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Resumo

Pela importancia do teor mineral nos vinhos em termos de seguranga alimentar e qualidade ¢
imperativo que os laboratorios possuam métodos validados para a sua andlise e controlo,
garantindo a aplicabilidade do ensaio para implementacdo em trabalho de rotina. O presente
trabalho pretende validar um método de andlise multi-elementar por ICP-OES em vinhos,
mostos ¢ aguardentes. Estudaram-se parametros de validagdo como seletividade e
especificidade, quantificagdo, limiares analiticos, precisdo e exatiddo. Validou-se o método
para quatro elementos: calcio, ferro, cobre e potassio. Comprovou-se a especificidade do
método pela obtencdo de taxas de recuperagdo proximas de 100%. Verificou-se que as fungdes
de calibracdo seguem um comportamento linear e calcularam-se os limites de detecdo e
quantificagdo, que demonstraram a precisdo dos valores reportados na gama de trabalho
aplicada. Demonstrou-se que o elemento mais sensivel € o ferro e 0o menos sensivel € o potassio.
O método revelou-se preciso pela obtencdo de coeficientes de variacdo dentro do limite
estipulado e a exatidao foi comprovada através da participagdo em ensaios laboratoriais com a

realizacdo de testes de aptidao.

Palavras-chave: vinho, ICP-OES, quantifica¢ao, analise multi-elementar, validaciao de
método
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Abstract

Due to the importance of mineral content in wines in terms of food safety and quality, it is
mandatory that laboratories have validated methods for their analysis and control, guaranteeing
the applicability of the test for routine implementation. The present work intends to validate a
multi-element analysis method by ICP-OES in wines, musts and spirits. Validation parameters
such as selectivity and specificity, quantification, detection and quantification limits, precision
and accuracy were studied. The method was validated for four elements: calcium, iron, copper
and potassium. The specificity of the method was confirmed by obtaining recovery rates close
to 100%. It was verified that the calibration functions follow a linear behavior, and the detection
and quantification limits were calculated, which demonstrated the accuracy of the reported
values in the applied working range. It was revealed that the most sensitive element is iron and
the least sensitive is potassium. The precision of the method was attested by obtaining
coefficients of variation within the stipulated limit and the accuracy was proven through

participation in interlaboratory tests.

Key words: wine, ICP-OES, quantification, multi-elemental analysis, validation of

method
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Fe — Ferro

F - Fltor

Ga — Galio
Hg - Mercurio
I - Iodo

ICP-OES — Espetrometria de emissao oOtica por plasma acoplado indutivamente

IRZ - Initial radiation zone
K - Potassio

LD - Limite de dete¢ao

Li - Litio

LQ - Limite de quantificagao
Mg - Magnésio

Mn — Manganés

Mo - Molibdénio

Na - Sodio

NAZ - Normal analytical zone
Ni — Niquel

OIV - Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho
P - Fésforo

Pb — Chumbo

Rb — Rubidio

RF - Radiofrequéncia

S — Enxofre

Sb - Antimoénio

Se - Selénio

Si — Silicio

Sn - Estanho

Sr — Estroncio

Tl - Talio

U - Uranio

V — Vanadio
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W - Tungsténio
Y - ftrio
Zn — Zinco

XiX



1. O vinho
O vinho ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo e o seu aparecimento remonta

aos primoérdios civilizacionais (Gayon, 2005). Para além da elevada importancia social e
econdmica, tem também um papel de relevancia na vertente cultural, com associagdo ao
misticismo (“dddiva de deuses”) e religiosidade (“sangue de Cristo”), contribuindo para
enaltecer a bebida que ¢ “fruto da videira e do trabalho do Homem” (IVV, 2018). O vinho ¢
uma bebida alcodlica resultante da fermentagao, por acao de leveduras, dos agtcares naturais
presentes no sumo de uva. A sua composi¢ao ¢ complexa contendo, para além de dgua e etanol,

uma grande variedade de substancias organicas e inorganicas (Ribereau-Gayon, et al., 2006).

1.1.  Classificagao de produtos vinicos
Os produtos de origem vinica produzidos e comercializados em Portugal sdo os vinhos

tranquilos, vinhos generosos, vinhos espumantes, vinhos frisantes e espirituosos — aguardente

vinica, brandy e aguardente bagaceira.

Os vinhos tranquilos sdo aqueles que ndo recebem adic¢ao de alcool vinico nem contém
gas dioxido de carbono (Infovini, 2009). Sio comummente designados por vinhos de mesa,
apesar de a designag¢ao ja ndo ser reconhecida (IVV, 2018). Dentro desta categoria reconhecem-
se os vinhos brancos, tintos e rosés. Os vinhos brancos podem ser feitos a partir da fermentagao
de uvas brancas e de uvas de castas tintas vinificadas sem pele. Sao vinhos limpidos, apresentam
varias tonalidades cromaticas (desde o branco-agua ao dourado forte) e sdo bastante suaves e
aromaticos (Infovini, 2009) (Afonso, 2015). Os vinhos tintos sio produzidos a partir da
fermentagdo de uvas tintas. A paleta de cores vai desde o vermelho rubi, com mais ou menos
transparéncia até ao vermelho-escuro, podendo apresentar alguma opacidade. Os tintos jovens
sao suaves, mais delicados, aromaticos e frutados. Quanto aos envelhecidos t€m um aroma mais
intenso e complexo, sdo aveludados e encorpados (Infovini, 2009) (Afonso, 2015). Os vinhos
rosés sofrem um processo diferente de fermentagdo: utilizam-se castas tintas e apds um periodo
de tempo retiram-se as peles das uvas (depois de ter sido transferida alguma cor rosada),
seguindo depois um processo de fermentagcdo sem peles. A cor deste vinho vai desde o rosa-
palido ao vermelho-claro. Conjuga caracteristicas de leveza e suavidade com o sabor aromético

e frutado (Afonso, 2015) (Infovini, 2009).

Os vinhos generosos ou licorosos resultam da adicdo de alcool (4lcool puro ou
aguardente) durante a fermenta¢do, de modo a suspender o processo, o que implica que o vinho

contenha mais teor de agucar e de alcool. Neste grupo incluem-se os vinhos do Porto, da
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Madeira e o Moscatel (Afonso, 2015). Quanto aos vinhos do Porto, estes podem ser divididos
em duas categorias mediante o tipo de envelhecimento: vinhos amadurecidos em madeira
(wood matured) e vinhos amadurecidos em garrafa (bottle matured). Destaca-se o Ruby, feito
a partir de uvas tintas e que amadurece por periodos curtos, de dois ou trés anos, apresenta uma
cor rubi intensa e o sabor remete a frutos vermelhos (Martins, 2011). O estilo Tawny ¢ obtido
por lotacdo de vinhos de grau de maturagao variavel (IVV, 2018) e estagia em pipas de carvalho.
O contacto do vinho com a madeira e oxigénio influencia os perfis de cor (dourado/ambar) e
aroma/flavor (frutos secos e madeira) (Martins, 2011). O Branco apresenta-se em varios estilos
por varia¢des na vinificacdo que permitem a obtencdo tanto de vinhos com aromas frescos e
exuberantes como outros com aromas a frutos secos e com um perfil tradicional. Podem ser
categorizados de acordo com o grau de dogura (extrasseco, seco, meio-seco, doce e muito doce
ou lagrima) e mediante o periodo de envelhecimento (IVDP, 2022). Finalmente, o vinho do
Porto Rosé ¢ obtido por maceragdo pouco intensa de uvas tintas e sem promogao de fenomenos
de oxidagdo durante a conservacdo, sendo que sdo considerados vinhos sem envelhecimento,
pelo que sdo consumidos jovens (IVDP, 2022). Nas categorias especiais de vinho do Porto,
destacam-se os Vintage, Late Bottled Vintage (LBV), data de colheita, indicacao de idade (10,
20, 30 e 40 anos), Crusted e Reserva (Diario da Republica, 2009).

Os vinhos espumantes sdo caracterizados pela presenca de didxido de carbono,
originario da fermentacdo secundaria, que lhes atribui a bolha e espuma caracteristica, com
influéncia no seu aspeto, gosto e tipo. Segundo o Regulamento da EU 1308/2013, Anexo VII,
Parte 11, ponto 4) c), deve apresentar uma sobrepressdao nao inferior a 3 bar (a 20°C)
(Regulamento (UE) n°® 1308/2013, 2013). Em Portugal, produzem-se vinhos espumantes

brancos, tintos e rosés (Infovini, 2009).

Os vinhos frisantes apresentam algum desprendimento de gas pela presenga de didxido
de carbono proveniente da fermentacdo. O Regulamento da EU 1308/2013, Anexo VII, Parte
I, ponto 8) c), refere que este deve apresentar uma sobrepressdo em recipientes fechados entre

1 a 2,5 bar (a 20°C) (Regulamento (UE) n°® 1308/2013, 2013).

No ramo das bebidas espirituosas destacam-se as aguardentes de origem vinica, onde se
encontram as aguardentes vinicas, os brandys e as aguardentes bagaceiras. A aguardente
vinica, segundo o Decreto-Lei 390/86, de 21 de novembro no Art. 3° - 1 ¢ uma bebida
espirituosa obtida por destilacdo exclusiva de vinho ou por redestilacdo de destilados com um
teor alcodlico maximo de 80% (v/v) a 20°C (Decreto-lei 390/86, 1986). Segundo o mesmo

Decreto, descrito no Art. 5°, o brandy ¢ um produto com um teor alcodlico minimo de 35%

2
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(v/v) (a 20°C), obtido a partir de aguardente vinica com estagio minimo de seis meses em
vasilhas de carvalho, sendo que podem ser adicionados beneficiadores e aditivos (Decreto-lei
390/86, 1986). Aguardente bagaceira (ou bagaco de uva), segundo o Art. 6° do Decreto-Lei
n.°390/86, ¢ uma bebida obtida a partir de bagago de uvas fermentadas e destiladas com teor

alcodlico minimo de 40% (v/v) e maximo de 60% (v/v) (a 20°C) (Decreto-lei 390/86, 1986).

1.2. Mineralizacao nos vinhos
A composic¢ao mineral dos vinhos reflete a origem e o percurso do vinho desde o bago

até ao copo e pode ser influenciado por diversos fatores (Gadzhieva, 2016). O contetido mineral
do vinho contribui fortemente para as suas caracteristicas sensoriais, com influéncia substancial
nos perfis de cor, limpidez, gosto e aroma. Revela também importancia a nivel de seguranca
pois a concentragao em que os elementos se encontram podem desencadear problemas de ordem

toxicologica e legal.

O contetido elementar que compde o vinho pode ser originario de fontes naturais
(priméaria) ou antropogénicas (secundaria). Os metais de origem primdria provém do solo onde
a vinha esta cultivada e estdo relacionados com o tipo de solo, a variedade e maturacao das
uvas, bem como com as condig¢des climatéricas verificadas durante o crescimento ¢ maturagao
das uvas — as vias precursoras do conteudo mineral que alcanga o vinho, vindo do solo (Kunkee
& Eschnauer, 2003) (Hernandez, et al., 1996). Os metais de origem secundaria resultam de
praticas humanas verificadas durante as etapas de produgdo do vinho, englobando préaticas
vitivinicolas para protecdo e crescimento da vinha, tais como a aplicacdo de fertilizantes,
pesticidas e fungicidas; praticas enologicas relacionadas com o contacto prolongado do vinho
com o material constituinte de maquinas, barris, pipas e outros utensilios usados durante as
etapas de producdo desde a vindima até ao armazenamento e contaminagdo ambiental

proveniente de emissdes de veiculos ou industrias (Pohl, 2007) (Aceto, et al., 2003).

O contetido metalico dos vinhos ¢ de extrema importancia e tem influéncia significativa
na qualidade, estabilidade e valor nutricional dos mesmos (Ivanova-Petropulos, et al., 2016).
Os metais presentes no mosto € no vinho apresentam-se sob a forma de catides e a sua carga ¢
neutralizada maioritariamente por anides derivados de acidos organicos (Moreno & Peinado,
2012). Os metais sdo essenciais para o crescimento da vinha, participam em diversas reagdes
redox e sdo imprescindiveis para processos e metabolismo das células e crescimento de
leveduras, sendo indispensaveis para uma eficiente fermentagdo alcodlica (Tariba, 2011). Por
exemplo, potassio (K), magnésio (Mg), sddio (Na) e célcio (Ca) estabelecem o equilibrio idnico

e mantém o pH necessario no ambiente das células das leveduras. Outros elementos como cobre
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(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) sdo necessarios para a ativacao da metaloenzima
prostética. Apesar da necessidade evidente e contributo positivo destes componentes para o
crescimento da vinha e produgdo do vinho, também a conservacdo e caracteristicas
organoléticas do mesmo podem estar comprometidas pela presenga excessiva de algumas
substancias minerais. A precipitacdo de tartarato de K e Ca, com consequente alteragdo de pH
pode levar a dois efeitos indesejaveis — promocdo da oxidacdo de Cu e Fe e fendémenos de
turvagao por formagdo de névoa provocados por aluminio (Al), Cu e Fe (Pohl, 2007). Metais
como Fe, Cu e Mn podem formar complexos com aminodcidos e polifenois, que ocorrem
durante a maturagdo e envelhecimento do vinho e determinam as caracteristicas de
envelhecimento, aroma, sabor ¢ cor do vinho (Tariba, 2011). A cor pode ser afetada pela
forma¢do de complexos de metais e matéria organica. Al, Cu, Fe e Mg podem ligar-se a
antocianinas ¢ taninos levando a pequenas altera¢des na cor do vinho. A atividade de Fe(Il) e
Cu(Il) com quercetina e rutina contribui para o browning em vinhos brancos (Fabjanowicz &
Plotka-Wasylka, 2021). O browning ¢ o resultado de complexas reagdes enzimaticas que
ocorrem durante o processamento, envelhecimento e armazenamento, que promovem
alteragdes na cor do vinho, pelo aparecimento de cor castanha, diminui o brilho ¢ aumenta o
indice de escurecimento, deteriorando a qualidade e afetando a comercializagdo do vinho

(Salacha, et al., 2008).

1.2.1. Ocorréncia quantitativa
Os elementos constituintes do vinho podem ser agrupados de acordo com a sua

ocorréncia quantitativa. Os elementos maioritarios em concentragdoes desde 10 mg/L até 1 g/ L
e onde se incluem alguns metais alcalinos e alcalino-terrosos, tais como Na, K, Mg, Mg e Ca,
responsaveis pela “estrutura metalica” dos vinhos e pela sua capacidade tampao. Incluem-se
também neste grupo outros, tais como, silicio (Si) sob a forma de &cido silicico, foésforo (P)
tanto na forma mineral (fosfatos) como orgéanica, enxofre (S) sob a forma de sulfatos, sulfitos
e outras espécies, e cloro (Cl) presente em cloretos. Os elementos minoritarios que se encontram
em concentracdes entre 0,1 mg/L e 10 mg/L, incluindo boro (B) sob a forma de 4cido boérico,
Al, Mn, Fe, Cu, Zn, rubidio (Rb), estroncio (Sr) e molibdénio (Mo). Definidos como elementos
vestigiais, com concentracoes geralmente inferiores a 100ug/L distinguem-se os elementos litio
(L1), vanédio (V), crémio (Cr), cobalto (Co), niquel (Ni), galio (Ga), arsénio (As), selénio (Se),
césio (Cs), bario (Ba), chumbo (Pb), bromo (Br), iodo (I) e fluor (F). Em teores inferiores a
Ing/L destacam-se os elementos berilio (Be), cadmio (Cd), antimoénio (Sb), tungsténio (W),
mercurio (Hg), talio (T1), bismuto (B1), uranio (U) e lantanideos, caracteristicos de terras raras,

e definidos como sub-vestigiais (Catarino & Curvelo-Garcia, 2011).
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1.2.2. Necessidade de quantificagdo e definicéo de limites

O conteudo metalico dos vinhos ¢ de grande relevancia tanto para produtores, endlogos
e comerciantes como para consumidores (Frias, et al., 2003). A presenca de elementos ¢ a
concentragdo em que estes se encontram tém efeitos diretos na qualidade de mostos e vinhos,
além de que podem afetar a satde humana, pelo que os vinhos devem ser submetidos a um
controlo analitico rigoroso. Estes devem estar em conformidade com os regulamentos
existentes, garantindo a seguranga alimentar ¢ devem ser garantidos parametros de tolerancia
para outros metais dado que o seu conteido tem grande influéncia em caracteristicas
organoléticas e de estabilidade, com impacto comercial direto (Waterhouse & Laurie, 2006).
Atualmente existe regulamentacgdo que impoe certos limites legais para concentragdes de alguns
elementos. Depreende-se, no entanto, que com a crescente preocupagdo com a saude e o
levantamento de questdes ambientais a lista de elementos de necessaria monitorizagdo e
imposi¢ao de limites sofrerd alteragdes ao longo do tempo podendo conduzir ao aumento de
elementos sob regulamentacdo ou a alteracdes do ponto de vista do valor maximo aceitavel.
Exemplo disso ¢ o Regulamento da Unido Europeia 2021/1317 de 9 de agosto de 2021 que
altera os teores méaximos de chumbo em certos géneros alimenticios, incluindo o vinho
(Comissao Europeia, 2021). Até a data, a Organizagao Internacional da Vinha e do Vinho (OIV)
define os valores maximos de concentracao para os elementos Cu, Zn, As, Cd e Pb (OIV, 2015).
De seguida, apresenta-se, por ordem alfabética de abreviatura, uma descri¢gdo pormenorizada

de 15 elementos e um quadro-resumo apresentado na Tabela 1-1.

Tabela 1-1: Elementos no vinho: niveis de ocorréncia, fontes da sua presenga e contaminagdo e efeitos no vinho ou na
saude (quando presentes em concentragdes elevadas).

Elemento Niveis de Fontes Efeitos no vinho/na
ocorréncia saude
Al 0,1-5,40  pesticidas com Al, particulas turvacao e gostos e
mg/L de terra, superficies de Al, aromas depreciativos

bentonites, taninos, auxiliares
de filtragdo

As geralmente  herbicidas e fungicidas (com risco de intoxicagao
<0,02 mg/LL  arseniato de sddio), bentonites
Ca 50-140 uvas, carbonato de calcio descaracterizacdo
mg/L dos vinhos,

fenomenos de
turvacdo precipitagdo
Cd 0,28-5 ug/L  minérios de Zn, poluicao fenomenos de
atmosférica, inseticidas e toxicidade
fungicidas, materiais com Zn,
aco inoxidavel
Co 1-20 ug/L.  ligas metalicas com Co, risco de toxicidade
bentonites



Cr

Cu

Fe

Mg

Pb

Zn

4-224 pg/L

10-40 mg/L

1-466 pg/L

1-620 pg/L

aco inoxidavel, contaminagao
dos solos, envelhecimento em
garrafa

sprays sulfato de cobre,
contacto com superficies de
cobre, estanho ou bronze
particulas de terra,
equipamento de vinificagao,
manuseamento e transporte,
materiais e auxiliares
tecnologicos

solo, variedade e tipo de uva,
fertilizagdo do solo, praticas
vitivinicolas aplicadas

uvas e solo, praticas de
viticultura e vinifica¢do (como
aplicagdo de fertilizantes)
solo, produtos fitossanitarios,
bentonites, enzimas
pectoliticas

bissulfito de sédio, bentonites
e ambiental (proximidade ao
mar)

solo, produtos fitossanitarios,
polui¢ao atmosférica,
bentonites, garrafas de vidro
(pigmentos com Ni), aco
inoxidavel

poluicdo atmosférica
(proximidades a vias
rodoviarias, fundigoes e
incineradoras), fitossanitarios
(como arseniato de chumbo),
ligas metalicas (com Pb),
materiais em bronze e latdo,
garrafas de cristal, bentonites,
capsulas Pb-Sn, revestimentos
ceramicos

fungicidas a base de
ditiocarbamato, equipamento a
base de ligas metalicas com Zn
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risco de toxicidade

turvagao (casse
cuprica)

risco de intoxicagdo
turvagoes €
alteragdes de cor —
casse branca e casse
azul

aumento de pH -
instabilidade
microbiana, impacto
na cor e sabor
atributo sensorial
negativo — salty

fendmenos de
oxidagdo

atributo depreciativo
- salty

formacéo de haze e
alteragodes
indesejaveis no
aroma e sabor
implicagdes
toxicologicas e
fisiologicas

efeitos patologicos
(sistema sanguineo,
sistema nervoso,
sistema renal e
cardiovascular e a
nivel neurologico e
psicomotor)

formag@o de haze,
sensagao de
adstringéncia
fenomenos de
toxicidade
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1.2.3.  Andlise individual de elementos
Aluminio (Al)

O Al ¢ um elemento naturalmente presente nas uvas, mas a sua presen¢a no vinho ¢
maioritariamente de origem exdgena e deve-se essencialmente ao emprego de pesticidas com
Al na sua composi¢ao, particulas de terra, contacto do vinho com superficies de Al e a utilizagao
de bentonites, taninos e auxiliares de processos de filtracdo (McKinnon, et al., 1992) (Catarino,
2006). O uso de bentonites tem sido destacado como a mais destacavel fonte de contaminagao
de Al e tém-se observado aumentos significativos do teor deste elemento em vinhos (Nicolini,
et al., 2004) (Catarino, et al., 2008). A sua biodisponibilidade deve-se a grande capacidade de
combinar com acidos organicos, entre os quais o acido tartarico. Publicacdes revelam que a sua
concentragdo nos vinhos geralmente € inferior a 2mg/L (Interesse, et al., 1984) (Seruga, et al.,
1998) (Taylor, et al., 2003) (Jos, et al., 2004) (Catarino, et al., 2006a). Pode desencadear
fendmenos de instabilidade fisico-quimica como turvagdo, bem como atribuir gostos e aromas

depreciativos ao vinho, quando presente em quantidades superiores a 10mg/L (Lay & Meyer,

1989) (Scollary, 1997) (Seruga, et al., 1998).

Arsénio (As)

A presenca de As no vinho pode ter origem no solo e dever-se a utilizacao de herbicidas
e fungicidas (com arseniato de sodio na sua composicdo) e bentonites (Herce-Pagliai, et al.,
2002) (Catarino, 2006). O seu teor no vinho ¢ normalmente inferior a 0,02mg/L (Greenough,
et al., 1997) (Herce-Pagliai, et al., 2002) (Taylor, et al., 2003) (Jos, et al., 2004) (Thiel, et al.,
2004), podendo ser superior em vinhos provenientes de vinhas tratadas com sais arseniosos
(Ribereau-Gayon, et al., 2006) (Eschnauer, 1982). H4 um predominio das formas orgénicas nos
vinhos, como resultado da biometilacdo pelas leveduras durante a fermentacdo, enquanto nos
mostos ha uma prevaléncia significativa das formas inorganicas (Herce-Pagliai, et al., 2002). E
um elemento relacionado com um elevado nimero de intoxicagdes e problemas de saude, isto
¢, as formas inorganicas de As podem causar intoxicagdo aguda ou cronica e esta relacionado
a varios tipos de cancro, maioritariamente ao cancro de pele (Herce-Pagliai, et al., 2002)
(Larsen, et al., 2002). Constitui um perigo para a saude quando a concentracao € superior a 1
mg/L. A OIV definiu que o limite maximo para a concentracdo de As no vinho ¢ de 0,2 mg/L

(OIV, 2015).

Cdlcio (Ca)
A principal fonte de Ca ¢ a uva. Em menor escala, este pode ser proveniente de

contaminagdo através do solo e do cimento de tanques de armazenamento, menos comum
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atualmente pelo decréscimo do uso (Rankine, 1989). Pode ter origem em produtos enologicos
pela adicao de carbonato de calcio para desacidificacdo, que resulta na precipitacdo de tartarato
de calcio. O conteudo de Ca em vinhos varia entre 50-140 mg/L (Frias, et al., 2001) (Trujillo,
et al., 2011) (Moreno & Peinado, 2012). No entanto, doses excessivas podem descaracterizar
os vinhos e desencadear fendmenos de turvagdo devido ao excesso do elemento (Rizzon &
Gasparin, 2005). Os fenémenos de instabilidade por risco de precipitagdo podem ser

significativos com niveis de Ca de 60 mg/L no vinho tinto ¢ 80 mg/L no vinho branco (Moreno

& Peinado, 2012).

Cdadmio (Cd)

O Cd ¢ considerado extremamente toxico, bio acumulativo e cancerigeno e pode entrar
no organismo quer por via respiratdria, oral como cutanea, sendo, por Obvias razdes de
seguranca e controlo um dos metais contaminantes mais investigados (Cabanis, et al., 1996)
(Larsen, et al., 2002). A sua toxicidade deve-se principalmente ao facto de ser um inibidor de
enzimas (Ribereau-Gayon, et al., 2006). Esta associado a minérios de Zn e geralmente sob a
forma de sulfureto (CdSQO4), chegando ao vinho por absor¢ao radicular. A sua presenga esta
associada a locais com elevada poluicdo atmosférica, a utilizacao de inseticidas e fungicidas e
ao contacto com materiais com Zn na sua composi¢ao e aco inoxidavel (Curvelo-Garvia, 1988)
(Catarino, 2000). Durante a fermentacdo alcoolica e com o decorrer da mesma hd uma
eliminagdo significativa de Cd (Catarino, 2000). Estudos publicados desde o inicio do século
demonstram teores em vinho geralmente inferiores a 5 pg/L, (Catarino, 2000) (Barbaste, et al.,
2003) (Taylor, et al., 2003) (Lima, et al., 2004) (Thiel, et al., 2004) sendo que melhores
condi¢des de elaboracdo e processamento podem justificar o alcance e a tendéncia crescente
para uma diminui¢do nos teores de Cd (Ribéreau-Gayon, et al., 1982). Um estudo realizado
com 95 vinhos portugueses revelou um teor médio de 0,28 ng/L e um teor maximo de 1,24

ng/L (Catarino & Curvelo-Garcia, 1999) (Catarino, 2000).

Cobalto (Co)

O Co ¢ um elemento essencial, no entanto, potencialmente toxico se ingerido em
quantidades excessivas, cuja toxicidade ¢ manifestada pela ocorréncia de reacdes alérgicas
(Berg & Licht, 2002). A sua presenca exdgena em vinhos deve-se sobretudo a ligas metélicas
com Co (Curvelo-Garvia, 1988) e a utilizacdo de bentonites (Nicolini, et al., 2004). Os dados
referidos na literatura de estudos realizados em vinhos revelam que geralmente os niveis deste
elemento se encontram abaixo de 10 pg/L (Soares, et al., 1995) (Greenough, et al., 1997)
(Goémez, et al., 2004) (Thiel, et al., 2004) (Catarino, 2006) (Catarino, et al., 2008).
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Cromio (Cr)

O Cr ¢ um elemento essencial ao metabolismo da glucose, colesterol e proteinas (Hurrel
et al., 2001) e pode existir em diferentes estados de oxidacdo. O Cr(IIl) ¢ essencial para
organismos vivos, no entanto, o Cr (VI) € cancerigeno e pode causar danos no DNA (Templeton
& Fuyjishiro, 2017). A forma quimica mais frequente no vinho ¢ Cr(IIl), com toxicidade
reduzida, ndo devendo, no entanto a sua ingestdo exceder 200 pg diarios (Lendinez, et al.,
1998). Estima-se que a principal origem de contaminagao seja a dissolu¢do de Cr pelo contacto
com ac¢o inoxidavel (Eschnauer, 1982) (Médina & Sudraud, 1980), podendo também ser
proveniente do envelhecimento do vinho em garrafa. (Médina & Sudraud, 1980) e ter como
fonte a contaminacdo dos solos. A sua presenca no vinho estd normalmente abaixo de 60 pg/L
(Médina & Sudraud, 1980) (Ribéreau-Gayon, et al., 1982) (Greenough, et al., 1997) (Lendinez,
et al., 1998) (Kristl, et al., 2002) (Huguet, 2004)

Cobre (Cu)

Trata-se de um oligoelemento fundamental nos tecidos vegetais dado que ¢ um cofator
de diversas reagdes enzimaticas. No entanto, quando em doses altas torna-se toxico, o que
justifica a necessidade de imposi¢do de um limite legal (Ribéreau-Gayon, et al., 1982). A OIV
impde um limite de 1 mg/L para os vinhos, a excec¢do dos vinhos licorosos cujo limite ¢ 2 mg/L
(O1V, 2015). O Cu pode vir das uvas, mas a maior provém de tratamentos com sprays de sulfato
de cobre (Ribéreau-Gayon, et al., 1982) (Scollary, 1997). A sua concentragdo nos mostos ¢ de
cerca de 10 a 20 mg/L, sendo que grande parte € eliminado por redugdo durante a fermentagao,
por precipitagdo de sulfuretos insoliveis que sdo eliminados com leveduras e borras que
adsorvem o cobre, originando vinho com teores de Cu na ordem dos 0,1 a 0,2 mg/L (Ribéreau-
Gayon, et al., 1982) (Taylor, et al., 2003). A concentragdo de Cu pode aumentar durante a
conservacdo e envelhecimento do vinho pelo contacto do mesmo com superficies de cobre,
estanho ou bronze (Ribéreau-Gayon, et al., 1982). Nos vinhos licorosos esta concentragao pode
aumentar pela adi¢do de aguardente (Almeida, et al., 1994). Mesmo quando presente em
concentragdes baixas, Cu atua como catalisador de oxidacao em vinhos (Scollary, 1997) e
também promove a ocorréncia de casse férrica (Ribéreau-Gayon, et al., 1982). Pode causar
turvagdo (casse cuprica) quando em teores superiores a 1 mg/L, fendémeno acelerado durante o

envelhecimento pela luz, na auséncia de ar e altas temperaturas (Scollary, 1997).

Ferro (Fe)

O Fe encontra-se presente no vinho normalmente entre 2 a 20 mg/L. Este teor advém,

em pequena percentagem, das uvas (2 a 5 mg/L) (Curvelo-Garvia, 1988) (Taylor, et al., 2003),

9
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sendo que o restante provém do solo, do equipamento de vinificagdo, manuseamento e
transporte bem como de materiais e auxiliares tecnoldgicos (Curvelo-Garcia & Catarino, 1998)
(Ribereau-Gayon, et al., 2006). O Fe esta presente no vinho sob a forma de cloreto ferroso e
férrico, mantendo um equilibrio. A relagio (Fe*")/(Fe*) depende das condigdes de
armazenamento, especialmente da concentragcdo de didxido de enxofre livre (Ribereau-Gayon,
et al., 2006). Quando presente em teores de 10 a 20 mg/L pode provocar turvagdes ou alteragdes
da cor (Curvelo-Garvia, 1988). A forma Fe** ¢ a responsavel pela ocorréncia de casse férrica.
Em vinhos conservados sem contacto com ar, o Fe encontra-se sob a forma de Fe(II), soluvel.
Quando se verifica arejamento, este ¢ oxidado a Fe(IIl), potenciando fenémenos de alteragao.
Nos vinhos brancos, ocorre a reagdo de Fe** com 4cido fosférico, originando um coloide
instdvel que precipita — casse branca. Nos vinhos tintos reage com fenois, originando um
complexo que precipita, levando ao aumento da intensidade da cor — casse azul (Ribereau-
Gayon, et al., 2006). O Fe ¢ também um catalisador de fendémenos de oxidacdo e intervém
também em processos de envelhecimento (Cacho, et al., 1995). De realcar que o crescente
emprego de aco inoxidavel reduziu o excesso de Fe e consequentemente a probabilidade de
ocorréncia de casse férrica (Ribéreau-Gayon, et al., 1982). Nao se prevé possiveis perigos de
origem toxicoldgica tendo em conta os teores em que se encontra presente nos vinhos (Curvelo-

Garvia, 1988)

Potdssio (K)

O K ¢ um elemento dominante no vinho, presente em concentragdes de 0,5 a 2 g/L, com
uma média de 1 g/L (Ribereau-Gayon, et al., 2006). Desempenha um papel importante na
regulagio do pH e acidez do mosto e do vinho. E um importante cofator para uma grande
variedade de enzimas envolvidas na fosforilacdo oxidativa, biossintese proteica e metabolismo
dos hidratos de carbono (Rebordinos, et al., 2022). O teor de K no vinho ¢ dependente do nivel
de potassio no solo, da variedade e tipo de uva, da fertilizacdo do solo e de préaticas vitivinicolas
aplicadas (Jordao & Cosme, 2022). Altas concentracdes de K podem ter um impacto
significativo na qualidade do vinho. O K pode combinar-se com o acido tartarico e formar
bitartarato de potdssio, composto insoluvel, que resulta num aumento de pH. Valores de pH
elevados favorecem a instabilidade microbiana e tém impacto na cor e sabor do vinho (Navarro

& Navarro, 2022).

Magnésio (Mg)

O Mg tem fungdes estruturais e metabolicas essenciais e ¢ imprescindivel para o

crescimento de leveduras. E um macroelemento que estabelece o ambiente metalico catidonico

10
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necessario nas células da levedura (juntamente com o K) (Rebordinos, et al., 2022). E também
um macroelemento essencial para o desenvolvimento da videira pois representa um papel
crucial na fotossintese (Gerendas & Fiihrs, 2013) (Maathuis, 2009). O Mg esta naturalmente
presente nos bagos de uva, no entanto, pode haver um aumento deste elemento pelas praticas
de viticultura e vinificag¢do aplicadas (Jordao & Cosme, 2022). O vinho contém entre 60 a 150
mg/L de Mg e as concentracdes deste ndo diminuem durante a fermentacdo ou o
envelhecimento do vinho visto que os sais de Mg sdo soluveis (Ribereau-Gayon, et al., 2006).
Em vinhos espumantes, o0 Mg pode ter um efeito na efervescéncia (Maujean, et al., 1988). Altas
concentragdes de Mg podem estar associadas a um atributo sensorial negativo, por conferirem

caracteristicas salty (Cabello-Pasini, et al., 2012).

Manganés (Mn)

O Mn ¢ um elemento presente nos vinhos em concentragdes de 1 a 3 mg/L (Ribereau-
Gayon, et al., 2006). De real¢ar que as sementes contém trés vezes Mn do que as peles e cerca
de 30 vezes mais do que a polpa, (Moreno & Peinado, 2012) o que justifica os valores mais
elevados verificados em vinhos tintos pelas técnicas de vinificagdo aplicadas nos mesmos
(Ribereau-Gayon, et al., 2006). A presenca deste elemento no vinho deriva principalmente do
contetdo de manganés presente no solo da vinha. Por outro lado, pode ser de natureza exdgena,
pela utilizag@o de produtos fitossanitarios, e utilizacao de produtos enologicos como bentonites
e enzimas pectoliticas (Cabrera-Vique, et al., 2000). O Mn revela interveniéncia nos processos
de oxidacdo. Este favorece a formagdo de acetaldeido, com efeito nos compostos fendlicos e
taninos (Cacho, et al., 1995). Trata-se de um oligoelemento de especial importancia no
organismo e essencial em baixos teores, sendo que a deficiéncia ou o excesso deste elemento

podem ter impacto negativo no metabolismo cerebral (Cabrera-Vique, et al., 2000).

Sddio (Na)

O Na esta presente em quantidades pequenas no vinho, entre 10 a 40 mg/L (Ribereau-
Gayon, et al., 2006). No entanto, pode existir em concentragdes maiores como resultado de
praticas vitivinicolas, como a utilizacdo de bissulfito de sdédio ou bentonites. Além disso, vinhos
produzidos em locais com aproximagao geografica do mar podem apresentar maiores teores de
Na (Moreno & Peinado, 2012). Pode ter efeitos no perfil sensorial dos vinhos, quando em

concentragdes altas, atribuindo-lhes caracteristicas descritas como sa/ty (Cabello-Pasini, et al.,

2012).

Niquel (Ni)



e AT
S EALOLA SLVERITH

% IE BIITECKOLOGIA Validacdo de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

O Ni contribui em mecanismos fisiologicos das plantas, no metabolismo do azoto e
como catalisador enzimatico (Boschetti, et al., 2014). E um dos elementos cuja essencialidade
ou toxicidade esta amplamente relacionada com as concentragdes em que este se encontra. E
um metal pesado essencial em baixas concentracdes, mas toxico em elevadas. Estudos
realizados indicam sérias implicagdes toxicologicas e fisioldgicas pela exposi¢do a este metal,
sendo que este pode afetar multiplos 6rgdos (Das, et al., 2019). A presenca de Ni nos vinhos
pode ser de natureza endogena, por absor¢cdo de componentes do solo pela raiz da videira, ou
de natureza exogena pela utilizagdo de produtos fitossanitdrios, contaminag¢do atmosférica
(principalmente nas proximidades a zonas com elevado trafego rodoviario), bentonites e
conservagdo e envelhecimento em garrafas de vidro (pelos pigmentos com Ni usados na sua
producdo) (Teissedre, et al., 1998) (Catarino & Curvelo-Garcia, 2011). No entanto, tudo indica
que a principal fonte de contaminagdo deste metal pesado seja a utilizagdo de equipamentos em
aco inoxidavel (Teissedre, et al., 1998). Tendo em conta a acidez do vinho, pode corroer
equipamento de vinificagao feito de ferro e ligas metalicas, como bronze e, como consequéncia,
o Ni (a par de outros) pode dissolver no vinho (Moreno & Peinado, 2012). A presenca de Ni
pode contribuir para formacdo de haze e alteragdes indesejaveis no aroma e sabor dos vinhos
(Tariba, 2011). Estudos publicados indicam que o teor deste elemento esta entre 1 e 466 pg/L
(Interesse, et al., 1984) (Greenough, et al., 1997) (Pérez-Jordan, et al., 1999) (Taylor, et al.,
2003) (Jos, et al., 2004) (Catarino, et al., 2006b) (Gonzalez, et al., 2021)

Chumbo (Pb)

O Pb ¢ o foco de diversos estudos pela sua toxicidade e implicagdes fisiologicas. Os
efeitos patologicos do Pb atingem diversos sistemas e Orgdos: sistema sanguineo, sistema
nervoso, sistema renal e cardiovascular e a nivel neurolégico e psicomotor (Carmen de la Torre,
1997). Este encontra-se presente nos solos maioritariamente sob a forma de sulfuretos,
carbonatos e sulfatos. A maior parte da exposi¢do humana ao chumbo (aproximadamente 80%)
¢ através da ingestdo de alimentos (Ribereau-Gayon, et al., 2006). A principal fonte de
contaminagdo deste elemento no vinho ¢ a poluicdo atmosférica (Médina, et al., 2000),
associada a proximidades a vias rodoviarias, fundi¢cdes e incineradoras. Foram identificadas
como fontes de contamina¢do a utilizacao de fitossanitarios (como arseniato de chumbo),
contacto com ligas metélicas que contém chumbo, bronze e latdo, conservagao em garrafas de
cristal, bentonites, capsulas de chumbo e estanho (Pb-Sn) e revestimentos ceramicos (Catarino
& Curvelo-Garcia, 2011). No decorrer da fermentagao alcoolica e etapas subsequentes parte do

Pb ¢ removido pela precipitagdo sob a forma de sulfuretos, precipitagdo com macromoléculas
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do vinho e absor¢ao e adsor¢ao das leveduras (Ribereau-Gayon, et al., 2006). Tem-se observado
uma diminui¢do da ocorréncia deste elemento em vinhos, associado a eliminagdo de fontes de
contaminagdo. Estudos variados indicam que a concentragdao no vinho ¢ geralmente inferior a
100 pg/L (Larsen, et al., 2002) (Stockley, et al., 2022) (Taylor, et al., 2003) (Gémez, et al.,
2004) (Jos, et al., 2004) (Lima, et al., 2004), havendo, porém, estudos que demonstram a
existéncia de vinhos com teores mais elevados (Catarino & Curvelo-Garcia, 1999) (Galani-
Nikolakaki, et al., 2002) (Barbaste, et al., 2003) (Castifieira, et al., 2004). Tem-se verificado
também uma reducao progressiva do nivel maximo aceitavel de Pb no vinho. O Regulamento
(UE) 2021/1317 da Comissdo de 9 de agosto de 2021 reduziu os teores maximos do vinho
produzido a partir de uvas de 0,2 mg/kg para 0,1 mg/kg e fixou um teor maximo de 0,15 mg/kg

para os vinhos licorosos/generosos, limites aplicados a partir da vindima de 2022 (Comissao

Europeia, 2021).

Zinco (Zn)

O Zn encontra-se naturalmente presente sob a forma de sulfuretos. Trata-se de um
oligoelemento imprescindivel para o desenvolvimento e crescimento vegetal. A deficiéncia em
Zn pode ter implicagdes no tamanho da videira, disposi¢ao e cor das folhas e malformagdes nas
raizes (Ribereau-Gayon, et al., 2006). A sua presenca pode ser de natureza endogena, pela
assimilagdo pelas raizes da videira; e de natureza exdgena, pela aplicagdo de fungicidas a base
de ditiocarbamato (Salvo, et al., 2003), e contacto com equipamento a base de ligas metalicas
que contém Zn (Curvelo-Garvia, 1988) (Ribereau-Gayon, et al., 2006). No decorrer da
fermentagdo alcoodlica, ha uma reducdo significativa no teor de Zn, pela insolubilidade do
sulfureto (Curvelo-Garvia, 1988). O teor de Zn estd amplamente dependente da intensidade
aplicada em processos de maceracdo, extracdo e solubilizagdo dado que este esta
maioritariamente presente nas peliculas e grainhas da uva (Ribereau-Gayon, et al., 2006).
Teores elevados de Zn nos vinhos podem conduzir a fendmenos de instabilidade fisico-quimica,
pela formagao de haze, (Tariba, 2011) e afetar as caracteristicas sapidas dos vinhos, pela
promocio de sensagdo de adstringéncia (Fournier, et al., 1998). E também um elemento de
especial interesse pela sua toxicidade quando ingerido excessivamente. A OIV impde como
limite maximo admissivel em vinhos 5 mg/L (OIV, 2015), sendo que a bibliografia indica que
a maioria dos vinhos analisados se encontra abaixo do limite estabelecido (Gomez, et al., 2004)
(Greenough, et al., 1997) (Frias, et al., 2003) (Taylor, et al., 2003) (Catarino, et al., 2006a),
havendo, no entanto, estudos que revelam vinhos com teores acima do limite estabelecido

(Sudraud, et al., 1995).
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1.3. O vinho e o seu impacto na saude
O vinho destaca-se como uma fonte de compostos organicos e inorganicos

biologicamente ativos potencialmente benéficos para a satide, como antioxidantes, polifenois,
vitaminas e minerais (German & Walzem, 2000). A aparente influéncia positiva na satude
humana foi descrita em diversos estudos que revelam o potencial beneficio do consumo baixo
a moderado, especialmente vinho tinto rico em polifendis (Guilford & Pezzuto, 2011). Ha
evidéncia que suporta a conexdo entre o consumo moderado ¢ uma diminui¢do do risco de
contrair doencas cardiovasculares (de Caetano, et al., 2016), Diabetes mellitus tipo 2 (Caimi, et
al., 2003a), e certos tipos de cancro (Bianchini & Vainio, 2003). Ha ainda associa¢des a uma
melhoria nas fungdes cognitivas (Arteroa, et al.,, 2015), e funciona como um importante

adjuvante na dieta — combate a obesidade e o ganho de peso (Stockley, et al., 2022).

Quanto ao conteudo metalico, para além dos efeitos na qualidade do vinho, os metais
presentes tém também impacto na saude humana. O consumo moderado de vinho pode
contribuir para a ingestao diaria de metais essenciais, incluindo Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Mo, Ni e Zn (Eschnauer & Neeb, 1988). Elementos como Cu, Fe e Zn sdo necessarios em
processos fisioldgicos e apresentam beneficios nutricionais, no entanto, as concentracdes destes
devem ser mantidas abaixo do limite aceitavel, pois a sua ingestdo excessiva pode conduzir a
fendomenos de toxicidade. Por exemplo, a ingestdo de vinho com contetido elevado de Cu pode
criar desconfortos gastrointestinais e a sua ingestdo prolongada pode danificar figado e rins
(WHO - World Health Organization, 1998). Por outro lado, ha também elementos
potencialmente téxicos e que ndo apresentam quaisquer beneficios nutricionais ou valor
fisiologico, como Al, As, Cd e Pb e cuja ingestdo elevada ou exposi¢ao prolongada pode
representar um risco para a saide humana (Solfrizzi, et al., 2006) (Ng, et al., 2003) (TeliSman,
et al., 2001) (WHO - World Health Organization, 2010) (WHO - World Health Organization,
1992).



AT,
ESCOLA BLPERHN? DE BIOTECHOLOGH Validacdo de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

2. Espetrometria de emissdo atomica por plasma acoplado indutivamente -

ICP OES
O ICP-OES ¢ uma técnica analitica que permite a determinacdo de elementos em

concentragdes vestigiais em diversos tipos de amostra. O principio da técnica baseia-se na
excitagdo de eletrdes do &tomo por uma descarga de radiofrequéncia (RF) (Majumdar & Dubey,
2017) que, quando retornam do estado excitado para o estado fundamental, emitem energia a
um determinado comprimento de onda caracteristico (Olesik, 1991). Tendo em conta que o
numero total de fotdes ¢ diretamente proporcional a concentracdo do elemento na amostra
analisada, obtém-se informacdo quantitativa acerca da concentracdo do elemento em analise
pela intensidade emitida no comprimento de onda relativo ao elemento (Fernandez-Sanchez,
2018).
2.1.  Componentes do ICP e principio de funcionamento

O ICP-OES ¢ constituido pelos seguintes componentes: gerador de radiofrequéncias
(RF), indutor para formar o plasma, tocha, bomba peristaltica, sistema de introdu¢ao de amostra
(inclui nebulizador, cAmara de nebulizacdo e injetor), colimador (lentes e espelhos), sistema de

dispersdo e um detetor, representados na Figura 2-1.
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Figura 2-1: Componentes maioritdrios e layout de um equipamento ICP-OES. Retirado de (Boss & Fredeen, 2004)
O gés utilizado € o argon por ser quimicamente inerte e apresentar uma elevada energia

de ionizacdo (15,6 eV). Apresenta outras vantagens como: emissdo de um espectro

relativamente simples, com pouca interferéncia espectral na emissao; capacidade de atomizar,
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ionizar e excitar uma grande parte dos elementos da tabela periddica e baixo custo relativamente

a outros gases raros (Boumans, 1987).

Pelo principio de funcionamento da técnica, ¢ possivel aferir que as amostras sofrem
processos fisico-quimicos para que seja possivel fazer a sua leitura. Uma amostra aquosa, como
o vinho, sofre processos de transformag¢do ao longo do sistema em diversos componentes do

ICP-OES.

A introducdo da amostra tem como objetivo transferir uma por¢do reprodutivel e
representativa da mesma no plasma, com eficiéncia e livre de interferéncias, sendo que depende
inteiramente do tipo de amostra, tanto pelo estado fisico e quimico do analito como pelo tipo
de matriz (Skoog, et al., 2018). No caso de amostras aquosas, como o vinho ¢ num atomizador
continuo, como o plasma, o modo de introdu¢do de amostra mais comum ¢ o nebulizador
(Skoog, et al., 2018). Para automatizagdo de analises por ICP, sdo utilizados auto samplers que,
controlados pelos comandos do computador, encaminham a amostra através de tubos plasticos
de didmetros especificos (Whitman College, 2017), que sdo comprimidos sequencialmente pela
bomba peristaltica, aspirando a amostra até ao nebulizador. A bomba peristaltica assegura que
o fluxo ¢ constante, garantindo que este ¢ independente das caracteristicas da amostra analisada,
como viscosidade e tensdo superficial (Boss & Fredeen, 2004). No nebulizador pneumatico de
tubo concéntrico, que € constituido por dois tubos finos, a amostra ¢ aspirada através de um
tubo capilar por um fluxo de alta pressao de Ar que flui e circunda o capilar concentricamente,
potenciando uma pressao reduzida na ponta permitindo a aspiragao da amostra - efeito Bernoulli
(Skoog, et al., 2018). A alta velocidade do fluxo de Ar (aproximadamente 1 L/min) na ponta
potencia a quebra da amostra aquosa em droplets, convertendo-a num spray (Skoog, et al.,

2018). A representacao deste tipo de nebulizador encontra-se apresentada na Figura 2-2.

A camara de nebulizagdo esta colocada entre o nebulizador e a tocha com a finalidade
de conduzir a amostra nebulizada até a tocha ICP (Jin, et al., 1991). Esta garante que apenas os
droplets mais pequenos sdo direcionados para o canal central do plasma através do tubo injetor
da tocha, enquanto os maiores sdo removidos pelo dreno (Fassel & Kniseley, 1974) (Fernandez-
Sanchez, 2018). Isto pode comprometer a eficiéncia quando os volumes de amostra sdo
reduzidos ou a medigdo ¢ feita proximo do limite de dete¢ao (Hou & Jones, 2000). A camara
de nebulizacdo tem ainda a funcdo de estabilizar o fluxo da amostra, suavizando o pulsar

decorrente do bombeamento da mesma (Boss & Fredeen, 2004).
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Figura 2-2 - Representagdo esquemdtica do nebulizador de tubo concéntrico.
Retirado de (Skoog, et al., 2018).

O plasma de Ar ¢ criado na tocha, que ¢ composta por trés tubos concéntricos de silica
fundida. Estes sdo frequentemente referidos como tubos de gés externo, intermedidrio e interno
(ou injetor) (Fernandez-Sanchez, 2018). O fluxo de gas externo (10-15 L/min) sustém a alta
temperatura do plasma e posiciona-o de maneira que fique afastado das paredes da tocha,
evitando que derreta e de modo a facilitar a observagdo do sinal. O fluxo interno de Ar (0.5-1.5
L/min) entra no canal central do plasma, transporta o aerossol da amostra e ajuda manter a
forma angular do plasma. O fluxo de gas intermediario, também designado como auxiliar (0-
1.5 L/min), tem a fungdo de elevar e posicionar o fluxo de gas (Hou & Jones, 2000). A parte
superior da tocha ¢ envolvida por uma bobina de cobre de duas ou trés voltas e conectada a um
gerador de radiofrequéncia (RF). A oscilagdo de RF da corrente na bobina produz um campo
eletromagnético intenso no topo da tocha. Inicia-se a ionizagdo por uma spark de uma Tesla
coil, que 1oniza alguns atomos de Ar na bobina, que sdo posteriormente acelerados no campo
magnético ionizando mais dtomos de Ar com a colisdo, resultando numa reacdo em cadeia,
formando o plasma (Beauchemin, 2020). A representacdo dos passos de geracdo do ICP

encontra-se esquematizada na Figura 2-3.
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Figura 2-3 - Representagdo dos passos de formagdo de ICP: (A) fluxo de Ar tangencial, (B) aplicagdo de corrente para

carregar bobina para gerar campo eletromagnético no topo da tocha, (C) aplicagdo de "Tesla spark", (D) indugdo de
ionizagdo de Ar por colisdo, (E) formagdo de plasma. Retirado de (Beauchemin, 2020)
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No seu ntcleo, o plasma acoplado indutivamente sustém uma temperatura de
aproximadamente 10000 K e ocorrem trés processos — inicialmente ocorre a dessolvatagao, pela
remocdo do solvente, resultando em particulas solidas microscopicas, seguidamente da-se a
vaporizagdo, formando moléculas gasosas e posteriormente ocorre a atomizagao, resultando em
atomos livres (Beauchemin, 2020). Finalmente ocorre a excitagdo e ionizagdo dos atomos,
seguida da emissdo de radiacdo provocada pelas espécies excitadas, pelo seu retorno ao estado
fundamental pela emissdao de um fotdo (Hou & Jones, 2000). Estes processos ocorrem na initial
radiation zone (IRZ) e normal analytical zone (NAZ), onde a temperatura ¢ de 6000-8000 K
(Beauchemin, 2020), representadas na Figura 2-4. Na Figura 2-5 encontra-se representado o
esquema de processos que ocorrem no ICP-OES.
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Figura 2-4: Zonas constituintes do ICP com a temperatura verificada em cada local aproximadamente. (a esquerda) Modos
de visualizag¢do do plasma. (a direita). Retirado de (Ferndndez-Sanchez, 2018)
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Figura 2-5: Processos que ocorrem durante a atomizagdo. Adaptado de (Boss & Fredeen, 2004) e (Skoog, et al., 2018).

Para observar emissao do ICP ¢ possivel utilizar duas configuracdes — radial (lateral do
plasma) ou axial (extremidade do plasma), esquematizadas na Figura 2-4 e uma combinagao
das duas, designada por dual view. No modo radial, visualiza-se o plasma lateralmente, num
angulo de 90° (Beauchemin, 2020). Este modo de visualizagdo restringe o volume observado e
limita o efeito de potenciais interferéncias espectrais e de background (Hou & Jones, 2000). No
modo de visualizagdo axial, observa-se em alinhamento com o plasma. Este modo oferece
melhor sensibilidade e limite de detecdo (LD), no entanto, ha um aumento de possiveis
interferéncias espectrais e de matriz (Hou & Jones, 2000). O sistema dual view permite ao

analista alternar entre os dois modos de visualiza¢cdo, mediante o analito.

Posteriormente, a emissao do analito deve ser diferenciada da emissdao de outro analito
ou de possiveis interferéncias, usando um espetrometro. O feixe policromatico € dirigido para
as redes de difracdo, onde se dé a dispersdao em comprimentos de onda, originando varios feixes
monocromaticos que chegam ao detetor. O monocromador permite a medicdo de um
comprimento de onda de cada vez de modo sequencial, enquanto os policromaticos permitem
a detecdo simultanea de varios comprimentos de onda (Fernandez-Sanchez, 2018) Os fotdes

emitidos sdo convertidos em sinais eletronicos para que possam ser medidos. O sinal ¢
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amplificado e processado e exibido no computador para posterior andlise. Cada linha espectral
obtida ¢ especifica de cada elemento presente na amostra. Pela intensidade das linhas espectrais,
¢ possivel concluir acerca da presenca quantitativa de cada analito na amostra, pela relagao

proporcional e direta entre intensidade e concentragdo (Boumans, 1987).

2.2.  Interferéncias
As interferéncias associadas ao ICP-OES podem ser de dois tipos: ndo espectrais e

espectrais. As interferéncias nao espectrais podem ser de natureza fisica ou quimica. As
interferéncias fisicas prendem-se com diferencas nas propriedades fisicas entre amostras e
padrdes de calibragdo como viscosidade, tensdao superficial, volatilidade, teor de solidos, que
podem criar diferencas significativas na eficiéncia de formagao e fluxo de aerossois, afetando
o sinal (Fernandez-Sanchez, 2018). Quanto as interferéncias quimicas, estas podem ocorrer
quando estdo presentes elementos facilmente ionizaveis, como metais alcalinos, podendo
suprimir ou intensificar as intensidades emitidas (Hou & Jones, 2000) (Morishige & Kimura,
2008). Para suprimir a existéncia de interferéncias ndo espectrais podem incluir-se certas
praticas: dilui¢do de amostras, correspondéncia de matrizes, padrao interno e adigdo padrao
(Fernandez-Sanchez, 2018). As condig¢des operacionais podem influenciar os efeitos de matriz
sendo que a otimizagdo da flow rate, da poténcia do RF e a altura de visualizacdo do plasma
poderdo minimizar estas interferéncias (Beauchemin, 2020) (Fernandez-Sanchez, 2018). As
interferéncias espectrais que podem ocorrer no ICP-OES sao interferéncias de background e
sobreposi¢ao de linhas emitidas por outros elementos. As interferéncias espectrais de
background podem resultar dos espectros de emissao de Ar, bandas de espécies moleculares e
de solventes organicos. A sobreposi¢do de linhas emitidas por outros elementos ocorre quando
um outro elemento constituinte da matriz emite no mesmo comprimento de onda relativo a um

analito (Fernandez-Sanchez, 2018).

2.3.  Vantagens e limitagdes da técnica ICP-OES
O ICP-OES ¢ uma técnica que se caracteriza pela alta seletividade para muitos

elementos e pela capacidade de determinagdo multielementar simultdnea e com boa precisao
(Satyanarayana & Durani.S., 2010) (Fernandez-Sanchez, 2018), podendo ser aplicada numa
ampla gama de amostras (Khan, et al., 2021). A eficiéncia de atomiza¢do e ionizagdo para
analise de varios analitos em diversas amostras deve-se principalmente a elevada temperatura
do plasma que reduz ou elimina possiveis interferéncias quimicas em amostras complexas
(Boss & Fredeen, 2004). Outra vantagem ¢ o facto de o aerossol ser introduzido no centro da

fonte de energia aumentando o tempo de residéncia do elemento, reduzindo interferéncias de
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matriz (Boss & Fredeen, 2004). A conjugacdo de sistemas de introdu¢do de amostras com

tempos de lavagem rapidos e detegdo simultdnea garantem a rapidez da andlise (Olesik, 1991).

As maiores limita¢des associadas ao ICP-OES sao as interferéncias de background, com
efeitos diretos na sensibilidade e nos limites de dete¢do e a sobreposicdo espectral,
condicionando a precisdo e exatiddo do método (Olesik, 2020). Uma limitacdo do ICP-OES
comparativamente com o ICP-MS sdo os limites de detecdo, que na técnica de espetrometria de
emissao atdmica sdo superiores e descritos para uma variedade de elementos na gama dos ppm
e ppb. Estes podem, no entanto, ser melhorados por otimizacao de preparagdo de amostra ou de
parametros do processo, pela adequacdo do modo de visualizagdo do plasma ou do tempo de

aquisi¢do (Bartsch, et al., 2017) (Olesik, 2020).
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3. Validacao de métodos de analise
A validagdo de um método pretende demonstrar que um ensaio tem as caracteristicas

necessarias para garantir resultados confidveis e com a qualidade exigida e que a metodologia
analitica ¢ exata e reprodutivel (Relacre, 2000). Um método de ensaio estd sujeito a erros,
sistematicos ou aleatorios, que podem ter alteragdes significativas em resultados. Pela
validacdo, pretende-se avaliar a eficiéncia de um método nas andlises diarias num laboratorio,

garantindo a fiabilidade dos resultados obtidos (Eurachem, 2000).

A validagdo do método foi feita segundo a Norma ISSO 17025:2017 que afere os
requisitos gerais de competéncia para laboratérios de ensaio e calibragdo. Segundo a Norma,
“as caracteristicas de desempenho podem incluir, sem, contudo, se limitarem, a: intervalo de
medicdo, exatiddo incerteza de medicdo dos resultados, limite de detecdo, limite de
quantificagdo, seletividade do método, linearidade, repetibilidade ou reprodutibilidade,
robustez face a influéncias externas ou sensibilidade cruzada a interferéncias da matriz da

amostra ou do objeto de ensaio e erro de medigdo sistematico” (ISO/IEC, 2017).

3.1.  Avaliagdo indireta

3.1.1. Especificidade e Seletividade
Uma amostra pode ter na sua constitui¢do, além dos analitos alvo de ensaio, uma matriz

complexa com componentes que possam afetar a medi¢ao, como € o caso do vinho. Entende-
se por seletividade e especificidade como a capacidade de um método identificar e distinguir
um analito especifico numa matriz complexa, sem que haja interferéncia de outros
componentes, garantindo que o sinal obtido € proveniente do analito que se pretende
identificar/quantificar (Relacre, 2000) (Eurachem, 2000). Deve entdo averiguar-se a possivel
interferéncia de outras substancias presentes na amostra, utilizando uma matriz complexa. Para
1sso, realiza-se um teste de recuperagao utilizando uma série de amostras com a mesma matriz
e onde se faz variar a concentracdo de analito, em gamas conhecidas — adi¢do padrio.
Considera-se como especifico e seletivo um método cujas taxas de recuperagdo sao proximas

de 100% (Relacre, 2000).

3.1.2. Quantificacdo
3.1.2.1. Curvas de calibracéo
Em analises quantitativas, a calibragdo ¢ um processo que demonstra a relagdo entre a

concentracdo de um determinado componente e a intensidade da resposta obtida (Relacre,

2000). O procedimento para obtencdo de uma calibracdo analitica ¢ o seguinte:
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Elaboragdo do grafico de

Medigdo das solugdes calibragdo - sinal do
Preparagdo de uma série de padrdo num equipamento equipamento (y) em fungdo
solugGes padrdo com analitico, nas mesmas da concentragdo (x).
concentragdo conhecida condigdes das amostras a Determinagdo da
analisar concentragdo do analito nas

amostras, por interpolag3do.

A forma algébrica da equacao de uma reta de calibracdo ¢ dada pela expressdo: y = a +
bx, onde a representa a ordenada na origem e b o declive da reta. O coeficiente de correlagao,
(p) ¢ um dos parametros que permite avaliar uma calibragdo analitica, sendo que em andlise
quimica, os coeficientes de correlacdo devem apresentar valores superiores a 0,995 (Relacre,

2000).

3.1.2.1.1. Gama de trabalho
A um método quantitativo esta associado um intervalo de concentragdes em que ¢

possivel quantificar o analito. No limite inferior dessa gama os fatores limitantes sdo os limites
de detecdo e quantificagcdo e no limite superior como fator limitante tem-se a capacidade de
resposta do equipamento. Pressupde-se que na gama de trabalho a relagdo entre a concentragao
do analito e a intensidade medida seja linear e onde a sensibilidade ¢ considerada constante
(INMETRO, 2003). A gama de trabalho deve ser ajustada de modo a abranger o intervalo de
concentragdes geralmente verificados nas amostras para as quais o método serd usado. Quando
estamos perante um meétodo que envolve o tragado de uma curva de calibragdao, a gama de

trabalho deve ser avaliada pelo teste de homogeneidade de varidncias (Relacre, 2000).

No caso de modelos lineares, recomenda-se a norma ISO 8466-1. Esta norma
recomenda o recurso a pelo menos cinco pontos de calibragdo distribuidos de igual modo na
gama de concentragdes. O primeiro e o ultimo padrdo sdo analisados em 10 réplicas
independentes (ISO 8466-1, 1990). Determinam-se as varidncias associadas ao primeiro e
ultimo padrao do seguinte modo:

211-21(371',;' - ¥)?

2 _
S — (1)

sendo que i - 0 nimero do padrdo e j — o nimero de repeti¢do efetuadas para cada padrao

As variancias sdo testadas com o intuito de verificar se existem diferengas significativas

entre elas, nos limites da gama de trabalho, através do calculo do valor teste PG:

S
PG = —
a) s2)

(€))
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S
b) PG = 2
Sit 3)
2 “ A . . ~ . . 2
,onde S“ representa as variancias associadas ao padrao mais baixo e S“v representa as
variancias associadas ao padrdo mais concentrado e aplica-se a) quando S > S2 e b) quando

SZ > SZ2

Compara-se o valor obtido de PG com o valor tabelado da distribui¢do F de Snedecor/

Fisher, para n-1 graus de liberdade e as conclusdes possiveis sao as seguintes: (Relacre, 2000)

* Se PG <F, entdo as diferencas de varidncias ndo sao significativas e a gama de trabalho

esta bem ajustada

» Se PG > F, entdo ha diferengas significativas nas variancias ¢ a gama de trabalho deve

ser reduzida até que se verifique que PG <F.
3.1.2.1.2. Linearidade

A linearidade de um método analitico ¢ a capacidade deste para produzir respostas
diretamente proporcionais a concentracao do analito alvo (INMETRO, 2003). De acordo com
anorma [SO 8466-1, a linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatistico. Através
do conjunto de pares ordenados, calcula-se a fun¢do de calibragdo linear (ISO 8466-1, 1990) e
a funcao de calibragao nao linear (ISO 8466-2, 1993), bem como os respetivos desvios-padrao
residuais, Syx e Sy2. A diferenca das variancias (DS?) é dada pela equagio 4: (Relacre, 2000)

DS?=(N—-2)x S}, —(N—=3) x5}, @

onde N ¢ o nimero de padrdes de calibragao.

Seguidamente calcula-se o valor teste — PG pela expressao seguinte: (Relacre, 2000)

DS?

PG = —
5z, 3)

Finalmente, compara-se o valor de PG obtido com o valor tabelado da distribuicao F de
Snedecor/Fisher, sendo que: (Relacre, 2000)

* Se PG <F, entdo a fung¢do de calibragao ¢ linear

* Se PG > F, entdo a fung¢ao de calibragdo ¢ nao linear.
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3.1.2.1.3. Limiares analiticos do método de ensaio

3.1.2.1.3.1. Limite de detec¢do (LD)
Entende-se por limite de detecdo como o teor minimo a partir do qual é possivel detetar

a presenca do analito em andlise. De realgar que uma leitura inferior ao limite de detecdo nao
implica uma auséncia do analito — apenas permite concluir que a concentracao do analito ¢

inferior a determinado valor (Relacre, 2000).
O limite de detegao, pode ser obtido a partir de:

LD = X, + 3,30, ©

onde Xo ¢ a média aritmética do teor medido de uma série de brancos e 6o representa o

desvio padrao associado a Xo

No caso em que o método envolve uma reta de calibragdo linear, o LD pode obter-se

por:

_ [3.3 X Sy /x]

LD b ™

onde Syx € o desvio padrao residual da curva de calibra¢do e b € o declive da mesma.
3.1.2.1.3.2. Limite de quantificacdo (LQ)
Entende-se por limite de quantificacdo como a menor concentracao medida a partir da
qual ¢ possivel quantificar, com determinada precisdo e exatiddo, a presenca do analito

(Relacre, 2000).
O limite de quantificacao pode ser calculado por:

onde Xo € a média aritmética do teor medido de uma série de brancos e 6o representa o

desvio padrao associado a Xo.

No caso em que o método envolve uma reta de calibracdo linear, o LQ pode também

obter-se por:

_ [10 % S, /x]

Lo b ©)

onde Syx € o desvio padrao residual da curva de calibragdo e b ¢ o declive da mesma.
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3.1.2.2. Sensibilidade
A sensibilidade pode ser definida como o quociente entre o acréscimo do valor lido AL

e a variagdo da concentragcdo AC correspondente a esse acréscimo, avaliando a capacidade do
equipamento para distinguir pequenas diferengas de concentragdo do analito e traduzindo-se no

seguinte: (Relacre, 2000)

Sensib. — AL
ensib.= AC (10)

Dado que a sensibilidade corresponde a derivada de primeira ordem da curva de
calibragdo numa zona de concentracdo, quando estamos perante um modelo linear, a
sensibilidade serd constante ao longo da gama de trabalho e traduzida pelo declive da reta de

calibracao (Relacre, 2000).

3.1.3. Precisao
A precisdo assume-se como a avaliacdo de dispersdo de resultados entre ensaios

independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes. Esta
dispersdo pode ser avaliada por duas medidas - repetibilidade e reprodutibilidade, podendo

avaliar-se a variabilidade intra laboratorial designada por precisao intermédia (Relacre, 2000).

3.1.3.1. Repetibilidade
A repetibilidade exprime a precisdo de um método de ensaio efetuado em condig¢des

mantidas constantes e estaveis, como mesmo laboratdrio, equipamento, analista, e reagentes,
em curtos intervalos de tempo. O limite de repetibilidade (r) € o valor maximo admissivel para
a diferenca absoluta entre dois ensaios, determinada para o nivel de confianga de 95%. A
estimativa Si”> de um método pode ser determinada através da média ponderada das estimativas
das variagdes de w séries de analises estudadas nas condi¢des de repetibilidade (Relacre, 2000).
Assim, a variancia associada a repetibilidade do método de ensaio, para cada nivel i1 de

concentracao €:

€v=1[(nwi - 1) X S\f/i]
Yo (i — 1) an

2 _
Sri_

onde S%i - varidncia de repetibilidade associada aos resultados considerados, para cada
Laboratdrio; S?wi- variancia associada aos resultados considerados, para cada Laboratorio; (ni-
1) - graus de liberdade da série de analises; p - numero de Laboratorios participantes. (Relacre,

2000)
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Para um nivel de confianc¢a de 95%, o limite de repetibilidade (r) ¢ calculado por:

r=txv2xS,;=196 x V2 x5, (12)

onde, S; — desvio padrdo de repetibilidade associada aos resultados considerados. Posto isto,

— ’ 2

Deve-se, também, considerar o coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV;), que ¢

tem-se que:

numericamente igual a razdo entre o desvio-padrio da repetibilidade S, e a média dos

resultados X, como descrito na seguinte equacao 14:

%Y, = 100 x 1t
o x (14)

3.1.3.2. Preciséo intermédia
Define-se como a precisao estimada sobre uma mesma amostra e utilizando o mesmo

método de ensaio ¢ realizada no mesmo laboratorio, com uma ou mais condigoes alteradas, tais

como diferentes analistas e equipamentos e/ou diferentes dias (Relacre, 2000).

3.2. Avaliagao direta

3.2.1. Exatidao
A exatidao de um método exprime a concordancia entre o resultado de um ensaio e um

valor de referéncia aceite como verdadeiro, podendo, para o efeito, ser utilizados materiais de
referéncia certificados (MRC), ser efetuados ensaios interlaboratoriais e testes comparativos
(Relacre, 2000). Quando sdo realizados ensaios interlaboratoriais, pode recorrer-se a ensaios do
tipo de aptidao ou do tipo de normalizacao (Relacre, 2000).

3.2.1.1. AvaliagcGo de desempenho
O desempenho do laboratorio pode ser avaliado pelo z-score, da seguinte forma:

_ (Xlab - Xv)

z S (15)

onde, Xiap € valor obtido pelo laboratorio; Xy € valor definido como verdadeiro e S pode

ser o desvio padrao da média dos laboratérios no ensaio interlaboratorial ou a incerteza de X.

A avaliagdo ¢ feita segundo a seguinte escala:
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|Z| <2 -> Satisfatorio
2 <|Z| <3 - Questionavel
|Z| >3 = Incorreto

3.2.1.2. Erro normalizado
O valor aceite como verdadeiro (Xy) deve estar dentro do intervalo de incerteza (Ulap)

do resultado Xiab. Quando tal ndo se verifica, recorre-se ao erro normalizado (En) no sentido de

avaliar o desempenho: (Relacre, 2000)

(Xlab - XU)

U — Us (1)

En

Onde, Uré a incerteza associada ao valor verdadeiro. Faz-se a avaliagdo mediante o

resultado de En sendo que: se |[En|< 1, entdo Ulap esta bem estimada.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Desenvolvimento e otimizacao do método
O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método preciso e sensivel para quantificar

15 elementos. O método foi desenvolvido tendo em conta as indicagdes da marca
Monitorizaram-se solu¢des-padrdo com os elementos para diferentes linhas de emissdo a fim
de identificar o comprimento de onda em que ndo se observassem interferéncias e que
oferecesse uma boa linha de base, o menos ruidosa possivel, para a quantificagdo do analito.
Adequaram-se as condi¢gdes de operagao relacionadas com a bomba peristaltica, parametros do
espectrometro e condi¢des do plasma. Foram selecionados os modos de visualizagdo para os
diversos elementos: radial para os elementos Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn e
radial atenuado para Ca, K, Mg e Na e definiram-se os modos de processamento ¢ medicao do
pico: integracdo em area para Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn e em altura para Ni, Pb e Zn. Fez-

se corre¢ao de background com dois pontos para o pico correspondente a cada analito.

4.2.  Reagentes e materiais
Os padroes de calibragdo multiclementares e o padrao interno (itrio) foram preparados

a partir de solugdes standard monoelementares certificadas, com concentragdes de 1000 ou
10000 mg/L (CPAchem, Stara Zagora, Bulgaria), cujas certificacdes se encontram em
ANEXOS. Acido nitrico 65% foi adquirido de Merck, Darmstadt, Alemanha e etanol absoluto
anidro foi adquirido de Carlo Erba Reagents, Val de REUIL, Franca. Agua ultrapura,
desmineralizada (> 18 m() foi obtida com recurso ao sistema de tratamento de 4gua Millipore

(Millipore, Bedford, MA, EUA).

4.3. ICP-OES
A espectrometria de emissdo otica por plasma acoplado indutivamente foi conduzida

com o Avio 220 Max ICP-OES associado a um auto sampler S23 (PerkinElmer, Waltham, MA
USA). As condicdes de operagdo encontram-se destacadas na Tabela 4-1. A intensidade
espectral foi a média de 3 leituras replicadas por amostra. Os comprimentos de onda de emissao

usados para quantificagdo dos diversos elementos estdo representados na Tabela 4-1.
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Tabela 4-1: Condigées de operagdo do ICP-OES e configuragdes instrumentais.

ICP OES

Poténcia RF (W)

Fluxo gas plasma (L/min)

Fluxo de gas auxiliar (L/min)
Fluxo de gas nebulizador (L/min)
Caudal da bomba (mL/min)
Posicao visualizagdo da tocha (mm)
Nuimero de réplicas

Tempo de lavagem (s)

Comprimento de onda (nm)

4.4.  Preparacao de solu¢des-padrao

Avio 220 Max ICP-OES

1400

12

0,3

0,40

0,50

14

3

25

396,153 (Al), 193,696 (As), 317,933 (Ca),
226,502 (Cd), 228,616 (Co), 267,716 (Cr),
327,393 (Cu), 259,939 (Fe), 766,490 (K),
285.213 (Mg), 257.610 (Mn), 589.592 (Na),
231,604 (Ni), 220,354 (Pb), 213,857 (Zn)

Os padrdes de calibracdo multielementares foram preparados a partir de solugdes

standard monoelementares certificadas dos elementos em estudo. Foram preparados em baldes

de 100 mL e adicionou-se 10 mL de etanol para que a solugdo contivesse 10% etanol (v/v) e

perfez-se o volume com solucdo de acido nitrico 2% (v/v). Fez-se uma compatibilidade de

matriz pela adi¢do de etanol, com o objetivo de minimizar as diferencas nas intensidades de

emissdo devido a alteracdes na viscosidade das solugdes organicas durante a nebulizagdo e o

acido nitrico € adicionado para estabilizar as solugdes. A concentragdo de cada elemento nos

padrdes de P1 a P4 encontra-se apresentada na Tabela 4-2, sendo que o PO € o branco e se trata

apenas de solu¢do de acido nitrico 2% e etanol a 10%.
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Tabela 4-2: Concentragbes dos elementos nos padrées P1-P4.

mg/L
P1 P2 P3 P4
Pb 0,025 0,08 0,14 0,2
Fe 0,5 3 6 10
Ca 10 50 100 150
Cu 0,1 0,5 1,25 2
K 500 800 1100 1500
Zn 0,1 1,5 3 5
Co 0,01 0,15 0,3 0,5
Mn 0,1 1,5 3 5
Cd 0,001 0,005 0,0125 0,02
Na 10 50 125 200
As 0,01 0,15 0,3 0,5
Ni 0,01 0,15 0,5 1
Al 0,1 0,3 0,6 1
Mg 10 50 125 200
Cr 0,01 0,15 0,3 0,5

4.5.  Preparagdo de padrao interno
Utilizou-se a técnica de padrdo interno para corrigir diferencas de matriz ¢ minimizar

erros aleatorios que pudessem surgir entre as amostras de vinhos de mesa, licorosos e
espirituosos. Para esse efeito, adicionou-se um elemento que ndo estivesse presente na amostra
e que ndo apresentasse interferéncias espectrais significativas nas linhas de emissao dos analitos
em estudo. Utilizou-se o itrio (Y) como padrdo interno numa concentragdo de 10 ppm em
solucdo de acido nitrico 2%. O padrao interno € aplicado a todas as solugdes (padrdes e
amostras) durante a medicao por ICP-OES, através da adicao por um terceiro canal na bomba

peristéltica para que chegue ao nebulizador como uma mistura homogénea.

4.6.  Preparagdo de amostras
As amostras sdo centrifugadas a 8500 rpm durante 5 minutos. Quanto as amostras de

vinho de mesa e vinho do Porto, estas sdo lidas sem qualquer diluicdo prévia, enquanto os
mostos sao diluidos numa razao de 5:20 e as aguardentes sofrem uma diluicdo de acordo com
o seu teor alcodlico de modo que este se aproxime do grau alcodlico dos padrdes e restantes
amostras. Aguardentes com teor alcodlico a rondar os 40° sofrem uma diluicdo de 5:20 e
aguardentes com teor alcoolométrico perto dos 70° sdo sujeitas a uma diluicdo de 2:20. Os
vinhos frisantes e espumantes sdo sujeitos inicialmente a um banho de ultrassom para

desgaseificagdo por 10 minutos a uma frequéncia de 37 kKz.
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5. Resultados
5.1.  Validagao do método
5.1.1. Avaliagdo indireta
5.1.1.1. Quantificacéo

5.1.1.1.1. Curvas de calibracdo
Depois de definido o comprimento de onda para quantificagdo dos analitos em vinhos,

procede-se para a calibragdo. Na Tabela 5-1, Tabela 5-2, Tabela 5-3 e Tabela 5-4 estao
destacadas as concentragdes dos padrdes e respetivas intensidades corrigidas, bem como o erro
residual inerente a cada. Na Figura 5-1, Figura 5-2, Figura 5-3 e Figura 5-4 apresentam-se as
representacdes graficas das curvas de calibracdo do elementos de Ca, Fe, Cu e K,

respetivamente com a intensidade em funcao da concentracao do elemento nos padrdes em

mg/L, bem como as equagdes das retas e os coeficientes de correlagdo.

Tabela 5-1: ParGmetros de intensidade, concentragdo e erro residual nos padrées referentes ao Ca a 317,933 nm.

Amostra Ca Intensidade Concentracio Concentracio % Erro
317.933 corrigida (mg/L) calculada residual
(cps) (mg/L)
Calibracao 1577,8 0,0 0,000 -0.619 N/A
PO ’

P1 44979,6 44979,6 10,000 11,086 -3,66

P2 195305,6 195305,6 50,000 50,207 2,16

P3 380505,0  380505,0 100,000 98,402 -0,56

P4 582330,1 582330,1 150,000 150,924 0,02

Tabela 5-2: Pardmetros de intensidade, concentragdo e erro residual nos padrées referentes ao Fe a 259,939 nm.

e Fe 0300 el Coniio. Comninio ;g
(mg/L)

Ca“;’,;a‘?ﬁ" 1543,1 0,0 0,000 20,015 N/A
P1 39187,5 391875 0,500 0,484 3,29
P2 2429044 2429044 3,000 3,075 2,50
P3 4685432 4685432 6,000 5,945 0,91
P4 7881644  788164,4 10,000 10,011 0,11
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Tabela 5-3: Pardmetros de intensidade, concentragdo e erro residual nos padrées referentes ao Cu a 327,393 nm.

Amostra Cu Intensidade Concentracio Concentracio % Erro
327.393 corrigida (mg/L) calculada residual
@) (mg/L)
Calibragdo 402,6 0,0 0,000 -0,004 N/A
P1 4384.,4 4384.,4 0,100 0,107 6,52
P2 20076,1 20076,1 0,500 0,503 0,56
P3 492342 49234,2 1,250 1,239 -0,87
P4 79593,6 79593,6 2,000 2,006 0,29

Tabela 5-4: Pardmetros de intensidade, concentragdo e erro residual nos padrées referentes ao K a 766,490 nm.

Amostra K 766.490 Intensidade Concentracio Concentracio % Erro

(cps) corrigida (mg/L) calculada residual
(mg/L)

Ca‘“l;;a?ﬁ" 1736,6 0,0 0,000 -10,101 N/A
P1 351816,3  351816,3 500,000 506,759 1,35
P2 572287,1  572287,1 800,000 830,657 3,83
P3 733385,6  733385,6 1100,000 1067,330 -2,97
P4 1031539,8 1031539,8 1500,000 1505,354 0,36

700000,0 Curva de calibracao Ca
600000,0 y = 3842,7x + 2378,4
R2=0,9997
500000,0
[}
® 400000,0
T
é 300000,0
200000,0
100000,0

0,0
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0
Concentragdo (mg/L)

Figura 5-1: Representagdo grdfica da curva de calibragdo do Ca.
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Curva de calibracio Fe

900000,0

800000,0 y=78611,158x +1 176,36
R*=0,9999

700000,0

600000,0
500000,0
400000,0

Intensidade

300000,0
200000,0
100000,0

0,0
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0

Concentragdo (mg/L)

Figura 5-2: Representagdo grdfica da curva de calibragdo do Fe.

Curva de calibracao Cu
90000,0

y =39599,156x + 166,317

80000,0
R?=0,9999

70000,0
60000,0
50000,0
40000,0

Intensidade

30000,0
20000,0
10000,0

0,0
0,0 0,5 1,0 1,5

Concentragdo (mg/L)

Figura 5-3: Representagdo grdfica da curva de calibragdo do Cu.
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Curva de calibraciao K
1200000,0

y = 680,68x + 6875,5
1000000,0 R?=0,9983
800000,0

600000,0

Intensidade

400000,0

200000,0

0,0
0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0
Concentragdo (mg/L)

Figura 5-4: Representagdo grdfica da curva de calibragdo do K.

Na Tabela 5-5 apresentam-se os parametros das curvas de calibragdao dos 4 elementos.

Tabela 5-5: Par@metros das curvas de calibragdo para Ca, Fe, Cu e K.

Ca Fe Cu K
Declive 38427 78 611,16 39599,16 680,68
Ordenada na origem 2378,4 1176,36 166,32 6875,5
Coeficiente de correlaciao 0,9997 0,9999 0,9999 0,9983
Sy 4967,55 4361,37 338,99 18363,93

51.1.1.1.1. Gama de trabalho
Na Tabela 5-6 estdao apresentadas as leituras associadas ao padrdo mais baixo — P1 —e

ao padrdo mais concentrado — P4 - para avaliagdo de homogeneidade de variancias. Em

destaque o valor de PG e o valor tabelado de F na distribui¢ao de Fisher.

Tabela 5-6: Leituras consecutivas do padrdo 1 e padrdo 4 e varidncias, valor de PG e valor de F na distribui¢do de Fisher.

Elemento Ca Fe Cu K
Leitura P1 P4 P1 P4 P1 P4 P1 P4

c(mg/L) | c(mg/L) |c(mg/L)| c(mg/L) | c(mg/L) | c(mg/L) | c(mg/l) |c(mg/lL)
10,159 | 149,118 | 0,484 9,337 0,113 1,871 516,815 |1483,926
10,046 | 145,848 | 0,468 9,361 0,116 1,856 512,144 |1468,582
9,987 | 142,790 | 0,462 9,325 0,113 1,814 502,689 |1486,204
10,011 | 148,545 | 0,466 9,360 0,109 1,855 500,220 |1496,505
10,280 | 144,786 | 0,480 9,348 0,109 1,852 506,773 |1503,359
10,123 | 148,756 | 0,467 9,398 0,111 1,847 510,124 |1492,938
10,071 | 147,448 | 0,455 9,368 0,112 1,813 512,848 |1503,044
10,151 | 146,385 | 0,466 9,068 0,110 1,936 520,458 |1502,080

X[ Q[N | N | B[N —
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9 9,882 | 147,383 | 0,457 | 9312 0,103 1,863 | 495,056 |1483,796
10 9,968 | 146,962 | 0,465 | 9,340 0,106 1,855 | 518,356 |1501,538
S/ S | 131x | 380 | 80lx | 852x S| Ll6x 130,98
0 e s | 1297 10% ) 68,80
PG 289,99 106,28 90,07 1,90
Faab 3,179

Para Ca, Cu e Fe, PG > Fp, logo ndo ha homogeneidade de variancias.

Para K, PG < Fp, logo hd homogeneidade de variancias.

51.1.1.1.2. Linearidade
O tipo de funcdo de calibragdo ¢ testado através do estudo do pardmetro da

linearidade, cujos resultados do modelo estatistico se encontram destacados na Tabela 5-7,
sendo que apenas se efetuou o teste da linearidade para o K, dado que foi o unico elemento

em que se verificou a homogeneidade de variancias.

Tabela 5-7: Pardmetros de desvios-padrdo residuais, diferengas de variéncias e valor-teste PG para estudo de linearidade
para o K.

K
Syix 18363,93
Sy2 21842,75
N° de pontos 5
DS? 57490037
PG 0,120497
Ftap 6,388

Como PG < Fup, entdo a funcao de calibragao ¢ linear

5.1.1.1.1.3. Limite de detecdo e limite de quantificacdo
Efetuaram-se os calculos do limite de detecao e de quantificagdo através dos parametros

das retas de calibracdo. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 5-8.

Tabela 5-8: Valores obtidos para o limite de detecdo e de quantificagcdo para os 4 analitos.

Elemento Ca Fe Cu K
LD 4,27 mg/L 0,18 mg/L 0,028 mg/L 89,03 mg/L
LQ 12,93 mg/L. 0,55 mg/LL 0,086 mg/L 269,79 mg/L
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5.1.1.1.1.4. Sensibilidade

Estando perante um modelo linear, a sensibilidade diz-se constante ao longo da gama de

trabalho e corresponde, em valor, ao declive da reta, cujo valor se encontra representado na

Tabela 5-9.

Tabela 5-9: Valor da sensibilidade para os 4 elementos.

Elemento Ca Fe Cu K
Sensibilidade 3842,7 78611 39599,2 680,68
mg/L mg/L mg/L mg/L

5.1.1.2. Seletividade e Especificidade

Apresentam-se na Figura 5-5, Figura 5-6, Figura 5-7 e Figura 5-8 os picos

correspondentes aos analitos Ca, Fe, Cu e K, respetivamente, com representacdo dos picos

referentes aos padrdes de calibragdo e correcdo de background com dois pontos.

Exaimine Sgecira - Analyle
£a 117813

il Enidy

14k
Y

Figura 5-5: Espetro do analito Ca com representagdo dos picos feferentes aos padrdes de calibragéo e comprimento de onda

de quantificagdo — 317,933 nm.
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Figura 5-6: Espetro do analito Fe com representagdo dos picos referentes aos padrées de calibragéo e comprimento de onda
de quantificagdo — 259,939 nm
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Figura 5-7: Espetro do analito Cu com represenfdg:ﬁo (;o:s ;;icos referentes aos padrdes de calibragdo e comprimento de onda
de quantificagdo — 327,393 nm.
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Figura 5-8: Espetro do analito K com representagdo dos picos referentes aos padrdes de calibragéo e comprimento de onda

de quantificagéo — 766,490 nm.

Na Tabela 5-10 apresentam-se os resultados obtidos para a percentagem de

recuperagdo dos elementos em 4 tipos de amostras, isto ¢, amostras de vinho tranquilo tinto,

branco, rosé e vinho do Porto.
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Validagao de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

Tabela 5-10: Percentagem de recuperagdo dos 4 analitos em 4 tipos de amostra - vinho tinto (18908), vinho branco (18909),

vinho rosé (18907) e vinho do Porto (18858).

% Recuperacio

Amostra 18907 18908 18909 18858
Ca 99,34 | 98,69 | 102,31 | 102,23 | 99,06 | 96,80 | 108,23 | 104,95
Fe 98,09 99,13 | 98,43 | 98,68 | 99,08 | 98,93 | 93,91 | 95,19
Cu 93,76 |99,76 | 96,34 | 99,27 | 102,17 | 108,05 | 93,12 | 93,10
K 96,16 | 96,86 | 101,78 | 100,56 | 98,30 | 96,42 | 96,14 | 92,56
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5.1.1.3. Precisdo
O estudo da precisao foi efetuado avaliando os parametros de repetibilidade e precisao

intermédia.

5.1.1.3.1. Repetibilidade

Na Tabela 5-11 e Tabela 5-12 estdo apresentados os valores do desvio padriao de
repetibilidade (S:i), o valor de repetibilidade (r) e respetivo coeficiente de variagdo de
repetibilidade (CV;). Também destacadas estdo as diferencas, em modulo, entre dois valores
consecutivos. O parametro foi avaliado em duas amostras distintas, sendo que se avaliou uma

amostra de vinho rosé e vinho tinto em 10 medigdes consecutivas.

Tabela 5-11: Resultados do ensaio de repetibilidade, limite de repetibilidade e coeficiente de variagéo de repetibilidade para
a amostra de vinho rosé.

Ca Fe Cu K
gy | o= K| o Wi = Xl | oy | owa = Xl | o [ X = X
93,608 1,154 3,055 0,022 0,044 0,004 503,830 10,658
92,454 1,150 3,032 0,011 0,048 0,004 493,172 7,299
93,603 0,022 3,022 0,038 0,044 0,000 500,471 0,285
93,582 0,438 2,983 0,040 0,043 0,003 500,756 0,176
94,019 0,574 2,943 0,024 0,040 0,002 500,932 0,803
93,446 3,611 2,967 0,054 0,043 0,003  |501,735] 12,438
89,835 3,316 3,021 0,064 0,040 0,007 489,297 8,633
93,151 1,723 3,085 0,077 0,047 0,001 497,930 13,434
94,873 0,292 3,008 0,044 0,046 0,001 511,364 8,816
94,581 3,052 0,044 502,548
X X X X
(mg/L) 93,315 (mg/L) 3,017 (mg/L) 0,044 (mg/L) 500,20
Sz 1,329 S 0,041 Sri 0,002 Sri 5,66
CV: CV: CV: CV:
(%) 1,42 (%) 1,36 (%) 5,40 (%) 1,13
r 3,721 r 0,115 r 0,007 r 15,84
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Tabela 5-12: Resultados do ensaio de repetibilidade, limite de repetibilidade e coeficiente de variagdo de repetibilidade para

a amostra de vinho tinto.

Ca Fe Cu K
Xl — . Xl . — . Xl . — . Xl . — .
(Il’lg/L) |Xi+1 Xll (mg/L) |Xl+1 Xll (mg/L) |Xl+1 Xll (Il’lg/L) IXL+1 Xll
75,501 0,280 1,157 0,0193 0,063 0,001 1163,658| (0,534
75,781 1,168 1,176 0,0227 | 0,065 0,004 1163,124| g 940
74,613 0,587 1,153 0,0324 | 0,061 0,001 1154,185| 7 497
75,200 1,176 1,186 0,0271 0,060 0,004 1161,682| 3980
74,024 0,294 1,159 0,0104 | 0,064 0,003 1157,702] 11,161
74,318 1,506 1,148 0,0116 0,061 0,002 1146,541| 0,975
72,812 0,646 1,137 0,0087 0,063 0,003 1147516 14919
72,166 0,542 1,128 0,0177 0,060 0,000 1132,597 2,612
72,7107 0,803 1,146 0,0134 0,060 0,002 1135,209 16,769
71,904 1,159 0,058 1151,978
X X X X
(mg/L) 73,903 (mg/L) 1,155 |(mg/L) 0,062 (mg/L) | 1151,42
Sri 1,345 Sri 0,016 Sri 0,002 Spi 10,47
CVr CVr CVr CVI‘
(%) 1,82 (%) 1,41 (%) 3,25 (%) 0,91
r 3,766 r 0,045 T 0,006 r 29,31
5.1.1.3.2. Precisdo intermédia

Na Tabela 5-13 e Tabela 5-14 estdo apresentados os valores do desvio padrao de

precisdo intermédia (Spi), o valor de precisdo intermeédia (r) e respetivo coeficiente de variacao

de precisdo intermédia (CVy;). O parametro foi avaliado em duas amostras distintas, sendo que

se avaliou uma amostra de vinho de mesa e vinho licoroso ao longo dos dias.

Tabela 5-13: Resultados do ensaio de precisdo intermédia, limite de precisdo intermédia e coeficiente de variagdo de
precisdo intermédia para a amostra de vinho licoroso.

Elemento Ca Fe Cu K

X1 (mg/L) 80,99 0,41 0,13 836,06
X5 (mg/L) 82,39 0,40 0,15 801,51
X3 (mg/L) 78,03 0,39 0,13 792,26
X4(mg/L) 80,19 0,44 0,13 814,94
Xs(mg/L) 82,77 0,43 0,15 843,54
Xe(mg/L) 79,90 0,43 0,13 779,98
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X7(mg/L) | 82,34 0,44 0,13 | 797,96
Xs(mg/L) | 80,73 0,46 0,14 | 794,85
Xo(mg/L) | 80,46 0,43 0,15 | 839,70
Xio(mg/L)| 86,15 0,47 0,17 | 921,62
X (mg/L) 81,39 0,43 0,14 | 822724

Spi 2,07 0,02 0,01 39,16

CV: (%) 2,54 5,47 8,64 4,76
r 5,80 0,07 0,03 | 109,65

Tabela 5-14: Resultados do ensaio de precisdo intermédia, limite de precisdo intermédia e coeficiente de variagéo de
precisdo intermédia para a amostra de vinho de mesa.

Elemento Ca Fe Cu K
Xi(mg/L) | 73,04 0,80 005 | 640,73
Xa(mg/l) | 71,61 0,88 007 | 644,61
Xs(mg/L) | 7035 0,79 0.06 | 65582
X(mg/L) | 71,86 0,89 0.06 | 653,96
Xs(mg/L) 75,32 0,90 0,08 676,52
X (mg/L) 69,40 0,88 0,07 654,25
X;(mg/L) | 71,09 0,92 007 | 656381
Xg(mg/l) | 7036 0,94 0,09 | 64592
Xo(mg/L) | 72,18 0,89 008 | 655,69
Xu(mglL)| 80,01 0,97 0,10 | 72680
Tmgl) | 7252 0,88 0,07 | 661,11
Syt 2,94 0,05 001 | 2376
CV: (%) 4,06 6,00 15,74 3,59
r 8,25 0,15 0,033 66,52

5.1.2. Avaliacdo direta

5.1.2.1. Exatiddo
Na Tabela 5-15 e Tabela 5-16 encontram-se os resultados obtidos para o z-score dos

ensaios interlaboratoriais do ALABE e BIPEA para as diversas amostras. De salientar que as
células em branco podem significar que nao se quantificou o analito na respetiva amostra ou

que nao houve laboratorios suficientes para ser calculado o z-score.
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Tabela 5-15: Resultados z-score dos ensaios interlaboratoriais BIPEA para os 4 analitos numa ampla gama de amostras. (VM
—vinho de mesa, VL —vinho licoroso e E - espumante).

Janeiro
VM VL
Ca -093 0,86
Fe -0,40 -0,29
Cu 0,00 1,07
K -0,84 0,57

Tabela 5-16: Resultados z-score dos ensaios interlaboratoriais ALABE para os 4 analitos numa ampla gama de amostras.

Fevereiro
VM VL E
-0,50 -0,46
-1,23 -0,67
-0,83  -2,13 0,00
-0,86 -0,41

(VM —vinho de mesa, VL — vinho licoroso)

Janeiro
VM VL
Ca
Fe 0,22
Cu -0,59 0,08

Marco
g-score
VM VM
0,00 0,55
-0,25  -0,33
-0,50
-0,68  -0,64

Fevereiro Marco
g-score
VM VL VM VL
-0,13 0,68 @ -0,55 0,55
-0,38  -0,32  -0,49

Abril Maio
VM VL VM VM
0,24  -0,25
-0,17 -0,57  -0,29
-0,33 -0,67
-0,88 -0,53  -0,64

Abril Maio

VM

VL VM VL

0,14 0,4

-0,22
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6. Discussao
6.1.  Otimizacao do método

6.1.1. Mostos
O método foi otimizado para andlise de mostos. Os mostos apresentam algumas

diferencas de matriz, quando comparados com o vinho. Apresentam um teor mais elevado de
acucar e menor grau alcoolico. Por essa razdo, foi necessario fazer compatibilidade de matriz
para analise no ICP-OES. Posto isto, testou-se a sua diluicdo com agua e com solugao de acido
nitrico 2% e etanol 10%. A sua diluicdo com 4cido nitrico 2% e etanol 10% apresentou taxas
de recuperagdo do itrio mais proximas de 100%, com valores entre 93 e 100%, enquanto a sua
dilui¢do em agua promovia taxas de recuperacao do padrao interno mais baixas, entre 70 e 77%.
Sendo que a percentagem de recuperagdo do itrio deve ser o mais proxima de 100% e que
internamente se considerou como aceites recuperagoes entre 80 a 120%, a diluicao dos mostos

a aplicar no método foi com solugdo de acido nitrico 2% e etanol 10%.

6.1.2. Aguardentes
Houve a necessidade de otimizar o método para ensaios com aguardentes. O método

descrito revelou-se eficaz na quantificagdo de Fe e Cu em aguardentes e brandys, no entanto,
nao se revelou exato e preciso na quantificacdo de Ca neste tipo de amostras. A otimizac¢ao do
método para aguardentes atravessou diferentes fases e foram estudadas diversas varidveis.
Posto isto elaboraram-se padrdes cujo Unico analito presente era o Ca em duas gamas de
concentragdo: 1; 2,5; 5 e 10 mg/L e com 1; 2; 4 e 6 mg/L para os padroes 1, 2, 3 e 4,
respetivamente. Testaram-se também diferentes diluigdes de acordo com o grau alcodlico das
amostras. Para amostras com teor alcoolométrico proximo dos 40° testou-se a sua diluicdo numa
razao de 10:20 e 5:20 e para as amostras cujo teor alcoolométrico estava na gama dos 70° diluiu-
se numa razdo de 5:20 e 2:20. No que concerne a estes dois pardmetros concluiu-se que a
elaboragdo de padrdes nas concentracdes mais baixas € a maior diluicdo das amostras, isto €,
numa razao de 5:20 e de 2:20 para amostras com grau alcoolico de 40 e 70° respetivamente
ofereciam resultados. A dilui¢do permitiu aproximar a taxa de recuperacgao de itrio dos 100%.
Um outro parametro de teste foi o comprimento de onda usado para o padrdo interno e para a
quantificagdo de Ca. Concluiu-se que o conjunto que oferecia melhores resultados era a
determinagdo de Ca a 422,673 nm e de padrdo interno a 324,227 nm, ja que foi o que resultou
em valores mais proximos dos obtidos pelo método de absor¢do atomica. Selecionados os
comprimentos de onda, monitorizaram-se solu¢des-padrdo para testar o modo de visualizagao
do plasma, sendo que a visualizagdo em modo axial proporcionou sinais de intensidade mais

elevados € uma maior robustez, € ja que teoricamente melhora os limites de detecao. Outro
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parametro de teste foi a elaboragdo de padrdo interno na mesma matriz dos padrdes, isto &,
mantendo a concentragdo de 10 ppm mas em solu¢do de HNO3 2% e etanol 10%. O padrao
interno em matriz semelhante aos padrdes promoveu taxas de recuperacao mais proximas de
100% tanto nos padrdes de calibragdo como nas amostras e conduziu a uma melhor precisao de
resultados, destacada por uma melhoria nos RSDs. Finalmente foi elaborado um teste de
recuperagdo de Ca numa amostra de aguardente e obteve-se uma taxa de recuperacao de analito
de 85%. No entanto, ¢ imperativa a realizagdo de mais testes para certificar que os parametros
otimizados permitem a quantificacao precisa de Ca em aguardentes, nomeadamente através da

realizacdo de testes comparativos entre ICP e absor¢do atomica.

6.2.  Validagdo do método
A validacao foi feita por avaliagao direta e indireta e envolveu o estudo dos parametros

de especificidade e seletividade, retas de calibragdo, limites de detecao e quantificacao e

avaliagdo da precisdo e exatidao.

Seguindo as instru¢des da marca no equipamento, foram monitorizadas solugdes-padrao
com os elementos para diferentes linhas de emissdo com o objetivo de identificar o
comprimento de onda em que nao se observassem interferéncias e que oferecesse uma boa linha
de base, o menos ruidosa possivel, para a quantificagdo mais precisa do analito. Os espetros
com os comprimentos de onda identificados estdo apresentados na Figura 5-1, Figura 5-2,
Figura 5-3 e Figura 5-4, com os picos correspondentes as leituras dos padrdes de calibragao,

bem como a correcao de background feita para cada analito.

Um parametro de interesse na validagao de um método ¢ a gama de trabalho. Pela analise
da Tabela 5-6, verifica-se que, para os elementos Ca, Fe e Cu, o valor de PG ¢ superior ao
tabelado na distribuicao de Fisher e, portanto, as variancias sao estatisticamente diferentes, com
95% de confianca. Isto quer dizer que existem diferengas significativas entre a variabilidade no
padrdo mais baixo (P1) e no padrdo mais alto (P4). Como se pode verificar, as variancias
associadas ao padrao mais concentrado sdo superiores em duas ordens de grandeza as variancias
associadas ao padrdo menos concentrado, significando que o desvio padrdo associado a
concentragdo aumenta ao longo da reta, proporcionalmente ao aumento da concentragao.
Verifica-se entdo que para os elementos Fe, Ca e Cu h4 uma heterocedasticidade de variancias,
enquanto no elemento K se verifica uma homecedasticidade de variancias, ja que o valor de PG
¢ inferior ao valor tabelado na distribuicao de Fisher, como apresentando na Tabela 5-6. Quando
os valores apresentam heterocedasticidade, deve proceder-se ao ajuste da gama de trabalho até

que ndo se verifiquem diferencas significativas entre os padrdes extremos ou entdo proceder-se
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a elaboracdo de uma reta de calibracdo ponderada, pela atribuicdo de pesos diferentes aos
padrdes, atribuindo um maior peso aos pontos com menor incerteza associada (Miller & Miller,
2010). Tendo em conta que as amostras analisadas no laboratério apresentam valores que se
estendem ao longo de uma grande gama de concentragdes, o ajuste ndo seria vantajoso na
medida em que significaria que se perderia a eficacia nas andlises proximas do limite inferior
ou superior, pelo ajuste do padrdo mais baixo ou mais concentrado, respetivamente. A
elaboragdo de uma reta de calibragdo ponderada ndo seria favoravel para este tipo de ensaio, ja
que se pretende que o método e a obtengdo de resultados sejam o mais automatizados possivel
e a ponderacao implicaria um tratamento de dados posterior a cada analise. Tendo em conta o
verificado, prosseguiu-se de forma distinta para os 4 analitos, utilizando duas abordagens para

a avaliacao do parametro da linearidade

O parametro da linearidade permite testar o tipo de fun¢do de calibragdo, permitindo
averiguar se o método analitico produz respostas diretamente proporcionais a concentragao do
analito em estudo, cujo critério estd dependente do teste da homogeneidade de varidncias.
Sendo que apenas se verificou a homogeneidade de varidncias para o elemento K, apenas se
aplicou o teste de linearidade de Mandel a este analito. Pela andlise da Tabela 5-7, verificou-se
que o valor de PG obtido ¢ inferior ao valor de F tabelado na distribuicao de Fisher, garantindo
que a funcdo de calibragdo ¢ linear. A linearidade pode também ser avaliada recorrendo a
representacdo das curvas de calibragdo e pela analise do coeficiente de correlagdo, sendo que
este deve ser superior a 0,995. Este critério de avaliagao do modelo linear deve ser analisado de
modo critico, j4 que pode garantir que hd uma boa correlagdo entre a intensidade e a
concentra¢do, mas pode ndo ser indicativo de linearidade (Relacre, 2000). Pela observacao das
curvas de calibracdo dos 4 elementos, representadas na Figura 5-1, Figura 5-2, Figura 5-3 e
Figura 5-4 e pela andlise dos coeficientes de correlacdo verifica-se que todos apresentam uma
boa correlacdo entre a intensidade e a concentragdo, com coeficientes superiores a 0,995 e que
a fungdo aparenta seguir um modelo linear. Pela andlise dos parametros de calibragdo
destacadas na Tabela 5-5, e tendo em conta que as curvas de calibragdo seguem um modelo
linear, sendo a sensibilidade constante ao longo da gama de trabalho e correspondente ao
declive da reta, ¢ possivel deduzir que o elemento que apresenta maior sensibilidade ¢ o Fe,
dado que apresenta um declive superior e o elemento menos sensivel € o K, cujo declive da reta

€ 0 menor.

Os limiares analiticos do método de ensaio sdo de grande importancia, na medida em

que permitem identificar o teor minimo a partir do qual se deteta a presenca do analito em
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analise, definido como LD, e a menor concentragdo a partir da qual é possivel quantificar, com
determinada precisdo e exatidao, a presenca do analito, definido como LQ. Sendo que o método
envolve uma curva de calibracdo linear, obtiveram-se estes limites de acordo com os parametros
obtidos nas retas. Pela analise da Tabela 5-8, podemos concluir que os elementos que
apresentam melhor LD e LQ s3o o Cu e o Fe e o elemento que apresenta um LD maior ¢ o K,
0 que era presumivel tendo em conta que se verificou como sendo o elemento com uma
sensibilidade mais baixa. Assim sendo, ¢ possivel reportar valores a partir de teores de 0,55;
12,93; 0,085 € 269,80 mg/L para o Fe, Ca, Cu e K, respetivamente, sendo que a gama de valores
entre LD e LQ deve apenas ser entendida como uma zona de detecdo e ndo quantificagdo. A
obtencdo destes valores permite garantir a precisdo de resultados reportados na gama em que

os elementos se encontram nas amostras.

Pela analise dos resultados apresentados na Tabela 5-10 € possivel inferir que o método
é seletivo e especifico para os elementos Ca, Fe, Cu e K. E de notar que o método consegue
detetar e quantificar os analitos na presenca de outros elementos da matriz, bem como de
possiveis interferentes da amostra. Os testes de recuperacao foram feitos pela adicao de spikes
a 4 tipos de amostras, isto ¢, adicionaram-se volumes de solugdo monoelementar de
concentragdo conhecida a amostras de vinho tranquilo tinto, branco, rosé e vinho do Porto.
Adicionaram-se os spikes em baldes de 500mL e procedeu-se posteriormente a leitura das
amostras fortificadas em dois tubos diferentes, no sentido de descartar a possibilidade de haver
contaminag¢des nos mesmos. Tendo em conta que o valor da recuperagao deve ser entre os 80 e
120 %, foi possivel comprovar a seletividade do método para os 4 analitos em estudo e nos 4

tipos de amostras de vinho dado que se obtiveram percentagens de recuperagdo dentro dos

limites estipulados.

A precisdao neste método analitico foi avaliada pelo estudo dos parametros da

repetibilidade e precisdo intermédia.

Avaliou-se a repetibilidade, pela analise de dois tipos de amostra distintos, vinho
tranquilo tinto e rosé em 10 medi¢des consecutivas e sob as mesmas condigdes, efetuadas pelo
mesmo analista e utilizando sempre o mesmo equipamento. Avaliando os resultados referentes
a este parametro, através da analise da Tabela 5-11 e Tabela 5-12, é possivel verificar uma
concordancia entre medi¢des consecutivas e efetuadas sob as mesmas condi¢des para os 4
analitos em estudo e nas duas amostras, ja que o moddulo da diferenca entre dois valores

consecutivos ¢ sempre inferior ao limite de repetibilidade. Pela anélise dos coeficientes de
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variacao de repetibilidade obtidos, conclui-se que estes sdo aceitaveis dado que apresentam
valores baixos e sempre inferiores a 10% para todos os elementos nas diferentes amostras
estudadas. Apesar dos resultados favoraveis serd necessario fazer mais testes de avaliacao de

repetibilidade ao longo da gama de trabalho.

Um outro parametro para avaliagdo da precisdo € a precisdo intermédia, que se refere a
precisdo estimada sobre uma mesma amostra, fazendo variar uma condigdo. A avaliacao deste
parametro ¢ um bom indicativo da precisao associada ao método, na medida em que espelha a
rotina de um laboratorio, sendo representativa da variabilidade de resultados associadas a
ensaios diarios. Neste estudo optou-se por se fazer variar o fator tempo, sendo que se analisaram
duas amostras distintas, de vinho tranquilo branco e vinho licoroso ao longo dos dias. Foram
lidas 3 réplicas por amostra, como estabelecido no método para analises didrias. Assim sendo,
efetuaram-se 10 medigdes sobre duas amostras, durante um periodo de tempo executadas pelo
mesmo analista. Guias com metodologias propostas para a validagdo de métodos analiticos
indicam que o valor do coeficiente de variacdo ndo deve ultrapassar os 15%, com exce¢do de
quando este ¢ calculado proximo do limite de quantificagdo, sendo que, nesse caso, sao aceites
valores de CV até aos 20% (Huber, 2010). Pela analise da Tabela 5-13 e Tabela 5-14 referentes
aos elementos Ca, Fe, Cu e K para os dois tipos de amostra analisados, podemos afirmar que
os valores obtidos para o coeficiente de variacdo estdo dentro do limite estabelecido, sendo que
apenas se obteve um valor superior a 15%, que €, no entanto, facilmente justificavel pela
proximidade ao limite de quantificacdo de Cu. Os resultados demonstraram-se aceitaveis, no
entanto, devem ser realizados mais testes nomeadamente a avaliagdo da precisao em padrdes
baixos, altos e com concentracdo intermédia, para garantir a precisdo dos resultados ao longo
de toda a gama de trabalho, ja que a precisdo ¢ dependente da concentragdo do analito (Curvelo-

Garcia & Barros, 2015).

Para avaliar a exatidao, isto €, a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor
considerado como aceite, foram efetuados ensaios interlaboratoriais. O laboratdrio participa
com regularidade em ensaios interlaboratoriais promovidos por entidades reconhecidas, como
BIPEA (Bureau Interprofessionel d’Etudes Analytiqgues) ¢ ALABE (Associagio dos
Laboratdrios de Enologia), com o intuito de avaliar o seu desempenho, através de ensaios de
aptiddo. Avaliou-se o desempenho do laboratorio pela andlise de diversas amostras ao longo
dos meses e, observando os resultados destacados na Tabela 5-15 e Tabela 5-16 ¢ possivel
comprovar-se que o desempenho do laboratorio ¢ satisfatério, ja que os valores de z-score

obtidos sdo todos inferiores a 2, a excecao de uma amostra de vinho fortificado com spikes cujo
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resultado do z-score em relagdo ao Cu se revelou questionavel. Pela andlise global dos
resultados, é demonstrada uma concordancia entre o valor obtido e o valor considerado como

verdadeiro estabelecido no ensaio.

6.3.  Comparagdo entre método OIV e método implementado no laboratério Sogrape
A OIV propde um método para analise de elementos minerais no vinho usando o ICP-

OES (OIV, 2013). Este método permite a quantificacdo de 11 elementos (K, Ca, Mg, Na, Fe,
Cu, Zn, Mn, Al, Sr, Ba) e implica a dilui¢dao de tomas as amostras numa razao de 1:5. O método
propde a utilizagdo de dois padrdes internos (Sc 335,372 nm e Cs 697,327 nm) e a adi¢ao de
um terceiro canal na bomba peristaltica para um buffer idnico. A aplicagdo do método de analise
no presente trabalho teve como base indicagdes propostas pelo modelo publicado pela OIV —
utilizado como referéncia — mas com algumas alteragdes, com vista a otimizacdo do mesmo. A
otimizagdo do método proposto pela OIV de anélise multielementar de vinhos usando o ICP-
OES permitiu a adaptagdo do mesmo para a sua aplicagdo em analises diarias de vinhos no
laboratério da empresa. Para isso, e tendo em conta as indicagdes propostas para a determinagao
da concentracao de diversos elementos, fizeram-se alteragdes com o intuito de o adaptar as
necessidades e exigéncias do dia-a-dia de um laboratorio com andlises rotineiras aplicadas a
um elevado nimero de amostras. Assim sendo, tornou-se o método mais rapido, capaz de
quantificar mais elementos, com menos diluicdes € menos tratamento de amostras, bem como

exigindo um menor gasto de reagentes.

Como forma de avaliar a capacidade de o método implementado responder
favoravelmente as exigéncias laboratoriais, € importante comparar os resultados obtidos com
os resultados da validagao do método proposto pela OIV. Na Tabela 6-1 estdo representados os
resultados obtidos para os pardmetros de repetibilidade, limite de detegdo, limite de
quantificagdo e taxa de recuperacao nos dois métodos. Pela anélise dos resultados apresentados
¢ possivel verificar que a adaptagdo do método conduziu a melhores coeficientes de variagao
de repetibilidade para todos os analitos em estudo, ja que se obtiveram valores inferiores a 10%
para os 4 elementos. As taxas de recuperagdo obtidas estdo dentro dos limites estabelecidos e
demonstraram a seletividade do método, em concordancia com as obtidas no método OIV.
Quanto aos limiares analiticos do método, nos estudos da OIV ndo foram calculados para os
elementos Ca e K, sendo que s@o considerados como elementos maioritarios € o LD e LQ ndo
se demonstram tdo relevantes, ja que sdo elementos que se manifestam no vinho em teores mais
elevados. Comparando os valores obtidos para os elementos Cu e Fe, € possivel verificar-se que

os limites calculados para o Cu sdo muito proximos aos obtidos no método OIV e os obtidos

50



e AT
e ER

0L BLIPERHN? DE BETECHOLOGH Validacdo de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

para o Fe, apesar de ligeiramente superiores ndo demonstram diferencgas significativas. Assim

sendo, ¢ possivel comprovar que a adaptagdo do método para um ensaio mais rapido e com

menor gasto de reagentes promoveu resultados semelhantes.

Tabela 6-1: Resultados de repetibilidade, LD, LQ e taxa de recuperagdo no método de OIV e método implementado na

Sogrape.
Analito Repetibilidade

(CVr %)

Ca 3,5

Fe 2,2

Cu 13,4

K 2,3

Analito Repetibilidade
(CVr %)

Ca 1,42/1,82

Fe 1,36/1,41

Cu 5,40/3,25

K 1,13/0,91

Método OIV
LD LQ
(mg/L) (mg/L)
0,08 0,25
0,03 0,10
Método Sogrape
LD LQ
(mg/L) (mg/L)
4,27 12,93
0,18 0,55
0,028 0,086
89,03 269,79

Taxa de
recuperacio
80-120%
80-120%
80-120%
80-120%

Taxa de
recuperacio
95-110%
90-105%
90-115%
90-105%
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7. Conclusao
O conteudo mineral dos vinhos tem influéncia direta na qualidade dos mesmos ¢ a

concentracdo em que estes estdo presentes pode ter impacto na saude humana, pelo que a
determinagdo e quantificagdo mineral ¢ fundamental. A técnica ICP-OES permite retirar
informacdo quantitativa acerca dos elementos em estudo pela intensidade emitida no
comprimento de onda relativo ao elemento. O ICP-OES foi adquirido e implementado no
laboratorio da Sogrape Vinhos pelas suas vantagens em relagdo ao método anteriormente
utilizado para analise de metais, a absor¢do atomica. Este método permite uma analise
multielementar simultanea e, por essa razdo, naturalmente mais rapida para implementacdo num
laboratério com um elevado nimero de amostras diarias e diversos elementos para analise. O
analista despendia muito tempo na analise de metais em vinhos pelo método de absorgao
atomica, pelo que a implementagdo da andlise por ICP-OES permite a rentabilizagdo do mesmo,

permitindo a realizac¢do de outras tarefas e ensaios laboratoriais.

Durante o desenvolvimento e com o objetivo de implementagdo de um novo método
analitico foi necessario fazer a validacdo do mesmo. A validagao foi feita de acordo com o
definido na Norma ISSO 17025:2017 que afere os requisitos gerais de competéncia para
laboratérios de ensaio e calibragdo e tendo em conta as indicagdes especificadas no Guia

Relacre 13.

O objetivo do trabalho era fazer a validacao para os 15 elementos abordados em detalhe
no capitulo 1, o que ndo foi possivel, dado que os primeiros resultados ndo se revelaram
satisfatdrios e, por essa razao, era necessario preparar novos padrdes, o que nao foi exequivel
pois algumas solu¢cdes monoelementares ndo chegaram em tempo util. Posto isto, foi feita a
validacdo do método para quantificacao de 4 elementos — Ca, Cu, Fe e K a fim de garantir a
fiabilidade de resultados e avaliar a eficiéncia do método para que a empresa pudesse substituir
o equipamento de EAA-chama, anteriormente utilizado para andlise destes elementos em
vinhos, mostos e aguardentes. A validacao foi feita por avaliagdo direta e indireta e envolveu o
estudo dos parametros de especificidade e seletividade, retas de calibragdo, limites de detecdo

e quantificacdo, precisao e exatidao.

O estudo das curvas de calibragdo permitiu concluir sobre a boa correlacdo verificada
entre a intensidade e a concentracdo e a avaliagdo do parametro da linearidade em diferentes
abordagens (desvio-padrdo residual e coeficiente de correlagdo e analise visual das curvas de
calibra¢do) permitiu aferir acerca da capacidade de o método promover resultados diretamente

proporcionais a concentracao dos analitos alvo de estudo.
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A analise dos resultados permite confirmar que o método ¢ especifico e seletivo para os
4 analitos, ja que foi possivel identificar e distinguir os elementos nas diferentes matrizes
complexas, garantindo que o sinal provinha do analito a quantificar. Comprovou-se a
seletividade e especificidade do método pelos ensaios de recuperagao, dado que se obtiveram
taxas de recuperacdo proximas de 100%. A andlise das curvas de calibragdao permitiu concluir
que a fungdo segue um comportamento linear em todos os elementos e que se verifica uma boa
correlagdo entre a intensidade e a concentragdo. Analisando os declives, foi possivel concluir

que o analito com maior sensibilidade ¢ o Fe e o elemento menos sensivel ¢ o K.

Quanto aos limiares analiticos do método de ensaio, foi possivel verificar que estes
permitem a quantificacdo precisa em toda a gama de vinhos de mesa e vinhos licorosos,
garantindo seguranga dos valores reportados a partir de teores de 0,55; 12,93; 0,085 e 269,80

mg/L para o Fe, Ca, Cu e K respetivamente.

A precisao do método foi avaliada pela precisdo intermédia e repetibilidade. Quanto a
repetibilidade, verificou-se que os resultados sdo aceitaveis ja que se obtiveram coeficientes de
variacao de repetibilidade inferiores a 10% e se verificou uma concordancia entre medi¢des
consecutivas. A analise dos resultados dos ensaios de precisdo intermédia, fazendo variar os
dias de analise, permitiu concluir que os coeficientes de variacao de precisdo intermédia estao
dentro dos limites estabelecidos ja que sdo inferiores a 15% para os analitos Ca, Fe e K e inferior

a 20 % para o Cu.

Para avaliagcdo da exatiddo do método recorreu-se a ensaios interlaboratoriais para
elaboragdo de testes de aptidao. Pela analise dos z-score obtidos ao longo dos meses para as
diversas amostras, ¢ possivel concluir-se que o método ¢ exato, ja que se obtiveram valores
satisfatdrios, cujo z-score ¢ inferior a 2, e apenas um valor questiondvel, cujo valor de z-score

se encontra entre 2 e 3.

Em jeito de conclusdo e apesar de serem necessarios mais testes € ensaios,
nomeadamente para tornar para tornar o método apto para as diferentes matrizes e para
quantificagdo de mais elementos, ¢ possivel inferir que a validagdo do método comprovou que
este € preciso e exato para implementacdo no laboratério para andlises diarias para os 4

elementos — Ca, Fe, Cu e K.
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8. Trabalho futuro
Um trabalho, depois de determinado o tema, inicia-se invariavelmente pela pesquisa e

defini¢ao de objetivos, planeamento e estruturacao de etapas. Ambiciona-se que todos os
objetivos sejam cumpridos em tempo util, o que nem sempre ¢ exequivel, ficando a ressalva
que metas por atingir significam também perspetivas de trabalho futuro e hipoteses de
melhoria. Assim sendo, destaco dois caminhos que permitiriam amplificar o potencial do
método, oferecendo ao laboratorio uma excelente ferramenta para quantificacdo de analitos de

forma rapida e eficaz, em toda a amostragem.

Tendo em vista a aplicagdo do método nos varios produtos vinicos de andlise diaria no
laboratorio, ¢ necessario validar o método para a analise de Ca em aguardentes. O método
descrito permite a quantificagdo dos restantes metais, no entanto, nao se revelou eficiente na
quantificagdo de Ca em aguardentes e brandys, sendo que esta continua a ser feita pelo
método de absor¢ao atémica, ja que os resultados obtidos ndo eram concordantes com os
verificados pelo método de absorcdo atdmica. Foi possivel otimizar-se alguns pardmetros do
método para quantificagdo de Ca em aguardentes pelo estudo de pardmetro como diluigdes,
gama de trabalho, comprimento de onda de quantificagdo, modo de visualizagdo de plasma e
adaptacao de padrdo interno, no entanto, ndo foi possivel testd-lo quanto seria necessario para
garantir a fiabilidade dos resultados e posteriormente valida-lo. E por isso de extrema
importancia que mais ensaios sejam feitos para garantir que o método promove resultados
exatos e precisos € que € possivel a sua aplicagdo nas diferentes matrizes, isto €, vinhos

tranquilos, vinhos licorosos, mostos e aguardentes.

Como perspetiva futura de continuagao do trabalho desenvolvido até entdo, seria
importante a validagdo do método para os restantes elementos abordados na introdugao
tedrica deste relatorio, como previsto, sendo que as condi¢des do método € a gama de
concentragdes dos elementos ja se encontram definidas. As atuais e crescentes preocupacgoes
com a saude e o levantamento de questdes ambientais pode ser indicativo de que a lista de
elementos de necessaria monitorizacao sera alargada e os limites maximos admitidos
legalmente sofrerao alteragdo. A validagao do método para os 15 elementos abordados
permitiria @ empresa estar “um passo a frente” e, por mesmo isso, preparada para as eventuais

alteragdes e exigéncias legais.
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Anexo I: Certificagdo de solugdo monoelementar de Al 1000 mg/L em HNO3 2%.

C PA¥chem @ g Certificate
. of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Aluminium{Al) concentration 1000 mafl Matrix: 2% HNO3

g1 ol 2

Lot N: T93GEE Ref N: GODZ 2HP. L1 Cortification Crata: 04.01_2022

Barcode: 3118553

Componant Cantified Valua Matrological traceabillty
and uncertainty [ma}
A SLB0+ 4410 MIST SAM Mo 31012 Lol 140903; MIST SRM No
S158a Lol 120628
Moo

1) WOP 515724 The certified vaiue was obisined by & weighlod moan of fiw reswifs of two independent calbrafion
melhods smong: Classical Volume fric, Frimany Gravimalne, Inadruseniad (CROES, I0PMS or 10)

Density® 1.011 glem® at 20°C

Starting Material, Purity"  Batch

AUNOL) §9.950% A210TE11

* s valses arw mal ceriffiod

Storage Conditions: Store under normal laboralary conditions, al lemperaiures betweean 157 1o 25°C
Sheif-Efe: 04.02.2024 Date of opening: ...
iRECamarded penod of ee shoukd sl anceed 12 monthfs] fom dals of ogpsmng §

Concepl of Certifieation and tracesbility statement:

Thi¥ cortfied reforevce malonal (CRM) s produnar’ using & Mo panly siaming mateca, soid s sub-Rodlag ang 15 W0 deioiised waler and Wi

m-ghamzmmr
The

*J&ﬂﬂ&daammmm Hmeamm.mum:dwrrmmmgahﬁmx 2 winch fora

repastod ol
mfdmmmhrmﬂmwﬂmww Tha stanclam! incananly of meapuriment hag bopd dvtermined in

acnamacE Wit E4 UTF

Propery of the resuf of 2 mossurmment kit §.an be melaled fo steted reloences, weuly mavons o ktemafions’ standends, theough an uabroken chain

of compaisovs s iy slated poceniaioties (IS0 VM)

The matroiogics fracealtily /@ Ly camfion rafarance material raceable 1o 31 of MIST (S or BAM (TRM), A coninbuicns v refmtion da he certticalian

of Hovmiart solutlions & comsdared whon evailming e

noaTaEny.
The maasware)l realls ard fracanble [0 3L AN salplical delances . wsed for fe prepamiion of tha soidian ae calhated many wadr an =i

prnradie with anaiieal waghts, meeabhe i DR, ang e checkad oy,
Clags A labarifory glnsswan & rsad,

Thir reScats fovm IaRpsralng meddiradadl o Yecdalie (o 51 The hemomelers wsed for solufion’s calbcahon ane cafbireied from an (50 17025 aocroaitad

latroraary. The amblent condiions am condmiled wift & bygrometer caltnated fom an IS0 17125 sceredilod lndoraiony.

Intended use: For Laboratory Use Omly

Calibraticn of IOFYOES, AAS Walidation af analytcal melhoos:
Prepamtion of “working reforence sampies” DaenpeRon Hmd and lirsarsy sludies
Thiz alalerrery B fot misnded bo pestict fhe uss for ather pupones.

Instructions for tha correct use of this reference material:

This coriifd relanence maberisl cn ke used drecly or con be diubsd in 0 sgoopriss high pueity malng. Only o dean class & glasswane shoukd be used,
Do not pipet from container. Qbisined conceryation {in mgi) ater d@iulon i & resul from the relipfcalion of canilied vaiue of CRM canceniraton and fha

CRMS vokome used for dilition and divided into ihe lask's volume used for diuson

Siability and storsge:

This CRM & with & guametized sabiity bl £0.5% of e comiiod concemmnag or wilhin jis shell lile. Statsily = guararéssd, provided thad the: solution |s kepl
Invits erigiral packagng. fightly ciosec shored, as weitien in the section: Siorage Gonditions. H sicraga of a panialy usesd bBoffe @ netessecy, e tao shbuld

L]
a
112 arfan v
E . CPpchem Lid
ey e LB g . cpachem.oam
150 9001 g ‘ w-mal infodipacham com; bl 158 42 80 77 11k
CPzham Lid, s sscowdiied do far France, Bakgium ard Swidwrland
ERCHENI4 [Card Mo AR-1815} and |SOEEC 17025 (Cen No AT-1E35) e-mail; aepd 2fwanadoo b, tal 01 30 57 57 32 | fae OF 30 57 57 33
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Anexo II: Certificacdo de solu¢cdo monoelementar de As 1000 mg/L em HNO3 2%.

CPA*E:hem £ ® Certificate
. of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Arsenic{As) concentration 1000 mall Matrhx: 2% HNO3

Lot M: 703687 Ref N: COO03.ZMP.L1 Cartificalion Date: 04.01,2022
Barcode: B3135528

Componant Certilied Value Metrological traceability

&nd uncertainty [mgl]
As 10037 430 MIST SRM Mo 31033 Lot 100818
HNatas;

18] WOF 5.15.1.1 The ceniiffied value was aiitdined dsing ICRVOES o ICPMS calbration

Density” 1,015 glem? at 20°C

Starting Material, Purity* Batch

As DO 9565 EZ116583
® Thiere vialues i ol ceriifTed

Storege Conditions: Slore under nomal aboratory conditions, at temperatures bebween 157 ko 25°C
Shelf-lifa: 04.02 20724 Date of opening: ........i.wi

(Fecommended oo of wig S mof escoed 132 manttysl frm date of ooeing )

Concept of Cartification and traceability statement:
This conitied refarence malanal (M) 5 procvcad wsing & Mgh punly slating matedel, ack! frm sub-Bolkng o 18 BAORm deionised wakse amd (R

Wt & 0.2 revcron fion
Tha rapanted auprirdad od i 1 gfalid g the slnmiard unosdangy of moesormment mufipled by the coveragn fcice b = 2 which S @
pormal dlSuRon comIsgane [0 & coversge pobahiy of appromimatels 058, The sianda’ sncefainy o Messweren! has boan geameed m
areTiencs Wil 4 400

Froperty of fhe meul of & messurament whamby o can B ittt My st nefovites, wsualy nanional or inferviabions sidards, trough an imirodens cian
of pemerisons A farang shand wcarainies (30 W)

Tha metralogical irsceataiily 3 waing cembon minrmncs maliaal raceatie o 50 of MST (SAM) or BAM (TR, AN santButians in miation 6 e cedfcation
of elanterd sofulions ane consideneg whan evslualing e mroaraiy,

o measureman! resuls pre mossble to 56 AR analptesl haldnsas weed for dho progasation of Mhe soluton ere catbvated pearly inder an in-hoose
precador with analytcal wvghfs, mcesdde to OKD, and am checkad daly,

Clags A aboraiay alasnvane m usad

The rmsulty from famperalure massirmment ano tacaatie to 51 Th Memmomiars ceed for schtion's callvanon ars ceilmed fom an 150 17525 sograed
lstiagfory. Tha amtent condians an confrole with a fngrmmeter calbraled from an (50 17025 scoredited fboraiory,

Intended use; For Laboratory Use Only

Clibration of IDPIOES, ARS Validabon of analyical mathods
Fraparssien of “wuiking refersnce sampiag” Detaction et ard brearsy studios
Thes statement |5 nal inanckd 3 reslicl the use for olher purposes,

Instructions for the carrect use of this reference material:

This. cartified selersnce maieral can bo usRd directly ar can ba diluled nan aperopiiabs gk purity matric. Only @ chean class & glasswane shod ba wsod,
Do not pipet from contsines, Obtaired ooncaniration (in mgA) afer 85800 & 3 resull kom the mullipglesiion of cerfing vaiue of SEM concamalion snd the
CHAs valume used for dilution and divided irto the flasy's wolume wsed for divian,

Stability and storage:

This CRM i3 with a guaranised siabilty ol 20.5% of the cartfies concermimiion wibin il shaf ifa Stabilly in gusrarteed, prowded that ive Badudion m kept
In ks afiginal paskaging. lightty diosed storad. 88 writien in the saction: Storage Condiions. I skorage al a parially upsd il i recemsary, e cap should
be tightly sealad and the botlle should be stored in refrigesator b minknize ranspiralion mbe. This lakeralnny pedors staillty lesls. acconding b MOP 5.14,1
Uherefore sobtinns with one and e sarre bar-code numbar meght hava different sxpirston doles.

&

1R afas s .

ACERAEQITED . m.wﬂm.’lx"l
s T I
150 9001 [y . eemail: infoflopacham.com; bl 4350 42 &0 77 16
ChAchon Lid s aceredied 1o for France, Beigium and Switrerdand:
0 1T034 (Tart Ko AR-1EIE) and BUONIEE 11424 (Cart Ho AT-1438) a-mall: aced2irvanadoo i w01 30 57 57 32 /e 0 30 57 57 43
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Anexo III: Certificacdo de solucdo monoelementar de Ca 1000 mg/L em HNO3 2%.

CPAVchem @ Certificate
: of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Selution of Caleium(Ca) concentration 1000 mg/l Matrix: 2% HNO3

Lot M: TO36R0 Raf M: CO09.2MP.L1 Cerlification Date: 04.01.2022
Barcode: 83114991

Companant Cartifiod Value Matrological traceability
and uncartalnty [mgl]
Ca 1000.0 £ 2.5 ¢ MIST SRM Mo 3109 Lot 130213; NIST SRM No
3168a Lot 120628
Motes:

() WOP 5.15.1.24 The caniffed value was obitined by a weighted maan of the resills of two indepandant callbeation
mathods among, Classical Valumetric, Primary Gravimeint, iestrumsnfat ([CRAQES, IGEAMS ar 1G)

Density* 1.015 glom® at 20°C

Starting Masterial, Purity* Balch

CaC, 90.984% B210FH50
* Thase vallier are mof cerdified

Horage Conditions: Store under normal [abomtony conditions, al lemparatures bebween 15° 1o 25°C

Shelf-ife; 04022024 Crate of opening: ...............
[Fpoommandad pariod of e shoud Aol essesd 12 month(s) from date of opaning |

Concept of Certification and traceability sialamant:

This covfiied refarsncn mofodal (AW s pmauced using & Migh pudly sterfing matera), acvd from sub-boieg ard 15 MOhm delorised wadsr ang lensd
dhrouah o 0.2 migron e

Tha reporied expanded ancedarity af massement (= shated as e slandsd urceimny of maaswemant mokisied by e coverage fcior & = 2 whish for &
normal dialrbulion comesponds fooa coveega mmwmm.mmwwmmmbmnmm
accondance kih B4 402

Fropecy of fe resull of o measuremeant whevmy ¥ can e rafifed [0 stafd rekencas, wsualy novonal o Bfarsional Blendards. thrugh an antroken chan
af coymaanaons o fraving tlafed imcarainbas (150 VAL

Tha mefrolagical ireceabidy = assued using canifad rmfernace matenal fraceabde fo 5/ of MIST (SR or BAM (GRW). AV comribufions m mlation o fhe
cavificafion of fandwd solutons are considensd wiven evaluaning the uncarsindy,

Tiwa mansuremant rasuls e ireceabdn fo 51

AN analyfical balancas e for the properstion of e solatian ane calbrafd rearty uncey an im-fouse protamae wih eaiyice wegis. mceable o GR0,
ang ang clwked Ol

Class A [Ahoralory Jlasswans i s,

Tt rgei(s Fom tempayatune measurameil ane racaatva fo S The themometons used for salufon's catibration am cailvalad o ai (S0 17028 acormdifod
fatrarainey, Thie amivenl condiions are contmlled with 2 hygromeier cabbratad fom an (50 17025 acorevitod fshamiog,

Intended use: For Laboratory Use Oaly

Caliraion ol IGPIOES, AAS Validatlan of analytical methacs
Praparaicn of “working reference samples” Dietacton lmi and linsarity gludes
This ainlerrenl is nob mdended o resticl s use for oihar purposas

Instructions for the correct use of this reference material:

This cerlifed reflererce materssl can ba used directly of can be dieed in & approprste high punly matrs:. Onéy 8 clean class A glassware shauld be Used
Do sl pipel o Eoniaines. Dibtained concanlration (n mgt} after diulion s & result fom she multiplicaton of cenilied value of CRM conceniraton and the
CRA s vadeng Leed for dilution and divided inta the lask's walums ased for diliian

Stabilily snd storage:
Thiss CRM Is wilh @ guarantesd gtabilly unl 20.5% of tha certified concentrascn within its shelf lile. Stabilly s guarardasd, provided et the solution i kept
L]
CPAcham Lid
ASCREBITEQD Wy cnachemn, com
%—mm . w-mal: infagfcpacherm com; ol ~+ 369 47 80 T7 16
LPAcheem Lbd s accredited in Ter Franca, Balgium end Switsartand:
120 17034 {Cart Mo AR-TEIS) and ISOIEC 1718 {Cart No AT-1838) -l acsd2Ewaradoo. f; el 01 30 57 57 32/ lae 01 30 67 57 43
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Anexo IV: Certificacdo de solugdo monoelementar de Cd 1000 mg/L em HNO3 2%.

CPAVYchem @ & Certificate
L B UL o |
o of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Cadmium(Cd) concentration 1000 mg/l Matrix: 2% HNO3

Lol N; 793684 Ref N: COM0.2NP L1 Cartificalion Date: 04,01, 2022
Barcode: 83121731

Component Certified Value Metrological traceability
and uncertaknty [mall]
Cd 996,136 NIST SRM No 3108 Lot 130116: MIZT SRM No
31683 Lad 120829
Mg

i) WO 5.15.1,24 Tha cerfifid vaive was oblained by o woighted mean of e resills of fwo indepsnolsnt calibraion
methods s, Glassical Volumaire, Primary Grvimates, insmmental (ICPAOES, [CPAS or ic)

Density” 1.00% glom® at 20°C

Starting Matarial, Purity® Batch

Cd 09.599% B20BR0GS
* These wirltios are ool cérfified

Slorage Conditions: Stors under noemal Isborafory conditions, al tamperatures betwaan 15° (o 25°C
Shali-ife; 04.02.2024 Date of opaning: ...............

|Rcvmmrackicd pevod of use sfhookl 0of Geeesd 12 onth(s) fom date of opaning |

Concept of Cartification and iraceability staternent:

This coufifiod fefremcs materel (CRA) i prodtced weing & high gurly starting materl seid from sab.boling and 18 W0V deorimed wister and fitasd
thvough 2 0.2 micmn Kk

The reporfed axpanced urcataily of mesnremen! is stafd a5 Me simdar ancartanty of messmmment Millisled by the covurmags faclar k = 2, wiich for a
fonme! distrituifon comasponds fo @ coversge ambatibly aof appmsmalaly 0F%. The stindard uncenaity of measurrenl fas bean dearmiead. ¥
Fooardanca st CA 402

Propedy of fh resal of 8 msssuremend wiernby i can be relalad (o shaird refereroms, wavely Aahanal or rermational standands, Seouh Sn unboken chain
o cornpansons all hmang stafod woosTanites (LS00 VLD

Tha malrlegical raceabiidy & eing cored rfisence. marsnal racaabie i 50 af MIST (SR o BAM (SR AT coniibulfons i relaian fo e ceriBeation
of sfandand sohutions are covsidensd whon sumilafing the iy

Tha messurmment fasule G A e Ao SI AN fdical falancos uied S the preparafion of e sokbion oo calbrated poarky rodse an e house
o vl arabeal weights, facerbis io DKD, and ane chacked daly.

Ciaag A boralan plasmwae i Lo,
mmmrwmwmmmmm.mmmmnmhmm“mmmmrm T 7025 acomaaiton
Ambowraiany. TMMITWMHMMWDHMMMWMﬂWﬁmMM.

Intended wsa: For Laboratory Uisa Only

Calibeation of ICPHOES, AnS Validation of anahyfical mathods
Fraparalion of “weeking reference samplas” Durtegnon Nirit and dnearily siudies
This statemen: & nol inlencked to resiric] he use for other puposss

Ingtructions for the correet use of this reference material:

This corsflad refenence matedal can be usad dirgSy 1 ean be diuled in an appropriste Ngh punity matr: Snly 8 clasn class A glasswarn should bo sed,
Do nat peped from cantaines. Chtaned concentration (in mgA} after diubon |s 2 resull fom the mulliscation of certied vakn of CRM concanimton and re
CRM's volume usad for gilutian and dided into the Aask's wolume wsed fa diluion

Stability and starage:
Thig CRM is with a guaranisnd stabiily urlll 0 5% of the cenillod conceniration withn &5 sha® ko, Slabilty ie guaramesd, proviced thal B salulion is kept
In 18 original packaging, tightly chised stored, a5 ewitten in the section: Storage Comdiiors. I storage of a perlialy ussd botlis is nacessary, it cap ahould

-
42 AI‘AB S
ACCHESIYED . Mmﬂm
150 3001 T . e-inal infofcpachem com, lal. +356 42 80 77 14
CPAchom Lid. s ocorediied 1o for France, Satgrim and Switzeriand:
50 17004 [Cavd Mo AR-FEIS) mnd ISOAES TT02 (Cert Ko AT-1E3S) a-mell: BeadBEwenadoa Ir; tel: 01 30 57 57 32/ fax; 0120 57 57 33
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Anexo V: Certificacdo de solugdo monoelementar de Co 1000 mg/L em HNO3 2%.

CPA"ahem & & Certificate
. of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Cobalt{Co) concentration 1000 mg/l Matrix: 2% HNO3

pagn 1ol 2
Wersion 1

Lot N: 793690 Raf M. CO12.2MP.L1 Certification Drate: 04.01. 2022

Barcode: 83121005

Component Certifled Value Matrological traceability
and uncertainty [maf]
Co BoaEs25M RIST SRM Mo 3113 Lot 180630; MIST SRM No
&168a Lat 120629
Mobes:

() WIOP 5.15.1.24 The certilied value was sldained by o weighlod mesan of the resuits of two lndspendent caitvabion
mathads amang: Classical Vialmetric, Priviay Gravimelrs, Instumental (ICE/0ES, ICARMS or iG)

Density” 1.011 glem? at 20°C

Starting Material, Purity™  Balch

Co 89.904% B2084232

= These wilues are pod certifiod

Storage Conditions: Store undar normal ieboratory condilions, at lemparatures between 15° to 25°C
Shelf-life; 04,02,2024 Date of opening: ................,
(Recaymmmpndid pasted of wse showd nof axcesd 12 monthis) fom date of apening

Cancept of Coertification and traceabllily staement:

Tifs comiod raferance matsrial (CRM) i@ producsd using a high ity saming M), sckd i sub boling aad T8 MOe deionizad waher and Wersd

oy @ ) 2 v Mifar,

Themfﬂdmﬂdedmﬁaﬁwdmm:: stated s tha standand uncatainly of messuremean mudiplied by fhe covenegs fcior i = 7, n‘\‘_u:ﬂkra

normal disinbiticn coreaponds fo 4 coversge probabiily of approximatoly 95%. TTe slended wacartaidy of merd fas been o

I

Fropery of the maut of @ maasuramel wievaly | can be related ko steld rfaranees, asealy nalions! o infermalions siandards, fvoogh an inbroken chain

of cornparisons all heing shated wioatainnes (K90 Y

T esrciognical iraceshildly Is wsing contiad il malevial i ik [ B) of NIST (ER) ar AL (ORI, AN conbibubionis m relaifon o the cadfication

af standerd sufiors e covisicensd whon puuating e

wnpatalaly
mﬁmmdfrﬂ'smhqvbhmhslM‘wmhmwmm:hmmdm-mmﬂmwmmmmmm

et with arakiica i fo KD, ang am checked da)
m#mmgumahuw

The: peesiats S emiperad Lre Medduramant e fraceabio 1o 5. The thermemetars ussd for soltion's caibirabon s calibaing fom a0 (50 17025 sccnadied
Inbrradiony.

fatoratory. Fhe amiis conaitians e conirded with & fyprmeier cafbeted Fom @0 (50 17025 ateedied

Intendad usa: For Laboratory Use Oaly

Caflbration of ICPOES, AAS Wiakdation of analylical methods

Pwﬂfal'ﬂﬂ of “wirrkireg refererss samples” Digtection inil mnd linearity studies
Tnis staleman & nol imerded o resiict the use far ather purposes.

Instructbons for the correct use of this referonce material:

The cersfied referarce matenal can ba used directly o San be diubed i an aporgpriate high purily mabe Only & clean ciass A glasseam shoukd Be used.
D red popeed from comfaingr. Obtained concaniratian in mpf) aher dlufion is o rasull from 1he mulipication of ceifed wive of CRM conorniraticn &nd The

CRM's voiume used for diution and divided inlo the Nask’s volume used Soe dlution,

Stability and storage:

This CRM is with & guararieed siability uniil +0.6% af the certified concentratian within its shell e, Stabillly is guaranied, provided hal Be soulion i kept
" s ceiginal packaging, Bohlly clused stored, a3 writen n the section: Stomgs Gondifions. IF sloeags of a parllally uses bollie & necesaary, e cap should
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AECUNTOILIC Y L. . .
e H‘.I._.LI:‘;;u.m.mnn-um L Validagdo de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

Anexo VI: Certificagdo de solugdo monoelementar de Cr 1000 mg/L. em HNO3 2%.

:CPA"F";he}j'] ®, Certificate
- of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Chremium(Cr) conceniration 1000 mall Matrbx: 2% HNO3

Lol N: 783699 Ref WN: CO13.2NP L1 Cerification Date: 04.01.2022
Barcode: 83116872

Companent Cartified Value Matrotogleal traceability
and uncertainty [mgi]
Cr 10015 £ 4.1 M MIST SRM Mo 31123 Lot 030730; MIST SRM No
J1BEa Lot 120629
Meates:

(] WP 5.15.1.24 The cartiiad vaie wis obtained by 8 weighted maan of lhe rasuils of hwo indapendant salibrafion
mathoas smang, Clisical Volumelic, Primacy Gravimstns, ihstrumentsl (ICPOES, WOPRS or i)

Density* 1.013 glem® at 20°C

Starting Material, Purity® Batch

CaiMOyh, 98.999% BXESETT
* Vs vulii's dve o certified

Storage Condifions: Store under normisl laboralory conditions, st temperatures betwaen 15° lo 25°C
Shelf-life: 04.02.2024 Duate of opening: .............

(Recemynandnd pnsod af e shaudd md excood 13 moothis) Fom date of oparing |

Concept of Cantification snd traceabilbty staterment:
This cored referance material (CRM) & prosioed wsing @ iiph porly Staring maferial acid krom dub-boding and T8 MOr deamsesd wafer and fersd

fwogfe & 02 micron Ber

Tha repanted s oo ,nrmmmumnmmmmwmmrmw@mmmﬁ=zmhu
m'dmmcmwhammmmdwmmmmwd W has bean oefermingd in
ACCOATERGE witfs £4 £802

Mwmmmummumhmmwmm usualy netiovi or mimmabanal slandards, fvough an imtakan chain
af pompanisons all iawang sfafed oocertalming 150 VIM)
memulhﬁnbﬂ'y-‘sMmﬂmmmfﬁmmﬂdmsfﬁﬂﬂwﬂm[mw AN contribuifions e minfian fo the carfification
of standand selions ane consannd wha giakaling e umoeroinfy

T s N ETTULT "mﬁ.ﬁumWWmthﬂmmm“wManmm
ot with irnkdioaf wevgnrs, fmeaabia o DD, and @ chackad gmly.

Class & inboriory glassware iy upad.

T rasaur frewar Ay 1l ar for 5 The tf 5 et for soiution's cathranion sne caVbraled fom an (50 17026 acomalad
mbaraky, The arbuant condlions anme conbeded with o Rygromeiere colbraed fom an 150 T7IES secrediiad (aborafory.

Interded usa: For Laboralory Use Only

Caltwation of ICPAOES. AnS Walidalion of analyticsl mathads
Praparalion of “working retarence samales” Dreteclion it and linsarmy studigs
This statemant is nod irtended 1o resinct b use k1 ather purposes,

Instructicns for the correct use of this reforence material:

Thiz certified releence malerisl Gan be used direclly or can be divted in an Approgrisie Hgh punty matny, Oy @ chean class & glasswars should be wse
Da net pipet lnom comtainer. Calained concentration (in mgi) aller dluion is o resdt S fhe mullipbcation of cerlifSed vakses of CRM consenlrabon ard lhe
CRM's voluma used By diuion and dhaded g the Rssk's volume used tor divtian

Stabllity and siorage:
Tria CRM i with o guaraniaed stabilly unid £0.5% of th ceetilied concentration within lis shell file. Stablity is gusmsrissd, praviced thal M solulion is kapl
In lts onigingl packaging, tghdy clased siceed, a8 witien in the seclion. Storage Condeons. H aleeage ol a parialy used bodtle = necessary, The eap shauid

IR afap ® s
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A R VE i BT Validagao de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

Anexo VII: Certificacdo de solu¢cdo monoelementar de Cu 1000 mg/L em HNO3 2%.

CPA_*:;hejjj b & Certificate
. of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Copper(Cu) concentration 1000 mgfl Matrix: 29 HNO3

Lot M: 7aa6a2 Baf N: CO5.2NP.L1 Carlification Data: 04.01.2022
Barcode: 83117350

Componen Certified Valua Metrolagical traceability
and uncertsinty [mgh]
Cu 1001.8 4 2.5 MNIST SRM Mo 3114 Lot 121307; NIST SRM Mo
3168a Lot 120629
Morles:

{y) WWQP 5.15.1.24 Tha camifed valve wes oblaned by 5 walghled mean of tha resulls of two indspancant catbration
mathods among: Glassical Vollrmats, Prmany Grevimeirlc, insfremantal (TGRADES, IGEMS ar 1G]

Density® 1.007 glem?® & 20°0C

Starting Material, Purity® Batch

Cu(NOL); 59,989% BZ104800
* Thege valmer are nod corrifivsd

Storage Conditions: Store under normal teboratory conditions, at temparaturas between 157 to 25°C
Shalf-life: 04022024 Date of opaning: ........coce

(Racammenden oo of e shook’ nof eecssd 12 menfiys] froen el of gk |

Concepl of Cedification and traceabilily statament:
Thix caried refasocs satanal (CRWY = prsdesd s & fngh ouefy Sfaming malenil, Gos foor sufi-boiog aad 18 MO deiemsed waler and Sl
nm.-gfuuzmu-mw

The ! ity of s srafan ap the standant uncamavily of maasremant mullidod by tha covanags fecfor b = 2, wiveh for @
mmmhIWde 854, The stendend wceriainty of mesawomes s beer defermined &
acoeriancy wily E4 TF

Froponty of the maw of @ mossimmen! wiemby f can be nedated lo stidsd refvrences, wfvaly refional o sievmational Bandards, Mrough o aabrokan Gan

of povmparnianns al fredng slated crnaitainling (150 VIME

The melroiogical Ireceatnity peyriied referancs matenka Fecaabls b 51 of MIST [(SRM] or BAM (CRM], AN corvilofions o falabion i e cantifeaton

of stadang soksion i A wihan aualaatg M uncerTainy

The measuwement resuls ane racestle o 50 AU analiical Batinces vesd for Me gedpanation oF Me solulian e caliesbad peady unoar an in-house
dary.

procatung with soalylcal waghts, fracsalie o OMO, et am chocked

Clars A (nborstory g cnven 15 Geed

Thre raukts owm ervrsions mossuemen! an racoable o 50 The thormomalors psod v saloton’s cakbradon avo catbrated! from an 150 17028 ancradied
Intxraiony, The ambled covchicng are conrali vwilfs 8 Dygromsdee Call e e 50 #TO025 acoredibd eboraiony

Intended use; For Labovatory Use Only

Caltration al IGRERES, AR5 Valklaton of anahylical mrthods

Preparation of “somking referenoe samples” D=tection imit and Irearty stodes

This &taednan @ nol ianded 0 meabict e uie lor oher purpobes.

Instructions for the carecl use of this reference materlal:

This cersfied relsence roteil can be used dinscily ar cse e diutad ) o appnapsisie high paity matna, Ondy @ cleen cass A gliegwars shoukl bo psed,
Do nal pipes from container. Oblained concentratian (in mgi) after diluton = a resu fom the mutbplicatian of cerified value of CRM concengation and fna
CRNs vohume Lsed for dilution and divided inlo the Sak's volams used o dlulian

Stabilily and storage:
Thia CRM i with 8 guarsniesd sisbiity unid £0.5% af the canifisd comcanirabizn wihin it shell e, SiatdBy is-guaraniesd, provided that fa soluion 8 kepl
in its original packoging, Siphify dosed sioed, as witsn in the sscoor Storage Condtions. [ siorage of o petiafly. used bollle s necessary, the cap should

°
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AR UATOLIC
A R VE i BT Validagao de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

Anexo VIII: Certificacdo de solu¢do monoelementar de Fe 1000 mg/L em HNO3 2%.

CPA Ychem - s Certificate
. of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of lron{Fe)} concentration 1000 mg/l Matrix: 2% HNO3

Lat M: TO3693 Ref M: CO8 2MNP.L1 Cerification Date: 04.01.2022
Barcoda: 83125108

Compoanent Certifind Value Matrological traceabliity
and uncertainty [mail]
Fa s g25W NIST SRM No 31263 Lot 140812 MIST SRM Ko
316da Lot 120820
Pierbas:

(¥} WOP 5.15.1.24 The corifled valio was ohiained by o weighled mean of (he resulls of wo mdegenden! calbrabon
meihads amang: Classical Volumedns, Primary Gravdmelnic, Instumental 1CPYO0ES, ICPAMSE or 1C)

Dansily® 1.010 glem? at 20°C

Starting Matorial, Purity® Batch

Fa(MNO,), 99.900% 22104306
* T valwes aie ior cerdfiod

Storage Conditions; Slore under normal laboratony conditions, ol emperalures batwesn 157 to 25°C
Shalf-life: (402 2024 Date of opening: ..o

Ranammandad povod of st shoon' ned sxoesd T2 mantia) S oes of apanmng )

Concept of Cerification and traceabllity statemeni:

Tiols coiliee! rafl (ORMY i procuced wsing & Mg purfy Staning rraferisl, actd from sut-boling andg 18 MO deionise’ water 40 Wered
fenugh a 6.2 myonon fier

Th racrtod i ety of aaauteent i el ug e siandes' v o mAliphad! by the covevage factor & = 2, which for 8
normal désinbution comesponds fo @ coverRge roCwly of annoamalely 0F mwmmmdmmmmmmmdm
Anceviianes wilf B4 407

Fropary of Mt meat of 3 moaspmant wharehy I can b ralaied m siaied mlarencss, Usiedy iahona) of tbamaione standas, fwougte an unbmdon chain
of compansans al hiviag steted andcevtmntias {50 V)

o matologycal racoabily is asng ceriiled redarencs mafenal ecaalie fo 51 of MET (SR or BAM [CRM]. AN candhulions iz relalon o i cortiicanan
of sharmiand mi.mwﬂmwnhmdwﬁewuumlhuwm

Tisa mspsnranmnl reauls & racastin b 5 AN anatieal balarcas ueed for M prepemalion of the moiuhon e calbralog paadly unaor &n W-house
procedum with anafyical megphls, fmosabio fo OKD, and ane chookoo daly.

Claas A Mborainny Jasswam s e,

Tha resuts fom fomporalure messuToment oo facoalie fo 51 The thermamdalarn wmed e sollilion's ceilration are callrated fom o (50 17025 noomeadied
sty The ardan Conoons sro oonfroled with o hygrormeler caibmbsdg rom an LS00 2S aconedbed ladomalong

Intendad uss: For Laboratory Lise Only
Caloration of [CPOES, AAS Walidation of analytical methds
Prepamtion of “wking refererces samplas” Dierissction livit and lrearity sludies
This stalemant is mot inlerges o resinct the use for ot porposes.

Instructions for the cormect use of this reference material:

This cerified relarerce mawial can b uasd diectly or cam e dluted in ar appiopnale high pueity masrte. Oriy o dean class & glasswang should be yped.
Do not wpet from contamer, Obisined canceriration (in mgfl} atter diution is a result from e maitSplicaion of cerified waliue of CRM conceniraton and fe
CRRTE wlurme wsed Ter dingion and diviced o the Beak's volure used Tor gikition,

Stability and slorage:
This CRM is with & guanriesd stability unlil £0.5% of the csdified conceniration within s shell e Stabitly & guamnniesd. provided ket he sshatian is kept
i 5 ovighnad packaging. 1Ry clased atoned, &5 writen in ®a seclion. Skorags Conditors. I alorage of 2 partially used bottlo is necessany, the cap shoukd

°

-[E afas @ _—

B = P S e

150 5001 - —— .. st IndoDicpachem. coen; bal.-+358 42 60 77 18
CPcher Lt is sesrastod o fr France, Bakgim snd Swilzartand:

150 114 4t o AR 1835) e ISEMIEE 17428 (Gt B AT-LEDS) &-mat: acsd2giwanadoo.Ir tel .01 30 57 57 32 ( fae 01 30 57 57 30

71



AR UATOLIC
S Escoay s vemok 0 RRTECSOG, Validagao de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

Anexo IX: Certificagdo de solugdo monoelementar de K 10000 mg/L em HNO3 2%.

_C PA *._.:.:.h em @ & Certificate
" of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Potassium({K) concentration 10000 mgl Matrix: 2% HNO3

Lod M; 793688 el M C128.2MNP L1 Carlification Date: (4.01.2022
Barcods: 83122460

Componant Gartified Valus Melrological traceabliity

and wneertainty fmgll]
K 2296 + 38 (¥ MIST SRM Mo 31418 Lol 140813
Mates:

[a) WIOP 5.15.1.1 The cenified vimue was abinned umng (SPRAOES ar (GRS calbralion

Dansily® 1,024 glom® al 20°C

Starting Material, Purily®  Batch

KBeO, 10.008% B2104047
* Mhessr wirliaen are A vl

Slorage Conditions: Stone undar normai laboratory condibone, a1 temperaiures batwean 15° 1o 2570
Shal-lile: 04,02 2024 Drate of OEENING: ivmes e i
[FRutammended panod of uss shoukd pof axcoed 13 manihs) from date of apening |

?Emawﬁ Cerification and traceabllity staterment:

roforance. maerial (SR @ poounRd waing @ high punly SWTvg malsa) soid fom sub-baiing and 18 MOND caicised wale and i
thvough a 8.2 mimn e,

This ey v af fis stolnd a5 the st wooeTaiey of messurerten mdlnde iy Me coverages factor & = 2, wivch o a
forTnl CTRbUANY COTESIONTS D 0 CoVagn probalify of ANDIOETNR S5%, THW Handand mosdnity of messwemanl Aas boon dalimined o
Bomordance with E4 402

Propay of tha meul of 2 maagerenos whavaby § o b nsfafed 1o siefed rdemevioes, ssiamty oo 0 iematonsd stamiants, Ui an imbrokan chan
af compantr s¥ hawng sbebsd proardardos 150 VL)

Thes mefredngical Fracistelity (3 i) coviiisd fofantics mataral Yaceabi o 5T of MET (SRMI or BAM (CRM]. AN conirbotions in miafien ko dha senification
o staman S0 am conshranmd whiss g

Tha mssdivanmal redulls aw ratesld fo 5 .In'l mdmmhuupmm of five soldiort are callvaisd pdfy wider an m-forse
Evtdckne witly annbedicol wphis, freceables fo BKD, and are cheoked dadly.

Cless A inhorafory plasawann ik e

|Mmmm“mﬂﬂm‘n to 51 Tiee farmmomeiers ured for sodubon's calfurafion af dsibvatad fuim a0 190 77085 socreching
dilradory, The amiiadd condiions o coniroding wil » fypromeler calbraded iovm an 150 17025 acomaied Blaioy

Intended usa; le.lbﬂrinrrm Oy

Calitmation of ICHOES, AAS Waltalion ol snsdytical methods
H'Epﬂrmurwungm‘ﬂmw Detacton limt and ineanty studies
Ths claaimant ilmlwwwﬁmmm lar plher purposes

Irtﬂl'l.lcﬂnn:furlfnwmm of this reference materfal:

ceritfied reference matenal can be used dircclly o can ba dilied inan appoprise bigh punily matie Only & dean class A glesswan should be usaed.
Dﬂﬂﬂlﬁmﬁwtmr Ctinined concaniralian [In mge) aher dlulon io 8 rezull from the muipbcasion of cerblied value of CRM concarirabion srd fs
CRATs woloens cand ke diksion and divided ino S flask's valume used for ddution

Stability and sforage:

Thes M i with 2 guararmsss slabiihy el 20.5% of e cemied concamimation within it shell B Siabiity i quaranised, provided Siat the solulion & kept
in lis onginal packaging. lighty dosed siomd, Az wrillan in ihe seoion ﬂmﬂ-—dm Il ssteage of @ poriisily vand bottle s recessary, T cap shaild
b ightly anaked and e boifie ahould ba seed n refagenon 1o rate, The oy parforms wlabidEy eels acoteding o MOP 57401
mﬁulmwhﬂﬂhmmmwmlhnuuﬂmrmu.qjmhnﬂ.ula;
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e ESCOLABLVERR DE RKITECROLOGHA Validacdo de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

Anexo X: Certificacdo de solugdo monoelementar de Mg 1000 mg/L. em HNO3 2%.

C_PA’*_’_'CIhe_m @ ) Certificate
- of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL

Solution of Magnesium(Mg) concentration 1000 mgfl Matrix: 2% HNO3

Lot M: 7o3E94 Ref M: G032 2MP L1 Carlification Data: 04.01.2022
Barpodes: 83132384

Componant Cartified Valus Metrological traceabsility
and uncertainty [mgi)
] 10422 W MIST SRM Mo 3131 a Lol 140110; NIST SRM No

3168a Lod 120629

Motes:

{9} WQP 5.15.1.24 The cerified valle was ohialmad by a welghtad mean of the reswlls of Heo independant calibration
imelhads among: Classical Vslimair;, Pemeny Gravimsiric, Instrumental ((OPAOES, TCPMS or K2}

Density® 1.010 glem® al 20°C

Starting Matarial, Purity* Batch

bagihe0y) BB.0BEG% E2107741
* Pheese wiidses are mof cerrifiad

Sierage Corditions: Store undar narmal laboratory condifions, at ternparalures Debwaen 15" o 25°C
Sheli-iife: 04.02.2024 Date of openimg: ...

{Recommended period of wse showk! nod ercoed 12 mandhis) fom oeie of ganing |

Congapt of Cartification and traceahility statemant:

This portifed refarence maleial (DRI & (oduced bsing 8 high purfy staring mafonl, acd from sub-ooling and TH MORm deianised waler and Mensd
ftwough & 0 2 emioron fiter.

Tha eyt @ xparided uncemanly o messumament i stated o e standard uncodmnly of measursman e by e coverags facior & = 2, which fora
rormal misiobunon comEspons o @ ooverage wehalilty of apuorimately 05%. The sterdend uncorsimy of messemmend Bas hean detereaned i
artvriance with E4 402

Fropaty of #ha rasull of 8 messureenl aferaly i can be celdted io slal refarences. usually nabonal or infamationa’ sandands, fough an aabroken chsn
dmﬂmmr@dmwm{amm

Tha medroiagical Irscesisiily & waing ceviifisd nainnsncs mabernsl fraceahie fo S/ of MUET (SR o BAM JCRML A0 sonkibilians i miaiion & ife certfcaiion
of stancian salifinng ane ConsioRme Wwhan swilialing the incartalndy

Tha: mwaswemant mesulls s racesive o 5L AN anafdics! hafancas wsd for M prepadaton of I solulon e codbvafied peany wnder an k-house
OTCHTAET Wil SrallicaT wadgtis, ecealds fo DD, A ane checied dady

Tha sesulta Fovr famperafioe medsersmen’ o fracemble fo S5 The fhommommetors imed I soidion's calfration sro callvasad from an 150 17028 acoreaied
laharsbony, Tha ambas covdions o Conpiid wilh & hygrormnater calbraled fom an (50 12025 accrediiod ahombon:

imManded use: For Laboratary Use Only

Caliwraton of ICPOES, AAS Walioafion of ansktics mamods
Praparation of “warking refemnce sameies” Cheterciion kmit ard lnearity studies
This sinlemend iz not ntended (o resincl the use for olher pupasaes

Instructions for the cormect use of this reference material:

Thig coriified relerencs iratevind can be sed direclly o can be didted in @n appeopriale figh purty matis, Only B cean csge A ghssware should be used,
Lo nal pipet from containar. Oblaineed conconiration {in mgl) afler ddidion is & result from the multiplication of certfied value of CRM concenimtion and fhe
CRAE walume wsed for dilubon and devided o the fasds solume usad Tor dlulion

Stahility and storage:
Tris CHM (s with & guaraniaod sfabilly und] +005% of the cerfifed contantration within iis shell Ide. Stabilty s guamanieed, provided fat B aclulion is kem
in its angiral packaging. tighlly dosed sicred, as westen in the seckore Siorage Condbors. || siomges of 8 parliafy ued botde o recessary, thi cap shid

&h ’ ® CRAchem Lt

WL CERE LT B, COm

CERTIFIED
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150 17634 [Gare Mo AR 1835 ana [SCHEC 17825 [Car Mo AT-4818) vl acsd d@wanddon fr; tel-01 30 57 57 32 1 feoc 01 30 57 57 33
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T ESCOLL ELVERING IE BRITECKOLOGR, Validagao de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

Anexo XI: Certificagdo de solugdo monoelementar de Mn 1000 mg/L. em HNO3 2%.

CPA *_Eha:—_flm e & Certificate
. of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Manganese{Mn) concentration 1000 mgil Matrix: 2% HNO3

Lot N; ¥93585 Ref M: CO33.2MP.L1 Cenification Date; 04,01 2022
Barcode; 84555656

Component Certified Valua Matrological traceabil ity
and uncerfainty [mgdl]
Min 10035+ 23 0 NIST SRM Mo 3132 Lot 050428, NIST SRM No

3168a Lol 120628

Motes:

(v} WGP 5.15.1 24 The contified vidoe was oblaimed by @ weighted mean of it results of heg independent catibration
meftinds smong: Classical Volumedts, Primary Grevimedis, Rsfrumema! ((GE0ES, ISP or I

Density* 1.007 glem® @ 20°C

Starting Mate rial, Purity* Batch

Min{NOy), 99 8003% B20GE220
* Thete slucy are mr extril e

Storage Conditions: Store undar normal kaboeatary condilions, at temperalures between 15 10 25°C
Shelf-life: 04.02.2074 Diate of opening: .,............. -

(Fecummmencied periac af i shoul’ nof suoeed 12 manthfsh frmm ot of opansg |

Concopt of Certification and traceability staterment:
WWWWWJHMNIWEMWMM.nm'ﬁm:hﬁmmummmmrwm
Shrought a 2 regeen X
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Anexo XII: Certificagdao de solu¢do monoelementar de Na 10000 mg/L em HNO3 2%.

CPA ¥chem @ & Certificate
. of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Sodium({Ma) concentration 10000 mgfl Matrix: 2% HNO3

Lot M: 79300 Raf N C135.2MP.L1 Carfification Date; 04.01. 2032
Barcode: 83132346
Comgpanent Cartified Value Melralogical truceability
and uncertainty [mgil]
Ma GR8E + 0 W MIST SRAM Mo 3152a Lot 120718
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Anexo XIII: Certificacdo de solu¢do monoelementar de Ni 1000 mg/L em HNO3 2%.

CPA¥chem & & Certificate
o é =
3 of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Nickel{NI) concentration 1000 mall Matrix: 2% HNO3

Lok M: 93606 Raf MN: COZEaNP.LA Certification Date: 0d4,01,2022
Barcode: 83118531
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ESCOLLELPERINE DE REITECNOLOGH Validagao de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

Anexo XIV: Certificagdo de solugdo monoelementar de Pb 1000 mg/L em HNO3 2%.

N o 10 2
CPA ¥chem & a Certificate
. of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Lead(Pb) concentration 1000 mg/l Matrix: 2% HNO3

Lot M; TO3GAT Raf N G4 1. 2NP LY Cerlificabion Date: 04.01.2022
Barcode: B3132582
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ESCOLA FLVE RO E RKITECROLOGH, Validagao de um método de analise multi-elementar para vinhos, mostos e aguardentes por ICP-OES

Anexo XV: Certificagdo de solugdo monoelementar de Y 1000 mg/L em HNO3 2%.

CPA . T:hem @ & Certificate
‘ of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Salution af Yitrium(¥) concentration 1000 mafl Matrix: 2% HNO3Z

Lof N: 73701 Ral N, COET 2MP LS Cartification Dabe: 04,07.2022
Barcode: £3122910
Camponent Certified Valus Matrological traceability
and uncartaknty [mgl]
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Anexo XVI: Certificagdo de solugdo monoelementar de Zn 1000 mg/L. em HNO3 2%.

CPA* chem ®, Certificate
. of Analysis

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
Solution of Zinc(Zn) concentration 1000 mgll Matrix: 2% HNO3

Lol M, 73658 Raf M GO0 2HP L1 Cartification Date: 04.01. 2022
Barcode: 31344583
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