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Resumo

O vinho € constituido por sais minerais, vitaminas, polifendis e diversos outros nutrientes que
o faz ser uma bebida benéfica a saide. De acordo com as técnicas de vinificagdo empregadas,
bem como as peculiaridades inerentes ao ambiente de plantio, o vinho pode adquirir
caracteristicas que o tornem unico daquela regido, tornando-o capaz de receber uma
Denominagdo de Origem (D.O.). Objetivando-se caracterizar e fornecer dados para se
contribuir com a D.O. foram desenvolvidos métodos de andlise espectroanaliticas para
determinagdo de polifendis totais e minerais, os quais foram aplicados em amostras de Vinhos
do Vale do Sao Francisco (VSF) e de outras regides para efeito de comparacido. No primeiro
capitulo, foi desenvolvida uma metodologia de andlise em fluxo com minibombas solendide,
com o intuito de caracterizar vinhos com relag@o ao seu teor de polifendis totais. Para tanto, se
oxida os compostos polifendlicos nas amostras com o uso de hipoclorito proveniente de dgua
sanitdria comercial e, posteriormente, detecta-se a quimiluminescéncia gerada pela reacdo
entre luminol e o excesso de hipoclorito, por meio de um lumindémetro lab-made. Apés a
otimizagdo de varidveis e validacdo da metodologia proposta, o método foi aplicado a 16
amostras de vinhos comerciais elaborados no Vale do Sdo Francisco, Rio Grande do Sul e do
Chile. A Anadlise da Varidncia realizada nestes dados demonstrou a diferenca significativa
entre os valores obtidos, com os vinhos do VSF possuindo os maiores teores, permitindo-se
inferir que os vinhos provenientes do Vale sdo distintos dos demais analisados — no que tange
ao teor de polifendis totais. No segundo capitulo, desenvolveu-se uma metodologia utilizando
espectrometria de emiss@o 6tica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e introducio
de amostras por nebulizador ultrassdnico (USN) para se determinar elementos minerais nos
vinhos brasileiros (do VSF) e espanhdis. Realizou-se uma avaliacdo multivariada dos
principais fatores que poderiam influenciar a resposta analitica por meio de um planejamento
fatorial de dois niveis (2*), selecionando-os as melhores condicdes dos pardmetros estudados.
Uma andlise estatistica descritiva eliminou os valores obtidos que se apresentaram como
anémalas e, apés um autoescalonamento dos dados, a Andlise de Componentes Principais
(PCA) foi aplicada com o intuito de se verificar tendéncia de agrupamento entre as amostras.
Observou-se uma separacdo entre os vinhos da Espanha e do Brasil e, em relacdo aos vinhos
do VSF, apenas uma tendéncia de separacdo entre comerciais e experimentais. Entre os

vinhos tintos do VSF houve um grande espalhamento, ndo sendo possivel agrupa-los.

Palavras-chave: Vinho. Vale Sao Francisco. Analise em fluxo. USN ICP OES. Quimiometria.



Abstract

Wine is composed by minerals, vitamins, polyphenols and other nutrients which a beverage is
to be beneficial to health. According to the winemaking techniques employed as well as the
peculiarities inherent to the planting environment, wine can acquire unique features that make
this region, a Denomination of Origin (D.O.). Aiming to characterize and provide data to
contribute to the D.O., in this thesis were developed spectroanalytical methods for wines
analysis of the Sdo Francisco Valley (VSF) and also applied to wines from other regions, for
comparison. In the first chapter, a flow analysis methodology was developed with solenoid
mini-pumps in order to characterize wines with respect to th eir total polyphenols content.
Thus, it oxidizes the polyphenolic compounds in the samples with the use of hypochlorite
from commercial bleach and subsequently to detect chemiluminescence generated by the
reaction between luminol and excess unreacted of hypochlorite by means of a lab-made
luminometer, constructed for this purpose. After an optimization variables and validation of
the proposed methodology, the method was applied to 16 samples of commercial wines from
the Sdo Francisco Valley, Rio Grande do Sul and Chile. Analysis of variance performed on
these data showed a significant difference between the values obtained, with the wines of VSF
possessing the highest levels, allowing infer that the wines from the Valley are distinct from
the others analyzed — with regard to the total polyphenol. In the second chapter developed a
methodology with inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES) and
introduction of samples by ultrasonic nebulizer to determine mineral elements in wines of
VSF and also Spanish wines - for comparison. Were performed a multivariate assessment of
the main factors that influencing the analytical response through a two-level factorial design
2%, selecting the best value in its studied and subsequently validated the methodology,
indicated by their figures of merit. A descriptive statistical analysis eliminated the values that
appeared as outliers and, after a auto-scale data, the Principal Component Analysis (PCA) was
applied in order to verify a trend of clustering among the samples. There was a separation
between wines from Spain and Brazil, and for wines from VSF, a separation between
commercials and experimentals red wines, and also a large spread among the red wines was

observed.

Keyword: Wine. Sdo Francisco Valley. Flow Analysis. USN ICP OES. Chemometric
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Introdugao

A vitivinicultura consiste no cultivo de uvas e elaboracdo de vinhos e,
tradicionalmente, ocorre em regides de clima temperado, entre os paralelos 30 e 50° norte e
sul. Essas condi¢des — adotadas como padrdes — sugerem que ocorra no inverno o periodo de
hibernagdo da videira, seguido pela brotacdo, na qual deve ser em estagdo chuvosa para
ocorrer o desenvolvimento da planta. Por fim, a maturagdo e colheita (vindima) em um veréo
quente e seco, favorecendo assim a produgdo de uvas com maior aroma. Os principais paises
do globo terrestre que detém estas caracteristicas estdo localizados na Europa: Franca,
Espanha, Itdlia e Portugal, e na América do Sul: Argentina, Chile e sul do Brasil'>.

A videira, e consequentemente a vitivinicultura, foi introduzida no Brasil em 1532 por
Martin Afonso de Souza na regido do atual estado de Sdo Paulo. Com o passar dos anos a
cultura difundiu-se pelo pais e encontrou a melhor adaptagdo no Rio Grande do Sul. Estado
que até os dias atuais é o principal representante, como produtor, em vinhos nacionais'”.

No Nordeste, mais especificamente no Vale do Sao Francisco (VSF), a viticultura
(cultivo da uva) foi introduzida nos anos 1950 pela antiga Comiss@o do Vale do Sao Francisco
(hoje, Companhia de Desenvolvimento dos Vales do S&o Francisco e do Parnaiba,
CODEVASF). Contudo, foi somente ap0ds a criagdo da Embrapa Semidrido, em 1975, que se
iniciou o desenvolvimento de pesquisas para contribuir com a geracdo de produtos com
caracteristicas tipicas regionais, visando elaborar processos de producio para a obtencdo de
agroderivados melhores e mais adaptados 2 regido™”.

O Vale do Sao Francisco corresponde a regido geogréfica brasileira que compreende a
bacia do rio Sao Francisco, cuja nascente € na cidade de Sao Roque de Minas, na Serra da
Canastra — MG, e a foz no oceano Atlantico, entre os estados de Sergipe e Alagoas.
Abrangendo 504 municipios em seis estados, além do Distrito Federal, o VSF é subdividido
em quatro regides — de acordo com acidentes geograficos e variagdes de clima e cobertura
vegetal — que vao desde a nascente a foz: Alto, Médio, Submédio e Baixo Sao Francisco® .

Destas regidoes, o Vale do Submédio do Sao Francisco (VSMSF) € a regido mais
inospita. Estd localizado entre os paralelos 9° e 10° de latitude Sul, possui clima semi-drido e
arido, vegetacdo de caatinga, baixo indice pluviométrico (média de 350 mm) com grande
periodo seco e alta incidéncia solar — temperatura média anual de 28 °C. Entretanto, apesar
destes inconvenientes, a regido é destacadamente a maior produtora de uvas de mesa do Brasil
e estd se sobressaindo também na elaboracdo de vinhos finos, ocupando a 2° posi¢cdo. Nesta

. ~ . . . .. . 5-8
regido sdo elaborados vinhos conhecidos como vinhos tropicais ou “vinhos do sol””".
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Devido as caracteristicas mencionadas acima, a irrigagdo é a principal forma de
fornecimento de dgua para a agricultura. Para a vitivinicultura, a irrigacdo possibilita a
produgdo e elaboragdo de uvas e vinhos ao longo de todos os meses do ano. Porém, devido a
regido possuir uma temperatura média sempre acima de 12 °C, possuir um terreno em que
antes ndo havia plantagdo e pelo estado de hibernacdo da videira (seu “descanso”) ser dado
apenas pela ndo irrigacdo do parreiral apds a colheita, ndo se conhece por completo quais 0s
potenciais que os produtos desta possam ter. Necessitando, desta forma, de mais estudos que
venham a definir o seu potencial vitivinicola e também se seus vinhos podem ser
diferenciados dos demais quanto as suas caracteristicas7’9'“, fornecendo-lhe uma identidade.

A Indicacao de Procedéncia (IP) corresponde a “0 nome geografico (...) que se tenha
tornado conhecido como centro de extragdo, producdo ou fabricacdo de determinado produto
(...)”, e a Denominagdo de Origem (DO) ¢ definida como o “nome geogréfico (...) que designe
produto ou servico cujas qualidades ou caracteristicas se devem exclusiva e essencialmente ao
meio geogrifico, incluidos fatores naturais e humanos”. Estes dois definem a Indicacgdo
Geogrifica (IG), termo de referencia a qualidade de um produto, segundo a Lei de
Propriedade Intelectual %, equivalente aos termos Denominagdo de Origem Controlada
(D.0.C.) da Espanha e Portugal.

No Vale, ha diversas entidades ja4 mobilizadas na caracterizacdo dos seus vinhos em
busca de obter, inicialmente, a IP'", que trard, com isso, maior notoriedade aos seus vinhos.

Este trabalho apresenta, no primeiro capitulo, o desenvolvimento de metodologia para
a determinagdo de compostos polifendlicos totais em vinhos com detec¢éo indireta, por meio
de reacdo quimiluminescente entre o hipoclorito e o luminol. A estratégia de multicomutagéo
em fluxo foi utilizada para minimizar o consumo de solucdes de reagentes, a geracdo de
efluentes e o custo da andlise. No segundo capitulo é descrita uma metodologia para
determinagdo do teor de elementos minerais em vinhos, utilizando-se a espectrometria de
emissdo Otica com plasma indutivamente acoplado — ICP OES, com minima preparacao de
amostras, sem perda de sensibilidade e com menor risco de contaminacido. Buscando-se
aplicar as metodologias desenvolvidas na andlise de amostras de vinhos do VSF,

contribuindo, assim, com dados que auxiliardo para a sua caracterizacao.
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Apresentacgédo

Vinho é a bebida oriunda da fermentacdo alcodlica da uva si, fresca e madura e,
segundo a lei'"”, esse nome somente pode ser atribuido ao produto da uva. E uma bebida hd
muito tempo conhecida, com relatos tanto na Biblia quanto em textos mais antigos. Remonta
a 10 mil a.C. em regides como a Mesopotamia e Egito'* aproximando Deus, deuses e homens
em cerimOnias sacras (o sangue de Cristo no célice) e mundanas (celebrando os deuses do
vinho — Baco/Dionisio).

Apresenta em sua composicdo dgua, sais minerais e outros nutrientes que, segundo
alguns estudos, se consumido adequadamente, ¢ uma bebida extremamente benéfica a sadde.
Originando-se, assim, a idéia dele ser definido como um alimento™ "+

A vitivinicultura, a arte de cultivar uvas e elaborar vinhos, é também um comércio que
envolve muito dinheiro e traz consigo histéria e cultura. Algumas regides que sao
conceituadas ha bastante tempo devido ao sucesso na elaboracdo de vinhos, detém em suas
cidades um turismo cultural que aumenta a demanda de empregos (in)formais, gerando
riquezas (i)materiais para a populagao.

1820 c .
, porém a grande maioria

No Brasil, existem diferentes regides produtoras de vinho
somente é capaz de atender a um comércio local com vinhos de qualidade inferior aos ja
reconhecidos. Segundo a Organisation Internationale da la Vigne et du Vin*' (OIV), hé
distincdo na classificacdo como regides produtoras somente para a Serra Gaucha e a
Campanha, ambas no Rio Grande do Sul, e o Vale do Sdo Francisco — compreendendo os
estados da Bahia e Pernambuco. Também de acordo com a OIV, a tnica regido que possui
destaque com vinhos de qualidade de Indicagdo Geografica estd no Rio Grande do Sul, o Vale
dos Vinhedos.

A titulo de simples comparacdes, utilizando-se dados oficias (e alguns ndo oficiais),
cerca de 310 milhdes de garrafas de vinhos de Bordeaux, Franca, foram exportadas, gerando
um total de 8,18 bilhdes de euros comercializados — no periodo de Julho de 2011 a Junho de
2012. Nesta regiao, 17% da populacéo trabalha nos vinhedos, que recebem cerca de 3 milhdes
de visitantes ao ano’>**. Dos poucos dados disponiveis no Brasil, o Rio Grande do Sul,
responsdvel por 90% da comercializacdo nacional, elaborou em 2011 cerca de 19,5 milhdes
de litros de vinho’**. Somente no Vale dos Vinhedos%, quase 13 milhdes de litros foram

comercializados, tendo apenas duas das 31 vinicolas locais, registrado a visita de 330 mil

turistas®”*® no ano de 2012.
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Desta forma, esfor¢os visando melhorar (tanto em qualidade quanto em elaboracdo) os
vinhos elaborados nas demais regides brasileiras sdo necessarios. O Vale do Sado Francisco é
uma regido que vem recebendo investimentos financeiros e de recursos humanos
especializados na elaboracdo de vinhos. Porém, ha pouca informacio na literatura sobre seus
vinhos. E uma regido totalmente distinta das tradicionais européias devido ao seu clima
tropical, sem a presenca de um inverno frio rigoroso, e que pode permitir a elaboragdo de
vinhos de qualidade com a aplicacdo de conhecimento cientifico nas praticas agricolas
empregadas.

Para alcancar o reconhecimento almejado, a regido do VSF deve proceder a estudos
cientificos que venham a caracterizar e provar cientificamente (e claro, também
sensorialmente), que a composi¢do do vinho desta regidio é de qualidade tnica e
exclusivamente concebida ali.

Primeiramente, dados agrondmicos do potencial enoldgico da videira no microclima
local e sua adaptacgdo ao solo, através do conhecimento da Pedologia (estudo do solo) e
Edafologia (influéncia dos solos nas plantas), fornecem as condicdes iniciais para o plantio e
elaboracdo (principalmente em dreas sem aptiddo para o plantio).

O préximo passo consiste em adequar a producdo do vinho as normas vigentes do
pais, bem como as recomendacdes da ) Aol quanto aos teores maximos permitidos de alguns
compostos. No Brasil, a portaria 229 do Ministério da Agricultura®, de 25/10/1988,
especifica esses limites.

A contribui¢do da Quimica (Analitica) para o processo se d4 de forma a caracterizar e
quantificar os componentes presentes no vinho, fornecendo informagdes que assistem os
endlogos/estudiosos quanto as caracteristicas do mesmo. Das centenas de compostos
presentes no vinho, pode-se citar os compostos polifendlicos. A identifica¢do individual de
novas moléculas desta classe (ou se ela se encontra ligada a outra, numa estrutura mais
estavel) pode ser realizada com técnicas como RMN e Espectrometria de Massas, acopladas
ou ndo a cromatografia3l. Entretanto ainda hd a necessidade de métodos mais eficientes,
rdpidos e de baixo custo para a determinacdo do teor total de polifendis e sua capacidade
antioxidante™, pois esses sdo os principais responsaveis pelos beneficios do vinho.

Também de presenca essencial nos vinhos, os metais sdo capazes de alterar as
propriedades organolépticas dos mesmos e sdo indicadores de tipos de solo, clima e processos
vitivinicolas usados, tornando-se adequados para garantir a origem e autenticidade do vinho a

uma regiﬁo”.
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Outra forma de contribui¢do da Quimica estd no controle de qualidade, buscando
confirmar os requisitos legislativos, a identificacdo de componentes téxicos (metais pesados
ou contaminantes organicos), bem como a identificacdo de alguns metais responsdveis por
alteracdes quimicas que degradam o vinho?, como, por exemplo, Fe’* e Cu®*.

Neste contexto, essa tese vem contribuir com o desenvolvimento de um método
analitico que emprega multicomutacdo em fluxo para analise de compostos polifendlicos
determinados por reacdo quimiluminescente com deteccdo espectroscépica e com a
determinagdo de minerais nos vinhos através da espectroscopia atdbmica com plasma acoplado

indutivamente.
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Desenvolvimento de método para
a determinacao de polifendis

totals em wvinhos

O verdadeiro significado das coisas se encontra naw capacidade
de diger asy mesmas coisas com outras palavras.
Charles Chapling
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1.1 Objetivos

1.1a Geral

Desenvolver um sistema em fluxo multicomutado para a determinacdo do teor de
polifendis totais em vinhos usando Iluminol e 4gua sanitiria e deteccio por

quimiluminescéncia.

1.1b Especificos

- Construir um lumindémetro para ser empregado como sistema de detec¢do da reacdo
em estudo;

- Estudar o efeito e otimizar as variaveis do sistema em fluxo;

- Aplicar as recomenda¢des da Quimica verde, com reducdo de gastos de reagentes,
utilizacdo de reagentes menos danosos ao ambiente e redugdo da quantidade e toxicidade do
efluente gerado;

- Validar a metodologia proposta, estabelecendo as figuras de mérito;

- Aplicar o método baseado na reacdo quimiluminescente entre luminol e hipoclorito

para determinagdo do teor de polifendis totais nos vinhos.
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1.2 Parte tedrica

Diversos pardmetros sdo tteis para a caracterizacdo do vinho de uma determinada
regido, podendo fornecer informacdes sobre substancias presentes, e também suas
concentragdes, de maneira que indiquem a peculiaridade daquela regido vinicola. Fornecendo

assim, através da identidade quimica, uma identidade geografica para o vinho.
1.2.1 Compostos Polifendlicos

Dentre os constituintes da uva e, consequentemente, do vinho que sdo importantes
para poder caracterizd-los como sendo oriundos de uma regido especifica estdo os compostos
polifendlicos — CPs. Estas substancias sdo os principais responsaveis pelas propriedades
benéficas que o vinho traz a saide do consumidor, pois sdo antioxidantes, anticancerigenos,
anti-inflamatorios e antiteratogénicos naturais. Além destas propriedades, os CPs t€ém grande
importancia na composicdo dos vinhos devido a sua atuacdo na intensidade e tonalidade de
cor, no sabor, aroma e maturagio'**>**,

Os polifendis sdo uma classe quimica de ampla faixa de estruturas, que vao desde uma
simples molécula fendlica a grandes estruturas condensadas. Inicialmente sdo classificados
em flavondides e ndo-flavondides. Os compostos nao-flavondides principais sdo os dcidos
benzdicos, cindmicos e os estilbenos cujos exemplos podem ser vistos na Figura 1. Esses sdo
os responsdveis pelas modificagdes de coloracdo e de aromas — devido as oxidacdes que
liberam fendis voléteis —, sendo os nao-flavondides os mais importantes, em relacdo aos
flavonoides, nos vinhos brancos®>.

Acidos Benzéicos (Acido Galico, Salicilico...)

Acidos Cinamicos (Acido Caféico, Cumdrico...)
Né&o-flavonoides

Acidos Fendlicos (Etil-Fenol, Etil-Gaiacol...)

Estilbenos (Resveratrol)
POLIFENOIS<

Flavonois (Quercetina, Miricetina, Kaempferol...)

Flavanois (Catequina, epicatequina...)

\Flavonmdes

Antocianinas (Malvidina, Petunidina, Cianidina...)

Taninos

Figura 1: Divisdo dos principais grupos polifenélicos.
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Os compostos flavonoides sdo caracterizados por sua estrutura quimica composta por
dois anéis benzénicos (A e B) ligados por um anel heterociclico oxigenado (C), como mostra
a Figura 2. As alteragdes no anel C, com diferentes estados de oxidagdo, geram as subclasses,
enquanto que substituicdes nos anéis A e B fornecem os compostos especificos de cada
classe. Sdo estes constituintes que ddo a coloracdo aos vinhos, sendo os flavondis e flavandis
substincias de coloragio amarelada e as antocianinas de coloracio avermelhada'****°. Seus
efeitos benéficos como antioxidantes sdo gerados por sua capacidade de doar elétrons e esta é
dependente tanto do nimero e posicionamento de grupos hidroxilas quanto da extensdo da

. ~ 37
conjugacao” .

N
Flavonoides

5

Figura 2: Estrutura basica dos flavonéides. A e B: anéis benzénicos e C: anel heterociclico.

Comumente, em se tratando de estudo de teor total de alguma classe especifica de
polifenol, um exemplar “x” (em alta concentracdo na amostra) é escolhido como representante
principal e, desta forma, a concentragdo desta classe € expressa como sendo a concentragdo do
exemplar “x”. Para as antocianinas, por exemplo, seu teor € expresso em mg L" de malvidina
(ou seu derivado, malvidina-3-O-glucosideo), enquanto que para os CPs em geral, dcidos
caféico e gilico sdo os escolhidos ™.

Nas reagdes redox, os CPs agem como redutores (anti-oxidantes) e possuem como
principal via de oxidagdo, primeiro a diona correspondente, e, em seguida, a compostos mais

complexos®®, Figura 3.

Ru

R" Ru
OH o o}
— — - Polimero
! €]
R OH R' (@) R' 0

Figura 3: Esquema simplificado da oxidagdo de polifenéis.
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1.2.2 Compostos fendlicos em vinhos

Um grande ndmero de trabalhos foi publicado estudando os vinhos de regides
especificas que possuem certificados de origem. Para tanto, vérias técnicas analiticas sdo
aplicadas buscando caracterizd-los quanto as suas propriedades quimicas e sensoriais que 0s
tipificam como oriundos daquela regido especifica.

Com este proposito, oito compostos fendlicos foram caracterizados por micro extragcdo
em fase solida hifenizado a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(SPME-LC-MS) em vinhos portugueses39 e outros 60, em vinhos argentinos, utilizando-se a
cromatografia a liquido com detec¢do no visivel e também acoplada a espectrometria de
massas (LC—DAD—MS)40. Um nariz bioeletronico baseado em um biosensor enzimatico com
diferentes modificadores foi desenvolvido para a caracterizagdo de 10 compostos fendlicos e
seu teor total em vinhos da Espanha*'. Vinhos catarinenses foram caracterizados quanto ao
seu perfil mineral, fendlico, cor e atividade antioxidante e os resultados mostraram viabilidade
na diferenciacdo de vinhos provenientes de duas regides distintas apenas com a composi¢ao
mineral (10 elementos determinados por plasma acoplado indutivamente com espectrometria
de massas: ICP—MS)42.

Conhecendo a importincia que a estabilidade, a qualidade gustativa e visual do vinho
tém tanto para o produtor quanto para o consumidor, vinhos chilenos foram fortificados com
cobre e ferro e analisados quanto a atividade antioxidante, os autores verificaram uma redugéo
desta atividade, atribuida & complexacdo destes cdtions, em concentragdes diferenciadas,
pelos compostos polifendlicos™.

A capacidade antioxidante total (TAC) e o teor de fendis totais foram medidas
utilizando-se acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromon-2-carboxilico (Trolox) e acido galico
como solugdes de referéncia, respectivamente. A TAC e a concentracdo de fendis totais foram
determinadas, por metodologias cldssicas, em amostras de vinhos provenientes de cinco
etapas diferentes do processo de vinificacdo. Observou-se que nao ha variagdo, nestas etapas,
para o teor de fendis. Porém com a evolugéo da etapa de elaborac@o ha uma queda no valor da
TAC*.

Virios fatores que podem causar variacdes na composicdo quimica e sensorial, e
consequentemente sua qualidade, em vinhos gadchos foram estudados. A forma de conducio
das videiras® ,a produtividade46, a safra*’ e processos fermentativos* foram avaliados através
de andlises enoldgicas clédssicas e verificou-se que diferentes técnicas originam vinhos

distintos. O mesmo foco foi aplicado por pesquisadores espanhdis, os quais usaram o0s
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resultados obtidos de andlises de coloragdo e cromatograficas para concluir que € possivel
distinguir vinhos que foram submetidos a diferentes tempos de envelhecimento®. Diferentes
técnicas fermentativas de elaboragdo permitiram as mesmas conclusdes em vinhos
espanh(’)isso, sérvios’!' e macedonios 2.

Vinhos gatchos elaborados da cv. Isabel foram analisados quanto aos seus teores de
antocianinas, dcidos hidroxicinamicos e flavondis por LC-MS e também por sua capacidade
antioxidante, através do método do radical 2,2-difenil-p-picrilhidrazil (DPPH). Os resultados
obtidos mostraram que esta variedade possui composi¢do de antocianinas diferenciada e
menor capacidade antioxidante em relacdo a vinhos originados das variedades Vitis
vinzferas53. A mesma discrimina¢do por variedades de uvas foi obtida por pesquisadores
hingaros™ e canadenses”™, ambos com andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Os primeiros54 indicaram que a variedade da uva e o ano de colheita influenciavam o
teor de trans-resveratrol, ao passo que os segundos™ verificaram a varia¢do na concentragdo
de antocianinas.

Tais estudos demonstram que as técnicas vinicolas empregadas pelo vinicultor, bem
como o clima local, sdo fatores que podem alterar as caracteristicas de um vinho.

Apesar do crescente interesse pela identificacdo individual dos compostos
polifendlicos nos vinhos e, assim, sua total caracterizacdo, ainda existe a necessidade de
oferecer métodos relativamente simples que fornecam rapidamente o teor total de polifendis,
pois quanto maior esta concentracio, maior seu potencial anti-oxidante™. Das possiveis
escolhas disponiveis, os métodos de andlise em fluxo compreendem uma opg¢do vidvel tanto

em custos quanto em velocidade.

1.2.3 Anélise em Fluxo

O crescente avanco nas ci€ncias permite que ocorram melhorias na qualidade de vida
das pessoas. Dentre as ci€ncias, a Quimica analitica contribui, entre outros fatores, com o
aumento no nimero de andlises para o controle de qualidade de alimentos e de testes clinicos,
por exemplo. Porém, os métodos utilizados podem ser morosos e tecnicamente dificeis de
serem realizados, exigindo assim recursos humanos especializados para a execugdo dos
mesmos. Isto gera a necessidade de novos métodos de andlises, de modo que estes sejam mais
rapidos, mais eficientes e que demandem analistas bem treinados, porém ndo

obrigatoriamente especializados, para realiza-los™.
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Em 1957, Leonard T. Skeggs publicou um trabalho relatando o desenvolvimento de
uma ferramenta mecanizada para (parcial) automagdo de métodos analiticos rotineiros de
laboratorios clinicos. Esta técnica foi nomeada de andlise em fluxo continuo segmentado (do
inglés, Continuous Flow Analysis — CFA). Naquela época, o CFA surgiu como uma solugéo
adequada para os laboratdrios (clinicos), pois poderia funcionar por maior tempo com menor
interferéncia dos seres humanos, gerando um maior lucro para a empresa’’.

Com o passar dos anos, evolugdes naturais vieram para melhorar cada vez mais as
ferramentas de andlises. Em acréscimo as vantagens ja existentes do CFA surgiu a melhora na
introduc@o de solucdes no sistema analitico; melhoria na efici€éncia de mistura entre as
solugdes de reagentes e amostras/padrdes; a possibilidade de aplicagcdo em quase todo tipo de
etapa analitica, seja pré-concentracdo, difusdo, extracdo, andlise direta, etc.; o acoplamento
com diversos tipos de detectores; a diminui¢do de intercontaminagdo entre amostras
sucessivas; a inser¢do do microcomputador para gerenciamento e controle e de pequenos
instrumentos de manuseio de solucdes, as vdlvulas e minibombas solendide, dentre vérias
outros™*.

Surgiram, com isso, os sistemas de andlise por inje¢ao em fluxo (FIA, do inglés, Flow
Injection Analysis)ﬁo, andlise em fluxo continuo monosegmentado (MSFA, Monosegmented
Continuous Flow Analysis)61, andlise por injecdo sequencial (SIA, Sequential Injection
Analysis)ﬁz, andlise em fluxo com multicomutagdo (MCFA, Multicommutation Flow
Analysis)®, sistema multiseringa de andlises em fluxo (MSFIA, Multisyringe Flow Injection
Analysis)64 e a andlise em fluxo com mini-bombas solendéide (MPFA, multipumping Flow
Analysis)®.

Uma grande variedade de textos estd disponivel na literatura abordando os conceitos
das diferentes estratégias de andlise em fluxo, bem como as aplicagdes a distintos analitos e
aos variados tipos de deteccio que podem ser empregados®>*.

O MPFA surgiu como uma tendéncia para uso de dispositivos mais simples,
compactos e robustos no desenvolvimento de metodologias analiticas. Essa estratégia é
baseada na introducdo de solu¢des de amostras e reagentes por uma série de mini-bombas
solendide acionadas individualmente ou em combinagio, produzindo um fluxo pulsado no
caminho analitico aumentando-se a versatilidade das andlises em fluxo e sua utilizagdo em
diferentes aplicagf)es65 .

O fluxo pulsado que é gerado inicialmente pelas mini-bombas, mas a medida que

avanga no percurso analitico se tornard laminar, fornece melhor mistura da zona de amostra,

devido & maior turbuléncia, e permite obter, também, maior sensibilidade e menores volumes
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de amostras requeridas para a realizacdo das andlises. Desta forma, obtém-se maior
simplicidade na configura¢do do médulo de andlise, bem como na operagdao e manuseio do
sistema®”’.

Mini-bombas solenéide sdo dispositivos de pequenas dimensdes e massa
(normalmente em formato cilindrico com 2 cm de didmetro, 5 cm de altura e cerca de 60 g)
que funcionam por compressio de um diafragma quando uma determinada poténcia e corrente
sdo fornecidas as mesmas. Ao cessar esta energia, o diafragma € liberado e permite a
passagem do liquido num volume especifico, que pode variar de 3 a 50 uL. a uma freqiiéncia
individual com alta reprodutibilidade e vazdo estivel, podendo chegar a 300 pulsos min™. Ao
comparar com uma bomba peristéltica, observa-se que quatro mini-bombas sdo muito mais
leves, menores e consomem apenas 5% da poténcia requerida por uma bomba peristdltica de
quatro canais®.

Antes do desenvolvimento do MPFA, as mini-bombas ja eram utilizadas, em sistemas
FIA, no bombeamento de solugdes, tais como na introdug@o de reagentes na determinagdo de
nitrito pelo método de Griess® (amostras ou padrdes foram injetados por bomba peristéltica e
vdlvula rotatdria) e na introducdo de solugdo indicadora de pH para a determinagdo de pCO,
da dgua do mar in situ®. Ambos os trabalhos utilizaram-se de mini-bombas solendide que
inseriam 50 pL de solucdo por pulso. Porém, o primeiro trabalho somente verificou a
possibilidade de sua utilizagdo em sistemas FIA, observada pela reprodutibilidade dos sinais
de trés concentracdes diferentes de NO,. Apenas com o trabalho de Lapa e colaboradores® é
que a potencialidade das minibombas para fins analiticos foi disseminada.

O acionamento por um intervalo de tempo especifico destes dispositivos é controlado
via computador, em linguagem de programacido que depende da escolha do usudrio. Isto
permite alta reprodutibilidade na inser¢do de pequenos volumes e, por conseguinte, a
necessidade da integracdo de conhecimentos de informaética para a criagdo de programas para
este controle. Como as minibombas ndo podem ser ligadas diretamente ao computador, para o
controle e a alimentacdo por fonte externa de energia sdo utilizadas interfaces eletronicas que
podem ser adquiridas em empresas especializadas ou mesmo construidas em laboratorio,
utilizando-se simples pecas obtidas em comércio local, baseadas, por exemplo, no circuito
integrado ULN2803°°%™,

Multicomutag@o pode ser definido como “uma rede analitica que envolve a agdo de n
aparelhos ativos (ou n operagdes com um simples aparelho) numa tnica amostra permitindo a
criacdo de até 2n estados®®™”. Assim, este termo pode ser utilizado tanto para a MCFA quanto

para MPFA.
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1.2.4 Analise em fluxo aplicada a vinhos

Os sistemas de andlise em fluxo tém sido aplicados hd muitas décadas para a
determinacdo de diferentes analitos em amostras de vinho. Com a utilizacdo de estratégias
baseadas em FIA pode-se citar a determinacéo do teor total de flavonoides em vinhos e chds,
através da reagdo entre AI’* ¢ os flavonoides em meio alcalino’'; a determinagdo de sulfitos e
etanol em vinhos através da difus@o gasosa por uma membrana semipermedvel a SO, e etanol,
com posterior reacdo destes com verde de malaquita e K,Cr,07, respectivamente, e detecgio
espectrofotométrica72 e a determinacdo do pH, acidez tituldvel e a soma dos {ons Ca™e Mg2+,
utilizando-se um  eletrodo sensivel ao pH baseado num compodsito de
grafite/silicone/hidroquinona:benzoquinona73.

Procedimento automdtico em fluxo monosegmentado foi desenvolvido para a
determinagdo potenciométrica do teor de cloretos em leite e vinhos utilizando titulacdo e um
eletrodo seletivo a este anion, com obtencdo de resultados compardveis ao método de
referéncia da AOAC™.

A andlise por injecdo sequencial, SIA, com deteccdo por absorcdo atdmica foi
utilizado para a determinacdo do teor de Fe(Ill) e ferro total” através de um médulo de
extragdo liquido-liquido para separacdo do FeSCN** em fase organica, e também foi utilizada
na determinacdo enzimdtica de etanol (por meio da enzima élcool desidrogenase), com
dilui¢do em linha da amostra, acoplado a uma unidade de difusdo gasosa76.

A multicomuta¢do em fluxo com detec¢io espectrofotométrica e védlvulas solendide
foi aplicada para determinar 4cido tartdrico tanto por uso prévio de resina de troca ani6nica’’
quanto por didlise em linha’™. A acidez total foi determinada por Garcia e Reis usando um
fotdmetro construido com LED como fonte de luz e um foto transistor como detector’ . Esta
mesma estratégia foi aplicada para a determinacio de resveratrol e piceid utilizando-se um
espectrofluorimetro para detectar os subprodutos destes apds irradiacdo com UV e separagio
em linha com uma minicoluna Cig 80,

Sistemas MSFIA com detec¢do espectrofotométrica foram desenvolvidos para a
determinagdo da capacidade antioxidante total tanto pelo método do DPPH®' como também
através da automacdo do método de Folin-Ciocalteu®.

O emprego da estratégia de multicomutagio com minibombas solendides foi
implementada, apenas, na determinacdo de taninos totais em amostras de chd, cerveja e vinho,

automatizando-se a o método ja conhecido de Folin-Denis®.
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Como os sistemas de andlise em fluxo sdo apenas sistemas de insercdo de solugdes,
para se realizar a determinacdo dos analitos faz-se necessdrio o acoplamento com algum
detector. O tipo de detec¢do mais comum e amplamente utilizado consiste na
espectrofotometriasg. Porém, outros tipos também podem ser usados, tais como infravermelho

com transformada de Fourier®, ICP OES®, amperometria86 e a luminescéncia™®'.

1.2.5 Luminescéncia

Luminescéncia corresponde ao fendmeno de emissd@o de radiagdo luminosa por
espécies quimicas em estados eletronicos excitados de energia. De acordo com a forma (o
modo) de excitagdo dos sistemas em estudo, a luminescéncia pode subdividir-se em varios

tipos™, conforme mostra a Figura 4.

—> Eletroluminescéncia
—> Radioluminescéncia
—> Outrost——> Sonoluminescéncia

> Termoluminescéncia

Triboluminescéncia ou
Mecanoluminescéncia
Luminescéncia Quimiluminescéncia
—> Reac¢des Quimicas

Bioluminescéncia

Fluorescéncia

—> Fdtons
Fosforescéncia

Figura 4: Subdivisdes da luminescéncia.

Os métodos pouco comuns que envolvem luminescéncia e também utilizados em
pesquisas sdo: a eletroluminescéncia, emissdo por excitacio eletronica gerada pela passagem
de corrente elétrica através de um materialgg; a radioluminescéncia, emissio devida a
incidéncia de radiagdes de alta energia (raios X, 7, particulas J, 06)90; a sonoluminescéncia,
emissdo devida a energia sonora (ondas acﬁsticas)gl; a termoluminescéncia, emissao por

ativacdo térmica da amostra’ e a triboluminescéncia ou mecanoluminescéncia, emissdo

- ~ A 03
causada por friccdo ou agdo mecanica .
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Métodos mais comuns, € também muito mais usuais, de luminescéncia ocorrem
quando a excitagdo é gerada pela absor¢do de fétons, a fotoluminescéncia. A transicdo
radiativa originada de um estado triplete excitado mais baixo em energia para o estado
fundamental singlete é chamada de fosforescéncia. Se a transi¢do radiativa ocorrer sem a
mudanga do spin eletronico, estado singlete excitado para singlete fundamental, verifica-se a
fluorescéncia. Devido a transi¢do com variagdo de spin ser proibida por regras de selec¢éo,
fluorescéncia € mais comum que fosforescéncia®****

Quimiluminescéncia é a producdo de radiacdo eletromagnética por uma reacdo
quimica entre, ao menos, dois reagentes, em que um intermedidrio ou produto eletronicamente
excitado é obtido e subsequentemente relaxa ao estado fundamental ou com emissdo de um
foéton ou por doagdo desta energia para outra molécula, que entdo luminesce. Se isto ocorrer
em um organismo vivo, chama-se bioluminescéncia’®.

A luminescéncia pode ocorrer em todos os sistemas quimicos, seja na fase gasosa ou
na fase condensada, simples ou complexos. Os casos mais simples sdo os de vapores atdmicos
em baixa concentragdo, como o exemplo das ldmpadas de vapor de sédio com suas duas
linhas caracteristicas no amarelo — 589,0 e 589,6 nm. Para os casos mais complexos, ha
88,95

sempre algum tipo de fator, seja ele quimico ou fisico, que possa interferir no sistema

Os principais fatores que afetam a luminescéncia sio:

i. estrutura molecular, quanto mais rigido o esqueleto carbdnico — e menor o nimero

de substituintes pequenos e livres, maior a possibilidade do estado excitado desativar por

emissio de luz;

ii. 0 meio - quanto ao solvente - solventes mais viscosos diminuem as perdas de
energia por colisdes, favorecendo a luminescéncia e quanto ao pH, a (des)protonacio altera os
niveis de energia dos compostos por (des)favorecer possiveis ressonincias, deslocando tanto a

posicdo quanto a intensidade da emissdo e

iii. temperatura, quanto maior a temperatura, maior quantidade de colisdes — maior
probabilidade de desativagdo por processos ndo radiativos — e, consequentemente, menor
luminescéncia. Estes fatores sdo decisivos para a intensidade e comprimento de onda da

R - 88,95
emissdo, quando eles permitem que ela ocorra™ .
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Na literatura s@o reportadas vdarias moléculas que participam de reagdes como
reagentes quimiluminescentes, sendo luciferina, lucigenina, lofina, isoluminol e luminol os
principais exemplos. Destas, a 5-amino-2,3-ftalazina-1,4-diona, luminol, € a mais conhecida e
tem sido frequentemente aplicada em estudos analiticos”” %,

Apesar do mecanismo de luminescéncia do luminol ndo estar totalmente esclarecido, a
proposta inicial realizada por H. O. Albrecht, em 1928 sugere a formagdo do aminoftalato

(Figura 5) como produto final da reagﬁogg’gg.

o
NH, O NH, O NH, O NH, O
Ny
NH ox. N N 4 o)
| g (| — o || — o + hv
NH N N 0]
(425 nm)
(6] (0] (0] (0]
5-Amino-2,3-diidro- © )
ftalazina-1,4-diona Acido 3-Amino-ftalico (dianion)

ou
Luminol

Figura 5: Esquema simplificado da oxidag¢4do do luminol.

O principal e mais conhecido oxidante desta reagdo é o perdxido de hidrogénio na
presenga de algum catalisador (Cu* ou [Fe(CN)e]™), porém vérios outros reagentes podem
ser usados, tais como MnOy’, I, I04 ou C1O 100

O {fon hipoclorito (ClO") foi um dos primeiros oxidantes empregados no estudo da
luminescéncia do luminol e pode ser considerado o mais adequado em comparacdo ao
peréxido de hidrogénio. A reacdo entre o ClO™ e o luminol apresenta menor quantidade de
interferentes, além de possuir menor custo. Quanto ao solvente, estudos tém demonstrado que
a utilizacdo de solugdo de carbonato como meio solvente para a solugdo de luminol gera uma
maior eficiéncia quantica na emissdo'"".

Desta forma, busca-se neste trabalho realizar, em um sistema em fluxo pulsado
utilizando-se minibombas solenoide, a oxidacdo de compostos polifendlicos totais em vinhos,
expressos como equivalentes de 4cido gédlico. Ou seja, indicar que quantidade de compostos
peoifendlicos se comportaria na reacdo como se fossem apenas o acido galico.

O composto polifendlico (dcido gédlico) reage com a solugdo de hipoclorito e em
seguida, o luminol reage com o excesso de hipoclorito, originando a quimiluminescéncia. A
reacdo quimica envolvida é mostrada na figura 6, cuja aplicacdo em vinhos ainda ndo foi

observada na literatura.
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Figura 6: Reagdes propostas para o sistema em estudo. (a) Oxidagdo dos polifendéis, expressos como
acido gélico e (b) oxidagdo do luminol pelo excesso de hipoclorito, em meio alcalino.

A quimiluminescéncia tem grande importancia ndo somente na drea de quimica
analitica, mas também em outras dreas do conhecimento, o que pode ser confirmado através

do grande nimero de trabalhos e revisdes publicados sobre o tema' .

1.2.6 Luminescéncia e analise em fluxo

O uso de reacdes quimiluminescentes (CL) como forma de deteccdo de analitos em
andlise em fluxo € bastante utilizada em matrizes variadas. A concentra¢do de dopamina em
injecdes farmacéuticas comerciais foi determinada por FIA-CL através da reacdo entre
luminol e [FC(CN)6]3 " em meio basico'®. A reacdo entre permanganato de potdssio (KMnQy)
e formaldeido (HCOH) foi utilizada em FIA para a determinagdo quimiluminescente de
quatro drogas anti-cancer'"*.

Um método automdtico em fluxo empregando védlvulas solendide foi desenvolvido
para a determinacdo de brometo residual em L-alanina, utilizando-se cloramina-T como
oxidante do brometo e posterior oxida¢do do luminol'®®. Para a determinagdo de Aacido

ascorbico em preparados em pé para sucos de frutas foi proposta uma metodologia em

fluxo'® utilizando minibombas solenéide baseada no sistema luminol—Hzoz—[Fe(CN)d3 "
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Um método baseado em MPFA foi desenvolvido para a determinacdo da capacidade
antioxidante total (TAC) em preparacdes farmacéuticas. A TAC foi expressa como Trolox,
dcido ascérbico e resveratrol por reagdo quimiluminescente. Os dois reagentes
quimiluminescentes foram o luminol e a lucigenina com peréxido de hidrogénio. Porém, o
trabalho nio apresenta validagdo do método propostolm.

Catequina foi determinada em 4guas de rios através de um sistema de parada de fluxo
(sttoped-flow). A medida do aumento da intensidade de emissdo na reacdo entre lucigenina e
peréxido de hidrogénio consistia no sinal a ser medido'%.

Exemplos de outros compostos usados em reagdes quimiluminescentes sdo a reacdo
entre peroxido de hidrogénio e acetonitrila, cuja luminescéncia € fortemente aumentada na
presenca de certos compostos (que sdo considerados os analitos do estudo), e foi utilizada
para a determinag@o, em produtos farmacéuticos, de tetraciclina'® e melatonina'"” e a reacao
do complexo ruténio-bipiridina ([Ru(bpy)s]’*) com Ce (IV), na determinagdo de citrato e
piruvato em formulagdes farmacéuticas, soro e urina'"".

A reacdo quimiluminescente entre luminol e hipoclorito ji foi empregada para
algumas determinacgdes analiticas, tais como para a determinacdo dos fadrmacos carvedilol''? e

gabapentina113 utilizando-se a estratégia MPFA e paracetamol114

por MCFA. Todos os artigos
foram aplicados a formulagdes farmacéuticas e se basearam na captura de hipoclorito pelo
analito, com diminui¢do da luminescéncia entre o excesso de hipoclorito e o luminol. A
estratégia MSFIA foi aplicada com estas mesmas reacdes em drogas anti-inflamatdrias néo-

.1 115
esteroidais .

1.2.7 Quimiluminescéncia, fluxo e polifendis nos vinhos

Métodos quimiluminescentes possuem vdrias aplicacdes em vinhos, tais como a
determinagdo do teor de 20 compostos fendlicos em vinhos chineses, sem pré-tratamento da
amostra, por HPLC-CL. A metodologia consiste no aumento da quimiluminescéncia entre
Cério(IV)-Rodamina-6G em meio de acido sulfirico ocasionado pela presenca dos fendis.
Porém o mesmo utiliza-se de composto mais téxico e meio fortemente 4cido para a andlise''°.
A determinacdo de prolina também foi realizada usando-se FIA-CL com [Ru(bpy)3]3+ e PbO,
em meio 4cido, porém, houve a necessidade de extracdo inicial dos compostos fendlicos que

interferiram na andlise''”.
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Concentragdes tracos de sulfito foram determinadas pela oxida¢do do SO, apds
extragcdo deste por uma unidade de difusdo gasosa, induzida pelo complexo Ni(Il)/tetraglicina
na presenca de luminol''®.

A determinagdo de compostos fendlicos e acidos organicos em vinhos australianos foi
realizada utilizando-se LC-MS e HPLC-CL com KMnO, em meio 4cido e a classificacdo
geogréfica dos vinhos foi obtida com auxilio de ferramentas quimiométricas'"”.

A determinacdo de etanol foi realizada por MCFA e detec¢do da quimiluminescéncia
gerada entre uma solucdo de luminol e radicais peroxidos formados apés reacdo enzimdtica
entre etanol e a enzima dlcool oxidase' ™.

O teor de polifendis totais foi determinado em vinhos por meio do reagente de Folin-
Ciocalteu usando FIA com deteccido espectrofotométrica. Os resultados obtidos foram
satisfatérios quando comparados ao método de bancada que consiste na utilizacdo do mesmo
reagente'*’.

O sistema FIA-CL também foi utilizado tanto para a monitoragdo do teor de polifendis
totais em vinhos, chés e sucos por meio de rea¢do quimiluminescente entre MnO, (diluido em
dcido fosférico), formaldeido e a amostra'? quanto para a determinacdo da capacidade
antioxidante de vinhos pela reagdo entre permanganato de potdssio/polifosfato de s6dio em
meio fortemente acido e a amostra'*. O primeiro artigo apresenta a desvantagem de ter um
consumo muito alto de reagentes (vazdo de 11,7 mL min") e o segundo, de usar solucdes
fortemente dcidas.

O complexo Co(II)JEDTA foi utilizado na atenuacdo da quimiluminescéncia da
mistura luminol-perborato na determinacio da capacidade antioxidante de vinhos, chds e
sementes de uva por FIA'**. Porém o método foi lento (cerca de 5 minutos por uma andlise de
uma simples amostra) e apresentou alto consumo de reagentes (10 e 30 g L' de Co™ e EDTA,
respectivamente).

Uma metodologia proposta para a determinagdo da capacidade antioxidante total
(TAC) foi aplicada a vinhos gregos com SIA-CL, cuja luminescéncia era fornecida pela
reacdo entre luminol e peréxido de hidrogénio catalisada por ions Co™. Este trabalho foi
comparado ao método DPPH e Folin-Ciocalteu (FC), porém seus valores superestimavam (4,3
vezes) a TAC fornecida pelo método FC'®.

A estratégia MSFIA foi utilizada para a automatiza¢gdo dos métodos de Folin-
Ciocalteu ¢ ABTS™ e a metodologia desenvolvida aplicada a andlise destes indices em

amostras de chds, vinhos, cervejas e ervas com deteccdo espectrofotométrical%. Porém
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apresentou a grande desvantagem de baixa frequéncia analitica (1h apenas para a construcéo

da curva de calibracio).

Para os vinhos do Vale do Sdo Francisco, ha poucas referéncias na literatura que os
descrevam quanto as suas propriedades quimicas. Neste contexto, Azevedo e colaboradores'*’
realizaram a determinagdo de compostos carbonilicos (aldeidos e cetonas) de baixa massa
molecular (C; a Cg) por HPLC-UV. O uso de medidas por RMN-'H e célculos quimiométricos
foram empregados em um estudo preliminar para a diferenciagdo de vinhos por variedades de

uvasm.

A determinagdo de parametros fisico-quimicos (pH, acidez, densidade, teor
alcodlico...) e os célculos quimiométricos envolvendo PCA e HCA foram aplicados para a
distingdo de vinhos do VSF e de outros vinhos comerciais'*’ e a determinacdo de catequina e
epicatequina por HPLC e detecg¢do por fluorescéncia sem pré-tratamento da amostra'*’.

Como observado, ndo foi encontrado na literatura trabalho envolvendo a determinagio
de compostos polifendlicos em vinhos usando-se metodologias em fluxo mais recentes que
FIA, nem mesmo a aplicacdo da reacdo entre luminol e hipoclorito em sistema em fluxo para
essas determinacdes. Assim, esta tese vem contribuir com o desenvolvimento de um método
MPFA para a determinacdo de compostos polifendlicos em vinhos, baseado na reagdo
quimiluminescente entre luminol e hipoclorito e aplica-lo a amostras de vinhos elaborados no
Vale do Sao Francisco e de outras regides — para fins de comparacao.

Espera-se, ainda, que esta metodologia venha a contribuir com os ensinamentos da

quimica verde, pela reducdo do consumo de reagentes, uso de reagentes menos danosos ao

ambiente e reducdo do rejeito gerado.
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1.3 Parte Experimental

1.3.1 Solugées e reagentes
Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se dgua destilada e deionizada.
1.3.1.1 Solucoes estoque

Solugdo de carbonato de sédio 0,250 mol L! (Na,COs, Vetec, 99,5%), pH = 11,00 foi
preparada por dissolugdo de 6,659 g do reagente em 225 mL de dgua. O pH foi ajustado com
volume necessario de solucdo de HCI 2,0 mol L' (preparado por diluicdo de HCI 37,0%,
Merck) e o volume foi completado para 250 mL em baldo volumétrico. Esta solucdo foi
utilizada por, no maximo, dois meses.

Solugé@o de luminol 10,0 mmol Lt (3-aminoftalhidrazida, CgH;N30,, Aldrich, 97%)
foi preparada por dissolugdo de 0,1826 g do composto em 70 mL da solucdo de carbonato
0,250 mol L' e o volume foi completado em baldo volumétrico para 100 mL com a solugdo

de carbonato. Esta solucdo foi utilizada ap6s um periodo de 48 h'*

€, N0 Maximo, por um
més.

Solucdo de 4cido galico 1000 mg L™ (C;HsOg, Sigma-Aldrich, +98%) foi preparada
por dissolucdo de 0,1106 g do 4cido gilico monohidratado em 60 mL de dgua e o volume foi
completado a 100 mL em baldo volumétrico. Esta solucdo foi preparada diariamente.

Solugéo de hipoclorito de sédio 20,5 mmol L foi preparada diariamente por dilui¢do

de solucdo branqueadora comercial (com teor de cloro ativo entre 2,0 e 2,5% v/v),

previamente padronizada.
1.3.1.2 Solucoes de trabalho
1.3.1.2.1 Solucao de hipoclorito

Para a padronizacdo do teor de hipoclorito na dgua sanitdria, por titulacdo redox,
utilizou-se as seguintes solugdes: i) 0,1 mol L' de tiossulfato de sédio (Na»S,05.5H,0,
VETEC, 99%) — contendo 3 gotas de CHCI; para maior estabilidade da solugdo; ii) 0,5% m/v
de amido (VETEC); iii) 10% m/v de iodeto de sédio (Nal, Reagen, 99,5 %); iv) 5,6 mol L!de
acido acético (CH;COOH, VETEC, 99,5%).
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Na padronizagdo inicial da solucdo de S$,03> foram medidos cerca de 20,0 mg de
KBrOj; (Merck), previamente seco a 110 °C por 2 horas e dissolvidos com 5 mL de 4dgua, em
erlenmeyer. Em seguida foram adicionados 5 mL da solugdo de Nal e 10 mL de solugdo de
H,SO,4 4 mol L! (preparado por diluicdo de H,SO4 95-97%, Merck), observando-se coloragao
marrom-castanho. Titulou-se imediatamente com a solugdo de tiossulfato até coloragdo
amarelo-clara quando entdo se adicionou 5 mL da solu¢do de amido, observando-se cor azul
intensa da mistura, e a titulagdo continuou até a mudanca da coloragéo para incolor.

Para a segunda padronizagdo, teor de hipoclorito na dgua sanitdria, procedeu-se de
forma similar ao pardgrafo anterior, substituindo-se a massa de KBrO; por 5,00 mL de
solug@o de dgua sanitdria diluida na propor¢do 1:5 com 4gua, e a solucdo de dcido sulfirico
por acido acético.

Ap0s esta padronizacdo, diluiu-se a dgua sanitéria para as concentragdes indicadas no

estudo com 4gua.
1.3.1.2.2 Luminol

A partir da solucdo estoque de 10,0 mmol L, diluiu-se esta solugdo para concentragdes
variando de 0,66 a 1,06 mmol L! (em intervalo de 0,1 mmol L'l). As solucdes foram diluidas
com solucdo 0,25 mol L" de carbonato de sédio, em quantidade suficiente para um dia de

trabalho.
1.3.1.2.3 Acido Galico

As solugdes de trabalho foram diluidas a partir da solug¢do estoque, com agua, para as

concentragdes de trabalho, variando de 10 a 100 mg L.
1.3.2 Equipamentos e acessoérios
1.3.2.1 Descrigdo geral do sistema
O sistema em fluxo foi composto por duas minibombas solendide (Bio-Chem Valve
INC, 090SP12-8) com volume nominal de 8 uL por pulso e duas minibombas solenéide (Bio-

Chem Valve INC, 130SP1210) com volume nominal de 12 pL por pulso. As linhas de

transmissao foram feitas em PTFE (PoliTetraFluorEtileno ou Teflon®) de 0,8 mm de
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diametro interno e confluéncia de quatro vias feita em acrilico. A cela de fluxo (figura 7) foi
construida com duas pecas de acrilico que comprimiam uma terceira, mais fina, na qual foi

construido o percurso analitico, cujo volume interno era de, aproximadamente, 150 pL.

! = !
(a) 24
L1l 10, 13

Figura 7: Cela de fluxo utilizada neste trabalho (a) vista superior e (b) vista lateral, mostrando a
posi¢do do detector, indicado em azul, os parafusos de sustentagdo, em vermelho, e o sentido do
fluxo (unidades em mm).

Foram utilizados dois detectores Hamamatsu 1337-BR posicionados acima e abaixo
do caminho de reagdo, visando captar o maximo possivel da luminescéncia liberada.

O lumindmetro construido consistiu de um circuito eletronico para fornecimento de
energia, uma cela de fluxo, dois detectores (Hamamatsu 1337-BR) e um sistema de
transducdo e amplificag@o de sinal (Figura 8).

O conjunto lumindmetro mais cela de fluxo contendo os detectores foram
acondicionadas numa caixa metdlica fechada, para evitar penetragdo de luz. A caixa continha
apenas trés pequenos orificios por onde entravam duas linhas de fluxo (mistura de hipoclorito

mais amostra e luminol) e safa a linha de fluxo para o descarte.
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Figura 8: Descri¢do do circuito eletrénico do lumindmetro: A = Amplificador Operacional OP07;
Dx = Diodos Zener; Cx = Capacitores; Rx = Resistores; S, = Saida do sinal para PCL 711 (em
mV).

Uma fonte de alimentagdo regulada em 12 V foi construida sobre uma placa de
circuito impressa para o acionamento das minibombas e do lumindmetro, Figura 9a e 9b,
respectivamente. A fonte era constituida por um transformador 220 V/12 V de saida, dois
diodos retificadores, um regulador de voltagem ajustdvel, capacitores eletroliticos e resistores.

O controle do sistema foi realizado por meio de um microcomputador AMD K6 366
MHz, 128MB RAM, equipado com uma interface PCL-711 utilizada para a aquisi¢do do sinal
analitico empregando um programa escrito no software QuickBasic 4.5. Uma interface
eletrdnica lab-made baseada no circuito integrado ULN2803A (Figura 10), acoplada a saida

de impressora, foi usada para permitir o controle das minibombas através da porta paralela
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Figura 9: Fontes de alimentacdo para o acionamento (a) das minibombas e (b) para o lumindémetro.
LM337 e LM317 = Reguladores ajustéveis de voltagem para negativo e positivo, respectivamente,
E = entrada, S = safda, A = Ajuste, Dx = Diodos zener, C = capacitor, Rx = resistores.
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Figura 10: Interface eletrénica baseada no CI ULN2803 para controle das minibombas solendide
(Vy) através da porta serial (DB25).
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1.3.2.2 Operagio do sistema em fluxo proposto

O diagrama esquemadtico do sistema MPFA proposto, bem como da sequéncia de

pulsos, estd indicado na figura 11.

Det §

Am B
D
oN
p1 [ LI LI Lok I
p2 [ LI LI I
- S N I I I N
P4 ML o
Amostragem H Detecgdo

Figura 11: Diagrama esquematico do sistema utilizado na andlise em fluxo. Am = Amostra ou
solucdo de referéncia; C = Solugdo transportadora (H20); R1 = Solugdo de hipoclorito; R2 =
Solugdo de luminol; B = Reator PTFE, 0,8 mm d.i,, 40 cm; Det = Detector (lumindmetro); D =
descarte; P1 e P2 (8 uL), P3 e P4 (12 pL) = minibombas solenéide; Posi¢des ON e OFF
representam as minibombas ligada e desligada, respectivamente.

Inicialmente a minibomba P1 (solucdes de referéncia ou a amostra) pulsa
conjuntamente com a minibomba P2 (primeiro reagente — solucdo de hipoclorito) para a
efetivacdo da primeira reacdo (ver Figura 6, pagina 34). Em seguida, a minibomba P3
(transportador — dgua) bombeia a mistura até a cela de detec¢do com um nimero de pulsos
determinado pelo comprimento do reator.

Neste ponto, o excesso de hipoclorito que ndo reagiu ird oxidar a solu¢do de luminol,
bombeada pela minibomba P4 em conjunto com P3, gerando a quimiluminescéncia (Figura 6,
pagina 34), cuja intensidade é captada pelo detector e o sinal obtido é tracado na tela do
computador.

A limpeza da cela é realizada pelo acionamento de P3 que insere o transportador, H,O,
no sistema, transportando o produto da reagdo para o descarte, lavando o sistema e iniciando

um novo ciclo de amostragem.
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1.3.3 Avaliacdo da vazdo e estabilidade das minibombas

Como cada sistema em fluxo possui uma resisténcia hidrodindmica determinada,
estudou-se como as minibombas se comportam neste sistema especifico, verificando se os
volumes propelidos sdo os mesmos que os indicados em suas especificacdes de fabrica.

O sistema em fluxo foi preenchido com dgua destilada e em seguida se bombeou 05
pulsos individuais de cada minibomba, medindo-se a massa de dgua recolhida em um
pequeno frasco previamente seco, num total de 10 replicatas.

Utilizou-se a densidade (d = m / v) para encontrar o volume de dgua expelida, tendo o

cuidado de se manter todo o conjunto em equilibrio térmico a uma temperatura determinada.

1.3.4 Estudo do ruido do sistema e luminescéncia da amostra

Para verificar como o sistema eletronico se comporta frente a possiveis variagdes de
tensdo do fornecimento de energia elétrica, bem como a presenca de radiagcdo espuria, com e
sem reacgdo, realizou-se o monitoramento tanto do sinal do branco analitico quanto de dgua
usada no lugar de todos os reagentes.

Em relacdo a possivel luminescéncia da amostra, substituiu-se apenas a solucdo de
hipoclorito por dgua na minibomba P2 para verificar os sinais obtidos da reacdo do acido
gdlico com o luminol.

Um segundo teste de luminescéncia da amostra foi realizado, substituindo-se o
luminol, na minibomba P4, por dgua para verificar se a emissdo vermelha que ocorre na
reacdo entre dcido gélico e hipoclorito se mantém até a chegada da mistura ao detector,

causando alguma interferéncia.

1.3.5 Estudo da estabilidade dos reagentes

Buscando-se verificar o tempo de vida ttil das solugdes preparadas para as anélises,
comparou-se a resposta analitica do sistema com solu¢des recém-preparadas e solucdes
preparadas com alguns dias de antecedéncia. Desta forma estudou-se a estabilidade das
solugdes de hipoclorito, luminol e dcido galico.

Para a verificagdo da estabilidade da solucdo de carbonato de sddio, realizou-se

medida semanal do valor do pH da mesma.
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Quanto a estabilidade da solucdo de hipoclorito (4gua sanitiria), realizou-se titulacdes

semanais com a solu¢@o padronizada de tiossulfato de sédio.

1.3.6 Influéncia dos parametros fisicos e quimicos na resposta do sistema
1.3.6.1 Efeito da propor¢ao de pulsos

Para se estudar a estequiometria reacional, buscou-se avaliar qual seria a melhor
propor¢do de pulsos entre as solu¢des de hipoclorito e solugdo de referéncia 50 mg L.
Variou-se as propor¢des de 2:1; 1:1 e 1:2, mantendo-se constantes o pH da solucdo de
carbonato (11,0), as concentracdes de luminol (0,86 mmol L'l) e hipoclorito (26,5 mmol L'l),
o solvente do hipoclorito (dgua), cinco pulsos das minibombas contendo as solucdes de

amostras e reagentes e 40 cm para a bobina de reacio.
1.3.6.2 Efeito do pH da solucio do luminol

Sabe-se da literatura que o luminol possui luminescéncia em solu¢des basicas. Para
verificar qual o melhor pH da solucdo de luminol neste sistema, variou-se o mesmo na faixa
de 9,5 a 12,0. Este ajuste foi realizado com a adicdo de volume necessario de 4cido cloridrico
2,0 mol L' na solugdo de carbonato de sédio 0,25 mol L', Foram fixados os valores de
concentracdo do luminol (0,86 mmol L, dgua como solvente do hipoclorito, concentragao
do hipoclorito em 26,5 mmol L, 5 pulsos para as minibombas contendo as solucdes dos

reagentes e dos padrdes e bobina de reagdo em 40 cm.
1.3.6.3 Efeito da concentragdo do luminol

Verificou-se a quantidade de reagente necessdria a reacdo variando-se a concentraciao
do luminol na faixa de 0,66 mmol L™ a 1,06 mmol L. Manteve-se constante dgua como
solvente do hipoclorito, concentragdo do hipoclorito 26,5 mmol L5 pulsos das minibombas

dos reagentes e padrdes e 40 cm para a bobina.
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1.3.6.4 Efeito do meio solvente para solugdo de hipoclorito

Foram estudados quatro sistemas que poderiam ser usados como solvente da solucdo
do hipoclorito: d4gua, 1 mmol L" NaOH, 0,250 mol L™ Na,COs e 1 mmol L™ HNOs. Como a
dilui¢do do hipoclorito comercial com 4gua na concentragdo de trabalho fornece o valor de
pH 11, buscou-se manter este valor fixo nas outras duas solugdes alcalinas. O emprego da
solu¢do de HNOj para fornecer um pH 4 foi utilizado, pois sabe-se que o HCIO é um oxidante
mais forte que o fon ClO’, e isto poderia fornecer uma reacdo mais efetiva'®'. Fixaram-se os
valores de concentragdo do hipoclorito em 26,5 mmol L™, 5 pulsos das solucdes de reagentes

e padrdes e 40 cm para a bobina.
1.3.6.5 Efeito da concentragio do hipoclorito

Visando descobrir qual a melhor concentragdo do hipoclorito para o sistema, variou-se
sua concentracdo na faixa de 19,5 a 33,5 mmol L', mantendo-se constante 5 pulsos das

solugdes de reagentes e padrdes e 40 cm para a bobina.

1.3.6.6 Efeito do niimero de pulsos

A influéncia da quantidade de solucdo de reagentes e amostra sobre a resposta do
sistema foi verificada com a variacdo do niimero de pulsos de cada minibomba. Variou-se o
nimero de acionamentos entre 3 e 8, mantendo-se constante o comprimento da bobina de

reagdo em 40 cm.
1.3.6.7 Efeito do comprimento do reator
Para verificar a influéncia da cinética da reagdo de oxidagdo do 4cido gdlico pelo

hipoclorito, variou-se o comprimento do reator de 30 a 60 cm, mantendo-se constante os

parametros selecionados nas etapas de otimizacdo anteriores.
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1.3.7 Figuras de mérito do método

Com o objetivo de se determinar as caracteristicas analiticas do método proposto,
foram avaliados o efeito matriz e as figuras de mérito, tais como linearidade, limite de

deteccao e quantificacdo, precisio (repetitividade) e veracidade.

1.3.8 Amostras e analise das amostras

As amostras de vinhos foram adquiridas no comércio local da regido metropolitana de
Recife. A tabela 1 indica as caracteristicas dos vinhos analisados neste trabalho.

Ap6s abertos, os vinhos tintos foram diluidos 200 vezes com agua deionizada. Os
vinhos brancos, devido ao seu menor teor de compostos polifendlicos, foram diluidos 15

VEZES.



Tabela 1: Descri¢io geral dos vinhos utilizados neste trabalho.

Amostra Regido

Variedade

Safra Teor alcodlico

Tipo

1

2

10

11

12

13

14

15

16

VSF

VSF

VSF

RS

VSF

VSF

VSF

VSF

RS

RS

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Chenin Blanc
Chenin Blanc
Chenin Blanc
Chardonnay
Cabernet Sauvignon
Cabernet Sauvignon
Cabernet Sauvignon
Shiraz/Syrah
Cabernet Sauvignon
Cabernet Sauvignon/Merlot
Cabernet Sauvignon
Cabernet Sauvignon
Cabernet Sauvignon
Cabernet Sauvignon
Cabernet Sauvignon

Shiraz/Syrah

2009

2009

2009

2011

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2012

2009

2010

2009

2009

2010

12%
12%
12%
12%
12%
12%
12%
13%
12%
12%
13,5%
13%
13,5%
14%
13%

13,5%

Branco seco

Branco seco

Branco seco

Branco seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

Tinto seco

48
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1.4 Resultados e Discussdo

1.4.1 Estudo da vazao das minibombas

O trabalho foi realizado a temperatura de 23 °C, na qual a densidade tabelada para a
4gua possui o valor d = 0,99757 g mL™ "',

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos, indicando os valores encontrados para o
bombeamento de 5 pulsos, a massa média e o respectivo desvio padrio, o volume

correspondente e o volume médio por pulso para cada minibomba utilizada no estudo.

Tabela 2: Resultados obtidos, volume médio e seu respectivo desvio padrdo (SD) para o volume por
pulso de cada minibomba solendide e seus respectivos valores nominais.

P1 (amostra) P2 (hipoclorito) P3 (H20) P4 (luminol)
Volume nominal: 8,0 uL 8,0 uL 12,0 uL 12,0 uL
0,0265 0,0278 0,0334 0,0302 0,0668 0,0620 0,0285 0,0270
0,0268 0,0278 0,0320 0,0302 0,0666 0,0647 0,0280 0,0265
Valores individuais (g): | 0,0273 0,0288 0,0325 0,0306 0,0671 0,0672 0,0270 0,0279
0,0271 0,0288 0,0314 0,0311 0,0655 0,0673 0,0263 0,0262
0,0270 0,0288 0,0311 0,0314 0,0672 0,0667 0,0268 0,0288

Média (g): 0,0277 0,0314 0,0661 0,0273
Desvio-padrio (g): 0,0009 0,0010 0,0017 0,0009
Desvio-padrao (%): 3,2 3,2 2,6 3,3
Volume (uL): 27,7 31,5 66,3 27,4
Volume/pulso (uL): 55+0,2 6,3+0,2 13,3+0,3 55+0,2

Observa-se que as minibombas estdo inserindo volumes distintos de seus respectivos
valores nominais. Somente a minibomba P3 estd inserindo volume médio superior ao seu
catalogado e que as demais apresentam desgaste, sendo a P4 com maior variacdo —
provavelmente devido ao desgaste natural pelo seu maior tempo de uso no laboratdrio. Estes
dados sdo importantes para a estequiometria da reagdo quimica envolvida bem como para os
célculos do consumo de solugdes e geracdo de residuos.

Os volumes liberados pelas minibombas, juntamente com a frequéncia de pulso
inserida no programa de controle, fornece as seguintes vazdes para cada uma delas: P1 = 27,5

uLs';P2=31,5uLs"; P3=66,5uLs' e P4=27,5uLs".
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1.4.2 Estudo do ruido do sistema e luminescéncia da amostra

Em relacdo a possiveis variacdes da tensdo ou presenca de radiagdo espuria, observou-
se um ruido instrumental de cerca de 2,2 mV, correspondendo a 0,1 % do fundo de escala
(figura 12a), quando todo o sistema estd preenchido com dgua. Com a adicdo dos reagentes e
andlise do branco analitico verificam-se boa repetibilidade dos valores (figura 12b) e uma

variag@o de fundo (drift) menor que 7 mV h.

2000

B litico (H,0
Ruido eletronico I 1500 4 ranco analitico (H,0)
AMPLIACAO
1200
15001
00
0s < 900
1000 1 S 1ol £
S E E
E % s &% 600
E]
@ 500 - 1
T 300+
Tempo (s) L
0 UL
T T T
0 180 360 540 750 0 180 360 540 720 900
a) Tempo (s) b) Tempo (s)

Figura 12: Rufdo instrumental observado com a utilizagdo de 4gua em todas as minibombas e sua
ampliagdo de escala (a) e repetibilidade do método, demonstrada pela analise do branco analitico (b).

Quando da substituicdo do luminol por dgua para verificagdo do sinal devido a
luminescéncia entre dcido gélico e hipoclorito, observa-se que a mesma ndo interfere na

andlise (figura 13). Esta mesma concluséo € obtida para a reacdo entre dcido gélico e luminol,

sem a presenca de hipoclorito.
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Figura 13: Estudo do ruido devido a reacdo entre acido gélico e luminol. Valores vélidos também
para a reagdo entre dcido gélico e hipoclorito no sistema em estudo.

Todas estas conclusdes interpretadas até o momento sugerem a possibilidade da

aplicagdo desta reag¢do na determinacdo de dcido gédlico (tomado como padrio de polifendis).

1.4.3 Estabilidade dos Reagentes

A estabilidade da solug@o de hipoclorito foi testada com solugdes nas concentracdes de
8,8; 11,2 e 14,7 mmol L' preparadas para anilise imediata e outras com as mesmas
concentragdes, porém preparadas no dia anterior contra uma curva padrido de acido galico.
Obtiveram-se os resultados (normalizados) expostos na figura 14. Utilizando-se estas
solugdes, construiram-se curvas analiticas para obter os parametros sinal do branco (o
coeficiente linear da reta — sbr, medido em mV) e coeficientes angular (a, medido em mV L

-1 ~ . A A .
mol ) e de correlagdo (r). Avaliaram-se estes trés parametros para melhor estudar o sistema.
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Figura 14« Estudo da estabilidade da solugéo de hipoclorito em diferentes datas e concentragdes de
preparo. sbr: sinal do branco; a: coeficientes angular; r: coeficiente de correlagio.

Observa-se no grafico que a variacdo de um dia no preparo da solugdo afeta a resposta
do sistema, principalmente em concentragdes mais baixas de hipoclorito, indicando serem
estas mais instdveis. Para a maior concentracdo, 14,7 mmol L' de CIO’, ainda ocorre uma
variagdo significativa para o sinal do branco (SBr). Portanto, solugdes de hipoclorito foram
utilizadas somente no dia do preparo.

A solugdo de luminol foi testada por um periodo de sete semanas, comparando-se com
uma solugdo anteriormente preparada com outra, no dia da andlise. Os resultados estdo
expressos na figura 15.

Verifica-se queda brusca nos parimetros avaliados ap6s 49 dias de uso. Decorridos 28
dias ainda observa-se aumento, em relagcdo ao dia 0, no coeficiente angular da curva analitica.
Tais resultados também confirmam o conhecimento prévio que solu¢des de luminol somente
deverdo ser utilizadas apds 48h de preparo, pois — como pode ser visto na figura 15 — a
sensibilidade (dada pelo coeficiente angular) aumenta com o tempo, até que seja alcancado o
prazo de validade da mesma. Portanto, neste experimento, a solu¢do de luminol deve ser

utilizada por um periodo ndo superior a 28 dias.
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Figura 15: Estabilidade da solu¢do de luminol 3,6 mmol L-! em fung¢io de seu envelhecimento. sbr:
sinal do branco; a: coeficientes angular; r: coeficiente de correlagio.

O 4cido galico foi testado com um intervalo de seis dias no preparo das solucdes.
Observou-se variacdo significativa para o coeficiente angular, com decréscimo da
sensibilidade neste periodo, ja no segundo dia de estocagem. Desta forma, devem ser
utilizadas apenas solug¢des recém-preparadas deste dcido.

As medig¢des periddicas do valor do pH da solucao de carbonato de sédio, inicialmente
pH 11,01, mostraram pouca varia¢do ao longo do periodo. Verificando-se diferencas de -1 %
no valor apés 51 dias de trabalho (pH 10,90), e -2,4 % apés 58 dias (pH 10,76). Portanto, a
solugdo de carbonato permaneceu estdvel (admitindo-se variagdo menor que 1%) nas
determinagdes por, no maximo, sete semanas.

Nas titulagdes da solugdo comercial de 4gua sanitdria observou-se que houve
estabilidade no teor de hipoclorito em torno do valor 0,36 mol L", com variacdo menor que
0,01 mol L' — durante um periodo de seis semanas — quando armazenada sob refrigeracio.

Nio foi testada a estabilidade da mesma num periodo superior a este.

1.4.4 Influéncia dos parametros fisicos e quimicos na resposta do sistema

Para o estudo dos parametros que influenciam o desempenho do sistema, construiu-se
uma curva analitica de concentracdo do dcido gélico x sinal instrumental detectado, para cada
parametro avaliado. A partir da construcéo destas curvas, foram obtidos o coeficiente linear

(Sbr), coeficiente angular da curva (a) e coeficiente de correlacio (r).
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Optou-se por maximizar o coeficiente linear da curva. Porém, quando apenas este
valor deixa duividas quanto a escolha do ponto 6timo de andlise, tracou-se (no mesmo grafico)
outro parametro da curva obtida para, assim, selecionar o valor étimo.

Em cada parametro avaliado, informa-se apenas os valores das varidveis ainda em

estudo. Os valores ja selecionados como pontos 6timos dos estudos anteriores sdo mantidos

constantes, porém nao mais mencionados.
1.4.4.1 Influéncia da proporgdo de pulsos

Na avaliagdo da propor¢@o do niimero de pulsos, mantiveram-se o pH da solucio de
carbonato (pH = 11,0), as concentracdes de hipoclorito (26,5 mmol L'l) e luminol (0,86 mmol
L"), dgua como solvente para o hipoclorito, cinco pulsos das minibombas e 40 cm para o

comprimento da bobina de reacdo. Os resultados estio expressos na figura 16.

1600- 1’2-|-o,990
—&— Sb
: [—o—a][—a—1]
1550- % 1.01 0,975
&
E R %
%]
=]
<
"Z 1500- 081 0,960
g
A=
A
1450- 061 0,945
1400 . . . . . 941 0,930
2x1 1x1 1x2

proporc¢iao [Amostra x ClO’]

Figura 16: Efeito da propor¢io de pulsos entre solugéio de amostra/padrio e solugdo de hipoclorito.

Nesta figura percebe uma melhora nas respostas quando se opera o sistema numa
proporcdo 1:1 para solucdes amostra/padrdo e hipoclorito. Para a propor¢ao 1:2, a diminuigao
dos valores foi devido a menor quantidade de solugdo de referéncia utilizada. Portanto, a

proporcao 1:1 foi escolhida como a melhor para prosseguir com as otimizagoes.
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1.4.4.2 Influéncia do pH da solugdo do luminol

A construcdo das curvas analiticas com as solucdes de calibracdo de 4cido gélico
variando-se o pH das solucdes de luminol, forneceram os parametros a, r ¢ Sbr. Mantiveram-
se constante a concentracdo do luminol em 0,86 mmol L', concentragdo do hipoclorito em
26,5 mmol L™, dgua como solvente de hipoclorito, 5 pulsos das minibombas e 40 cm para o
comprimento da bobina.

Na Figura 17, observa-se que, em relagdo a Sbr, pH 11,5 e 12,0 apresentam uma
resposta constante, com saturagdo do detector. Assim, selecionou-se o valor imediatamente
inferior a esses dois para aumentar a estabilidade do sinal e o valor de pH igual a 11,0 serd

utilizado nos estudos futuros como ponto 6timo.
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Figura 17: Resposta de Sinal do Branco (Sbr) da curva analitica em fungio da varia¢do do pH da
solugdo do luminol.

1.4.4.3 Efeito da concentrag@o do hipoclorito

No estudo da variagcdo da concentracdo do hipoclorito os resultados obtidos para a
maximizacdo da resposta do branco, sdo mostrados na figura 18. Mantiveram-se constantes a
concentragdo do luminol em 0,86 mmol Lt (em pH = 11,0), dgua como solvente do

hipoclorito, 5 pulsos das minibombas e o comprimento da bobina em 40 cm.
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Figura 18: Respostas relativas de Sinal do Branco (SBr); coeficiente de correlagio (r) e coeficiente
angular (a) da curva analitica em fung¢io da variagdo da concentragio da solugio do hipoclorito.

Visivelmente, no intervalo de 23,0 a 33,5 mmol L™, praticamente ndo hé variacio para
Sbr (0,6% de diferenca entre o maior e o menor valor). Portanto, tracou-se também os valores
do coeficiente de correlacdo para auxiliar na escolha. Verifica-se que com o aumento da
concentracdo do hipoclorito, ocorreu também o aumento do sinal de todas as solucdes
injetadas, implicando na reducdo da linearidade e, consequentemente, do valor de r. Assim

sendo, optou-se por trabalhar com a concentragdo 23,0 mmol L™ no restante do trabalho.

1.4.4.4 Efeito da concentragdo do luminol

A concentracdo de luminol que melhor se adequou ao sistema em estudo foi avaliada
analisando-se os resultados da figura 19. Mantiveram-se constantes a 4gua como solvente do

hipoclorito, 5 pulsos das solu¢des de reagentes e amostras e 40 cm para o comprimento da

bobina.
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Figura 19: Respostas relativas de Sinal do Branco (Sbr), coeficiente de correlagdo (r) e angular (a)
da curva analitica em fun¢do da variagio da concentra¢io do luminol.

Em relacdo a intensidade do sinal do branco (Sbr), verifica-se um crescente (e linear)
aumento nas respostas, até alcancar um patamar, entre 0,96 e 1,06 mmol L'l, com valores
praticamente idénticos. Para melhorar a avaliagdo, observa-se que os valores para o
coeficiente de correlagdo vio ganhando um leve aumento até a concentracio de 0,96mmol L™,
quando ocorre um decréscimo acentuado da linearidade.

Desta forma, a concentracdo de luminol em 0,96 mmol L' foi selecionada para as

demais etapas do trabalho.

1.4.4.5 Efeito do meio solvente para a solugio do hipoclorito

As respostas obtidas neste estudo estdo indicadas no grafico da figura 20. Mantiveram-
se constantes os valores selecionados até o presente momento, cinco pulsos para as solugdes
de amostra e reagentes e 40 cm para a bobina.

Ja foi mencionado na literatura'"’ que o HCIO é um oxidante mais efetivo que o fon
ClO, desta forma, testou-se também como solvente da dgua sanitdria uma solucdo de HNO;
0,5 mmol L (pH = 4).

Porém, para o pH 4cido, ha decréscimo das respostas. Nao € possivel afirmar se ocorre

ou nido melhorias no poder oxidante da solucdo de hipoclorito, pois pode ter ocorrido
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consumo parcial da alcalinidade da solu¢do do luminol, com diminui¢do da eficiéncia de
luminescéncia. Para as solugdes de pH bdsico, ocorre uma saturacdo de sinal — na
concentragio ¢ = 0 mg L de 4dcido gilico — para a solucdo de carbonato de sédio.
Comparando-se dgua com solucdo de hidroxido de sédio, pela sua maior linearidade (melhor

valor de r), recomenda-se a utilizagdo da 4gua — mais pritico e menos danoso ao ambiente.

2250 E 4,541,000

2000 o 4,040,995

1750 i 3,540,990
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1500 3,040,985

1250 2,540,980

T L T T
acido Agua Carbonato Hidroxido

Figura 20: Respostas relativas de Sinal do Branco (Sbr), coeficiente de correlagio (r) e angular (a)
da curva analitica em fung¢do da variagdo do meio solvente do hipoclorito.

1.4.4.6 Efeito do niimero de pulsos

Os valores de Sbr, a e r obtidos nesta etapa de otimizacao estdo indicados na figura 21.
Manteve-se constante o comprimento da bobina em 40 cm.

Verifica-se um continuo aumento dos trés pardmetros obtidos até o nimero de pulsos
. . ~ . ~ -1
igual a seis. Com sete pulsos observou-se saturacdo de sinal — na concentragdo ¢ = 0 mg L

de 4cido gélico. Portanto se selecionou seis pulsos como valor 6timo de cada minibomba.
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Figura 21: Respostas relativas de Sinal do Branco (Sbr), coeficiente de correlagdo (r) e
angular (a) da curva analitica em funcdo da varia¢do do ntiimero de pulsos.

1.4.4.7 Efeito do comprimento do reator

Os resultados obtidos no estudo do efeito do comprimento do reator estdo indicados na
figura 22. Todos os valores selecionados anteriormente foram mantidos constantes.

Observa-se na figura 22 que os melhores valores em conjunto estariam distribuidos na
faixa de 45 e 60 cm para o reator. Porém, ha saturacdo do sinal acima de 45 cm e este,

consequentemente, foi tomado como valor 6timo.
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Figura 22: Gréfico das respostas relativas de Sinal do Branco (SBr), coeficiente de correlagio (r) e
angular (a) da curva analitica em fun¢io da variagdo do tamanho do reator, medido em cm.

Ap6s o processo de otimizagdo do sistema, cujos valores selecionados estdo indicados
na tabela 3, prosseguiu-se com a validacdo do método, através da determinacdo das figuras de

mérito do sistema desenvolvido.

Tabela 3: Valores selecionados apés o processo de otimizagdo do sistema.

Variavel Faixa estudada Valor selecionado
Propor¢ao de pulsos (AG:CIO") 2x1; 1x1; 1x2 1x1
pH 9,5-12,0 11,0
[C1O] (mmol L) 19,0 - 33,5 23,0
[Luminol] (mmol L"l) 0,66 — 1,06 0,96
Solvente hipoclorito Acido; dgua; carbonato; hidréxido Agua
Ntimero de pulsos 3-7 6
Bobina (cm) 40 - 60 45

1.4.5 Figuras de mérito

Inicialmente buscou-se verificar se a matriz do vinho poderia interferir nas analises.
Desta forma, realizou-se a construgdo de trés curvas de calibragdo: i) solugdes de referéncia
dissolvidas em 4gua; ii) solucdo de acido gdlico adicionadas a um vinho tinto e iii) solucao de

acido galico adicionada a um vinho branco. O resultado estd mostrado na figura 23.
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Figura 23: Estudo do efeito matriz na anélise de vinhos tinto (tridngulos vermelhos), vinho branco
( ) e solug@o aquosa (quadrados pretos).

Os vinhos utilizados neste teste foram diluidos nas razées de 15 (branco) e 100 (tinto)

vezes. As seguintes equacdes foram obtidas:

Agua (W) y= 1991 (= 11)— 1,969 (+ 0,030) *C;  r=0,997
Vinho tinto  (A) y= 1763 (x10)— 1,753 (£0,028) *C;  r=0,998
1691 (= 11) - 1,866 (+ 0,031) *C;  r=0,999

Vinho branco (®) vy

Para melhor comparacéo das curvas e se poder afirmar que elas sio paralelas, utilizou-
se inicialmente o teste F para verificar se as varidncias pertencem a mesma distribuicdo.
Comparando-se os valores extremos de inclinag¢do (dgua x vinho tinto), obteve-se Feue = 1,09
enquanto que o valor de F™(s.5.0.05) = 5,05. Como 0 Feye < F™, ndo hé evidéncia de diferenca
estatisticamente significativa, podendo-se considerar que ambas as curvas pertencem a mesma
distribuicdo. Desta forma, o teste t pode ser aplicado com seguranca para a comparacdo das
inclinagdes.

O teste t (student), para os coeficientes angulares das curvas de dgua e vinho tinto (os
mais distintos no conjunto), foi aplicado segundo Honorato e colaboradores'*>. Obteve-se um

valor de t.; = 3,45, enquanto que o valor de referéncia (tabelado) com 5 + 5 — 4 = 6 graus de
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liberdade é ttab(o‘gg;@ = 3,71. Assim, como te,c < tgi, pode-se concluir que ndo ha diferenca
estatistica significativa entre os valores, logo, ndo ha evidéncias de existir o efeito de matriz
significativo no método empregado e, com isto, as figuras de mérito puderam ser
estabelecidas para a curva aquosa.

A frequéncia analitica foi encontrada como sendo 180 determinacdes por hora,
fornecendo consumo de reagentes na ordem de 5,8 pg de luminol e 2,5 pL de dgua sanitdria,

gerando um residuo total de 1,14 mL por determinagao.

O limite de deteccdo (LD) e quantificagio (LQ) do método proposto foram

determinados pela aplicagdo das equagdes:

LD =3s/a e LQ = 10s/a,
onde: s = desvio-padrdo da injecdo de 11 solucdes do branco e

a = coeficiente angular (slope) da curva analitica.

Obtiveram-se valores de LD = 6,6 mg L'eLQ=1220 mg L' o que resulta na faixa
linear de 22,0 a 100 mg L de 4cido gélico.

Para se determinar a precisdo (repetitividade) do método, 11 réplicas de solugdo de
vinho tinto, vinho branco e solu¢do de referéncia a 50 mg L' de é4cido géilico foram
analisadas, obtendo-se os respectivos valores de RSD de 2.8; 2,2 e 3,4%.

Com relacdo a veracidade, oito amostras de vinhos foram também analisadas pelo
método tradicional, de bancada (Folin-Ciocalteu”). Obteve-se boa correlacdo entre 0 método

proposto (MPFA) e o método oficial (FC), com uma relacdo linear descrita pela equacio:
MPFA = (2,5 +0,4) x FC - (0,3 £ 0,8); r=0,960

Apesar da boa correlagdao encontrada, o coeficiente angular ¢ diferente da unidade — o
que leva ao método proposto fornecer valores superiores ao método tradicional. Alguns
trabalhos ja relataram metodologias propostas cujas relagdes matemadticas obtidas também
diferenciavam seus coeficientes angulares da unidade (valor esperado similar ao obtido).

Assim, utilizando-se metodologia em bancada (batch)13 > foram obtidos valores
superiores para vinhos tintos e inferiores para vinhos brancos. Com a estratégia FIA-CL'*
foram obtidos valores 2,1 vezes mais concentrados pelo método oficial em relagdo ao método

proposto, enquanto que se utilizando SIA-CL'® os valores foram 4,3 vezes maiores para o
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proposto. Uma metodologia baseada em voltametria ciclica subestimou o teor de polifenéis
em cerca de 50% (S = 0,48 x FC), ao passo que o uso — no mesmo trabalho — da amperometria
superestimava este teor em 2,2 vezes'™*,

Vale ressaltar, também, que alguns trabalhos descrevem que os métodos tradicionais
nido sdo especificos para os analitos que se propdem a determinar, possuindo muitas
substancias interferentes no decorrer de uso de sua metodologia'>.

Mesmo detendo estas informagdes (que a metodologia ja estaria apta a sua fungdo),
optou-se por executar, também, o teste de adi¢do e recuperacdo para confirmar a veracidade
do método desenvolvido. Os resultados encontrados estdo indicados na figura 24, cujas

adi¢des foram equivalentes a 2,0 g L nas amostras de vinhos ndo diluidas.
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Figura 24: Recuperagdes obtidas para as amostras analisadas de acordo com a regido de origem. O

valor utilizado corresponde a uma adigdo de 2 g L' de 4cido gdlico nos vinhos. Os ntimeros na
abscissa (eixo das amostras) sdo os mesmos da tabela 1.

Obtiveram-se resultados adequados neste teste de adi¢do e recuperagdo, com valor

médio de 102,4%.
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1.4.6 Interferentes

Algumas das principais substincias presentes nos vinhos foram avaliadas quanto a
seletividade do método proposto. Tal estudo se realizou devido a avaliagdo do efeito matriz
indicar se a mesma pode interferir na determinag¢do do analito nas amostras, enquanto que o
estudo de interferentes avalia individualmente, o efeito de cada composto sobre a resposta do
analito.

Tipicamente, substincias interferentes sdo aquelas que causam uma variacio maior
que 5% no sinal de uma solu¢do de referencia. Neste estudo, solucdes de concentragio
varidvel de possiveis interferentes foram adicionadas a uma solug@o de referencia de acido
gdlico, cujas maximas variagdes encontradas estdo indicadas na tabela 4.

Destes compostos, os acidos tartdrico e citrico, e os fons sulfito e cobre sdo os
principais possiveis interferentes — principalmente pelo cobre ser um catalisador da
luminescéncia do luminol. Porém, € conhecido que os mdximos valores permitidos29 para SO,
e Cu®* sdo, respectivamente, 50 e 1 mg L™, enquanto que para o 4cido tartdrico seus valores
normalmente se situam entre 1 e 6 g L. Desta forma, apds o processo de dilui¢do dos vinhos
para a andlise, as concentracdes nas amostras caem abaixo destes limites e,

consequentemente, estas trés substincias ndo sao interferentes.

Tabela 4« Estudo de possiveis interferentes para o sistema proposto.

Razio molar

Substincia Unidade  Efeito (%) . . .
(interferente/acido gélico)
Etanol 2 % +14 291:1
Acido Tartdrico 1,0g L’ + 5,3 5,7:1
Acido Citrico 33pug L’ - 6,7 0,0002:1
Ca(NO;),4H,0  *0,15mgL'  +4,3 3,5:1
Na,S04 “15mgL!  -22 1,2:1
NaCl 42 mg L™ -0,4 1,1:1
KH>PO, 50mg L’ -54 0,05:1
NayS0;3 50mg L +7,6 0,06:1
CuS0,.5H,0 30pug L +6,7 0,0004:1
FeNH4(SO4),.12H,0 “20mgL’'  +06 0,03:1
Fe(NH4)2(SO4),.6H0 2,0mgL'  +1,6 0,03:1
MgSO0,.7H,0 BomgL'  +1,5 1,2:1

a: maxima concentragdo estudada.
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1.4.7 Anélise das amostras

Com base nestes pardmetros acima expostos, pode-se afirmar que o método
apresentou-se adequado a determinacdo de polifendis na andlise de vinhos em geral. A tabela
5 mostra os valores encontrados para o teor de polifendis totais nos vinhos analisados.

Em relacdo aos valores numéricos encontrados, observa-se coeréncia com
concentracdes obtidas em outros trabalhos na literatura cujos valores variam de 0,1 (para

-1 133,136
L

brancos) até 5,86 g (para tintos).

Tabela 5: Concentragio de polifendis nas amostras de vinhos analisados.

Amostra Concentracio (g L)
1 0,709 = 0,099
2 0,790 + 0,029
3 0,739 £ 0,027
4 1,073 + 0,067
5 7,22 £0,22
6 6,39 £ 0,25
7 5,99 £0,25
8 5,163 £ 0,070
9 4,02 +£0,17
10 4,54 £0,25
11 4,78 0,15
12 4,37+0,13
13 4,11 £0,12
14 5,35+0,16
15 4,994 + 0,095
16 4,19+0,11

* Codificagdo de acordo com a tabela 1.

Para melhor comparag@o dos valores encontrados com a metodologia proposta neste
trabalho para cada regido utilizada, plotou-se a média, desvio-padrdo e valores maximos-
minimos na figura 25. Nesta, percebe-se diretamente e com mais clareza a diferenca entre os
vinhos tintos e brancos, cuja variacdo ja era esperada. Entretanto, para se cotejar corretamente
os vinhos tintos utilizou-se da técnica de andlise da varidncia, cujos cdlculos encontram-se

sumarizados na tabela 6.
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Figura 25: Valores médios e desvio-padrao por grupo de amostras analisadas.

Utilizando-se ANOVA, fator tinico, apenas para analisar os resultados obtidos para os
vinhos tintos, percebe-se que hd uma diferenca significativa entre os grupos (Feuc = 9,44 >

F.it = 4,26) a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 6: Tabela ANOVA para os resultados de polifendis totais nos vinhos analisados.
Soma Quadréitica Graus de Liberdade Média Quadratica

Fonte Variacio (SQ) (gl (MQ) Foe F™00s29)
Entre grupos 7,415 2 3,708 9,44 4,26
Dentro do grupo 3,536 9 0,393
Total 10,951 11

A ANOVA em si ndo € capaz de informar qual (ou quais) grupo(s) € (sdo) distinto (s).
Porém, observando-se a figura 25, percebe-se claramente que a distin¢do entre os vinhos
tintos se da pelos maiores valores para os vinhos oriundos do Vale do Sao Francisco e estes
sdo, portanto, distintos das demais amostras analisadas neste trabalho.

Como a maioria das uvas tintas analisadas pertence a variedade Cabernet Sauvignon,
pode-se inferir, mesmo com um ndmero reduzido de amostras analisadas, que a diferenca
observada pode niao ser consequéncia da variedade da uva e sim da drea onde esta foi

plantada.
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1.5 Conclusdes parciais

O desenvolvimento e validacdo do método de determinacdo de polifendis em vinhos
apresentaram bons resultados, indicados pelas figuras de mérito do sistema.

Este método pdde-se ser bem aplicado a amostras reais, caracterizando-as quanto ao
seu teor de polifendis totais.

A andlise estatistica dos dados obtidos permitiu concluir, mesmo com um pequeno
ndmero de amostras analisadas, que os vinhos tintos do Vale do Sao Francisco apresentam-se,
em relac@o ao teor de polifendis totais, distintos de vinhos tintos provenientes do Rio Grande

do Sul e do Chile, também analisados.
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1.6 Perspectivas

Devido ao reduzido nimero de amostras analisadas, uma perspectiva inicial consiste
no aumento da quantidade de vinhos avaliados para melhorar a confiabilidade do método.

Porém, como observado durante as atividades, a emissao de luminescéncia entre as
solugdes de acido galico e hipoclorito foi avaliada como possibilidade de desenvolvimento de
um novo método, mais limpo (utilizando-se menos reagente — apenas agua sanitdria). O
trabalho estd sendo desenvolvido como dissertacdo de mestrado de uma aluna do grupo, e

apresenta-se em fase de escrita de artigo.
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Desenvolvimento de metodologia
para a determinacdo de

elementos minerals em vinhos

“Cadw lectirar é5 unaw aventural”
(Gianni Gallello?)



70

2.1 Objetivos

2.1a Geral

Desenvolver uma metodologia para a determinacdo de metais por andlise direta de
amostras de vinhos por espectroscopia de emissdo otica com plasma acoplado indutivamente

e nebulizagdo ultrassonica (USN-ICP OES).

2.1b Especificos

Avaliar, por meio de um planejamento fatorial, quais as principais varidveis que
influenciam a resposta analitica, selecionando-as em seus melhores valores;

Aplicar a metodologia a vinhos em gerais, mas focando em vinhos do Vale do Sio
Francisco;

Utilizar a ferramenta quimiométrica de Anélise de Componentes Principais, PCA, para

buscar uma possivel distingdo entre os vinhos do VSF de vinhos provenientes da Espanha.
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2.2 Parte tedrica

2.2.1 Metais e espectrometria atdmica

No vinho, a presenga de metais é devida basicamente a trés fatores: i) solo, presenca
natural oriunda da absor¢ao pelas raizes, chegando ao vinho através da uva; ii) ambiental, pela
exposicdo a defensivos agricolas/ fertilizantes ou por polui¢do nos entornos da plantagéo e iii)
contaminag@o durante o processo produtivo33’137’l38.

A concentracdo destes elementos contribui nos sistemas vivos para a manutencio da
vida, ou com o seu fim (dependendo da dosagem) e, nos vinhos, os divide em subclasses, ndo
totalmente estabelecidas — mas de cardter orientador: os elementos majoritarios (K, Na, Ca e
Mg), em teores superiores a 10 mg L’l; os elementos minoritarios (Fe, Mn, Sr, Zn, B, Al e
Cu), em concentragdes entre 0,1 e 10 mg L' e os elementos tracos (Cd, Li, Cr, Ni, Pb, As,
lantanideos e outros), cujos teores estdo abaixo de 100 pg L3389

Os teores de elementos minerais nos vinhos dependem também de outros fatores mais
especificos, com a variedade da uva empregada na elaboracio e a maturidade da mesma, das
técnicas enoldgicas empregadas e do tipo de solo na qual a planta esta inserida'*""'*®,

Os minerais sdo diretamente responsaveis ou influenciadores de caracteristicas
organolépticas nos vinhos, tais como sabor, aroma, cor e na estabilidade (ou falta dela) nos
mesmos. Podendo alguns deles causar danos tanto na qualidade (fons Cu causam turvagéo
vermelha; fons de ferro, a quebra férrica e precipitacdo de alguns compostos fendlicos, com
alteracdo também na coloragdo) quanto na seguranca alimentar (Hg, As, Pb, Cd em
concentra¢des mais elevadas que seus respectivos limites aceitdveis)™'*"">’,

Segundo Catarino e colaboradores™ , 0s elementos estao solubilizados no vinho sob a
forma de sais dos principais 4cidos orgénicos (tartdrico, malico, acético) e sua forma de
apresentacio determina a biodisponibilidade e a toxicidade para os consumidores. Sendo que
a presenca de metais pesados estd diretamente relacionada a atividade industrial nos entornos
e a poluicdo gerada por ela.

Assim, admite-se que, além das técnicas especificas de vinificacdo, a presenca dos
cétions e sua variacio de concentracio nos vinhos sdo marcadores da regido na qual a videira
foi cultivada e o vinho elaborado. E o estudo da composi¢do mineral (e também de varios
outros constituintes, tanto do vinho como de outras matrizes) serve como garantias de

. - : 33,138-140
autenticidade e denominacio de origem do produto™ .
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Das diversas possibilidades de identificacdo quimica de citions minerais nas amostras,
a espectrometria atomica € a mais difundida e de maior aplicabilidade, principalmente no que
se refere a deteccdo multielementar.

Apresentando a possibilidade de aplicacdo numa ampla faixa linear (podendo detectar
de elementos majoritdrios a tracos), baixos limites de deteccdo, andlise simultinea
multielementar, menor interferéncia quimica devido a maior temperatura do plasma — em
relacdo a chama — fazem das técnicas de Plasma Acoplado indutivamente (ICP) as preferidas
para a andlise da composicdo mineral de uma grande variedade de amostras”’'*>'*!. Destas, a
espectroscopia de emissdo dtica (ICP OES) € um pouco mais econdmica que a espectrometria
de massas (ICP MS) e, desta forma, estd mais presente nos laboratdrios de pesquisa.

Uma das desvantagens da ICP OES ¢ a relativamente elevada quantidade de amostra
(liquida e/ou em solug@o) necessdria para introdug¢do no sistema, de 2 a 5 mL. Porém esta
caracteristica fornece também a vantagem de terem sido criados vdrios nebulizadores para sua
insercdo. Os principais sdo pneumaticos ou por ultrassom'*.

O nebulizador ultrassénico (USN) consiste num transdutor piezoelétrico vibrando a
uma frequéncia de 1,4 MHz, que produz um aerossol denso e fino, com uma eficiéncia de
nebulizacdo cerca de 10 vezes maior que os nebulizadores pneumaéticos. O fluxo de argdnio
de nebulizacdo arrasta o aerossol para uma cimara de aquecimento, na qual o solvente é
evaporado e posteriormente removido ao passar por um condensador. Como a eficiéncia é
maior, uma maior carga de agua podera chegar ao plasma. Desta forma, uma membrana de
dessolvatagdo (uma membrana de PTFE porosa) € acoplada ao USN para remogdo deste
excesso' 1142,

A utilizacdo de solventes orginicos diminui a tensio superficial da solu¢ido, aumenta a
taxa de vaporizacdo, devido a sua maior pressdo de vapor e forma menores goticulas,
aumentando ainda mais a eficiéncia de nebulizacdo. Porém, o solvente orginico também
causa o inconveniente de esfriamento do plasma devido ao gasto energético para a combustao
da matéria organica e dissociacdo de carbonos moleculares, podendo gerar instabilidade ou
mesmo extingdo do plasma. O uso da membrana de dessolvatacdo, por diminuir a quantidade
de matéria que alcanga o plasma, favorece a utilizagdo destes solventes na solucio, desde que
se modifiquem também as condicdes de poténcia da radiofrequéncia (aumento) e vazio de

argdnio (maior o fluxo principal, menor o de nebulizagio)'*'"'*.
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2.2.2 Metais e espectrometria atomica em vinhos

Utilizando-se espectrometria atdmica, vinte e quatro elementos foram determinados
em nove vinhos croatas por ICP MS. Com auxilio de andlise de correlacio e ANOVA os
autores concluiram que as diferencas regionais observadas sdo devidas aos elementos Al, Li,
Bee Ti'*.

Cinquenta vinhos espanhéis da provincia de Huelva foram caracterizados pela
quantificacdo de doze elementos por ICP OES com nebulizador tipo Meinhard. Neste
trabalho, os vinhos foram digeridos com 4cido nitrico e 4gua oxigenada antes das analises'®.

Com o objetivo de estudar as influéncias tanto dos processos vinicolas quanto do solo
de plantio, quarenta e sete elementos foram determinados em amostras de solo e suco ou
vinho em diferentes etapas da vinificacdo de duas regides portuguesas por ICP MS.
Utilizando-se testes de correlagdo os autores concluiram que existe diferenca na composi¢ao
mineral de acordo com o processo de vinificagao aplicad0146.

A caracterizagdo de 19 vinhos da Roménia por ICP MS com nebulizador Meinhard
determinou os elementos terras raras nas amostras previamente digeridas. Os autores puderam
concluir que o teor destes elementos aumenta em até cinco vezes, de acordo com o tipo de
bentonita utilizada para clarificagdo do vinho'?’.

O efeito do tratamento de vinhos com bentonitas foi estudado por ICP equipado com
nebulizador de fluxo cruzado (cross-flow). Foi observado que ocorre um aumento na
concentracdo de varios elementos ap0s este tratamento, sendo necessdrio se caracterizar antes
as bentonitas utilizadas para poder se concluir alguma autenticidade ou denominacdo de
origem para os vinhos'*®.

Com o intuito de se estudar diferentes tipos de pré-tratamento de amostras de vinhos
(evaporacdo e combustdo a 450 °C; digestdo 4cida e redugdo do volume e de voléteis por
aquecimento), onze elementos foram determinados por ICP OES com nebulizador Babington.
Tratando-se os dados por uso da ANOVA, os autores concluiram que ndo hé diferencas entre
os trés procedimentos, porém a simples evaporagdo para reducdo do volume gera resultados
menos reprodutiveis'®.

Para se estudar a possibilidade de contaminag@o durante a vinificagdo, dez elementos
foram determinados por ICP OES em 54 amostras retiradas de varias etapas da elaboracdo do

vinho de duas regides da China. As variagdes observadas nos teores dos minerais foram

atribuidas a contaminacgdo durante o processolso.
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Ars€nio foi determinado em vinhos sérvios por ICP OES com nebulizador
concéntrico. Um estudo de padrdes internos indicou o uso de Vanddio para se obter as
melhores respostasm.

Utilizando-se de dessolvatagdo por micro-ondas como sistema de introducdo de
amostra, trinta elementos foram determinados em amostras de vinhos espanhéis por ICP OES
e ICP MS. A comparacdo com um sistema de introducdo de amostras convencional nio
forneceu diferencas significativas entre ambos' .

Com o objetivo de demonstrar a melhor eficiéncia do nebulizador ultrassonico, Galli e
Oddo aplicaram este nebulizador a diversas matrizes, incluindo o vinho. Compararam, ao
final, as respostas para indicar o aumento de sinal ganho pelo uso do USN'>’.

O USN acoplado ao ICP OES foi utilizado para se determinar oito elementos em
vinhos argentinos. O trabalho baseou-se na caracterizagdo das amostras de 20 amostras de
vinhos previamente digeridas em relacdo aos oito elementos, e a discuss@o quanto a faixa
encontrada, na comparagdo com outros artigos'>*.

Acoplado a um sistema em fluxo, cddmio foi pré-concentrado em um reator de PTFE
Knotted e determinado por USN-ICP OES. As amostras de vinhos (num total de 10) foram
digeridas com 4cido sulftirico e posteriormente mineralizadas por combustdao a 500 °C. Ao
comparar os resultados obtidos com GFAAS observou-se ndo haver diferencas significativas
entre os dois métodos'>’.

Procedimento semelhante foi aplicado a determinacdo de chumbo. Foi utilizada uma

resina Amberlite XAD-16 para pré-concentragdo do complexo Pb:8-quinolinol, antes de sua

quantifica¢do por USN-ICP OES'.

Como visto, vinho ¢é o produto da fermentagdo alcodlica das uvas e,
consequentemente, apresenta uma composi¢do complexa, formada pela mistura de centenas
de componentes quimicos que se harmonizam para fornecer uma bebida saborosa e benéfica a
saude do apreciador.

Desta forma, sua caracteriza¢do pode envolver uma grande variedade de analitos a se
determinar, gerando cada vez mais informagdes a se interpretar. Dificultando-se, assim, a

obtencdo da informacdo realmente ttil por tras da grande quantidade de dados obtidos.
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2.2.3 Quimiometria

A quimiometria ¢ um ramo da matemdtica-estatistica aplicada a quimica que foi
desenvolvida com o intuito de resolver estes dados obtidos, contribuindo ndo somente para
sua extracdo e interpretacdo, mas também com o planejamento dos experimentos (design of
experiments — DOE) que proporcionardo o fornecimento da informa¢do de uma forma mais
segura, evitando-se desperdicios tanto de dinheiro quanto de tempo do pesquisadorm.

Inicialmente, a quimiometria auxilia (sabendo o pesquisador as respostas que deseja
encontrar) na planificagdo de quais experimentos serdo realizados para se obter mais
informacdes (com fiabilidade) sobre o sistema em estudo'’.

Segundo Prasad e colaboladores, DOE é um método para expressar significativamente
a relacdo entre parametros estudados e respostas obtidas, em que uma maneira sistematica de
planejamento de experimentos, coleta e andlise de dados é executada'>®.

Assim, é possivel fazer uma triagem das varidveis que realmente sdo importantes no
estudo, considerando todas elas simultaneamente, desprezando aquelas que nao influenciam a
resposta do sistema. O método mais simples de se realizar isto consiste em utilizar o
planejamento fatorial fraciondrio de dois niveis, na qual cada varidvel é estudada em dois
valores (niveis) distintos" "',

Das varidveis significativas pode-se verificar a extensdo do efeito que elas produzem
nas respostas e interagdes com as demais, de forma a melhorar ainda mais sua resposta de
interesse, alcangada com o uso de um planejamento fatorial completo. O uso de um ponto
central, em replicatas, permite ainda — além de se determinar o erro experimental com um
maior nimero de graus de liberdade — perceber a existéncia de uma relacdo nio linear no
intervalo estudado para as varidveis'’.

Caso seja necessdrio otimizar o sistema, mais experimentos podem ser realizados
buscando-se o ponto 6timo de cada varidvel>" "%,

Posteriormente a este estudo, conhecendo-se as informagdes de quais parametros sdo
os mais importantes, quantificada sua influéncia e otimizada a metodologia, aplica-se o
método para se obter as respostas desejadas. Quando essas respostas sdo de natureza
multivariada, com muitos dados a serem processados em busca da informacdo, a
quimiometria volta a ajudar o pesquisador com outras técnicas de andlises de dados.

As técnicas multivariadas oferecem ao analista as ferramentas matemadticas para

avaliar de forma relativamente rapida e facil, a existéncia de uma relagcdo e padrdes nos dados

obtidos'®!.
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Reconhecimento de padroes € uma destas técnicas que consiste em encontrar
similaridades e/ou diferencas entre amostras analisadas, baseado em medidas feitas nas
amostras, principalmente quando as matrizes de dados foram geradas com um numero
elevado de medidas. Quando apenas se deseja visualizar as (dis)similaridades, sem possuir
nenhum conhecimento prévio acerca das amostras, tem-se as técnicas de reconhecimento de
padrio ndo-supervisionado, cujas exemplos mais conhecidos sdo a andlise hierdrquica de
Cluster (HCA, do inglés, Hierarchical Cluster Analysis) e Andlise de componentes principais
(PCA, do inglés, Principal Components Analysis)'®".

A idéia base da andlise de componentes principais (PCA) consiste na transformacao da
matriz de dados original em um produto de duas outras matrizes menores (matriz de escores e
de loadings), separando a real informagdo contida nos dados — geralmente localizada nas
primeiras componentes na matriz de escores — dos ruidos, deixados nas dltimas componentes
desta matriz'®*'%!,

Observando-se algum padrdo de agrupamento e/ou de separa¢do nas amostras no
grifico de escores, a matriz de loadings fornecerd informagd@o sobre quais as varidveis mais
significativas para este agrupamento. As varidveis que ndo detenham informagdes relevantes a
andlise (sem muita variabilidade no conjunto de dados) poderiam ser excluidas e uma nova
avaliac@o ser realizada em busca de uma melhor visualizacdo de padrdes das amostras, agora

com uma menor quantidade de ruidos que interfeririam neste processom.

2.2.4 Quimiometria e sua aplicacdo em vinhos

A quimiometria, seja com o planejamento de experimentos seja com a analise de
componentes principais e / ou outras técnicas de classificacdo, tem grande importincia e
aplicacdo na quimica'®'%. Exemplos de uso geral de DOE estio na otimizagdo da sintese
hidrotérmica de nanoparticulas de hidroxiapatita'®, na extracio de flavonéides de plantas

medicinais brasileiras'®, no desenvolvimento de metodologia LC-MS/MS para determinago

N

de impurezas em glucocorticoides'® e de GC-MS para andlise de pesticidas em dgua'®®.

Quanto a PCA, tem-se a distin¢do entre carnes de frango, peru e porco por meio de

167

infravermelho ', a diferenciacdo da composicdo de leite bovino em relagdo a estagdo do ano

8

que foi extraido da vaca'® e de éleo diesel de diferentes localidades pela combinacdo de

andlises por cromatografia gasosa e razéo isotépicalﬁg.
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No que tange aos vinhos, DOE foi aplicado com um planejamento cibico em dois
niveis para se desenvolver um modelo que represente as mudancas das caracteristicas
cromdticas e de compostos fendlicos durante o envelhecimento de vinhos tintos (devido a
adicdo de sementes de uvas no processo), por meio de metodologia de superficie de resposta.
Observou-se que ndo ocorrem grandes mudangas nos parametros investigados com uma maior
duracdo do tempo de envelhecimento'”’.

Utilizando-se um planejamento do tipo Doehlert, a otimiza¢do de extracdo liquido-
liquido de resveratrol por solventes organicos foi investigada. A melhor condi¢do obtida foi
com uma mistura de ciclohexano:pentanol (40:60) e com uma propor¢do de solugdo/solvente
de 30:70, obtendo-se um rendimento de 95%'"".

Um planejamento do tipo Box-Behnken com trés fatores (pH, e tempo de deposicio e
velocidade de leitura) foi aplicado para a otimizacdo da determinacdo do teor de polifendis
totais utilizando-se um biosensor imobilizado num eletrodo de carbono e voltametria por
pulso diferencial. Com os pardmetros otimizados, obteve-se limite de deteccdo da ordem de 2

ppb172

As aplicacdes da andlise de componentes principais sdo vastas em vinhos. Exemplos
de uso estdo no trabalho de Urbano-Cuadrado e colaboradores'”, que utilizaram a PCA como
detector de outliers para, posteriormente, criar um modelo PLS (regressdo por minimos
quadrados parciais) com o intuito de prever parametros cldssicos (pH, acidez, teor alcodlico...)
com uso do infravermelho'”. O uso da espectroscopia UV-Vis com PCA foi aplicado na
diferenciacdo de vinhos espanhéis de uma mesma regido (La Mancha D.O.). Foi possivel,
com o mesmo conjunto de dados, visualizar diferencgas entre as sub-regides, entre os vinhos
envelhecidos dos jovens, bem como por tipo de uva (Cabernet Sauvignon x Cencibel)'’*.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) foi utilizada para se caracterizar uvas e
vinhos provenientes de quatro regides da Franca'” e de duas regides da Grécia'’®. Para ambos
os trabalhos o uso de PCA permitiu diferenciar as amostras de cada sub-regido. Em relacao
aos franceses, a mesma conclusdo foi obtida com uso da PCA sobre dados obtidos de forma
classica, enquanto que para os gregos, também foi possivel a diferenciagdo quanto a cor dos
vinhos e suas vinicolas produtoras.

Um método cromatografico por HPLC foi desenvolvido para andlise de compostos
fendlicos em vinhos tintos italianos, com aplicagdo de uma ferramenta matemadtica de
resolucdo de picos (do inglés, Multivariate Curve Resolution, MCR) para melhor atribui¢éo
dos sinais do cromatdgrafo. O uso da PCA nestes dados tratados permitiu a diferencia¢do dos

) . 177
vinhos de acordo com a variedade da uva .
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Andlise espectrofotométrica (de polifendis totais, flavonoides e atividade antioxidante)
e por HPLC (compostos fendlicos especificos e dcidos organicos) foram realizadas em vinhos
brancos brasileiros com o intuito de se estudar a variacdo de duas condicdes de estocagem: a
equivalente a condicdes utilizadas num supermercado (T = 25 °C, luz por 12h, garrafa em pé)
e outra equivalente a uma adega (T = 15 °C, escuro, garrafa deitada). O uso de PCA permitiu
distinguir vinhos de vinicolas distintas e, principalmente, obter uma total distin¢do entre os
estocados em condicdes de adega em relacdo as condigdes de supermercado”g.

Resultados semelhantes foram obtidos por Hopfer e colaboradores, que estudaram a
temperatura de estocagem e tipos de estocagem do vinho sobre a concentragdo de 14
elementos tragos determinada por ICP Ms'”.

Também com uso do HPLC para fornecer um perfil cromatografico de vinhos
espanhéis a diferentes comprimentos de onda de detecgdo, a aplicacdo da PCA nos dados
originais permitiu selecionar as varidveis que melhor separam as amostras por regides
produtoras para, posteriormente, utilizarem regressdo por PLS-DA para classificar outras
amostras entre estas regides' .

Extraindo-se os compostos do vinho por micro extracdo em fase s6lida com headspace
e andlise por cromatografia bidimensional com espectrometria de massas por tempo de voo
como detector, e avaliacdo quimiométrica por PCA, pdde-se diferenciar vinhos gatdchos

quanto as variedades de uva. O uso posterior de andlise de discriminante linear (LDA)

[ ~ .~ . s~ 181
possibilitou a constru¢cdo de modelos de previsdo de vinhos como sendo destas regides .

2.2.5 Metais, quimiometria e vinhos

Vinhos de duas regides canadenses foram analisados por ICP-MS dotado de
nebulizador concéntrico para obter uma caracterizacio de 34 elementos presentes nas
garrafas. Neste trabalho as amostras foram apenas diluidas 1:1 com solugdo 0,2 mol L™ de
dcido nitrico para se evitar perdas de elementos volateis com o processo de digestdo da
amostra. Utilizando-se PCA e SLDA permitiu-se concluir que o Sr € o principal diferenciador
de vinhos destas duas regides'**.

Vinte elementos foram determinados em vinhos da Africa do Sul por ICP-MS com
nebulizador cross-flow, com e sem digestdo da amostra. Os autores concluiram que a diluigio
1:1 em 0,14 mol L' de HNOj permitiu melhores valores de limite de deteccao, além de menor

risco de contaminacio e perdas de elementos voléteis e tempo de preparo das amostras. A
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utilizacdo de PCA e LDA permitiu também diferenciar vinhos tintos e brancos de trés regides
sul-africanas'™®.

ICP OES com nebulizador Meinhard foi utilizado para a determinacdo de 38
elementos em vinhos espanhdis, cuja preparacdo foi digestdo acida. A PCA foi capaz de
indicar separacdo entre algumas amostras e a utilizagdo de um modelo CART (do inglés,
Classification and Regression Trees) permitiu distinguir as amostras'*.

Quarenta e cinco elementos foram determinados em vinhos de 4 paises da América do
Sul utilizando-se ICP OES com nebulizador microMist e ICP MS com Meinhard e ultrasdnico
em amostras diluidas e digeridas. Mesmo com o inconveniente de se utilizar dois
instrumentos distintos com nebulizadores também diferentes para a andlise, os autores
concluiram que o processo de digestdo da amostra fornece valores de concentragdo mais altos
que os das amostras simplesmente diluidas. A utilizacdo de PCA com apenas cinco destes
elementos permitiu a diferencia¢io dos vinhos provenientes dos quatro paises estudados'™.

Utilizando-se espectroscopia de absor¢do atdmica em chama (FAAS) e de emissdo
atbmica em chama (FAES), onze elementos foram determinados em 45 vinhos provenientes
das ilhas Candrias (Espanha). O uso de PCA e Soft Independent Modelling of Class Analogy
(SIMCA) permitiu diferenciar e classificar vinhos de diferentes sub-regides destas ilhas'®.

O estudo de preparacdo de amostra para determinagéo de lantanideos por ICP-MS com
nebulizador APEX-Q foi realizado em 32 amostras de vinhos de 3 paises da América do Sul.
Os autores observaram que a decomposi¢io da amostra fornece valores mais elevados para os
lantanideos e o uso de HCA e LDA permitiu distinguir e classificar os vinhos destes trés
paises estudados'®’.

Onze elementos e outros parimetros cldssicos foram determinados em 66 vinhos
Chardonnay e Pinot Noir para caracterizacdo e diferenciagdo de duas regides do Rio Grande
do Sul. Os metais foram detectados por ICP OES sem pré-tratamento. A utilizagdo de PCA
permitiu diferenciar, em andlises distintas por cor do vinho, as amostras de acordo com a
origemlgg.

Por meio da andlise de vinhos russos por ICP OES e técnicas quimiométricas, vinte
elementos foram determinados e as amostras, diluidas 20x em 1% HNOs3, foram diferenciadas
por cor e regido de origemlgg.

Ap6s um processo de digestdo 4cida, doze elementos foram determinados por ICP
OES com nebulizador Meinhard em 50 amostras de vinhos espanhéis. O uso de PCA ndo
permitiu visualizar uma diferenciagdo entre vinhos, cuja justificativa foi a grande

variabilidade de tipo de vinhos analisados'®.
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Assim, com a utilizacdo de algumas destas técnicas brevemente relatadas nesta tese, e
com vdrias outras existentes no rol da andlise quimica, pesquisadores vé&m buscando
caracterizar amostras de alimentos (e vinhos) ao longo dos anos com o intuito de garantir
meios fidedignos de identificagdo da origem destes em relagdo a sua autenticidade relativa a
alguma determinada regido produtora'**'"”".

Com estas informagdes em mente, esta tese vem contribuir com o desenvolvimento de
uma metodologia para determinagdo multielementar de minerais em vinhos empregando
USN-ICP OES. Ganhando-se em sensibilidade e tempo de andlise, devido ao uso do
nebulizador ultrassdnico, que permite a andlise direta dos vinhos sem pré-tratamento de
amostras. Conhecendo os teores de minerais, buscou-se a caracterizagao/distin¢do de vinhos,
principalmente no que tange aos vinhos elaborados na regido do Vale do Sdo Francisco.

Espera-se contribuir, também, com os preceitos da quimica verde, com a diminuicdo
de energia consumida, a nfo utilizagdo de reagentes danosos (por ndo necessitar digestdo

prévia das amostras) e consequente reducdo de volume de rejeito gerado.



81

2.3 Parte experimental

2.3.1 Solugoes e reagentes

As solugdes foram preparadas utilizando-se dgua de alta pureza com resistividade de
18,2 MQ.cm purificada em sistema Milli-Q® plus (Millipore system, Bedford, EUA).

Solugdes estoque 1000 £ 3 mg L' de Sb (em HNO; 4% + HF 0,1% — Peak
Performance); 1000 + 5 mg L' de Sn (em HCI 5 mol L'da Scharlau, Espanha); 100 £ 0,5 mg
L' em Li, Be, B, Na, Mg, Al, K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Sr, Mo, Cd,
Ba, TI, Pb, Bi, La, Ce, Pr e Nd e solu¢do estoque 20 £ 0,1 mg L' de Sc, Y, Sm, Eu, Gd, Tb,
Dy, Ho, Er, Tm, Yb e Lu, fornecidas por Scharlau — Espanha, foram utilizadas para o preparo
das solucdes de trabalho.

Solugdes monoelementares 1000 + 3 mg L' de K, Ca, Mg, Mn, Fe e Na, fornecidas
por Scharlau — Espanha, e B (H3BO3, 99,8%) por Panreac — Espanha foram utilizadas para
preparo de solu¢des com concentracdes superiores a faixa de aplicacdo das demais solugdes
estoque multielementares.

Solugdes estoque 1000 £ 3 mg L de Ge e Ru (em HCI 1 mol L™ — Fluka, Suica), Re
(em HNOj3 1 mol | D Fluka, Suica) e 1000 mg L'de Gaeln (em 5% HNO; — Alfa Aesar,
Alemanha) foram testadas como padrdo interno, apds dilui¢do apropriada.

Acido nitrico 69,6% m/m (para andlise de tragos), acido nitrico 60% m/m (grau ISO,
para preparo de solucdes de lavagem) e etanol (grau HPLC), todos fornecidos por Scharlau —

Espanha, foram também utilizados neste trabalho.

2.3.2 Preparo de solugoes

A faixa de concentragdo das solucdes de trabalho variou de acordo com o analito. As
concentragdes foram de 1,0 a 500,0 pg L' para os lantanideos; 5,0 ug L' até 10,0 mg L'
para os elementos majoritarios (Na, Mg, K, Ca, Mn e Fe) e de 5,0 a 1000,0 ug L' para os
elementos minoritarios (os demais elementos). Tais solucdes foram preparadas com adigdo de
volume apropriado das solugdes estoque, acrescidas de 100 pL de 4cido nitrico 69,6% (m/m)
e 200 pL de etanol, e o volume da solugdo foi completado para 10 mL com dgua purificada.

As amostras de vinho foram diluidas (5,7 vezes) com 4gua purificada, adicionado 100

uL de 4cido nitrico e seu volume foi aferido em 10 mL.
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Estas solu¢des foram acondicionadas em tubos plasticos de 15 mL (VWR
international, EUA), os quais foram previamente descontaminados mediante banho de

imersdo em HNO; 10% (v/v) durante uma noite e posteriormente enxaguados com &dgua

purificada.

2.3.3 Equipamentos e acessorios
2.3.3.1 Descrigdo geral do equipamento
O equipamento utilizado foi um espectrofotdmetro de emissdo éptica com plasma

indutivamente acoplado — ICP OES, modelo OptimaTM 5300 DV da Perkin Elmer (Norwalk,

EUA). Os pardmetros instrumentais de operagdo estdo listados na Tabela 7.

Tabela 7: ParAmetros instrumentais utilizados na andlise de vinhos.

Parametro Valor Unidade

Frequéncia de operagdo 40 MHz

Poténcia de trabalho 1500 W
Fluxo de gés principal 15 L min™
Fluxo de gés auxiliar 0,70 L min™
Fluxo de gés de nebulizacdo 0,40 L min™
Vazio de aspira¢do da amostra 0,80 mL min™
Visdo Dual -

Correcdo de Background 2 pontos -
""""""""""""""""""" Condiges do nebulizador
" Nebulizador Ultrassonico  CETAC U-6000AT"

Temp. de aquecimento 140 °C

Temp. de resfriamento 2 °C

Temp. membrana de dessolvatagdo 160 °C
Fluxo de gés sweep 0,80 L min”

O elemento dispersivo para a regido ultravioleta — 165 a 403 nm — foi um “Schmidt
cross disperser” (374 linhas/mm) e para a regido visivel — 404 a 782 nm — um prisma (60°). O
espectrofotdmetro consiste em um policromador Echelle (79 linhas/mm) combinado com um
detector de estado sélido (do inglés, Segmented-array Charge coupled Device - SCD), com
area superficial de 13x19 mm’ e resolugdo (largura de banda a meia altura —- FMWH) de 0,006

nm a 200 nm.
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As amostras e solugdes de referéncias foram acondicionadas em um auto-amostrador
(modelo AS-93plus da Perkin Elmer) e injetadas para andlise no equipamento por meio de
uma bomba peristaltica acoplada ao mesmo. O tubo injetor consiste num tubo de alumina com
2,0 mm de didmetro interno

Arg6nio comercial de alta pureza (C-45, 99,995%) fornecido por Carburos Metalicos,
(Barcelona, Espanha) foi utilizado como gés auxiliar, de nebulizagdo e na geragcdo do plasma.

Para a nebulizacdo e injecdo das solucdes no plasma utilizou-se um nebulizador
ultrassonico (CETAC, modelo U-6000AT™) acoplado a uma membrana de dessolvatagdo. As

condicdes utilizadas para o nebulizador encontram-se indicadas na tabela 7 acima.

2.3.4 Procedimentos
2.3.4.1 Funcionalidade do plasma

Inicialmente, necessitava-se descobrir se o plasma ndo seria extinto devido a presenca
do etanol e demais matérias organicas existentes no vinho. Desta forma, realizou-se a inser¢ao
de solugdes de referéncia contendo a mesma concentragio dos elementos (0,50 mg L™ de
metais de transic¢do, 20 ug L de terras raras e HNO3 em volume suficiente para solucdo final
1% v/v) com teor alcodlico variando de 0 a 15% (v/v) de etanol.

Posteriormente, realizou-se 0 mesmo experimento, substituindo o etanol por vinho,
mantendo as mesmas concentracdes dos analitos citadas anteriormente. O teor alcodlico
variou de 0 a 12% (v/v), tendo como limite o teor alcodlico exposto no rétulo das amostras de
vinho utilizadas.

Em ambos os experimentos foram usados os seguintes pardmetros iniciais de estudo:
0,50 mg L' de metais de transicdo e alcalinos; 20,0 ug L' de lantanideos; 1% HNOs;
poténcia da radiofrequéncia = 1400 W; Fluxo Principal = 15 L min™; Fluxo de gis auxiliar =
0,2 L min'l; Fluxo de gas nebulizador = 0,6 L min'l; Fluxo de amostra = 1,10 mL min'l;
Temperatura de aquecimento do nebulizador = 140 °C; Temperatura de resfriamento do
nebulizador = 2 °C; Temperatura da membrana de dessolvatagdo = 160 °C; Fluxo de gis
sweep = 0,80 L min’l; Devido a alta intensidade de sinal, Li, Na, K, Ca, Sr e Ba saturaram o

detector e nao foi possivel concluir nada a respeito destes elementos.
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2.3.4.2 Planejamento fatorial para avaliagdo das condigoes de operagio do ICP

Buscando melhorar a sensibilidade do método proposto, realizou-se um estudo
multivariado de alguns parametros do sistema. Para isso foi delineado e executado um
planejamento fatorial de dois niveis com repeti¢do no ponto central (n = 4) e utilizou-se como
resposta a maior intensidade de sinal do maior nimero possivel de elementos determinados.

Os fatores estudados foram o teor alcodlico (ou a diluicdo da amostra, em 2 - 4 - 6%
v/v), o fluxo de amostra (0,8 - 1,0 - 1,2 mL min'l), a poténcia da radiofrequéncia (1400 - 1450
- 1500 W) e as taxas de vazdo do argdnio (15 - 16- 17 L min’l; 0,7-1,0-1,3L min' e 04 —
0,6 — 0,8 L min™' para os fluxos principal, auxiliar e de nebulizagdo, respectivamente).

Todos os estudos foram realizados adicionando-se a concentragao de 0,50 mg L' dos
elementos minoritdrios e majoritdrios e 20 pg L' dos elementos de transicio externa e interna

a uma amostra de vinho tinto.
2.3.4.3 Efeito matriz

Para verificar se a matriz do vinho interferiria nas andlises, procedeu-se com uma
comparagdo entre quatro curvas de calibracdo: V1, construida com a adicdo dos analitos a
uma amostra de vinho tinto (com teor alcodlico de 11%) diluida 1:6; V2, com adicao do
analito a outra amostra de vinho tinto (com 13,5% v/v de etanol) diluida 1:6; uma terceira
curva com os analitos adicionados a dgua, e a dltima com os analitos adicionados a uma
solugdo de etanol 2% v/v. Todas as quatro matrizes foram acidificadas para conter acido

nitrico na concentragdo de 1% v/v.
2.3.4.4 Selegio do padrio interno

Comumente, os elementos Y e Sc sdo utilizados como padrido interno em andlises
realizadas por ICP-OES. Porém, estes dois elementos s@o analitos na caracterizacdo dos
vinhos neste estudo e, portanto, buscou-se por outros integrantes da tabela periddica que
poderiam atuar como padrdo interno para a metodologia em desenvolvimento.

Assim, alguns elementos, que normalmente nao sdo determinados nas caracterizacoes
dos vinhos, e suas respectivas linhas de emissdo, foram testados como padréo interno para o

desenvolvimento desta metodologia:
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i. (a) Ga 417,206 nm (b) Ga 294,364 nm;
ii. (a) Ge 265,118 nm (b) Ge 209,426 nm;
iii. (a) Re 227,525 nm (b) Re 197,248 nm;
iv. (a) In 325,609 nm (b) In 230,606 nm;
v. (a) Ru 240,272 nm.

Todos eles foram testados na concentragdo de 0,20 mg L adicionados A:
> Solugdes aquosas contendo 2% de etanol e concentragdes varidveis de todos os metais;
> Vinho diluido para teor alcodlico de 2%, sem e com adi¢do de concentragdes varidveis

de metais.
2.3.4.5 Figuras de mérito do método proposto

Com as melhores condi¢des de analise ja estabelecidas, realizou-se a avaliacdo das
caracteristicas analiticas da metodologia proposta por meio da determinacdo das figuras de

mérito descritas a seguir:

1) Linearidade
Caracterizada pela determinacdo da faixa linear, equacdo de calibracdo e coeficiente

de correlacdo da respectiva curva analitica;

ii) Seletividade
Avaliada por meio da inspegdo visual dos graficos de linhas de emissdo fornecidas

pelo equipamento;

iii) Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ)
LD e LQ instrumentais foram calculados como sendo 3 (para LD) e 10 (para LQ)
vezes o desvio padrdo do branco (n = 10) dividido pelo coeficiente angular da curva analitica
(LD =3s/a ... LQ = IOs/a)gs; LD e LQ do método levam em consideracdo o fator de diluicdo

da amostra (~5,7 vezes).

1v) Precisdo instrumental
Dividida em trés fatores: a) precis@o do equipamento, representado como o desvio

padrdo do sinal de cada elemento, em nove réplicas; b) o desvio padrido conjunto para cada
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elemento, considerando-se o fator de diluicao das amostras e c) estabilidade de longa duragéo,
calculado como o desvio padrdo relativo para uma solugdo contendo os padrdes internos na
concentragdo de 0,20 mg L'l, HNO; 1% v/v e 2% v/v de etanol, injetada alternadamente entre

as solugdes de referéncia e as amostras, ao longo de um dia de andlise;

v) Veracidade (exatiddo)
Estimada pelo grau de recuperacdo de analito, adicionado em quatro distintos niveis de

concentragdo ao vinho.
2.3.4.6 Anadlise das amostras

As amostras utilizadas, indicadas na tabela 8, consistiram em vinhos tintos espanhdis
(Es — num total de 14 garrafas), adquiridos em comércio local em Valéncia — Espanha e em
vinhos brancos e tintos brasileiros, subdivididos em tintos comerciais (adquiridos em
comercio local na cidade de Recife — total de 14 garrafas) e tintos (16 garrafas) e brancos (15
garrafas) varietais experimentais (garantia de elaboragdo com 100% da uva indicada),
adquiridos junto 2 Embrapa Semi-Arido.

Ap6s abertas as garrafas de vinho, o valor do pH das amostras foi aferido e as mesmas
(1,75 mL) foram, em triplicata, posteriormente acidificadas com 100 uL. de HNO; (69,6%

m/m), diluidas com 4dgua para 10 mL e injetadas no equipamento de ICP.

2.3.4.7 Anilise quimiométrica

Os dados obtidos por USN-ICP OES foram tratados com o software Statistica 6.0°
para obten¢do das médias, desvios-padrdo, e valores maximos e minimos. Posteriormente o
mesmo software foi aplicado para a andlise multivariada de dados por meio da Andlise de
Componentes Principais (PCA), objetivando-se a visualizagdo de algum padrio existente.
Antes da andlise de PCA os dados foram autoescalonados para se evitar tendéncias devido as

diferentes ordens de grandeza dos valores.



Tabela 8: Relagdo das amostras analisadas por USN-ICP OES.
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Origem Cédigo Uva safra Descricdo Teor Alc.
E6, E7, E8 Tempranillo (90%) 2009 D.O.C. La Rioja, Crianza  13%
5;: E9 -El11 Tempranillo (90%) + Granacha (10%) 2008 D.O.C. La Rioja, Crianza 13%
3
E E12 -E17 Tempranillo 2010 D.O.C. Valéncia 12%
E18, E19 Tempranillo 2010 D.O.C: Alicante 13%
S vi,v2 Tannat 2000 - - 12%
'S V3, V4 Tempranillo 2009 - 12%
TE % V5-V8 Shiraz (Syrah) 2009 - 13%
& I(-;; V9 -Vi2 Tempranillo 2008 - 12%
> V13, V14 Shiraz (Syrah) 2008 - 13%
o TI,T3,T5,T7 Tempranillo (100%) 2008  Faz.Ouro Verde | NI
= E c T2, T4, T6, T8 Tempranillo (100%) 2009 Faz. Ouro Verde NI
% 'é 5 S1-S4 Shiraz/Syrah (100%) 2008 Faz. Ouro Verde NI
) S5-S8 Shiraz/Syrah (100%) 2009 Faz. Ouro Verde NI
o VdLVd3,vds,vd7 Verdejo (100%) 2008  Faz.Ouro Verde | NI
é E § Vd2, Vd4, Vd6 Verdejo (100%) 2009 Faz. Ouro Verde NI
g 'é £ Vel, Vg3, Vg5, Vg7 Viognier (100%) 2008 Faz. Ouro Verde NI
) Vg2, Vg4, Vg6, Vg8 Viognier (100%) 2009 Faz. Ouro Verde NI
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2.4 Resultados e discussédo

De acordo com a tabela periddica, Sc e Y ndo sdo classificados como elementos de
transicdo interna. Porém, devido as suas baixas concentracdes nos vinhos e por estarem
contidos na solugdo multielementar dos elementos terras raras, esses dois elementos serdo,
nesta tese, por simplicidade de nomenclatura, tratados como pertencentes ao grupo dos

lantanideos.

2.4.1 Estudo das condigbes operacionais do ICP OES

A anélise das solugdes aquosas contendo etanol com diferentes concentragdes, ndo
extinguiu o plasma, entretanto, observou-se diminuicdo do sinal com o aumento do teor
alcodlico como pode ser visto nas figuras 26a e 26b. Isto ocorre devido 4 presenca de matéria
organica (etanol) que ao atingir o plasma causa efeitos de esfriamento e diminuicdo da
sensibilidade do mesmo devido a maior energia requerida para dissociar as espécies
0rgﬁnicasl43.

Observa-se que o decréscimo de sinal segue uma tendéncia de relacdo linear no

intervalo de 0 a 9% (v/v), de acordo com a equagao:

R =99 — 8,5xTA
Onde R = [S;/S¢] x 100%, S; = sinal em um teor alcodlico de x%, Sy = Sinal com teor

alcodlico de 0% e TA = teor alcodlico.
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Figura 26: Estudo entre variacio de teor alcodlico e intensidade de sinal analitico. (a) lantanideos a
20 pug L' e (b) demais elementos a 0,50 mg L-! adicionados a solugdo aquosa.
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Esta relacdo pode ser melhor visualizada na figura 27.
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Figura 27: Intensidade de sinal (R) de diferentes analitos versus teor alcodlico da solugdo testada.

Apds 9% (v/v) de teor alcodlico ndo se observa mais um decréscimo regular, com o
sinal reduzindo-se lentamente.

O vinho é uma bebida que possui uma grande quantidade de matéria orgénica devido a
presenga dos polifendis, dlcoois superiores, antocianinas, etc., por isso, também se faz
necessario sua avaliagdo preliminar quanto a estabilidade do plasma. Da mesma forma como
observado para solucdes aquosas contendo etanol, a extincdo do plasma ndo foi observada
com a adi¢@o das solugdes dos elementos estudados ao vinho, figura 28. Porém a mesma néo
segue uma relacdo linear ao relacionar sinal analitico e percentual de vinho na solucao.
Provavelmente devido a complexidade da matriz que apresenta diversas substiancias com os
mais variados calores de vaporizacdo, densidades, pressdao de vapor, tensdes superficiais,
dentre outras.

Essas propriedades fisicas podem ocasionar variagdes na formacgdo do aerossol,
alterando a temperatura do plasma e gerando alteracdo na excitag¢do / ionizacdo dos analitos,

. . . e 143
refletindo assim, no sinal analitico ™.
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Figura 28: Intensidade de sinais obtidos no USN-ICP OES para lantanideos (a) e metais de
transigio / representativos (b) adicionados no vinho diluido contendo diferentes teores alcodlicos.
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As concentragdes naturais de varios dos analitos presentes no vinho estdo préximas ao
valor adicionado de 0,50 mg L" e isso pode contribuir para a irregularidade no decréscimo do
sinal analitico na figura 28b, pois nio havera apenas a variacdo da matéria organica com as
dilui¢des, mas também ocorrerd variacdo na concentracdo dos elementos naturalmente
presentes no vinho.

Ao contrario, na figura 28a, a quantidade de lantanideo adicionada (20 pg L)
proporcionalmente € maior que a quantidade originalmente presente nas amostras de vinhos, e
uma regularidade € “melhor” visualizada.

Ressalta-se que ndo foi observado precipitagdo dos polifendis com a acidificagdo dos
vinhos, durante o periodo de andlise.

Ap6s avaliar os resultados, fixou-se o teor alcodlico em 2% (v/v) para iniciar os
estudos de maximizagdo de sinal do sistema analitico. Esta condi¢@o foi selecionada por ndo
se tratar de uma diluicdo muito alta e por manter mais de 50% do sinal original (sem etanol)

para a maioria dos elementos analisados.

2.4.2 Planejamento fatorial para avaliagiao das condig¢oes de operacao do ICP

Os valores dos niveis dos fluxos de gis empregados se basearam em recomendagdes
gerais existentes no manual do fabricante do equipamento, enquanto que os valores de teor
alcodlico foram estabelecidos de acordo com o estudo, anterior, das condi¢des operacionais
do ICP OES.

O resultado do planejamento fatorial de dois niveis (2*) com 4 repeti¢des no ponto
central, com seus fatores, valores dos niveis e valores selecionados, estdo indicados na tabela

abaixo.

Tabela 9: Fatores, niveis de estudo (e suas unidades de medida) e valores selecionados

para a maximizagio da resposta analitica na andlise de vinhos por ICP OES.

Nivel Valor
Fator Unidade -1 0 +1  selecionado
Teor Alcodlico — TA % vIv 20 4,0 6,0 2,0

Fluxo da amostra — FBp mL min’! 0,80 1,00 1,20 0,80
Fluxo gds auxiliar — Faux ~ Lmin" 020 0,50 0,80 0,20
Fluxo gés nebulizador — Fneb L min™! 06 1,0 14 0,6

Condi¢des mantidas constantes: Radiofrequéncia = 1400 W; Fluxo principal = 15 L min™;
Temperaturas do nebulizador ultrassonico: Aquecimento = 140 + 2 °C, resfriamento = 2,0 +
0,3 °C e membrana de dessolvatacdo = 150 +2 °C.
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Apés um periodo de trabalho, observou-se a formagdo de uma crosta negra na tocha
do ICP, provavelmente devido a queima incompleta da matéria orginica contida no vinho,
com o depésito de carbono ndo convertido a CO, ou totalmente atomizado. Para evitar um
possivel desgaste, ou mesmo a inutilizagdo do equipamento, realizou-se uma nova avaliagdo
de parametros que ainda maximizassem os valores de resposta analitica e gerassem uma
queima completa da matéria organica do vinho. Para tanto, novas varidveis foram incluidas no
estudo, como indicado na tabela 10, e outras varidveis ja estudadas como o fluxo da amostra e

o teor alcodlico, foram empregadas no nivel selecionado.

Tabela 10: Fatores e niveis de estudo (com suas unidades de medida) para a maximizagio da
resposta analitica na anélise de vinhos por ICP OES

Niveis
Codificagio Fator Unidade -1 0 +1
Rf Poténcia do gerador de Radiofrequéncia w 1400 1450 1500
Fp Fluxo de gas principal L min” 15 16 17
Fa Fluxo de gis auxiliar Lmin® 07 1,0 13
Fn Fluxo de gas nebulizador L min’! 0,4 0,6 0,8

Condicdes mantidas constantes: Teor alcodlico (dilui¢do) = 2%; Fluxo de amostra = 0,80 mL min’’;
Temperaturas do nebulizador ultrassonico: aquecimento = 140 + 2 °C, resfriamento = 2,0 + 0,3 °C e membrana
de dessolvatagdo = 150 £ 2 °C.

Sabe-se que o fluxo de gas auxiliar serve para afastar, do plasma ja formado, a saida
do fluxo interno (o tubo de injecdo), evitando que o aerossol da amostra seja queimado
(evaporado, atomizado, excitado/ionizado e excitado) ainda no tubo e auxiliando também na
formacdo de um plasma mais eficiente, devido a maior quantidade de argdnio que o alcanca.
Por isso, o menor valor do segundo estudo (tabela 10) iniciou-se como sendo um valor
superior do estudo anterior (tabela 9).

A funcio do fluxo de gés de nebulizagdo consiste em conduzir a amostra até o plasma.
Portanto, quanto mais amostra atinge o mesmo, maior serd a carga organica. Desta forma,
reduziram-se seus valores tendo, agora, como limite inferior o menor valor de fluxo permitido
pelo equipamento (0,40 L min™).

Os resultados obtidos para os elementos sdo mostrados na tabela 11, com a codificacio
dada na tabela 10. Nesta tabela, sao indicadas as estimativas de cada efeito principal e de
interagGes, obtidas utilizando-se o sinal liquido de cada elemento estudado, com o objetivo de

aumentar este valor para o maior nimero possivel de analitos.
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Tabela 11: Efeitos principais, de interagdes entre os fatores estudados e o valor do erro puro
obtidos usando USN- ICP OES para os analitos determinados nas amostras de vinhos.

Analito Média xgy  Xp R Xfn  XReFp XRPFa XFp*Fa XFo*Fn  XFaXFn  XREXFpXFa XFpXFaXpn EITO pUro

Li610 28 49,8 £18 x10°
Be313 64  +42 -12 -33 +53 +87 -42 +11  x10°
B 249 +4

Na589 199 +55  +123 41 +41 +11  x10°
Mg280 42,0 -13,9 +1,6  x10°
Al396 84 +8

K766 44,8 +38  xI0°
Ca317 1950 -504 +98

Sc361 479 -13,3 +2,6  x10°
Ti334 169 51 +9  xI10°
V292 251 -8,4 +1,3  x10°
Cr283 11,8 -4.9 +05 x10°
Mn259 884 -36,7 +4,1  xI10°
Fe259 233 9,2 +0,7 x10°
Co228 2442 -1130 +£77

Ni221 692 -602 +61

Cu324 181 +9 x10°
Zn213 530 -1,83 +0,29 x10°
As 188 661 -97 +21  x10°
Se 196 974 53 -
Sr421 435 -0,94 £023  x10°
Y371 508 -13,6 +27  xI0°
Mo202 1827 -168  -803 +44

Cd228 5,05 -1,80 +0,28 x10°
Sn189 391 +34 -109 +7,5

Sb206 1034 +7,0 -11,1 -176 -284 -51 -47 +149 +10,6 +147  +6,1 -12.4 +1,3

Ba493 391 +13  xI10°
La408 133,3 24,4 +56  x10°
Ce413 144 -39 +0,7 x10°
Pr390 40,1 4.4 +12  x10°
Nd401 378 6,2 +1,3  x10°
Sm442 12,9 22 +0,6  x10°
Eu381 454 -10,6 £26 x10°
Gd342 54 -1,2 +03  xI0°
Tb350 9,9 -1,6 +04  xI10°
Dy353 37,6 -5,1 +12  x10°
Ho 345 23,1 3,6 +0,8  x10°
Er337 140,0 384 +6,6  x10°
Tm346 9,5 -1,9 +04  x10°
Yb328 91,1 25,0 +48  x10°
Lu261 21,6 6,9 1,1 xI10°
TI190 422 52 42 +53 427 +41 38 +8

Pb220 15 -1,3 -1,0 +1,0 +0,1  x10°
Bi223 1,5 +0,1  x10°

Sédo indicados apenas os termos significativos (p < 0,05). Para o célculo do erro puro foram usadas as replicatas do ponto
central (n = 4).
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Visualizando-se a tabela 11, empregando o nivel de 95% de confianga, as conclusdes

obtidas sdo:

a) Apenas o efeito principal Fn (fluxo de gas de nebulizac@o) foi significativo, com sinal
negativo, para os elementos Mg, Ca, Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Zn, As, Sr, Y, Cd,
La, Ce, Nd, Pr, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb e Lu. Indicando que a melhor
condicdo € o nivel inferior (Fn = -1) para os mesmos;

b) Nenhum efeito principal ou de interacdo foi significativo para os elementos B, Al, K,
Cu, Se, Ba e Bi. Desta forma, a melhor condi¢éo estabelecida para os outros elementos
serdo as utilizadas;

c) Em relacdo a poténcia da Radiofrequéncia (Rf), observa-se uma influéncia
significativa com sinal positivo (Rf = +1) para os elementos Be, Sn e Sb. Seus efeitos
de interagdo com xg, € Xg, s@0 significativos com sinal negativo, o que € condizente
com Fn na condicao (-1);

d) O fluxo principal (Fp) foi significativo, com sinal negativo, para Sb e Pb e seus sinais
positivos nas interagcdes com Fn e Fa para os elementos Sb, Tl e Pb ratificam sua
melhor condi¢c@o no nivel inferior (-1);

e) O fluxo de gas auxiliar (Fa) foi, exceto para o Na, significativo para os elementos Be,
Mo, Sb e Tl, com sinal negativo. Suas interacdes com X, € Xgp, COmM sinais negativos e
com xgf com valores negativos ratificam o nivel inferior (Fa = -1) com melhor

condicdo

Para o fator poténcia da radiofrequéncia (Rf), seu efeito principal € significativo com
sinal positivo (ou seja, melhor condi¢do em seu nivel superior), o que ja se esperaria observar
devido a necessidade de maior energia quando se analisa amostras contendo matéria
0rgﬁnica141.

Ap6s se avaliar as informagdes descritas, as condigdes estabelecidas como adequadas
para o andamento das andlises, em termos dos niveis nos quais os fatores serdo utilizados,
foram: Rf = +1; Fp = —1; Fa = -1 e Fn = —1. Os valores numéricos selecionados estdo
sumarizados na tabela 12.

Admite-se que os resultados obtidos com este estudo multivariado sdo suficientes para
os propositos do trabalho, e, portanto, os valores escolhidos serdo utilizados para as
determinagdes de metais em vinhos, sem a necessidade de se realizar uma otimizagdo dos

parametros.
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Tabela 12: Condigdes finais utilizadas para a andlise de elementos por USN-ICP OES em amostras
de vinhos, apés os resultados da anélise multivariada.

Parametro Valor Unidade
Poténcia do gerador de Radiofrequéncia 1500 AW
Fluxo de gas principal 15 L min”
Fluxo de gas auxiliar 0,7 L min’
Fluxo de géds nebulizacio 0,4 L min™
Fluxo da amostra 0,80 mL min™

Teor Alcodlico (diluicdo) ~ 2 (1:5,7) % vIv

2.4.3 Efeito matriz

Os sinais obtidos para as solugdes de referéncia preparadas no vinho tinto 13,5% (V2),
na solucdo alcodlica a 2% de etanol em dgua (EtOH) e na dgua foram utilizadas para construir
suas curvas analiticas e os coeficientes angulares (a;) foram comparados com o obtido com o
vinho tinto 11 % (V1) - vinho que foi atribuido, arbitrariamente, como o valor de referéncia
(ou seja, seu coeficiente angular, ay, foi tomado como o nivel zero). Avaliou-se, figura 30, o
quanto as respostas variavam percentualmente em relacdo ao coeficiente angular (ay) da curva
analitica obtida com o vinho V1, tomada como referéncia.

Observa-se que praticamente nao hd diferencas entre as duas matrizes de vinho tinto.
Em relagdo aos padrdes adicionados a solugdo contendo etanol, verifica-se que, exceto apenas
para Se e Sb, a variacdo é menor que 15% e, portanto, aceitdvel. Estes dois elementos
continuardo nos estudos de validagdo para se verificar se essa influéncia serd marcante ou nao.
Verifica-se também que, para as solugdes aquosas, poucos sdo os elementos que respondem
similar & matriz vinho e, portanto, ndo passivel de utilizacao.

Desta forma, trabalhar com uma solugdo etandlica como solvente das solugdes de
referéncia fornece uma boa simulacio de matriz (do inglés, matrix matched), além de evitar a
interferéncia causada pela composicdo natural do vinho que venha a ser usado como

referéncia, diminuindo o efeito matriz.
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Figura 29: Resultado de teste de efeito matriz. Padroes (20 pg L' para lantanideos, 0,50 mg L'
para os demais) adicionados a: V1 = vinho tinto 1 (11%), V2 = vinho tinto 2 (13,5%), EtOH =
solugdo alcodlica a 2% de etanol em dgua e HoO = padroes dissolvidos em agua. Todos acidificados
com 1% de HNOs. a; e a, = coeficientes angulares das curvas analiticas, sendo a, utilizando-se
apenas V1 (referencial).

2.4.4 Selecao do padrao interno

Inicialmente foram eliminadas ambas as linhas de Ge (265,118 nm e 209,426 nm) e Re
(227,525 nm e 197,248 nm) por apresentarem sinais muito abaixo de 10* c.p.s. (valor tomado
como limite para que as flutuagdes naturais no detector ndo sejam significativas na resposta
do padrdo interno, a relacdo Sinal/Ruido). Tais respostas poderiam ser aumentadas, porém
com um custo maior devido a maior concentracio exigida destes, e, portanto, ndo realizada.

Em seguida, observou-se que ambas as linhas do In (325,609 nm e 230,606 nm) e a
linha 417,206 nm do Ga apresentaram interferéncia com os outros elementos em estudo nos
vinhos, com os sinais variando (mesmo com a concentragcdo do padréo interno sendo fixa) a
medida que se construfa a curva de calibracdo dos analitos (figura 31), desta forma estes

elementos também foram descartados.
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Figura 380: Curvas analiticas obtidas para os diferentes metais usando como padrio interno Ga
417,2 nm (a), In 230,6 nm (b) e In 825,6 nm (c), todos na concentragio de 0,20 mg L-'. Esta
variagdo indica interferéncia espectral nas trés linhas, com consequente eliminag¢do das mesmas.
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Os dois elementos restantes, Ga 294,364 e Ru 240,272 nm, que apresentaram boa
resposta analitica (maior que 10* cps), sem causar interferéncia, foram avaliados quanto a
sensibilidade (inclinacdo da curva de calibragdo) do método e o percentual de recuperagdo do
teste realizado para duas amostras reais para saber qual destes candidatos seria o melhor
padrdo interno.

Verificou-se que a melhor opcdo corresponde a atribuir diferentes padrdes internos a
diferentes elementos em estudo, inclusive com alguns dos analitos ndo necessitando de um
padrdo interno para resultar em uma taxa de recuperacao adequada.

Esta conclusdo ¢é respaldada pelo fato de que o padrdo interno somente é efetivo na
compensag¢do de interferéncias ndo espectrais se 0 mesmo apresenta caracteristicas similares
ao analito que se deseja corrigir em relacdo as energias de excitacdo/ionizagdo, velocidade de
evaporagdo e nas condi¢des de formagdo do aerossol'”.

As condigdes escolhidas, em termos de padrdes internos e linhas de emissdo, estdo

resumidas na tabela 13.



Tabela 138: Faixa de trabalho para cada elemento determinado, suas linhas de emissdo e respectivos
padrdes internos e o coeficiente de determinagio da curva analitica.

Ru 240

Ga 294

Sem padrio interno

w A~ WIIN

—
—_

12
13
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
33
34
38
39
42
48
50
51
56
57
58
59
60
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
81
82
83

Co 238,892 (A, II)

Zn 213,857 (A, 1)

Se 196,026 (A, I)

Sb 206,836 (A, T)

Ho 345,600 (A, 1I)

Pb 220,353 (A, II)

Li 610,362 (A, D*

A1396,153 (A, T)

Cr 267,716 (A, II)

Cu 324,752 (A, 1)

Sr421,552 (R, I)

Eu 381,967 (A, II)
Gd 342,247 (A, TI)
Tb 350,917 (A, II)

Er 337,271 (A, I)

Yb 328,937 (A, II)

Lu 261,542 (A, II)
T1190,801 (A, II)

Be 313,042 (A, II)
B 249,677 (A, T)
Na 589,592 (R, I)

Mg 280,271 (R, TI)

K 766,490 (R, T)
Ca 317,933 (A, II)
Sc 361,383 (A, II)
Ti 334,940 (A, 1I)
V 292,402 (A, I1)

Mn 259,372 (A, II)
Fe 238,204 (A, 1I)

Ni 221,648 (A, II)

As 188,979 (A, T)

Y 371,099 (A, II)
Mo 202,031 (A, TI)
Cd 228,802 (A, T)
Sn 189, 927 (A, )

Ba 493,408 (A, II)
La 408,672 (A, II)
Ce 413,764 (A, TI)
Pr 390,844 (A, 1I)
Nd 401,225 (A, II)
Sm 442,434 (A, TI)

Dy 353,170 (A, II)

Tm 346,220 (A, I)

Bi 223,061 (A, I)

A = visdo Axial; R =visdo radial e I = linha atdmica e II = linha i0nica.
*Li 610,362 (A, I): representa o elemento Li, na linha de emissdo 610,362 nm, visdo axial e linha atdmica.

100
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2.4.5 Figuras de mérito

A seletividade foi verificada pela observagdo visual da raia espectral fornecida pelo
equipamento, somada ao conhecimento das linhas de emissdo escolhidas e suas possiveis
interferéncias (segundo o manual do equipamento) j4 bem conhecidas.

Na figura 31 estdo indicadas as imagens do software controlador do ICP que servem
como exemplo para indicar que ndo ocorre sobreposicdo de linhas espectrais e que, portanto, a

seletividade adequada ao trabalho foi alcancada.

Sb 206,836

Al 396,15 nm B 249,67 nm

Figura 31: Imagens do software controlador do ICP para demonstrar a seletividade alcangada.

A linearidade foi obtida para cada elemento nas faixas de concentragcdo indicadas na
tabela 14. Todos os analitos apresentaram um coeficiente de determinagdo superior a 0,998.

Os limites de deteccdo observados encontram-se indicados na figura 32, na qual os
valores de LD do método correspondem a 5,7 vezes LD instrumental (dilui¢do da amostra =
10 mL / 1,75 mL = 5,7). Na figura 32, observa-se que alguns poucos elementos apresentaram

valores de LOD relativamente altos (LOD > 10 ug L'l): B, As, Se, Sn, Sbe TI.
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Figura 82: Limites de detecgdo instrumental e do método (considerando o fator de diluigdo) obtidos
por USN-ICP OES.

Comparando-se todos os valores de LOD instrumental com outros encontrados na
literatura (nos artigos citados, os autores nio incluem o fator de dilui¢do no cédlculo do LOD
e/ou LOQ), observa-se na figura 33 que o método proposto foi capaz de fornecer melhores
valores de LOD para alguns elementos mesmo quando comparado com o uso de ICP-MS (Li,
Al Ni, Cu e Zn na referéncia 193; Na, Mg, Al, Ca, Mn, Fe, Cu e Zn na referéncia 194 e Na,
Mg, Al, Ca, Sc, Ti, Cr, Mn e Zn, referéncia 183). Observam-se também valores melhores ou
similares para diversos elementos quando comparados entre os métodos proposto e ICP-MS e
GFAAS: As, Pb e Se.

Outro ponto a ser comentado € o fato dos métodos encontrados na literatura ndo serem
aplicados a alguns elementos, ainda que se utilizem do ICP-MS. Assim, o método
desenvolvido tem a vantagem de realizar andlise multielementar, incluindo os lantanideos —

poucos citados na literatura.
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Figura 33: Comparagio entre os valores de LODs do método proposto e de trabalhos citados na

literatura.

A precisdo, avaliada como o desvio padrdo relativo da concentragdo dos elementos
(RSD, ou estabilidade em curto prazo), forneceu os valores indicados na figura 34, na qual se
observa um valor médio de desvio padrao relativo abaixo de 2,5% — com exceg¢do para B, As,
Se, Sne TI.

Na literatura, encontram-se valores que variam de 0,2 a 28,0% e de 2,0 a 18,5 % para
andlises realizadas por ICP-MS'”® ¢ ICP-OES', respectivamente. Logo, o método proposto
apresentou melhores resultados para alguns elementos, principalmente em relacido aos dados

apresentados na literatura para medidas realizadas também com o ICP-OES.
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Figura 34: RSD (20 ug L' de lantanideos, 0,5 mg L' demais elementos, n = 9) obtidos para a
técnica USN-ICP OES.

Os resultados de precisdo, obtidos em termos da estabilidade de longa duragdo para as
solugdes dos padrdes internos, apresentou os valores de 1,18% para Ru e 2,60% para Ga,

medidos num intervalo de tempo de 4 horas de anélise.

Com relagdo a veracidade, os resultados do teste de adi¢do e recuperagdo em quatro
distintos niveis estudados, visando abranger uma ampla faixa de possiveis valores dos

elementos nos vinhos, estdo indicados na figura 35.
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Figura 85: Resultados do teste de adigdo e recuperagdo do método proposto. (L) lantanideos e (M)
metais de transi¢do e representativos.

O método apresentou resultados de recuperacdo que variou de 90 a 110% para a
maioria dos elementos estudados. Alguns resultados também se apresentaram adequados ao
trabalho, com variagdo um pouco maior, de 80 a 120 % de recuperacio, devido as suas baixas
concentragdes observadas. Portanto os valores foram, em suma, adequados as faixas de
concentragdo para os elementos nos vinhos, sugerindo boa aplicabilidade para o mesmo, no
que diz respeito a veracidade. Excecdes foram verificadas para os elementos As, Sn e Se, que
apresentaram valores muito baixo de recuperacéo.

Ap0s estabelecer as figuras de mérito do método proposto, observa-se que 0 mesmo
foi linear, seletivo, apresentou valores adequados de precisdo, veracidade e limites de
detecc¢do/quantificagdo requeridos a sua correta aplicacdo para a maioria dos elementos
estudados. Na tabela 14 encontra-se um resumo das figuras de mérito obtidas no método de

USN-ICP OES desenvolvido. Nessa tabela, a dltima coluna corresponde aos valores minimos

e maximos de recuperagdes observados.



Tabela 14: Resumo das figuras de mérito obtidas para a técnica USN-ICP OES.
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Z Faixa (ug L) r LOD (ugLY) LOQ@ugL"') RSD (%) Recuperacio* (%)
Li610 | 033-1000  0,99994 0,33 1,11 2,5 140 - 151
Be313 | 042-1000  0,9998 0,42 1,40 2,1 96— 103
B 249 76 — 10000 0,9986 76 254 6,9 o
Na589 | 1,27-5000  0,9997 1,27 4,23 2,5 o
Mg 280 | 0,95-10000  0,9998 0,95 3,15 2,6 99 — 129
AI396 | 025-1000  0,99985 0,25 0,83 2,3 115-125
K 766 13 — 10000 0,9989 13,1 43,6 2,6 o
Ca317 | 0,81-10000  0,9996 0,81 2,70 2,3 s
Sc 361 0,032-500  0,99994 0,032 0,11 2.8 79 - 90
Ti334 | 0,034-1000  0,99991 0,034 0,11 1.8 97 — 108
V292 | 0,083-1000  0,9998 0,083 0,28 2,3 104 - 113
Cr267 | 0,51-1000  0,9997 0,51 1,70 2.4 88— 93
Mn 259 | 0,038-5000  0,99996 0,038 0,13 2,2 84 -91
Fe238 | 046-5000  0,9998 0,46 1,54 22 81 -94
Co238 | 0,18-1000  0,99986 0,18 0,60 2.4 103 - 108
Ni 221 0261000  0,99990 0,26 0,88 1.8 95— 100
Cu324 | 0,23-1000  0,9997 0,23 0,77 23 124 - 133
Zn213 | 026-1000  0,99991 0,26 0,87 22 96— 103
As 188 3,5 - 1000 0,9998 3,5 11,7 56 20 - 30
Se196 | 0,90-1000  0,9997 0,90 3,0 3,1 67 —178
Sr421 | 0,047-1000  0,99991 0,047 0,16 2,4 95— 100
Y 371 0,032-500  0,99993 0,032 0,11 2.3 77 - 90
Mo202 | 0,46-1000  0,9998 0,46 1,53 1.8 78 — 100
Cd228 | 0,15-1000  0,9998 0,15 0,51 2,1 88 — 96
Sn 189 0,76 -500  0,99986 0,76 2,5 3.4 46 - 63
Sb 206 2,1 -500 0,9996 2,07 6.9 2,6 43 -99
Ba493 | 0,032-1000  0,99993 0,032 0,11 2,5 105 - 112
La408 | 0,14-2500  0,9998 0,14 0,47 22 86— 101
Ce413 | 036-2500  0,99991 0,36 1,20 2,1 88 — 104
Pr390 | 0,14-2500 09998 0,14 0,48 2,3 78 —91
Nd401 | 0,12-2500  0,99987 0,12 0,41 2,3 84 -98
Sm 442 0,21 — 500 0,9998 0,21 0,72 2,0 90— 107
Eu381 | 0,030-500 09998 0,030 0,10 2,0 94-113
Gd 342 0,18-500  0,99986 0,18 0,60 2,1 96113
Tb 350 0,12 - 500 0,9998 0,12 0,40 1.9 99118
Dy353 | 0,078-500  0,99992 0,078 0,26 2,6 81 -94
Ho345 | 0,068-500  0,99993 0,068 0,23 2,3 109 — 127
Er 337 0,14-500  0,99990 0,14 0,46 2,3 91 -106
Tm346 | 0,034-500  0,99989 0,034 0,11 2,1 82-97
Yb328 | 0,012-500  0,99993 0,012 0,040 2,2 91 -110
Lu261 | 0,034-500  0,99987 0,034 0,11 2.4 92-110
T1 190 20 — 1000 0,9987 20,0 67 39 67118
Pb220 | 0,68-1000  0,9998 0,68 2,26 2,0 94— 102
Bi223 | 0,89-1000  0,9997 0,89 2,96 2,6 72-99

*As recuperagOes foram feitas em 4 niveis distintos. Sdo mostrados o menor e o maior valor obtido. ** As quantidades

adicionadas foram muito pequenas comparadas ao seu teor no vinho, portanto ndo foi possivel se determinar uma

recuperagio para 0s mesmos.
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Ap6s estabelecer as figuras de mérito do método proposto, verifica-se que poucos
elementos apresentaram resultados de recuperagdo fora dos limites comumente aceitos.

Assim, devido aos ndo adequados valores observados desde o estudo do efeito matriz,
somados aos altos valores de limite de deteccdo (e consequente quantificacdo), RSD e,
principalmente, as baixas taxas de recuperagdes observadas, os elementos As, Se, Sn ¢ TI

foram excluidos da sequencia de andlises por ndo estarem totalmente validados.

2.4.6 Analise das amostras

Alguns autores descrevem que o processo de preparo de amostras de vinhos via
digestdo pode resultar na perda de elementos volateis bem como, na contaminagdo da amostra
devido ao aumento no nimero de etapas, aumentando também o tempo total de analise'®*'®.
Outros autores demonstram com seus resultados que o processo de digestdo gera valores
diferenciados de concentracdo dos elementos em comparacio aos resultados obtidos somente
com a dilui¢do da amostra'® "' Desta forma, optou-se pela simples diluicio da amostra
neste trabalho, buscando-se seguir ao maximo as recomendacdes da quimica verde’ — com a
diminuic¢do de reagentes utilizados, visando a minimizacio dos volumes de efluentes gerados
— e a reducdo da possibilidade de contaminagdo da amostra.

Com relac¢do ao uso do 4cido nitrico no preparo de amostras, € necessdria a adicdo
deste para estabilizacdo das solugdes. Porém, alguns trabalhos demonstraram que o uso do
dcido em concentracdes elevadas reduz a eficiéncia da andlise com perda de sinal, sendo
recomendado o uso de uma concentragdo em torno de 0,14 mol L' - equivalente a uma
solugo 19831920201

Vale salientar que, como se utilizou nas andlises etanol grau HPLC, por ndo ser
comercializado o solvente em grau adequado a espectroscopia atdmica, poderia ter ocorrido
um aumento na concentragdo de alguns dos elementos, causando interferéncia. Porém, como
ocorre diluicdo do etanol para seu uso (50 vezes), as concentracdes se tornam baixas o
suficiente para nido causarem interferéncia na concentragdo para a maioria dos elementos

analisados (considerando-se apenas os declarados no rétulo do dlcool), como indicado na

tabela 15.
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Tabela 15: Contribuigdo para a concentragdo dos elementos estudados ocasionados pela adigdo do
acido e do etanol as solug¢des de referéncia (jd considerada a diluigdo realizada).

Elementos Contaminagdo méaxima
Al, Sne Pb <2,00 ug L
Li, Be, B, Ti, V, Cr, Co, Ni, As, Mo, Sb e Tl <0,40 ug L!
Ca, Fe, Zn, Cd e Ba <0,25ugL”
Na, Mg, K, Mn, Cu, Se e Sr <0,10ug L

Ainda consoante o rétulo dos reagentes, ndo se pode afirmar se houve, da mesma
forma que o exposto acima, possibilidade de interferéncia nos valores de LOD para os
lantanideos, pois nada € declarado acerca deles.

Os resultados obtidos para a determinag@o dos elementos minerais e o pH de todas as
amostras analisadas encontram-se indicados nas tabelas do apéndice B. Porém, a tabela 16
mostra um resumo destes valores para uma rapida visualizagdo.

Os elementos majoritdrios tem grande influéncia nas propriedades fisico-quimicas dos
vinhos e ajudam a regular a acidez do mesmo (principalmente o potédssio). Assim, a medicao
do pH pode contribuir com interpretagdes de estabilidade, bem como com a de
biodisponibilidade dos elementos minoritdrio, devido ao deslocamento de equilibrio entre
estes e compostos organicos™',

Observa-se que, para os vinhos tintos do Vale, os valores de pH apresentam-se
elevados. Podendo contribuir com a instabilidade dos mesmos e sua rdpida degradacdo. Os
vinhos brancos, por néo realizarem a fermentacio malolatica (transformacgéo de dcido malico
em latico — um 4cido mais fraco), apresentam naturalmente os valores mais baixos de pH>>.

Com relacdo aos lantanideos, observa-se que La, Ce e Nd sdo os elementos que se
encontram em maior concentragdo nas amostras analisadas, e tal fato é o comumente

. 184-187,202
observado na literatura s



Tabela 16: Concentragdo minima (Min) e médxima (Max), medianas (Md), médias (M) e desvios-
padrio (Sd) para pH e elementos determinados nos vinhos analisados.
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Visf tinto VEsp tinto Vsf branco

Linha (nm)] Min  Max Md M Sd Min Max Md M Sd | Min Max Md M

Sd

pH| 3,72 428 382 39 017|349 366 361 358 007|310 377 342 352
Li 610,362 ND* 162,1 29,8 453 447 | 160 1506 769 762 470|278 932 398 SI3
B<249,677) 7,3 2618 451 770 789 | 12,2 1087 1048 2103 271 | 173 5405 SO0I 1460
Na589,592| 1,3 716 12,6 185 210 | 178 364 288 262 68173 313 232 235
Mg 280,271 61,5 395 104 134 85 | 872 172,66 959 1031 255|347 834 556 547
A1396,153| 102 597 248 262 116 | 444 848 496 538 II3| 303 676 462 471
K*766,490| 061 241 1,59 146 052|074 169 094 098 026|055 098 065 070
Ca°317,933] 20,3 1426 753 803 304 | 433 1312 494 5882 257|361 839 528 526
Sc 361,383 020 785 075 136 162033 079 058 057 018|026 365 080 1,04
Ti 334940 ND 500 37 100 138 | ND 36,1 84 170 135] 056 5,78 3,13 3,14
V292,402| 0,52 2820 112 676 101,4]| 22 780 329 421 260| IS5 174 33 57
Cr267,716] 83 448,5 834 1319 1349|125 903 849 633 33I|ND 197 106 1II7
Mn 259,372 431 2981 1037 1166 652 | 422 1915 694 826 456 | 599 2450 1124 1266
Fec238,204] 0,50 4,20 2II 220 095 | I,2I 336 18I 195 056]042 1,79 0,56 083
Co 238,892 61 2759 13,6 323 585 | ND 221 147 124 74| 12 129 77 6,9
Nic221,648| 0,13 1,77 027 041 042 |0I3 036 0I9 021 0,08]008 035 0116 018
Cu 324,752| 16,2 1805 76,0 212 400 | 208 60,5 343 397 IS55|ND 212 ND 57
“Zn 213,857 0,18 423 070 093 092]030 05I 038 039 008]0II 058 033 03I
Sr'421,552 0,36 1,82 0,60 0,77 043 |097 165 107 I12I 026]029 063 038 04I
Y 371,099 ND 261 1,68 440 794|034 108 071 079 024| ND 433 078 112
Mo 202,031} 74 545 241 800 156 | 10,5 376 279 252 90| 41 268 87 106
Cd 228,802 1,37 39,5 324 748 109 | ND 428 060 189 LIO|ND 198 092 LIO
Sb 206,836 ND 1469 ND 134 348 | ND 52,8 408 334 155| ND - - -
Ba 493,408 77,1 SI0 255 280 147 | 63,3 1952 703 882 447|947 244 135 138
La408,672]| ND 642 228 269 185 | ND 284 ND 126 075 ND 528 107 170
Ce 413,764 ND 117 47 270 416 | ND 10,13 393 472 272| 21 407 43 128
Pr390,844] ND 968 33 16,5 256 | ND 107 ND - - ND 703 1,02 2,09
Nd 401,225 ND 440 42 138 167 | ND 626 1,09 198 I170| ND 517 096 155
Sm 442,434 ND 206 114 294 499 | ND 423 1,57 449 109| ND 912 ND 3,03
Eu 381,967 ND 13,71 03I 225 378 | ND 053 033 034 O0I4]ND 022 ND 018
Gd 342,247| ND 251 1,38 493 697 | ND 283 127 165 070 ND 114 ND ILI4
Tb350917| ND 132 ND 195 325 | ND 5I5 386 299 18| ND ND - -
Dy 353,1700 ND 103 244 326 279 | ND 433 098 1,38 112|236 89 389 471
Ho 345,6000 ND 122 103 198 300 | ND 129 077 073 027| ND 147 ND 0,63
Er337,271| ND 324 381 809 889|164 2870 740 1408 I10S5| ND 100 ND 1,94
Tm 346,220 ND 11,7 08I 196 280 | ND 088 058 057 0I6] ND 249 029 086
Yb328937| ND 12,7 0,65 200 362 (0I6 071 058 05I 020| ND 08 035 035
Lu261,542 ND 6,62 041 1,01 147 | ND 061 042 038 OI3| ND 1,73 ND 0,69
Pb220,353]| ND 3027 11,8 328 880 | 45 306 130 139 79| ND 166 ND 638
Bi 223,061] 10,1 5194 356 780 1135|121 404 240 234 83 |112 143 252 360

0,20
22,7
1893
3,8
11,2
112
0,15
124
0,88
2,09
52
5,6
597
0,47
3,5
0,09
6,5
0,16
0,10
LI13
6,7
0,35
46
141
14,8
1,99
1,28
2,52
0,01
0,03
2,28
0,35
2,43
0,91
0,23
0,64
43
33,5

a: ND = Nao detectado; b: g Lt ¢ mg L~. Vsf tinto: vinho tinto elaborado no Vale do Sao Francisco
(Brasil); VEsp tinto: vinho tinto elaborado na Espanha; Vsf branco: vinho branco elaborado no Vale do Sdo

Francisco (Brasil).
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Para os demais elementos, observa-se uma variacdo normal para as concentragdes nos
vinhos analisados quando comparados com os resultados publicados em outros trabalhos
cientificos™,

O berilio ndo se encontra expresso na tabela, pois se observou pouco antes de finalizar
o trabalho uma possivel contaminagdo do equipamento (por parte de outro usudrio) com este
elemento. Desta forma, optou-se por sua exclusao.

O acoplamento do nebulizador ultrassdénico com o ICP ja foi realizado por alguns
grupos. Porém, uma série deles foi aplicada apenas a um tnico elemento determinado em
matrizes variadas, como cddmio'” e chumbo'™® em vinhos com sistema de complexagio e

203 .
, determinados em amostras

pré-concentragdo em linha; a especiacdo de vanadio (V vs VI)
de 4gua utilizando injecdo em fluxo; chumbo em chd mate®™ utilizando pré-concentracio em
linha e Al, Cr, Fe e V em ervas medicinais argentinas205. Alguns poucos artigos ja usaram o
USN para a andlise de vinhos, contudo foram aplicados para determinacdo de poucos
elementos — como chumbo'>?, cddmio'’ e Al, Ca, Cr, Fe, Ni e Zn'>* - ou para a determinacio

184-186

de muitos elementos, porém com uma digestdo prévia das amostras , € com o uso do ICP

M 182:183.185

Desta forma, este trabalho aqui apresentado traz o diferencial de realizar uma anélise
multielementar em vinhos, incluidos os da regido do Vale do Sdo Francisco utilizando o
acoplamento do nebulizador ultrassonico (USN) com o ICP OES, sem digestao prévia da

amostra, utilizando apenas a dilui¢do dos vinhos.

2.4.7 Analise de Componentes Principais

Buscando-se verificar se ha alguma tendéncia de agrupamento das amostras com base
nos concentracdes dos elementos determinados realizou-se uma avaliagdo por meio da
Andlise de Componentes Principais (PCA).

Para as amostras que tiveram a concentracdo dos elementos determinados abaixo do
limite de deteccdo do método, tais valores foram expressos, na PCA, como sendo igual ao
LOD!8185

A PCA foi aplicada inicialmente em todo o conjunto de dados e o gréfico de escores
resultante encontra-se na figura 36. Nesta figura observa-se que as amostras V11 a V14
(comerciais tintas do VSF, em preto) apresentam-se muito distinta de todas as demais

amostras, dominando a PCA e interferindo na visualizacdo de um possivel agrupamento.
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Observando-se seus valores numéricos nas tabelas presentes no anexo B (tabelas B2, BS, B8 e
B12), verificam-se concentragdes muito elevadas para diversos elementos. Por tal fato,

decidiu-se eliminar tais amostras da analise multivariada.
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Figura 36: Grafico de escores da PCA. Nesta figura, em vermelho estdo as amostras da Espanha;
em verde, os vinhos brancos; em azul e roxo os vinhos tintos varietais experimentais e, em preto,
os vinhos comerciais brasileiros. No zoom, esté indicado o grafico de loadings da mesma PCA.

Também na figura 36 é possivel observar que as amostras T1 a T4 (varietais tintas da
uva Tempranillo elaboradas pela EMBRAPA, em roxo) se destacam em PC2. Numa nova
andlise de componentes principais, realizada sem as amostras V11 a V14 (dados nao
mostrados), as amostras T1 a T4 passam a dominar a anélise, ndo permitindo, da mesma
forma que a primeira PCA, verificar possivel agrupamento de dados.

Tais amostras experimentais sofreram diversos tipos de tratamentos para poder
avaliar-se qual deles seria o melhor para o cultivo de tal variedade. Dessa forma, como nao se
tem o conhecimento exato de quais tratamentos foram aplicados para cada amostra
individualmente, também se optou pela exclusdo dessas outras quatro amostras.

Assim, realizou-se uma terceira andlise por componentes principais, excluindo as oito
amostras. O grafico de escores estd indicado na figura 37.

Nesta nova PCA, ndo hd uma formagdo nitida de grupos, com mistura entre os

diferentes vinhos tintos brasileiros € uma variabilidade relativamente alta em seus valores.
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Tendéncia oposta aos vinhos tintos espanhdis, que apresentam menor variabilidade e

apresentam-se mais proximos entre si.
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Figura 87: Grafico de escores da segunda PCA, realizada excluindo oito amostras. Em tons de
verde estdo as amostras brancas; em tons de azul, amostras tintas varietais experimentais; em
preto, vinhos tintos comerciais brasileiros e, em vermelho, tintos espanhdis.

Os vinhos brancos tendem a se separar dos demais, principalmente devido a maior
concentragdo de Na, Al e Lu e menores concentracdes dos demais elementos. Dessas
amostras, a e Vgl destacam-se pelos teores mais elevados de B, Mn, Ce e Dy
(grafico de Loadings na figura 38).

Percebe-se também pelo esposto no grafico de Loadings (na figura 38) que as maiores
concentragdes da maioria dos elementos encontram-se nos vinhos tintos brasileiros, mais a
direita e abaixo dos eixos das PCl1 e PC2. Enquanto que os vinhos espanhéis se
caracterizaram, principalmente, pelos maiores teores de Na, Al, Li, Sb, Tb e Sr.

Com o mesmo conjunto de dados, realizaram-se outras andlises por componentes
principais, utilizando-se apenas os elementos majoritirios e também apenas 0s minoritarios.
Os resultados observados (dados ndo indicados) ndo trouxeram informagdes diferenciadas das

obtidas com a PCA mostrada nas figuras 37 e 38.
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Também ndo foi possivel verificar uma clara tendéncia de agrupamento quando se

N N

buscava por variagdes quanto a safra e quanto a variedade da uva principal utilizada na

elaboracdo dos vinhos.
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Figura 38: Gréfico de Loadings da terceira PCA (excluindo as oito amostras).

Optou-se também por ndo se utilizar as amostras de vinhos brancos na PCA, para se
estudar apenas as amostras das uvas tintas Tempranillo e Shiraz, buscando algum
agrupamento entre as mesmas tanto por safra quanto por locaidade.

Assim, uma nova PCA (a quarta) foi executada com base numa matriz de dados
contendo 31 amostras tintas (doze espanholas, oito comerciais brasileiras e onze varietais
experimentais brasileiras) e 40 varidveis. O grafico de loadings de PC1 vs PC2 esté indicado

na figura 39, contendo cerca de 50% da informac@o original.
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Figura 39: Gréfico de loadings da PCA realizada apenas com os vinhos tintos Tempranillo e Syrah.

Nesta nova anélise, os vinhos possuindo altos valores de pH — menos dcidos — tendem a
localizarem-se na extrema direita de PC1. Da mesma forma, se encontrardo os vinhos mais
concentrados em La, Nd, Dy, Tm, Y, Ca, Mn, Sc e Sm. No outro extremo de PC1 serdo
visualizadas as amostras contendo maiores teores de Al, Na, Li, Sr, Sb e Tb. O tipo de solo
onde a uva foi plantada, bem como a proximidade com o mar podem justificar esta

~ 3,138
separacdo™

, 0 que faria (especificamente com as amostras aqui analisadas) com que os
vinhos espanhdis posicionassem-se mais a esquerda em PC1.

Em relacdo a PC2, altos valores de (principalmente) Ti, V, Mg, Mo e Er levardo as
amostras para a parte superior do grafico de escores. Em oposicdo encontram-se nos teores de
Cr e Gd, que trardo os vinhos para a parte de baixo do grafico.

O gréfico de escores de PC1 vs PC2, indicando o comportamento das amostras, estd

mostrado na figura 40.
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Figura 40: Grafico de escores da terceira PCA, realizada apenas com os vinhos tintos das uvas
Tempranillo e Syrah. Em vermelho os vinhos espanhdis; em preto, comerciais brasileiros e em
azul, varietais experimentais brasileiros. Detalhes sdo dados quanto a variedade das amostras
comerciais e quanto a safra das varietais experimentais brasileiras.

Na primeira inspe¢do visual do grafico percebe-se a separagdo nitida dos vinhos
espanhdis em relacdo aos brasileiros, através da PC1. Como exposto acima, essa separagio
deve-se, principalmente, aos teores de Li, Na, Al, Sr, Sb e Tb — que estio em maiores
concentragdes nos vinhos da Espanha.

Outra subdivisdo observada, mas ndo tdo nitida, € a tendéncia de separacdo dos
espanhéis quanto a localidade, devida a PC2. Os vinhos de D.O. Valéncia sio influenciados
negativamente por PC2, separando-se dos demais ibéricos, principalmente devido aos
elementos Ti, V, Er, Ce, Gd, Cr e Co.

Para os vinhos tintos brasileiros visualiza-se um espalhamento das amostras entre
experimentais (em azul) e comerciais (em preto). O corte feito em vinhos comerciais com o
objetivo de melhorar caracteristicas, manter um padrao de determinada qualidade ou mascarar
defeitos da uva principal’ — permitida por legislacdo brasileira®, desde que tenha no minimo
75% da casta mais importante —, bem como os diferentes tratamentos aplicados aos vinhos
experimentais poderiam justificar este espalhamento.

No que tange aos vinhos experimentais elaborados com uvas Syrah (em azul no

grifico), ha uma tendéncia de separacdo pela safra através de PC1, com os vinhos S5 a S8
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(safra 2009) tendo maiores valores de pH, Nd, Dy, Tm, La, Mn e Ca que os vinhos da safra
2008 (S1 a S4), que, por sua vez, possuem maiores teores de Cr e Gd. Diferenciacdo esta ndo
percebida para os vinhos experimentais elaborados com uvas Tempranillo, tanto pela exclusio
de quatro delas quanto pelo espalhamento das demais, ndo se sabendo como justificar a
separacao apresentada no grafico.

Para os vinhos comerciais brasileiros, estes se separam em termos de uvas de sua
elaboracdo (mas ndo por safra). Tendo os originados da uva Tempranillo maiores teores dos
elementos dominantes positivamente em PC2 (Ti, V, Mg, Er, K e Fe). Os provenientes da uva
Syrah possuem valores medianos dos elementos determinados, visto que se encontram
préximo a origem dos eixos da PCA.

Para melhor discussdo, realizaram-se outras andlises por PCA, desta vez utilizando-se
apenas grupos individuais — os brancos, os espanhdis e os tintos brasileiros. Como ndo se
observou uma informacao nitida sobre agrupamentos, os dados graficos ndo serdo mostrados.

Na avaliacdo apenas dos vinhos brancos, houve uma divisdo ndo muito nitida quanto a
safra apenas para os vinhos da uva Viognier através de PC2 (devida ao pH, Al, K, Cr, Ho, Y e
Ti). Porém, ndo foi possivel verificar nenhum padrido de separacdo para as amostras da uva
Verdejo, nem entre as duas uvas — Verdejo e Viognier. Como estes vinhos sdo experimentais,
com o intuito de se estudar o potencial vitivinicola destas castas, bem como sua melhor forma
de vinificagdo (tipo de plantio, poda, época de desfolha e outros), estas amostras podem ter
sofrido diferentes tratamentos e sua distribui¢do no grafico de escores seria justificada por tais
tratamentos. Porém, como ndo se possui o conhecimento destes processos sofridos, ndo se
pode concluir nada.

Outra andlise por PCA, realizada apenas com os vinhos espanhdis, mostrou que,
avaliando-se qualquer combinacdo dois a dois entre PC1 até PC4, ha uma diferenciacio clara
entre estas amostras. Nessa, os vinhos de Valéncia possuiram os maiores valores de pH, Cu,
Cd, Ce, Co, Ho, Yb e Sb, os vinhos Rioja 2008 possuiram os maiores teores de Er, V, Ti, Nd,
e Li, enquanto que as amostras Rioja 2009 destacaram-se pelo teor de Er, V, Ti, Zn, Ni e Sr.

Por fim, a andlise por PCA foi realizada somente com os vinhos tintos brasileiros
buscando verificar se hd a continuidade de separacdo entre comerciais e experimentais, bem
como alguma outra separagdo entre os vinhos experimentais. A figura 41 mostra o grafico de

escores desta PC.
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Figura 41: Gréfico de escores da PCA realizada somente com os vinhos tintos brasileiros.

Contendo 51,5% da informagdo original, essa PCA separa, em PCl, os vinhos
comerciais dos experimentais. Observando-se a figura 42 (gréfico de loadings dessa PCA), os
vinhos comerciais apresentam os teores mais elevados de Al, Bi, Er, Na, Ti, V, Mg, Mo, K,
Ba e Fe. Ainda em relag@o a PCl1, verifica-se uma tendéncia de divisdo por tipo de uva, com
as amostras elaboradas com a uva Tempranillo mais a direita. Nao se observa, nessa situacao,
uma separagao por safra.

Em PC2, ocorre uma diferenciacdo quanto a safra dos vinhos elaborados com a uva
Syrah. As amostras da safra 2008 (S1 a S4) possuem maiores concentracdes de Ho, Ce, Gd,
Sr e Cr do que as da safra 2009 (S5 a S8). Estes, por sua vez, possuem maiores teores de Y,
La, Dy, Nd, Tm, Sm e Mn.

Com relagdo aos vinhos experimentais da uva Tempranillo ndo se percebe uma légica
em sua distribuicdo espacial, principalmente por terem sido excluidas quatro de suas

amostras.
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Figura 42: Gréfico de loadings da PCA dos vinhos tintos do VSF.

Em suma, os vinhos espanhéis foram distintos dos vinhos brasileiros estudados. Os
vinhos do VSF apresentam distingdes quanto & sua elaboragio, se ja comercializado ou se em

fase de estudo do potencial enoldgico da videira em relagdo a regido.
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2.5 Conclusbes parciais

O método de andlise de vinhos por USN-ICP OES desenvolvido foi bem sucedido na
determinagdo de elementos minerais nas amostras provenientes do Vale do Sdo Francisco e da
Espanha, indicado pelos valores obtidos pelas figuras de mérito do sistema bem como com
sua comparagdo com outras metodologias propostas na literatura.

A Anidlise de Componentes Principais permitiu diferenciar vinhos provenientes da
Espanha de vinhos originados da regido do Vale do Sdo Francisco, Brasil.

Observou-se também pelo uso da PCA que os vinhos comerciais podem ser
diferenciados de vinhos experimentais — vinhos cujo potencial enoldgico estd sendo estudando
de forma a possibilitar sua elaborag@o nesta regiao.

Entretanto, todas as conclusdes foram obtidas com um nimero reduzido de amostras, o
que as tornam apenas orientativas, permitindo o desenvolvimento com mais seguranga de um
estudo maior, com um niimero elevado de amostras, para fornecer conclusdes estatisticamente

mais seguras.
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2.6 Perspectivas

Buscar alternativas vidveis para a substitui¢do do etanol como forma de simulagdo de
matriz, de forma a diminuir a contribui¢do na concentracio dos analitos e, assim, obter limites
de deteccdo mais baixos.

Analisar um grande nimero de amostras do Vale do Sdo Francisco, de forma a
fornecer, com maior confianga, informagdes que demonstrem que estes vinhos possuem suas
caracteristicas atreladas ao ambiente de origem.

Realizar estudos com algoritmos de sele¢do de varidveis para melhor aproveitamento
quimiométrico dos resultados gerados pelo método proposto, utilizando-se apenas as varidveis
mais importantes para uma (possivel) separacdo por grupos de amostras.

Redigir o artigo deste trabalho e sua publicagcdo em periddicos da drea de vinhos.
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3 Conclusébes Gerais

Esta tese permitiu caracterizar vinhos oriundos da regido do Vale do Sdo Francisco
quanto aos seus teores de polifendis totais, elementos minerais e pH.

Os dois métodos desenvolvidos para esta caracterizagdo puderam contribuir com a
Quimica Verde, utilizando da andlise em fluxo com minibombas solenoide — de forma a
reduzir o consumo de reagentes e geracdo de residuos, bem como com a utilizacdo de
reagente menos danoso ao ambiente (dgua sanitdria ao invés de oxidantes mais toxicos) — e da
espectrometria de emiss@o 6tica com plasma indutivamente acoplado e introdu¢do de amostra
por nebulizador ultrassénico — eliminando-se a necessidade de digestdo prévia das amostras
(que usaria 4cidos e outros oxidantes para tal fim), redu¢do do consumo de energia e também
de duracdo da andlise, com diminuicdo das possibilidades de contaminacao.

No primeiro capitulo deste texto, o uso de andlise estatistica descritiva aplicada aos
dados do teor de polifendis totais nos vinhos permitiu diferenciar os vinhos analisados do
VSF em relacdo aos vinhos oriundos do Rio Grande do Sul e do Chile. A andlise de um
ndmero maior de amostras de cada regido deve ser realizada para fornecer maior seguranga
estatistica nesta conclusio.

Esta metodologia permitiu também observar a possibilidade de desenvolvimento de
outro método em fluxo para a quantificagdo do teor de polifendis totais em vinhos sem o uso
do luminol (apenas utilizando-se dgua sanitaria como reagente). Com isto, reduz-se ainda
mais o consumo de reagentes de forma a permitir um método mais limpo para a anélise
quimica. Tal metodologia desenvolvida como trabalho de dissertacdo de uma aluna do grupo
jé foi aplicada as amostras de vinhos e chds e estd em fase de redacdo de artigo.

No segundo capitulo, a utilizacdo da Andlise de Componentes Principais nos dados
gerados pela determinagdo de elementos minerais por USN-ICP OES e do pH em vinhos do
VSF experimentais e comerciais e de vinhos espanhdis permitiu diferenciar os vinhos
provenientes da Espanha em relacdo aos brasileiros do VSF. Outras aplicagdes da PCA aos
dados obtidos destes vinhos permitiu também dizer que os vinhos comerciais apresentaram
distintos dos vinhos experimentais.

Uma andlise de um nimero maior de amostras do VSF também poderia dar mais
seguranga a conclusio obtida nesta tese de que seria possivel diferenciar os vinhos do VSF

quanto a variedade da uva e da safra de elaboracao.
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5 Apéndices

Por que cometer erroy antigoy
se hd tantoy erroy novos aescolher?
(Bertrand Russel)
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Abstract A flow procedure hased on a multicommuted
flow analysis pmocess for the determination of polyphe-
nolic compounds i wing employving chemiluminescence
as detection technique s described. The method was
based on the reaction of hypochlorite with gallic acid,
the mmaining hypochlorite rescted with luminol in an
alkaling medium generating  electromagnetic mdiation
with maximum emission at 425 nm. The lummescence
intensity presented an nverse melationship to the con-
centrtion of polyphenol compounds, which was moni-
tored employing a homemads luminometer. The flow
system manifold was designed to use solenoid mini-
pumps for propelling fluids in onder to obtan a setup
of downsized dimension. After setting the variables
control of the flow system and the concentrations of
the reagent, the following features were achieved: a
lingar response ranging from 10 to 100 mg L=t gallic
acid (R*=0997), a relative standard deviation of 3.4
(n=11) for a 50 mg | i gallic acid solution, a detection
limit of 6.6 mg L™, a sampling throughput of 180
determination B, and a waste generation of 1.1 mL
per determination.

M. E de Andrade - 5. G. F. de Assis- A P 8. Paim (&)
Departamenty de (uimica Fundsmental, Universdade Federal de
Pemambuco—C eniro de Ciénclas Exatas @ da Natuneza, Av.
Jornalista Andbal Fenandes, sin—C idade Undversthria,
S07T40-560 Recife, PE, Brazil

el | ansspeimiEulpe br

BE. F do Reis
Universidade de S50 Paulo - Ceniro de Energla Muclesr na
Agriculura, PO Box 96, 13400970 Piracicaba, SF, Brazil

Keywords MCFA -FIA - Gallicacid - Wines - Lummol -
Chemiluminsscmee

Introduction

Mowadays, there is a consemsus conceming the poental ban-
efits for humnan health afforded by the phenobe compound
present m owing (Pal et al. 2003; Ivanova et al. 2010;
Racrkowska etal. 2011). Polyphenolic compounds are consid-
ered stong antioxidants and mdical smvengen (Rigo o al.
2000, thereby protecting body tissues against free radicals
md lipid peradation (Rigo et al. 2000; Armous et al. 2001;
Dok and Bicanic 2002; Granero et al. 200 0; Racekowsla et al.
200 1). Furthermore, flavor, color, and bitterness which form the
quality of red wing are linked to phenolic compounds.
Thersfore, it is essential to check and control the phenolic
compasition during wine prepamation and aging (Dola and
Bicanic 2002, lvanova e al. 201 la; Racrkowska et al, 2011).
Polyphenol composition in wing has been achieved
employing mainly analytical techniques such as high-
performance liquid chromatogmphy (Rodriguez-Delgado
et al. 2002; Recanalez et al. 2006), ulra-peformance ligquid
chromatography (Raczkowska et al. 2011), and high-
performance liquid chromatography coupled to mass spec-
trometry (Ivanova et al. 2001a; Tvanova et al. 2001k
Farzone et al. 2002). For the determination of the total poly-
phenol content enzymatic reaction with detection by
amperometry (Rigo e al, 2000; Shleev et al. 2004; Granero
etal. 2010), spectrometry based on the Fobn-Ciocalten meth-
od (Rigo et al. 2000; Amous et al. 2001; Doka and Bicanic
2002; Pal et al. 2003; hanova et al. 2010; vanowva et al.
2011a) and chemiluminescence (Costin et al. 2003;
Malewajko-Sieliwormiuk et al. 20010; Fassoula et al. 2011;
Araujo et al. 2001) have been employed. Speatmphotometric
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determination based on Folin-Ciocalten method is by far the
most used for the determination of total phenolic compounds
in wines (Rigo et al. 2000; Amous et al. 2001; Doka and
Bicanic 2002; Pal et al. 2003; Gmnero et al. 2010; Ivanova
et al 2010; Raczkowska et al 2011). Nevertheless, at room
tempemture, the analytical procedures based on the Folin-
Ciocalten method require a long incubation tme for reaction
development, so that time intervals varying from 60 to
120 min have to be employed (Rigo et al. 2000; Armous
et al. 2001; Raczkowska et al. 2011). This time interval can
be abbreviated to 15 min using a warming step at 50°C (Pal
et al. 2003; hanova et al 2010}, This long incubation time
results in a low throughput, which becomes a drawbadk when
there are a large numberof samples & be analyzed. Therefore,
the availshility of 2 more expeditious analytical procedure is
welcomed by wine producers.

Analytical procedurss based on chemiluminescence have
been also proposed for polyphenol determination in wine
employing sequential injection analysiz (SIA) (Fassoula
et al. 2001), SIA combined with multisyringe flow injection
analysis {SLA-MSFIA) {Araujo etal, 2011), and flow injection
analysis (FIA) (Costin ot al. 2003; Nalewajko-Sielisonniuk
et al. 2010). Taking the facilities afforded by these flow
analysis approaches, the procedures offer as advantapes ease
of operational conditions, wide analytical mnge and a high
thmughput, which retains the usefil features such as sensitiv-
ity, accuracy, and precision of results,

The analytical procedures meferred above were imple-
mented employmg three modes of the flow malysis pocess,
which are named as FIA, SIA, and SIA-MSFIA which
employed a penstaltic pump (Costin et al. 2003; Makwajlo-
Sieliwonmiuk et al. 2010) or synnges (Armjo et al. 2011;
Fassoula et al. 2011} for flud propellng. The solenoid mink
pump was intmduced 16 yeams ago as a new device for fluid
propelling in a flow analysis system (Weeks and Johnson
1996), preeenting a fluid pumping pattem different from the
synnge (pulse kess stream) and parstltic pump (pulsed con-
tinuous stream). The solenoid mim-pump works based on
an ON/OFF switching pattern, delivering an aliguot solu-
tion at a constant volume when it is switched ON/OFF
(Weeks and Jolnson 1996; Lapa et al. 2002). This feature
has been exploited to develop analytical procedures, me-
placing the peristaltic pump (Lima etal. 2004; Santos et al,
2007y, Flow analysis modules based on multicommuted
flow analysis (MCFA) (Reis ot al. 1994) have also been
designed employing a set of solenoid mini-pumps instead
of both a penstaltic pump and three-way solenoid valves
(Lavorante et al, 2006, Infante et al, 2008; Fernandes et al,
2008, The mplacement is possible because this device
performs the commutation action as a solenpid valve and
fluid pmpelling as a mono channel pump.

In this work, we intended to develop a chemilumines cence
procedur: for the totsl polyphenol determination in wine

employing a flow analysis module based on a multi-
commutation process (Res o al. 1994), designed to uss sole-
noid mint-pumps a5 fluid-popelling devices. The method is
hased on reaction betwemn 5-amino-phthallydrazide ( luminol)
and hypochlonite (Marino and Ingle, Jr 1981). Imtially, the
existing polyphenols in wing (or standard gallic acd) are
oxidized by hypochlonte, The excess of oxidwing reagent
reacts with himinol in an alkalme medium, genemting electro-
magnetic radistion (chemiluminescence), which can be mon-
itored using a homemads bminometer

Experimental

Reapgents and Solutions

All chemical used were of analytical gmde, except hypochlo-
nte, which was a bleach solubion purchased from a local
market. All solutions wene: preparad with purifisd water with
electric conductivity lsss than 0.1 pS cm.

A sodium carbonate sohution (0,25 mol L) was prepared by
dissolving 6,663 g of solid (Sigma, Gamany) in water and the
pH was adjusted to 1.0 using a 2.0 mol L' HCl solution. This
solution could be ussd for a month. A 10,0 mmol L S-amine-
phthalhydrazide (lummnol) siock solution was prepaned by dis-
solving 46,0 mg of solid (Sigma, Gemany) in 25 mL of the
.25 mol L™ NayC0y solution. This solution was prepared 48 b
before use and maintaned in a freezer at 8 °C. I use was valid
for 2 weeks (Marno and Ingle, Jr 1981; Rocha o al. 2005)

A 1,000 mg L™ pallic acid stock solution was prepared
daily by dissolving 0.0276 g of solid monohydmted (Sigma,
Gearmany) in 25 mL water, Working standand solutions of
gallic acid with concentrations betwemn 10 and 100 mg L™
were prepared prior to use by dilution from the sook solution
with water, A 205 mmolL™" hypochlotite solution was pre-
parad by dilution with water from the bleach solution that had
been previously standardized accomding to the Standard
Methods procedure (AFHA 1998).

Wine Samples

Samples of Brazilin 02 white (01 Chenin Blanc and 01
Chardonnay) and 10 red {02 Symh'Shimz and 08 Cabemet
Smvignon) wings, produced in the year 2009/2010 were
purchased from local market. Prior to analysis, the white and
red wines wene diluted 15 and 100 times with water, respec-
tively. When they werne not in use, the samples were storedin a
froczer at 8 °C.

Apparatus and Accessories

The equipment setup comprised a micocomputer famished
witha PCL-7115 electronic interface card ( Advantech)), which
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was employed to control the flow system and to perform data
acquisition nnmng softwars writen in Quick Basic 4.5; two
solennid mini-pumps (Bio-Chem. 0905F) and two solenoid
mini-pumps (Bio-Chem. 1305F) with nominal volumes per
stroke of 8 and 12 pl, mspectively, used for sample and
sohon propeling; polyethylens tubing (0.8 mm 1.d.) used
for flow lines and reaction coil (40 an long); two flow lines
jointing devies machined in acrylic; two phoodiodes with a
1-mm”® active surface (1337-10010BR. Hamamatsu); thmee
OFP07 opermtional amplifiers (Bum Bromwn, Lake Forest, CA);
1 stabilized power supply 12V DC, current intensity of 1 A to
feed the solenoid mink-pumps; a stabilized power supply of +
12 and —12 V (0.5 A) used to fead the luminometer, a power
digital interface based on the integrated ciruit ULN2803 to
drive the solenoid mini-pumps (Rodenas-Tomalba et al.
2006); a printed circuit board (surface of 100=20 cm) made
of fiber glass to assemble the electronic components that
comprised the luminometer, resistors and capacitors as de-
soribed in the caption of Fig. 1; a metallic box presenting a
front surface 20 cm long, 10 cm high, and 10 cm decp, usad
for the lnminometer bousing; and a flow cell for chemilurmi-
nescence detection machined from a piece of fiber glass as
desaribed below,

The Flow System and the Lumnometer

The electronic diagram of the chemiluminescence detectr
(luminometer) designed o be wsed to develop the current
procedurs is shown in Fig, 1.

The phoivdiodes (D and Dn) presented a 1(-mm” active
surface, and the flow cell shown in Fig. 2 was ilored to be
sandwiched between them in omder to improve the capturing
of the light beams I; and .

The three picces that comprised the flow cell shown in
Fig. 2 were attached with sorews, which were not shown to
simplify visualization, Between plate a—c and c—b sheds (Ps)
of transparent PVC wene placed, in omder to prevent floid
lenkage and to allow the light trmsmission towands the pho-
todiodes, which were clamped i the Pd holes,

The hminometer and flow cell were housed in a metallic
box in order to prevent external light, which would impair the
performance of the lnmmometer, When light was generated
within the flow cell most of it was captured by the photodindes
(D and D). The signal tmnsducer networks constituted by
the operational amplifiers A, and A; and the diodes, converted
the mdiant energy to differentiate the electric potential. The
signals penerated by these two networks were sent to the input

Fig. 1 Electronk: disgem of the 0.0MuF 00uF
I indwmeter. A, A 5, 8nd 4 ;= It il
(PO operational smplifers; D, 2000 20MGY

and I ; = photodiodes, 1337- 1
TIINBER; fe = fow cell; 1 and

13 = electromagnetic mdiaton

e emanating fom e Aow

cell; § = generated signal in mV.; /,q‘

Dy and [ = rect fer dodes
1NN
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of the opemtional amplifier Aq, which was configured to work
a5 a signal summing. Under this condiion, the signals (Sg)
were equal the summation of the previous ones multiplied by
47. The network constiuted of diodes Dy and Dy and the
resistors was wired to the input of operational amplifier A,
thus allowing the signal melated to the dark current to be
adjusted to 0 V by means of the vanable resistor (10 k).
This task was done prior to starting the analytical un, when
the lummometer was powared.

The diagram of the flow system was aranged a5 shown in
Fig. 3, including the solenoid mini-pumps working pattem F,,
Py, Py, and Py,

When the control softwars was mun, the mini-pumps Py,
P2, Pa, and Pz were switched ON/OFF following the
switching pattemn depicted in Fig. 3. When this happened,
in the first step (step,), slugs of sample (F,, 27.5 pL s
with slugs of hypochlorite (P5, 31.5 pL 5 1) solution ware
simultansously inserted into the reaction (B). A switching
event maintaining this pattemn, named here as 2 sampling
cycle, oould be repeated several times. In the second step
{stepy), the switching mini-pump Py (665 pl s77) generated
a stream of the carder solution (Cs) to displaced sample
zong towands the flow cell. In the thind step (steps), the
carmer stream was maintained by switching mini-pump Py
together with Py (27.5 uLs™) to insert the luminol solution
(Hz) into the sample zone. While this step pmceeded, the
lumino| reacted with the remaining hypochlorite ions within
the flow cell, generating electromagnatic mdiation that was
detected by the photodiodes. The luminometer converted
the radiation to an electric potential difference and sent them
to the analog input of the PCLT11 interface card, which
comverted to a digital. This measurement was saved as mn
ASCH file to allow later processing in order to achieve the
gallic acid concentration,

Fig. 1 Schematic expanded view
of the Aow cell a and b = serlic

In the fourth step (stepy), only mini-pump F; was activated
to maintain the carner stream in onder to wash the flow cell.
Whilke this signal reading step was in course, a signal plot was
displayed on the screen of the micmooomputer to allow its
visuahization in real tme,

Systemn Optimization

The stability of reagents and the varables that could affect the
chemiluminescent reaction among polyphenolic compounds
and luminol in the alkaline medium were studied. The stability
of the solutions was studied, companng solutions prepared on
differemt days. The pH, luminol, and hypochlonde concentr-
tion and sampling cycles were optimized by a univariety
method.

Resulis and D cossion
Creneral Comments

Becmise the nomimal volume ofsolution deliversd by the mim-
pump per stroke could differ from that indicated on the data
sheet, assays wene implemented in onder to find the cormect
vahwes, The software was instructed to swich ON/OFF for
each mini-pump after a sequence of 10 imes. The amount of
sohttion deliversd was collected and weighed in omde to
ascerin the solution vohime delvered by stoke, After con-
vemsion to volume usng water density at 25° C, the followmng
volumes were found: 5.520.2, 6.320.2, 133203, and 552
0.2 pl, for mmi-pumps Py, Py, Py, and Py, respectively.

After standardization of the hypochlortte solution it was
diluted with water in order to obtain a 0.35 mol L™ of CIO™
solution. This solution concentmtion was used throughout.

plates, width thickness of 5 mm;

b
Pd = holes o clamp the /

photodiodes; & = fiber glaas plate, |
wilth thickness of 1.5 mmy; fh =

Momw cell com with a § mm
dism eter; fy and 12 = radisfion

/F'S

e in and oud = put and
outpud of soludon, respectively;
Py = transparent PV sheets,

0.2 e Ul chneess

Pd
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Fig. 3 Flow diagram of the Now
syEem. 5 = sample or stmdand
soluton; C = carrer solution

{water); & ; = Hypochlorite
solution; B; = Luminal solution;
W = wasle; x and y = fow line

Jointks & = resction coll, 40 cm
long; M = moetalHe bas fo =

I inometer. Lines Py, Py, Py,
and P, = solenodd min-pumps
anal e swdiching patem for the
il nd-parps, respectivaly.
Shadeow surjoces beneath of linex
indic e that the cormeponding
il fi-parmp wiis swdiched OM.
S-I?T.'. sfepy, sepy, andd sepy =
events defined & nsertion of
sample and B solution, sample
zome displacement Lo atiain the
Mo well, sample displacement
with addition of luminal soluton
anal sdgnal resding, and washing
step. The slgnal realing was
carried out while the steps 3 and 4
prroealed

step,

The mini-pump switching pattern shown in Fig. 2 was
maintzined throughout, thus the number of strokes applied
per sampling cycles was equal for min-pumps Py, Py, and Py
In this work, we defined as a samplng cyde a sat of strokes
applied sequentially to the mini-pumnps that can be repeated
several tmes,

Reapent stability was sscermined by companison results
achieved using the solutions on several days. Analyzing the
results, we observed that when maintained under refrigeration,
the carbonate buffer solution and luminol stock solutons
could be used for 45 and 28 days, respectively, albeit previous
papers indicated that the luminol lifstime was 2 weeks
(Marino and Ingle, Jr 1981; Rocha et al. 2005). In contrast,
the galbic acid solution could be used for only 1 day. In these

Fig. 4 Lummnescencs resction oy

hetween luminol, hypochl o,
and gallic scid

NH _ _
r!4H+ DO, + 2 HO —

stepy

assays, we considered that a ragent solution could be used as
long as the signal varision was less than 5 %, taking as
meference the results achieved when the reagent solution was
used for the first time:,

Electromic noise and signal drift can impair the perfor-
manee of the luminometer, thus assays were performed in
order to verify these, by maintaining the device powered for
4 h and reading the penersted signal. We ohserved that the
noise was less than 10 mV (0.5 % of the full scale) and dnft
was lowerthan 7 mV b7, This test was repated several tmes,
while the assays to develop the analytical procedurs were in
process, yielding identical results,

In the pmposad procedure, the reaction ocoured in two
steps, as depicted in Fig. 4, producng luminseence with

+ ClJ  e— + O 4+ HaO

00C

o, My 3 2C1 4 2H0

+ h.v (415 om}

£ Springer
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maximum ofemission at 425 nm. Inthe first one, hypochlonts
oxidizes the polyphenolic compounds of wing or gallic acid
used a8 standard solutions, Subsequently, the remamng hypo-
chlonite reacted with the lummol in an alkaline medum. Under
this condition, the amount of remamning ypochlorite decreased
a5 the concentration of polyphenol compounds mcressed.
Thereby, the hminescence intensity decresed mamtaining @
inverse relaionship to the concentration of polyphenol com-
pounds; thus the blank signal was higher than those obtamed
when processing gallic add solutions or wing samples,

The studies conceming the parameters that could influence
the system performance were accomplished employing the
umvariate method and using a blank sohtion as a referace.
The results are commented on beloe.

Effect of the pH on Reaction

It is known that a luminol reaction with an oxidizing com-
pound occurs in an alkaling medum. Intending to find the
betber condition for luminescent reaction development, a set of
assays was carried out, varying the pH of the carbonate buffer
solution used to prepare luminol solution. The pH was varied
within mnge of 9.5 to 120, vielding the msuls shown in
Fig. 5. As we can see, the pH of the reactmg medium exerts
notable effect on the signal magnitude, tending to have a
constant valuz for pH bebaresn 11.5 and 12,0, For this reason,
a pH value of 11.8 was sclected.

Effect of the Hypochlorite Solution Medium

Aimmng to verifi the effect of the hypochlorite solution medi-
um on the luminscence signal, the oxdizing sohtion was

Fig.5 The pif effecton the blank

—&— SBr |

stgnal The luminl

{086 mmol L) and O

(26.5 mmol L") concentration,
the use of water &3 dissnbvent B
the ble s hand fve pulses (cyeles)
wete mintsined

1504

:

Signal (m¥)

004

prepared using water, sodium hydrooode, and carbonate solu-
tions (pH=11.8), resulting in the following signals: 1,950,
1,890, and 2,046 mV, mspectively. Talang the signal related
to water as a referanoes, we an deduced that for the hydrooade
solution, the signal presented a deresse of 9 %, while for
carbonate solutions an increase of4 % ocourred. These results
indicated that water could be used to prepare the hypochlorite
solution without cansing a significant decreass in signal. So,
hypochlorits solution prepared in wate was sclected for the

next assEys.

Effect of the Luminol Concentration

Luminol concentration plays a cntical mle in the chemilumi-
nescence (CL) reaction, (Yinhuan et al, 20M1) thus a st of
assays was carmied out n order to verify the effect of luminol
congentration, using a hypochlorite solution 26,5 mmal L™
CI07, a iminol solution with a pH 1.8, and maimtaining five
samplmg cycles, The results are shown in Fig. 6.

Analyzing these results, we can deduce that within the
luminol concentration mnging from (66 up to 0,96 mmol L7,
thers 1s a signal increase of 38 %4, but for the luminol concen-
trution at 1.06 mmol L7, the gain in signal was spproximately
0.5 %5, which would be considersd not significant. So the
0,96 mmol L™ luminol solution was chosen to perform the
rest of the assays,

Effzct of the Hypochlorie: Concentration

The effect of the CIO™ concentration on the signal was studied,
varying its concentration (195, 2005, 23.0, 26.5, 30.0, and
335 mmol L7 CLO7) and maintaimng the othar pammeters

€} Springer
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Fig. & The luminal concentration 2000
efffect on the biank signal The pH
{118), CHI {26.5 mmal L)
concentration, use of waler & ]
dissolvent for the blaach and fve
prukies oyeles) wene masin tained
1800
=
E
o
=
f=d
w
1600 -
1400
0.8 LU 0.6 [18:] 1.0 11

afprementionzd. The results indicate that a signal increase
occurred up to a hypochlorite concentration of
230 mmol L™, while for the higher concentrtion, the signal
presented a decrease, arumd 4% . Considening these results, a
230 mmol L™ hypochlorite solution was selecied,

Effect of the Sampling Cycle Numbears

[tis known thatin a flow analysi system, the sample volume
affects the analytical signal, thereby it is 2 parameter to be
mvestigated in order to improve sensittvity, The solenoid
mini-pump employed to insert the sample m the work under
study delvered a volume of 5.5 pl. per stroke, As is depicted
in Fig. 3, the mini-pumps switching pattern demonstrate that
mini-pumps Py and Pz wene switched ON/OFF at the same
time. As was defined previously (see “The Flow Systemn and
the Luminometer” section), 8 switching event maintaining this
patiern is named a sampling cycle, which can be repeated
soveral times, Given this condition, the sample volume could
be controlled by varying the mumber of sampling cycles
applied to the mim-pumps Py and P2 by progmmming the
micmocomputer to vary the sampling cycles from three to
seven, vielding the results shown m Table 1. In this case, the
number of OMN/OFF switching applied to the min-pumps Py
and Py (stepy Fig. 3) wene equal to those applied to the mine
pumps Py and P; (stepg).

Analyzing these results, we observe that the effect of
sample volume on the signal magnitude is very significant,
a0 that when sample volume was increased by 33 %, signal
magnitude was increased by 41 %, When the sample volume

[Lam] mmol L

was incrensed from 155 to 33,0 pL the anabytical signal was
two-fold. Mevertheless, when the volume was increased to
385 pL, the signal reached the full scale limit of the
PCL711 interface card (2047 mV). Considening these nesults,
6 sampling cycles wene selocted to mantin a suiable rela-
tionship between the sample signals and the analytical signal.

The main parameters of the proposed procedure com-
mented in the previous section are summarized in Table 2 in
order to allow a global view.,

Swstem Performance

After optimizing the opemtional conditions mnd aiming to
verify the matrix effedt, three sets of gallic acid standard
solutions wiere prepancd, using water, white snd red wines as
media md were processed, vielding the mesults shown in
Fig. 7. To carry out these assmys, the red and white wines
wire dilmted 100 and 15 times, respectively.

Table 1 Effect of the sampling cycles

Bampling Volume (pl)* Signal{mV) “olome Signal
cyeles variation (%) vartstion (%)
3 16.5 an - -

4 220 1,379 Ei] 41

5 275 1,445 25 25

] 350 1,976 . 1] 13

7 3RS =2 (7 17 -

"Sample volume per mun
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Table2 Selacted sysiem paramaers

P etes Studied values  Seleclad values
pH 95120 118
Dhisan]vent for CHY W, 5H,CE W

Luminel concentmbon (mmel L 0.66-1.06 i1

CHY concentration {mmael L) 19.5-335 i
Sampling cyeles number 37 1

W water, SH sodium hydrosdde solution, CF carbonaie buflr solubion

The curves shown in this figure are mpresented by the
following linear equations: Signal (mV)=(1,991 =11)—(1.96
=0.09)C (R*=0.997); Signal mV)={1691=11)—(1.85=
0.03)C (R*=0.999); and Signal (mV)=(17632 10)—(1.75=
0.03)C (B*=0998); for water, white and red winss, TER -
tively. Comparing the analytical curves achieved forwaterand
red wine, we fiund that they are parallel. The Student’s ¢ test
was used at a 95 % confidence level (15,=223 and ¢ 43 =
227) indicating that thers was no sigmficant matnx effect.

The analytical figures of merit are summarized in Table 3,
where we can see that the analytical curve was lmear [Signal
(mV)=(2023 934 81-(17.2920.57) C, R*=0.997] for the
gallic acid concentration, mnging from 10 up to 100 mg [,
Aimmg for repeatability assessment, a set of expariments was
camried out using a 50 mg L' gallic acd solution, and white
and red wine samples. As we can see in Table 3, the relative
standard deviations calculated using thess measurements
could be considersd a5 m effectve indication of the systemn

stahility, which was able to generate results with o standard
devmtion lower than 4 %,

Interferences

Since chemical spedes such s ethanol, tartanic aad, sulphate,
chlorite, iron (1), magnesium, copper, md sulfit: are able to
cause interference, aset of assays were carmied out in order to
ascortan to what extent this was true in the proposed system.
The solutions containing a foced amount of 200 mg L™ gallic
acid and different concentrations of species under evahiation
yielded the results shown in Table 4. Chemical speces were
comsidered as interfering, when sipnak obtained using stan-
dard solutions with and without the interfering materials
presented a vanation sxceeding £5 %6,

Anabyzing the mesults shoamn in Table 4, we can see that
among the potential interfenng chemical specics studied, cop-
per and S»Cllf_]:rmmwd signal vanations higher than 5 %,
Copper is widely known as a catalyst for chemiluminescence
luminol reactions, thus it may interfare in some analyses
(Ement et al. 2005) and bisulfitz is added to wines to prevent
oxidation, The maximum hmit for copper and hisulfile in
wines i8 1 and 50 mg L™ (OTV 2005), respectively.
Considering that the samples were diluted 100-fold, the con-
centrtions would have been 1 pg L™ and 0.25 mg L™ for
copper and bisulfite, respectively. Since the assayed amounts
for both chemical species were higher than accepied values,
we supposed that the effects cansed by these spedes would be
negligible. Ethanol, tartaric acid, sulphate, chloite, imon (T0),

H2O  y=1991 - {1 96%x ; r = 0907
White y = 1661 - 1.85°x ; r=10.999

Aad

y = 1763 - 1.75"x ; r=0.998

Fig. 7 Study of the matrix effect S0
using & gallls scid stndard
solution. Cierver labelad 5 black
square, block circle, and Mock
frigmyle am relsted ko stndand
solutions prepamd in waler, white
and red wine media, respec thvely 1600 +
=
E
= 1200
=
B
in
B -
u
-
I3
40 T

€} Springer
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Table 3 Analyical A gures of meril

Table 5§ Recovery resulis expressed & gallic acid

sz et Value
Linearity {mgz L) 10-100
Relstive stmdard devistion (%)" 34
Rebutive stndard devistion (36)° 23
Relstive stmdand deviaton (%)° 28
Limit of detection {mg L") [T
Sampling throughp (determination h™) 180
Watle generstion per determinaton (mL) 1.1
Lumingl consumplion per determination (p) 58
Hypochlorite consumption per detems nat on (jg) 51

Limit of daection were estimated employing the 300 ereron (Analy-
lcal Methods Commities 1987) forn=11

" Relative stnds sl devistions schieval by processing consecutively 11
times & 50 mg L7 acld gallic solukn

Cultiver Concentration a2 gallie scid (mg L) Recwery
%
Initial value Todal found 2
Cabemel Ssuvgnon 4,777 149 6,907 £353 1
Cabemet Ssuvgnon 43804127 a,016+110 82
Cabemet Ssuvgnon 4,543 1353 6,00 + 408 117
Cahemet Ssuvignon 4042 £169 SR 318 @
Cabemel Ssuvignon 5,352 +164 7,521 £318 108
Cabemet Ssuvignon  6,3901251 B A9+ %62 121
Cabemet Ssuvdgnon 5,163 £70 TOTT£IT4 o6
Cabemet Ssuvgnon 4,904 £95 0TS £ 145 104
SymhShiraz e 1100 6,254 £252 128
SymhShiraz 4,1%£113 GATESTI 114
Chenin Blane® TIhe1274 1,08 £ 61 110
Chandomnay® 1,073 167 1,357 +83 4

®Relstive standand devistions achieved by prcessing coms
Limes & white wine sample

© Relative stnda sl devistions schieved by procesing consecutively 11
Limes & red wine sample

hvely 11

and magnesium revealed that under the settled operational
conditions, no interfering effect was found.

Results Comparizon and System Performance

After optimization, the parformance of the MCFA-proposed
systemn was evahuted. The recovery studies were parformed
for accuracy assessment of this method by spiking
2000 mg L7 of gallic acid in diluted wines (equivalent to
20 g L™ of gallic acid in nature wine). The method developed
was applied to 12 wine samples (red and white dry).
Analyzing the results reported in Table 5, we can sec that
recovery values are within the mnge of 82 © 128 % of gallic
acid from the spiked samples, which would be considered
acceptable

Table 4 Toleranee for polential inerfbdng substsnces

Subatamee Amoumt Signal variation (%)
Ethanal 2" +14
Tartaric acid g Lt -1.5
SOy 115 mg L* 53
CI 42 mg L7 0.4
S0 50 mg L 146
Cu*” 30 pe L7 +6.7
Ee” 20 mg L +is
Mgt 30 mgl ™" +1.5

The sisays were carried out wing & 200 mg L7 gallic acld solution
* Max tmum concentration studled

"Dy white wines, These resulls, sxpressed a3 gallic scid coneniraions,
correspond i the values found in wine samples diluled with water pdorio
analyses Dry red and white wines were diluted 100 and 15 tmes,
respectively, Gallic acid in the amount of 2.0 g L™ wes added i all

samples

The man pammeters usually employed to compare the
performances of the analytical procedurss an: summanzed in

Table 6. As we con seg, the lincar mnge of the proposed
procedurs (10 and 100 mg L™ of gallic acid) is enough to
allow the determination of total polyphenols in red and white
wings without any modification of the flow systern param-
eiers. The proposed procedure affords the advantages of
lowrer sample consumption (33 pl) and waste generation
(1.1 mL) per determination than those obsarved o the
mfirences cited (Amujo ot al. 2011; Fassouls o al 2011).
Amalyzing the values related to throughput (180 b™"), we
observed that the comparison is wvery favorable to the

proposed procedure.

Table & Analytical performance comparson

Parameters Proposed Fassoulsa Gamela  Arsujo
pocadure el al dal el al,
2011 Anie 2011
Linesr range {mg L") 1010 01734 02-10  1-10d
Lotmiit of deste ction .6 .17 (04 -
(mg L)
Pl dive tandand 34 i3 13 52
deviation (%4
Wase genemtion fml) 1.1 19 [IT3 67
Sample volume (pl) 13 75 150 50
Reagent comumplion 0006 (002 - 18
{mg)
Theouehput (b ") 180 &l 0 12
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Conclusion

The proposed multicommuted flow system with chemilumi-
nescence detection was successfully applied to the determina-
tion of polyphenols in red and white wine samples. The
calibration graph is linear over the range 10-100 mg L™ gallic
acid with a detection limit of 6.6 mg L™". Both a sampling rate
of 180 determinations per hour and a relative standard devia-
tion of 3.4 % (n=11) for a typical solution containing
50 mg L™ gallic acid solution were also achieved.

The proposed system makes use of sample and reagent
low consumption resulting in low waste generation, the
samples can be analyzed without previous treatment, the
linear range is wide enough to allow the determination of
total polyphenols in red and white wines without any
modification of the flow system and, the detector system
(luminometer) can be constructed in the laboratory at a
low cost. These advantages may be considered as an
indication that the instrument setup associated with the
proposed procedure is a viable alternative for polyphenols
determination in wines.
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5.2 Apéndice B - Resultados obtidos na determinacao de pH e

elementos minerais nos vinhos analisados.

Tabela B 1: Teores, e respectivos desvios-padrdo (n = 8), de pH e elementos majoritarios nas
amostras de vinhos varietais, tintos e brancos, elaborados no Vale do Siao Francisco.

Amostra pH= B249,677> Na 589,592 Mg 280,271> K 766,490c Ca317,933b
T1 4,20 1542+401 8,1+0,3 176 £ 2 0,693 £ 0,008 69 £3
T2 4,05 1869 +198 1,33+0,04 1322 0,69 0,01 133+£3
T3 4,13 2618+210 6,7%0,1 159,7+0,1 0,605+0,001 112,4+0,4
T4 4,09 2050+x18 1,30+0,07 1191 0,71+0,02 1432
T5 4,12 37920 32,4+0,5 853+0,7 2,39+£0,03 47,5+0,3
T6 4,04 403zx21 38+0,1 802 1,63+ 0,03 1212
T7 4,28 469 £ 25 20,8+0,7 1033 1,58 £ 0,06 611
T8 4,24 43619 4,2+0,2 84+2 1,73 +£0,02 115+3
S1 3,95 193850 1,6 £0,2 101,4+0,1 0,896+0,008 709+0,3
S2 396 2139+58 19+0,1 80,2+0,8 1,09 £ 0,03 66 2
S3 397 1698+x42 193+0,09 71,6+08 1,15+ 0,02 58,8+0,9
S4 3,78 148121 2,001 61,5+0,8 0,76 £ 0,02 661
S5 394 46614  2,98+0,02 861 1,60 £ 0,01 99 +2
Sé6 3,73 353+21 3403 823 1,01 £0,03 72£2
S7 3,77 3749 34+0,2 812 1,08 £ 0,03 94,0+ 0,3
S8 3,77 363 +22 34+0,1 78,4+0,9 1,06 + 0,03 732

vd1l 3,41 5175+396 22,9%0,2 54+1 0,552 + 0,001 57+5
vd2 3,56 3207 +£329 24,6 £0,2 50+1 0,579+0,008 839+0,8
vd3 3,39 3977215 23,2%09 56+2 0,55+0,01 661
vd4 3,61 496+39 192+0,1 56+2 0,634+0,009 52,8+0,5
vd5 342 598+7 24,25+0,08 463+03 0655+0,001 48,0+0,5
Vdé 361 6979 217 3516 0,6+0,2 47 7
vd7 340 2013 31,3+0,4 41,1+04 0676+0,002 47,2zx0,1
Vgl 3,75 4705+435 17,3+0,2 832 0,699 £0,009 589+0,1
Vg2 340 501+30 199+0,6 57+2 0,62 +0,01 53,0+£0,2
Vg3 3,77 584+16 19,80+0,08 645+09 0,92 +0,01 36,5+0,2
Vg4 3,40 40825 29,2+0,2 46,6 0,2 0,770+ 0,004 50+1
Vg5 3,77 212+6 26,3+0,6 59,5+0,9 0,98 £ 0,01 36,9+0,5
Vg6 338 2005 25=%1 54+2 0,65+ 0,02 55%1
Vg7 3,77 210+3 26,0+0,4 59,0+x0,7 0,984x0,007 361%0,1
Vg8 3,39 1735 22,3+£0,3 49,7+0,6 0,603+0,004 508+%0,3

a: valor £ 0,02; b: mg L’l; cg L
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Tabela B 2: Teores e respectivos desvios-padriio, de pH e elementos majoritarios em amostras de
vinhos tintos comerciais do Vale do Sdo Francisco.

pH: B 249,677° Na589,592> Mg 280,271> K766,490¢ Ca317,933b
Vi 3,91 43 +2 151+04 721 1,65+ 0,04 77 £ 4
V2 387 69345 13,4+0,3 1103 2,14+ 0,03 1182
V3 3,81 7036 21,0£0,1 1411 1,909+ 0,003 86,9+0,3
V4 3,81 732+12 20901 1412 1,914 +0,004 85,7+0,3
V5 3,73 933+31 19,6 0,3 102 £3 1,38 £0,03 77,7 0,6
V6 3,83 1347+10 11,78+0,02 1040+0,1 1,697+0,009 112,8+0,5
V7 3,73 8905 21,7+0,6 106 £5 1,69 £ 0,05 92+1
v8 3,72 88%02 22,24+0,09 1011 1,77 £ 0,02 88,8+ 0,5
Vo 3,79 11,1+04 23,0+0,8 1362 2,41+0,03 68,8 £0,7
V10 3,80 10,60+0,05 23,7%0,2 131+4 2,36+ 0,03 68,5+0,3

Vii 3,79 92%0,5 663 395+ 24 1,6+0,1 20,4+0,8
viz 3,79 8,2x0,2 69 2 395 +28 1,62 £ 0,02 21,304
Vi3 3,72 11,2%0,1 724 2608 1,68 £ 0,07 622
Vi4 3,72 7,3+04 57+5 249 £ 12 1,2+0,1 293

a: valor £ 0,02; b: mg L'l; cg L

Tabela B 8: Teores e respectivos desvios-padrdo de pH e elementos majoritdrios (n = 3) em
amostras de vinhos tintos espanhéis com denominagio de origem.

pHa B249,677° Na589,5920 Mg 280,271> K766,490c (Ca317,933b

E6 3,49 35728 30,0+0,3 97,5+09 0851+0,008 49304

E7 3,50 288+3 30,8+0,5 98+1 0,876 £ 0,005 49,4+0,5
E8 3,50 290+ 2 32,2+0,6 96,0+09 0898x0,002 495%0,8
E9 3,51 138%20 281 965 0,74+0,03 44 +3
E10 3,50 1052 301 98 +3 0,77 £0,02 45+ 2
E11 3,51 1049 29,3+0,6 96 =2 0,78 0,02 43+1
E12 3,65 98 +4 20,8+0,4 892 0,95+0,03 48+ 1
E13 3,64 105+5 18,6 £ 0,7 87,2+x0,6 0,936+0,002 48 + 2
E14 3,64 90 +3 18,7+ 0,2 89,7+0,7 0,952+0,001 49+1
E15 3,66 96 +7 19+1 915 0,96 £ 0,04 51,3+0,6
E16 3,65 811 20,1+£0,8 94+1 0,991+0,005 52,7+0,6
E17 3,66 928 17,78+0,03 883+08 0941+0,008 51,1+0,8
E18 3,61 0,77+0,02 35304 173 £2 1,382 + 0,005 1312
E19 3,61 12,2+0,2 36,4+0,6 151+2 1,69 £ 0,03 103,2+£0,4

a: valor + 0,02; b: mg Lc g L.



Tabela B 4: Teores e respectivos desvios-padrdo (em mg L', n = 3) dos elementos minoritarios nas
amostras de vinhos varietais, tintos e brancos, elaborados no Vale do Sio Francisco.

Al 396,153 Mn 259,372 Fe 238,204 Ni 221,648 Sr 421,552 Zn 213,857
T1 0,267+0,005 1,04+0,09 25%0,2 0,27 +0,01 1,26 £0,01 1,12 +£0,02
T2 0,19+0,01 1,20 £ 0,06 3201 0,152+0,005 1,17+0,01 0,65 +0,02
T3 0,273+0,008 298+0,04 3,134+£0,008 0,325+0,002 0,96+0,01 1,05+ 0,03
T4 0,167 0,004 1,22+0,02 319+0,06 0,129+0,001 1,022+0,005 0,599 +0,003
T5 0,226+0,007 0,560+0,007 098+0,02 0,161+0,008 0,435+0,006 1,286+0,004
T6 0,16 £0,01 1,14+ 0,02 2,48 £ 0,06 0,14 +0,02 0,44 +0,01 0,77 £0,03
T7 0,220+£0,002 1,02+0,03 2,1£0,2 0,27+0,01  0,399+0,006 1,292+0,008
T8 0,16 £0,01 1,17 £ 0,03 2,53 £0,05 0,13+0,03 0,46 +0,01 0,76 £ 0,02
S1  0,184+0,005 0,55%0,01 1,63+£0,04 0,251+£0,001 084%0,02 0,535+0,007
S20,229+0,006 0,53+0,03 2,10+£0,06 0,250+0,007 0,705+0,009 0,69+0,03
S3  0,189+0,002 0,47+0,01 1,76 £0,02  0,228+0,005 0,636+0,002 0,640+ 0,008
S4 0,127+0,002 1,42+0,05 1,51+0,02 0,274+0,006 0,603+0,004 0,587 +0,009
S5 0,137+£0,002 0,75%0,01 2,1+£0,1 0,36+0,01 0,383+0,007 3,767 +0,002
S6 0,102+0,003 2,28+0,05 2,51+£0,04 0,33+0,02 0,383+0,004 1,48+0,04
S7 0,121+£0,001 2,274+0,005 2,44+0,02 0,450+0,007 0,38+0,01 4,2+0,1
S8 0,105+0,009 2,22+0,06 2,40 £0,05 0,32+0,04 0363+0,008 1,47+0,02
vdl  0,44+0,01 2,1£0,1 1,6+0,1 0,312+0,004 0,518+0,008 0,54+0,01
vd2 0,443+0,006 2,45%0,03 1,39 £0,02 0,22+£0,01 0,624+0,007 0,219 0,005
vd3  0,45%0,02 2,33+0,04 1,79+£0,03 0,316+0,004 0,54%0,01 0,58 0,05
vd4 0,303+0,002 0,77+0,02 0417+0,007 0,121+0,007 0,374+0,004 0,372 0,004
vd5 0,462+0,006 1,34+0,01 0,793+0,005 0,204%0,003 0,394+0,002 0,507 £0,002
vdé 0,473 +0,004 1,1+£0,2 0,46+0,06 0,110+0,008 0470,02 0,172+0,002
vd7 0,484 +0,005 1,565+0,002 0,866+0,003 0,155+0,009 0,384+0,006 0,415+0,008
Vgl 0,590+0,008 1,282+0,002 1,354+0,009 0,353+0,003 0,369+0,004 0,16+0,01
Vg2 0,35+0,02 0,789+0,003 0450+0,001 0,134+0,001 0,383+0,008 041+0,01
Vg3 056+0,05 0,599+0,001 0,56%0,01 023+£0,01 0,287x0,005 0,14+0,01
Vg4 0472+0,004 1,28+0,03 0,512+0,008 0,126+0,001 0,498+0,006 0,161 0,001
Vg5 0,661+0,008 0,737+0,009 0,551+0,009 0,155+0,007 0,290+0,008 0,121 +0,005
Vg6 0,359+0,000 0,99%0,03 0,53+£0,02 0,084+0,007 039+0,01 0,358+0,006
Vg7 0,676+0,005 0,709+0,003 0,630+0,001 0,155+0,008 0,289+0,003 0,108+0,003
Vg8 0,345+0,008 094+0,01 0,504+0,001 0,079+0,009 0,366%0,009 0,326+0,004
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Tabela B 5: Teores e respectivos desvios-padrdo (em mg L', n = 3) dos elementos minoritarios nas

amostras de vinhos comerciais elaborados no Vale do Sio Francisco.

Al 396,153 Mn 259,372 Fe 238,204 Ni 221,648 Sr 421,552 Zn 213,857

V1 0,288+0,006 0,893+0.001 0,503+0,002 0,211+0,003 0,929 £0,008 0,95+0,01

V2 0,19%0,01 2,47 0,03 2,05+0,03 0,22+0,01 0,56 0,02 0,72+0,02

V3 0,315+0,004 1,032+0,004 4,20+£0,02 0,26+0,02 0,584+0,008 0,21+0,02
V4 0,318+0,003 1,009+0,005 4,10+0,03 0,27+0,02 0,596+0,007 0,181 +0,003
V5 0,302+0,008 1,266+0,009 1,68+0,06 0,188+0,004 0,43+0,01 0,247 +0,007
V6 0,60+0,01 1,193+0,007 2,90+0,02 0,22 +0,02 0,47 £0,01 0,305+0,002
V7 0,342+0,002 1,18+0,06 1,521+0,006 0,267 +0,009 0,515+0,008 0,284+ 0,001
V8 0,342+0,009 1,09+0,01 1,419+0,008 0,259+0,007 0,522+0,008 0,276 0,006
V9 0,38+0,01 0,95+0,03 3,32+0,01 0,370+0,006 0,694 +0,004 0,196+0,002
Vi0 0,40=+0,01 0,83 0,09 3,24+£0,01 0,363+0,004 0,688+0,007 0,210+ 0,005

Vi1l 0,373 +0,008 0,43 £0,02 1,27 £0,03 1,6+0,2 1,82 £ 0,06 0,93+0,01
Vi2 0,38+0,02 0,46 + 0,02 1,27 £ 0,04 1,8+0,2 1,8+0,1 1,023 £ 0,009
V13 0,45%0,02 0,80+ 0,03 1,34+ 0,03 1,12+ 0,05 1,31+£0,02 0,451 £0,009

Vi4 0,32+0,01 0,521+0,008 0,500,05 1,2+0,3 1,65+ 0,07 0,90+ 0,08

Tabela B 6: Teores e respectivos desvios-padrio (em mg L', n = 3) dos elementos minoritarios
amostras de vinhos tintos espanhéis com denominagdo de origem.

em

Al396,153 Mn 259,372 Fe 238,204 Ni 221,648 Sr 421,552 Zn 213,857
E6 0,44 +0,02 0,92 +0,01 1,82+0,01 0,190+0,009 1,05+0,04 0,38+0,01
E7 0,450+0,004 0931+0,007 180+0,02 0,190+0,003 1,09+0,01 0,389 £ 0,005
E8 0,46 +0,01 0,95+0,01 1,79+0,02 0,205+£0,003 1,11+£0,02 0,399 0,007
E9 0,490+0,004 0,717+0,008 134+0,02 0,335+0,004 1,53+0,03 0,500+0,006
E10 0,562 +0,005 0,793+0,005 1,21+0,02 0,355+£0,004 1,65+0,09 0,502 0,002
E11 0,522+0,001 0,67 0,04 1,22 £0,06 0,33+0,01 1,61+0,06 0,509 £ 0,005
E12 0,560+0,005 0,57+0,03 225+0,02 0,154+0,001 1,053+0,008 0,31+0,02
E13 0,484+0,006 0,54%0,01 229005 0,156+0,001 1,01+0,01 0,36 £0,05
E14 0,50+0,01 0,52+0,02 2,037+0,002 0,19+0,03 0,99+0,01 0,296+0,007
E15 0,49+£0,03 0,48 0,02 2,04+0,08 0,146+0,006 0,97x0,01 0,33+0,03
El6 0,50+£0,02 0,42+ 0,02 1,77 £ 0,02 0,13+0,01 0,98+0,02 0,306+0,002
E17 0,492+0,005 0,43+0,03 1,8+0,1 0,142 +0,003 098+0,04 0,316+0,006
E18 0,73+0,01 1,91+0,03 3,360,046 0,192+0,008 1,36+0,02 0,41+0,02
E19 0,848+0,002 1,70+0,03 2,50+£0,04 0,265+0,006 1,480+0,005 0,431+0,003
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Tabela B 7: Teores e respectivos desvios-padrdo (em pg L', n = 3) dos elementos tragos nas amostras de vinhos varietais, tintos e brancos, elaborados na regido do

Vale do Sdo Francisco.

Li 610,362 Ti334,940 V292,402 Cr267,716 Co0238,892 Cu324,752 (d228,802 Mo 202,031 Sb206,836 Ba493,408 Pb220,353 Bi223,061
T1 161 £ 26 52+05 17,7+0,5 385+18 10,2+0,2 1029 6,9+0,3 382 171 77,1£0,6 17,2+0,5 91+5
T2 88+5 55+0,2 15,5+0,2 353+10 15,8+0,2 79+£3 6,5+0,2 31,7+0,5 13,2+0,2 131,3%0,6 ND 79+1
T3 162 £ 10 11,4+0,5 192 449 £ 19 12,2+0,3 1615 6,0+0,3 41+1 17,7+04 84,6+0,6 301 89+3
T4 7+4 4,6 0,5 10,6 £0,8 253 +16 15,7+0,5 52+4 8,7+0,1 29,40,7 ND 137,2+0,8 ND 68+1
T5 52,7+0,6 38+02 0,52+0,09 48+1 13,5+0,1 17 £2 1,7+0,5 7+2 ND 127,5+0,4 294+04 10,1+0,8
T6é  30,0x04 3503 4,5+0,4 60+3 17,4+0,8 29+6 3,2+0,5 17,9+0,8 ND 250+ 4 ND 155+0,8
T7 331 26+01 3,49+0,03 74 £1 11,5+0,3 16,2+0,5 2,1+£0,2 131 ND 1503 12+2 18+ 4
T8 29,7+0,4 3,03£0,05 3804 72,2+0,1 18,1+ 0,4 664 22+01 159+0,9 ND 2595 ND 15+2
S1 ND 1,80+£0,09 22+0,6 148 £ 10 10,1£0,3 3945 3004 181 ND 127 £2 54+0,5 43+6
S2 ND 2,5+0,3 1,7+0,5 138+13 13,9+ 0,4 44311 197+0,06 9,70%0,07 ND 132+4 6,5+0,7 26,6 £ 0,6
S3 ND 1,13+0,04 0,7+0,1 87+1 13,8+0,1 3731 1,37 £ 0,06 9+1 ND 130+3 9,2+0,4 26+5
S4 ND 1,80+0,02 0,7+0,4 1275+04 148+0,3 1805+7  3,20+0,03 7,43+0,09 ND 124 +2 72+1 13+1
S5 2210 2,6 £0,3 4,2+0,8 622 12,0 £ 0,4 224+19  2,50+0,05 18+2 ND 221+3 ND 154+0,9
S6 23206 3,1£0,7 32£0,1 832 14,7 £ 0,6 61+£2 32%0,5 161 ND 2136 169+0,6 143+09
S7 29107 34+03 2803 86,4 £ 0,4 14,7+0,4 1422+ 14 6,1+0,3 24+3 ND 2211 41,4+0,1 37+1
S8 243+01 259+009 3,002 83+1 13,7+0,3 1476 33+0,2 16,9+ 0,4 ND 2154 14+2 12+2
vd1 391 2,64+0,05 12,5%0,9 51 12,1+£0,2 10,2+0,5 1,5+0,3 8905 3+1 157 +10 ND 22+3
Vd2  46,0+0,2 3402 12,1+0,2 ND 9,0+0,4 ND 0,86 £0,01 27 +3 3+1 230£5 ND 143 +£30
vd3  398+0,6 3,1£04 13,0+ 0,3 3,1£0,9 12,9+£0,2 ND 1,301 49+09 3+1 1652 ND 7909
vd4 379+04 09+0,1 1,7+0,1 10,62+0,06 8301 4,470,04 1,2+0,5 122 ND 101,9+0,7 ND 46+5
vd5 311 1,3+0,1 2,51+0,03 74+0,2 89+04 21+1 1,6 £0,3 54+0,2 ND 94,7 £0,3 ND 24 +2
Vdé 39,79+0,05 0,601 31 12+4 6,104 10+1 ND 17+5 ND 125+ 14 14+2 30+6
vd7 772 58+0,2 3,1£0,6 12,7+0,1 4,4+0,2 9+1 2,0+£0,2 143 ND 102,9+0,3 17+3 37+12
Vgl  293+03 50+0,3 17,4+0,5 18,6 +0,4 9,43+0,05 ND 1,101 22+6 ND 2441 ND 74 £ 15
Vg2 37,505 056+0,09 192+0,09 10,4+0,2 8207 30+0,6 09+0,1 9+1 ND 100,3 £ 0,4 ND 351
Vg3  27,8%0,5 1,7+0,5 4,0+0,3 19,7+0,6 8+2 ND 08+0,1 75%0,2 ND 136,0 £0,1 52 251
Vg4 391 0,63+0,02 21+0,2 181 5304 ND 0,87 0,02 6,0+0,5 ND 137 +£2 11+3 25+1
Vg5 693 564+0,08 39+0,1 17,2+0,5 1,2+0,3 17,6 £0,3 091+0,03 6,74+0,03 ND 143 +2 11+1 14+2
Vg6 93+2 530,11 2,201 10,5+0,4 4,6 £0,2 ND 1,101 10+2 ND 107 +3 6+1 26+9
Vg7 70,105 561+0,09 50+03 1813+0,06 15%0,2 ND ND 50%0,3 ND 1350+0,8 7,6+0,1 155
Vg8 92+3 49+0,1 1,52+0,06 10,1+0,3 4,0+0,1 ND ND 4,103 ND 961 ND 12+3

Concentra¢des de amostras marcadas em azul indicam que o valor se encontra entre 0 LOD e o LOQ (LOD < X < LOQ).

158



159

Tabela B 8: Teores e respectivos desvios-padrdo (em pg L', n = 3) dos elementos tragos nas amostras de vinhos comerciais elaborados na regido do Vale do Sao
Francisco.

Li 610,362 Ti334,940 V292,402 Cr267,716 Co238,892 Cu324,752 Cd228,802 Mo 202,031 Sb 206,836 Ba493,408 Pb 220,353 Bi223,061

Vi 741+04 56+02 83%05 1521207 25+1 45+ 2 1,8+03 275x04 64+5 2663 311 12+1
V2 82 91+02 459+02 97%0,6 6,1+0,3 371 24+03 22608 ND 460 £ 7 10,2+0,9 49+ 4
V3 ND 46,3+0,3 266+2 9,4+£0,2 8,8+0,4 421 2003 37408 ND 497 1 12+1 42+5
V4 ND 50+2 2642 8,8+0,2 89+0,1 45+5 4,0+0,2 58+4 ND 490 +5 13,7+ 0,6 106 £ 23
V5 ND 13,7+04 126+03 8302 6,6 0,3 731 2,1+04 22+2 ND 2933 9+2 323
V6 ND 14+1 50,1+0,3 10,7+0,2 9,4+0,3 118+3 1,51+0,02 29+1 ND 3402 11,6 £0,2 421
V7 695+04 289+0,07 11,3+0,6 19+3 75+0,2 811 33+04 241 332 452 +13 12+6 91 £ 40
v8 703x0,6 3,4+01 11,1+0,7 15+1 8,55+0,05 83503 3,3+0,5 16,6 £ 0,5 17 £ 2 364 +£17 6+1 29+3
V9 59+1 37,7x0,4 2551 21,6 £0,6 9,7+0,2 45,1+0,8 4,0+0,2 27+1 13,1£0,3 5005 12+4 34+8
Vi0 58,0+04 376+0,1 250908 229+0,3 9,2+0,4 46,7+ 0,6 4,0+0,4 302 17 +3 496 2 4,8+0,2 22+5
Vi1 93+1 11+2 209 £ 28 341 +41 276 £ 21 5410 37+6 214 +£13 891+356 415+49 2954162 182+ 17
\AV 88+2 7,8+0,5 282+7 147 £12  166,5+0,2 61+13 369 497 £66 1469596 43360 2670+1021 362zx24
Vi3 76,0+0,9 ND 161 +8 273+20 77 £ 4 1378 21,5+0,6 536+66 259 + 84 510 +18 799 =305 519+5
V14 86+3 ND 109+17 410+ 203 128 + 38 93+6 393 545+120 1011+441 275%25 3027 +709 244 £ 29

Concentra¢des de amostras marcadas em azul indicam que o valor se encontra entre 0 LOD e 0 LOQ (LOD < X < LOQ).

Tabela B 9: Teores e respectivos desvios-padrdo (em pg L}, n = 3) dos elementos tragos em amostras de vinhos tintos espanhéis com denominagdo de origem.
Li 610,362 Ti334,940 V292,402 Cr267,716 Co 238,892 Cu324,752 (Cd228,802 Mo202,031 Sb206,836 Ba493,708 Pb220,353 Bi223,061

E6 169 £5 351 73+1 21,7+ 0,6 ND 211 09+04 14 £ 2 12+1 63,3+0,8 4,5+0,5 29+6
E7 1778+04 353%0,1 76105 21,705 132x0,04 23406 ND 10,5+ 0,4 15+1 64,3 +0,6 12+1 18+3
E8 177 £2 36,1+0,5 78,0x0,7 22,7x04 1,1+0,2 323 1,5+0,2 18+2 15,0+0,8 65+1 30,6 0,9 23+9
E9 1512 28,0+0,1 64,1+08 85+0,1 13,7+0,5 27,6+0,8 4,3+0,4 38+4 33+3 70,0+0,6 14+1 262
E10 146 £ 1 26,62+0,09 592+0,2 8,6 £0,2 13,6 £0,1 27,9+0,5 25+0,1 299+0,8 425 70,6 £ 0,3 16,7 £0,9 15+2
E11 144 3 27,109 60 * 2 8,7+0,1 15,6 £0,5 27,6 £0,9 3,1+£0,5 38+5 39+11 67 £ 2 4+2 26 +2
E12 77,3x04 82+0,1 32,6 0,2 8,8+0,3 16,6 + 0,4 565 09+0,1 31+3 43,7+0,7 83+1 11,6 +0,9 16 2
E13 771 8,6 £0,2 331 8,5+0,2 18,1+0,5 60+5 1,8+0,2 32+3 44 +9 792 8,6 0,2 25%5
E14 76208 79+0,1 30,1+04 85+%0,3 211 51+2 1,5£0,2 31,7+0,2 48+ 4 762 61 12+2
E15 77,6+0,6 82+0,3 292 8,7+0,1 171 617 1,2+0,3 28+1 43+4 743 149+0,5 21+4
El6 753%0,7 7,2%0,2 25205 9,0+0,2 22,1+0,3 532 0,8+0,2 25+3 507 68 +3 22+1 14,0 £0,7
E17 765+0,7 7,304 24 %2 9,0+0,3 18+1 561 1,7+0,5 28+1 5321 70+ 4 7+1 25+4
E18 22+5 1,7+0,1 2,2+0,2 1,2+0,1 8,0+0,2 223 1,8+0,4 16,6 £ 0,8 ND 1895 263 37+8
E19 94,1+09 ND 25%0,2 24,6 0,7 6,4+0,7 36,9+0,3 3,6+0,1 14+ 2 17 + 4 1952+0,6 16,9+0,9 40+13

Concentra¢des de amostras marcadas em azul indicam que o valor se encontra entre 0 LOD e 0 LOQ (LOD < X < LOQ).
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Tabela B 10: Teores e respectivos desvios-padrao (em pg L', n = 3) dos lantanideos nas amostras de vinhos varietais, tintos e brancos, elaborados na regiio do Vale do
Sio Francisco.

Sc 361,383 Y 371,099 La 408,672 Ce 413,764 Pr390,844 Nd 401,225 Sm 442,434 Eu 381,967 Gd 342,247 Tb 350,917 Dy 353,170 Ho 345,600 Er 337,271 Tm 346,220 Yb328,937 Lu 261,542
T1 0,6 +0,1 2,0+0,1 6+2 96 £4 49+7 23+3 149 £32 32403 24+3 12£2 2,58+0,02 1,09+0,04 21+3 0,56+0,02 0,22+0,01 1,36+0,02
T2 035+0,04 1,74+0,08 520,22 771 5242 18,3+0,5 146 +3 36+0,1 200+0,6 75+0,8 3,18+0,03 1,42+0,05 17+1 ND 0,9+0,1 1,09 £ 0,04
T3 0,7+0,2 24+02 58+0,7 106 +4 7145 261 206 + 16 72+03 25101 13,705 5102 103£0,07 32+2 ND 0,82 +0,03 1,0+0,5
T4 0,3+0,1 1,15£0,03 1,1+02 502 31+3 9+2 62+3 3,6+0,2 16+3 4,8+04 2,7+0,2 1,47+0,01 121 ND 1,37£0,03 0,94+0,04
T5 0,75+05 ND 1,33 +£0,05 ND ND 82+0,3 1,3£03  0,73+0,04 ND 1,L1+£0,1 332+0,06 091+£0,02 ND 0,57 £ 0,05 ND 0,33 £0,03
T6 1,0£0,1 2,61+0,03 35+0.2 ND T+1 44 +1 26,1+0,6 034+0,07 22+0,2 ND 52+0,1 04+02 26+04 2,5+0,2 0,90£0,05 0,40£0,07
T7 1,2+£0,2 231+0,08 36+02 24+05 19+02 381+£08 200+04 0247+0,004 1,7+02 1,08+0,04 4,6+0,1 ND 1,3+0,1 2,6+0,1 0,46+0,02 041£0,05
T8 0,7+0,1 2,5+0,01 57+05 41+04 59+08 42,1+02 251+08 0318+£0,002 1,5+0,2 ND 5,32+0,08 ND 1,6 £0,3 2,6 0,1 0,81+0,03 044+0,02
S1 046+0,03 0,284 +0,01 ND 10,2£0,8 T+2 2,8+0,6 ND 0,8+0,1 7,0£0,7 ND 1,090£0,01 1,49+0,03 3,608 ND 0,82+£0,02 0,62+0,03
S2 0,6+0,2 0,201 £0,006 ND 79+04 53+02 138+£0,06 ND 020+0,05 6405 ND 094+0,01 1,30+0,04 33+07 ND 0,66 0,02 0,44 +0,01
S3 0,52+0,07 ND ND 501£0,07 23+£04 09+02 ND ND 4,7+0,2 ND 0,81+0,04 1,36+0,04 ND ND 0,46+0,01  0,35+0,04
S4  091+0,04 ND ND 48+02 4002 0,79+0,05 ND ND 55+0,3 ND 2,06 £0,03 1,32+0,01 ND ND 0,51+£0,02 0,21£0,01
S5 1,2+0,3 225+£0,08 3,102 20£09 3,15+£0,07 411 238+0,3 0,24+0,01 1,3+0,5 ND 33+0,1 044+0,01 092+0,06 2,67+0,08 0,66+0,02 049+0,03
S6  096+0,08 239+0,04 32+04 537+£0,02 34+06 41,6+x04 2242 0,32 +0,07 1,8+0,2 092+0,01 10,103 ND 1,604 2,71+0,09 0,558+0,000 040,
S7 28+04 2,3 40,01 35+04 24+04 5702 419+06 241 0,24 +£0,03 1,4+03 ND 10,34 £ 0,09 ND ND 287+0,09 0,62+0,03 0,34+0,02
S8 1,2+0,3 2,17£0,07 3202 5002 25+07 398+05 223+08 031+£0,03 0,89+0,05 0,81+0,04 102+0,2 ND ND 2,63+£0,06 046+0,02 040+0,01
vdl  1,6+03 0,78+0,04 19+£02 31,0£03 08+03 120£0,06 4,7+0,6 ND ND ND 82+0,5 0,39+0,06 ND 1,9+£0,1 0,482 +0,004 ND
vd2  3,7+09 0,89+0,04 345+0,09 399+0,7 28+0,7 183+004 69+0,6 ND ND ND 9,0+0,1 0,39+0,05 ND 24+0,1 0,60 +0,01 ND
vd3  0,8+0,1 1,05£0,02 4,1+£05 32,7+05 2,1£0,6 096+£0,02 5,6+06 ND ND ND 8,64 + 0,07 ND ND 23+0,2 0,538£0,008 ND
Vd4 09+02 0,06+0,01 1,1£0,1 2,102 08%0,1 ND ND ND ND 1,0£0,2 33+0,1 ND ND 022+0,02 0,11+0,01 1.25+0,02
vd5 0,52+0,02 044+0,02 12+0,1 32+03 14+02 12+0, ND ND ND 12+£0,1 5,50+£0,07 ND ND 024002 0,19+£0,02 1,46+0,02
Vd6 1,003 0,16 £0,08 1,6%£0,7 38+03 4+2 52+0,1 3,7+0,1 ND 1,L1+0,8 09+04 4,8+04 0,6+0,3 10+6 0,5+0,3 0,5+£0,2 1,7+£0,2
vd7  09+02 0,793 0,008 ND 84+04 ND ND ND ND ND ND 389+0,07 0,79+0,04 0,86+0,08 1,1+0,1 ND ND
Vgl 23+07 433+£0,03 53+02 40,7+0,7 58+08 29+03 9,1+£0,6 ND ND ND 5,49 £ 0,06 ND ND 2,49+0,07 0,86+0,02 ND
Vg2 0,8+02 0,07+£0,02 1,1+0,1 37+03 10£02 08%£0,1 ND ND ND 1,0£0,2 3,32+0,04 ND ND 0,280 £0,001 0,12+0,01 1,27 +0,04
Vg3 0,74+0,07 1,75+0,07 0,84 +0,02 2+1 1,50 £ 0,03 3+1 35+03 ND ND 1,65+0,04 2,84 +0,02 ND ND 0,26 £0,01 0,454+0,006 14+0,1
Vg4 0,52+0,01 0,15+0,07 096+0,05 29+04 T+1 2+1 2,1+0,1 ND ND 0,57 0,07 5,36 +0,08 ND ND 0,28£0,02 0,209 £0,007 1,46 +0,09
Vg5 0,474 0,007 2,225 +0,008 ND 59+0,6 ND ND ND 0,22 +£0,02 ND ND 236+0,07 147+0,09 29+03 040+0,02 0,354+0,006 ND
Vg6  0,8+02 0,602 +0,003 ND 85+04 ND ND ND ND ND ND 29+0,1 0,88+0,02 26+0,1 ND ND ND
Vg7 040+0,06 2,40+0,03 ND 25+0,2 ND ND ND ND ND ND 245+0,04 1,16+0,02 3,6+0,1 ND 0,45+0,02 0,202 + 0,003
Vg8 0,26+0,01 0,60+0,02 ND 41 ND ND ND ND ND ND 2,77+0,03 092+0,01 2,002 ND 0,272 + 0,008 ND

Concentragdes de amostras marcadas em azul indicam que o valor se encontra entre 0 LOD e 0 LOQ (LOD < X < LOQ).



Tabela B 11: Teores e respectivos desvios-padrio (em pg L-!, n = 8) dos lantanideos em amostras de vinhos tintos espanhéis com denominagio de origem.
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Sc361,383 Y371,099 La408,672 Ce413,764 Pr390,844 Nd 401,225 Sm 442,434 Eu 381,967 Gd 342,247 Tb 350,917 Dy 353,170 Ho 345,600 Er337,271 Tm 346,220 Yb 328,937 Lu 261,542

E6 0,7+0,2 060+0,01 2,84+0,07 1,7%0,6 ND 0,15+0,02 ND 0,24 +£0,04 ND ND 1,70 £ 0,09 ND 27,8+0,5 0,61+0,08 0,157 +0,009 ND

E7 0,37+0,05 062+0,02 19+03 0,8+0,2 ND 0,4+0,1 ND 0,17+0,01 ND ND 1,81+0,08 ND 28,5+0,3 0,69+0,02 0,167 +0,009 ND

E8 08+0,2 0,67%0,01 0,84+0,09 1,7+0,4 ND 0,26 £0,02 ND ND ND ND 2,09+0,09 ND 28,7+0,2 0,7+0,1 0,171+£0,009 0,195+0,03

E9 0,70+£0,05 1,07+0,02 2,7+0,1 2,24+0,06 ND 6,3+0,7 1,4+0,2 0,52+0,02 1,2+0,1 46+0,7 1,13+0,07 0,82+0,07 21,9+0,1 0,489+0,003 0,68+0,08 0,613+0,003

E10 0,45+0,05 1,08+0,02 1,9+0,1 2,1+0,4 ND 3,6+04 1,5+0,1 0,53+0,02 1,4+0,2 39+0,2 1,14+0,06 0,67+0,03 228+0,2 0,56+0,03 0,71+0,02 0,50+ 0,04

E1l 0,64+0,05 1,05+0,08 1,1+0,1 5609 ND 4,0+£0,6 1,7+0,1 0,47+0,01 1,07+0,03 5,2+0,7 0,84+0,05 0,70£0,02 229+0,3 0,46+0,08 0,66 +0,03 0,42+0,03

E12 0,39+0,01 0,88+0,04 ND 6,5+0,4 ND 2,3+0,3 23+0,2 041+001 22+0,1 3,88+006 08+01 0,77+£0,03 6,7+0,2 0,42+0,03 0,64+0,02 0,420+0,003

E13 08+0,2 0,75+0,02 ND 10,1+0,8 ND 2,8+0,3 190+0,03 0,33+0,06 2,2+0,3 4,7+0,6 0,556+0,01 0,72+0,04 6,3%0,3 0,7+0,2 0,58 £0,05 0,41+0,02

E14 0,36+0,05 0,61+0,02 ND 8,0+£0,5 ND 1,3+0,3 20+0,1 0,43+0,04 2,7%0,2 38+0,1 0,59+0,04 0,75+0,05 6,7+0,2 0,61+0,08 0,60 +0,03 0,47 +£0,01

E15 08+0,2 0,61+£0,03 ND 8+2 ND 2,32+0,04 1,8+0,3 0,3+0,1 2,4+0,4 5+1 0,47+0,03 0,76+0,01 6,6+0,2 0,60 + 0,06 0,49+0,04 0,41+0,02

E16 0,33+0,03 0,62+0,02 ND 4,7+0,2 ND ND 1,7+0,2 0,51+0,09 2,0+0,3 33+0,2 0,53+0,07 0,77+£0,04 7,3+0,3 0,44 £0,04 0,58 £0,04 0,42+0,01

E1l7 0,7+0,1 0,34+0,03 ND 71 ND 0,9+0,3 1,5+0,1 0,32+0,07 2,83+0,08 4,2+0,6 ND 1,11+0,05 7,5+0,1 0,55 +0,06 0,45+0,03 0,45+ 0,02

E18 0,41+0,29 1,07+0,01 ND 3,1+0,6 1,1+05 ND ND ND ND ND 4,33+0,07 1,29+0,02 1,64+0,01 0,88+0,01 0,662+0,004 0,20+0,01

E19 0,53+0,02 1,03+0,02 ND ND ND ND 42+2 ND ND ND 2,93+0,07 ND 1,76 £ 0,06 ND 0,58+0,01 0,44+0,01

Concentra¢des de amostras marcadas em azul indicam que o valor se encontra entre 0 LOD e 0 LOQ (LOD < X < LOQ).
Tabela B 12: Teores e respectivos desvios-padrio (em pg L', n = 3) dos lantanideos em amostras de vinhos tintos comerciais do Vale do Sdo Francisco.
Sc 361,383 Y 371,099 La408,672 Ce 413,764 Pr390,844 Nd 401,225 Sm 442,434 Eu 381,967 Gd 342,247 Tb 350,917 Dy 353,170 Ho 345,600 Er 337,271 Tm 346,220 Yb 328,937 Lu 261,542

V1l 0,40+0,03 0,46 +0,02 ND 4,6+0,1 ND ND 2,92+0,07 098+0,04 067+008 26+02 22+01 1,04+0,04 73+03 022£002 056003 0,31 +0,04
V2 0,73+0,40 0,51+0,05 1,42 +0,04 ND ND 1,7+0,2 ND ND ND ND 599+0,08 1,10+0,09 590+£0,07 09+0,2 0580%0,007 0,20+0,01
V3 13+05 182+001 1,7+01 48+08 12+01 1,19+0,08 ND ND ND ND 2,31+£0,01 1,09+0,09 244+01 08+02 0,708+0,008 0,28+0,01
V4 16+06 182+0,02 14+01 45+05 14+06 138+0,06 ND ND ND ND 2,29+0,01 1,00+0,06 255+03 09+0,1 0,731+0,004 0,30+0,02
V5 0,22+0,08 0,22 £0,05 ND 43+£03 223+£0,02 ND ND ND ND ND 26+01 099+0,04 78+01 0,78+0,05 0,452%0,002 ND
Vé 16+05 134+001 1501 23+04 24+14 08%0,2 ND ND ND ND 2,70+£0,06 1,00+0,04 8,0+0,3 1,0+0,1 0,611+0,001 0,21+0,01
V7 0602 084+0,02 3,19 +0,07 ND ND ND 371 030+0,04 1,1%0,1 ND 1,49+0,01 1,10+0,09 6,58+0,09 0,25+0,05 0,474+0,006 0,34+0,01
V8 0,20+0,03 0,85+0,05 2,79+0,01 ND ND 0602 365+05 024+002 1,06+0,08 ND 1,51+£0,04 0,73+0,07 6,66+0,05 0,71+0,06 0,46+0,03 0,35 +0,02
V9 0,7+0,2 1,63+0,09 0,95+0,06 ND ND 3,503 302 0,18 £ 0,02 ND ND 1,32+ 0,06 ND 186+02 0,22+0,03 0,63+0,03 0,60 +0,01
V10 0,38 +0,04 1,57 £0,03 ND ND ND 3504 322 ND ND ND 1,16 £ 0,03 ND 18,8+0,1 ND 0,68 +0,01 0,61+ 0,03
Vil 2,0+03 26+ 2 5303 11727 59+16 4,4+0,5 ND 10+6 53 ND ND 10+1 28+0,3 10+3 13+2 4+1
Viz 41+08 24+6 1,8+0,6 11433 46+9 4+1 ND 10+7 ND ND 1,1+£0,4 9+3 2,1+0,5 53+0,1 11+2 34+08
Vi3 47%06 209%05 6+2 116 £5 314 6+3 ND 142 9,0+0,5 ND ND 57+09 4,0+£0,3 125 8,005 6,6 0,1
Vi4 7804 25+3 4+1 49 £ 12 97 £1 112 ND 9+2 1,4+0,2 ND 1,403 122 2,7+0,4 4,7+0,7 11,7+0,5 3,3+£0,8




Nuncow se ache demais;

pois tudo-o-que & demaiy sobra,
tudo- o-que sobrav é resto

e tudo o-que ¢ resto- vaw pavaw o- lixo-
(autor desconhecido,)



