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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido e otimizado um método para determinagdo sequencial
rapida por espectrometria de absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte continua por
chama (HR-CS FS-FAAS) de metais em amostras de vinhos, produzidos em diferentes
regibes do Brasil. As amostras foram obtidas de 8 regides brasileiras diferentes: Serra
Gaucha, Vale dos Vinhedos, Pinto Bandeira, Campos de Cima da Serra, Campanha Gaucha,
Serra Catarinense, Oeste do Parand e Vale do S&o Francisco. Os elementos avaliados foram:
Be, Ca, Co, Cu, K, Li, Mn, Na, Rb e Sr. Estes metais tém grande importancia nas
propriedades organolépticas do vinho, assim como para producdo de uvas de qualidade. A
validacdo do método foi feita pelo estabelecimento de curvas de calibracdo, realizacdo de
ensaios de recuperacdo e comparacdo dos resultados encontrados por HR-CS FS-FAAS com
aqueles obtidos por espectrometria de emissdo optica com plasma acoplado indutivamente
(ICP OES). Padrdes aquosos foram utilizados para a calibragéo e o coeficiente de correlagdo
encontrado, para todos os analitos avaliados, foi maior que 0,9994. A partir das curvas de
calibracdo os limites de deteccdo foram calculados para cada elemento: 44 pg L™ para Cu, 5,0
ug L™ para Li, 20 pg L™ para Rb, 42 pg L™ para Mn, 58 pg L™ para Co, 15 ug L™ para Sr, 23
pg L™ para Be, 0,90 mg L™ para Na, 4,4 mg L™ para K e 0,92 mg L™ para Ca. Ensaios de
recuperacgdo para cada analito foram realizados, encontrando recuperacées entre 91 e 111%. A
partir dos resultados encontrados, fazendo-se uso das técnicas de reconhecimento de padroes
Anélise por Componentes Principais (PCA) e Analise por Agrupamento Hierarquico (HCA)
foi observada a formacdo de 7 grupos distintos, quando empregados os teores de K, Mn, Rb e
Sr, dentre os 8 grupos (regibes do Brasil) avaliados. Com este conjunto de informacdes,
portanto, é possivel o monitoramento de fraudes e da qualidade do vinho produzido em cada

regido produtora.
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ABSTRACT

In this work a method has been developed for the determination of metals in wine
samples, produced in different regions of Brazil, using high-resolution continuum source fast-
sequential flame atomic absorption spectrometry (HR-CS FS-FAAS). The samples were
obtained from eight different regions: Serra Gaucha, Vale dos Vinhedos, Pinto Bandeira,
Campos de Cima da Serra, Campanha Gaucha, Serra Catarinense, Oeste do Parana e Vale do
S&o Francisco. The investigated elements were: Be, Ca, Co, Cu, K, Li, Mn, Na, Rb and Sr.
These metals are important for the organoleptic properties of wine and for the production of
grapes. The method was validated by recovery tests and comparison between the results
obtained by HR-CS FS-FAAS and inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP OES). Aqueous standards were used for calibration and the correlation coefficient found
was higher than 0.9994 for all investigated elements. The detection limits were calculated
from the calibration curves for each analyte: 44 pg L™ for Cu, 5.0 pug L™ for Li, 20 pg L™ for
Rb, 42 pg L™ for Mn, 58 pg L™ for Co, 15 pg L™ for Sr, 23 pg L™ for Be, 0.90 mg L™ for Na,
4.4 mg L™ for K and 0.92 mg L™ for Ca. The recovery tests showed results between 91 and
111%. After method validation the samples were evaluated. With the results obtained and
using pattern recognition techniques Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical
Cluster Analysis (HCA) was possible to find seven different groups, evaluating K, Mn, Rb
and Sr concentration values, among the eight original groups (Brazilian regions) evaluated.
Finally, using all the information obtained in this work, it’s possible to control frauds and the

wine produced quality.
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1. INTRODUCAO
1.1 O VINHO

Segundo a legislacdo brasileira do Ministério da Agricultura, lei n° 7678 de 1988, o
vinho é a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto simples de uva sa, fresca e
madura. O mosto simples de uva é o produto obtido pelo esmagamento ou prensagem da uva
sd, fresca e madura, com a presenca ou ndo de suas partes sélidas'. Para obtencio de vinhos
de boa qualidade é necessario, portanto, fazer uso de uvas de boa qualidade e seguir uma

sequencia basica para o processo de vinificacdo, conforme a Figura 1.

Vindima
Transporte
Recepcido
Desengace
Esmagamento
Branco Tinto
Mitodo Branco Método Tinta
= Fermentacdo
Prensagem Prensagem Maceracao alcoblica
Decantacdo Decantacdo Remontagem
Fermentagio Fermentacio Prensagem
Fermentacdo
L maloldctica
S I R I
Clarificagio Estagio
I B
Transfega
Engarrafamento

Figura 1: Esquema basico de processos de vinificacdo utilizados para vinhos: branco, rosé e

tinto (adaptado de Embrapa Uva e Vinho).



O vinho pode ser dividido em trés categorias quanto a coloracéo: tinto, branco ou rosé.
Quanto as quantidades de agUcares, dividindo-se em: seco, com teor de aglcar menor do que
5 g L™: demi-sec, com 5 - 20 g L™ de aclicares; e suave, que possui teor de aclicar maior do
que 20 g L™. Quanto & classe, o vinho possui duas predominantes: vinhos de mesa e vinhos
finos. O vinho de mesa é um vinho inferior, elaborado a partir de variedades de uvas
americanas (Concord, Herbemont, Isabel, Seyve Willard, Niagara, etc.) de espécies
americanas (Vitis labrusca, Vitis bourquina, etc.). Os vinhos finos sdo elaborados a partir de
variedades de uvas nobres (Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Pinot Noir, Merlot,
Chardonnay, Riesling, Sauvignon Blanc, etc.) da espécie européia (Vitis vinifera). Os vinhos
finos e de mesa possuem entre 10-14% de &lcool* 2.

O vinho é uma bebida de significancia histérica, social e econdmica. Esta bebida
ganhou destaque devido a sua participacdo em cerimdnias religiosas nos tempos antigos® °.
Com a evolucdo da viticultura e da enologia, 0o vinho passou a ganhar mais qualidade,
aumentando seu volume produzido e consumido mundialmente. Segundo dados da OIV
(Organizacdo Internacional do Vinho), mais de 26 bilhdes de litros de vinho foram produzidos
e consumidos apenas em 2010°. No Brasil 0 volume chegou a mais de 250 milhdes de litros
neste mesmo ano. Deste total, 10%, isto é, cerca de 25 milhdes de litros, foram obtidos a
partir de uvas de origem européia como merlot e cabernet sauvignon®. Esta casta de uva
(cabernet sauvignon) é originaria da Franca, gera vinhos tintos finos e tem a maior area,
dentre as uvas “viniferas”, plantada no Brasil, mostrando a importancia deste produto® °.

A producdo de vinhos no Brasil teve inicio no século XVI, com os colonizadores
portugueses. Os vinhos eram produzidos artesanalmente, em baixa escala, através de castas
Vitis vinifera. Posteriormente, com a chegada dos imigrantes italianos, por volta de 1875, e
com a implantacdo de uvas de origem americana, do tipo Vitis labrusca, houve um
crescimento na producdo de vinhos, principalmente na regido sul®> °. O Rio Grande do Sul,
hoje, destaca-se com aproximadamente 90% do total de vinhos produzidos no pais. Os 10%
restantes estdo divididos entre os estados de Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Minas Gerais,
Bahia e Pernambuco”.

As principais regides produtoras podem ser classificadas em: Vale do Sdo Francisco
(VSF), Serra Catarinense (SCa), Oeste do Parana (OPR), Campanha Gaucha (CGa), Campos
de Cima da Serra (CCS) e Serra Galcha (SGa), Figura 2. Esta Gltima pode ser subdividida

ainda, devido ao selo de Indicacdo de Procedéncia, em Vale dos Vinhedos (VVi) e Pinto

2



Bandeira (PBa)°. Estas regifes representam zonas produtoras de matéria-prima, uva,
responsaveis pela maior parte da producéo de vinhos do Brasil. Cada area cultivada recebe
uma caracterizagdo especifica de acordo com a variedade de uva, clima, solo, mecanismos de
manejamento e producdo de uvas, parametros estes fundamentais para obtencdo de vinhos

com caracteristicas especificas em sua composicéo®® .

. Toledo

2y
¥

C-a;\‘ Novos,_.~—.-
D 'ﬁCar,ador
P o A O
~Lampos de Cima Sho Joaquim
/ Campanha - ZUrussanga
Serra/Galcha

& %  ' Serra do Sudeste

Figura 2: Regides produtoras de uva e vinho no Brasil (adaptada de lbravin).

1.2 METAIS EM VINHOS

Do ponto de vista quimico, o vinho é uma mistura complexa de agua, etanol e uma
grande variedade de compostos organicos e inorganicos. As principais espécies dissolvidas

sdo os ions metalicos (tais como sddio, potéssio, célcio, entre outros), acidos organicos,

3



polifendis, alcodis, proteinas, aminoacidos e polissacarideos. A composi¢do mineral do vinho
estd diretamente ligada aos processos utilizados na sua produgdo e sua matéria-prima,
auva”®®,

Os componentes inorganicos das uvas influenciam, de forma significativa, a producéo
e qualidade de vinhos e possuem um papel importante na nutricdo humana. A determinacéo
de minerais no vinho é fundamental também devido a natureza toxica de alguns metais, ao
efeito nas propriedades organolépticas e a contribuicdo que o conteddo mineral pode trazer
para a caracterizacdo de vinhos de acordo com a regido de producdo. A presenca de metais
também influencia no processo de envelhecimento do produto final, auxiliando em etapas de
oxi-reducdo durante a maturagdo’ ~°.

Os elementos indispensaveis para obtencdo de uvas com boa qualidade como célcio
(Ca), potassio (K), magnesio (Mg) e sodio (Na) apresentam-se em concentracdes abundantes
no vinho. Estes analitos dependem do tipo de uva utilizado no processo de producéo, tipo de
solo e condicdes climaticas para o cultivo das uvas® 3. J& os elementos como berilio (Be),
cobre (Cu), cobalto (Co), litio (Li), manganés (Mn), rubidio (Rb) e estroncio (Sr) ndo se
apresentam, usualmente, em altas concentracbes e influenciam significativamente nas
propriedades organolépticas do vinho. Eles podem ter origem no solo, nos equipamentos, nos
fertilizantes, nos pesticidas e fungicidas, entre outros .

Ja foi demonstrado que o consumo diario, mas moderado de vinho, contribui para
reposicdo de elementos essenciais para nosso organismo como Be, Ca, Co, Cu, K, Li, Mg,
Mn, Na, Rb e Sr** **, No entanto, alguns elementos citados, se consumidos em quantidades
excessivas, podem causar maleficios a satde humana. O litio, por exemplo, em quantidade
traco, ndo representa risco a salde humana, porém pode levar a intoxicacdo em concentracoes
mais elevadas'* *°. O cobre e o cobalto auxiliam na formag&o de hemoglobina e vitamina B,
respectivamente, mas se ingeridos em grande quantidade, também levam a problemas graves
de saude® *’. Para prevenir qualquer tipo de dano no organismo, portanto, a determinagéo da
composicdo mineral de vinhos passa a ganhar mais importancia.

Com base na regulamentacdo européia, a legislacdo brasileira tem por definicdo que
denominacbes de origem (DO) sdo indicacbes geogréaficas especificas que protegem o0s
produtos de determinada localidade. A Lei 9.279 de Maio de 1996 do Ministério da Inddstria,
do Comeércio e do Turismo certifica que apenas os produtos genuinamente originados em

determinada regido podem ser por eles comercializados e assim denominados. Na sua
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esséncia, a denominacdo de origem consiste na utilizagio do nome de uma regido ou
localidade, ou, em casos excepcionais, de um pais, com a finalidade de designar um produto
dela originado, cujas caracteristicas sdo devidas ao meio geogréfico especifico, onde se
compreendem fatores naturais e humanos. O uso de tal denominagdo confere aos seus
detentores um direito especifico de propriedade industrial, sobrepondo-se e eliminando
qualquer marca que utilize ou evoque a mesma designacao™®.

Outro aspecto que vale ressaltar, é que pela analise elementar do vinho a
caracterizacdo, a tipificacdo e a deteccdo de fraudes também podem ser determinadas®®. Em
trabalho desenvolvido por Moreno et al.”® foram analisadas 54 amostras de vinhos elaborados
em regides controladas da Espanha. Elementos minerais tém sido frequentemente utilizados
na diferenciacdo de vinhos espanhois, por exemplo, de acordo com a origem geografica. Os
resultados mostraram que, pela analise multivariada dos resultados, as amostras investigadas
apresentaram 95% de discriminacdo entre as regides avaliadas®.

Bentlin et al.l°

avaliaram 53 amostras de vinho tinto, provenientes de 4 paises da
América do Sul: Brasil, Argentina, Chile e Uruguai. Foram determinados 45 elementos, sendo
que apenas 5 destes foram responsaveis por 100% de discriminagéo entre os paises avaliados.
Assim, a avaliagdo mineral de amostras de vinho produzidos em diferentes regies do Brasil

pode, também, mapear e controlar adulteragdes e a qualidade dos vinhos.

1.3 DETERMINACAO DE METAIS

A determinacgdo de metais na maioria das matrizes é comumente realizada por técnicas
de espectrometria atdmica. Dentre as mais utilizadas estdo a espectrometria de absorcdo
atdbmica com chama (FAAS), a espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite
(GF AAS), a espectrometria de absor¢édo atdbmica com geracao quimica de vapor (CVG AAS),
a espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) e a
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP - MS). Estas técnicas sdo
amplamente discutidas na literatura, para determinacdo de metais nos mais diferentes tipos de
substancias, cada uma com suas vantagens e/ou desvantagens®' =%,

O principio da técnica multielementar de ICP OES se baseia na deteccdo da radiacédo

(fétons) emitida pelos atomos excitados pelo plasma, ao retornarem ao seu estado
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fundamental. O plasma é composto de um gas inerte (argbnio) energizado, formado pela
passagem deste por uma bobina de indugéo, alimentada por um gerador de radiofreqtiéncia. O
aquecimento gerado pode elevar a temperatura do plasma a 10.000 K, o que garante a
completa atomizacdo e/ou ionizacdo da maioria dos elementos presentes e, também,
possibilita a determinacdo de modo extremamente sensivel de alguns elementos. O sistema de
introducdo de amostra se baseia em um nebulizador, para produzir o aerossol. Este é
conduzido pelo gas de arraste (argdnio) até o plasma, onde ocorrem 0s processos de
dessolvatacdo, vaporizacdo, dissociacdo, atomizacao, excitagdo e ionizacdo?" %,

Na técnica de ICP - MS, ions formados no ICP sdo introduzidos no analisador de
massas, no qual sdo selecionados de acordo com sua razdo massa-carga e detectados. Esta
técnica tem como vantagem as analises multielementares simultdneas com elevada
sensibilidade. A tecnica ICP - MS e a ICP OES possuem o mesmo sistema de introducdo da
amostra e atomizadores de plasma, com isso possuem também os mesmos problemas
relacionados & composicdo das amostras: efeitos de matriz. E uma técnica sofisticada de alta
sensibilidade, porém de alto custo® %.

As desvantagens das técnicas que utilizam o plasma como atomizador / fonte de
excitacdo sdo: relativa intolerdncia a matrizes complexas, isto é, a presenca de solidos
dissolvidos e/ou compostos organicos; a amostra precisa estar no estado liquido, levando a
necessidade de uma preparacdo prévia da amostra, o que, no final, acarreta diluicées,
comprometendo a precisdo e os limites de deteccdo da analise; outro ponto fraco importante a
ser destacado, € que na otimizacdo das condi¢Ges instrumentais € necessario o
estabelecimento de uma condigdo compromisso para todos os analitos envolvidos, isto €, uma
condigdo que nem sempre é a 6tima®* ",

Nas técnicas de AAS, destaca-se a atomizacdo eletrotérmica, onde baixos limites de
deteccdo sdo alcancados, com a possibilidade de se trabalhar com amostras sélidas, liquidas
ou em suspensao. Neste caso, 0s elementos sdo atomizados e em seu estado fundamental e
absorvem quantidades de energia especificas, de acordo com a fonte de emissdo de radiacdo
(fonte de linha - LS). A diferenca na intensidade da fonte de emissdo, entre uma medida de
referéncia (sem analito) e no instante da atomizacdo, corresponde a quantificacdo do analito
naquela amostra. As fontes de linha mais utilizadas sdo as lampadas de catodo oco,
especificas para cada elemento. A utilizacdo destas ldmpadas mais a modulacdo do sinal

tornam a técnica altamente seletiva? . Contudo, quando a amostra é muito complexa,
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problemas de radiacdo de fundo podem ocorrer devido a absorcdo de espécies quimicas
interferentes. A interferéncia, na maioria das vezes, pode ser corrigida usando uma lampada
de deutério ou efeito Zeeman ou otimizando as condi¢des do programa de temperatura (etapas
de secagem, pirélise e atomizacdo) ou ainda pela utilizacdo de modificadores quimicos. A
principal desvantagem € com relacdo as analises de rotina, ja que apenas um elemento pode
ser determinado por medida, para uma mesma amostra®" %.

A atomizacdo com chama é a técnica mais antiga de AAS. Para esta técnica, sdo
validos os mesmo conceitos basicos de AAS, uma lampada especifica para cada analito, com
a atomizacdo ocorrendo na chama. A quantificacdo dos analitos se da pela diferenca na
intensidade da radiacdo oriunda da fonte de emissdo e a radiagdo que chega ao detector, apds
passar pelo atomizador, onde os atomos, em seu estado fundamental, absorvem energias
especificas. Comumente sdo empregadas chamas compostas por ar - acetileno ou Oxido
nitroso - acetileno, dependendo das caracteristicas do elemento. A injecdo da amostra no
atomizador é via formacdo de aerossol na camara de nebulizacdo, porém, apenas 5% da
solucdo chegam ao atomizador. Dependendo da complexidade da amostra, ela necessitara de
pré-tratamento e/ou diluicio® .

Alguns problemas podem surgir na determinacdo de metais alcalinos ja que os
mesmos sdo facilmente ionizaveis. A interferéncia de ionizacdo ocorre quando a temperatura
da chama é muito alta para o analito e, por isso, tem energia suficiente para leva-lo além do
seu estado atbmico fundamental e produzir ions, reduzindo a populacdo de atomos, no estado
fundamental, presente no caminho Optico. Uma estratégia para resolver este problema é
adicionar um supressor de ionizacdo as amostras, padroes e branco. O mais conhecido é o Cs,
metal alcalino que se ioniza facilmente (energia de ionizacdo igual a 3,9 eV) e torna a chama
rica em elétrons, reduzindo a interferéncia de ionizagdo. Assim, os analitos presentes nas
amostras permanecerdo no estado fundamental. Altas concentragdes de fosfato
(300-800 mg L™) também podem dificultar a determinacio de Be, Ba, Ca, Mg, Sr e Al pois
estes metais formam fosfatos refratarios na chama ar/acetileno. O problema pode ser
contornado usando-se um agente liberador como o cloreto de lantanio ou pela utilizacdo de
temperaturas mais elevadas através da chama &xido nitroso/acetileno. Uma vantagem
importante desta técnica é o baixo custo para determinacdo de alguns elementos traco e 0s

ditos essenciais?? 2% 2°,



A partir do desenvolvimento de um equipamento com fonte continua (CS), em 1996,
pelo grupo de Becker-Ross, uma nova linha de estudos foi iniciada, possibilitando a
determinagéo de todos os elementos, para uma mesma amostra, sem a necessidade de trocar a
lampada. A fonte de radiacdo consiste em uma lampada de arco curto de xenonio de alta
pressdao (17 bar quando fria) operando em modo hot spot, que é caracterizado pelo
aparecimento de um plasma extremamente pequeno, emite radiagdo numa faixa continua de
190 a 900 nm. A alta resolucdo (HR) do sistema é devida ao monocromador (Figura 3),
formado por um conjunto de espelhos, um prisma e uma rede de difracdo echelle, aliada ao
sistema de deteccdo de carga acoplada, CCD. O comprimento de onda de interesse é
selecionado, ajustando-se os motores de passo, de maneira que o prisma e a rede de difracdo
alcancem as posicoes adequadas. Estas posi¢cdes sdo obtidas pelo ajuste de linhas emitidas por
uma lampada de nebnio, com pixels especificos do detector. Este ajuste € realizado pelo
software do equipamento automaticamente?.

O detector é constituido por um arranjo de dispositivos de carga acoplada (CCD) com
576 pixels. Enquanto em LS AAS s6 a absorvancia (com chama como atomizador) ou
absorvancia versus tempo (como atomizador eletrotérmico) € medida, o detector CCD
empregado no HR-CS AAS acrescenta 0 comprimento de onda como terceira dimenséo,
fornecendo informacBes indisponiveis em instrumentos convencionais de AAS. Outra
vantagem da HR-CS AAS é a possibilidade do uso de linhas secundérias, ndo ha linhas fracas.
Como a intensidade de emissdo fornecida pela lampada de xen6nio é praticamente constante
ao longo de toda faixa espectral, ocorre uma melhora na precisdo e no limite de deteccao

(melhor razéo sinal/ruido) para estas linhas® .
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Figura 3: Esquema do funcionamento de um equipamento de HR-CS AAS (adaptado da
referéncia 24).

1.4 DETERMINACAO DE METAIS EM VINHOS

A determinacdo de metais em vinhos € de grande importancia para o controle da
qualidade e da autenticidade dos vinhos, e para conhecer o grau de biodisponibilidade e
toxicidade dos metais. A presenca desses elementos pode influenciar o processo de fabricacéo
ou pode mudar o sabor e a qualidade do produto final®'.

Os metais também tém um efeito positivo sobre a saude. O consumo moderado de
vinho contribui diariamente para suprir as exigéncias diarias de muitos elementos essenciais,
como calcio, cobalto, cromo, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés, molibdénio, niquel
e zinco. Para prevenir a ingestdo excessiva de metais e conseqlientemente uma possivel
intoxicacdo, a concentracdo de metais em vinho precisa ser regulada. Niveis aceitaveis devem
ser respeitados e controlados durante a vinificacdo e no produto final. Os niveis maximos de
metais em vinho sdo estabelecidos por érgédos fiscalizadores, Tabela 1. No Brasil a Anvisa
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) regulamenta, pela Portaria n° 685 de agosto de
1998, os limites maximos permitidos de contaminantes inorganicos em bebidas fermentadas.

Um dos mais importantes 6rgdos fiscalizadores de vinhos no mundo, a Organisation
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Internationale de la Vigne et du Vin - OIV, regula a producio e comercializagdo de vinho no
mundo® %. O mercado comum do sul - MERCOSUL, importante grupo econdmico dos
paises da América do sul, também estabelece limites para concentracfes de metais em vinhos
comercializados entre os paises que pertencem ao grupo®. No Brasil, no entanto, ndo ha um
monitoramento adequando da presenca de metais pesados em vinhos (especificacdo nos
rotulos), recomenda-se apenas as condicbes fornecidas pela OV e MERCOSUL, mas estes
metais ndo sdo avaliados, pelos 6rgdos competentes, durante o processo de aprovacao para

consumo.

Tabela I: Limites maximos de metais em vinho estabelecidos pelo governo brasileiro
(Anvisa), Organisation Internationale de la Vigne et du Vin (O1V), e Mercosul (MSul).

Metais Teor max. em mg L™
Anvisa®  OIV°  MSul°

Arsénio (As) 0,1 0,2 0,2

Cadmio (Cd) NEst* 0,01 0,01
Calcio (Ca) NEst*  NEst* 300

Chumbo (Pb) NEst* 0,15 0,3
Cobre (Cu) 10 1 1
Sodio (Na) NEst*  NEst* 230
Zinco (Zn) NEst* 5 5

Fontes: (a) Portaria da Anvisa n°® 685 de 27 de agosto de 1998. (b) Recueil International des Methods
danalyses OIV. (c) Resolucdo 45/96 do GMC de 21/1V/96. (*) NEst: valores ndo estabelecidos.

Os métodos para determinacdo de metais em vinhos recomendados pela OIV sao
essencialmente baseados na técnica de espectrometria de absorcdo atbmica, dado a sua
seletividade, alta sensibilidade e capacidade para determinaces diretas. As diferentes técnicas
de AAS empregadas para determinacéo de metais em vinhos sdo GF AAS® ~* e FAAS* *°,
Contudo, as técnicas mais extensivamente reportadas na literatura para caracterizacdo mineral
de vinhos sdo ICP — MS*3¢37 ¢ |CP OES™ *®-*!. As técnicas de ICP sdo mais aplicadas pela
possibilidade da determinacdo multielementar simultanea dos elementos. Porém, dependendo
da concentracdo do analito, da composicdo da matriz (quantidade de aclcares) e do tempo
disponivel para andlise a escolha da técnica mais adequada € fundamental. A relacdo
custo/beneficio precisa ser avaliada, dependendo da amostra, analitos de interesse, tempo e
custo de anélise.

Com a chegada da técnica de HR-CS AAS, um novo horizonte de possibilidades pode

ser explorado para a analise de vinhos. Uma rotina de trabalho com determinacdo sequencial
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rapida por espectrometria de absor¢do atbmica de alta resolu¢cdo com fonte continua por
chama (HR-CS FS-FAAS) pode ser implantada. Ndo ha necessidade de troca de lampada, ou
de otimizar as condi¢fes do equipamento manualmente para cada analito, o software ajusta
estes parametros (previamente otimizados) automaticamente. As amostras podem ser
analisadas sem a necessidade de dilui¢cdo, ja que linhas menos sensiveis podem ser escolhidas,
sem prejuizos na razdo sinal/ruido. A possibilidade de melhorias na sensibilidade,
aumentando o numero de pixels a serem avaliados, o pixel central (no centro da linha
analitica) e os pixels +1 e -1 (pixels laterais), ou ainda mais pixels (+2 e -2, +3 e -3, +4 e -4),
também é significativa®® %°. Finalmente deve-se ressaltar que diferentemente das técnicas que
usam ICP, as condi¢cBes instrumentais neste caso sdo estabelecidas/otimizadas
individualmente para cada analito, o que permite trabalhar sempre nas condi¢cdes 6timas de
analise.

Esta tecnica vem sendo explorada na determinacdo de metais em diversas matrizes,
como reportado por Gomes Neto et al.** ** na determinacdo de Ca, Mg, K, Cu, Fe, Mn e Zn
em folhas de plantas e na determinag&o de Cu, Fe, Mn e Zn em solos, ou por Ferreira et al.**
na determinacdo de Ca e Mg em leite e derivados, ou ainda Morais et al.* na determinagéo de
Ca, Mg, K, Na, P, Fe, Mn, Cr e Ni em amostras de café. Porém, ndo ha trabalhos reportados
na literatura, até o presente momento, sobre analise de vinhos por HR-CS FS-FAAS, sendo

este o principal foco deste estudo.

1.5 RECONHECIMENTO DE PADROES A PARTIR DO PERFIL MINERAL DE
VINHOS

Técnicas de reconhecimento de padrdo que tracam o perfil de amostras baseadas na
composicdo quimica e analise estatistica multivariada dos dados analiticos podem ser usadas
para identificacdo e classificacdo de um produto especifico de acordo a sua origem
geogréafica. Assume-se que a composi¢do quimica de um produto, tal como o vinho, pode
refletir a composicdo do solo de onde é proveniente. Alguns estudos combinam diferentes
tipos de parametros fisico-quimicos: concentracdo de compostos volateis, fendis, metais,

antocianinas e 4cidos organicos*®. Contudo, sdo os componentes minerais que melhor indicam
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a origem geografica dos vinhos devido a relagdo direta da composi¢cdo do solo com o0s
componentes minerais encontrados nas amostras®’.

O sucesso da aplicagdo das técnicas de reconhecimento de padrdes € devido a selecdo
adequada dos elementos que reflitam a composic¢ao do solo e dessa forma possuam potencial
para discriminagdo de um produto particular. Apenas um numero limitado de elementos pode
ser considerado qualificado para este propésito’® # “8. Neste trabalho, portanto, optou-se
pelos elementos que melhor poderiam discriminar a composicdo do solo de uma dada regido
geografica: Be, Ca, Co, Cu, K, Li, Mn, Na, Rb e Sr.

A aplicacdo das técnicas de reconhecimento de padrdes ndao € muito simples, pois
muitos fatores podem alterar a composicdo dos macro e micros elementos de um vinho,
diferenciando-o da composicdo elementar do solo. Estes fatores incluem praticas agricolas
tais como o uso de fertilizantes, fatores climaticos e agrotoxicos. O processo de vinificacdo
também pode contribuir para alterar a composicdo de macro e micro elementos do vinho®.

Além de poder determinar a origem geogréafica, por reconhecimento de padrdes,
comparando vinhos produzidos em diferentes regides, € importante avaliar a qualidade do
vinho, evitar possiveis adulteracdes, garantir a qualidade no mercado de importacdo e
exportacao e controlar os processos de producéo de bebidas. O primeiro pais a estabelecer um
conselho regulador, conhecido como denominacédo de origem (DO) foi a Espanha. O principal
objetivo dos conselhos reguladores é garantir a qualidade e a fonte do vinho®.

Para determinar a origem geografica dos vinhos sdo usadas técnicas de
reconhecimento de padrdes e classificacdo, tais como: Analise de Componentes Principais
(PCA, do inglés Principal Component Analysis) e Andlise por Agrupamento Hierarquico
(HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis), que sdo técnicas ndo supervisionadas;
Analise pelo K-ésimo vizinho mais préximo (KNN, do inglés K- Nearest Neighbours) e
SIMCA, acrénimo da expressao inglesa Soft Independent Modeling of Class Analogy, que sdo
técnicas supervisionadas, entre outros. Sendo que métodos ndo supervisionados sdo aqueles
onde ndo ha necessidade de conhecimento prévio das amostras e métodos supervisionados
aqueles que exigem um conhecimento prévio das amostras (informac6es sobre a que classe
pertencem, por exemplo)>® >3,

A Analise por Componentes Principais € comumente utilizada quando os dados
obtidos apresentam uma grande quantidade de variaveis, de forma que é dificil a identificacdo

das informacGes relevantes. Assim, a PCA é uma procedimento matematico que tem por
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finalidade bésica a reducdo do tamanho de um conjunto de dados com um grande nimero de
variaveis inter-relacionadas. Para efetuar tal reducdo, sem perda de informagdes, a matriz de
dados original passa a ser representada por novas variaveis, ortogonais entre si e direcionadas
em funcgdo da distribuicdo espacial dos dados, essas variaveis sdo chamadas de Componentes
Principais (PC, do inglés Principal Components). Tais componentes sdo ordenadas de forma
que as primeiras guardam a maior parte da variancia presente nas variaveis originais. A matriz

de dados (X, , onde n é o nimero de amostras e p 0 nimero de variaveis) é decomposta

xp !
numa soma de matrizes que ndo podem mais ser reduzidas como mostra a Equacéo 1, onde F
¢ 0 nimero de PC’s e E sd0 os residuos™ >3,

X=M;+M,+M;+..+M_ +E Equacéo 1

Cada uma dessas matrizes (M) podem ser expressas como 0 produto de dois vetores:
escore (T) e pesos (P):

M, =T.P/ Equagao 2

Logo,

X =T,P +T,P] +T,P] +..+T.PI +E Equacéo 3

Os escores correspondem as coordenadas de cada amostra e 0s pesos a contribuicdo de
cada variavel original, projetadas no espago definido pelas PC’s.

A HCA relaciona amostras de acordo com suas similaridades que sdo baseadas na
distancia entre amostras. Existem varias maneiras de calcular a distancia de um objeto i ao
agrupamento Kk, tais como a distancia Euclidiana, a de Mahalanobis, etc. Neste trabalho a
HCA foi construida utilizando a distancia Euclidiana (Dg), conforme Equacéo 4, que calcula a

distancia entre dois pontos, P:(px, ,)e Q=(a,.q,)* %

D, \/ (p,-q,) py q, F Equacao 4
Um resultado tipico desta abordagem € uma arvore hierarquica, denominada
dendograma. Os dendogramas sdo especialmente Uteis na visualizacdo de semelhancas entre
amostras, onde pela representacdo de graficos convencionais seria inviavel. Fica possivel
mostrar a melhor separacdo existente entre as amostras e ainda, mostra todos os possiveis
agrupamentos de amostras, ou seja, todas as classes que podem ser formadas. Assim, quanto
mais longos forem os ramos que distinguem uma classe da outra, melhor serd a separacao

entre essas classes® >3,
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Forina e Grava™ publicaram um trabalho onde relatam os meios como a quimiometria
pode ser usada em todas as etapas da anélise de vinhos desde amostragem até a analise dos
dados. Kwan e Kowalski®> *® foram os pioneiros na classificacdo dos vinhos de vitis vinifera
(Pinot Noir) da Franca e dos Estados Unidos. Baxter et. al.>” determinaram 48 elementos por
ICP OES em vinhos ingleses e espanhdis e por analises quimiométricas diferenciaram ambas
as origens.

Pefia et. al.’®

aplicaram as técnicas de padrdo de reconhecimento para classificar
vinhos da Ribeira Sacra, Galicia e diferencia-los dos vinhos de outras duas regides da Galicia,
Ribeiro e Valdeorras. Para tanto, elementos como Li, K, Na, Rb, Zn, Fe, Mn, Ni e Co foram
determinados por AAS e o0s resultados foram avaliados usando as ferramentas de
reconhecimento padrdo como PCA, LDA e K-NN. Coetzee et. al.*® classificaram de acordo
com a origem geografica vinhos de trés regides diferentes da Africa do Sul. Eles observaram
que dos 40 elementos usados para classificacdo apenas os elementos Al, Ba, Mn, Rb, Tle W
séo adequados para a funcéo apos a anélise descriminante.

Jos et. al.*®

também aplicaram as técnicas estatisticas de reconhecimento para verificar
a autenticidade de dois vinhos espumantes classificados como Cava Espanhol e Champagne
Francés de acordo a sua composicdo mineral. Os autores optaram em realizar a analise dos
dados usando as técnicas LDA e SIMCA. Sperkova e Suchanek® usaram a concentracio de
27 elementos presentes no vinho como parametros para classificar e verificar a autenticidade
dos vinhos da regido da Bohemia na Republica Theca. Os elementos foram determinados por
ICP-MS e ICP OES e os resultados foram avaliados pelas técnicas multivariadas PCA e LDA.

Bentlin et al.*®

avaliaram a composicdo de elementos majoritarios, minoritarios e traco
em 53 amostras de vinhos tintos comerciais, provenientes de paises da América do Sul
(Argentina, Brasil, Chile e Uruguai). A determinacdo de 45 elementos foi realizada por
ICP - MS e ICP OES, no entanto, apenas cinco analitos (TI, U, Li, Rb e Mn) foram
responsaveis pela diferenciagdo quanto a origem das amostras estudadas. Pela analise
multivariada dos resultados foi possivel discriminar os vinhos de acordo com o pais de
origem, independentemente do tipo de uva.

Vale ressaltar que a maioria dos trabalhos reportados na literatura utiliza amostras de
vinhos comerciais, isto €, adquiridas em mercados, assim a origem apresentada no rotulo do
vinho (regido produtora), ndo da a garantia de que a matéria-prima, as uvas, sdo da regido

mencionada. Neste trabalho as amostras de vinho sdo diferenciadas, pois foram obtidas
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diretamente com os fornecedores e com a garantia de que as uvas utilizadas na producdo do

vinho foram colhidas na regiéo.

2. OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo principal o desenvolvimento e otimizacdo de um
método para determinacédo rapida e confidvel de Be, Ca, Co, Cu, K, Li, Mn, Na, Rb e Sr em
amostras de vinho utilizando a técnica de HR-CS FS-FAAS com a finalidade de auxiliar o
estabelecimento da composicdo mineral de vinhos produzidos em diferentes regibes e
localidades do Brasil.

Para validagdo do método foram avaliados os ensaios de recuperacdo dos analitos
envolvidos no estudo e a comparacdo com os resultados obtidos por ICP OES. Para verificar a
formac&o de grupos, com composi¢do mineral semelhante, foram utilizadas como ferramentas
estatisticas a PCA e a HCA. As metas foram organizadas de modo que o objetivo fosse
alcancado:

- investigacdo de diferentes pré-tratamentos para as amostras entre eles a digestdo

usando aquecimento por microondas acoplado a processos fotoquimicos de oxidacéo;

- estudo da viabilidade do uso da técnica HR-CS FS-FAAS para determinacao

sequencial rapida de metais;

- escolha dos elementos a serem avaliados e o0s respectivos comprimentos de onda,

observando o comportamento do sinal analitico;

- otimizacdo dos parametros instrumentais e investigacao de interferéncias;

- estabelecimento dos parametros de mérito. Neste item vale ressaltar que a calibracdo

versus padrdes aquosos foi foco de atencéo;

- uso de ensaios de recuperacdo e comparacao com os resultados obtidos por ICP OES

para avaliar a exatiddo do método;

- aplicacdo do método para determinacdo de metais em diferentes amostras de vinho

produzidos no Brasil;

- uso de ferramentas quimiométricas para verificar possiveis formacdes de grupos de

amostras com caracteristicas minerais semelhantes.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 INSTRUMENTACAO

Para a realizacdo das medidas foi utilizado um espectrometro de absor¢do atbmica de
alta resolugcdo com fonte continua, modelo ContrAA 700 (Analytik Jena AG, Alemanha),
equipado com uma lampada de xen6nio operando em modo hot-spot. As determinac¢des foram
realizadas em dois tipos de chama, ar - acetileno e 6xido nitroso - acetileno, com queimador
de 50 mm em angulo de 0° em relacdo ao feixe luminoso. Para a remocéo dos particulados
formados durante a combustdo do acetileno com Oxido nitroso, foi utilizado o scraper,
acessorio especifico para este tipo de chama. Os dados relativos a altura de leitura, vazdo de
acetileno, comprimento de onda, sensibilidade relativa e niUmero de pixels utilizados para

avaliacdo do sinal para cada analito estdo na Tabela I1.

Tabela I1: Parametros instrumentais usados nas medidas por HR-CS FS-FAAS.

Elemento Comprimento Sensipilidade Tipo de Vazao dgl AllélthLar;JIe Pi>_<els
de onda (hm) relativa (%) chama  C,H, (L h™) (mm) avaliados

Be 234,861 100 C2H2-N,O 240 6 *CP£1
Ca 239,856 1,1 C2H2-N,O 210 6 CP+1
Sr 460,733 100 C2H2-N,O 210 6 CP
Co 240,725 100 CoHo-Ar 80 7 CP+1
Cu 324,754 100 CoHo-Ar 40 5 CP+1
K 404,720 0,24 CoHo-Ar 50 5 CP
Li 670,785 100 CoHo-Ar 45 4 CP+1
Mn 279,827 67 CoHo-Ar 60 6 CP+1
Na 330,237 0,48 CoHo-Ar 50 6 CP+1
Rb 780,027 100 CoHo-Ar 45 5 CP

*CP — Pixel central do sinal de absorcéo atémica.

A érea do pico dos sinais de absorcdo atdmica foi sempre empregada para a
quantificacdo do sinal analitico (transiente), com um tempo de integracéo de 7,0 s, obtendo-se
assim maior precisdo nos resultados (menor desvio padrdo relativo, RSD) se comparados com
aqueles obtidos a partir da altura. A taxa de aspiracdo foi de aproximadamente 8,0 mL min™.

As vazdes de ar e de 6xido nitroso foram constantes ao longo da anélise, 460 e 370 L h™,
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respectivamente. Uma valvula de injecdo SFS6 (Analytik Jena AG, Alemanha) foi usada, com
tempo de injecéo e tempo de preenchimento do tubo de 1,5 e 15,0 s respectivamente.

Um forno de microondas modelo Microwave 3000 (Anton Paar AP, Austria) foi
utilizado para digestdo das amostras de vinho envolvidas na avaliacdo do tipo de pré-
tratamento (analise direta ou digestdo). Foi usado um rotor com capacidade para oito tubos de
quartzo, em sistema fechado. Nas digestdes foram utilizados H,O, 35% (Merck, Alemanha) e
HNO;3 purificado em um destilador de quartzo (Kurner Analysentechnik, Rosenheim,
Alemanha).

Para a comparacdo de resultados foi utilizado um espectrémetro de emissdo Optica
com plasma acoplado indutivamente com determinacdo simultanea, modelo MPX-CCD da
Varian (Milgrave, Australia), na configuracdo radial. O sistema é equipado com detector de
estado solido CCD e sistema Peltier refrigerado a -35 °C. O policromador Echelle quando
estabilizado a 34 °C promove a cobertura das linhas de emissdo compreendidas na faixa
espectral de 167 a 785 nm.

Para a determinacdo dos microelementos foi utilizado um nebulizador ultra-sonico,
modelo CETAC U-5000 AT" da CETAC Tecnologies (Omaha, NE, USA) e para 0s
macroelementos foi empregada uma camara de nebulizacdo, modelo Sturman-Masters da
Varian (Milgrave, Australia).

Os parametros instrumentais e os procedimentos utilizados para as determinagdes de

metais nas amostras de vinhos, pela técnica de ICP OES, estdo apresentados no Anexo I.

3.2 REAGENTES E SOLUCOES

Para todos os procedimentos foram utilizados somente reagentes de grau analitico.
Todas as solugbes foram preparadas com agua purificada por um sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, EUA), resultando em dgua com uma resistividade de 18 MQ cma 25 °C.

Toda a vidraria utilizada para preparacdo de soluc@es, assim como os frascos usados
para armazenar as amostras e solucdes padrdo, foram lavados e descontaminados através da
imersdo destes em um banho de 10% (v/v) de acido nitrico em agua ultra pura, por pelo

menos 24 horas. Apoés, os frascos foram enxaguados com &gua ultra pura em excesso.
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As solucdes de trabalho foram preparadas, diariamente, a partir de diluigdes adequadas
das solucBes estoque de 1000 mg L™ Specsol (Quimlab, Brasil) para Be, Co, Cu, Li, Mn, Rb,
Sr e de 10.000 mg L™ para Ca, K, Na, Mg. As soluges estoque de 10.000 mg L™ foram
preparadas a partir dos sais cloreto de célcio P.A. (Merck, Alemanha), cloreto de potassio
P.A. (Merck, Alemanha), cloreto de sédio P.A. (Merck, Alemanha) e sulfato de magnésio
P.A. (Merck, Alemanha). Em todas as solucdes, padrdes e brancos, adicionou-se um volume
de HCI, purificado por destilacdo sub-boiling em um destilador de quartzo (Kurner
Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha), suficiente para que a concentragdo final fosse de
1,0% (v/v), 1,0% (m/v) de césio P.A. (Sigma - Aldrich, EUA) e 8,0% de Etanol (Merck,
Alemanha).

3.3 AMOSTRAS E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de vinho foram obtidas de diferentes regides do Brasil. Todas foram
armazenadas em local adequado (geladeira) para preservacéo das propriedades do vinho e em
frascos de plastico, previamente descontaminados. As amostras foram produzidas a partir de
uvas cabernet sauvignon das regides Nordeste e Sul (Tabela IllI). As amostras SGa
representam toda regido da Serra Galcha, menos a regido do Vale dos Vinhedos (VVi) e
Pinto Bandeira (PBa), que possuem amostras especificas, ja que as mesmas possuem O

certificado de Indicacdo de Procedéncia (IP).

Tabela Il1: Siglas das 32 amostras de vinho cabernet sauvignon conforme a localidade de

coleta de matéria prima.

Sigla Numero de amostras Regido produtora

SGa 6 Serra Gaucha (RS)

VVi 4 Vale dos Vinhedos (RS)
PBa 4 Pinto Bandeira (RS)

CCs 4 Campos de Cima da Serra (RS)
CGa 6 Campanha Gaucha (RS)
SCa 4 Serra Catarinense (SC)
OPR 2 Oeste do Parana (PR)

VSF 2 Vale do Séo Francisco (BA e PE)
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O estudo foi baseado em amostras ndo comerciais, fornecidas por vinicolas localizadas
em 8 regibes diferentes do Brasil. As amostras de vinho foram preparadas especificamente
para este trabalho. As vinicolas produziram o vinho com uvas cabernet sauvignon, cultivadas
em localidades especificas em cada regido, no ano de 2009, conforme procedimento padrdo de
producdo de cada empresa. 1sso proporciona mais relevancia ao presente trabalho, visto que
existe uma garantia quanto a procedéncia das amostras (sua origem geografica). Esta situacao,
porém, ndo pode ser garantida ao se avaliar amostras de vinho comerciais.

As amostras foram analisadas diretamente, diluidas na propor¢do 2 + 1, ou seja, duas
partes de vinho e uma de agua ultra pura, num total de 15,0 mL. Foi adicionado em todas as
amostras uma quantidade suficiente de Cs e HCI (concentrado) para resultar em uma
concentracéo final de 1,0% m/v e v/v, respectivamente. Todas as amostras foram preparadas
em triplicata.

Algumas amostras foram escolhidas, aleatoriamente, para a avaliacdo do pré-
tratamento a ser utilizado. Essas amostras passaram pelo procedimento de digestdo em
microondas, com sistema fechado, pela adicdo de 5,0 mL de amostra, 2,0 mL de H,O,
1,0 mL de HNOs3 e 3,0 mL de H,O ultra pura em tubos de quartzo. Foram inseridas lampadas
UV (Anton Paar AP, Austria), em cada tubo de quartzo, para auxiliar na foto-oxidagéo. Para a
preparacdo do branco 8,0 mL de H,O ultra pura, 2,0 mL de H,O, e 1,0 mL de HNO; foram
adicionados em outro tubo de quartzo. Cada batelada completa era composta por 6 tubos de
quartzo para amostras e 2 tubos de quartzo para os brancos.

Seguiu-se 0 programa de aquecimento para a digestdo conforme Tabela IV, onde a
temperatura e a pressdéo maximas definidas para o processo foram 250 °C e 80 bar,
respectivamente. Apds terminada a etapa de digestdo, adicionou-se 1,0% de Cs e o volume

das amostras foi aferido a 15,0mL. As amostras foram preparadas em triplicata.

Tabela IV: Programa de aguecimento do forno de microondas utilizado para a digestdo das

amostras de vinho.

Etapas Poténcia (W) Tempo (min)  Ventilaco (m°/h)

Rampa 900 10 127
Patamar 1 900 20 127
Patamar 2 0 15 190
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3.4 PROCEDIMENTOS PARA AS MEDIDAS DAS AMOSTRAS DE VINHO

Para as medidas de cada padrédo e amostra por HR-CS FS-FAAS seguiu-se sempre a
mesma ordem Cu, Li, Rb, Na, K, Mn e Co para chama ar - acetileno e Ca, Sr e Be para chama
6xido nitroso - acetileno. As condigdes de chama foram selecionadas automaticamente pelo
software para cada analito, conforme prévia otimizagdo. Sendo que uma das etapas da
otimizacdo consiste na organizacdo dos elementos, de acordo com a vazdo de acetileno,
iniciando pelo elemento com menor consumo de combustivel.

A otimizacdo dos parametros da chama foi realizada, separadamente para cada analito,
com uma amostra enriquecida pela adicdo de cada elemento, seguindo as variagoes
automaticas de altura do queimador e fluxo de acetileno realizadas pelo software do
instrumento. As curvas de calibracdo, para cada analito, foram construidas a partir de padroes
multielementares de Cu, Li, Rb, Na, K, Mn, Co, Ca, Sr e Be com as concentracfes mostradas
na Tabela V. Para monitorar as varia¢es do equipamento durante o tempo de trabalho, uma
solugdo controle, composta pela adicdo de agua ultra pura, 1% (v/v) de HCI, 10% (v/v) de
etanol, 1% (m/v) de Cs, 0,2 mg L™ de Be e Li, 2,0 mg L™ de Co, Cu, Mn, Rbe Sr, e 50 mg L

1 de Ca, K e Na, foi avaliada.
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Tabela V: Concentragdes dos diferentes padrdes utilizados para a construcao das curvas de calibracéo.

Cu(mgL™) Li(mgL" Rb(mgL") Na(mgL') K(mgL" Mn(mgL") Co(mgL") Ca(mgL') Sr(mgL") Be(mgL")

Branco 0,0 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
Padréo 1 0,2 0,02 0,2 5,0 100,0 0,2 0,2 50 0,2 0,02
Padréo 2 0,5 0,05 0,5 10,0 200,0 0,5 0,5 10,0 0,5 0,05
Padréo 3 1,0 0,10 1,0 20,0 400,0 1,0 1,0 20,0 1,0 0,10
Padréo 4 2,0 0,20 2,0 40,0 800,0 2,0 2,0 40,0 2,0 0,20
Padréo 5 4,0 0,40 4,0 60,0 1200,0 4,0 4,0 80,0 4,0 0,40

Padréo 6 6,0 0,80 6,0 80,0 1500,0 6,0 6,0 100,0 6,0 0,60




3.5 PARAMETROS DE MERITO

Os resultados apresentados nas tabelas e figuras sdo representados pela média de, ao
menos, trés replicatas. A incerteza é apresentada como * desvio padréo.

O limite de deteccdo é a quantidade minima detectavel, com uma dada certeza
analitica. E uma medida da concentracdo ou massa do analito que, quando excedida, permite
0 reconhecimento, com uma dada certeza estatistica, que a quantidade de analito na amostra é
maior que o branco da mesma. O limite de deteccdo, LOD, € normalmente, determinado
através de 10 medidas do branco da amostra (mesmo branco da curva de calibracdo) pela
Equacdo 5:

LOD =30/s Equacéo 5
onde o € 0 desvio padrdo das medidas do branco e s é o coeficiente angular da curva de
calibracéo, também conhecido como sensibilidade®* ®*.

O limite de quantificagdo (LOQ) pode ser definido como a menor massa ou
concentracdo de analito que pode ser determinada quantitativamente com um risco de erro
menor que 5% e é calculado pela Equacao 6.

LOD =10o0/s Equacéo 6
onde o € 0 desvio padrdo da resposta (medidas da solucdo branco) e s é o coeficiente angular
da curva analitica de calibragdo. A concentragcdo caracteristica, Cy, € a concentracdo do
analito correspondente a uma absorvancia integrada de 0,0044 s (1% de absorcdo). A C, foi
calculada proporcionalmente, utilizando-se um dos padrdes da curva de calibragio® .

A exatiddo do método e definida como sendo a concordéncia entre o resultado de um
ensaio e o valor verdadeiro. Os processos usualmente utilizados para avaliar a exatiddao de um
método sdo, entre outros: uso de materiais de referéncia certificados (CRM), comparac6es
interlaboratoriais, realizacdo de ensaios de recuperacéo e comparacio de métodos®*. Para este
trabalho, dada a auséncia de um material de referéncia certificado de vinho, a exatiddo foi
avaliada pela comparacdo de métodos (HR-CS FS-FAAS versus ICP OES), ensaios de
recuperacdo e comparacdo com uma amostra interlaboratorial.

Como ndo existe material de referéncia certificado (CRM) para este tipo de amostra,
uma amostra interlaboratorial, obtida pelo Lanagro - RS e cedida para este estudo, foi
avaliada. Esta amostra utilizada no ensaio interlaboratorial foi produzida na Franca, com uvas

cabernet sauvignon no ano de 2011. Foram avaliadas algumas das propriedades fisico-
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quimicas mais significativas em vinhos: acucares, pH, graduagdo alcoolica, compostos
organicos e inorganicos, etc. Esta amostra interlaboratorial foi repassada para diversos
laboratorios Europeus e os resultados avaliados de maneira independente para cada
propriedade. Os resultados finais, de cada uma das propriedades, foram apresentados como a
media de todos os laboratorios mais o desvio padrao.

A precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condi¢cdes definidas. As duas formas mais comuns de expressa-las sdo por meio da
repetitividade e reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pelo desvio padréo relativo
(RSD). Como é dependente da concentracdo do analito deve ser determinada para diferentes
concentracdes do analito. No presente trabalho, portanto, a precisdo foi avaliada observando
valores de RSD, sendo considerados precisos aqueles resultados que apresentaram RSD
inferior a 5%.

Ensaios de recuperacdo foram realizados pela adi¢cdo de padrdes aquosos em amostras
de vinho, escolhidas aleatoriamente, de modo que a concentracdo final dos analitos fosse
igual a: 0,1 mg L™ para Be e Li, 1,0 mg L™ para Co, Cu, Mn, Rbe Sr, 20 mg L™ para Cae Na
e 100 mg L™ para K.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 PARAMETROS INSTRUMENTAIS

Pela técnica de LS FAAS os elementos sdo determinados individualmente, ou seja,
ndo € possivel se determinar mais de um elemento em uma mesma amostra. Para se
determinar mais de um elemento em uma mesma amostra é necessario ajustar as condicdes de
operacdo do equipamento, como troca e condicionamento da ldAmpada, para cada analito em
quest&o®.

Com o surgimento da técnica de HR-CS FAAS novas possibilidades de estudo
surgiram, isto porque a técnica permite a determinacdo sequencial de diferentes elementos em
uma mesma amostra. 1sso se deve ao fato da existéncia de uma Unica lampada para todos 0s
analitos e devido ao software trocar automaticamente as condi¢bes operacionais do

equipamento, previamente otimizadas, de acordo com a sequéncia de analitos®.
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A otimizacdo das condigdes de operacdo do equipamento foi realizada com uma
amostra enriquecida com padrdes de cada analito. O software realiza a otimizacdo das
condigdes de operagdo do equipamento, automaticamente, variando a vazdo de acetileno e a
altura do queimador. As condigdes selecionadas para os experimentos futuros foram as que
apresentaram maior sinal analitico para cada elemento. Para determinar a taxa de aspiracao,
esta mesma amostra enriquecida com padrdes foi utilizada. O ajuste da taxa foi realizado
manualmente, observando-se a intensidade do sinal analitico de um Unico elemento. A taxa
de aspirac¢do foi ajustada de acordo com o comportamento do sinal analitico do Ca, visto que
este elemento apresentava formacgdo de compostos refratarios, afetando sua absorvancia final.
A taxa de aspiracdo foi ajustada em aproximadamente 8,0 ml min™, sendo esta definida como
a taxa para todos os analitos deste estudo.

Outra vantagem da técnica de HR-CS FAAS é a possibilidade do uso de linhas menos
sensfveis sem perdas com relacdo a razdo sinal/ruido®. Para elementos como Be, Co, Cu, Li,
Rb e Sr foram utilizadas as linhas mais sensiveis, ja que através de algumas analises iniciais,
estes metais foram encontrados em baixa concentracdo nas amostras. Ja para os elementos
Ca, K, Mn e Na foram utilizadas linhas menos sensiveis (Tabela 1), devido as suas altas
concentragdes nas amostras. Se comprimentos de onda de maior sensibilidade fossem
escolhidos para estes analitos, as amostras teriam que ser diluidas varias vezes para que 0S
valores de absorvancia ficassem dentro da faixa linear da curva, comprometendo a
determinacéo de outros analitos.

A mesma estratégia foi utilizada para definir o nimero de pixels a serem avaliados
(Tabela 11). A relacdo entre sensibilidade, diluicdo e faixa linear da curva foi ajustada
baseando-se no nimero de pixels utilizados para a avaliagdo do sinal de cada elemento. Para
0 cobre, por exemplo, foi selecionada a linha mais sensivel 324,754 nm e a avaliacdo foi
realizada em 3 pixels (CPx 1), aumentando sua sensibilidade. Ja para o potassio foi
selecionada uma linha com 0,24% de sensibilidade relativa (404,720 nm) e a avaliacdo foi
realizada apenas no pixel central, respeitando a faixa linear do analito, evitando assim, a

necessidade de diluicdo da amostra.
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4.2 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS OPERACIONAIS PARA INJECAO EM
FLUXO

A valvula SFS 6 é um diferencial deste trabalho. Com este acessorio é possivel manter
a chama mais estavel, isto €, a valvula controla a injecdo de solucdo, variando entre amostra e
agua. Este sistema evita perdas em relagdo a temperatura da chama, injetando agua entre uma
amostra e outra. Outra caracteristica fundamental da valvula é a injecdo em fluxo, isto é, o
consumo de amostra é reduzido significativamente se comparado aos métodos classicos de
FAAS.

Para que este sistema de injecdo tenha funcionamento pleno (injecdo em fluxo) é
necessario que a valvula esteja habilitada e conectada ao equipamento e que o modo de
integracdo do sinal analitico seja a area ou a altura. Com isso, as condig¢Oes ideais de
operagéo, com injecdo em fluxo, da valvula SFS 6, foram avaliadas. O modo de integracdo
escolhido para avaliacdo do sinal analitico foi a area, j& que neste modo a sensibilidade é
maior, assim como a precisdo dos resultados (avaliando o RSD), comparando-se com 0 modo

de integragdo por altura®. A Figura 4 mostra o perfil do sinal analitico mediante a injecdo em
fluxo e o fluxo continuo de uma amostra.

a)

Absorvancia
Absorvancia

Figura 4: Perfil de absorcdo do sinal analitico do K, para amostra SGa, em diferentes modos
de injecdo: a) injecdo em fluxo e b) fluxo continuo de amostra.
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Os parametros que definem o funcionamento adequado da valvula sdo o tempo de
injecdo e o tempo de preenchimento do tubo que leva amostra até a valvula. Estes
parametros, juntamente com o tempo de integracdo, influenciam diretamente nas
caracteristicas dos picos formados, ou seja, obtencdo de um pico simétrico com o menor
tempo de analise possivel.

O tempo de injecdo estd ligado a quantidade de amostra que é introduzida no
atomizador, sendo que, quanto maior o tempo de injecdo, maior deverd ser o tempo de
integracdo do sinal analitico. Caso contrario o pico formado ndo sera simétrico. J& o tempo de
preenchimento do tubo que leva amostra até a valvula, influencia na homogeneidade da
amostra na cadmara de nebulizacdo, visto que a amostra pode sofrer uma pequena diluicdo
devido a presenca de solucdo aquosa no tubo de transporte. O tempo, portanto, deve ser
suficiente para que o tubo esteja totalmente preenchido, caso contrario, a repetitividade e a
reprodutibilidade dos sinais analiticos serdo prejudicadas.

Para otimizacdo destes parametros, foi utilizada uma amostra de vinho, via analise
direta (diluida 8 vezes, Vi de 40 mL) e o sinal analitico dos elementos Ca, K, Mn e Rb foi
avaliado, levando em consideragdo o formato e a simetria dos picos obtidos. A Figura 5
mostra o perfil do sinal analitico, destes elementos, com tempos de injecdo de 1,5 e 3,0 s,
fixando os tempos de preenchimento do tubo e de integracdo do sinal em 15,0 e 7,0 s,
respectivamente. Estes ultimos foram obtidos apds rapidos experimentos observando a
precisdo dos resultados, isto €, o desvio padrdo relativo (RSD) e o perfil do pico dentro da

janela espectral, respectivamente.
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Figura 5: Avaliacdo do perfil de absorvancia para manganés, rubidio, potassio e calcio na

amostra SGa, para diferentes tempos de injecdo: =——— 3,0se =====- 155,

Pela Figura 4, pode-se observar que o tempo de injecdo que gerou O pico mais
simétrico foi de 1,5 s. Para os experimentos futuros, portanto, ficaram definidos os
parametros da valvula SFS 6, comuns para todos os analitos, aqueles obtidos pela otimizacao,
isto é, 1,5 s para o tempo de injecdo, 15,0 s para o tempo de preenchimento do tubo e 7,0 s

para o tempo de integracao.
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4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras foram avaliadas em relacdo a diferentes pré-tratamentos, para tanto foram
comparadas duas estratégias diferentes: via analise direta e via digestdo assistida por
microondas.

Inicialmente foram avaliadas as condi¢des de digestdo, volume de amostra, poténcia
do microondas e tempo de digestdo (sem contar o tempo de refrigeragdo). Volumes de 5, 7 e
10 mL de amostra foram testados. Para os volumes de 7 e 10 mL ndo houve digestdo
completa (coloracdo escura) e para o volume de 5 mL a digestdo foi parcial (coloragdo
amarelo claro), com 800 W de poténcia e tempo de 45 minutos de digesté&o.

Alterando os parametros do microondas, ou seja, aumentando o tempo de digestdo
para 60 minutos e a poténcia do microondas para 1000 W, ndo foram observadas mudancas
significativas para os volumes de 7 e 10 mL, permanecendo a coloragdo escura. Ja a amostra
com 5 mL passou a apresentar coloragéo transparente (incolor). Foi investigado, também, a
utilizacdo de um processo fotoquimico de oxidacdo acoplado ao microondas, onde lampadas
UV foram inseridas nos tubos de quartzo. Estes sistemas, operando simultaneamente,
reduziram o tempo de digestdo, de 5 mL de amostra, para 30 minutos com uma poténcia de
900 W. Ja as amostras com 7 e 10 mL permaneceram sem digestdo completa nestas
condicdes. Para as proximas etapas, portanto, foram utilizadas as lampadas UV acopladas ao
microondas, com tempo de digestdo e poténcia de 30 minutos e 900 W, respectivamente.
Apos a digestdo, as amostras foram quantitativamente transferidas para frascos de plastico
(previamente descontaminados) e o volume aferido para 40 mL.

Posteriormente, as amostras submetidas a digestdo assistida por microondas, foram
comparadas quanto a diluicdo, assim como, quanto a possibilidade de avaliacdo via analise
direta (com o mesmo fator de diluicdo). Para analise direta, 5 mL de amostra, foram
transferidos diretamente para um frasco de plastico, previamente descontaminado, e 0 volume
aferido em 15 mL. A Figura 6 expressa estas comparacdes, onde é possivel observar as
diluicBes de 15 e 40 mL (volume final, V) para as amostras que passaram pelo procedimento

de digestdo e a amostra analisada via analise direta, também com volume final de 15 mL.
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Figura 6: Avaliacdo do sinal analitico de Ca, K, Mn e Rb, para a amostra SGa, mediante
diferentes pré-tratamentos: —— analise direta (15 mL, V), -=-=-- amostra digerida (15 mL,

V) e = - = amostra digerida (40 mL, V).

Avaliando a Figura 6, foi constatado que o sinal analitico, via andlise direta, teve
comportamento idéntico ao sinal obtido pelo procedimento de digestdo (com mesmo fator de
diluicdo). Analisando diretamente a amostra sabe-se que o0 consumo de reagentes € menor, a
possibilidade de contaminacdo é menor e que o tempo do ciclo analitico fica bastante
reduzido®. Assim, foi definido o emprego da analise direta nas etapas futuras.
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Como a absorvancia integrada é diretamente proporcional a quantidade de amostra
injetada no atomizador, foi utilizado um pequeno fator de diluicdo para adicdo de reagentes.
As amostras, portanto, foram diluidas na propor¢do 2 + 1, ou seja, duas partes de amostra e
uma de &gua ultra pura. Inicialmente foi adicionado apenas acido cloridrico em concentragdo
final de 1% (v/v).

Nas primeiras determinagfes, foi observado que o potéssio estava presente em alta
concentracdo nas amostras. Sendo o potassio conhecido por sua caracteristica de supressor de
ionizagcdo, foram realizados testes para avaliar se variagdes em sua concentragdo
influenciariam o sinal dos outros analitos. A chama afeta diretamente a ionizacdo dos
elementos que possuem baixa energia de ionizacdo como Rb (4,2 eV) na chama ar - acetileno
e Ca (6,1 eV) e Sr (5,7 eV) na chama éxido nitroso - acetileno. Estes elementos sdo mais
sensiveis as variagdes de concentracdo de K (4,3 eV), pois este podera afetar o equilibrio da
ionizagdo, isto é, a sensibilidade dos analitos. Ja elementos como Cu (7,7 eV), Co (7,9 eV),
Mn (7,4 eV), Na (5,1 eV) e Li (5,4 eV), com energias de ionizagdo mais elevadas, ndo sofrem
influéncia do potassio na chama ar - acetileno. Assim como o Be (9,3 eV) na chama éxido
nitroso — acetileno?.

Sabendo que o potéssio tambem era alvo deste estudo, o elemento césio, foi incluido
nos experimentos como supressor de ionizacdo. O Cs € o principal supressor de ionizagao,
pois sua baixa energia de ionizacdo, de 3,9 eV, faz com que ele se ionize mais facilmente,
aumentado a quantidade de elétrons na chama, evitando que outros elementos sejam
ionizados®.

Assim, o césio foi adicionado tanto em padrdes como em amostras e brancos. A
quantidade deste elemento a ser adicionada foi investigada. A absorvancia integrada, de cada
analito, foi avaliada para concentracdes de 50, 250, 500, 1.000, 10.000 e 50.000 mg L™ de
Cs. Os elementos Cu, Li, Rb, Na, K, Mn, Co, Ca, Sr e Be foram avaliados e, como esperado,
aqueles com baixa energia de ionizacdo Rb (chama ar - acetileno), Ca e Sr (chama 6xido
nitroso - acetileno) foram mais influenciados pela variacdo na concentracdo de Cs. Os outros
analitos ndo foram significativamente afetados, mantendo uma variacdo do sinal analitico
menor que 5% para o RSD.

Pela Figura 7, pode-se observar que para uma concentracdo de Cs entre 1.000 e
10.000 mg L™ o sinal dos elementos mais propensos a ionizacdo (Rb, Ca e Sr) se manteve

praticamente inalterado, formando um patamar, ou seja, a ionizagdo destes elementos foi
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suprimida pela presenca de Cs. Para a concentracdo de césio de 50.000 mg L™ o sinal
analitico de todos os elementos avaliados diminuiu significativamente, este fato ocorreu
devido a interferéncia de transporte existente devido ao excesso de Cs, dificultando a

formacdo do aerosol que chega no queimador®. Sendo entdo, 10.000 mg L™ ou 1% (m/v) a

concentracdo de Cs utilizada nos experimentos futuros.
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Figura 7: Avaliacdo do sinal analitico para diferentes concentracdes de césio para a amostra
SGa enriquecida com 1 mg L™ de Co, Li, Mn, Sr e Rb e 10 mg L™ de Ca. a) Elementos que

ndo foram influenciados pelo Cs: Li, Mn, Co e b) elementos que sofreram influéncia no sinal:

Rb, Ca, Sr.
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4.4 PARAMETROS DE MERITO

Concluidas as etapas de otimizacdo, estabelecimento das condi¢bes operacionais do
equipamento e preparo de amostras, as curvas de calibracdo para cada analito foram
construidas. Os parametros de mérito encontrados estdo na Tabela VI.

Tabela VI: Parametros de mérito para a determinacgdo de Cu, Li, Rb, Na K, Mn, Co, Ca, Sr e
Be por HR-CS FS-FAAS.

Elementos  Aj=b+aC (mg L™ R Co(mgL") LOD(mgL") LOQ(mgL™)
Cu Ai=0,0070+ 0,1825C  0,9995 0,02 0,04 0,15
Li Ai=0,0053+0,7907C  0,9997 0,006 0,005 0,02
Rb Ai=0,0074+0,1492C  0,9997 0,03 0,02 0,06
Na Ai=0,0050+0,0087C  0,9997 0,51 0,90 3,0
K Ai=0,0052+0,0006C  0,9997 7,3 4,4 14,5
Mn Ai=0,0162+0,1622C  0,9995 0,02 0,04 0,14
Co Ai=0,0050+0,1070C  0,9996 0,04 0,06 0,20
Ca Ai=0,0077+0,0074C  0,9995 0,55 0,92 3,1
Sr Ai=0,0098+0,1155C  0,9994 0,04 0,02 0,05
Be Ai=0,0033+1,089C  0,9995 0,005 0,02 0,08

Para todos os analitos investigados observam-se valores de coeficientes de correlacédo
proximos a 1,000, ou seja, evidenciando uma boa correlacdo linear e absorvancia e
concentracdo. Os valores de LOD e LOQ encontrados foram relativamente maiores, para Cu
(324,754 nm) e Ca (239,856 nm), se comparados a outros trabalhos realizados com

HR-CS FAAS, como reportado por Oliveira et al.*?

em amostras de folhas de plantas, com
LOD em torno de 0,008 mg L™ para Cu e 0,60 mg L™ para Ca. Esta diferenca é devido a
quantidade de solucdo que chega ao atomizador, ou seja, pela injecdo em fluxo o volume
injetado no queimador é menor que o volume injetado por um fluxo de aspiracdo continuo,
diminuindo a populacdo de atomos livres no caminho 6ético. A literatura ndo reporta estudos
com os elementos Be (234,861 nm), Co (240,725 nm), Li (670,785 nm), Rb (780,027 nm) e
Sr (460,733 nm) por HR-CS FAAS, assim como ndo reporta o uso das linhas de 404,720 nm
para 0 K, de 330,237 nm para o Na e de 789,827 nm para Mn.
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No trabalho de Oliveira et al.*?

FAAS, a linha de 404,414 nm para 0 K (0,5% de sensibilidade relativa, CP+1) foi utilizada e

, avaliando amostras de folhas de plantas por HR-CS

o LOD encontrado foi de 0,40 mg L™. Com base neste valor, foi realizada uma estimativa do
valor do LOD. Para tanto foi feito um célculo proporcional considerando a sensibilidade de
0,24% para linha de 404,720 nm do K (CP) e encontrado um valor de 0,83 mg L™ para o
LOD estimado. Porém, no presente trabalho, o valor determinado para o LOD na linha
404,720 nm foi 4,4 mg L™. Este fato também pode ser atribuido ao volume de amostra
injetado no atomizador, assim como pelo nimero de pixels avaliados. Ainda que os valores
de LOD e LOQ encontrados sejam superiores aos reportados na literatura, 0s mesmos podem
ser considerados adequados para os fins que se destinam, ja que os valores recomendados
pela legislacdo sdo bem superiores, conforme Tabela I.

No trabalho de leggli et al.®?, avaliando Ca, K e Na em amostras de ovos por
LS FAAS os LOD’s reportados foram de 0,11 mg L™ para Ca, 0,04 mg L™ para K e 0,02 mg
L™ para Na. Os elementos foram avaliados em suas linhas com 100% de sensibilidade.
Novamente foi realizada uma estimativa dos valores de LOD’s. Para tanto foi realizado o
calculo proporcional com base nos valores reportados, considerando as linhas utilizadas neste
trabalho e suas respectivas sensibilidades: 1,1% para Ca (239,856 nm), 0,24% para K
(404,720 nm) e 0,48% para Na (330,237 nm). O valores estimados foram de 10 mg L™ para
Ca, 16,7 mg L™ para K e 4,1 mg L™ para Na. Comparando estes valores estimados de LOD’s
com 0s obtidos no presente estudo (Tabela V1), para cada um dos elementos (Ca, K e Na),
observa-se que a técnica HR-CS FS-FAAS apresenta melhor sensibilidade que a técnica
LS FAAS. Isto ocorre como esperado, pois a intensidade da fonte de emissdo de radiacao €
constante, mesmo para as linhas secundarias, ou seja, ndo ha perdas na razéo sinal/ruido.

Ao longo dos dias um fator de correcdo foi utilizado para ajustar a curva de
calibracdo. O fator de correcdo foi obtido analisando-se uma solucdo padrdo (preparada
diariamente) e comparado com o valor obtido, para aquela concentra¢do, na curva de
calibracdo. Os valores dessa solucdo padrdo tiveram pequena variacdo ao longo dos dias de
trabalho, com RSD < 5%, apenas Cu, Li e Be apresentaram RSD entre 5 e 10%, indicando
que o fator de correcdo pode ser utilizado para ajustar a curva de calibracdo. As triplicatas
determinadas para cada elemento, pelo método desenvolvido, também apresentaram RSD

menor que 5%. Pela observacdo do RSD encontrado para a solucdo padréo, avaliada
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diariamente e dos desvios padrées relativos (RSD’s) das triplicatas, para as 32 amostras
estudadas, o método foi comprovado como preciso.

Uma amostra de um ensaio interlaboratorial®

foi analisada, onde as concentracdes de
Ca, K e Na foram determinadas por laboratorios nacionais e internacionais, usando diferentes
técnicas de analise. Os resultados encontrados para esta amostra usando-se HR-CS FS-FAAS
estdo de acordo com os obtidos pelos outros laboratérios, como pode ser observado na Tabela
VII. Os valores foram confirmados (conforme Anexo Il) serem estatisticamente idénticos,
com 95% de confianca, através do teste t - Student, usando como ferramenta o software
Statistica. Pode-se, portanto, afirmar que para determinacdo de Ca, K e Na em amostras de

vinho, 0 método desenvolvido é exato e adequado.

Tabela VII: Determinacdo de Ca, K e Na, em mg L™, por HR-CS FS-FAAS na amostra

Interlaboratorial 2012.

Na K Ca
Valores encontrados 18,3+0,1 968+11 63+1
Valores de referéncia 18+ 2 907+60 685

Como uma das etapas de validacdo do método desenvolvido, ensaios de recuperagédo
foram realizados, os resultados sdo mostrados na Tabela VIII. As recuperacGes foram
realizadas através de fortificacGes, em 3 amostras de vinho. A concentracdo final de cada
fortificacio adicionada foi de 0,1 mg L™ para Li e Be, 1,0 mg L™ para Co, Cu, Mn, Rb e Sr,
20 mg L™ para Ca e Na e 100 mg L™ para K. Os resultados das recuperacdes foram muito
satisfatorios, mostrando ndo haver nenhuma interferéncia significativa da amostra sobre os

analitos estudados bem como entre os analitos.

Tabela VIII: Recuperacbes obtidas pelo método de HR-CS FS-FAAS para amostras de

vinhos. Valores dados em percentagem (%).

Cu Li Rb Na K Mn Co Ca Sr Be

Pinto Bandeira 2 100 103 103 110 103 104 109 110 96 102
Campanha Gaucha5 95 101 91 109 91 106 102 110 98 110
Pinto Bandeira 3 105 99 95 108 107 103 110 95 91 94
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4.5 DETERMINACAO DE METAIS EM AMOSTRAS DE VINHO DO BRASIL

As amostras de vinho provenientes das 8 regides alvo deste estudo foram avaliadas
pelo método de HR-CS FS-FAAS desenvolvido neste trabalho. As Tabelas IX, X, XI, XII,
X1, XIV e XV mostram a quantificagdo dos elementos Cu, Mn, Rb, Sr, Ca, Na e K em

mg L™, respectivamente, para cada uma das regides avaliadas. Os elementos Be, Co e Li ndo
foram detectados nas amostras avaliadas, isto €, os valores encontrados ficaram abaixo do
LOQ de cada analito, em todas as amostras.

Pelos resultados encontrados para cobre (Tabela IX), foi observado que a maioria das
amostras apresentou valores de concentragdo abaixo do LOQ (0,15 mg L™). Porém, alguns
vinhos produzidos em determinadas regides (Campos de Cima da Serra 2, Campos de Cima
da Serra 4, Pinto Bandeira 3, Serra Galcha 4 e Serra Galcha 6), apresentam concentracdo de
cobre acima do limite recomendado pela legislagdo brasileira (1,0 mg L™, Tabela 1). Esta
contaminacdo poder ser decorrente do uso de CuSQ,4, como fungicida, sobre a uva, ou ainda
devido a contaminacdo por equipamentos (valvulas, pipas, tubulacfes, etc.) utilizados na
producdo do vinho®’.

Os teores dos elementos Mn (Tabela X), Rb (Tabela XI) e Sr (Tabela XII) tém
importancia significativa sobre as propriedades organolépticas do vinho, assim como para
diferenciacdo da origem do vinho produzido (denominagdo de origem, DO)' 2 % A
quantificacdo destes elementos, portanto, foi fundamental neste trabalho. Nas amostras
analisadas os valores encontrados para Mn, Rb e Sr variaram entre 1,6 € 8,6 mg L™, 2,0 € 9,0
mgL" e 0,10 e 2,1 mg L™, respectivamente.

Em todas as amostras analisadas os limites de Ca (300 mg L™) e Na (230 mg L™?)
ficaram abaixo das limites estabelecidos pela resolucdo 45/96 do MERCOSUL (Tabela I), ou
seja, todos os vinhos estudados estdo dentro do limite recomendado para Ca e Na. Estes
elementos, no entanto, apresentaram grande variacdo dentro das regides avaliadas e mesmo
entre as regides observadas, variando de 8,8 a 54 mg L™ para Na (Tabela XIIl) e 5,1 a
96 mg L™ para Ca (Tabela XIV) dentro de uma mesma regido. O sddio pode ser adicionado
na forma de estabilizante/conservante (Na,S,0s, metabissulfito de sddio) e o calcio pode ser
inserido no vinho pela filtragem (filtro de terra diatoméacea) ou pela adicdo na forma de

CaCO; para corrigir o pH® .
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Os valores encontrados para potassio (Tabela XV) variaram de 628 a 2457 mg L™ e

sua determinacdo também teve influéncia na discriminacdo das regibes produtoras. O

potassio € conhecido como elemento essencial para salde humana, e a quantidade encontrada

nas amostras de vinho mostra como essa bebida pode contribuir significativamente, se

consumida moderadamente, para nossa salde.

Tabela IX: Resultados das regides avaliadas para concentragdo de cobre por

HR-CS FS-FAAS e por ICP OES (n = 3).

Regiéo Concentracdo em mg L™
HR-CS FS-FAAS* ICP OES**
Campanha Gaucha 1 <LOQ 0,09+0,02
Campanha Gaucha 2 <LOQ 0,15+0,02
Campanha Gaucha 3 <LOQ 0,020+0,005
Campanha Gaucha 4 0,20+0,01 0,21+0,01
Campanha Gaucha 5 <LOQ 0,12+0,01
Campanha Gaucha 6 <LOQ <LOQ
Campos de Cima da Serra 1 <LOQ 0,12+0,004
Campos de Cima da Serra 2 1,4+0,01 1,2+0,1
Campos de Cima da Serra 3 <LOQ 0,035+0,005
Campos de Cima da Serra 4 1,5+0,03 1,2+0,2
Oeste do Parana 1 <LOQ <LOQ
Oeste do Parana 2 <LOQ 0,081+0,003
Pinto Bandeira 2 <LOQ <LOQ
Pinto Bandeira 1 <LOQ <LOQ
Pinto Bandeira 3 1,27+0,02 0,97+0,01
Pinto Bandeira 4 <LOQ <LOQ
Serra Catarinense 2 <LOQ 0,16+0,01
Serra Catarinense 3 <LOQ <LOQ
Serra Catarinense 4 <LOQ 0,074+0,002
Serra Galcha 1 <LOQ 0,058+0,003
Serra Galcha 2 <LOQ 0,17+0,01
Serra Galcha 3 <LOQ <LOQ
Serra Gaucha 4 3,2+0,02 3,3%0,2
Serra Galcha 5 <LOQ 0,14+0,01
Serra Gaucha 6 3,29+0,04 3,1+0,2
Vale do Séo Francisco 1 0,48+0,01 0,30+0,02
Vale do Séo Francisco 2 0,34+0,01 0,18+0,01
Vale dos Vinhedos 1 <LOQ 0,111+0,005
Vale dos Vinhedos 2 <LOQ 0,050+0,003
Vale dos Vinhedos 3 <LOQ 0,110+0,002
Vale dos Vinhedos 4 0,42+0,01 0,39+0,02

(*)LOQ=0,15mg L™, (**) LOQ=0,01mg L™
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Tabela X: Resultados das regibes avaliadas para concentracdo de manganés por

HR-CS FS-FAAS e por ICP OES (n = 3).

Regiéo Concentracdo em mg L™

HR-CS FS-FAAS ICP OES
Campanha Gaucha 1 8,56+0,06 8,2+0,3
Campanha Gaucha 2 6,52+0,05 6,3+0,3
Campanha Gaucha 3 2,33+0,02 2,5+0,1
Campanha Gaucha 4 4,12+0,04 4,0+0,1
Campanha Gaucha 5 4,63+0,06 4,9+0,2
Campanha Gaucha 6 1,83+0,02 1,940,1
Campos de Cima da Serra 1 5,98+0,04 6,0+0,3
Campos de Cima da Serra 2 2,88+0,02 2,8+0,1
Campos de Cima da Serra 3 6,12+0,09 5,8+0,3
Campos de Cima da Serra 4 4,03+0,04 4,2+0,1
Oeste do Parana 1 6,13+0,07 7,0+0,3
Oeste do Parana 2 3,35+0,05 3,240,1
Pinto Bandeira 1 1,56%0,03 1,7+0,1
Pinto Bandeira 2 1,76+0,01 1,8+0,1
Pinto Bandeira 3 2,09+0,02 2,4+0,1
Pinto Bandeira 4 2,64+0,04 2,510,1
Serra Catarinense 1 4,63+0,02 4,8+0,2
Serra Catarinense 2 4,97+0,04 5,4+0,2
Serra Catarinense 3 4,17+0,01 4,5+0,2
Serra Catarinense 4 2,63%0,02 2,6+0,1
Serra Galcha 1 4,10+0,04 3,8+0,1
Serra Galcha 2 3,09+0,03 2,910,1
Serra Galcha 3 3,10+0,01 3,0+0,1
Serra Gaucha 4 7,20+0,09 7,8+0,3
Serra Gaucha 5 3,48+0,01 3,3+0,1
Serra Galcha 6 7,42+0,10 6,7+0,3
Vale do S&o Francisco 1 1,74+0,03 1,5+0,1
Vale do Séo Francisco 2 1,58+0,02 1,8+0,1
Vale dos Vinhedos 1 6,36+0,12 5,9+0,3
Vale dos Vinhedos 2 2,60+0,02 2,4+0,1
Vale dos Vinhedos 3 5,07+0,04 5,240,1
Vale dos Vinhedos 4 6,06+0,06 6,0£0,1
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Tabela XI: Resultados das regifes avaliadas para concentragdo de rubidio por
HR-CS FS-FAAS e por ICP OES (n = 3).
Regiéo Concentracdo em mg L™
HR-CS FS-FAAS ICP OES
Campanha Gaucha 1 4,45+0,02 4,2+0,3
Campanha Gaucha 2 4,39+0,04 4,4+0,4
Campanha Gaucha 3 4,79+0,05 4,5+0,3
Campanha Gaucha 4 3,73+0,04 3,5+0,2
Campanha Gaucha 5 6,66+0,12 6,1+0,5
Campanha Gaucha 6 2,29+0,03 2,1+0,2
Campos de Cima da Serra 1 2,81+0,02 2,9+0,1
Campos de Cima da Serra 2 2,17+0,01 2,2+0,1
Campos de Cima da Serra 3 3,57+0,03 3,4+0,2
Campos de Cima da Serra 4 3,29+0,03 3,3+0,1
Oeste do Parana 1 4,35+0,03 4,2+0,1
Oeste do Parana 2 4,77+0,09 4,7+0,2
Pinto Bandeira 1 7,55%0,04 7,7+0,6
Pinto Bandeira 2 4,01+0,02 3,6+0,2
Pinto Bandeira 3 6,94+0,06 6,2+0,5
Pinto Bandeira 4 7,80%0,05 7,7+0,1
Serra Catarinense 1 5,84+0,04 5,6%0,3
Serra Catarinense 2 3,95+0,03 3,7+0,2
Serra Catarinense 3 6,12+0,04 6,0+0,1
Serra Catarinense 4 4,050,03 3,8+0,3
Serra Galcha 1 6,38+0,04 6,3+0,2
Serra Gaulcha 2 5,90+0,06 6,1+0,2
Serra Galcha 3 4,08+0,05 3,6+0,3
Serra Galcha 4 6,39+0,06 6,240,2
Serra Galcha 5 4,63+0,04 4,7+0,2
Serra Galcha 6 6,17+0,05 6,3+0,3
Vale do S&o Francisco 1 2,71+0,02 2,610,1
Vale do S&o Francisco 2 1,99+0,01 2,0+0,1
Vale dos Vinhedos 1 8,98+0,12 9,1+0,5
Vale dos Vinhedos 2 5,60+0,06 5,240,3
Vale dos Vinhedos 3 4,43+0,05 4,7+0,3
Vale dos Vinhedos 4 7,60+0,07 7,410,2
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Tabela XII: Resultados das regides avaliadas para concentracdo de estroncio por

HR-CS FS-FAAS e por ICP OES (n = 3).

Regiéo Concentracdo em mg L™
HR-CS FS-FAAS* ICP OES**
Campanha Gaucha 1 0,72+0,01 0,74+0,04
Campanha Gaucha 2 1,29+0,03 1,540,1
Campanha Gaucha 3 0,52+0,01 0,59+0,02
Campanha Gaucha 4 0,79+0,02 0,86+0,04
Campanha Gaucha 5 0,89+0,01 1,03+0,05
Campanha Gaucha 6 2,05+0,02 1,940,1
Campos de Cima da Serra 1 0,118+0,004 0,12+0,01
Campos de Cima da Serra 2 0,54+0,01 0,53+0,03
Campos de Cima da Serra 3 <LOQ <LOQ
Campos de Cima da Serra 4 0,28+0,01 0,33%0,02
Oeste do Parana 1 0,33+0,01 0,35+0,02
Oeste do Parana 2 0,29+0,01 0,28+0,01
Pinto Bandeira 1 0,44+0,01 0,50+0,03
Pinto Bandeira 2 0,102+0,004 0,12+0,01
Pinto Bandeira 3 0,55+0,01 0,50+0,02
Pinto Bandeira 4 0,44+0,01 0,48+0,01
Serra Catarinense 1 0,59+0,01 0,61+0,02
Serra Catarinense 2 0,25+0,01 0,22+0,01
Serra Catarinense 3 0,51+0,01 0,56+0,03
Serra Catarinense 4 0,24+0,01 0,29+0,02
Serra Galcha 1 0,83+0,01 0,82+0,01
Serra Galcha 2 0,62+0,02 0,68+0,01
Serra Galcha 3 0,50+0,01 0,55+0,02
Serra Gaucha 4 0,33+0,01 0,36+0,03
Serra Galcha 5 0,84+0,02 0,86+0,05
Serra Galcha 6 0,37+0,01 0,45+0,03
Vale do Séo Francisco 1 0,79+0,01 0,77+0,03
Vale do Séo Francisco 2 0,46+0,01 0,55+0,03
Vale dos Vinhedos 1 0,63+0,01 0,63+0,01
Vale dos Vinhedos 2 1,23+0,01 1,3+0,1
Vale dos Vinhedos 3 0,282+0,004 0,31+0,01
Vale dos Vinhedos 4 0,81+0,02 0,75+0,03

(*) LOQ =0,05 mg L™, (**)LOQ=0,02mg L™
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Tabela XIII: Resultados das regides avaliadas para concentracdo de calcio por

HR-CS FS-FAAS e por ICP OES (n = 3).

Regiéo Concentracdo em mg L™
HR-CS FS-FAAS ICP OES

Campanha Gaucha 1 58,9+0,3 53+2
Campanha Gaucha 2 74+1 70+2
Campanha Gaucha 3 61+1 58+2
Campanha Gaucha 4 84+1 874
Campanha Gaucha 5 51+1 47+2
Campanha Gaucha 6 83+1 81+2
Campos de Cima da Serra 1 58+1 58+1
Campos de Cima da Serra 2 12142 119+2
Campos de Cima da Serra 3 47+1 43+2
Campos de Cima da Serra 4 86x1 7915
Oeste do Parana 1 90+2 9543
Oeste do Parana 2 62+1 63+2
Pinto Bandeira 1 72+1 7012
Pinto Bandeira 2 65+1 64+2
Pinto Bandeira 3 64+1 61+2
Pinto Bandeira 4 83,4+0,3 80+2
Serra Catarinense 1 46+1 44+1
Serra Catarinense 2 57+1 53+2
Serra Catarinense 3 73+1 71+1
Serra Catarinense 4 44,4+0,5 44+1
Serra Galcha 1 43+1 41+1

Serra Galcha 2 65+1 67+1

Serra Galcha 3 50+1 5242

Serra Gaucha 4 75+1 7343

Serra Gaucha 5 54+1 53+1

Serra Galcha 6 93+1 90+2

Vale do Séo Francisco 1 96+1 9344

Vale do Séo Francisco 2 5,1+0,3 5,6+0,3

Vale dos Vinhedos 1 81+1 8343
Vale dos Vinhedos 2 78+2 7942
Vale dos Vinhedos 3 47,8+0,6 4742
Vale dos Vinhedos 4 75+1 75+2
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Tabela XIV: Resultados das regides avaliadas para concentracdo de sodio por
HR-CS FS-FAAS e por ICP OES (n = 3).

Regiéo Concentracdo em mg L™
HR-CS FS-FAAS ICP OES
Campanha Gaucha 1 34,6£0,5 34+2
Campanha Gaucha 2 7,940,3 7,7+0,5
Campanha Gaucha 3 4,2+0,2 4,2+0,2
Campanha Gaucha 4 23,2+0,4 25+1
Campanha Gaucha 5 45,6+0,7 432
Campanha Gaucha 6 20,3+0,5 21+1
Campos de Cima da Serra 1 44,2+0,5 4612
Campos de Cima da Serra 2 13,6+0,1 14+1
Campos de Cima da Serra 3 57,50,7 56+2
Campos de Cima da Serra 4 19,5+0,3 20+1
Oeste do Parana 1 25,9+0,4 25+1
Oeste do Parana 2 35,5+0,5 3442
Pinto Bandeira 1 27,1+0,3 2612
Pinto Bandeira 2 5,3+0,1 4,5+0,3
Pinto Bandeira 3 8,0+0,2 7,4+0,5
Pinto Bandeira 4 26,7+0,3 26+1
Serra Catarinense 1 20,4+0,2 21+1
Serra Catarinense 2 33,0+0,3 35+1
Serra Catarinense 3 48,6+0,5 51+2
Serra Catarinense 4 28,2+0,4 24+1
Serra Galcha 1 44,5+0,3 46,5+0,3
Serra Galcha 2 23,240,4 25+1
Serra Galcha 3 12,2+0,5 16+1
Serra Galcha 4 13,5+0,4 16+1
Serra Galcha 5 13,2+0,2 15+1
Serra Galcha 6 13,1+0,3 17+1
Vale do Séo Francisco 1 10,3+0,3 12,5+0,5
Vale do Séo Francisco 2 9,0+0,2 10,8+0,5
Vale dos Vinhedos 1 20,8+0,5 22+1
Vale dos Vinhedos 2 8,8+0,3 9,8+0,5
Vale dos Vinhedos 3 53,9+0,4 5042
Vale dos Vinhedos 4 21,3+0,5 23+1
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Tabela XV: Resultados das regibes avaliadas para concentragdo de potéassio por
HR-CS FS-FAAS e por ICP OES (n = 3).

Regiéo Concentracdo em mg L™
HR-CS FS-FAAS ICP OES
Campanha Gaucha 1 1351+12 1330+15
Campanha Gaucha 2 88616 89616
Campanha Gaucha 3 890+7 875+10
Campanha Gaucha 4 84147 860+12
Campanha Gaucha 5 161319 1640+18
Campanha Gaucha 6 628+6 610+10
Campos de Cima da Serra 1 1361+10 1356+17
Campos de Cima da Serra 2 1028+4 1050+18
Campos de Cima da Serra 3 1562+18 1551+16
Campos de Cima da Serra 4 1311+10 1337+15
Oeste do Parana 1 1541+7 1560420
Oeste do Parana 2 2457+24 2482+21
Pinto Bandeira 1 102448 1029+10
Pinto Bandeira 2 1542+10 1552+16
Pinto Bandeira 3 1449412 1440416
Pinto Bandeira 4 1141+13 1121+14
Serra Catarinense 1 10157 998+14
Serra Catarinense 2 193520 1962+15
Serra Catarinense 3 1361+9 1344+17
Serra Catarinense 4 162913 163610
Serra Galcha 1 1452+11 1432+10
Serra Galcha 2 1361423 1350415
Serra Galcha 3 1312420 1322+16
Serra Galcha 4 1863+15 1844+13
Serra Galcha 5 127248 1296+18
Serra Galcha 6 1557+16 1533410
Vale do S&o Francisco 1 1901+19 1955420
Vale do S&o Francisco 2 1774425 177025
Vale dos Vinhedos 1 1848+22 1840+17
Vale dos Vinhedos 2 1313410 1344+16
Vale dos Vinhedos 3 1353410 1373114
Vale dos Vinhedos 4 1326+17 1353+18

Como etapa de validacdo do método de HR-CS FS-FAAS desenvolvido, os resultados
encontrados foram comparados com aqueles obtidos por ICP OES, para as mesmas amostras.
Os resultados obtidos por ICP OES para Cu, Mn, Rb, Sr, Na, Ca e K também estdo

apresentados nas Tabelas IX, X, XI, XII, XII, XIV e XV, respectivamente. Para verificar a
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similaridade dos resultados encontrados entre ambos os métodos HR-CS FS-FAAS versus
ICP OES, um dendograma foi construido (Figura 8). A construcdo de um dendograma é feita
com base na proximidade existente entre as amostras no espaco. Isso é feito calculando-se a
distancia entre todas as amostras (agrupamentos) do conjunto, em pares, e entdo definindo
uma matriz de similaridade cujos elementos sdo os chamados indices de similaridade que
variam entre zero e um. Um indice baixo indica uma distancia pequena entre dois

agrupamentos e, portanto, uma alta similaridade.

iz K 2 -

ik Ca?2
Ca ‘II

1 1 1 1 1 1 1

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6

Indice de dissimilaridade

Figura 8: Dendograma referente a comparacgédo dos resultados encontrados para duas técnicas
analiticas, em termos dos metais avaliados: 1) HR-CS FS-FAAS e 2) ICP OES.

Pelo dendograma da Figura 8 € possivel observar os valores de concentracéo
encontrados por HR-CS FS-FAAS (método 1) e ICP OES (método 2), para cada analito, em
cada regido, comparados quanto ao indice de similaridade. Como resultado desta
comparacdo, avaliando todas as amostras como um Unico conjunto, para cada elemento,
observa-se uma alta similaridade entre os métodos (1 e 2), mesmo para 0 potassio que
apresentou o maior indice de similaridade. Realizando uma analise estatistica, teste t-Student,
comparando duas médias experimentais (conforme Anexo I1), verifica-se que, com 99% de
confianca, todos os resultados encontrados de cada metal, em ambos os métodos, sdo
estatisticamente idénticos. Isso demonstra mais uma vez que o método desenvolvido

apresenta resultados com boa exatid&o.
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Visando ainda comparar os resultados de concentracdo obtidos pelas duas técnicas,
ICP OES e HR-CS FS-FAAS, foram construidos gréaficos de correlacdo para cada elemento,
Anexo I1l. Em teoria da probabilidade e estatistica, o coeficiente de correlacdo indica a forca
e a direcdo do relacionamento entre duas variaveis®®. A partir dos gréficos de correlacéo
construidos, foram avaliados os seus respectivos coeficientes de correlagdo, representados
pela letra “R”, para cada elemento (Tabela XVI). Os valores de R demonstram que 0s
resultados de concentracdo de cada elemento, para cada amostra, estdo correlacionados.
Pode-se, portanto, concluir que pela Tabela XVI, pelos gréaficos de correlacdo (Anexo IlI),
pelo dendograma de comparacdo (Figura 8) e pelo teste de comparacdo de duas médias
experimentais (Anexo Il) os resultados encontrados para Ca, K, Mn, Na, Rb e Sr s&o exatos,
comprovando a eficacia do método desenvolvido.

Tabela XVI: Coeficientes de correlacdo (R) encontrados para cada elemento, comparando 0s
resultados obtidos para as duas técnicas de analise ICP OES e HR-CS FS-FAAS.

Ca K Mn Na Rb Sr
R 0,9975 0,9976 0,9781 0,9929 0,9945 0,9797

4.6 ANALISE MULTIVARIADA DOS DADOS

Com o intuito de verificar o reconhecimento de padrdes nas amostras de vinho
avaliadas, as ferramentas quimiométricas de reconhecimento de padrdes, PCA e HCA, foram
aplicadas. Estas ferramentas tém como funcéo principal proporcionar a visualizacdo de
informacGes, em um conjunto de dados complexo (avaliacdo multivariada), que ndo seriam
observadas se avaliadas univariavelmente.

A Andlise por Componentes Principais (PCA) foi aplicada com o intuito de realizar
uma analise exploratéria de 32 amostras de vinho, de 8 regides diferentes do Brasil,
envolvendo 10 variaveis (concentracdo de Be, Ca, Co, Cu, K, Li, Mn, Na, Rb e Sr) com os
dados auto-escalonados. Antes de visualizar os graficos de escores e pesos foi necessario
avaliar quais variaveis, dentre as 10 existentes, realmente poderiam diferenciar as amostras
estudadas. Como as amostras de vinho ndo apresentaram valores de concentracdes para

berilio, litio e cobalto, acima dos seus respectivos LOQ’s, estes elementos foram
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desconsiderados na analise multivariada. O mesmo ocorreu para os analitos célcio, cobre e
sodio, estes elementos ndo foram utilizados na analise multivariada pois apresentaram
grandes variacOes dentro de cada regido avaliada. Portanto, a andlise multivariada dos dados
foi baseada em quatro variaveis: manganés, potassio, rubidio e estréncio.

Para escolher o nimero de Componentes Principais (PC’s) que caracterizam os dados
originais, a variancia explicada acumulada foi utilizada. Neste trabalho a variancia explicada
necessaria para resumir a variacdo amostral total foi resumida por 3 PC’s, ou seja, ao se
aplicar a PCA, foi possivel reduzir a dimensdo original dos dados de 4 (4
variaveis/dimensdes) para 3 (3 PC’s). Verifica-se que as trés componentes principais
representam 85,76% da variancia acumulada dos dados.

Analisando o grafico dos escores, Figura 9, definido pelos componentes PC1 versus
PC2, observa-se uma separagdo dos cinco grupos dentre os oito avaliados. Houve uma
separacdo clara dos grupos: Vale dos Vinhedos (VVi), Oeste do Parand (OPR) e Vale do S&o
Francisco (VSF). As regides Campos de Cima da Serra (CCS) e Serra Catarinense (SCa), e as
regibes Campanha Gaucha (CGa), Serra Gaucha (SGa) e Pinto Bandeira (PBa) néo
apresentaram separacdo observando PC1 versus PC2, formando, no entanto, dois grandes
grupos. Pela Figura 10 fica possivel observar que as variaveis K, Mn, Rb e Sr séo realmente
responsaveis pela separacdo dos grupos, promovendo a distribuicdo dos grupos com uma
conformacéo especifica.

Observando o gréafico de escores PC1 versus PC3 (Figura 11), ou seja, adicionando-se
mais uma dimensdo ao sistema de componentes principais, fica possivel de se visualizar a
separacdo de mais grupos. Pela analise de PC1 versus PC3 formam-se os grupos Campanha
Gaucha (CGa), Pinto Bandeira (PBa) e Serra Gaucha (SGa). Porém, mesmo neste caso, com
acréscimo de uma dimensdo, as regides Campos de Cima da Serra (CCS) e Serra Catarinense
(SCa) ndo se separaram. A Figura 12 mostra quais variaveis foram mais significativas para
separacdo dos grupos avaliando PC1 versus PC3.

Pela Analise por Componentes Principais (PCA), portanto, é possivel observar a
formacdo de 7 grupos dentre os 8 avaliados, apenas duas regifes se mostraram semelhantes
quanto ao perfil mineral, CCS e SCa. As outras 6 regides PBa, VVi, SGa, CGa, VFS e OPR
apresentaram perfis minerais distintos, quanto aos elementos avaliados. Esta distribuicao

final, obtida avaliando as 3 componentes principais, PC1, PC2 e PC3, foi caracterizada pelas
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variaveis K, Mn, Rb e Sr. Os gréficos de escores e pesos foram obtidos através do software

Matlab/PLStoolbox (Natick, Massachusetts, EUA).

PC2(27,16%)

PC1 (42,24%)

Figura 9: Avaliacdo dos escores para PCl e PC2, verificando a formacdo de 5 grupos

diferentes.
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Figura 10: Avaliacdo dos pesos para PC1 e PC2, verificando que 4 elementos K, Mn, Rb e

Sr discriminam os cinco grupos formados.
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Figura 11: Avaliacdo dos escores para PC1 e PC3, verificando a formacao de 3 novos grupos

diferentes PBa, CGa e SGa.
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Figura 12: Avaliacdo dos pesos para PC1 e PC3, verificando que os 4 elementos K, Mn, Rb

e Sr discriminam os 3 novos grupos formados.

A conformacdo observada pela juncéo dos graficos de pesos PC1 x PC2 e PC1 x PC3
foi de um tetraedro conforme Figura 13. A partir desta Figura 13 fica possivel observar qual
variavel original teve mais “peso” para separacdo de cada grupo. A presenca de Mn e Rb em

maior concentracdo, juntamente com a baixa concentracdo de K e Sr nas amostras do VVi,

47



proporcionou a diferenciagdo desta regido. A baixa concentracdo de Rb e Sr e alta
concentracdo de Mn e K nas amostras do OPR, levaram a separagéo deste grupo. As amostras
do VSF se caracterizaram pela maior presenca de K e Sr e pequena presenca de Rb e Mn.
Assim como a regido de PBa se diferenciou das demais pela maior presenca de Rb e K e
pequena presenca de Mn e Sr, ja a regido da CGa foi o oposto, com altas concentracGes de
Mn e Sr e baixas concentracbes de Rb K. As amostras da SGa apresentaram niveis
intermediarios para as 4 variaveis (K, Mn, Rb e Sr) e por fim, as amostras dos grupos CCS e
SCa, que ndo apresentaram separacdo entre si, foram caracterizadas por concentracoes

intermediarias de Mn e K e pequenas concentracdes de Rb e Sr.

Sr 3¢
PC1

Figura 13: Distribuicdo das variaveis originais (K, Mn, Rb e Sr) sobre os eixos representados

pelas componentes principais (PC1, PC2 e PC3).

A fim de avaliar os resultados obtidos pela PCA, foi realizada uma Analise por
Agrupamento Hierarquico (HCA) através do software Matlab/PLStoolbox (Natick,
Massachusetts, EUA). A analise foi aplicada aos dados auto-escalonados e a distancia
Euclidiana foi usada para calcular o grau de similaridade entre as amostras. O dendograma
obtido esta apresentado na Figura 14, mostrado em funcdo crescente do indice de
dissimilaridade. A partir da analise do dendograma fica possivel observar a formacdo de 7
grupos, que apresentaram pequena distancia entre as amostras, ou seja, um baixo indice de
dissimilaridade e portanto um alto indice de similaridade. Novamente as regides CCS e SCa
ndo apresentaram grande diferenciacdo. A Analise por Agrupamento Hierarquico, portanto,
confirma as informacdes extraidas pela PCA, onde houve a formacao de 7 grupos distintos
quanto ao perfil mineral estudado. Apenas as regides CCS e SCa nao apresentaram
diferenciacgéo significativa, frente os analitos avaliados.
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Figura 14: Dendograma da Analise de Agrupamento Hierarquico.
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5. CONCLUSOES

O método desenvolvido para determinacdo sequencial rapida por espectrometria de
absorcdo atdbmica de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS FS-FAAS) para
determinacdo de berilio, célcio, cobalto, cobre, estrdncio, litio, manganés, potéssio, sodio e
rubidio em amostras de vinhos, via analise direta, mostrou-se simples, preciso e exato. A
possibilidade de se determinar mais de um elemento, sequencialmente, sempre trabalhando
nas condi¢cdes Otimas de cada analito sdo vantagens proporcionadas por este método. Outra
vantagem do método é a possibilidade de analise direta das amostras sem a necessidade de
um pré-tratamento, apenas uma pequena diluicdo da amostra, ou seja, a determinacdo pode
ser feita via analise direta. Além disto, o consumo de amostra é significativamente menor se
comparado com outros métodos classicos de analise por AAS com chama.

O método foi aplicado na quantificacéo de Be, Ca, Co, Cu, Sr, Li, Mn, K, Nae Rb em
32 amostras de vinho produzidas em diferentes regides do Brasil, com a garantia da
procedéncia das uvas utilizadas como matéria-prima. Os elementos berilio, cobalto e litio ndo
foram detectados nas amostras avaliadas, isto &, os valores encontrados ficaram abaixo dos
limites quantificacdo de cada analito. Os analitos calcio e sodio foram quantificados e
apresentaram grandes variacbes de concentracdo para as amostras avaliadas, no entanto
nenhuma amostra ficou acima do limite maximo determinado pela resolucdo 45/96 do
MERCOSUL para estes analitos. A faixa de concentracéo obtida foi de 5,1 a 121 mg L™ para
Ca e 4,2 a57 mg L" para Na. O cobre ndo foi quantificado na maioria das amostras,
apresentando resultados abaixo do seu limite de quantificagdo. Em cinco amostras avaliadas,
entretanto, o cobre se apresentou acima do limite maximo permitido pela legislacao brasileira
(1,0 mg L™). Os demais elementos estroncio, manganés, potéssio e rubidio apresentaram
faixa de concentracdo entre 0,10 e 2,1 mg L™ para Sr, 1,6 e 8,6 mg L™ para Mn, 2,0 e 9,0 mg
L™ para Rb e 628 a 2457 mg L™ para K.

Pela analise multivariada dos resultados de concentracdo de K, Rb, Sr e Mn, foi
possivel verificar a formacdo de 7 grupos distintos, dentre os 8 conhecidos, avaliando o0s
perfis minerais de cada regido. As técnicas de reconhecimento de padrGes, PCA e HCA,
foram aplicadas neste contexto. Com as informacg6es obtidas neste trabalho, portanto, torna-se
possivel realizar andlises de vinho como rotina de trabalho e ainda observar possiveis

adulteracdes e fraudes destas amostras.
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6. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

A. Desenvolver e otimizar métodos para a determinacdo de outros metais traco, como
molibdénio e niquel, em amostras de vinho. Apos validacdo desses métodos, 0s
mesmos serdo aplicados para determinagdo de metais nas mesmas amostras utilizadas
no presente trabalho.

B. Realizar um estudo quimiométrico, a partir de trabalhos ja concluidos ou em
conclusédo, envolvendo as mesmas amostras de vinho utilizadas neste estudo,
ampliando o numero de amostras, produzidas em outras safras e o nimero de
variaveis, propriedades fisico-quimica, e assim montar um perfil mais completo do

vinho produzido no Brasil.
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ANEXO |

PROCEDIMENTO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE Be, Ca, Co, Cu, K,
Li, Mn, Na, Rb e Sr EM AMOSTRAS DE VINHO POR ICP OES

(Utilizado no laboratério do Lanagro — RS)

1. Para a abertura das amostras foram retiradas aliquotas de 5 mL de vinho e adicionadas aos
tubos de quartzo (acessdrios do forno microondas), a seguir foram adicionados 3 mL de agua
ultra pura, 1 mL de &cido nitrico bidestilado e 2 mL de perdxido de hidrogénio 30% (v/v). As
amostras foram digeridas em um forno microondas, modelo Multiwave 3000 (Anton Paar
AP, Austria), equipado com: rotor para oito tubos (sistema 8XQ80), oito tubos de quartzo
(XQ80) e lampadas de radiacdo MUV (microwave-assisted UV digestion).

2. As lampadas UV foram acopladas aos tubos de quartzo para auxiliar no processo de
degradacédo da matéria organica presente na composi¢do do vinho. A mistura foi aquecida de
acordo com o programa do forno microondas, Tabela XIV, durante 30 minutos. Apos o
processo de resfriamento (15 minutos) a solugdo foi transferida e aferida com agua ultra pura
a 30 mL.

3. Para a determinacdo de minerais em vinho foi utilizado um espectrometro de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado simultaneo, modelo MPX-CCD da Varian
(Milgrave, Australia), com configuracdo radial. O sistema € equipado com um detector de
estado sélido com arranjo CCD (Charge Coupled Device) e sistema Peltier refrigerado a
-35 °C. O policromador Echelle promove a cobertura das linhas de emissdo compreendidas na

faixa espectral entre 167 a 785 nm.

4. Para a determinacdo dos microelementos Be, Co, Cu, Li, Mn, Rb e Sr foi utilizado um
nebulizador ultra-snico, modelo CETAC U-5000 AT" da CETAC Tecnologies (Omaha, NE
USA) e para os macroelementos Ca, K e Na foi empregada uma camara de nebulizacao,

modelo Sturman-Masters da Varian (Milgrave, Australia).

5. As condicBes de operacdo do equipamento estdo na Tabela I, e foram obtidas através de

uma prévia otimizacdo usando-se como ferramenta o algoritmo Simplex Modificado.
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Tabela I: Pardmetros operacionais para as determinagfes de metais em vinhos por ICP OES.

Condicéo de operacédo do ICP-OES

Poténcia (W) 1300

Fluxo de gas auxiliar (L/min) 2,25
Fluxo de plasma (L/min) 15
Altura de leitura (mm) 15
Rotacgédo da bomba (rpm) 35

Pressdo do nebulizador (kPa) 240

6. Para a determinacdo dos microelementos foi necesséario a utilizagdo de itrio (YY) como
padrdo interno, devido a supressdo do sinal analitico dos analitos de interesse, ocasionado

pela alta concentracdo dos macroelementos.

7. As curvas analiticas foram construidas a partir de solugbes padrbes estoque, com
adequadas dilui¢des. As curvas analiticas, para 0s microelementos, tém faixa de concentragédo
entre 25ug L™ a 2000ug L™. As curvas analiticas, para os macroelementos, tém faixa de
concentracdo entre 0,5mg L a20 mg L™.

8. As amostras seguiram sempre esta mesma sequéncia e os resultados foram utilizados para

comparagdo com o método desenvolvido no presente trabalho.
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ANEXO 11

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA COMPARACAO DE
TECNICAS ANALITICAS ESTATISTICAMENTE

1. Comparacao de uma Média Experimental com um valor conhecido

1.1 Utilizacdo de um teste de hipGtese estatistica para tirar conclusdes sobre a média obtida
(L) e sua proximidade com um valor conhecido (o).

1.2 Formacdo de duas hipdteses que representam resultados contréarios:
e Hipobtese nula Ho: afirma que i = Ho;

e Hipdtese alternativa H,: afirma que podemos rejeitar a hipotese nula (1 # Mo, 1 < Ho,
TR A

1.3 O procedimento adotado neste trabalho para comparar médias experimentais de metais
com valores de referéncia foi, portanto, o teste t - Student, seguindo 0s passos a seguir.

1.4 Utilizando a média mais o desvio padrdo da triplicata obtida na determinagéo de Ca, Cu,
K e Na na amostra interlaboratorial.

1.5 Comparando com a média fornecida pelo ensaio interlaboratorial para Ca, Cu, K e Na
atraves do teste de hipotese.

e Hipotese nula Ho: Bt = Ho;

X— Hy
SN

a média experimental;

e Teste estatistico: t = onde: N é o nUmero de medidas; s é o desvio padrdo e x €

e Hipdtese alternativa Ha: u # mo, 1 < Mo, 1 > Mo, rejeitar Ho Se ¢ > #¢rit OU S€ £ < -terit).
1.6 Calcular t pelo teste estatistico.

1.7 Escolher o nivel de confianca e verificar em tabelas o tc;, para determinado nimero de
graus de liberdade (N — 1). Para 2 graus de liberdade (3 — 1) e 95% de confianca, o valor de
tcrit é 4,3-23

1.8 Se os resultados de tcyc (t calculado) forem maiores que teit OU menores que -teit,
descartar a hipdtese nula, ou seja, a media determinada ndo é igual ao valor de referéncia,
com 95% de confianca.
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1.9 Se os resultados de tcyc estiverem entre os valores de teit € -terit, @ hipotese nula é aceita e
pode-se afirmar com 95% de confianca que as médias, experimental e de referéncia, séo
idénticas.

2. Comparacao de duas Médias Experimentais

2.1 Sdo comparadas estatisticamente duas médias experimentais, xi1 € X2, € Seus respectivos

desvios padrdes, s; e s2.%
2.2 Por se tratar de um nimero pequeno de medidas utiliza-se o teste t - Student.
2.3 Montando o procedimento estatistico:

e Hipobtese nula Ho: afirma que g = W;

e Hipdtese alternativa Hy: afirma que podemos rejeitar a hipotese nula (1 # Mz, M1 < Mz,
h1 > o).

2.4 Este procedimento foi adotado ao se comparar resultados obtidos por duas técnicas
diferentes HR-CS FS-FAAS e ICP OES.

2.5 Comparando as médias encontradas pelas duas técnicas através do teste de hipotese.

e Hipdtese nula Ho: p1 = My;

)21_ X;
s N, +N,
comb NlN2

cada técnica; s é o desvio padrédo combinado e x; e X, Sd0 as médias experimentais;

e Teste estatistico: t = onde: N; e N2 sdo 0s numeros de replicatas de

e Hipdtese alternativa Ha: J1 # Mo, M1 < M2, 1 > o, rejeitar Ho Se ¢ > ferit OU Se ¢ < -teri).
2.6 Calcular t pelo teste estatistico.

2.7 Escolher o nivel de confianca e verificar em tabelas o t.i;, para determinado nimero de
graus de liberdade (N1 + N, — 2). Para 4 graus de liberdade (3 + 3 — 2) e 99% de confianga, 0
valor de te;i é 4,6.2

2.8 Se os resultados de tcyc (t calculado) forem maiores que tgit OU menores que -terit,
descartar a hipotese nula, ou seja, as médias determinadas ndo sdo iguais, com 99% de
confianga.

2.9 Se os resultados de tcqc estiverem entre os valores de tqit € -terit, @ hipotese nula € aceita e
pode-se afirmar com 99% de confianca que as médias experimentais sao idénticas.
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ANEXO 111

GRAFICOS DE CORRELACAO

A exatiddo do método desenvolvido de HR-CS FS-FAAS pode ser avaliada ao se
comparar seus resultados de concentragdo com aqueles obtidos por ICP OES. Para
visualizacdo deste fato foram construidos gréaficos de correlacdo, para cada elemento, e 0s
seus respectivos coeficientes de correlagdo foram calculados, conforme este Anexo.

Tabela XVI: Coeficientes de correlagcdo (R) encontrados para cada elemento, comparando 0s
resultados obtidos para as duas técnicas de analise ICP OES e HR-CS FS-FAAS.

Ca K Mn Na Rb Sr
R 0,9975 0,9976 0,9781 0,9929 0,9945 0,9797

100

50

ICP OES

T T T T T
0 60 120

HR-CS FS-FAAS

Figura 1: Gréafico de correlacdo para os resultados de concentragdo, em mg L™, de célcio
obtidos por ICP OES e HR-CS FS-FAAS.
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Figura 2: Gréfico de correlagdo para os resultados de concentracdo, em mg L™, de potéssio
obtidos por ICP OES e HR-CS FS-FAAS.
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0 T T T T T T
3 6 9
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Figura 3: Grafico de correlagdo para os resultados de concentracdo, em mg L™, de manganés
obtidos por ICP OES e HR-CS FS-FAAS.
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Figura 4: Gréafico de correlagdo para os resultados de concentracdo, em mg L™, de sodio
obtidos por ICP OES e HR-CS FS-FAAS.
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Figura 5: Grafico de correlagdo para os resultados de concentragdo, em mg L™, de rubidio
obtidos por ICP OES e HR-CS FS-FAAS.
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Figura 6: Grafico de correlagdo para os resultados de concentracdo, em mg L™, de estroncio
obtidos por ICP OES e HR-CS FS-FAAS.
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