gama de
trabalho podera ser avaliada pelo teste de homogeneidade das variancias, determinando-se as

variancias associadas aos padrées mais baixo e mais elevado:

2
_ Zle(}'i,j—)’)
n,-—l

Sl-Z Equacéo 6

Com i igual ao numero do padréo (i = 1,... p) e j ao numero de repetices efetuadas para cada
um desses padrdes. Este teste pretende verificar a existéncia de diferencas significativas entre as

variancias nos limites da gama de trabalho, efetuando o calculo do valor teste PG:
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52
PG = S—'Zl’, quando S% > S} Equacéo 7

2
PG = :—;, quando SIZ, < S% Equacéo 8
p
Posteriormente, compara-se este valor de PG com o valor tabelado da distribuicdo de F de

Snedecor/Fisher, para n-1 graus de liberdade:

Se PG < F, as diferencas de variancias ndo sdo significativas e a gama de trabalho esta bem
ajustada.

Se PG > F, as diferencas de variancias séo significativas e a gama de trabalho deve ser
reduzida até que a diferenca entre as variancias relativas ao primeiro e Ultimo padréo permitam
obter PG < F [26].

1.5.2. Sensibilidade

A sensibilidade pode definir-se como o quociente entre o acréscimo do valor lido e a variacédo
da concentracdo correspondente agquele acréscimo e visa avaliar a capacidade de um método ou

de um equipamento para distinguir pequenas diferencas de concentracdo de um analito [47].

A AL
Sensibilidade = C Equacdo 9

Trata-se de um parametro interessante quando se pretende averiguar a sua evolugédo ao longo
do tempo; quando se compara a sensibilidade de varios métodos analiticos para um mesmo

analito; e, quando se pretende comparar a sensibilidade para diversos analitos.

1.5.3. Limiares analiticos do método de ensaio

Os limiares analiticos, limite de detecédo e limite de quantificagdo, podem ser determinados de

acordo com o que descreve de seguida.

1.5.3.1. Limite de detecéo

O limite de detecdo (LD) corresponde ao teor minimo medido, a partir do qual é possivel
detetar a presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel. Diz respeito a menor
guantidade da substancia a analisar que pode ser detetada numa amostra, sem que implique a
sua quantificacdo como valor exato. Em termos qualitativos, o limite de detecao corresponde a
concentracdo minima que é possivel distinguir do branco, que apresenta a mesma matriz e

auséncia do componente em estudo.
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Uma leitura inferior ao limite de detecdo néo significa que o analito ndo se encontre presente
na amostra. No entanto, pode afirmar-se, com uma probabilidade definida, que a sua

concentracao serd inferior a um determinado valor [47].

Para os casos em que o método envolve a utilizacdo de uma calibracdo linear, o limite de

detecdo pode ser dado por,

Do [33sy, |
m

Equacéo 10

Onde Sy/x corresponde ao desvio padrao residual da curva de calibracdo e m é o seu declive [26,

47].

1.5.3.2. Limite de quantificagcao

Por limite de quantificacdo (LQ) entende-se a menor concentracdo medida a partir da qual é
possivel quantificar o analito, com uma determinada precisdo e exatiddo. Na pratica,

normalmente, corresponde ao padréo de calibracdo de menor concentragéo [26, 47].

Quando o método envolve a utilizacdo de uma calibracéo linear, o limite de quantificacdo pode

determinar-se de acordo com a expressao:

_ [IOSy/x]
- m

LQ Equagdo 11

Este limite é frequente e preferencialmente utilizado nos relatérios de ensaio, devendo ser

identificado e quantificado de forma clara [47].

1.5.4. Precisao

A precisdo é um termo geral que pretende avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condi¢bes definidas [26, 47]. Para eliminar os efeitos da matriz, serda mais realista estudar a
precisao sobre amostras. No entanto, é importante alertar para o facto de a precisdao poder variar

de acordo com a gama de concentracfes em que se trabalha [25].

Para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios independentes existem duas medidas
extremas: a repetibilidade e a reprodutibilidade. Entre estas duas medidas extremas de precisédo

destaca-se a precisdo intermédia ou variabilidade intralaboratorial, como situacao intermédia.
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1.5.4.1. Repetibilidade

A repetibilidade indica a precisdo de um método de ensaio efetuado em condi¢des idénticas.
Refere-se a ensaios efetuados sobre uma mesma amostra, em condi¢des tdo estaveis quanto

possivel, destacando-se:

Mesmo Laboratorio;
Mesmo analista;

Mesmo equipamento;
Mesmo tipo de reagentes;

DN N NN

Curtos intervalos de tempo.

O limite de repetibilidade caracteriza-se como o valor abaixo do qual se deve situar, com uma
probabilidade especifica (normalmente de 95%), a diferenca absoluta entre dois resultados de

ensaio, obtidos nas condi¢des referidas.

A repetibilidade pode ser determinada através de um ensaio interlaboratorial ou a partir de
ensaios efetuados no préprio Laboratério. Para determinar a repetibilidade no préprio Laboratério,
efetuam-se uma série de medi¢cdes sobre uma mesma amostra ou padrdes, em condi¢des de
repetibilidade. Quando se pretende avaliar a repetibilidade através de um ensaio interlaboratorial,

o numero de medi¢bes em cada nivel de concentracéo, pode ser inferior [47].

A estimativa de variacdo de um método de andlise pode ser determinada pela média
ponderada das estimativas das variagfes de p seéries de andlises estudadas nas condi¢des de

repetibilidade:

Yo [(ng—1)xS%]

2 _
Srj - P (my-1)

Equacdo 12

Sendo SE,- a variancia de repetibilidade associada aos resultados considerados, Sizl- a variancia
associada aos resultados considerados, (n;; — 1) os graus de liberdade da série de analises e p 0

namero de laboratérios participantes.

Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetibilidade é avaliado de acordo com a

expressao,

r=txXV2xS,;=196xV2xS,;=2.8XS5,; Equag&o 13

Com §,; igual ao desvio padrao de repetibilidade associada aos resultados considerados, isto
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r=2.8 /Sfj Equacéo 14

O Coeficiente de Variacdo de Repetibilidade (CVr), para cada nivel de concentraces,

expresso em percentagem, é dado por:

Syj
cv, = ?’ x 100 Equacéo 15

1.5.4.2. Reprodutibilidade

BN

A reprodutibilidade de um método corresponde a aproximacdo entre os resultados das
medi¢des sucessivas de uma determinada amostra, efetuada com a alteracdo de pelo menos
uma das condi¢cdes de medicdo, como por exemplo, realizar o ensaio no mesmo laboratorio ou
em laboratorios diferentes, recorrer a diferentes analistas, equipamentos ou realizar 0 mesmo

ensaio em épocas distintas [48].

1.5.4.3. Precisao intermédia

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras
idénticas ou padrbes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratérios
diferentes, mas definindo exatamente quais as condi¢des a variar, destacando-se, por exemplo,
diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes épocas, com ou sem variacdo da
calibracdo. Este parametro corresponde a medida mais representativa da variabilidade dos
resultados num laboratério. A sua determinacao requer n medi¢cdes sobre a amostra em replicado,
duplicado ou ensaio Unico, nas condi¢des pré-definidas, uma vez que existem varios métodos de
estudo deste tipo de precisdo. Quando aplicavel, este procedimento € repetido sobre outras
amostras, com o intuito de abranger outras gamas de concentracdo. Em grande parte dos casos,
o valor da precisédo intermédia é funcédo da gama de concentracdes do ensaio e o seu calculo é
efetuado, preferencialmente, a partir dos resultados obtidos, apés a eliminacdo dos resultados
aberrantes. A visualizacdo grafica dos valores também pode ser (til para identificar a existéncia de

valores aberrantes [47].

Dependendo do tipo de ensaio e do tipo de aplicacdo do estudo da precisdo intermédia,
existem varios métodos que permitem a sua determinacdo e controlo, nomeadamente através de

cartas de controlo de amplitudes ou através da Equagéo 16,

—1 EY2 ~
Sip = \/t(n_l) Z;t'=1 Zﬁﬂ()’jk - }’j) Equagdo 16

Onde S;(, corresponde ao desvio padrdo da precisé@o intermédia; t ao numero de amostras

ensaiadas; n ao numero de ensaios efetuados por amostra; j € o nUmero da amostra; k, 0 nimero
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do resultado obtido para a amostra; y;, diz respeito ao resultado individual (k) para a amostra j de

1 at; e y; representa a média aritmética dos resultados da amostra j de 1 a t [47].

1.5.5. Exatidao

A exatiddo caracteriza-se por uma avaliagio direta. E definida como sendo a concordancia
entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceite como convencionalmente
verdadeiro. Para avaliar este pardmetro pode recorrer-se a processos como testes comparativos,

ensaios interlaboratoriais e materiais de referéncia certificados.

1.6. Enguadramento e objetivos do trabalho

E atualmente bem nitida a crescente exigéncia do consumidor e a sua preferéncia pelo
consumo de vinhos de elevada qualidade, o que torna o controlo de qualidade organolética deste
produto indispensavel. A qualificacdo de um defeito organolético € muito dificil, na auséncia de
dados objetivos relativos a identificacdo e quantificacdo precisa dos contaminantes responsaveis

pela anomalia detetada.

Torna-se, entao, interessante utilizar um método de analise que seja rapido de forma a permitir
a quantificagdo simultdnea das moléculas identificadas como principais responsaveis pelos
distarbios olfativos dos vinhos. Assim, este trabalho surge com o objetivo de implementar e validar
um método para a determinagdo de contaminantes em vinho por HS-SPME/GC-MS/MS e a sua

correlacdo com a andlise sensorial.

Todo o trabalho foi realizado no Instituto dos Vinhos do Douro e do Porto, I.P. em condi¢des
reais de trabalho diario, desenvolvido entre Novembro de 2011 e Junho de 2012. Utilizou-se a
SPME como método de extragdo, ndo havendo a necessidade de qualquer pré-tratamento da
amostra. A determinacdo €, entdo, efetuada por cromatografia gasosa associada a espetrometria

de massa tandem, de modo a identificar de forma clara os compostos pretendidos.
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2. Parte Experimental

O trabalho experimental subdividiu-se na implementacao e validacdo da metodologia analitica
para a determinacdo de contaminantes em vinho por HS-SPME/GC-MS/MS e no tratamento

estatistico dos resultados.

2.1. Reagentes e solucdes

No estudo dos contaminantes utilizaram-se como reagentes o 2,4,6-Tribromoanisol (Sigma,
Seelze, Alemanha), o 2,4,6-Tricloroanisol (Sigma, Seelze, Alemanha), o 2,3,4,6-Tetracloroanisol
(Cluzeau Info Labo, Sainte-Foy-La-Grande, Franga), o 4-Etilfenol (Aldrich, Wisconsin, EUA) e o 4-
Etilguaiacol (Aldrich, Steinheim, Alemanha).

Como solvente para a preparagéo das solugfes padréo utilizou-se metanol de qualidade HPLC
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Utilizou-se, ainda, cloreto de sédio (Panreac, Barcelona, Espanha)

para melhorar a extragéo e agua ultrapura na diluicdo das amostras.

Para a quantificagéo destes compostos recorreu-se ao método do padréo interno. Utilizaram-se
dois padrbes: o 2,4,6-Tricloroanisol deuterado (Riedel-de Haén, Seelze, Alemanha) — padrao
interno para o TBA, TCA e TeCA — e o 3,4-Dimetilfenol (Aldrich, Wisconsin, EUA) — padrdo interno
para 0 4-EG e 0 4-EP.

2.1.1 Preparacéo das solugdes padrao

Foram preparadas solugfes padréo individuais de cada contaminante. Para tal, recorreu-se a
pesagem rigorosa de uma massa adequada de cada composto numa balanca Sartorius Genius
(modelo ME 215 S) e procedeu-se a sua diluicdo com metanol, no respetivo baldo volumétrico, de

acordo com o representado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Preparacdo das solu¢des padréo individuais.

M imad Baldo
assa (aproximada) . Identificacdo das solucdes
@) individuais
(mL)
3, 4-Dimetilfenol 0,05 50 3, 4-Dimetilfenol, PI
2, 4, 6-Tricloroanisol
0,05 50 TCA-ds, PI
Deuterado
4-Etilfenol 0,05 50 4-EP
4-Etilguaiacol 0,05 50 4-EG
2, 4, 6-Tricloroanisol 0,005 50 TCA
2, 4, 6-Tribromoanisol 0,005 50 TBA
2, 3, 4, 6-Tetracloroanisol 0,005 50 TeCA

Partindo das solu¢des padréo individuais, foram preparados dois tipos de solugbes mistas:
solucdo conjunta de Fendis Volateis e solu¢do conjunta de Aniséis. A solugdo conjunta de Anisois
foi preparada medindo, com o auxilio de micropipeta automatica, volumes adequados de cada
solucéo individual destes compostos de modo a obter, uma concentracdo de cerca de 5000 ng/L
para cada um dos Anisois. A solucdo mista de Fendis Volateis foi elaborada com recurso a
medicdo de volumes adequados, com o auxilio de micropipeta automatica, das solucdes
individuais de cada um dos compostos identificados como Fendis Volateis, de modo a abter

concentracdes aproximadas de 100 pg/L para o 4-Etilfenol e 25 pg/L para o 4-Etilguaiacol.

Todas as solugbes padréo, individuais ou conjuntas, utilizadas ao longo deste trabalho, foram
preparadas em metanol e refrigeradas a 4°C. As solugbes conjuntas foram utilizadas na

preparacao dos padrbes de calibracao.

2.1.2 Preparacéo dos padrdes de calibracao

Os padrbes de calibracdo foram preparados diariamente, em vinho, adicionando volumes
rigorosos das solu¢des padrdo conjuntas. Para seis vials de vidro ambar, com capacidade de
20 mL, de rosca com septo, adicionaram-se cerca de 2 g de NaCl, pipetaram-se 5 mL de agua
ultrapura, 5 mL de vinho e 100 uL de cada um dos padrdes internos. Com o auxilio de micropipeta
automética adicionaram-se 0,010; 0,020; 0,040; 0,060; 0,080 e 0,100 mL da solu¢éo conjunta dos
Anisois. Da solugdo conjunta de Fendis Volateis (FV), adicionaram-se, com o auxilio de
micropipeta automatica, 0,0125; 0,025; 0,050; 0,100; 0,150 e 0,200 mL. Perfez-se o volume de
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10,5 mL com metanol, tal como se pode verificar na Tabela 2.2. A titulo indicativo, encontram-se

registadas, sob a forma de tabela, as concentractes destas solugdes de calibracdo no Anexo A.

Tabela 2.2 — Registo dos volumes a medir na preparacédo dos padrdes de calibracéo.

V PI \Y
~ V H>O V amostra V Pl . V MeOH
Solucéo (mL) (mL) (3.4-DMP) (T&AI:()h) V FV (mL) A?rjr]slf))ls (mL)
(mL)
P1 5,00 5,00 0,100 0,100 0,0125 0,010 0,275
P2 5,00 5,00 0,100 0,100 0,025 0,020 0,255
P3 5,00 5,00 0,100 0,100 0,050 0,040 0,210
P4 5,00 5,00 0,100 0,100 0,100 0,060 0,140
P5 5,00 5,00 0,100 0,100 0,150 0,080 0,070
P6 5,00 5,00 0,100 0,100 0,200 0,100 0,000

Para a medicdo dos volumes rigorosos dos padrdes internos e de calibragdo foram utilizadas
micropipetas automaticas de 10 — 100 uL e 20 — 200 uL (Mettler Toledo). Para completar o volume
pela adicdo de metanol recorreu-se também a uma micropipeta automatica de 100 — 1000 uL
(Mettler Toledo).

2.1.3. Preparacédo das amostras

Para vials de 20 mL de rosca com septo, adicionaram-se cerca de 2 g de NacCl, pipetaram-se
5 mL de agua ultrapura, 5 mL de amostra de vinho e 0,100 mL de cada um dos padrdes internos
preparados de acordo com o descrito no ponto 2.1.1. Completou-se o volume de 10,5 mL,

adicionando 0,300 mL de metanol.

2.1.4. Solucgao hidroalcodlica a 6%

Para um baldo volumétrico de 500 mL, mediu-se com proveta, aproximadamente 30 mL de

etanol, completou-se o volume com agua ultrapura e homogeneizou-se.

Para vials de 20 mL de rosca com septo, adicionaram-se cerca de 2 g de NaCl e pipetaram-se
10 mL da solucdo hidroalcodlica a 6%. Esta preparacdo foi colocada entre cada amostra a
analisar com o objetivo de garantir que as preparacdes das amostras nao sofriam contaminacdes
devido a possiveis concentracfes mais elevadas de determinados compostos em estudo (carry-

over).
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2.2. Meétodo de extracdo — SPME

Para a extragédo por SPME recorreu-se a um amostrador automatico Combipal MH 01-00B CTC
(Analytics AG, Zwingen, Suiga), ilustrado na Figura 2.1. As fibras de SPME encontravam-se novas
no inicio do estudo e foram colocadas a acondicionar, antes da primeira utilizagéo, de acordo com
as instrugdes do fornecedor. Relativamente as utilizacdes seguintes, as fibras foram colocadas a
acondicionar durante meia hora no inicio de cada sequéncia de trabalho. Na Figura 2.2 ilustra-se
um exemplar das fibras utilizadas. Foram testados dois tipos de fibra de SPME (Supelco,
Bellefonte, EUA): Polidimetilsiloxano de 100 um de espessura (PDMS, 100 um) e a fibra
DVB/CAR/PDMS, 50/30 um tendo-se optado pela fibora DVB/CAR/PDMS. Os estudos relativos a
escolha do tipo de fibra encontram-se no capitulo 3 — Resultados e discussdo. Como condi¢des de
extracdo estabeleceram-se 55°C para a temperatura de incubacao/extracdo, uma velocidade de
agitacao de 250 rpm e 60 minutos de tempo de extracdo. O processo de extracdo decorreu em
vials de vidro &mbar, com uma capacidade de 20 mL, num sistema de trés fases ou headspace.
Depois dos processos de extracdo e dessorcao, a fibra foi acondicionada durante 5 minutos a
270°C, na presenga de uma corrente de azoto.

Figura 2.1 — Amostrador automatico Combipal MH 01-00B CTC.
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Figura 2.2 — Fibra de SPME utilizada para a extragao.

2.2.1. Diluicdo da amostra

No intuito de perceber a influéncia da diluigdo das amostras na andlise, testaram-se em
solucdo hidroalcodlica, diferentes concentracdes de etanol: 6%, 12% e 20% (V/V). Numa fase
posterior, testaram-se matrizes diferentes — um lote de vinho branco e um lote de vinho tinto — a
6% (apos diluicdo) e 12% (VIV).

2.2.2. CondigOes de extragao

Para estabelecer as condicbes mais apropriadas ao nivel da extracdo estudou-se o efeito da
temperatura e do tempo de extracdo. Foram realizadas preparagfes em triplicado para as
temperaturas de 45 e 55°C. Relativamente ao tempo de extracdo foram feitos estudos em

triplicado para 18, 40 e 60 minutos a temperatura de 55°C.

2.2.3. Efeito da adicéo de sal

Para estudar o efeito do sal na andlise, foram elaboradas duas preparacdes, em triplicado, em
solucdo hidroalcodlica a 6% (V/V). A primeira contendo cerca de 2 g de cloreto de sodio e a

segunda na auséncia de sal.

2.3. Analise cromatografica

As andlises cromatograficas foram realizadas recorrendo a um cromatégrafo gasoso FocusGC,

munido de um injetor do tipo split/splitless (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e uma
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coluna cromatografica capilar TG-5MS com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
0,25 um de espessura de filme. Como gas de arraste utilizou-se hélio com elevado grau de pureza
(99,9999%), a uma pressao constante de 47 kPa. O injetor foi mantido no modo splitless por 2
minutos a uma temperatura constante de 250°C. A dessorcéo da fibra de SPME ocorreu no injetor
por um periodo de tempo igual a 6 minutos. Relativamente ao programa de temperaturas, seguiu-
se 0 mesmo procedimento para todas as analises efetuadas. Assim, cada analise teve inicio a
temperatura de 50°C, a qual se manteve durante 2 minutos. Seguiu-se um aquecimento a uma
velocidade de 9°C/min até atingir 147°C, mantendo-se a esta temperatura durante 0,5 minutos.
Voltou a subir-se a temperatura a uma velocidade de 15°C/min até aos 230°C, permanecendo a

essa temperatura durante 1 minuto. O tempo total da corrida cromatogréfica foi de 23,48 minutos.

2.4. Detecéo por espetrometria de massa

Associada a cromatografia gasosa, recorreu-se a espetrometria de massa como método de
detecao. Utilizou-se um espetrometro de massa do tipo lon Trap PolarisQ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). A fonte de ionizag&o e a linha de transferéncia foram mantidas a
250 e 280°C, respetivamente. Os espetros de massa foram obtidos por impacto eletrénico, El,
para uma detecdo MS/MS, que confere maior sensibilidade e seletividade. A emissdo de corrente
do filamento de ionizacdo utilizada foi de 250 pA, gerando eletrées com 70 eV. A voltagem do
multiplicador de eletrbes utilizada foi de 1600 V, no entanto, por vezes, houve a necessidade de
ajustar este valor, devido a perda de sensibilidade do aparelho, no sentido de garantir uma
contagem total de ides de aproximadamente 10’. As restantes condicdes MS/MS, relativas a cada
contaminante sdo apresentadas no capitulo 3 — Resultados e discussdao. Os dados

cromatograficos foram adquiridos e tratados pelo software X-Calibur (verséo 1.4).

2.5. Tratamento e eliminacéo dos residuos toxicos

Os compostos manuseados ao longo deste trabalho experimental caracterizam-se por
apresentarem riscos para o0 Homem e para o0 meio ambiente, pelo que os residuos resultantes das
andlises efetuadas foram, sempre que possivel, recuperados, tratados ou devidamente
armazenados, de acordo com os procedimentos descritos na Tabela 2.3. Deve salientar-se que,
devido a toxicidade destes compostos, o seu manuseamento foi sempre realizado com luvas e

sob ventilacéo.
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Tabela 2.3 — Procedimentos adotados no tratamento e eliminagcdo dos residuos resultantes das analises

efetuadas.

Residuos téxicos

Material contaminado

Residuos com contaminantes

Procedimentos adotados
Lavagem com acetona, lavagem com solugédo de
extran e Agua, lavagem com Aagua ultrapura e
secagem.
Armazenamento em recipiente apropriado, rotulado
com indicacdo de residuos clorados e
encaminhamento para empresas especializadas no

seu tratamento.

2.6. Validacdo da metodologia analitica

Para a validacado desta metodologia foram feitos estudos no que respeita a linearidade, através

das curvas de calibragdo efetuadas e dos limiares analiticos; estudos de preciséo, recorrendo a

repetibilidade e preciséo intermédia; e estudos de exatidao, através do célculo de valores de

recuperacao para amostras fortificadas.
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3. Resultados e discussao

Neste capitulo apresentar-se-a 0 desenvolvimento de uma metodologia que permita a
determinacdo de contaminantes em vinhos do Douro e vinhos do Porto, utilizando a técnica de
SPME/GC-MS/MS. Este estudo possibilitou o desenvolvimento de um método para a
determinacdo de cinco contaminantes: 4-EP, 4-EG, TCA, TeCA, e TBA.

3.1. Otimizacdo do método

A otimizacdo do método teve em conta essencialmente as condicdes de SPME,
nomeadamente o tipo de fibra, a diluicdo da amostra, as condicbes de extracdo (tempo de

extracao e temperatura de incubacgdo/extracao) e o efeito da adi¢cdo de sal as preparacoes.

3.1.1. Escolhado tipo de fibra

Tendo em conta as propriedades fisico-quimicas dos contaminantes em estudo, foram testados
dois tipos de fibra: 100 um PDMS e 50/30 um DVB/CAR/PDMS.

3.1.2. Diluigcdo da amostra

O objetivo da diluicho da amostra consistiu em levar o etanol das amostras a diferentes
concentracdes: 6, 12 e 20% (V/V), de modo a otimizar os resultados. Foram efetuados estudos
relativos a diluicio da amostra para ambas as fibras testadas: 100 ym PDMS e 50/30 pum
DVB/CAR/PDMS. De acordo com trabalho de Chatonnet et al. [36], que serviu de base a este
estudo, diluicbes que conduzam a uma concentracéo inferior a 6% (V/V) de etanol ndo conduzem
a melhorias em termos da razdo sinal/ruido para 0os compostos com niveis mais baixos,
nomeadamente na ordem dos ng/L. Deste modo, optou-se por ndo se estudarem diluicbes
superiores a 1/2. No caso dos Vinhos do Porto, uma vez que a concentragdo de etanol na sua
composicdo € superior, a diluicdo € superior a metade, de modo a que estes vinhos sejam

analisados com uma concentracdo de etanol semelhante & utilizada para os Vinhos do Douro.

A Figura 3.1 representa o estudo do efeito da diluicdo, em solucéo hidroalcodlica a 6, 12 e 20%
(VIV), em triplicado, para o 4-Etilfenol, recorrendo a fibra 100 um PDMS, tendo em conta as areas

obtidas para os picos e a respetiva razao sinal/ruido.
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Figura 3.1 — Efeito da diluicédo (a) tendo em conta as areas dos picos para o 4-Etilfenol e (b) as respetivas
razdes sinal/ruido. Condigdes: Fibra 100 um PDMS, 55°C de temperatura de incubagéo/extragdo e 18 minutos de
extracao (Anexo B, Tabela B.1)

De acordo com a andlise gréfica foi possivel verificar que os melhores resultados — areas dos
picos e razdes sinal/ruido mais elevadas — ocorrem para ensaios sem diluicdo, isto €, com uma

percentagem de alcool igual a 12.

Numa fase posterior do estudo, alargou-se o estudo da diluicAo das amostras aos cinco
contaminantes: 4-EP, 4-EG, TCA, TeCA e TBA, utilizando a fibra 50/30 um DVB/CAR/PDMS.
Aqui, foram elaborados estudos sem diluicdo (12% de etanol (V/V)) e diluindo a amostra a metade

(6% de etanol (V/V)), recorrendo a diferentes matrizes — Lotes de Vinhos do Douro Branco e Tinto.

Assim, de acordo com a Figura 3.2 é possivel verificar que os resultados em termos de
resposta relativa a cada composto sdo melhores para as preparacdes diluidas a 6% de etanol
(V/V). O mesmo se verifica em termos da razao sinal/ruido, tal como representa a Figura 3.3. Por
este motivo, escolheu-se a diluicdo a 6% de etanol (V/V) que melhora a extragdo das moléculas

em analise.
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Figura 3.2 — Efeito da diluicdo nas areas dos picos dos Fendis Volateis (a) e dos Anisdis (b). Condicdes:
Fibra 50/30 um DVB/CAR/PDMS, temperatura de extragao 55°C, tempo de extracdo 60 min (Anexo B, Tabela B.2).
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Figura 3.3 — Efeito da diluicdo na raz&o sinal/ruido dos Fendis Volateis e dos Aniséis. Condigdes: Fibra 50/30
um DVB/CAR/PDMS, temperatura de extragédo 55°C, tempo de extragdo 60 min (Anexo B, Tabela B.3).

3.1.3. Condicdes de extracao

Para otimizar as condi¢cdes de extracdo, foram feitos estudos ao nivel do tempo de extracgéo,

bem como da temperatura de incubacgéo/extracao.

3.1.3.1. Tempo de extracdo

A duracdo da exposicdo da fibra no espaco de cabeca (headspace) € um paréametro

extremamente importante, na medida em que exerce influéncia sobre a “sorcdo” dos compostos

na fase estacionaria da fibra de SPME. Foram realizados estudos, para as duas fibras em estudo,

utilizando preparacdes em triplicado e para trés tempos de extracdo: 18, 45 e 60 minutos.
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Na Figura 3.4 representam-se os estudos em termos de areas de pico e razao sinal/ruido com
a fibra 100 um PDMS, diluindo as amostras a 6% de etanol (V/V) e para uma temperatura de

extracdo de 55°C. Por sua vez, a Figura 3.5 apresenta as respostas relativas e razao sinal/ruido

para cada composto recorrendo a fibra 50/30 um DVB/CAR/PDMS.
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Figura 3.4 — Efeito do tempo de extracdo: (a, c) para os Fendis Volateis e (b, d) para os Aniséis. Condic¢Ges:

Fibra 100 pum PDMS, 55°C de temperatura de incubagéo/extracdo e diluicdo a 6% de etanol (V/V) (Anexo B,
Tabela B.4 e Tabela B.5).
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Figura 3.5 - Efeito do tempo de extragao: (a, c¢) para os Fendis Volateis e (b, d) para os Anisodis. Condic¢8es:
Fibra 50/30 um DVB/CAR/PDMS, 55°C de temperatura de incubacéo/extracdo e diluicdo a 6% de etanol (V/V)
(Anexo B, Tabela B.6 e Tabela B.7).

De acordo com a analise da Figura 3.4 e da Figura 3.5, optou-se por um tempo de extragdo de
60 minutos. Embora os resultados obtidos para os Fendis Volateis, assim como para o TCA,
relativamente as areas dos picos obtidas, levem a concluir que o equilibrio é atingido ao fim de 40
minutos de extracdo, 0 mesmo nao se verifica para o TBA e para o TeCA. Ao fim de 60 minutos
ainda continua a dar-se a sorcao destes compostos na fase estacionéaria da fibra. Porém, dado
gue para os restantes compostos o equilibrio havia sido atingido e que aumentar o tempo de
extracdo para além de 60 minutos conduziria a analises extremamente demoradas, assumiu-se 0

compromisso de que este tempo de extracao seria suficiente.

3.1.3.2. Temperatura de extracao

Em SPME a temperatura de extracéo é, também, um parametro importante na medida em que
permite o controlo da vaporizacdo das moléculas, bem como da sua retengcédo na fibra. Foram
estudados dois valores de temperatura: 45 e 55°C, para os dois tipos de fibra estudados (100 um
PDMS, Figura 3.6 e 50/30 um DVB/CAR/PDMS, Figura 3.7).
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A temperatura considerada 6tima para continuar com os estudos foi de 55°C. De acordo com a

Figura 3.7, a resposta dos componentes, em geral, melhora a esta temperatura. No entanto, nota-

se um ligeiro decréscimo na resposta do TCA, enquanto para o 4-etilfenol a resposta é

semelhante para as duas temperaturas estudadas.
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Figura 3.6 — Efeito da temperatura na extragdo: (a, c) nos Fendis Volateis e (b, d) nos Anisdis. Condicdes:
Fibra 100 pm PDMS, 60 minutos de extracéo e diluicdo a 6% de etanol (Anexo B, Tabela B.8 e Tabela B.9).
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B.11).

Uma vez que a fibra 50/30 um DVB/CAR/PDMS mostrou melhores resultados em termos de

areas de pico mais elevadas e melhores relacdes sinal/ruido para todas as condi¢des de extracao

estudadas, optou-se por este tipo de fibra para prosseguir com os estudos.

3.1.4. Efeito da adicao de sal

Estabelecidas as condi¢gbes de extracdo, procedeu-se ao estudo do efeito da adicdo de sal na

extracdo dos compostos (Figura 3.8). Estudaram-se duas possibilidades: a auséncia e a adi¢édo de

aproximadamente 2 g de NaCl. Conclui-se que a extragdo melhora substancialmente com a

adicdo de sal as preparacdes, tal como seria de esperar, pois o0 aumento da forca i6nica da

solucédo favorece a transferéncia dos analitos para a fase gasosa.
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Figura 3.8 — Efeito da adicdo do sal: (a) nos Fendis Volateis e (b) nos Aniséis. Condi¢gdes: Fibra 50/30 um
DVB/CAR/PDMS, 55°C de temperatura de incubagao/extragdo e 60 minutos de tempo de extragao e diluicdo a 6%
de etanol (Anexo B, Tabela B.512).

3.1.5. Condi¢cdes MS/MS adotadas e gama de concentracdes

Considerando as condi¢cdes cromatograficas descritas no ponto 2.3, otimizaram-se as
condicbes de detecdo MS/MS para a determinacdo dos contaminantes, tal como se representa na
Tabela 3.1. Os valores referentes aos tempos de isolamento do ido precursor e de excitacao
adotados séo os valores assumidos por defeito pelo software. A voltagem de excitacdo e o ido
precursor foram escolhidos apds estudos prévios de otimizacao.

Estes estudos foram realizados numa fase inicial do trabalho, pelo que se utilizou a fibra
100 um PDMS. Os tempos de retencdo foram obtidos através da andlise cromatografica com
detecdo MS de padrdes individuais concentrados de cada um dos compostos, seguida da

confirmacao dos espetros de massa, recorrendo a biblioteca de espetros NIST (verséo 2.0).

Inicialmente, foram realizadas preparacfes independentes em solucéo hidroalcodlica a 12 e
20% (V/IV) em etanol, no modo full scan, de modo a tentar perceber qual seria 0 tempo de
retencdo para cada um dos compostos em estudo. Na Figura 3.9 encontram-se representados o
cromatograma e o espetro de massa obtidos para o 4-EP em solug&o hidroalcodlica a 12% (V/V)
em etanol, enquanto a Figura 3.10 corresponde ao estudo em solug&o hidroalcodlica a 20% (V/V)
em etanol. Cada um destes espetros de massa foi comparado com o espetro de massa
proveniente da biblioteca de espetros NIST (anexo C).
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Figura 3.9 — Cromatograma e respetivo espetro de massa obtido para o 4-EP, em solugao hidroalcodlica a
12% (V/V) e modo full scan.

Analisando cada um dos picos obtidos na Figura 3.9 € possivel verificar que o pico
correspondente ao tempo de retencdo de 10,37 minutos apresenta um espetro semelhante ao da
biblioteca de espetros NIST para o 4-EP, com os fragmentos 122, 107 e 77.

Tal como na Figura 3.9, também na Figura 3.10 é possivel verificar que o espetro caracteristico

do 4-EP ocorre aos 10,37 minutos.
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Figura 3.10 — Cromatograma e respetivo espetro de massa obtido para o 4-EP, em solucédo hidroalcodlica a
20% (V/V) e modo full scan.

O mesmo estudo foi realizado para o 4-EG, representando-se nas Figuras 3.11 e 3.12 os

cromatogramas e respetivos espetros obtidos em preparagbes independentes de solugao
hidroalcodlica a 12 e 20% (V/V).
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Figura 3.11 — Cromatograma e respetivo espetro de massa obtido para o 4-EG, em solucéo hidroalcoédlica a

12% (V/V) e modo full scan.
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Figura 3.12 — Cromatograma e respetivo espetro de massa obtido para o 4-EG, em solucéo hidroalcodlica a

20% (V/V) e modo full scan.

De acordo com as Figuras 3.11 e 3.12 consegue-se um espetro de

obtido pela biblioteca de espetros NIST aos 12,20 minutos, apresentando os ides de relacdo m/z

152, 137, 122 e 94 como fragmentos.

by

Estudados os resultados obtidos em full scan, procedeu-se a andlise cromatogréafica com
detecdo MS de cada composto, em solugBes hidroalcodlica a 6 e 12% (V/V) em etanol. Foram

analisados os resultados fragmentando o ido de relagdo m/z 152 para o 4-EG e 122 para o 4-EP,

representados nas Figuras 3.13 e 3.14.
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Figura 3.13 — Cromatograma e espetro de massa obtido fragmentando o ido de relagcdo m/z 152 para o 4-EG e
122 para 0 4-EP em solucéo hidroalcodlica a 6% (V/V) em etanol.
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Figura 3.14 — Cromatograma e espetro de massa obtido fragmentando o ido de relagdo m/z 152 para o 4-EG e
122 para o 4-EP em solucdo hidroalcoolica a 12% (V/V) em etanol.

De acordo com as Figuras 3.13 e 3.14 é possivel confirmar os tempos de retencdo obtidos
através dos testes em full scan para estes compostos. Para o 4-EP, fragmentando o ido de
relacdo m/z 122, obtém-se o fragmento 107 como mais intenso. J& para o 4-EG obtém-se o

fragmento 137 como sendo 0 mais intenso.

Nas Figuras 3.15 e 3.16 encontram-se representados os cromatogramas e correspondentes
espetros de massa para o 4-EP e para o 4-EG em solugdo hidroalcodlica a 6 e 12% (V/V),

fragmentando os iGes de relagdo m/z 137 e 107, respetivamente.

56



RT: 10.00- 12.00

RT: 10.41
P TiIC © +cSRM ms2 07.008 120
AA 1 70420 [5700-150.00] MS ICS
SN: 205 Teste_sol_EP+
o 100 SR
2 EG_6%_2+09-2011 P DM S_17+
1B7_MSMSO1
g &
c
3 %0
o
2
B
i
L T TR
9 AT 1219 N
R G TIC F- +c SRM ms2 $7.008 120
gr;?: = [ 50.00-200.00] MS ICS
N Teste_z0l =P+

-
o
(=]

Relative Abundance
3

Ollll]lll]lll]lll]lll[lll]IIl]lll]lll]lll]ll

10.0 10.2 10.4 10.6 10.8 110 12 114 116 1.8 120 122 124 126 12.8 13.0
Time (min)

774

% 2709201 POMS_ N7+

RT-N41AV:1

Ralaive Abundance

20 79.18 107.04
59 91.12 | 121.25 12679 147.89
1

= {oSRM me2 57008120
2413 50.00-200.00]

20 iy s PAD ; 137.21
1

. 109.1
| | 93.;1| 2885 || 13185 | 15118 16002 16841 178.85 188.04 197.09
T LPR ] (LU I LIS IS LRI P Y RLR) Bl 3 L BN | LEN B U5 PR RSB 5 5 FRLIGLIELERL ] R AL | LI A A R0 ALY RURS Pl B LS U A |

50 & 70 80 80 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200

mz

Figura 3.15 — Cromatograma e espetro de massa obtido fragmentando o ido de relacdo m/z 137 para o 4-EG e
107 para o 4-EP em solucao hidroalcodlica a 6% (V/V) em etanol.
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Figura 3.16 — Cromatograma e espetro de massa obtido fragmentando o ido de relagdo m/z 137 para o 4-EG e
107 para o 4-EP em solucdo hidroalcoolica a 12% (V/V) em etanol.

Tal como se tinha verificado anteriormente, também as Figuras 3.15 e 3.16 confirmam os
tempos de retengdo obtidos através dos testes em full scan para estes compostos. Neste caso,
fragmentando o ido de relacdo m/z 107, para o 4-EP, obtém-se os fragmentos 77 (mais intenso) e
107, enquanto para o 4-EG, fragmentando o ido 152, se obtém os fragmentos 94, 122 (mais

intenso) e 137.

Relativamente ao 4-EG optou-se por continuar os estudos fragmentando o ido 137 uma vez
gue apresenta melhores relages sinal/ruido. Ja para o 4-EP, optou-se por fragmentar o ido 122
gue verifica melhores resultados em termos de curvas de calibracdo e na quantificacdo do analito

nas amostras.

Na Figura 3.17 apresenta-se um exemplo dos testes relativos a voltagem de fragmentacéo a

utilizar para os Fenois Volateis.
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Figura 3.17 — Exemplo de um teste de voltagem de fragmentagdo para os Fendis Volateis. Condi¢bes: 1,0V
para o 4-EP e 1,3V para o 4-EG.

A Figura 3.17 é composta pelo cromatograma obtido para cada composto (4-EP e 4-EG,
respetivamente) e espetros de massa correspondentes. Estes estudos foram realizados

fragmentando o ido de relagdo m/z 122, para o 4-EP, e 137 para o 4-EG.

A quantificacdo de cada um dos contaminantes foi efetuada através da contagem total dos iGes
resultantes da fragmentacéo do ido precursor. Na Tabela 3.1, indicam-se os ibes que apresentam
maior abundancia relativa para cada um dos compostos e que sdo usados como ides

gualificadores/quantificadores.
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Tabela 3.1 — Condi¢c6es de MS/MS adotadas para o método proposto para a determinagdo de contaminantes
em vinhos por SPME/GC-MS/MS.

Isolamento Excitagéo
Composto l30 Janela  Tempo Voltagem Tempo Energia Fragmentos MS/MS
precursor
(m/z) (m/z) (ms) V) (ms) V) (m/z)
TCA 212 2,0 12 1,30 15 0,45 197, 169
TBA 346 2,0 12 1,30 15 0,45 331, 303
TeCA 246 2,0 12 1,30 15 0,45 246, 231,203
4-EP 122 2,0 12 1,20 15 0,30 107
4-EG 137 2,0 12 1,20 15 0,30 137, 122,94
TCA-ds 217 2,0 12 1,20 15 0,45 199, 171
3,4-DMP 122 2,0 12 1,20 15 0,30 107,91, 77

Usando as condi¢Bes cromatogréaficas ja descritas, apresentam-se na Tabela 3.2 as gamas de
concentracdo usadas para tragar as curvas de calibracdo correspondentes a cada um dos

contaminantes em estudo, assim como 0s respetivos tempos de retencao.

Tabela 3.2 — Gamas de concentragdo para cada um dos contaminantes em estudo e respetivos tempos de
retencao.

Tempo de retencédo Gama de concentragdes
Composto ) )
(min) (unidades)

TCA 12,93 [5—50] (ng/L)
TeCA 16,98 [5 - 50] (ng/L)

TBA 16,57 [5 — 50] (ng/L)

4-EP 10,35 [100 — 1800] (ug/L)
4-EG 12,12 [30 — 500] (pg/L)

Os tempos de retengdo foram obtidos através da andlise cromatogréafica com detecdo MS de
padrBes individuais concentrados de cada um dos compostos, seguida da confirmacdo dos
espetros de massa, recorrendo a biblioteca de espetros NIST. Por sua vez, as gamas de

concentracao foram escolhidas de modo a permitir a quantificagdo dos contaminantes, tendo em
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conta os valores de concentracdo que sdo referidos na bibliografia e também os limites de

percecdo nos vinhos.

As propriedades fisico-quimicas destes compostos encontram-se descritas na Tabela D.6 do

anexo D.

3.2. Validacédo do método

A validacdo desta metodologia consistiu nha realizacdo de estudos dos seguintes parametros:
aplicabilidade, linearidade, limite de detecéo, limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo. No
Anexo E sdo apresentados todos os resultados experimentais que foram utilizados para a
validacéo do método.

3.2.1. Aplicabilidade

A metodologia em estudo aplica-se a analise de contaminantes como o 4-EP, 4-EG, TCA,
TeCA e TBA em Vinhos do Douro. Foram também analisadas duas amostras de Vinho do Porto.
Uma vez que a percentagem de alcool nos Vinhos do Porto € superior a dos Vinhos do Douro, a
sua diluicédo foi diferente, sendo de aproximadamente trés vezes, de modo a que a preparacao
sujeita a analise apresentasse uma concentracédo de etanol de cerca de 6% (V/V).

3.2.2. Linearidade e limiares analiticos

Para o estudo da linearidade foram elaboradas calibra¢des diarias, com matriz, usando vinho
de um lote de Vinho do Douro Tinto. Esta matriz foi previamente analisada, ndo tendo sido

detetada a presenca de nenhum dos contaminantes em estudo.

A quantificacao dos diversos contaminantes com recurso a técnica de SPME pode ser efetuada
recorrendo a diferentes métodos de calibragdo, nomeadamente ao método do padrao interno, da
adicdo de padrédo e ao método do padrdo externo. O método de calibracdo adotado foi o0 método
do padrao interno, que visa a utilizacdo de uma referéncia com caracteristicas similares a do
analito que pode ser adicionada a amostras, padrdes e brancos. O sinal de resposta € o
correspondente a razdo entre o sinal do analito e o do padrdo interno. Este método permite
compensar determinados efeitos que influenciem tanto o analito como a referéncia, com a mesma
intensidade. Nas Tabelas 3.3 a 3.7 apresentam-se as curvas de calibracdo obtidas para cada um
dos contaminantes estudados, assim como os respetivos coeficientes de correlacdo e limites de

detecéo e de quantificacdo obtidos.

As curvas de calibracao apresentadas foram obtidas através da fortificacdo de amostras de lote
de vinho tinto com seis niveis de concentracdo e apenas uma preparagdo por nivel de
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BN

concentracdo. Para a sua representacdo recorreu-se a razdo das areas dos picos de
contaminante e do respetivo padrdo interno em funcdo da concentragdo dos padrdes de

calibracéo utilizados.

Os limites de detecéo e de quantificacdo foram determinados de acordo com as Equacdes 10 e

11 (1.5.3. Limiares analiticos do método de ensaio).

Tabela 3.3 — Curvas de calibracao e respetivos limites de detecdo e de quantificacdo para o 4-Etilfenol.

Equacédo da curva de

Data calibracéo R® Sy/, LD. (ug/l)  L.Q.(ug/L)
30/03/2012 y =0,0007360x + 0,02875 0,9920 0,051 228 690
02/04/2012 y =0,0008726x — 0,02730 0,9981 0,063 239 724
18/04/2012 y =0,0007624x — 0,03453 0,9989 0,034 146 443
20/04/2012 y = 0,0006305x — 0,02008 0,9986 0,028 146 443
14/05/2012 y = 0,0006780x — 0,04002 0,9970 0,013 65 196
25/05/2012 y =0,0014451x — 0,06347 0,9997 0,053 121 366
14/06/2012 y = 0,0007736x — 0,00724 0,9900 0,064 272 825
19/06/2012 y =0,0011170x — 0,14818 0,9848 0,197 583 1766

Tabela 3.4 — Curvas de calibracéo e respetivos limites de detecdo e de quantificacdo para o 4-Etilguaiacol.

Equacéo da curva de

Data st R? Sy, LD.(ug/l)  L.Q.(ug/L)
30/03/2012 y =0,0073207x + 0,16238 0,9959 0,091 41 124
02/04/2012 y =0,0105381x — 0,12938 0,9955 0,170 53 162
18/04/2012 y = 0,0038693x — 0,05393 0,9964 0,023 20 60
20/04/2012 y = 0,0035906x — 0,04785 0,9906 0,053 48 147
14/05/2012 y =0,0033417x — 0,06257 0,9890 0,010 10 31
25/05/2012 y = 0,0060962x — 0,07894 0,9980 0,095 51 156
14/06/2012 y =0,0037069x — 0,03697 0,9955 0,057 51 153
19/06/2012 y =0,0052750x — 0,17997 0,9825 0,208 130 395

62



Tabela 3.5 — Curvas de calibracéo e respetivos limites de detecdo e de quantificacdo para o TCA.

Data

30/03/2012
02/04/2012
18/04/2012
20/04/2012
14/05/2012
25/05/2012
14/06/2012
15/06/2012
19/06/2012

Equacédo da curva de
calibracéo
y = 0,016835x — 0,00162
y =0,018821x — 0,07781
y =0,017279x — 0,03543
y = 0,019249x — 0,04341
y =0,018614x — 0,03271
y =0,016616x — 0,04669
y =0,022339x — 0,05505
y =0,017394x — 0,05386
y =0,016804x — 0,03603

RZ

0,9963
0,9911
0,9921
0,9950
0,9991
0,9878
0,9805
0,9928
0,9987

Sy,

0,020
0,048
0,007
0,020
0,028
0,030
0,053
0,073
0,037

L.D. (ng/L)

3,9

8,4

14

3,5

4,9

5,9

7,8
13,8
7,3

L.Q. (ng/L)

11,9
25,6
4,3
10,5
14,9
17,9
23,7
41,8
22,0

Tabela 3.6 — Curvas de calibracéo e respetivos limites de detecdo e de quantificacdo para o TBA.

Data

30/03/2012
02/04/2012
18/04/2012
20/04/2012
14/05/2012
25/05/2012
14/06/2012
15/06/2012
19/06/2012

Equacédo da curva de
calibracéo
y =0,013019x + 0,12487
y =0,016662x + 0,01435
y =0,014825x — 0,01335
y = 0,009136x — 0,01555
y = 0,019404x — 0,08442
y =0,010199x — 0,00288
y =0,010444x — 0,00165
y = 0,008684x — 0,02231
y = 0,005987x + 0,03775

RZ

0,9948
0,9951
0,9990
0,9947
0,9728
0,9853
0,9976
0,9960
0,9929

v/,

0,018
0,023
0,024
0,029
0,019
0,053
0,019
0,001
0,003

L.D. (ng/L)

4,7
4,5
54
10,6
3,2
17,0
5,9
0,4
1,8

L.Q. (ng/L)

14,1
13,5
16,3
32,0
9,8
51,6
17,8
11
5,5

Tabela 3.7 — Curvas de calibracéo e respetivos limites de detecdo e de quantificacdo para o TeCA.

Data

30/03/2012
02/04/2012
18/04/2012
20/04/2012
14/05/2012
25/05/2012
14/06/2012
15/06/2012
19/06/2012

Equacédo da curva de
calibracéo
y = 0,007254x — 0,03395
y =0,006893x — 0,01507
y =0,006697x — 0,02187
y = 0,002243x + 0,00144
y = 0,006949x + 0,00757
y = 0,005436x — 0,00411
y = 0,005174x — 0,04587
y =0,003107x — 0,00585
y =0,003312x — 0,01012

RZ

0,9921
0,9944
0,9990
0,9924
0,9920
0,9992
0,9872
0,9944
0,9994

7

0,012
0,013
0,012
0,005
0,012
0,012
0,014
0,013
0,005

L.D. (ng/L)

54
6,3
6,0
6,7
5,5
7,1
8,9
14,1
5,3

L.Q. (ng/L)

16,3
19,0
18,2
20,2
16,6
21,5
26,9
42,8
15,9
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De acordo com os resultados apresentados, na generalidade, os compostos apresentam boa
linearidade para as gamas de concentracdo estudadas. Obtiveram-se coeficientes de correlagédo
(R? superiores a 0,99 para todos 0s compostos, no entanto, algumas curvas de calibracéo
apresentam um valor de R? inferior. E, ainda possivel verificar que as diversas calibragbes para
cada composto apresentam diferencas, sobretudo ao nivel do valor da ordenada na origem. Estes
resultados podem estar relacionados com a sensibilidade do aparelho, cuja resposta apresenta
variacdes de dia para dia e com o desgaste da fibra de SPME. O valor de R mais elevado foi
conseguido para o 4-EP (0,9997), enquanto o mais baixo pertence ao TBA (0,9728).

As Figuras 3.18 a 3.22 representam um exemplo das curvas de calibracdo obtidas para cada

um dos analitos em estudo.
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Figura 3.18 — Curva de calibragao obtida para o 4-EP, em 18/04/2012.
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Figura 3.19 — Curva de calibragéo obtida para o 4-EG, em 18/04/2012.
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Figura 3.20 — Curva de calibracdo obtida para o TCA, em 18/04/2012.
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Figura 3.21 — Curva de calibracdo obtida para o TBA, em 18/04/2012.
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Figura 3.22 — Curva de calibracdo obtida para o TeCA, em 18/04/2012.

Nas Figuras 3.23 a 3.27 encontram-se representadas as concentracdes calculadas em fungéo
das concentragfes de cada padrdo de calibragcdo, para cada um dos compostos, em matriz de
Vinho do Douro Tinto. As curvas de calibragdo obtidas apresentam, para cada nivel de
concentracdo, uma determinada concentracdo calculada. Fazendo a média de todas as
concentracdes calculadas por nivel de concentracdo obtém-se uma concentragdo média calculada

gue pode ser comparada com o valor da concentragéo tedrica do respetivo padréo de calibracéo.

2000,00
=0,9991x + 0,1173
1800,00 y >

R*=0,9991
1600,00

1400,00 /
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Concentragdo tedrica (ug/L)

Concentragio calculada (pg/L)

Figura 3.23 — Representacgao grafica da concentracéo calculada em funcéo da concentragcédo dos padrdes de
calibragéo, em Vinho do Douro Tinto, para o 4-EP.
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Figura 3.24 — Representacao grafica da concentragdo calculada em funcéo da concentragdo dos padrdes de
calibragéo, em Vinho do Douro Tinto, para o 4-EG.
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Figura 3.25 — Representacgao gréafica da concentracéo calculada em funcéo da concentracédo dos padrdes de
calibragédo, em Vinho do Douro Tinto, para o TCA.
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Figura 3.26 — Representacao grafica da concentragéo calculada em funcdo da concentracdo dos padrdes de
calibragédo, em Vinho do Douro Tinto, para o TBA.
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Figura 3.27 — Representacao gréafica da concentracéo calculada em funcéo da concentracédo dos padrdes de
calibragé@o, em Vinho do Douro Tinto, para o TeCA.

Pela andlise das representacdes graficas de cada composto é possivel verificar que a variacéo
dos resultados expressos em concentracdes calculadas ndo é muito acentuada, tendo-se obtido
para todos os compostos coeficientes de correlacdo superiores a 0,99. Os declives, para todas as

curvas tracadas, sao semelhantes e proximos da unidade.

Foram, ainda, determinados os limites de detecdo e de quantificacdo para cada um dos

contaminantes, recorrendo as varias curvas de calibracdo. Verifica-se que para o mesmo
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composto ocorrem variacdes significativas, tal como se referiu na analise dos declives e das

ordenadas na origem de cada curva de calibracéo.

Relativamente aos Fendis Volateis, o 4-EP apresenta valores de limite de detecdo superiores,
entre 65 e 583 pg/L. J& nos Anisodis, o TCA apresenta limites de dete¢cdo mais baixos, variando
entre 1,4 — 13,8 ng/L; enquanto os valores mais elevados foram obtidos para o TeCA, que variam
entre 5,3 e 14,1 ng/L. O TBA apresenta o limite de detecdo mais baixo para uma das curvas com
0,4 ng/L e o mais elevado para outra curva com 17,0 ng/L. A tendéncia é semelhante para o limite
de quantificacdo e tal como seria de esperar, estes valores sdo superiores comparativamente aos

obtidos para os limites de detecao.

Os limites de detegéo e de quantificagdo foram determinados considerando o desvio padrao
residual e o declive das curvas de calibracéo, no entanto existem outras formas de proceder a sua
determinacdo. As técnicas analiticas, como a espetrometria de massa, em particular, utilizam,
muitas vezes, o método da relacdo sinal/ruido. Recorrendo a este método, o limite de deteg&o
seria 0 valor de concentragcdo para o qual se obteria uma relagédo sinal/ruido de 3 e o limite de
quantificagcdo corresponderia ao valor de concentragdo para o qual se obteria uma relagédo
sinal/ruido de 10 [49].

Nas Figuras 3.28 a 3.32 encontram-se ilustrados, a titulo exemplificativo, os cromatogramas
obtidos para o padrdo mais baixo de cada contaminante, com indicacdo dos respetivos picos,

tempos de retencado (RT), area de integracdo (AA) e razao sinal/ruido (SN).
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Figura 3.28 — Cromatograma obtido para o 4-EP, por GC-MS/MS, em vinho do Douro Tinto, fortificado com
uma concentracdo de 115,200 pg/L.
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Figura 3.29 — Cromatograma obtido para o 4-EG, por GC-MS/MS, em vinho do Douro Tinto, fortificado com
uma concentracdo de 28,990 pg/L.
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Figura 3.30 — Cromatograma obtido para o TCA, por GC-MS/MS, em vinho do Douro Tinto, fortificado com
uma concentrag¢édo de 5 ng/L.
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Figura 3.31 — Cromatograma obtido para o TBA, por GC-MS/MS, em vinho do Douro Tinto, fortificado com
uma concentragdo de 5 ng/L.
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Figura 3.32 — Cromatograma obtido para o TeCA, por GC-MS/MS, em vinho do Douro Tinto, fortificado com
uma concentracdo de 5 ng/L.

Analisando os cromatogramas apresentados, pode concluir-se que seria possivel conseguir
detetar e quantificar estes contaminantes abaixo dos limites determinados a partir dos parametros
da curva de calibracao, recorrendo ao método da relagéo sinal/ruido. Porém, quaisquer limites de
detecdo e de quantificacdo que sejam considerados requerem validacdo ao nivel da precisdo

intermédia e da repetibilidade — questbes abordadas no ponto 3.2.3.
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3.2.3. Precisao

Nas Tabelas 3.8, 3.9 e 3.10 encontram-se representados os resultados obtidos para os estudos
de repetibilidade e de precisdo intermédia, para cada um dos contaminantes, na matriz constituida
pelo lote de vinho do Douro tinto. Foram realizados estudos para varios niveis de concentragéo
através da fortificacdo das amostras do lote de vinho.

Os estudos de repetibilidade foram realizados segundo duas férmulas de célculo. Na primeira
foram realizados estudos de repetibilidade para cinco niveis de concentracdo correspondentes
aos padrdes 2, 3, 4 e 5 de calibracdo. Os valores encontram-se expressos em termos de desvio
padrao relativo e foram obtidos a partir da analise de, pelo menos, quatro preparacfes
independentes, realizadas no mesmo dia. A segunda férmula de calculo segue o procedimento
descrito no documento de validacdo da OIV “Guide pratique pour la validation, le contrdle qualité,
et l'estimation de l'incertitude d'une méthode d'analyse oenologique alternative” [50]. De acordo
com este documento, os estudos, em condi¢des de repetibilidade, foram realizados varias vezes
em duplicado e em dias diferentes. Assim, a Tabela 3.9 apresenta os resultados tratados
estatisticamente, obtidos segundo este método para os padrbes 3 e 4 de calibracéo.

Tabela 3.8 — Valores de repetibilidade (r), expressos em RSD (%), obtidos para cada contaminante e
respetivo nivel de concentracéo.

4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
Padrao de 4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
concentragao ad. ' ad. ' ad. ' ad. ' ad. '
(%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD)
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
P2 230,500 8,3 57,990 5,8 10,00 19,3 10,00 14,8 10,00 17,2
P3 460,900 12,5 115,97 12,1 20,00 12,9 20,00 24,2 20,00 23,5
P4 921,900 7,2 231,95 12,0 30,00 - 30,00 - 30,00 -
P5 1382,80 2,5 347,92 4,8 40,00 7,0 40,00 23,1 40,00 11,3

Tabela 3.9 — Valores de repetibilidade (r), expressos em RSD (%), obtidos para cada contaminante e
respetivo nivel de concentracéo, segundo o documento de validacdo da OIV.

4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
Padréo de 4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
r r r r r
concentracdo ad. ad. ad. ad.
(%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD)

(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

P3 460,900 3,8 115,97 3,9 20,00 4,3 20,00 18,0 20,00 7,6

P4 921,900 10,2 231,95 32,7 30,00 1,3 30,00 3,7 30,00 23,0

Relativamente aos estudos de precisdo intermédia, foram analisados todos os niveis de

concentracdo dos padrdes de calibracdo (P1, P2, P3, P4, P5 e P6). Os valores encontram-se
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expressos em RSD, % e foram obtidos a partir da andlise de, pelo menos quatro preparacdes

independentes realizadas em dias diferentes.

Tabela 3.10 — Valores de preciséo intermédia (P.l.), expressos em RSD (%), obtidos para cada contaminante e
respectivo nivel de concentragao.

4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
Padréo de 4-EG TCA TBA TeCA
T CEnTAtEo 4-EP ad. P.l. ad P.1. ad P.1. ad. P.1. - P.l.
(ng/L) (%RSD) (uglL) (%RSD) (ng/L) (%RSD) (ng/L) (%RSD) (ng/L) (%RSD)
P1 115,200 12,2 28,990 12,2 5,00 6,2 5,00 211 5,00 12,9
P2 230,500 13,3 57,990 9,6 10,00 7,3 10,00 11,4 10,00 10,8
P3 460,900 7,6 115,97 9,0 20,00 51 20,00 7,0 20,00 5.2
P4 921,900 9,0 231,95 10,6 30,00 3,4 30,00 7,6 30,00 6,6
P5 1382,80 3,9 347,92 3,0 40,00 6,6 40,00 6,0 40,00 4.8
P6 1843,60 3,3 463,90 2,9 50,00 3,0 50,00 4,5 50,00 2,7

Cruzando os resultados da Tabela 3.8 com a informag¢do do documento SANCO/10684/2009
[51] é possivel verificar que foram obtidos bons resultados em termos de repetibilidade. Para os
Fenois Volateis, obtiveram-se, tal como descrito no documento, valores de RSD inferiores a 20%.
Para os Anisois, devido & gama de concentrages estudada, na ordem dos ng/L, o valor maximo
de RSD considerado aceitavel segundo o referido documento deve ser igual ou inferior a 30%.
Todos os Anisodis apresentam valores de RSD que respeitam o valor maximo de 30%. O TBA é o
contaminante que apresenta, de um modo geral, valores mais elevados. Quanto aos resultados
obtidos recorrendo ao método proposto pela OlV, verificam-se, na generalidade, repetibilidades
melhores. O valor de RSD mais elevado pertence ao TBA no terceiro nivel de concentracdo da
curva de calibracdo, no entanto respeita as especificagcbes do SANCO/10684/2009 com o valor de
24,2%, inferior ao maximo de 30% tendo em conta a gama de concentracdes em causa. O padrao
de concentragdo identificado como P3 conduz a melhores resultados (valores de RSD mais
baixos) para o método proposto pelo documento de validacdo da OIV. Conseguem-se melhores
resultados de repetibilidade fazendo preparacbes em duplicado, em dias diferentes
comparativamente a férmula de célculo que sugere a realizacdo de varias medicGes sobre a

mesma amostra.

Relativamente a precisdo intermédia obtiveram-se resultados aceitaveis perante o critério do
documento SANCO/10684/2009. Os valores mais elevados foram obtidos para o TBA, oscilando
entre 4,5 e 21,1% (valor obtido mais elevado, %RSD). Ja o valor mais baixo foi conseguido para o

TeCA, para o sexto nivel de concentracdo dos padrbes de calibragdo (2,7%).

Nos estudos de repetibilidade, as condi¢cdes de analise sdo as mesmas, isto é, 0s ensaios sdo
efetuados sobre uma mesma amostra, em condi¢des tao estaveis quanto possivel. Por sua vez,

no caso da precisao intermédia h& pelo menos uma das condi¢des que se faz variar. Deste modo,
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seria de esperar que os valores obtidos em termos de precisdo intermédia fossem superiores aos

resultados obtidos para a repetibilidade, no entanto nem sempre se verifica esta tendéncia.

A medida que a sequéncia de trabalho vai avancando, as condi¢des de trabalho do
equipamento vao sendo alteradas. Cada preparacdo tem um tempo de andlise superior a uma
hora e meia. Com calibra¢cBes diarias e preparacdes de solucdo hidroalcodlica entre as amostras,
o0 tempo de analise de uma sequéncia completa pode tornar-se muito elevado. Com o decorrer
das andlises, a fibora DVB/CAR/PDMS, o liner do injetor, a coluna e o detetor vao ficando sujos e
perdendo sensibilidade.

No caso da precisdo intermédia, apesar dos ensaios se realizarem em alturas diferentes, as
condicbes acabam por ser semelhantes. Antes de se iniciar cada sequéncia de trabalho é feita a
manutencgdo do equipamento, nomeadamente a troca do septo e verificacdo do liner, realizagédo
de uma corrida em branco, verificacdo do estado da fibra seguido de um acondicionamento a
270°C (com a duracéo de uma hora se a fibra for nova ou de meia hora se for usada) e verificagéo
da voltagem do multiplicador de eletrbes, de forma a garantir uma contagem total de ides na
ordem dos 107. Assim, as condi¢cdes no inicio de cada sequéncia, bem como a sensibilidade que
se vai perdendo a medida que decorrem as analises, sdo semelhantes de dia para dia. Deste
modo, é possivel que os valores obtidos para a precisdo intermédia sejam inferiores quando

comparados com os resultados em termos de repetibilidade.

Apresentados os estudos de repetibilidade e precisao intermédia nos padrées de calibragéo,
mostram-se, agora, os estudos de repetibilidade segundo a férmula de calculo descrita pelo
documento de validacdo da OIV (Tabela 3.11) para as amostras analisadas.

Tabela 3.11 — Valores de repetibilidade obtidos para cada contaminante segundo a férmula de calculo
proposta pela OIV com base nas amostras.

4-EP (ug/L) 4-EG (pg/L) TCA (ng/L) TBA (ng/L) TeCA (ng/L)

q 40 78 83 64 55
Iwi 471 719 66 99 61
Sr 2,4 2,1 0,6 0,9 0,7
r 6,8 6,0 1,8 2,5 2,1
g — Numero de amostras analisadas; w;— Diferencga absoluta entre duplicados;
Sr — desvio padréo; r — repetibilidade.

Os resultados descritos na Tabela 3.11 indicam a repetibilidade de cada contaminante com um
nivel de confiangca de 95%. Assim, € possivel verificar que para o 4-EP e para o 4-EG, os
resultados obtidos indicam uma repetibilidade inferior a 6,8 ug/L e 6,0 ug/L, respetivamente.
Tendo em conta a gama de concentragfes utilizadas para estes compostos, estes valores podem
considerar-se aceitaveis. J& para os Aniséis, os resultados conduzem a repetibilidades na ordem
de 1,8 ng/L para o TCA, 2,5 ng/L para o TBA e 2,1 ng/L para o TeCA.
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3.2.4. Exatidao

A exatiddo da metodologia foi avaliada por ensaios de recuperacéo, através da fortificacao de
amostras de vinho e solugdes hidroalcodlicas com padrées e também pelo recurso a ensaios

interlaboratoriais.

Relativamente aos estudos de recuperacao realizados no laboratério utilizaram-se amostras de
lote de Vinho do Douro Tinto, lote de Vinho do Douro Branco, Solugcdo Hidroalcodlica, uma
amostra de Vinho Tinto distribuida pela entidade organizadora de ensaios interlaboratoriais
Bureau InterProfissionnel d"Etudes Analytiques — BIPEA — (EIL C) e uma amostra de Vinho do
Douro Tinto contaminada por Fendis Volateis (Amostra 35).

Quanto aos ensaios interlaboratoriais, fizeram parte deste estudo 8 amostras, das quais 5
pertencem a ensaios de anos anteriores, sendo utilizadas como amostras de referéncia nas
sequéncias de trabalho, juntamente com padrdes de verificacdo. Estas amostras sdo provenientes
do circuito dos “contaminantes no vinho”, sao fortificadas com contaminantes e a sua distribuicao

é trimestral (4 amostras/ano).

Nas Tabelas 3.12 e 3.13 encontram-se registados os ensaios de recuperagéo realizados no
laborat6rio para os Fendis Volateis e para os Aniséis. Na Tabela 3.14 apresentam-se 0s
resultados obtidos e respetivos valores de referéncia para as amostras participantes dos ensaios

interlaboratoriais que decorreram durante o estudo.
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Tabela 3.12 — Ensaios de recuperagdes para os Fendis Volateis.

4-EP 4-EG
V solugéo V solugéo
Amostra Ci L C; R. Ci o Cs R.
adicionado adicionado
(ng/L) (ug/L) (%) (ng/L) (ng/L) (%)
(mL) (mL)
Lote Vinho do Douro Tinto 0.0 0.025 3349 145 17,7 0.025 644 80
Lote Vinho do Douro Tinto 0.0 0.100 7782 86 17,7 0.100 185,7 145
Lote Vinho do Douro Tinto 0,0 0200 16163 88 17,7 0200 4254 88
Lote Vinho do Douro Tinto 0,0 0.050 407.0 88 158 0.050 66.6 44
Solugdo Hidroalcodlica a 6% ) 00125 1141 99 0,0 00125 393 1356
Solugdo Hidroalcodlicaa 6% 0.050 4829 105 0,0 0.050 940 81
Solugdo Hidroalcodlica a 6% g 0150 13981 101 0,0 0150 2660 76
o - .
Solugéo Hidroalcodlica a 6% 0,0 0.025 2514 109 0,0 0.025 59.3 102
Solucgéo Hidroalcodlica a 6% 0,0 0.100 913.9 99 0,0 0.100 2017 87

Solugéo Hidroalcodlica a 6% 0,0 0.200 17466 95 0,0 0.200 3765 81
Lote Vinho do Douro Tinto 0,0 0.025 2143 93 16,5 0.025 60.3 75
Lote Vinho do Douro Tinto 0,0 0.100 824.2 89 16,5 0.100 1775 69
Lote Vinho do Douro Tinte 0,0 0200 15479 84 165 0200 4241 88

Solugao Hidroalcodlicaa 6% g o 0.025 2557 111 0,0 0.025 46,7 81

Solugdo Hidroalcodlicaa 6% 0.100 7781 84 0,0 0.100 1665 72

Solugdo Hidroalcodlicaa 6% 0200 17480 95 0,0 0200 3970 86

Lote Vinho do Douro Branco 0,0 0.050 451,8 98 0,0 0.050 79,8 69
Lote Vinho do Douro Tinto 0,0 0.150 9816 71 00 0.150 187,8 54

EILC 112,9 0.025 3400 99 74,0 0.025 1350 106
EILC 117.6 0.025 380,8 114 73,1 0.025 150,3 133
Amostra 35 954,0 0.025 12173 114 80,7 0.025 1285 82
Amostra 35 954,0 0.050 1530,3 125 80,7 0.050 1953 99
Amostra 35 954,0 0.100 16909 80 80,7 0.100 2694 81

C; — Concentragao inicial do analito na amostra; C; — Concentracao final do analito na amostra; R - Recuperagéo
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Tabela 3.13 — Ensaios de recuperagdes para 0os Anisais.

Amostra

Lote Vinho do Douro Tinto
Lote Vinho do Douro Tinto
Lote Vinho do Douro Tinto
Lote Vinho do Douro Tinto
Lote Vinho do Douro Tinto
Solugéo Hidroalcodlica a 6%
Solugédo Hidroalcodlica a 6%
Solucéo Hidroalcodlica a 6%
Solugédo Hidroalcodlica a 6%
Solugédo Hidroalcodlica a 6%
Lote Vinho do Douro Tinto
Solucéo Hidroalcodlica a 6%
Solugédo Hidroalcodlica a 6%
Solucéo Hidroalcodlica a 6%
Solucéo Hidroalcodlica a 6%
Lote Vinho do Douro Branco
Lote Vinho do Douro Tinto
EILC
EIL C
EILC
Amostra 35
Amostra 35
Amostra 35

Ci (ng/L)

53
5,3
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,3
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
31
3,9
2,3
2,2
2,2
2,2

TCA
V solugéo
adicionado
(mL)
0.060
0.100
0.010
0.040
0.080
0.040
0.080
0.020
0.060
0.100
0.020
0.010
0.020
0.060
0.100
0.040
0.080
0.020
0.020
0.040
0.020
0.040
0.060

C; (ng/L)

39,8
65,5
7.8
16,3
30,4
16,6
48,8
5,2
22,5
46,4
13,9
5,0
9,5
31,8
49,6
16,0
333
10,7
11,5
20,9
11,5
21,6
29,0

R. (%) C;(ng/L) adicionado C; (ng/L)

115
120
157
82
76
83
102
52
75
93
136
101
96
80
99
80
83
76
76
93
93
97
90

5,7
5,7
4,3
4,3
4,3
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,3
0,0
0,0
0,0
0,0
3,7
4,5
3,9
4,9
51
2,1
2,1
2,1

TBA

V solucéo

(mL)
0.060
0.100
0.010
0.040
0.080
0.040
0.080
0.020
0.060
0.100
0.020
0.010
0.020
0.060
0.100
0.040
0.080
0.020
0.020
0.040
0.020
0.040
0.060

30,8
41,8
8,1
20,6
28,8
19,8
32,2
9,9
40,5
50,1
10,0
6,8
12,1
22,1
47,7
15,3
28,2
14,0
15,0
28,8
4,8
8,6
13,5

TeCA

V solucéo

R. (%) C;(ng/L) adicionado C;(ng/L) R. (%)

83
72
76
82
61
99
80
99
135
100
97
136
121
55
96
58
59
100
101
119
27
32
38

0,0
0,0
10,1
10,1
10,1
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
1,7
0,0
0,0
0,0
0,0
57
4,3
4,1
4,3
3,5
4,6
4,6
4,6

(mL)
0.060
0.100
0.010
0.040
0.080
0.040
0.080
0.020
0.060
0.100
0.020
0.010
0.020
0.060
0.100
0.040
0.080
0.020
0.020
0.040
0.020
0.040
0.060

9,7
60,1
12,0
19,4
23,9
20,4
41,2

52,6
4,5
58
6,2

43,1

52,0

15,7

30,6

13,7

14,3

22,6
59
9,8

12,7

32
120
37
46
34
102
103

105
28
116
62
108
104
50
66
96
100
95
13
26
27

C; — Concentracao inicial do analito na amostra; C; — Concentracgao final do analito na amostra; R - Recuperagéo
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Tabela 3.14 — Resultados obtidos para as amostras participantes dos ensaios interlaboratoriais.

Fendis Volateis (ug/L)

Anisois (ng/L)

Composto Amostra EIL A EIL B EIL C Composto Amostra EIL A EIL B EIL C
Valor de Referéncia 465 610 412 Valor de Referéncia 19,4 15 9,6

Valor maximo 669 904 518 Valor méaximo 31,8 23,2 16,2

4-EP Valor minimo 261 316 306 TCA Valor minimo 7,0 6,8 3,0
Resultado obtido 225 241 235 Resultado obtido 10,7 6,4 6,7

Z-score -2,35 -2,51 -3,34 Z-score -1,40 -2,10 -0,88

Valor de Referéncia 91 309 186 Valor de Referéncia 17,1 5,6 8,6

Valor maximo 45 473 248 Valor maximo 27,9 8,8 12,2

4-EG Valor minimo 137 145 124 TBA Valor minimo 6,3 2,4 5,0
Resultado obtido 61 82 143 Resultado obtido 14,0 9,4 8,4

Z-score -1,30 -2, 77 -1,39 Z-score -0,57 2,38 -0,11

Valor de Referéncia 9,9 7,5 11,2

Valor maximo 18,3 12,7 17,0

TeCA Valor minimo 1,5 2,3 54

Resultado obtido 3,6 12,7 7,8

Z-score -1,50 2,00 -1,17
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De acordo com o documento SANCO/10684/2009, para a gama de concentracdes testada dos
Fenois Volateis, sdo consideradas aceitaveis recuperacdes entre 70 e 120%. Por sua vez, para 0s
AnisGis sao aceitaveis recuperacbes entre os 60 e os 120%, uma vez que a gama de
concentracdes estudada para estes compostos é consideravelmente inferior, quando comparada

com a dos Fendis Volateis.

Relativamente aos Fendis Volateis € possivel verificar que, na generalidade, as preparacdes
em Solucdo Hidroalcoodlica apresentam valores de recuperagdo aceitaveis. Também se pode
verificar que, em geral, € mais facil a recuperacdo do 4-EP comparativamente ao 4-EG. No caso
dos AniséGis, o TCA é o composto que apresenta melhores resultados. J& o TBA e o TeCA
apresentam recuperagfes mais baixas. De acordo com a andlise da Tabela 3.12, é possivel
verificar que em 26 amostras analisadas, 5 ndo respeitam os critérios propostos pelo documento
SANCO/10684/2009 para o0 4-EP, o que corresponde a uma percentagem de 81% de resultados
aceitaveis. J4 para o 4-EG, das 26 amostras analisadas, 9 estdo fora da gama considerada
aceitavel, correspondendo a uma percentagem de 65% de sucesso. Relativamente aos Anisois,
de acordo com a Tabela 3.13, a percentagem de resultados considerados aceitaveis corresponde
a 95% para o TCA (1 resultado fora da gama aceitavel, em 19 analises), 63% para o TBA (7
valores, em 19 analises, que ndo respeitam os critérios estabelecidos) e 50% para o TeCA (8
resultados que ndo respeitam a gama de recuperacdes estabelecida para estes compostos, em 17

analises).

Ainda relativamente aos ensaios de recuperacdo, € importante referir os resultados obtidos
para a Amostra 35. Esta amostra foi encaminhada para andlise de Fendis Volateis, no entanto,
optou-se por analisar todos os compostos em estudo. Os resultados indicam boas recuperagdes
para os Fendis Volateis, assim como para o TCA. Porém, os resultados obtidos para o TBA e para
o0 TeCA ndo sdao satisfatdrios, pelo que esta amostra necessitaria de mais estudos relativamente a

presenca destes compostos.

Na analise dos resultados de ensaios interlaboratoriais € importante avaliar o valor de z-score,
gue permite perceber qual o desvio do resultado obtido relativamente ao valor real. Os resultados
sdo considerados satisfatérios para |z-score| < 2, considerados questionaveis quando 2 <|z-score|
< 3 e insatisfatorios para |z-score|> 3 [47]. Assim, de acordo com a Tabela 3.14 é possivel
verificar que em nenhum dos ensaios interlaboratoriais em que se participou durante o estudo se
conseguiram bons resultados para o 4-EP. O valor de z-score foi superior a 2 para todas as
amostras, o que faz destes resultados questionaveis. A amostra EIL B apresenta um valor de z-
score superior a 2 para todos os compostos, a excecao do TeCA. Para este composto 0 z-score é
igual a 2, o que faz dele um resultado satisfatorio. O desvio mais elevado corresponde ao 4-EP na
amostra EIL C (3,34), enquanto o valor com menor desvio foi conseguido para o TBA para a

mesma amostra (0,11).
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Os ensaios realizados para quantificar a amostra EIL A foram realizados numa fase inicial do
trabalho, antes de se concluirem os estudos de otimizacdo do método. Assim, esta amostra foi
analisada sem diluicdo, com um tempo de extracdo de 18 minutos e recorrendo a fibra 100 um
PDMS. Ja a amostra EIL B foi estudada numa fase intermédia, no periodo de otimizacdo do
método. Por fim, a amostra EIL C foi quantificada com todos os parametros devidamente
otimizados. Na Tabela 3.15 encontram-se registados os dados obtidos através dos ensaios

realizados para o langamento dos resultados.

Tabela 3.15 — Concentra¢gdes dos analitos em estudo obtidas nos ensaios realizados para a amostra EIL C.

Data de realizagdo do ensaio 4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
30/03/2012 (a) 92 72 4.2 6.3 8.3
2/4/2012 (a) 216 134 10.4 7.9 6.6
9/4/2012 (a) 226 148 6.2 7.9 8.2
9/4/2012 (b) 235 146 7.8 9.8 8.7
12/4/2012 (b) 263 142 4.7 10.3 7.1
Amostra de 12/04/2012 na curva de 09/04/2012 (b) 235 148 6.7 4.8 8.4
Média (c) 235 143 6.7 8.4 7.8
Desvio Padréo 60 30 2.3 2.1 0.6
%RSD 26 21 33.8 24.6 7.9
Valor Maximo 263 148 10.4 10.3 8.7
Valor Minimo 92 72 4.2 4.8 6.6
Mediana - - 6.2 7.9 8.2

(@) Método de processamento de Dezembro de 2011; (b) Método de processamento de Abril de 2012; (c) Valor médio
desprezando os resultados obtidos em 30/03/2012.

O método (b) difere do método (a) no que respeita ao 4-EP, uma vez que com o método de
Dezembro de 2011 o pico integrado continha sempre o ido 105 e ndo o 107 — ido pretendido. Por
este motivo alterou-se o método modificando o tipo de grafico ao passar a opcdo TIC para Base

Peak com o ido 107.

Uma vez que os resultados obtidos para o 4-EP nao foram satisfatorios, apresentando um valor
de |z-score| superior a 3, seguem-se algumas consideracdes sobre cada um dos ensaios que

conduziram ao valor final langado de 235 pg/L.
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No dia 30/03/2012, antes de iniciar a sequéncia de trabalho foi colocada uma fibra nova que
acondicionou a 270°C durante 60 minutos e verificou-se a voltagem do multiplicador de eletrbes,
de forma a garantir uma contagem total de ides na ordem dos 107 (TIC = 1,1 x 107). A calibracdo
foi feita em vinho tinto, de modo a diminuir o efeito de matriz. No entanto, os resultados obtidos
foram claramente insatisfatérios, apresentando uma concentragdo muito baixa, ndo s6 de 4-EP,

mas também de 4-EG.

No dia 02/04/2012 verificou-se o estado da fibra de SPME 50/30 uym DVB/CAR/PDMS, que
estava em boas condic¢des, pelo que se colocou a acondicionar por 30 minutos a 270°C. Foi, mais
uma vez, verificada a voltagem do multiplicador de eletrGes, tendo-se constatado que estava
ajustado de forma adequada (TIC = 1,1 x 107). Para este ensaio foram preparados seis padrdes
de calibragdo com o lote de Vinho do Douro Tinto, tendo-se adicionado duas solugfes
hidroalcodlicas a 6% depois destas preparagdes. Foram, ainda, elaboradas duas preparacdes da

amostra em estudo (EIL C) com solugdes hidroalcodlicas a 6% entre cada uma delas.

Em 09/04/2012, repetiu-se todo o procedimento do ensaio anterior. Acrescentaram-se dois
padrdes de verificagdo com o padrdo de concentracdo equivalente a P2, com solucdes
hidroalcodlicas a 6% entre cada preparagédo e também foi adicionado um ensaio de recuperagéo
em duplicado com a amostra EIL C, utilizando um dos padrbes mais baixos (P2). Obteve-se uma
recuperacdo de 98,5%, processando os dados com o método de Dezembro de 2011 e 114,2%
recorrendo ao método de Abril de 2012. O padrdo de verificacdo apresentava um valor muito

proximo do esperado e um %RSD de 7,5 entre as duas preparagdes.

A 12/04/2012 verificou-se o estado da fibra de SPME 50/30 um DVB/CAR/PDMS, que estava
ainda em boas condi¢fes, pelo que se colocou a acondicionar por 30 minutos a 270°C. Foi, mais
uma vez, verificada a voltagem do multiplicador de eletrdes, tendo-se constatado que estava
ajustado de forma adequada (TIC = [1,0 x 107 — 1,1 x 107]). Foram preparados seis padrdes de
calibracdo com o lote de Vinho do Douro Tinto. Adicionaram-se duas solu¢fes hidroalcodlicas a
6% depois das seis preparacdes. Preparou-se um duplicado da amostra separado por solucdes
hidroalcodlicas e realizou-se um ensaio de recuperacdo em duplicado com a amostra, utilizando
um dos padrées intermédios (P3). O ensaio de recuperacdo ndo apresentou bons resultados, no
entanto a concentracao obtida para a amostra foi semelhante a obtida para os ensaios realizados

anteriormente, pelo que se considerou um resultado satisfatorio.

Todas as amostras distribuidas pela entidade BIPEA, assim como todas as amostras que
contribuiram para a realizagdo deste trabalho, foram analisadas segundo procedimento descrito
para a amostra EIL C, com recurso a padrdes de verificacdo, ensaios de recuperacéo, estudos de
repetibilidade e precisdo intermédia. Na Tabela 3.16 encontram-se representados alguns dos
resultados obtidos para as amostras fornecidas pela entidade BIPEA, usados como referéncia nas

sequéncias de trabalho.
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Tabela 3.16 — Representacdo das concentragdes obtidas nas sequéncias de trabalho, para as amostras distribuidas pelo BIPEA.

82

Composto
Y. Data 4-EP (pg/L) 4-EG (pg/L) TCA (ng/L) TBA (ng/L) TeCA (ng/L)

22/11/2011 753 103 9,7 7.6 -
23/11/2011 885 108 6,8 6,0 5,0
14/12/2011 225 61 10,7 14,0 3,6

EIL A 12/01/2012 611 465 39 91 - 19,4 - 171 - 9,9
19/01/2012 632  [261-669] 40 [45 - 137] 6,5 [7-318] 72 [63-279] 90 [1,5-183]
03/02/2012 845 33 7.1 10,7 11,9
09/02/2012 740 43 7.4 2,3 -
10/02/2012 653 48 2,8 19,5 -
03/02/2012 138 70 4,7 10,6 19,0
09/02/2012 312 86 10,1 3,2 -

ElLB 100012012 274 [315 %%04] 8 149 (-)2173] e [2,45168,8] © pat127
13/02/2012 196 86 6,5 9,1 13,6
01/03/2012 482 96 4,2 31 1,6
30/03/2012 92 72 42 6,3 8,3
02/02/2012 216 134 10,4 7.9 6,6
09/04/2012 226 148 6,2 7,9 8,2

EILC  09/04/2012 235 [sog %18] 146 [12415_‘% w T8 g _9'1%’2] 98 5 _8'122] 8,7 [5;1_’217]
12/04/2012 263
25/05/2012 316 126 4,9 8,5 7.9
25/05/2012 331 133 5,2 14,2 3.4
11/06/2012 393 170 47 51 10,6
13/04/2012 200 98 11,0 10,7 3.4

eLo aoseoz e o0 2 By me M we M4 s B30
18/05/2012 275 84 12,1 16,1 7.3
09/12/2011 - 200 14,4 43 5,9

EILE 13/12/2011 - 840 138 288 13,2 21,3 3,8 52 3,2 5,3
12/03/2012 - [346-1334] 73 [148-428] 74 [11,3-313] 94 (1.6-88 123 [11-95]
13/04/2012 737 275 18,2 2,0 2,8



Composto

Data 4-EP (upg/L) 4-EG (pg/L) TCA (ng/L) TBA (ng/L) TeCA (ng/L)
Amostra

EILF 01/04/2012 152 454 - 99 7,6 17 3,0 6,5 0,5 6,3
05/01/2012 - [278-630] 27  [17-181] 45 [9 - 25] 53 [1,9-11,1] 42 [0,7-11,9]
10/10/2011 1008 230 - - 15,6 -
12/10/2011 1015 348 - - [8,4 - 22,8] -
04/11/2011 821 257 - - -

EIL G 09/11/2011 867 [6371 c-)C_‘)L7377] 296 [sof %%37] i [1,23186,4] ) 5 -811]
22/11/2011 653 174 53 2,6 -
30/03/2012 409 159 3,0 - 6,2
22/06/2012 357 136
04/11/2011 223 103 - - -

EIL H 09/11/2011 208 208 45 155 - 3,9 - 13,6 - 16,9
17/11/2011 232 [110 - 306] 90 [107 - 203] - [1,1-6,7] - [4 - 23,2] [7.1-26,7]
22/11/2011 305 57 53 4,1 -
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As amostras EIL D a EIL H correspondem a amostras distribuidas pela BIPEA em anos

anteriores e que foram utilizadas como balizas no controlo de qualidade do método.

De acordo com a analise da Tabela 3.16 € possivel verificar que os resultados obtidos para o
4-EP estdo, geralmente, fora das gamas consideradas como satisfatérias. Porém, é também
possivel verificar que os valores obtidos se aproximam dos valores considerados como
satisfatérios para os ensaios realizados mais recentemente. Para as amostras EIL B e EIL H ndo
se obtiveram quaisquer resultados que respeitassem as gamas de concentracdo de 4-EG
consideradas como satisfatérias. Ja para os Aniséis, todas as amostras apresentam resultados

satisfatérios, embora surjam alguns valores que se encontram fora dos limites estipulados.

3.3. Teores de contaminantes nas amostras estudadas

Deste estudo fizeram parte 50 amostras de vinho enviadas pela Camara de Provadores do
IVDP, I.P. com suspeita de Fendis Volateis, das quais 48 eram amostras de Vinho Tinto do Douro
e 2 de Vinho do Porto. Nas Figuras 3.33 a 3.42 representam-se 0s teores de cada contaminante

nas amostras de 2011 e 2012 analisadas.

_[4-EP](ug/L)

Amostras

Figura 3.33 — Teor de 4-EP nas amostras de 2011 analisadas.
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Figura 3.34 - Teor de 4-EG nas amostras de 2011 estudadas.

Todas as amostras de 2011 analisadas apresentam teores de Fendis Volateis. Porém, os
valores obtidos ndo sdo sensorialmente detetaveis para todas as amostras estudadas. Para o 4-
EP, o limite de percecéo é de 430 pg/L [36], pelo que apenas 4 das amostras analisadas seriam
identificadas sensorialmente devido a presenca deste contaminante. Ja o 4-EG apresenta um
limite de percecdo de 33 pg/L [36], verificando-se a existéncia de 10 amostras com uma

concentragdo superior.

[TCA] (ng/L)
= N W & U0 & N D

Amostras

Figura 3.35 — Teor de TCA nas amostras de 2011 estudadas.

85



[TBA] (ng/L)
S = N W s N

Amostras

Figura 3.36 —Teor de TBA nas amostras de 2011 estudadas.

[TeCA] (ng/L)

Amostras

Figura 3.37 — Teor de TeCA nas amostras de 2011 estudadas.

Relativamente aos AnisGis, nem todas as amostras apresentam teores detetaveis destes
contaminantes. Das 8 amostras analisadas, apenas 4 apresentam teores de TCA e com valores
superiores ao limite de percecdo de 3 ng/L. No caso do TBA, apresentam teores deste
contaminante 5 das amostras analisadas, no entanto, a concentracao obtida é superior a do limite
de percecdo (3 ng/L) em apenas 3. Todas as amostras manifestam a presenca de TeCA, no

entanto em quantidade inferior a do limite de percecéo (15 ng/L).

86



2000

200
1000
8

[ R =]
o O O
0 O =
= ™

(1/8d

) [d3-v]

| 0g ensowy

6t ensowy
| gt ensowy
\ /v ensowy

9t ensowry

) gpensowy
Y tt ensowy
| ¢t ensowy
) 7t ensowry

Tt ensowry

] 0t ensowny

| 6¢ ensowy
| g¢ensowy

/€ ensowry
| 9¢ ensowny

G ¢ ensowy
t¢ ensowry
| cgensowy
| 7¢ensowy

T ensowy

0¢ ensowry
67 ensowry

| g7 ensowny
| /7 ensowy

| 9z ensowy

g7 ensowy
| pzensowy

| ¢zensowy
| 7z ensowy
| T7ensowy

m 07 ensowry

| 6T ensowy
8T BNSOWy

| /T ensowy
| 9T e3sOwy

| gTensowy
| pTensowy
| ¢Tensouwry

Amostras

Figura 3.38 — Teor de 4-EP nas amostras de 2012 analisadas.
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Figura 3.39 — Teor de 4-EG nas amostras de 2012 estudadas.
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Figura 3.40 — Teor de TCA nas amostras de 2012 estudadas.
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Figura 3.41 — Teor de TBA nas amostras de 2012 estudadas.
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Figura 3.42 — Teor de TeCA nas amostras de 2012 estudadas.
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Relativamente ao ano de 2012 foram analisadas 38 amostras de vinho. Para o 4-EP, apenas
em duas amostras ndo foi detetada a presenca deste contaminante. Das 36 amostras cuja
presenca de 4-EP foi confirmada, apenas 15 apresentam uma concentracdo superior a indicada
como limite de percecdo (430 pg/L). Por sua vez, foi detetada a presenca de 4-EG em todos o0s
vinhos estudados. Das 38 amostras analisadas, 34 mostram uma concentracao superior ao limite

de percec¢do de 33 ug/L sugerido pela literatura.

No que diz respeito aos AnisoOis, nem todas as amostras verificam a presenca destes
contaminantes. Para o TCA, duas das amostras que contém este contaminante apresentam um
teor inferior ao limite de percecéo e 15 revelam a auséncia deste composto. Para o TBA, apenas 9
das amostras analisadas n&o apresentam este contaminante na sua constituicdo e 6 encontram-
se abaixo do limite de percecéo de 3 ng/L. Relativamente ao TeCA, apenas uma, das 32 amostras
gue apresentam este contaminante, se encontra acima do limite de percecéo de 15 ng/L.

Foram estudadas algumas das amostras enviadas pela Camara de Provadores do IVDP, I.P., e
analisados os valores obtidos para o 4-EP e para o 4-EG pelo método anteriormente descrito e 0s
dados da Camara de Provadores. Na Tabela 3.17 encontra-se representada a percentagem média
de provadores que detetaram Fendis Volateis em 18 das amostras analisadas do ano de 2012.

Tabela 3.17 — Percentagem meédia de provadores que detetaram Fendis Volateis em 18 das amostras
analisadas.

% Média de provadores

Concentracéo de FV Ndmero de amostras »
) que detetaram Fenois
(ng/L) analisadas _
Volateis
[300-400] 10 59
[400-500] 0 -
[500-600] 5 52
[600-700] 1 78
[700-800] 0 -
[800-900] 1 80
[900-1000] 1 80

O numero de amostras estudado, com o objetivo de estabelecer uma correlacdo entre os
resultados obtidos por SPME/GC-MS/MS e a analise sensorial, ndo é representativo, dado que
foram estudadas poucas amostras. No entanto, tendo em conta os resultados descritos na Tabela
3.17, pode concluir-se que a medida que a concentracdo de Fendis Volateis nas amostras
aumenta, a percecdo sensorial também tende a aumentar. Porém, existem outros fatores que
seria interessante ter em consideracdo (matriz e a complexidade dos vinhos) que podem

influenciar a percecéo sensorial.
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De acordo com a literatura, a concentracdo média de Fendis Volateis numa amostra €
sensorialmente percetivel para valores superiores a 430 pg/L. Dado que 59% dos provadores
conseguem detetar a presenca destes componentes para uma gama de concentra¢des que varia
entre 300 e 400 pg/L, inferior ao limite de percecdo, pode considerar-se que a Camara de

Provadores apresenta muito boa sensibilidade.

Deve, ainda, destacar-se 0 baixo nimero de amostras analisadas por SPME/GC-MS/MS,
desde o inicio do ano, com valores de Fendis Volateis muito elevados, o que podera significar

uma maior atencao a este problema por parte dos agentes econdmicos.

3.4. Controlo de qualidade

O controlo de qualidade efetuado durante as determinacGes analiticas dos diversos
contaminantes em estudo consistiu na utilizacdo periddica de padrées de verificacdo entre as
determinacbes cromatogréaficas e, por vezes, no recurso a amostras utilizadas em ensaios

interlaboratoriais.

Os padrdes de verificacdo eram preparados da mesma forma que os padrdes de calibracéo,
sendo, por norma, utilizados padrbes com concentracfes intermédias (Padrdes 2, 3 e/ou 4). Tal
como nos padrdes de calibracdo foi determinada a area dos picos, o tempo de reten¢do, analisado
0 espetro de massa e respetiva concentragdo estimada pela curva de calibracdo (concentracéo

calculada) para cada contaminante.
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4. Conclusbes e sugestdes para trabalho futuro

Este trabalho surgiu com o objetivo de implementar e validar um método para a determinacdo
de contaminantes em vinho por microextracdo em fase sélida e cromatografia gasosa acoplada a

espetrometria de massa e a sua correlagcdo com a analise sensorial.

Numa fase inicial do trabalho, foram feitos estudos acerca das condi¢des MS/MS a utilizar,
assim como das gamas de concentracdo para todos 0s compostos que se pretendem quantificar
(4-EP, 4-EG, TCA, TBA e TeCA), recorrendo a fibra 100 um PDMS. Foram estabelecidas as
condicbes MS/MS e os tempos de retencao.

Numa fase posterior, tendo em vista a inclusao de novos compostos, foram elaborados estudos
de otimizacdo das condi¢es de extracdo, comparando a fibra em utilizagdo 100 um PDMS com a
fibora 50/30 um DVB/CAR/PDMS. Concluiu-se que os resultados eram mais satisfatérios, em
termos de resposta e da relagdo sinal/ruido, com a fibra 50/30 um DVB/CAR/PDMS. Como
condicbes de extragcdo estabeleceram-se 55°C para a temperatura de incubacao/extragdo, uma
velocidade de agitacdo de 250 rpm e 60 minutos de tempo de extracdo. O processo de extracao
decorreu em vials de vidro &mbar, com uma capacidade de 20 mL, num sistema de trés fases ou
headspace, tendo-se optado pela diluicAo das amostras com agua ultrapura (1:2, no caso dos
Vinhos do Douro e 1:3 para os Vinhos do Porto). Depois dos processos de extracdo e dessorgéo,

a fibra foi acondicionada durante 5 minutos a 270°C, na presenca de uma corrente de azoto.

Para validar a metodologia foram realizados estudos de linearidade, limites de detecdo e de

guantificacéo, repetibilidade, preciséo intermédia e recuperagéo.

Relativamente aos estudos de linearidade, de um modo geral, obtiveram-se bons resultados
para as gamas de concentracdo escolhidas. Foram obtidos coeficientes de correlagéo (R?)
superiores a 0,99 para todos os contaminantes, em grande parte das curvas de calibracdo. O
valor de R? mais elevado foi conseguido para o 4-EP (0,9997), enquanto o mais baixo pertence ao
TBA (0,9728).

Quanto aos limites de detecdo e de quantificacdo pode considerar-se que se obtiveram bons
resultados. O 4-EP é o contaminante que apresenta uma gama de concentracdes mais alta,
notando-se limiares analiticos mais elevados. Apresenta limites de quantificacdo préximos dos
tltimos niveis de concentracdo para algumas das curvas de calibracdo e os limites de deteg&o
variam entre 65 e 583 pg/L, quando calculados através dos parametros associados a curva de
calibracdo. No caso dos AnisGis, o TBA apresenta o limite de detecdo mais baixo para uma das

curvas com 0,4 ng/L e o mais elevado para outra curva de calibragdo com 17,0 ng/L.

Através da andlise dos cromatogramas obtidos para os padrées de concentracdo mais baixa de

todos os contaminantes, foi possivel concluir que seria possivel determinar os limites de detecao e
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guantificacdo através do método da relacdo sinal/ruido. Segundo esta férmula de calculo, o limite
de quantificacdo seria equivalente ao valor da concentracdo para o qual se obteria uma relacéo
sinal/ruido igual a 10. Deste modo, seria possivel baixar os limites de quantificacdo obtidos,
especialmente no caso do 4-EP, que apresenta os valores mais elevados. Porém, ndo seria
possivel manter sempre os mesmos limites, uma vez que a resposta do aparelho apresenta
variagdes de dia para dia, razdo pela qual se recorre a calibracdes diarias. No caso do TeCA
poderia tornar-se particularmente mais complicado, visto que a relagéo sinal/ruido para o padréo
mais baixo € muito préxima de 10. Podem considerar-se validos os limites de quantificacdo que se
inferem dos estudos de repetibilidade e precisdo intermédia.

Foram utilizadas duas formulas de célculo para o estudo da repetibilidade. Na primeira foram
analisadas pelo menos cinco preparacdes independentes, realizadas em condicdes de
repetibilidade, isto é, sem que se fizessem variar as condi¢des a que estavam sujeitas. A segunda
forma utilizada para determinar a repetibilidade foi realizada tendo em conta o documento de
validagcdo da OlV, tendo-se elaborado vérios estudos de repetibilidade em duplicado e em dias
diferentes. Obtiveram-se resultados mais satisfatérios segundo a férmula de calculo proposta pelo
documento de validagdo da OIV. Este resultado estara relacionado com o facto de as amostras
serem analisadas em duplicado, uma vez que a medida que a sequéncia de trabalho vai
avancando, as condicdes de trabalho do equipamento v&o sendo alteradas: a fibra
DVB/CAR/PDMS, o liner do injetor, a coluna e o detetor vao ficando sujos e perdendo

sensibilidade.

No que respeita a precisdo intermédia, pela mesma razédo que a féormula de célculo proposta
pela OIV se revela mais eficaz, também se verificam bons resultados, sobretudo se comparada
com os valores de repetibilidade determinados segundo a primeira férmula de céalculo descrita. O
facto de se fazer uma manutencdo diaria antes de iniciar cada sequéncia de trabalho contribui
para que as condi¢cdes e a sensibilidade que se vao perdendo ao longo de uma sequéncia se

mantenham de dia para dia, conduzindo a resultados mais satisfatorios.

De acordo com as especificacbes descritas no documento SANCO/10684/2009, todos os

contaminantes apresentam bons resultados de repetibilidade e precisdo intermédia.

Foram, ainda, realizados estudos de exatiddo recorrendo a ensaios de recuperacdo e a
ensaios interlaboratoriais. Muitas vezes conseguem-se boas recuperac¢des, no entanto notam-se

maiores dificuldades para o TBA e para o TeCA.

Relativamente aos ensaios interlaboratoriais, verificaram-se mais discrepancias para o 4-EP.
Embora se tenham realizado diversos estudos, obtiveram-se, na sua maioria, resultados
guestionaveis para este composto. Na generalidade, os restantes contaminantes apresentam

resultados satisfatérios (|z-score| < 2).
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No que diz respeito ao teor de contaminantes nos vinhos estudados é possivel concluir que
nem todas as amostras verificam a presenca destes compostos. Nos vinhos de 2011 foram
detetados Fenois Volateis em todas as amostras. J& para os Aniséis, 4 das 8 amostras analisadas
encontram-se contaminadas com TCA com niveis acima do limite de perce¢&o. No caso do TBA,
apresentam teores deste contaminante 5 das amostras analisadas, no entanto, a concentragéao
obtida é superior a do limite de percecédo (3 ng/L) em apenas 3. Todas as amostras manifestam a
presenca de TeCA, no entanto em quantidade inferior a do limite de percecéo (15 ng/L). Para o
ano de 2012, das 36 amostras cuja presenca de 4-EP foi confirmada, apenas 15 apresentam uma
concentracao superior & indicada como limite de percecao (420 pg/L). O valor mais elevado de 4-
EP foi obtido para a Amostra 35 com cerca de 2000 ug/L. J& para o 4-EG, das 38 amostras
analisadas, 34 mostram uma concentracao superior ao limite de percecao de 33 pg/L sugerido
pela literatura. Quanto aos Aniséis, verifica-se que duas amostras contém TCA com um teor
inferior ao limite de percecédo e 15 revelam a auséncia deste composto. Para o TBA, em 9 das
amostras analisadas nao foi detetado este contaminante e em 6 encontra-se abaixo do limite de
percecdo de 3 ng/L. Relativamente ao TeCA, apenas uma, das 32 amostras que apresentam este
contaminante, se encontra acima do limite de perce¢éo de 15 ng/L.

Em termos de correlacdo entre os resultados obtidos e a andlise sensorial, foram feitos estudos
relativamente aos Fendis Volateis, no entanto para um namero de amostras pouco representativo
(18 amostras de 2012). Tendo em conta os estudos elaborados pode concluir-se que a Camara de
Provadores apresenta muito boa sensibilidade e que o nimero de provadores que detetam Fendis
Volateis aumenta com a concentracdo destes contaminantes nas amostras. Deve ainda referir-se
que o baixo numero de amostras com elevado teor de Fendis Volateis podera significar uma maior

atencao por parte dos agentes econdémicos para este problema.

De modo a que se possa dar continuidade a este estudo prop6em-se algumas sugestdes para

trabalhos futuros:

v Repetir 0 estudo tendo em conta diferentes matrizes, nomeadamente lotes de Vinho do
Douro Branco, Vinho do Porto Branco e Tinto, de modo a verificar quais as consequéncias do
efeito da matriz nas analises.

v Analisar mais amostras dos componentes estudados neste trabalho e procurar estabelecer
uma correlacéo sustentada com a Camara de Provadores.

v" O estudo de novos compostos e a otimizacdo das condicées de trabalho de modo que seja
possivel incorporar todos os contaminantes no mesmo método de analise.

v’ Tentar que a andlise dos novos contaminantes possa ser correlacionada com a analise

sensorial, de forma a criar uma maior interacdo entre os sectores.
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Anexo A — Preparacéao das Solucgoes

Tabela A.1 — Preparagéo das Solugdes Padrdo de Fenodis Volateis.

Solucao Primaria Secundaria
Massa (9) 0,0500 --
Baldo Volumétrico (mL) 50 50
4-Etilfenol
Volume pipetado (mL) - 5
Concentracdo (mg/L) 999 99,9
Massa (9) 0,0500 -
Baldo Volumétrico (mL) 50 50
4-Etilguaiacol
Volume pipetado (mL) - 1,15
Concentragéo (mg/L) 993 22,8
Tabela A.2 — Preparacgéo das Solu¢des Padrédo de Anisdis.
Solucéo Primaria Secundaria Terciaria
Massa (g) 0,005 - -
Baldo Volumétrico (mL) 50 50 25
TCA
Volume pipetado (mL) - 0,065 1,000
Concentracéo 99,9 mg/L 0,1299 ug/L 0,005195 ng/L
Massa (g) 0,005 -- --
Baldo Volumétrico (mL) 50 50 25
TBA
Volume pipetado (mL) -- 0,100 0,050
Concentracéo 99,9 mg/L 2,4975 ug/L 0,004995 ng/L
Massa (g) 0,005 -- --
Bal&o Volumétrico (mL) 50 50 25
TeCA
Volume pipetado (mL) - 0,250 0,250
Concentragéo 99,0 mg/L 0,4950 pg/L 0,004950 ng/L
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Tabela A.3 — Representacdo das concentragdes de cada contaminante nos Padrdes de Calibracéo.

Composto
4-EP (ug/L)
4-EG (pg/L)
TCA (ng/L)
TBA (ng/L)

TeCA (ng/L)

P1

115,200

28,990

5,00

5,00

5,00

P2

230,500

57,990

10,00

10,00

10,00

P3

460,900

115,970

20,00

20,00

20,00

P4

922,800

231,950

30,00

30,00

30,00

P5

1382,80

347,920

40,00

40,00

40,00

P6

1843,60

463,900

50,00

50,00

50,00
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Anexo B — Otimizacdo do método

Diluicao da amostra

Tabela B.1 — Efeito da dilui¢cdo nas areas dos picos e na razao sinal/ruido do 4-EP. Condi¢des: Fibra 100 um
PDMS, temperatura de extragdo 55°C, tempo de extragc&o 18 min.

% alcool Area do Pico (4-EP) Relacéo Sinal/Ruido

145626 216
6% 86222 108
94267 125
Média 108705 150
275893 358
12% 181229 201
135591 136
Média 197571 232
42050 65
20% 20534 36
18571 31
Média 27052 44

Tabela B.2 — Efeito da diluicdo nas areas dos picos dos Fendis Volateis e dos Anisois. Condigdes: Fibra
50/30 um DVB/CAR/PDMS, temperatura de extragao 55°C, tempo de extragdo 60 min.

Area dos picos

Matriz % alcool

4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
6% 5996703 13665439 45973 35046 19288
6% 5627671 15167086 58753 39310 18108
6% 5892997 15626933 58851 41899 19992

Vinho Média 5839124 14819819 54526 38752 19129
Branco 12% 2597930 6116557 27652 16812 7364
12% 2615175 6049552 25596 14467 7187

12% 2690340 5807912 26610 14079 5164

Média 2634482 5991340 26619 15119 6572

6% 4354697 12169044 49232 26491 12047
6% 5519162 13805079 54830 29625 12605

6% 4889039 14394269 57177 32239 13682

Vinho Tints Média 4920966 13456131 53746 29452 12778
12% 2383583 5842253 23506 13007 4615

12% 2619492 5499902 23803 11925 5316

12% 2321144 4860438 25494 11128 3529

Média 2441406 5400864 24268 12020 4487
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Tabela B.3 — Efeito da diluicdo na razdo sinal/ruido dos Fenodis Volateis e dos Anisdis. Condicbes: Fibra
50/30 um DVB/CAR/PDMS, temperatura de extragao 55°C, tempo de extragdo 60 min.

: 5 Raz&o Sinal/Ruido
Matriz % alcool

4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
6% 6001 15256 539 56 195
6% 4786 16748 549 50 191
6% 4910 19053 552 37 198
Vinho Média 5232 17019 547 48 195
Branco 12% 2268 9755 191 17 84
12% 2813 7215 127 14 82
12% 2650 7027 221 11 58
Média 2577 7999 180 14 75
6% 3114 11284 514 41 122
6% 3301 16243 399 279 128
6% 2164 12428 377 273 125
Vinho Tinto Média 2860 13318 430 198 125
12% 76 6928 203 12 47
12% 2523 7184 214 110 57
12% 1941 5883 121 11 36
Média 1513 6665 179 44 47

Tempo e temperatura de extragao

Tabela B.4 — Efeito do tempo de extragdo nas areas dos picos dos Fendis Volateis e dos Aniséis. Condi¢des:
Fibra 100 pm PDMS, temperatura de extragdo 55°C, diluicdo a 6% de etanol (V/V).

~ Area dos picos
Tempo de extracéo

4-EP 4-EG TCA TBA TeCA

148067 654078 4637 3863 2223

18 179927 718991 4463 5990 1946
184148 747862 4626 6135 1865

Média 170714 706977 4575 5329 2011
194717 719652 4809 7537 2665

40 153766 633637 4578 8079 2893
164122 658959 4931 9075 3535

Média 170868 670749 4773 8230 3031
222685 941114 5633 8574 4733

60 179553 746474 4985 8721 5362
201635 654078 5105 9388 4141

Média 201291 780555 5241 8894 4745
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Tabela B.5 — Efeito do tempo de extracdo na razdo sinal/ruido dos Fendis Volateis e dos Aniséis. Condigdes:
Fibra 100 pm PDMS, temperatura de extragao 55°C, 6% de etanol (V/V).

Tempo de extracao

18

Média

40

Média

60

Média

4-EP

139
145
175
153
200
133
175
169
14
174
192
127

Razdo Sinal/Ruido

4-EG

763
910
875
849
769
696
654
706
1287
814
1046
1049

TCA TBA
63 10
58 14
67 117
63 47
68 13
58 16
99 14
75 14
119 11
77 106
71 15
89 44

23
21
23
22
32
22
25
26
60
55
43
53

TeCA

Tabela B.6 — Efeito do tempo de extragdo nas areas dos picos dos Fendis Volateis e dos Aniséis. Condi¢des:
Fibra 30/50 um DVB/CAR/PDMS, temperatura de extracdo 55°C, diluicdo a 6% de etanol (V/V).

Tempo de extracao

18

Média

40

Média

60

Média

4-EP
1560960
1648323
1641779
1617021
2408859
2432265
2321771
2387632
2609003
2277982
2501094
2387632

Area dos picos

4-EG
3966586
3964845
3989752
3973728
6487728
5877869
5611630
5992409
6104527
5602874
6456502
6054634

TCA
12973
13460
12595
13009
19770
22269
21535
21191
18134
23233
22247
21205

TBA
6170
6929
7032
6710
13288
13986
11366
12880
22345
16804
21203
20117

TeCA

2526
1799
2113
2146
4717
4346
1690
3584
8922
8903
7776
8534
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Tabela B.7 — Efeito do tempo de extracdo na razado sinal/ruido dos Fendis Volateis e dos Anisdis. Condigdes:
Fibra 30/50 um DVB/CAR/PDMS, temperatura de extracdo 55°C, diluicdo a 6% de etanol (V/V).

. Raz&o Sinal/Ruido
Tempo de extracao

4-EP 4-EG TCA TBA TeCA

1197 4642 135 4 25

18 1292 3999 35 8 21
1288 4208 40 25 5

Média 1259 4283 70 12 17
1147 5270 280 7 7

40 2011 5501 266 9 41

1886 6279 299 9 37

Média 1681 5683 282 8 28

42 7580 216 11 54

60 60 5921 313 8 76

60 6583 243 11 69

Média 54 6695 257 10 66

Tabela B.8 — Teste da temperatura de extragdo na area dos picos dos Fendis Volateis e dos Anisdis.

Condig¢des: Fibra 100 pm PDMS, tempo de extragcdo 60 min, diluicdo a 6% de etanol (V/V).

Temperatura de extragdo

45

Média

55

Média

4-EP
88837
71500
65990
75442
53867
75119

135882
88289

Area dos picos

4-EG
468813
314876
292109
358599
241553
343328
504097
362993

TCA
4030
3221
2496
3249
1619
2622
3100
2447

TBA TeCA
7721 2724
6103 1741
6148 1501
6657 1989
5145 2181
6369 3220
7182 3249
6232 2883
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Tabela B.9 — Efeito da temperatura de extragdo na razdo sinal/ruido dos Fendis Volateis e dos Anisdis.
Condigdes: Fibra 100 um PDMS, tempo de extragdo 60 min, diluicdo a 6% de etanol (V/V).

Temperatura de extracao
4-EP

8

45 68
69

Média 48
51

55 59
11

Média 40

Razdo Sinal/Ruido

4-EG TCA TBA
553 67 120
338 59 10
329 41 18
407 56 49
281 18 83
381 39 108
516 47 19
393 35 70

TeCA
30
22
18
23
25
38
35
33

Tabela B.40 — Efeito da temperatura de extracdo nas areas dos picos dos Fendis Volateis e dos Anisais.

Condig¢des: Fibra 30/50 um DVB/CAR/PDMS, tempo de extragdo 60 min, diluicdo a 6% de etanol (V/V).

Temperatura de extracao
4-EP

4591668

45 4568562
6217947

Média 5126059
5585345

55 5966233
5650801

Média 5734126

Area dos picos

4-EG
11507473
11471598
15345360
12774810
16306151
16567481
15454183
16109272

TCA
28255
28741
30708
29235
29445
28167
25127
27580

TBA
16872
18615
22624
19370
33505
35368
34654
34509

TeCA
6942
7566
8384
7631

15272

14962

14242

14825

113



Tabela B.11 — Efeito da temperatura de extragdo na razao sinal/ruido dos Fendis Volateis e dos Anisdis.
Condigdes: Fibra 30/50 pum DVB/CAR/PDMS, tempo de extragcdo 60 min, diluicdo a 6% de etanol (V/V).

. Raz&o Sinal/Ruido
Temperatura de extracao

4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
3895 13795 416 213 86
45 3973 9078 370 284 90
4155 13633 319 287 107
Média 4008 12169 368 261 94
3488 13806 549 45 32
55 2790 15437 477 380 31
2430 13490 387 36 37
Média 2903 14244 471 154 33

Tabela B.52 — Efeito da adicdo do sal nos Fendis Volateis e nos Anisois. Condi¢cBes: Fibra 30/50 pm
DVB/CAR/PDMS, tempo de extragdo 60 min, diluicdo a 6% de etanol (V/V).

Area dos picos
4-EP 4-EG TCA TBA TeCA
Com Sal (= 2g de NaCl) 5928025 17062024 26934 35612 13613
5978375 16801530 24967 27483 13601
6498266 18012256 28882 33610 16335

Adicéo de Sal

Média 6134889 17291937 26928 32235 14516
3270046 8070263 18291 17890 7506

Sem Sal 2996338 8569738 22825 18181 6359
2702583 7800484 20393 18768 8453

Média 2989656 8146828 20503 18280 7439
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Anexo C — Espetros de Massa obtidos através da biblioteca de espetros NIST.

» Fenbis Volateis

107
100
50
77 122
OH
39 51 65 91
15 27 [,15° | 74 94 103
o 1 I [yl | ‘ N ‘ | 1y I 1
T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130
(mainlib) Phenol, 4-ethyl-
Figura C.1 — Espetro de Massa para o 4-Etilfenol.
137
100
OH
o\
50
152
15
27 39 51 65 77 91 122
ne 7T el Ll ip
o I12 17| \‘\‘?1 \N\45 |“‘ \\\Mw |73 \‘H Ll : Hn L : : " | :
10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160

(mainlib) Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-

Figura C.2 — Espetro de Massa para o 4-Etilguaiacol.
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» Anisois

145
100
Cl Cl
\As/
50 | 180
Cl
35
a7 75 110
(o] T ‘ T T T T T T T T : T T T T T T iy T
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
(mainlib) Arsenic trichloride
Figura C.3 — Espetro de Massa para o 2,4,6-Tricloroanisol.
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(mainlib) 2,2",5,5-Tetrachlorobenzidine
Figura C.4 — Espetro de Massa para o 2,3,4,6-Tetracloroanisol.
74
100
Br
50 79
314
B & 235
37
50 154
i i |
ol 2 % ] A ) ol e a8z | !
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330
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Figura C.5 — Espetro de Massa para o 2,4,6-Tribromoanisol.
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Anexo D — Propriedades fisico-quimicas dos contaminantes estudados

Tabela D.6 — Propriedades fisico-quimicas dos contaminantes estudados [14, 19, 36].

Massa Molecular

Composto Odor
(g/mol)
2,4,6-Tricloroanisol 211,47 Mofo
2,4,5,6-Tretracloroanisol 231,89 Mofo/ P6

Limite de percecgao

3 ng/L

15 ng/L

Estrutura
O/
Cl Cl
Cl
O/
Cl Cl
Cl
Cl

117



118

Composto

2,4,6-Tribromoanisol

4-Etilfenol

4-Etilguaiacol

Massa Molecular

(g/mol)

344,83

122,16

152,19

Odor

Mofo

Fendlico, couro,
cavalarica e suor de

cavalo

Fendlico, temperos,
baunilha, cravo, fumo

e madeira queimada

Limite de percec¢ao Estrutura
O/
Br Br
3 ng/L

Br

OH
430 pg/L

OH
O\

33 ug/L




Anexo E - Resultados da validacdo do método.

Linearidade

Tabela E.7 — Areas dos picos e construgdo das curvas de calibracdo do 4-EP.

Concentragéo
(ng/L)
30-03-2012 249458 686504 1364809 2744093 4070336 5566143 3029  -54561  0,9995

02-04-2012 568963 1387681 2591777 5009877 8302669 11152124 6082 -187173 0,9974
18-04-2012 398650 775624 1783867 5001777 5673017 9052325 4880 -249104 0,9755
20-04-2012 504601 1166984 2674541 4242359 7603853 10539274 5682 -236864 0,9900
14-05-2012 320885 502447 1523630 3591803 5753342 8431131 4703 -528106 0,9943
25-05-2012 657778 1923606 4275078 8936969 16552786 20249682 11719 -911968 0,9914
14-06-2012 476459 1528285 2531523 5326102 - 10815771 5897  -77658  0,9987
19-06-2012 537765 1485795 2919147 6793140 12050408 13702518 8083  -427262 0,9840

115,20 230,50 460,90 921,90 1382,8 1843,6 m b R

Tabela E.2 — Areas dos picos e construcéo das curvas de calibracdo do 4-EG.

Concentracéo

(ug/L)
30-03-2012 727890 1955388 3983751 6967604 11262083 13875643 30349 155948 0,9951

02-04-2012 1620612 3778176 7882821 14359110 24596551 33988963 73455 -891931  0,9948
18-04-2012 459538 1131922 2305684 5743851 7124565 11756441 24788  -396854  0,9801
20-04-2012 715480 1664757 3578696 5707659 10207883 15425623 32379 -511204  0,9806

28,990 57,990 115,97 231,95 347,92 463,90 m b R?

14-05-2012 423010 - 1851938 4203035 6854344 10589256 23099  -707449  0,9850
25-05-2012 768484 1983151 4345112 9391389 17069378 21695530 49390 -1053800 0,9939
14-06-2012 512120 1724452 2696050 5973154 - 12985233 28318 -312156  0,9966

19-06-2012 675694 1750671 3475560 7720973 14462266 16262961 38184  -542828  0,9805

Tabela E.3 — Areas dos picos e construcdo das curvas de calibracdo do TCA.

CO”‘(:ne;/t[;"gao 5000 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 m b R?
30-03-2012 1665 5821 11334 16747 22441 28471 580 -582 00,9982
02-04-2012 2789 8661 18458 29297 45108 54748 1171  -3747  0,9948
18-04-2012 3864 9678 19138 32945 43282 58728 1200 -3049  0,9952
20-04-2012 5322 14396 30518 41094 62428 72659 1509  -1243  0,9926
14-05-2012 2727 7864 15875 27796 36808 46422 977  -2313  0,9982

25-05-2012 8434 13537 33356 55464 84334 118317 2433 -10618 0,9808
14-06-2012 4174 11521 26790 41635 60953 75248 1598  -4554  0,9983
15-06-2012 3571 8919 26407 40206 57951 63660 1418 -3192  0,9863
19-06-2012 5232 15083 32434 54838 70528 84136 1791  -2561  0,9947
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Tabela E.4 — Areas dos picos e construcdo das curvas de calibragdo do TBA.

Congneg/t[;"‘?ao 5000 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 m b R?
30-03-2012 4275 7984 14119 16402 22503 25741 468 3087 0,9831
02-04-2012 7906 13015 - 31872 44326 53774 1023 2568  0,9982
18-04-2012 4020 8792 17583 32677 36773 51260 1033 -1491 0,9858
20-04-2012 3087 6695 14941 - 28455 35224 714  -162  0,9987
14-05-2012 - 6880 16263 22396 33944 48461 1008 -4664 0,9777
25-05-2012 6532 10394 25253 38339 62068 70032 1501 -3352 0,9850
14-06-2012 - 7680 13474 20553 - 34879 687 267  0,9982
15-06-2012 2019 5213 13031 21998 27174 - 746  -1776 0,9935
19-06-2012 7807 11172 15718 25593 30708 35668 639 4593  0,9886

Tabela E.5 — Areas dos picos e construcéo das curvas de calibragio do TeCA.

CO”(Cneg/t[;"an 5000 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 m b R’
30-03-2012 - 1198 4144 5621 8624 11269 246 -1215 0,9914
02-04-2012 1621 4346 7841 12040 - 21079 425 -393  0,9980
18-04-2012 739 2626 7725 13161 15763 21872 463 -1656 0,9928
20-04-2012 1084 2452 3929 5391 7915 8925 175 432 0,9892
14-05-2012 - 4220 7417 10338 15090 18476 362 253  0,9934
25-05-2012 2655 6041 13422 20766 29900 38583 798 -2048 0,9974
14-06-2012 - 1072 3522 6611 - 14578 342 -2963 0,9887
15-06-2012 774 1835 5109 8274 10170 11658 253 -242 00,9813
19-06-2012 520 2520 - 10652 13787 16024 355 -885 0,9901
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Precisao

Tabela E.6 — Determinacgdo da repetibilidade para os diversos contaminantes estudados.

Composto Nivel de Concentracdes Calculadas Média pesvio
concentracao Padréo
P2 284,9 345,8 286,8 305,0 335,1 290,4 277,0 302,5 282,7 270,2 298,0 24,8
4-EP P3 475,7 574,7 407,6 360,1 448,4 409,7 471,5 446,9 475,4 448,2 451,8 56,6
(ng/L) P4 800,7 944,3 844,1 812,6 915,0 932,8 - - - - 874,9 63,4
P5 981,6 991,2 1000,6 985,2 1009,9 1013,0 972,5 966,6 961,2 933,6 981,6 24,2
P2 53,6 55,4 52,1 51,3 60,5 52,6 52,3 55,5 53,0 48,9 53,5 31
4-EG P3 80,4 102,5 74,6 67,0 78,6 75,8 80,6 73,8 88,4 76,8 79,8 9,7
(ng/L) P4 204,1 275,7 216,4 204,0 237,0 2429 - - - - 230,0 27,7
P5 198,4 184,4 189,8 185,3 196,5 192,3 198,1 185,6 1747 173,55 187,8 8,9
TCA P2 9,2 9,8 6,2 7,0 11,5 10,1 10,5 9,3 - - 9,2 1,8
(ng/L) P3 12,9 17,3 14,1 18,1 14,1 18,9 18,2 16,2 14,5 16,0 16,0 2,1
P5 35,1 38,6 34,1 31,9 32,2 31,8 34,0 37,5 34,6 34,4 2,4
TBA P2 11,3 12,0 12,6 11,3 11,8 14,6 12,4 8,4 - - 11,8 1,7
(ng/L) P3 16,0 15,2 14,2 10,9 8,6 10,0 - - - - 12,5 3,0
P5 42,3 46,5 39,7 24,5 33,1 - - - - - 37,2 8,6
TeCA P2 8,0 9,5 10,8 9,7 7,9 9,8 12,3 7,5 - - 9,4 1,6
P3 18,7 12,9 23,7 15,6 21,3 - - - - - 18,4 4,3
(nglL) P5 32,4 30,5 40,8 38,6 31,2 32,9 34,9 - - - 34,5 3,9
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Tabela E.7 — Determinagao da repetibilidade para os Fendis Volateis, segundo a férmula de célculo proposta

pela OIV.
4-EP 4-EG
Padrao de i . . .
_ | Ensaiol Ensaio2 Wi;(valor . Ensaio 1 Ensaio2 W;(valor .
Concentragéo i i
(ng/L) (ng/L) absoluto) (ng/L) (ng/L) absoluto)
433,3 414,9 18,5 340,7 105,0 96,6 8,4 71,1
4475 484,6 37,1 1378,0 113,6 119,8 6,2 38,6
445,8 446,1 0,3 0,1 114,9 115,8 0,9 0,7
P3 q 3 q 3
I W? 1718,9 I W 110,4
Sr 16,9 Sr 4,3
r (ug/L) 47,4 r (ug/L) 12,0
Cmedia Chmedia
4454 111,0
(ng/L) (ng/L)
1025,4 964,8 60,5 3665,7 2452 242,3 2,9 8,6
941,7 764,1 177,7 31565,6 242.4 105,7 136,7 18690,5
2 2
P4 q 2 q 2
ZWi 35231,3 ZWi 18699,1
Sr 93,9 Sr 68,4
r (ug/L) 262,8 r (ug/L) 191,4
Cmédia Cmédia
924,0 208,9
(ng/L) (ug/L)
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Tabela E.8 — Determinacao da repetibilidade para os Anisdis, segundo a formula de célculo proposta pela OIV.

TCA TBA TeCA
Padréo de ) . i . . .
_ | Ensaiol Ensaio2 W;(valor . Ensaio 1 Ensaio2 W,;(valor 2 Ensaio 1 Ensaio2 W,;(valor 2
Concentragao i i i
(ng/L) (ng/L)  absoluto) (ng/L) (n/L) absoluto) (ng/L) (ng/L) absoluto)
19,1 20,3 1.2 14 30,8 30,4 0,4 0,2 24,5 28,8 4,3 18,4
20,5 22,4 1,9 3,6 34,8 21,4 13,5 181,2 35,8 36,4 0,6 0,4
18,1 19,0 0,8 0,7 22,6 19,1 3,5 12,4 22,4 20,0 2,4 57
19,1 19,8 0,7 0,5 24,3 21,4 2,9 8,1 20,7 23,5 2,8 7,9
P3 20,1 19,0 1,1 1,1 22,4 22,1 0,3 0,1 26,6 24,0 2,7 7,1
q 5,0 q 5,0 q 5,0
Z Wi 7.3 I W? 202,1 Z Wi 39,4
Sr 0,9 Sr 45 Sr 2,0
r (ng/L) 2,4 r (ng/L) 12,6 r (ng/L) 5,6
Cmedia Cmedia Cmedia
19,7 24,9 26,3
(ng/L) (ng/L) (ng/L)
32,7 32,9 0,2 0,1 57,4 53,9 35 12,2 67,9 48,0 19,9 3947
29,1 28,4 0,7 0,5 39,6 39,2 0,4 0,2 42,3 32,9 9,3 87,3
2 2 2
P4 q ' 0 q ’ 0 q ' 0
Z Wi 0,6 I W 12,4 Z Wi 482,1
Sr 0,4 Sr 1,8 Sr 11,0
r (ng/L) 11 r (ng/L) 49 r (ng/L) 30,7
Cmedia Cmedia Cmedia
30,8 47,5 47,8
(ng/L) (ng/L) (ng/L)
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Tabela E.9 — Determinagao da precisdo intermédia para os diversos contaminantes estudados.

Composto coﬁ]idgr?t?;g%o Concentracdo Calculada Média I?:ds:/;g
P1 - 159,4 141,9 185,5 147,5 - ) 158,6 19,4

P2 269,2 208,0 218,3 283,4 228,9 213,8 i 236,9 31,6

P3 493,9 481,5 431,9 401,0 467,4 446,9 ) 453,8 34,3

4-EP P4 859,7 854,2 922,8 818,3 871,0 1044,7 ) 895,1 80,7
P5 1272,6 1369,8 14104 1320,8 1349,8 - ) 1344,7 51,8

P6 1944,3 1882,2 1829,6 1945,8 1890,4 1790,2 ) 1880,4 61,9

P1 - 40,6 35,9 48,2 41,7 - - 41,6 51

P 62,4 56,3 63,7 71,7 - 58,1 - 62,5 6,0

P3 111,8 131,0 112,4 101,8 119,4 107,2 - 113,9 10,2

4-EG P4 187,6 200,5 2125 199,1 2115 252,3 - 210,6 22,4
P5 345,6 327,9 351,7 336,1 330,7 - - 338,4 10,1

P6 486,8 490,4 470,5 489,8 485,4 456,1 - 479,8 13,7

p1 5,6 6,4 5,7 5,3 5,5 5,8 5,9 5,7 0,4

P 10,9 10,5 10,9 9,6 9,9 10,0 8,9 10,1 0,7

P3 18,8 17,5 18,8 20,3 19,1 20,2 19,8 19,2 1,0

TCA P4 29,9 29,7 27,5 30,2 30,4 30,1 29,2 29,6 1,0
P5 37,5 . 41.8 38,9 39,8 35,7 42,6 39,4 2,6

P6 52,3 51,0 50,3 50,7 50,2 53,3 48,6 50,9 1,5
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Padréo de Concentragédo Calculada 2T Desvio
e concentracao e Padréo
- 4,8 53 6,8 - - 4,2 53 1,1
P1
P2 11,9 10,0 10,3 9,3 11,2 10,9 8,4 10,3 1,2
P3 17,5 - 18,9 18,3 21,4 19,2 19,7 19,2 1,3
TBA P4 - 30,4 30,3 30,5 26,5 29,3 33,6 30,1 2,3
P5 - - 40,2 38,6 38,0 - 43,4 40,1 2,4
P6 50,6 49,8 50,0 51,4 52,9 50,5 45,6 50,1 2,2
P1 6,3 4,6 51 4,6 - - 53 52 0,7
P2 11,3 11,0 9,5 10,2 10,6 11,9 8,6 10,4 1,1
P3 18,4 - 20,8 - 20,7 18,9 20,0 19,8 1,0
TeCA P4 27,0 30,8 29,5 30,7 27,5 27,8 32,0 29,3 1,9
P5 - 36,2 40,6 39,5 40,7 - 40,6 39,5 1,9
P6 52,1 52,4 49,6 49,9 50,6 51,4 48,6 50,6 14
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Tabela E.10 — Determinacgédo da repetibilidade para o 4-EP, segundo a formula de célculo proposta pela OlIV,
em amostras de vinho.

2

Wi Wi
C1 Cc2
AMOSTRA (L[tQ/I]-) (L[tQ/I]-) |C1-C2| (ng/L) (C1-C2)2
Amostra 11 69 71 2 4
EIL A 882 888 6 36
Amostra 9 345 347 2
Amostra 10 352 355 3 8
EIL A 167 171 4 18
Amostra 10 383 376 6 41
Amostra A 17 18 1
Lote V. Tinto 122 123 1
Lote V. Tinto 0 0 0
Amostra 13 805 801 4 12
EIL A 611 611 0 0
Amostra A 576 572 4 16
Amostra 13 514 513 2 2
EIL A 634 629 5 28
Amostra 14 622 626 4 17
Lote V. Tinto 0
Lote V. Tinto 17 16 0
Amostra 16 323 316 6 40
Amostra 15 276 276 0 0
Amostra 15 323 328 5 22
EILB 138 139 2 2
Amostra 16 747 746 1 2
Amostra 17 739 735 3 12
EIL B 721 721 1 0
Amostra 15 796 795 2
EIL E 159 165 6 41
EIL C 92 92 1 1
EIL C 115 120 5 25
Amostra 21 72 75 3
Amostra 23 111 111 0
Amostra 21 125 131 6 31
Amostra 24 228 232 4 13
Amostra 21 93 121 28 3
Amostra 24 219 232 13 41
Amostra 26 154 152 3 8
Amostra 28 352 353 2 3
Amostra 29 121 120 1 1
Amostra 30 134 136 2 2
Amostra 31 136 137 1 0
Amostra 40 81 87 5 27
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Tabela E.11 — Determinacédo da repetibilidade para o 4-EG, segundo a férmula de célculo proposta pela OlV,
em amostras de vinho.

Wi 2 Wi 2
AMOSTRA (ﬁgﬂ) (ﬁgﬂ) 'fu;'/cl_"y (Cl.c2)? AMOSTRA (r[lg;ll.) (1[1:7 E) '&;’f,_z)l (c1-c2)?
Amostra 4 60 64 4 16 Amostra 14 17 19 2 4
EIL H 90 91 1 1 Lote V. Tinto 16 16 0 0
Amostra 2 30 26 4 16 Lote V. Tinto 0 0
EIL H 53 48 5 25 Amostra 16 22 24 2 6
EIL A 20 25 5 25 Amostra 16 37 41 4 14
Amostra 11 38 36 2 4 Amostra 15 34 33 1 1
EIL A 25 29 4 16 EIL A 32 34 2 5
EIL A 26 23 3 Amostra 16 30 34 4 14
EILH 49 46 3 Amostra 15 34 38 4 14
EIL H 79 75 4 16 EILB 70 69 1 0
EIL A 54 50 4 16 EIL A 46 40 6 35
Amostra F 71 68 3 Amostra 17 29 28 2 2
Amostra 2 82 85 3 EILB 88 84 4 19
Amostra 12 33 32 1 1 Amostra 16 41 45 4 13
EIL A 53 48 5 25 Amostra 17 28 29 1 0
EIL A 76 70 6 36 EILB 84 82 2 3
Amostra 9 35 37 2 3 Amostra 15 38 40 1 2
EIL F 29 24 4 19 Amostra 18 21 23 2 3
Amostra 9 36 30 6 30 EILE 66 65 1 1
Amostra 10 28 34 6 32 EILC 71 73 2 5
Amostra A 25 27 2 4 EIL C 74 74 1 1
EIL A 25 29 4 18 EIL C 72 74 2 3
Amostra 9 17 14 3 7 Amostra 25 30,8 27,8 3 9
Amostra 10 34 33 2 3 EIL C 72 70,1 2 4
Amostra A 10 12 2 3 EIL D 51 47 4 13
Lote V. Tinto 17 16 0 0 Amostra24 69 71 1 2
Lote V. Tinto 18 18 0 0 Amostra21l 59 58 0 0
Amostra 10 28 23 5 24 Amostra 22 102 103 1 1
EIL A 13 14 1 2 Amostra 25 68 69 1 1
Amostra A 12 11 1 2 Amostra 21 29 28 1 1
Amostra 13 17 13 5 21 Amostra 21 25 31 6 32
Amostra 14 14 15 1 2 Amostra 24 41 43 2 4
Amostra 10 49 46 3 12 Amostra 25 43 37 6 30
EIL A 38 39 1 1 Amostra 26 32 31 1 2
Amostra A 38 37 1 1 Amostra 28 77 76 1 2
Amostra 13 42 38 3 11 Amostra 29 26 27 0 0
Amostra 14 39 44 5 25 Amostra 30 30 30 0 0
EIL A 42 38 4 18 Amostra 31 30 31 1 1
Amostra 13 18 18 0 0 Amostra 40 11 11 0 0
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Tabela E.12 — Determinacgao da repetibilidade para o TCA, segundo a férmula de calculo proposta pela OlIV,
em amostras de vinho.

Wi 2 Wi 2
amostra [0l 100 el (ci-cay AMOSTRA (ol (narl) e (c1-c2)?
EILG 5 5 0 0 Amostra 17 9 8 2 3
EIL H 5 5 0 0 EIL A 3 2 0
Amostra 2 1 1 0 0 Amostra 16 2 3 2 2
Amostra 11 1 1 0 0 Amostra 17 5 5 1 0
EIL A 11 10 1 1 EIL B 5 5 0 0
EIL A 7 6 1 1 Amostra 15 5 2 3 9
EIL A 12 11 1 1 EIL B 4 4 0 0
EIL A 11 11 0 0 Amostra 18 - - 0 0
EILG 6 6 0 0 EIL E 10 8 1 2
EIL H 6 6 0 0 EIL G 4 2 3 7
EILG 3 2 0 0 EIL C 4 4 0 0
EIL H 3 2 1 0 EILC 5 5 0 0
EIL A 9 8 1 1 EIL C 3 3 0 0
Amostra 12 9 9 0 0 EIL C 4 4 0 0
EIL D 8 6 3 6 Amostra 19 3 3 0 0
EIL E 13 15 2 4 Amostra 21 3 3 0 0
Amostra 2 2 2 0 0 Amostra 22 3 3 0 0
Amostra 12 2 1 2 2 Amostra 23 3 3 1 0
EIL E 14 13 1 1 Amostra 24 3 3 0 0
EIL G 7 7 0 0 Amostra 25 3 3 0 0
EIL A 11 11 0 0 EIL C 2 2 0 0
EIL E 16 14 2 4 EILD 5 6 0 0
EIL A 10 10 0 0 EIL A 8 10 2 4
EIL G 5 4 0 0 Amostra 24 1 2 0 0
Amostra 9 3 4 1 1 Amostra 21 2 1 0 0
Amostra 10 3 3 0 0 Amostra 22 1 1 0 0
Amostra A 4 4 0 0 Amostra 25 1 1 0 0
EIL F 4 5 1 1 Amostra 21 2 3 0 0
Amostra 9 3 4 1 0 Amostra 22 2 2 0 0
Amostra 10 4 3 1 1 Amostra 24 2 2 0 0
Amostra A 5 4 1 1 Amostra 25 2 2 0 0
Lote V. Tinto 1 1 0 0 Amostra 21 3 3 0 0
Lote V. Tinto 5 5 0 0 Amostra 22 3 4 1 1
EIL A 6 7 0 0 Amostra 24 3 3 0 0
Amostra 13 6 6 0 0 Amostra 25 3 3 0 0
Amostra 14 7 8 0 0 Amostra 26 2 2 0 0
Lote V. Tinto - - 0 0 Amostra 27 2 2 0 0
Lote V. Tinto - - 0 0 Amostra 28 2 2 0 0
Amostra 16 2 - 2 3 Amostra 29 2 2 0 0
EIL B 4 5 1 1 Amostra 30 2 2 0 0
EIL A 8 7 2 4 Amostra 31 2 2 0 0
Amostra 40 5 7 1 1
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Tabela E.13 — Determinacgao da repetibilidade para o TBA, segundo a férmula de calculo proposta pela OlIV,
em amostras de vinho.

AMOSTRA

EILG
EIL H
Amostra 2
Amostra 12
EIL A
EIL A
Amostra 10
EIL F
Amostra A
EIL F
Amostra 9
Amostra 10
EIL F
EIL A
Amostra 9
Amostra 10
Lote V. Tinto
EIL A
Amostra 13
Amostra 14
Lote V. Tinto
Lote V. Tinto
EIL A
Amostra 16
Amostra 15
EIL B
EIL A
EIL B
Amostra 17
EIL B
Amostra 15
EIL B

[C1]
(ng/L)
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Tabela E.14 — Determinagdo da repetibilidade para o TeCA, segundo a formula de calculo proposta pela OlV,
em amostras de vinho.

AMOSTRA

Amostra 11
EIL A
Amostra 2
EIL A
EIL A
Amostra 12
EIL D
EIL F
Amostra 2
EIL A
EIL E
EIL E
EIL G
EIL A
EIL E
EIL G
EIL A
EIL F
Amostra 9
Amostra 10
EILF
Amostra 10
Amostra 9
Amostra A
Amostra 9
Amostra 10
Amostra A
Lote V. Tinto
Amostra 13
Amostra 14
Lote V. Tinto
EIL A
Amostra 15
EIL B
EIL B

[C1]
(ng/L)

= O U1 un

O\HNNO\O\WLNNHW\IWALAO\WC\\IO\A?‘J

-
© o

13

20

[C2]
(ng/L)

5
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AMOSTRA

Amostra 18
EIL E
EILG
EIL C
EIL C
EIL C
EIL C

Amostra 19

Amostra 21

Amostra 22

Amostra 23

Amostra 24

Amostra 25
EIL C
EILD
EIL E

Amostra 24

Amostra 21

Amostra 22

Amostra 25

Amostra 21

Amostra 22

Amostra 24

Amostra 25

Amostra 21

Amostra 22

Amostra 24

Amostra 25

Amostra 26

Amostra 27

Amostra 28

Amostra 29

Amostra 30

Amostra 31

Amostra 40

[C1]
(ng/L)
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N

[C2]
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Wi
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Tabela E.15 — Teores dos diversos contaminantes nas amostras de 2011 analisadas.

Amostras

Amostra 1l
Amostra 2
Amostra 3
Amostra 4
Amostra
Amostra 6
Amostra 7
Amostra 8
Amostra 9
Amostra 10
Amostra 11
Amostra 12

4-EP
(nglL)
74
289
611
93
272
601
59
75
531
736
177
205

Concentracédo calculada
TCA

(ng/L)

4-EG
(nglL)
50
107
90
30
78
149
32
47
124
147
52
77

49
0,0
0,0
4,8

49
0,0
7,3
0,0

TBA
(ng/L)

3,1
2,4
29
0,0

0,0
3,9
0,0
6,2

TeCA
(ng/L)
7,6
7,0
7.8
4.4

8,1
7,2
13,3
12,1
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Tabela E.16 — Teores dos diversos contaminantes nas amostras de 2012 analisadas.

Amostras

Amostra 13
Amostra 14
Amostra 15
Amostra 16
Amostra 17
Amostra 18
Amostra 19
Amostra 20
Amostra 21
Amostra 22
Amostra 23
Amostra 24
Amostra 25
Amostra 26
Amostra 27
Amostra 28
Amostra 29
Amostra 30
Amostra 31
Amostra 32
Amostra 33
Amostra 34
Amostra 35
Amostra 36
Amostra 37
Amostra 38
Amostra 39
Amostra 40
Amostra 41
Amostra 42
Amostra 43
Amostra 44
Amostra 45
Amostra 46
Amostra 47
Amostra 48
Amostra 49
Amostra 50

4-EP (pg/L)
554
626
299
295
230
313
320
496
264
675
297
448
646
342
495
674
275
314
328
621
271
471
1881
844
386
225
428
423
346
92
168
136
769
0
565
844
241
0

Concentracao calculada

4-EG (pg/L)
29
41
36
34
38
51
75
86
71
137
51
94
92
30
100
150
70
80
81
70
74
78
164
76
89
52
80
67
81
30
41
34
215
59
64
150
59
30

TCA (ng/L)
6,1
7,6
2,6
1,7
8,5
0,0
6,0
0,0
4,5
5,0
59
51
5,6
4,0
4,1
4,0
4,1
4,0
4,0
0,0
34
3,3
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
4,8
0,0
4,6
4,7
57

TBA (ng/L)
54
7,7
7,9
10,2
4,5
0,0
29
2,8
51
55
51
6,3
5,6
9,7
7,3
7,2
8,2
8,6
9,8
31
2,6
34
0,0
22,1
0,0
0,0
0,0
2,9
4,6
34
34
2,9
2,6
0,0
0,0
0,0
0,0
53

TeCA (ng/L)
11,1
10,1
7,7
16,5
0,0
0,0
4,1
3,3
6,1
8,4
9,3
8,5
7,5
0,0
52
51
10,3
54
6,5
4,9
0,0
49
0,0
8,1
9,0
7,0
6,9
7,3
7,5
8,3
7.8
7,3
7,6
0,0
9,4
7,8
7,4
10,6
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