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Resumo

Os compostos fendlicos e aldeidos furdanicos permitem melhorar a qualidade organolética da
maior parte dos vinhos e bebidas espirituosas. Além disso, os compostos fendlicos tém despertado
interesse por parte da comunidade cientifica devido a sua potencial atividade antioxidante. Existem
evidéncias de que as bebidas que sofrem envelhecimento, em recipientes de madeira, possam ter na
sua composicao teores mais elevados destes compostos.

O presente trabalho teve como objetivo a otimizacdo e validacdo de um método analitico de
cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC), acoplado com detetor de rede de diodos (DAD) para
a quantificacdo de acidos fendlicos, aldeidos fendlicos e aldeidos furanicos em vinhos licorosos (vinho
do Porto e vinho moscatel), vinhos (vinho, vinho espumante e vinho frisante), bebidas espirituosas
(rum, whisky, calvados) e aguardentes destinadas a elaboracdo do vinho do Porto.

O método otimizado envolve injecdo direta da amostra, uma eluicdo por gradiente usando
como solventes dgua, metanol e acido férmico e um fluxo de elui¢do de 1,3 mL/min. Este método
exibe a grande vantagem de apresentar uma boa separacdo e quantificagdo dos compostos sem
necessidade de preparacdo de amostra, e ser capaz de quantificar 10 compostos em apenas 12
minutos. O método de analise apresenta um bom desempenho, alta seletividade, boa linearidade, e
limiares analiticos satisfatérios. O método é preciso, em condi¢des de repetibilidade e precisao
intermédia, e exato com recuperacdes entre 93 e 101 %.

O tempo de envelhecimento em madeira para vinhos do Porto revelou ser um fator
importante para a sua composicao, resultando num aumento dos teores dos aldeidos furanicos (5-
metil-furfural, 5-hidroxi-metil-furfural e furfural) do acido vanilico e do siringaldeido. Os vinhos tintos
do Douro ndo apresentam diferencas significativas no teor destes compostos, quando se compara
vinhos que referenciam ter estado em contacto com a madeira com aqueles que nao estiveram. Os
vinhos brancos de denominacdo de origem protegida Douro que contactaram com madeira
apresentam uma concentracdo mediana de fufural e 5-metilfurfural mais elevado que os que nao

estiveram em contacto com madeira.






Abstract

Phenolic compounds and furanic aldehydes allow to improve the organoleptic quality of the
most wines and spirits. In addition, the phenolic compounds have attracted interest from the
scientific community due to its potential antioxidant activity. There are evidences that alcoholic

beverages aged in wood containers, can have higher levels of these compounds in its composition.

The aim of the present work is the optimization and validation of an analytical method to
guantify furanic aldehydes, phenolic aldehydes and phenolic acid in Port and Douro wines and in
spirits using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) equipped with a Diode-Array Detector
(DAD).

The optimized method involves direct injection of the sample in the system, gradient elution
using water, methanol and formic acid as solvent and flow rate of 1.3 mL/min A considerable
advantage of this method is the good separation and quantification of the compounds of interest
which is achieved without the need of a sample preparation step, and the quantification of ten
compounds in less than 12 minutes. The method exhibited good linearity, high sensitivity, and
satisfactory analytical limits. The method is precise in conditions of repeatability and intermediate
precision, and is accurate with recoveries between 93 and 101 %.

The Port wine aging time in wood reveals to be an important factor for its composition,
resulting in an increase of furanic aldehydes (5-methylfurfural, 5-(hydroxymethyl)furfural and
furfural), vanillic acid and syringaldehyde levels. Red wines from Douro with protected designation
of origin, don’t show significant differences in the amount of these compounds. Douro white wines
which have contacted with wood present higher furfural and 5-methylfurfural levels compared to

those that were not in contact with wood.
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No presente capitulo serd feita uma breve apresentacdo do Instituto dos Vinhos
do Douro e Porto, I.P., empresa onde foi desenvolvida a presente dissertacdo, assim
como um enquadramento tedrico sobre o tema.

Serd ainda apresentado o estado da arte relativamente a métodos analiticos
descritos na literatura para a determinacdo, em vinhos e bebidas espirituosas, dos
compostos fendlicos e aldeidos furanicos, e qual a influéncia que o envelhecimento em
madeira pode ter em relacdo ao teor destes compostos.

Este trabalho teve como objetivo principal a otimizacdo de um método para
anadlise de compostos fendlicos e aldeidos furanicos em vinho licoroso (vinho do Porto e
vinho moscatel), vinho (vinho, vinho espumante e vinho frisante), bebidas espirituosas
(rum, whiskey, calvados) e aguardente destinada a elaboragdo do vinho do Porto, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detetor de rede de diodos (DAD). Os
compostos fendlicos analisados foram: dcido gdlico, dcido siringico, acido vanilico, acido
ferdlico, siringaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido. Foram ainda analisados trés
aldeidos furdnicos, nomeadamente o 5-hidroximetilfurfural, o furfural e o 5-
metilfurfural. Aplicaram-se ferramentas de controlo de qualidade de forma a validar o
método utilizado e os resultados obtidos. Este trabalho teve ainda como objetivo
caracterizar os diferentes tipos de vinhos e verificar se o teor dos compostos fendélicos e
aldeidos furanicos, em vinhos, esta relacionado com o tempo de envelhecimento em

barricas de madeira.

1.1. Instituto dos Vinhos do Douro e Porto

No ano de 1933 foi fundado o Instituto do Vinho do Porto (IVP) com o objetivo
de fiscalizar a qualidade do produto, garantir a sua origem de maneira a combater a
fraude e falsificagdes nos mercados externos, e ainda promover a expansao do Vinho do
Porto. Mais tarde, em 1995 foi adotado um modelo de gestdo interprofissional das
denominacgdes de origem do Porto e do Douro em que o Estado continuava presente,
através do Instituto do Vinho do Porto, que se constituiu numa comissdo
interprofissional — Comissao Interprofissional da Regido Demarcada do Douro (CIRDD) -
em que tanto a agricultura como o comércio estavam representados de igual forma.

O Instituto dos Vinhos do Douro e Porto, I. P. (IVDP) surge em 2003 como
organizagao institucional em que a gestao das denominagdes de origem Porto e Douro

3
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e da indicacdo geografica Duriense foram atribuidas a um Unico organismo de caracter
publico, mas dotado de autonomia administrativa e financeira e patrimoénio préprio. O
IVDP, I.P. é uma instituicdo portuguesa, tratando-se de um organismo central com
jurisdicao sobre todo o territério nacional. Tem sede em Peso da Régua e dispde ainda

de um servigo desconcentrado, a delegagao do Porto (figura 1.1).

Figura 1.1: Edificio do IVDP, I.P., no Porto

O IVDP, I. P. tem por missdao promover o controlo da qualidade e quantidade dos
vinhos do Porto, regulamentando o processo produtivo, bem como a protecao e defesa
das denominacdes de origem Douro e Porto e indicacdo geografica Duriense.

O laboratério do IVDP,I.P. encontra-se integrado no Sistema Portugués da
Qualidade, desde 1994, pela Acreditacao junto do IPAC, de acordo com as disposicdes
contidas no documento NP EN ISO/IEC 17025: 2005 para diversos ensaios. As
determinagdes que se executam no laboratério utilizam métodos oficiais de andlises, no
entanto devido a especificidade dos vinhos licorosos, diversos métodos de anadlise foram

adaptados e avaliados, constituindo métodos internos?.

1.2, Vinho do Porto

O vinho do Porto distingue-se dos vinhos comuns pelas suas caracteristicas
particulares, sendo designado como um vinho licoroso ou fortificado. E produzido na
Regido Demarcada do Douro, sob condi¢des especificas?, considerado como um vinho
cldssico na Europa?. O seu fabrico consiste na paragem da fermentacdo do mosto pela
adicdo de aguardente vinica (beneficio ou aguardentacdo), possuindo no final teores

alcodlicos elevados, geralmente compreendido entre 19 -22 % volume alcodlico .
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Se por um lado a vindima marca o inicio da vida do vinho do Porto o
envelhecimento marca a origem dos diferentes estilos deste vinho, e consoante o tipo
de vinho que se pretende obter este esta mais ou menos anos a estagiar em recipientes
de madeira. Além das castas usadas no fabrico do vinho poderem ser diferentes, a
selegdo, a vinificagdo e o armazenamento de cada vinho é feita de forma diferente,
resultando vinhos com carateristicas e sabores descritos como “extraordindrios”3.

Os vinhos podem ser agrupados de duas formas, aqueles cujo processo de
envelhecimento ocorre em madeira e aqueles que envelhecem em garrafa. No caso
do Vintage ou dos Late Bottled Vintage (LBV), o envelhecimento faz-se inicialmente em
casco de madeira. Durante 2-3 anos no caso dos Vintage, e durante 4-6 anos no caso
dos LBV. Apesar disso, estes vinhos sdo depois engarrafados e o seu envelhecimento é
feito em garrafa. Todos os restantes tipos de vinhos do Porto sdo envelhecidos em
condicdes de oxidacdo, sendo menos acentuada no caso dos Ruby (que preservam
assim a cor tinta mais ou menos intensa e o vigor dos vinhos novos), e mais acentuada
no caso dos Tawny, Colheitas e Vinhos com Indicacdo de Idade %* Na figura 1.2 é
apresentado um esquema que mostra o tempo de envelhecimento dos diferentes
vinhos em madeira e garrafa.

Envelhecimento em garrafa <«—— Envelhecimento em madeira
.9876543210123456789..

Vinhos de
uma sé
colheita

Crusted i
(Bottled Matured) O——1 1

Vinhos -
lotados Reserva Ruby ——{ i

'

Ruby — | }— Tawny

1 - Engarrafamento ® _langamento no mercado

Figura 1.2 Diferentes categorias do Vinho do Porto em fungdo do
envelhecimento em garrafa e madeira 1.

Dois tercos dos vinhos do Porto sdo armazenados em madeira, sendo que a

madeira mais utlizada é o carvalho portugués, no entanto tem sido igualmente
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empregue o castanheiro e madeiras exoticas. Apenas 10 % do vinho do Porto é

armazenado em cubas de aco inoxidavel e bet3o revestido .

1.3.

Bebidas espirituosas

Bebidas espirituosas sdo bebidas alcodlicas cujo titulo alcoométrico minimo é de

15%°. Tratando-se de bebidas com caracteristicas organoléticas especificas, e sendo

obtidas por diferentes processos, existe uma variada gama deste tipo de bebidas. Na

tabela 1.1 s3o apresentadas algumas das bebidas espirituosas, a sua origem, assim como

o teor alcodlico e o tempo de envelhecimento em madeira.

Tabela 1.1 Exemplos de bebidas alcodlicas (origem envelhecimento e titulo alcoométrico) >6

Bebida Origem Envelhecimento Titulo
alcoométrico
(%)
Gin Obtida por aromatizagdo de alcool etilico de - >37,5
origem agricola dotado das caracteristicas
organoléticas adequadas com bagas de zimbro
(Juniperus communis L.)
Whisky Destilagdo de um mosto de cereais maltados >3 Anos em barricas de 240
madeira
Aguardente  Obtida exclusivamente por destilagdo de vinho - >37,5
vinica ou de vinho aguardentado
Brandy Obtida a partir de aguardentes vinicas, > 1 Ano em barricas de 236
envelhecida madeira de carvalho
Cognac Destilada exclusivamente a partir de vinhos Envelhecido em barricas de 40 - 43
brancos, produzida em Franga carvalho
Armagnac E uma aguardente vinica francesa produzida Envelhecido em barricas de =~ 40
na Gasconha, proveniente de vinhos de uma carvalho
grande variedade de castas
Calvados Bebida produzida a base da maga, da qual é Envelhecido em barricas de 40 - 45

extraida a sidra, e posteriormente sofre um
processo de fermentacdo e destilacao

carvalho num periodo minimo
de 2 anos
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O Cognac e Armagnac sao bebidas provenientes de destilados vinicos da regido
de Francga, no entanto tratam-se de bebidas diferentes. Distinguem-se pelo processo de

destilac3o, o uso de diferentes castas, solo e condi¢des climatéricas’.

1.4. Processos de envelhecimento

De acordo com o Parlamento Europeu e o Conselho da Unido Europeia, define-
se envelhecimento ou maturagdo como sendo uma “operac¢do que consiste em deixar
gue se desenvolvam naturalmente, em recipientes adequados, certas reacdes que
conferem a uma bebida espirituosa qualidades organoléticas que esta ndo possuia
anteriormente.”> Este processo provoca, tanto em vinhos como em bebidas
espirituosas, uma influéncia benéfica sobre o seu perfil aromético e perfil gustativo 8.
Normalmente, sdo usados recipientes feitos em madeira, uma vez que durante o
processo de envelhecimento podem ocorrer modificacGes fisico-quimicas e sensoriais
na bebida, resultantes da extragdo e degradagao de diversos componentes da madeira.
Nos ultimos anos, a investigacdo sobre este tema tem recaido sobre a utilizacdo de
aparas de madeiras em vez da utilizacdo de barricas convencionais®, isto porque este
Ultimo processo torna-se bastante dispendioso e demorado®. E notério em varios
estudos que independentemente da tecnologia implementada o objetivo principal é
evoluir a qualidade da bebida, tanto no vinho como nas bebidas espirituosas®. A figura
1.3 mostra um dos locais de armazenamento do vinho do Porto, com barricas de

madeira, situado em Vila Nova de Gaia'°.

Figura 1.3 Fotografia das Caves do Vinho do Porto?°
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1.5. Componentes da madeira

A madeira tem sido a matéria-prima usada para o envelhecimento de varias
bebidas alcodlicas!!. Varios autores evidenciam que a espéciel? e geografia da
madeira'®'34 bem como as operacdes de tanoaria (secagem e tratamentos
térmicos)'>'® s3o fatores que influenciam profundamente as caracteristicas
organoléticas das bebidas. Em geral, a madeira de carvalho americano é mais rica do
que a madeira do carvalho europeu face aos teores de compostos fendlicos de baixo
peso molecular!’. Em relacdo as diferentes espécies de madeira, Ana B. Cerezo e
colaboradores 12 apontam que vinhos envelhecidos em diferentes barricas de madeira
podem apresentar diferentes teores de compostos fendlicos. Ao comparar a
composicao de vinhos envelhecidos em madeira de carvalho, castanheiro, cerejeira e
acdcia, os resultados evidenciaram que existem diferencas significativas entre os
diferentes vinhos. A madeira de carvalho é a mais utlizada para o processo de
envelhecimento da aguardente e vinhos, contudo, existem outras espécies de madeira
gue também poderdo ser usadas, nomeadamente o castanheiro. Existem ainda outras
espécies que estdo em estudo, como é o caso da madeira da cerejeira (Prunus avium)
12,18—20.

De uma forma geral, a madeira é constituida por dois grandes grupos de
compostos quimicos: os compostos de elevada massa molecular, que dizem respeito a
grande parte da composi¢cao da madeira, e em menores quantidades os compostos de
baixa massa molecular?l. Na figura 1.4 estd representado um esquema geral da

composicao da madeira.
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o — - N
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Figura 1.4 Esquema geral da composi¢do quimica da madeira 2122

Os compostos de alta massa molecular correspondem a trés grandes polimeros
insoltveis: celulose, hemicelulose e a lenhina 3.

A celulose é o componente maioritario e principal da parede celular,
representando cerca de 40-45 % do peso seco da madeira®?. Quimicamente, trata-se
de um homopolissacarideo de cadeia linear, como se pode ver na figura 1.5, constituido
exclusivamente por moléculas de glucose unidas entre si através de ligacOes
glicosidicas do tipo B (1->4). A sua estrutura molecular confere a celulose certas
propriedades tais como: hidrofilicidade, quiralidade, degradabilidade e uma ampla
variabilidade quimica iniciada pela alta reatividade dos grupos hidroxilo (OH). O grau
de polimerizacdo na madeira é tipicamente entre 300 e 1700 unidades ?*. Os produtos
de degradacdo da celulose aparecem na bebida em maior concentra¢cdo quando a
madeira sofre pré tratamento térmico. As hexoses sdo responsdaveis pelo aumento do
teor do 5-hidroximetilfurfural e do 5-metilfurfural, componentes aromaticos desejaveis

em bebidas alcodlicas envelhecidas?>2°.

Cellulose
6 CH,OH 3 e 6 CHZOOH
o) Dy N R N
/4\5/ 5 2 O 2
OHoN\ -~ NN \o/ Hoga/ %1/0
3 6 CH,OH
OH 2 OH

Figura 1.5 Representagdo quimica do polimero de celulose.
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Contrariamente a celulose, a hemicelulose é um polimero heteropolissacarideo,
sendo por isso composto por grupos distintos de polissacarideos com estruturas mais
ou menos ramificadas. S3o polissacarideos que podem ser facilmente hidrolisados em
mondmeros que os constituem, nomeadamente por hexoses (D-glucose, D-manose, D-
galactose), pentoses (D-Xilose e L-arabinose) e acidos urénicos ?’. O tratamento térmico
a que a madeira é sujeita conduz a formacgdao de furfural a partir das pentoses
constituintes das hemiceluloses 2628,

A lenhina é normalmente o segundo componente maioritario cerca de 30 %,
trata-se de uma macromolécula sintetizada por via radicalar a partir de trés alcoois p-
hidroxi-cinamilicos precursores: p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. A complexidade e
heterogeneidade da lenhina resulta do facto de nao existirem unidades repetidas de
forma regular, contrariamente ao que acontece na celulose. Estd representada na figura

1.6 a estrutura quimica da lenhina.

/ Tom

N Y L coniferyl
— aH alechok aleahal

Figura 1.6: Representa¢do quimica da lenhina

1.6. Reagbes quimicas entre os componentes da madeira e

vinho/bebida espirituosa

Durante o envelhecimento ocorrem variadas reagdes que se tornam
responsaveis pelas alteracées que ocorrem nas bebidas alcodlicas. Embora alguns dos
mecanismos ainda n3o tenham sido totalmente esclarecidos®®, aceita-se que os

principais fendmenos do envelhecimento das bebidas sejam os seguintes:

10
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° Extragdao direta dos compostos da madeira — dependente de
fatores externos como o tipo, tamanho e pré-tratamento da madeira,
humidade, temperatura, teor alcodlico da bebida e tempo de envelhecimento;

° Degradacdo das macromoléculas que constituem a madeira
(celulose, hemicelulose e lenhina). Esta degradacgao é devida maioritariamente
ao aquecimento dos barris de madeira, formando compostos com propriedades
que lhe confere bastante solubilidade em solug¢des hidroalcoolicas, em contacto
com a bebida sdo transferidas para a mesma ao longo do tempo;

. A evaporacdo dos componentes volateis 2%;

° Reac¢des quimicas entre os compostos do destilado (rea¢des de
oxidacdo-reducdo, reacbes de Maillard, polimerizacbes, esterificacoes,

acetilacdes e hidrdlises)3°.

1.7. Compostos fendlicos e derivados furanicos

Sao varios os compostos organicos que podem ser extraidos da madeira, tais
como: hidratos de carbono, compostos volateis, aldeidos furanicos e compostos
fendlicos.83?

Os compostos fendlicos constituem uma vasta variedade de compostos, que tém
despertado um grande interesse nos ultimos tempos a comunidade cientifica, devido ao
seu poder antioxidante. De uma maneira muito geral, designam-se os compostos
fendlicos como sendo substancias que possuem um anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilo. Podem, ainda, conter outros substituintes na sua estrutura, tais
como, acucares ou acidos organicos, possuindo estrutura varidvel e sendo assim

multifuncionais. Na figura 1.7 é apresentada a estrutura base dos compostos fendlicos.

OH

Figura 1.7: Estrutura base de um composto fenélico.adaptado 32

Sao conhecidos milhares de compostos fendlicos que podem ser divididos em

diversas classes, de acordo com a sua estrutura quimica (flavondides e ndo-flavonadides).
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Na figura 1.8 estdo representadas resumidamente as diferentes classes. Quando
extraidos a partir de matéria vegetal, estes compostos, demonstram ter propriedades

antioxidantes33:34,

flavondis

flavanoéides L
— antocianinas

‘ a flavanois
2
| Ne)
) o -
& o I
3 M L . ' 4cido galico, acido vanilico
b7 — acidos benzoicos —— o .
S acido seringico
€
o e
8 — -
[ — acido hidroxicinamico —— acido ferdlico,
- — ndo flavonGides =
— taninos hidrolizaveis —— acido galico e acido elagico
— estilbenos

Figura 1.8: Esquema dos diferentes grupos de compostos fendlicos adaptado 323336

Tendo em conta o dambito do trabalho, sera dada especial atengcdo aos compostos
extraiveis da madeira, nomeadamente aos compostos fendlicos de baixo peso molecular e

aos aldeidos furanicos.

1.7.1. Acidos fendlicos

Acidos fendlicos sdo metabolitos secunddrios distribuidos pelo reino vegetal. O
termo acido fendlico em geral refere-se a fendis que possuem como grupo funcional o
acido carboxilico (COOH). Estes ocorrem naturalmente e podem ser divididos em
diferentes grupos, porque embora possuam o mesmo esqueleto de base, o nimero e as
posicdes dos grupos hidroxilo no anel aromético sdo distintos 3’. Pertencem ao grupo
dos acidos benzdicos, os acidos que possuem sete atomos de carbono (Cs-C1), sendo os
acidos fendlicos os mais simples encontrados na natureza. A este grupo pertencem o
acido galico, o acido vanilico e o acido siringico. O segundo grupo é formado pelo acido

cindmico, possuindo nove atomos de carbono (Cs-Cs3), no qual o acido ferulico se
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enquadra®®. Na figura 1.9 encontram-se as estruturas moleculares dos exemplos dados

para cada um dos grupos.

0] o) Os_OH o)
peaiie ol NN an,
HO HO

OH OCH;8 HaCO ocH, HO
OH

OCH;

Acido galico Acido vanilico Acido siringico Acido fertlico

Figura 1.9: Acidos fendlicos retratados ao longo do trabalho. Adaptado de38

1.7.2. Aldeidos fendlicos

Os aldeidos fendlicos sdo estruturalmente semelhantes aos acidos fendlicos, mas
em vez de possuirem na sua estrutura um grupo acido carboxilico (COOH), possuem um
grupo aldeido (CHO). Os aldeidos fendlicos podem ser classificados pelo nimero de
atomos de carbono, em benzéicos (Ce-C1) e em cinamicos (Ce-C3). No grupo dos
benzaldeidos encontram-se a vanilina e o siringaldeido. O coniferaldeido e o
sinapaldeido agrupam-se no grupo dos cinamaldeidos3”3°, Na figura 1.10 estdo

representadas as estruturas moleculares dos aldeidos fendlicos.

0

o]
HsCO 9y 0 H
x H  HaCO — H
HO H
OCH, HO HO
OCH, OCHs
Siringaldeido Coniferaldeido Sinapaldeido

Figura 1.10: Aldeidos fendlicos retratados ao longo do trabalho. Adaptado de 3°

1.7.3. Aldeidos furanicos

Os aldeidos furanicos sdo compostos heterociclicos que contém um anel
furdnicos na sua estrutura base. Alguns autores?®*! relatam que apenas existe uma
pequena quantidade destes compostos nas diversas madeiras, no entanto o tratamento

térmico que estas sofrem fazem com que haja um aumento da sua concentragdo devido
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as reacOes de Maillard. Na figura 1.11 estdo apresentados os aldeidos furanicos que sao
mais frequentes nos vinhos. Na tabela 1.2 sdo apresentados os teores de aldeidos
furanicos presentes na madeira de acordo com a temperatura utilizada no seu
tratamento térmico. Estes resultados sdao provenientes de um estudo feito por Sara

Canas, verificando que a temperatura empregue influencia os teores destes trés

compostos*?,
Ho A N I N\ 4 [ N _H
O 0 HsC O
O o]
O
5-hidroximetilfurfural Furfural 5-metilfurfural

Figura 1.11: Aldeidos furanicos retratados ao longo do trabalho. Adaptado 43

Tabela 1.2 Concentra¢do média de aldeidos furanicos nos extratos de madeira sob efeito da temperatura empregue
no tratamento térmico (mg/L)*?

. Temperatura da queima
Sem queima

Composto 120-125°C 150-155°C
5-hidroximetilfurfural nd 17,14 14,53
Furfural nd 32,42 42,29
5-metilfurfural nd 2,56 2,90

nd — ndo detetado

1.7.4 Compostos fendlicos presentes na uva

Os compostos fendlicos podem ser encontrados em vegetais, frutos e plantas
medicinais*. As uvas, por exemplo, contém compostos n3o flavondides principalmente
na polpa, enquanto os compostos flavondides estdo localizados nas peliculas, grainhas
e engaco®.

Muitos estudos tém quantificado os compostos fendélicos em vinha (Vitis vinifera
L.), tais como flavonoides e acidos fendlicos (acido ferulico)*. H& ainda na literatura
relatos de que as uvas muscadinea (Vitis rotundifdlia) possuem na sua composi¢do
compostos hidroxibenzdicos (acido gélico), acido eldgico, resveratrol e flavonoides®’.
Recentemente houve uma pesquisa sobre a composicao fendlica do bagaco de uva
obtido a partir da Vitis vinifera L. onde foi possivel quantificar teores de acido galico e
acido siringico entre outros compostos polifendlicos, sem que o vinho tivesse sofrido

qualquer tipo de envelhecimento®. Outro exemplo de estudo foi realizado por Miriam
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e colaboradores®® em sumo de uvas (brancas e tintas). Estes autores detetaram teores
de acido galico, acido vanilico, acido siringico e acido ferulico nestes sumos. Apesar de
existirem estudos onde foram avaliados vinhos tintos quanto ao teor de compostos
fendlicos, nenhum dos estudos encontrados menciona se os vinhos foram sujeitos a um
processo de envelhecimento em recipientes de madeira, e por esse motivo nado se sabe

de onde provém esses teores totais quantificados, se da uva se da madeira.

1.8 Importancia do estudo

O vinho sempre desempenhou um papel importante em quase todas as civilizagdes,
seja por ser uma bebida com sabor e personalidade prdpria, ou pelos seus beneficios
para a saude. As descobertas ao longo dos anos sobre as propriedades do vinho
despertam cada vez mais interesse sobre a comunidade cientifica, de forma a desvendar
0s seus potenciais efeitos®. Os seguintes compostos: acido gélico, &cido vanilico, acido
siringico, acido  ferulico, siringaldeido, coniferaldeido, sinapaldeido, 5-
hidroximetilfurfural, 5-metilfurfural e furfural ndo tém limites de concentracdo
estabelecidos pela legislagcdo portuguesa. No entanto o caderno de especificagdes para
vinho do Porto refere que no caso do 5-hidroximetilfurfural “Os vinhos com direito a
denominacgao de origem Porto, com idade inferior ou igual a cinco anos aquando o seu
engarrafamento, devem apresentar um teor em 5-hidroximetilfurfural menor ou igual a
15 mg/L, exceto os vinhos com a mengdo tawny que ndo devem ultrapassar os 25 mg/L”".
No caso do furfural, hd necessidade de quantificar este pardametro em bebidas
espirituosas para satisfazer requisitos de exportacao de alguns paises. Estes dois fatores,
aliados ao interesse em caracterizar cada vez melhor a composicao dos diferentes tipos
de vinho contribuiu para que o IVDP, |.P. decidisse otimizar e validar um método capaz
de determinar de forma rapida e simples alguns compostos fendlicos e aldeidos
furanicos. Estes compostos merecem interesse uma vez que podem atuar como
antioxidantes, ou entdo, porque fornecem as bebidas caracteristicas organoléticas que
a enriquecem.

E de conhecimento comum que o consumo irresponsavel e excessivo de alcool é
prejudicial, trazendo graves consequéncias para a saude e as implicacGes graves a nivel
sociais. No entanto, ao longo das ultimas trés décadas foram sendo acumuladas
evidéncias de que o consumo moderado, especialmente de vinhos tintos, poderia ser
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benéfico para a saude. Esses beneficios referem-se a uma melhoria ou prevencdo de
doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2, deméncia ou declinio cognitivo >1. Van Leeuw
e C. Kevers estudaram a capacidade antioxidante de varios vinhos tintos e concluiram
que existe uma correlagdo significativa entre a atividade antioxidante e o teor de
compostos fendlicos®2. Outros estudos evidenciam ainda que o vinho tinto apresenta
maior teor em compostos fenélicos quando comparado com vinho branco e vinho rosé,
e o0 mesmo resultado é obtido para a capacidade antioxidante*>>3. Recentemente foi
publicado um estudo onde demostra que, de facto, compostos presentes no vinho do
Porto Tawny 20 anos tém alguma capacidade para eliminar radicais e demostra também
algumas propriedades antiproliferativas, e alguma bioatividade em todas as linhas
celulares cancerigenas testadas neste estudo®*>°,

Para além do poder antioxidante, os compostos fendlicos de baixo peso
molecular oferecem a bebida caracteristicas aromaticas e gustativas muito apreciadas
pelos seus consumidores®’. Varios estudos'”® indicam que as caracteristicas
organoléticas dos vinhos, que contactam com a madeira, possuem um caracter distinto,
relativamente aos produtos enolégicos que ndo estagiam em madeira. Estes compostos
fornecem ao vinho aromas distintos. Por exemplo, o furfural fornece a bebida um aroma
semelhante a “frutos verdes”, o 5-hidroximetilfurfural possui um aroma semelhante a
caramelo e o 5-metilfurfural aroma a caril, em vinhos licorosos da Madeira>. Em relagdo
aos aldeidos fendlicos, para o siringaldeido o aroma é descrito como sendo semelhante
ao da baunilha®. Os acidos fendlicos produzem uma adstringéncia e uma ligeira
amargura no vinho®.

A evolucdo dos compostos fendlicos de baixo peso molecular em varios produtos
enoldgicos durante o seu processo de envelhecimento tém sido estudados por varios
autores'?306263 Em 2004, M. del Alamo Sanza e colaboradores®” estudaram a evolugdo
de compostos fendlicos de baixo peso molecular em vinhos, em funcado das diferentes
espécies de madeira, e em fungao de diferentes tempos de envelhecimento. Os autores
verificaram que o tempo de envelhecimento foi o principal fator para as mudancas de
concentracdo dos compostos. Constataram um aumento nos niveis de acido galico e
acido ferulico. O teor de acido vanilico apresentou uma tendéncia decrescente no
periodo de envelhecimento, a figura 1.12 ilustra a evolugao destes compostos no vinho

em fung¢do dos anos de envelhecimento.
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Figura 1.12: Evolugdo dos compostos fendlicos de baixo peso molecular em fungdo do tempo de envelhecimento
em vinhos®’

No mesmo ano, J.S. CAmara e colaboradores®® estudaram a evolugdo de alguns
compostos furanicos em fung¢dao do tempo de envelhecimento, em vinhos fortificados
daregido da Madeira. Observou-se um crescimento significativo na concentracdo destes
compostos, com destaque para o furfural, 5-hidroximetilfurfural e 5-metilfurfural. Os
resultados dos coeficientes de correlacdo calculados para a relacdo entre a
concentracdo de furfural, 5-hidroximetilfurfural e 5-metilfurfural e o tempo de
envelhecimento foram 0,921, 0,916 e 0,906, respetivamente, demonstrando assim um

comportamento linear destes compostos ao longo do tempo durante o envelhecimento.

1.9 Técnicas analiticas para a determinagao de compostos fendlicos
em vinhos

A determinagao de compostos fendlicos em vinho é normalmente realizada por
métodos cromatograficos, nomeadamente cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), em combinacdo com diferentes detetores, UV-Vis 6475, ou espectrometria de
massa (MS)®78, Existem ainda outras técnicas analiticas que tém sido utilizadas para
analisar compostos fendlicos em vinhos e bebidas espirituosas, como métodos
espectrofotométricos®®7?, métodos eletroquimicos’*~’3, biossensores’4’% e a técnica de
eletroforese capilar’’7°.

Os métodos espectrofotométricos podem ser usados para a determinacdo de
compostos fendlicos em vinhos sendo métodos acessiveis, poucos dispendiosos e
proporcionando medicGes rapidas. Apresentam no entanto desvantagens, como por

exemplo baixa seletividade®® e nenhuma especificidade, quantificando por isso todos os
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grupos fendlicos presentes na amostra3?. A. Escarpa e M.C. Gonzalez 7° verificaram que
os teores de compostos fenélicos obtidos por métodos espectrofotométricos podem ser
sobrestimados devido a presenca de interferentes.

Tém sido propostos diferentes métodos eletroquimicos para a caraterizagdo de
polifénois em vinho, tendo como base o facto de praticamente todos os compostos
polifendlicos presentes no vinho serem eletroquimicamente ativos®. As propriedades
antioxidantes destes compostos estdo relacionadas com a sua capacidade de doar
eletrdes, por isso, estes compostos podem ser oxidados em potenciais moderados®?.
Existem métodos ja testados que envolvem a utilizacdo de voltametria ciclica 7 e
voltametria diferencial com impulsos com este objetivo 7>73. O conhecimento do
potencial redutor é de grande interesse, pois compostos fendlicos oxidados podem
afetar negativamente a qualidade dos vinhos32.

Como alternativa, os biossensores tém sido propostos como ferramentas
analiticas eficientes para a detecdo de compostos fendlicos. Gamella M, Campuzano S,
e colaboradores em 2006 7* desenvolveram um biossensor que utiliza a enzima Lacase,
com o objetivo de quantificar compostos fendlicos em vinhos. Os mesmos autores
descrevem que o procedimento de preparacao da amostra é simples e que o método
apresenta um bom desempenho, no entanto este biossensor sé é capaz de quantificar
dois compostos’4. Mais recente, Seul-Ki Kim e colaboradores’® desenvolveram um
biossensor microbiano para analisar compostos fenélicos em vinhos capaz de fornecer
respostas satisfatérias, ampla faixa linear, alta sensibilidade, e boa estabilidade. Existem
diversos outros trabalhos na literatura que retratam estudos que utilizam biossensores
para a detecdo de compostos fendlicos em vinhos 768283, Apesar dos biossensores
apresentarem vantagens relativamente a outras técnicas (ex.: HPLC), também
apresentam desvantagens, uma vez que a matriz do vinho é bastante complexa
podendo existir interferentes que alteram o valor da resposta®, para além de que,
alguns biossensores determinam o total de polifendis’>.

Nos ultimos anos, a eletroforese capilar foi estabelecida como uma ferramenta
versatil robusta para andlise de alimentos. Esta técnica fornece alta eficiéncia, um tempo
de andlise curto, requer uma quantidade minima de amostra, tem um baixo consumo
de solventes e tem varios modos de separacdo adequados para um grande numero de
analitos®. Em 2012, um grupo de investigadores da Universidade de Barcelona
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desenvolveu um método usando a técnica de eletroforese capilar para a quantificacdo
simultanea de 20 polifendis, incluindo o acido siringico, o acido galico, o cido vanilico e
a acido ferulico’. As amostras de vinhos foram introduzidas no equipamento sem
qualquer tipo de pré-tratamento, e todos os compostos eram analisados num tempo
inferior a 25 minutos, no entanto no inicio de cada sequéncia de analises o capilar tem
de ser condicionado, o que demora cerca de 120 minutos. No mesmo ano, Ballus e
colaboradores’” analisaram pela mesma técnica 16 compostos fendlicos em vinhos
produzidos na América do Sul. Como o método pode ser pouco sensivel e as quantidades
destes compostos em vinhos pode ser reduzida, os autores procederam a uma pré-
concentracdao de amostra. O método permite realizar uma analise rdpida, com baixo
consumo de reagente e com elevada fiabilidade analitica.

Fabio de Souza Dias e colaboradores’® defendem que eletroforese capilar é um
método simples, versatil e de baixo custo no que diz respeito a anadlise de compostos
fendlicos. Entre outros compostos fendlicos o acido galico e acido siringico foram
quantificados por esta técnica com limites de detecdo baixos, 0,14 e 0,22 mg/L,
respetivamente. Apesar das vantagens desta técnica a amostra necessita de preparagado
antes da injecdo, as amostras de vinho foram previamente sujeitas a um processo de
extracdo liquido-liquido 78, Existem na literatura outros estudos®>2® onde é empregue a
eletroforese como técnica de separacdo obtendo de igual forma resultados satisfatdrios,
no que diz respeito a andlise de compostos fendlicos em amostras de vinho, no entanto
guando se comparam estes resultados com os obtidos por HPLC, a eletroforese capilar
apresenta menor sensibilidade devido aos pequenos volumes que sdo injetados .

Os compostos volateis, tais como vanilina e siringaldeido®’, furfural e 5-
metilfurfural® podem ser analisados por cromatografia gasosa, uma técnica com
elevada capacidade de separacdo, e quando combinado com espectrometria de massa
esta técnica revela alta sensibilidade e seletividade. Apesar da cromatografia gasosa ser
uma técnica cromatografica bastante empregue para analise de acidos fendlicos e
aldeidos fendlicos3?, a amostra pode requerer uma derivatizacdo quimica (tornando os
compostos mais volateis através da metilacdo dos grupos hidroxilo), para além de
processos de extracio, isolamento e clean-up®.

Nos ultimos anos, a técnica analitica cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC) tem sido muito utilizada na separacdo e caraterizacdo de compostos fendlicos.
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Existem diversas vantagens na utilizacdo desta técnica em matrizes de origem biolégica.
O HPLC é atualmente a técnica mais utilizada para a separagao de compostos fendlicos
em vinhos . Na tabela 1.4 est3o apresentados os diferentes métodos de andlise de
compostos fendlicos, encontrados na literatura, que usam como técnica analitica o
HPLC.

A analise de uma amostra de vinho pode ser realizada por inje¢do direta®® ou
apenas com filtracdo através de uma membrana porosa3>>°1=4 Existem ainda, outros
métodos publicados em que o pré-tratamento da amostra inclui uma extracdo liquido-
liquido®>°® ou uma extracdo de fase sélida®’.

No caso da andlise de compostos fendlicos é principalmente utilizada a
cromatografia de fase reversa, que consiste numa fase estacionaria apolar (Cs; C1s) e uma
fase moével polar (metanol; acetonitrilo; dgua etc.). Por outro lado, o tipo de eluicdo
empregue (eluicdo isocratica ou eluicdo por gradiente) é dependente da composicdo
polifenélica da amostra, no entanto a maioria dos estudos publicados utiliza eluicdo por
gradiente®®,

No que se refere ao sistema de detecdo acoplado ao HPLC, a detecdo dos

64-66,99 oy por espectrometria de

compostos fendlicos por absorcdo na regido do UV-Vis
massa (MS) sdo os mais comuns na literatura®°8, Como muitos dos compostos fendlicos
presentes no vinho possuem caracteristicas que possibilitam a absorc¢do na regido de
UV-Vis sdo facilmente detetados com um detetor de rede de diodos (DAD - diode array
detector)®®, que proporciona a identificacdo de pico através da aquisicdo de espectros
continuos durante a separacdo em diferentes comprimentos de onda®. No entanto o
detetor MS releva capacidade de monitorizar centenas de compostos em uma Unica

analise, fornecendo uma identificacdo inequivoca e informacao estrutural com base na

fragmentacdo dos compostos®s.
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Tabela 1.3 Métodos apresentados na literatura para quantificagdo de compostos fendlicos, usando HPLC como técnica analitica

Analitos Amostra Preparacdo de amostra Tipo e temperatura da Fase movel / fluxo/ volume injetado Detecdo, Ref:
coluna comprimento de
onda (A)
Acido gélico; Brandy Jerez  Filtragdo com membrana LiCrospher Cyg Eluicdo por gradiente DAD, 280 nm 91
5-hidroximetilfurfural; furfural; de porosidade 0,45 um (250 X4 mm, 5 um) A: metanol/acido acético/ H,0 (5:2:93,v/v/v)
4cido vanilico; 4cido siringico; Temperatura ndo indicada  B: metanol/4cido acético/ H,0 (90:2:8;v/v/v)
siringaldeido Volume inj. 50 pL
Fluxo 1ml/min
Acido galico; furfural; 4cido Vinhos Injecdo direta Spherisorb S5 ODS2 Cyg Eluicdo por gradiente; DAD 100
vanilico; acido siringico; fortificados (250 x4 mm, 5 um) A: H,0 /acido férmico (98:2; v/v) 280 nm; 320 nm
siringaldeido; acido ferulico; 25°C B: 700 ml metanol (com 2 % acido férmico) + 300
coniferaldeido; outros mL de eluente A
Volume inj. 20 uL
Fluxo 1ml/min
Acido galico; &cido vanilico; Vinho tinto Filtragdo com membranas Synergy 4 hydro RP80A Eluicdo por gradiente DAD 92
outros de celulose 0,40 pm (250 x 3,0 mm, 4 um ) A: H,0 / 4cido acético (98:2;v/v) 280 nm e 320 nm
35°C B: Acetonitrilo
Volume inj. 20 uL
Fluxo 0,5 mL/min
Acido gélico; 4cido vanilico; dcido  Vinho de As amostras foram Shim-pack Eluigdo por gradiente UV-Vis 64
ferdlico; 4cido siringico arroz centrifugadas e filtradas VP-ODS Cig A: H,0 + acido acético (98:2,v/v) 200-400 nm
através de uma membrana (250 mmx4.6 mm,5 um) B: Acetonitrilo
de poli (fluoreto de 38°C Volume inj. 20 pL
vinilideno) 0,45 um Fluxo 1,0 mL/min
Acido gélico; Bebidas A OIV recomenda filtrar as Coluna RP Cig com Eluicdo por gradiente Recomenda um (O]\Y)

5-hidroximetilfurfural; furfural;
5-metilfurfural; dcido vanilico;
acido siringico; 4cido ferulico;

siringaldeido; coniferaldeido;
sinapaldeido

espirituosas

amostras com uma
membrana de porosidade
0,45 pm

particulas 5 um

A: H,0+ 4cido acético (99,5:0,5,v/v)

B: 1Metanol
Volume inj. 10 ou 20 pL
Fluxo 1,0 mL/min

detetor DAD

65
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Analitos Amostra Preparag¢ao de amostra Tipo e temperatura da Fase moével / fluxo/ volume injetado Detegao, Ref:
coluna comprimento
de onda (A)
Acido gélico; 4cido vanilico; 4cido  Vinho As amostras foram Nucleosil 120 C18 (250 x Eluicdo por gradiente DAD 99
siringico; acido ferulico Branco centrifugadas durante 4 mm, 5 um) A :H,0+ 4cido acético (pH=2,65) 280 nm, 320nm
20 min e filtradas com 40 °C. B: Acetonitrilo+ Eluente A (80:20,v/v)
membranas de poli Volume inj. 100 pL
(fluoreto de vinilideno) Fluxo 1,5 mL/min
0,45 um.
Depois sdo concentradas
para remocao do etanol
Acido galico; 4cido vanilico; 4cido  Vinho Filtradas através de filtro de  SpherisorbODS-2 (250 Eluicdo por gradiente DAD 101
siringico; acido ferulico Branco porosidade 0,45 um mm x 4.6 mm, 5 um) A: H,0 + acido sulfurico (pH 2,5) 278 nm
(Millipore) Temperatura ndo indicada  B: Metanol
Ajustar pH para 2,5 e diluir Volume inj. 20 uL
com fase mével (1:9,v/v) Fluxo: 0,7 mL/min
Acido gélico Vinhos Tinto  Filtradas através de ODS hypersil (250 x 4 Eluicdo por gradiente UV-Vis 280 nm 66
de Espanha membrana de porosidade mm, 5 pm) A: acetato de etilo
0,45 um (Millipore) Temperatura ndo indicada  B: Metanol
C: H,O
Volume inj. 20 pL
Fluxo: 0,4 mL/min (até aos 5 min); 0,5 mL/min
Acido galico; acido vanilico; 4cido  Vinhos tintos O pH das amostra é Nova-Pak C18 (150 x 3.9 Eluicdo por gradiente DAD 102

siringico; siringaldeido; acido e brancos ajustado para 2 (com mm, 4 pm) A: Metanol + acido acético +H,0 (10:2:88, v/v/v) 278 nm, 360 nm
ferdlico pequenas quantidades de Temperatura ndo indicada B Metanol + acido acético +H,0 (90:2:8, v/v/v)
acido cloridrico 0,1M) Volume inj.: Ndo indicado
Fluxo: 1 mL/min
Acido galico; acido vanilico; acido  Vinhos de O pH das amostras foi  Shim-PACK ODS-XR (75 x Eluicdo por gradiente MS 68
siringico; acido ferulico arroz ajustado para 2,0 3,0 mm, 2um) A: H,0 + acido formico (98:2 v/v)

Extragdo em fase sélida
Filtradas através de
membrana de porosidade
0,2 um

Temperatura ndo indicada

B: Metanol + H,0 (50:50, v/v) + acido férmico 0,2%

Volume inj.: 20 pL
Fluxo: 0,3 mL/min
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Analitos Amostra Preparag¢ao de amostra Tipo e temperatura da Fase movel / fluxo/ volume injetado Detegao, Ref:
coluna comprimento de
onda (A)
Acido gélico e acido siringico Vinhos O pH das amostras foi Eclipse XDB C18 (250 mm Eluicdo por gradiente UV-Vis 97
Tintos ajustado para 2,0 x 4,6 mm, 5 pm) A:acido férmico (0,2%) 280 nme 323
Extracdo em fase sélida 40 °C. B:metanol nm
C: H,O
Volume inj.: 20 uL
Fluxo: 1 mL/min
Acido gélico; 5- Brandy Filtradas através de Lichrospher RP18 (250 x 4 Eluicdo por gradiente UV-Vis 94
hidroximetilfurfural; furfural; 5- membrana de porosidade mm, 5 um) A: H,0 + acido férmico (98:2,v/v) 280 nm, 320 nm
metilfurfural; acido vanilico; acido 0,45 um (Millipore) 40 °C B:Metanol H,0 + 4cido férmico (70:30:2,v/v/v)
siringico; acido ferulico; Volume inj.: 20 uL
siringaldeido; coniferaldeido, Fluxo: 1 mL/min
sinapaldeido
Acido galico; 4cido siringico e Vinho Tinto Extracdo liquido-liquido ODS-Hypersil RP (200 x Eluicdo por gradiente DAD 95
acido ferulico com éter etilico 2,1 mm, 5 um) A: H,0 + acido férmico (19:1,v/v) 280 nm e 320
Temperatura ndo indicada  B:Metanol nm
Volume inj.: ndo referenciado
Fluxo: 0,3 mL/min
Acido gélico; 4cido vanilico; Vinho Ajustar pH da amostracom  Nova-Pak C18 (150 x 3,9 Eluigdo por gradiente DAD %6
siringaldeido; acido siringico; solucdo de HCI (0,1 M) mm, 4 pm) A: Metanol + H,0 + acido formico (10:88:2,v/v/v) 280 nm

acido ferulico

Extracdo liquido-liquido
com éter etilico

Filtragdo com membranas
de porosidade 0,45 um

B: Metanol + H,0 + acido férmico (90:8:2,v/v/v)
Volume inj.: ndo referenciado
Fluxo: 1 mL/min
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Neste capitulo serdo descritos os procedimentos utilizados para a determinacao
de acidos fendlicos, aldeidos fendlicos, e aldeidos furanicos em vinhos licorosos vinhos
e bebidas espirituosas, por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) com detetor

DAD (diode array detector).

2.1 Reagentes e Solventes

Os reagentes utilizados encontram-se descritos na tabela 2.1 bem como o grau

de pureza e marca de cada reagente.

Tabela 2.1 Reagentes utilizados e especificagcdes do fabricante

Compostos Pureza (%) Marca
Acido galico monohidratado 99,0 Sigma-Aldrich
Acido vanilico 98,9 Fluka
Acido siringico 98,3 Sigma
Acido ferulico 99,8 Aldrich
Siringaldeido 99,4 Aldrich
Coniferaldeido 98,0 Sigma-Aldrich
Sinapaldeido 98,0 Sigma-Aldrich
5-hidroximetilfurfural 99,0 Sigma-Aldrich
Furfural 98,3 Fluka
5-metilfurfural 99,5 Aldrich
Metanol 99,8 Fisher Chemical
Acido férmico 99,0 Chem-Lab
Etanol 99,5 Fisher Chemical

A 3agua desionizada ultrapura foi obtida a partir de um sistema de purificacao

Millipore Milli-Q System.
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2.2 Preparagao das solugoes

2.2.1 Solugao hidroalcodlica a 50 % e 40 %
A solucdo hidroalcodlica a 50 % (ou a 40 %) foi preparada num baldo volumétrico
de 1000,0 £ 0,4 ml, usando uma proveta para medir 500 ml (ou 400 mL) de etanol e

perfazendo o volume com agua ultrapura.

2.2.2 Solugdes padrao de calibracao

Foram preparadas em baldes volumétricos de 100,0 + 0,1 mL solucdes mae
individuais de todos os acidos fendlicos, aldeidos fendlicos e aldeidos furdnicos em
solucdo hidroalcodlica a 50 %. As solucGes mae foram preparadas por dissolucdo do
sélido de cada composto comercialmente adquirido com a exce¢do do composto 5-metil
furfural. Sendo este ultimo preparado a partir de uma diluicdo de 45 plL de padrao
comercial num baldo volumétrico de 100,0 + 0,1 ml. A concentra¢do das solu¢cdes mae
para todos os analitos é da ordem dos 500 mg/L.

Os padroes de calibragao foram preparados por diluicdo das solugdes mae em
solugdo hidroalcodlica a 40 %. Como ilustrado na figura 2.1, estes padrdes de calibragao
sdo uma mistura de todos os analitos, de maneira a diminuir o gasto de eluentes e tempo
de andlise. Na tabela 2.2 estdo descritas as gamas de concentragdao utilizadas na
preparacao dos padrées de cada analito, e na tabela 2.3 estdo indicados os volumes
utilizados para preparar cada padrao. Todas as solu¢cdes foram guardadas no frigorifico

a uma temperatura média de 6 °C e protegidos da luz.

Padrdo mistura

Figura 2.1: Representacdo esquematica do procedimento para a preparagdo dos padrdes de calibragdo
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Tabela 2.2 Gama de concentragdes utilizadas para cada analito nos padrdes de calibragdo

Composto Gama de concentracdes
(mg/L)
5-hidroximetilfurfural 5,94 - 198,00
Furfural 1,39-41,76
Siringaldeido 1,98 - 39,62
Acido vanilico 1,96 - 39,28
Acido gélico 4,96 - 99,24
Coniferaldeido 0,98 - 29,49
Sinapaldeido 0,92 - 36,68
5-metilfurfural 0,40-9,96
Acido siringico 1,00 - 30,15
Acido ferdlico 1,01-40,24

Tabela 2.3 Volumes utilizados para a preparagdo dos padrdes de calibragdo em balGes volumétricos de classe A

25,00+ 0,04 mL

Volume inicial (ul)

Composto
PlimQ P1 P2 P3 P4 P5

HMF 100,00 + 0,07 150,0+ 0,4 300,0+0,4 1200,0+2,3 3700,0+2,3  5000,0 + 8,2
Furfural 40,00 + 0,05 50,00 + 0,04 250,0+0,4 500,0 + 0,4 1000,0+0,4  1500,0+2,3
Siringaldeido 21,00 + 0,05 100,00 + 0,07 250,0+0,4 500,0 + 0,4 1000,0+0,4  2000,0 +2,3
Acido vanilico 50,00 + 0,04 100,00 + 0,07 250,0+0,4 500,0 + 0,4 1000,0+0,4  2000,0+2,3
Acido galico 200,0+0,4 150,0+ 0,4 250,0+0,4 1200+2,3 2000,0+2,3 25000 +2,5
Coniferaldeido | 70,00 +0,04 50,00 + 0,04 250,0+0,4 500,0 + 0,4 1000,0+0,4  1500,0 2,3
Sinapaldeido 60,00 + 0,04 50,00 + 0,04 250,0+0,4 1000,0 + 0,4 1500,0+2,3  2000,0+2,3
5-metilfurfural | 30,00 + 0,05 20,00 + 0,05 50,00 +0,04 100,00+0,07  250,0%0,4 500,0 + 0,4
Acido siringico | 40,00+ 0,05 50,00 + 0,04 250,0+0,4 500,0 + 0,4 1000,0+0,4  1500,0+2,3
Acido ferulico 50,00 + 0,04 50,00 + 0,04 200,0 +0,4 500,0 + 0,4 1000,0+0,4  2000,0 +2,3

HMF-5-hidroximetilfurfural

2.2.3 Solugdes padrao de verificagao

Foram preparadas solucbes padrado de verificagdo, com o objetivo de avaliar a

estabilidade do método. O procedimento utilizado foi idéntico ao usado para a

preparacao das solucdes de calibragdo. Prepararam-se novas solucdes maes de

concentra¢gdo 500 mg/L em baldes volumétricos de 100,0 + 0,1 mL em solugdo

hidroalcodlica a 50 %. De seguida foram preparadas por diluicdo da solucdo mae de cada

composto trés padroes de diferentes concentragdes. Preparou-se um padrao em que a
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concentragdo de cada analito era aproximadamente o valor de limite de quantificagdo,
e por esse motivo foi designado como PlimQ, preparou-se ainda um padrdao com
concentracdo intermédia (P3V) e um padrdo de concentracdo mais elevada (P5V). Os
volumes iniciais de solugdo mae utilizados para a preparagao destas solug¢des de

verificacdo foram os descritos na tabela 2.3.

2.2.4 Fase movel

A fase movel é constituida por 2 eluentes que sdo preparados separadamente. O
eluente A foi preparado com dgua ultrapura e acido férmico numa proporcao de 98:2
(em volume), respetivamente. O eluente B é constituido por metanol, dgua ultrapura e

acido férmico na proporcao 70:28:2 (em volume), respetivamente.

2.3 Amostras

2.3.1 Recolha das amostras

Diariamente ddo entrada no IVDP, I. P. amostras para andlise correspondentes a
diferentes tipos de vinhos (aguardentes, bebidas espirituosas, espumantes, vinhos
licorosos e vinho). Na fase de validacdo do método selecionaram-se para analise
amostras de diferentes matrizes e concentragdes. Das amostras que davam entrada no
laboratério escolheram-se as de um determinado tipo, de forma a reunir-se o nimero
de amostras necessarias para a caracterizagao do vinho

Foram recolhidas cerca de 20 amostras de vinho do Porto de diferentes tipos e
em dias diferentes, de forma aleatéria, das seguintes categorias Tawny, Vintage, LBV,
Colheita, Ruby, Indicacdo de idade (Tawny 10, 20, 30, 40 e mais de 40 anos).

De vinhos do Douro foram recolhidos e analisados cerca de 50 vinhos brancos e
73 vinhos tintos, tendo em consideracdo o facto de terem estado ou ndo em contacto

com madeira.

2.3.2 Preparacdo da amostra
Todas as amostras foram filtradas através de uma membrana de Nylon de
porosidade 0,45 um (figura 2.1) e analisadas por injecdo direta no sistema de HPLC. As

amostras que ultrapassaram a gama de trabalho dos diferentes analitos foram sujeitas
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a diluicdo e analisadas novamente. Para a diluicdo era utilizada uma solugao

hidroalcodlica a 40 % em baldes volumétricos de classe A.

Figura 2.1 Filtracdo da amostra diretamente para o vial do HPLC

2.4 Equipamento de método de analise

Os equipamentos utilizados durante o desenvolvimento do trabalho foram os

seguintes:

o

Sistema cromatografico liquido de alta eficiéncia, marca Agilent Technologies,
modelo 1200, equipado com bomba quaternaria, forno de coluna, injetor
automatico e detetor de rede de diodos (DAD) da marca Hewlett Packard (HP)
modelo 1322A, apresentado na figura 2.2. O sistema de aquisicdo e tratamento dos
dados foi realizado pelo software CHEM versdo B.02.01 da Agilent Technologies.
Coluna cromatografica Kinetex Evo C18, de fase reversa, com 5 um de porosidade,
150 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro e pré-coluna UHPLC EVO C18 4,6
mm de diametro

Banho de ultrassons marca Bandelin Sonorex Digitec com controlo de tempo e
temperatura

Sistema de ultrapurificacao de agua, marca Millipore, modelo Milli-Q

Balanca analitica Mettler Toledo modelo ML 204/01 com uma incerteza expandida

de 0,000083 g.
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Figura 2.2: Sistema cromatografico liquido de alta eficiéncia, marca Agilent Technologies do sector de cromatografia liquida do

IVDP.IP

2.5 Condi¢bes cromatograficas

As condi¢des cromatograficas assim como o gradiente de eluicdo utilizado

encontram-se escritos nas tabelas 2.4 e 2.5 respetivamente.

Tabela 2.4 Condigbes cromatograficas do método desenvolvido

Condigoes
Fluxo de eluente 1,3 mL/min
Volume injetado 10 uL
Temperatura da coluna 40 °C
Comprimento de onda 280+10nme 320+ 10 nm
Eluente A Agua/ acido férmico (98:2 v/v)
Eluente B Metanol/ agua/ acido férmico (70:28:2 v/v/v)

Tabela 2.5 Gradiente utilizado na andlise por HPLC; Solvente A — agua/acido férmico (98:2 v/v); Solvente B —
metanol/dgua/acido férmico (70:28:2 v/v/v)

Tempo (min) % A %B
0 98 2
4 80 20
15 55 45
18 20 80
23 20 80
24 100 0
28 100 0
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2.6 Identificagao e quantificagao dos picos cromatograficos

A identificagdo dos acidos fendlicos, aldeidos fendlicos e aldeidos furanicos foi
efetuada por comparacao dos seus tempos de retencdo com os de padrdes individuais
injetados nas mesmas condi¢des. A determinacao foi feita a 2 comprimentos de onda,
280 nm e 320 nm. O 5-hidroximetilfurfural, furfural, 5-metilfurfural, o acido galico, o
acido vanilico, e o 4cido siringico foram determinados ao comprimento de onda de 280
nm, o 4cido ferdlico, o siringaldeido, o coniferaldeido e o sinapaldeido foram
determinados a 320 nm. Para cada cromatograma obtido, procedeu-se a integracao das

areas dos picos correspondentes a cada composto.

2.7 Métodos estatisticos

No tratamento estatistico dos resultados foi utilizado o Software R versdo 3.2.1
e o Microsoft Excel 2013. Para o estudo foram utilizadas 155 amostras de vinhos do
Porto e 126 amostras de vinho do Douro. Ao logo do trabalho teve-se em consideracdo
0 numero de amostras recolhidas para uma dada categoria, de modo a existir um

numero idéntico.
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Nesta sec¢do serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos pelo método descrito
no capitulo anterior, assim como a otimizacdo e validacdo do mesmo, sendo aplicadas
ferramentas de controlo de qualidade. Sera também avaliado o desempenho do método
recorrendo a amostras utilizadas em circuitos interlaboratoriais. Para os analitos 5-
hidroximetilfurfural e furfural, serdo ainda comparados os resultados obtidos pelo novo método
com os obtidos com métodos ja validados e utilizados pelo IVDP, I.P..

Por ultimo, serdo apresentados os resultados das amostras de vinhos analisados bem
como tratamento estatistico, com o objetivo de caracterizar os diferentes tipos de vinho, assim
como, avaliar se existe algum tipo de correlacdo entre os vinhos envelhecidos em recipientes de

madeira e os teores destes compostos na composi¢ao do vinho.

3.1 Otimiza¢ao do método

Como método de referéncia para a analise dos compostos referidos anteriormente,
utilizou-se o método descrito por Sara Canas °*. No entanto, nestas condi¢bes, cada andlise tem
uma duracdo de 65 minutos, assim, um dos objetivos deste estudo foi reduzir o tempo de corrida.
Para tal, alterou-se as dimensdes da coluna de 250 mm x 4,0 mm para 150 mm x 4,6 mm, e
consequentemente foram alteradas as condi¢des cromatograficas indicadas no artigo.

Numa fase inicial, usaram-se as condi¢bes descritas no artigo de referéncia °* mas com a
coluna de 150 mm x 4,6 mm. Injetou-se uma solucdo padrao contendo os 10 analitos, de maneira
a verificar, se a resolucdo e a seletividade dos picos eram adequadas. Na tabela 3.1 encontram-

se as condicOes usadas nesta fase inicial e na tabela 3.2 é descrito o gradiente utilizado.

Tabela 3.1 Condig®es iniciais et Canas 2003 %4

CondigGes
Fluxo de eluente 1 mL/min
Volume injetado 20 pL
Temperatura da coluna 40 °C
Comprimento de onda 280+ 10nme 320+ 10 nm
Eluente A Agua/ 4cido férmico (98:2 v/v)
Eluente B Metanol/ dgua/ 4cido férmico (70:28:2 v/v/v)
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Tabela 3.2 Gradiente inicial et Canas 2003 %4

Gradiente
Tempo (min) Eluente B (%)

3 0
25 40
43 60
55 60
60 80
65 80

A figura 3.1 apresenta os cromatogramas obtidos para a analise de uma solugdo padrao
mistura de todos os analitos, a dois comprimentos de onda, 280 e 320 nm. E possivel visualizar
na figura 3.1 A) que os picos dos primeiros dois analitos, acido gdlico e 5-hidroximetilfurfural,
respetivamente, surgem mal resolvidos e sobrepostos. Os restantes picos apresentam um perfil
assimétrico. Por sua vez, os quatro analitos que absorvem a um comprimento de onda de 320

nm (figura 3.1 B) apresentam um perfil cromatografico razoavel.

mals mAl

T T T
15 1 15

Figura 3.1 Cromatograma obtidos da analise por HPLC de uma solugdo padrdo contendo os 10 analitos com dete¢do
a 280 nm (A) e 320 nm (B). Volume de amostra injetado 20 pL; fluxo de 1 mL/min (restantes condi¢bes apresentadas
na tabela 3.1 e 3.2) 1-acido gélico; 2- 5- hidroxi-metil-furfural; 3- furfural; 4- 5-metil-fufural; 5- acido vanilico; 6-

acido siringico; 7- siringaldeido; 9-acido ferulico; 10- coniferaldeido; 11-sinapaldeido

O passo seguinte consistiu na otimizagao do método. As condigdes alteradas de maneira

a melhorar a resolugao dos picos foram: o gradiente, o fluxo e o volume de amostra injetado.
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3.1.1 Gradiente

No desenvolvimento das condi¢des cromatograficas para a separacdo dos analitos
comegou-se por utilizar uma eluicdo por gradiente linear, usando como eluentes os que se
encontram referenciados na tabela 2.1. O gradiente consistiu em passar de 0 % de eluente B
(MeOH / H20/ HCOOH, 70:28:2) para 80 % de B em 20 minutos. Injetou-se uma solugdo padrdo
contendo os 10 analitos, e verificou-se que todos os picos sdao eluidos até aos 12 minutos,
reduzindo bastante o tempo de cada corrida, como se pode observar na figura 3.2. No entanto,
nestas condicdes o pico do d4cido gdlico desdobra-se em dois picos, e o pico do 5-
hidroximetilfurfural surge com fraca resolucdo. Outro problema refere-se ao facto dos picos do
5-metilfurfural e do acido vanilico se encontrarem bastante préoximos, o que dificulta a sua

guantificacao.

DAD1 A, Sige280 20 Re=360,100 (INIREAD00010.) DADT B, Sig= 120 20 Re~360,100 (MIAS20000 10.0)

wl A w B

1

500 500

300 300

©

Figura 3.2 Cromatograma obtidos da andlise por HPLC de uma solugdo padrdo contendo os 10
analitos com detecdo a 280 nm (A) e 320 nm (B). Volume de amostra injetado 20 uL; fluxo de
1mL/min; eluigdo com gradiente linear. 1-acido galico; 2- 5-hidroximetilfurfural; 3- furfural; 4- 5-
metil-fufural; 5- acido vanilico; 6- 4cido siringico; 7- siringaldeido; 9-acido ferdlico; 10-
coniferaldeido; 11-sinapaldeido

A partir deste método criaram-se rampas de gradiente formando assim o gradiente final.
Na tabela 2.3 do capitulo 2 esta apresentado o gradiente que foi utilizado para a validagdo do

método e analise de amostras.
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3.1.2 Volume de amostra injetado

O volume de amostra injetado foi outro parametro a ter em atencao, para tal fizeram-se
corridas injetando volumes de 10 pL e 20 pL. Com a diminui¢ao do volume de amostra de 20 plL
para 10 pL resultou um cromatograma que apresenta uma boa separagdo de quase todos os

picos. Os dois conjuntos de cromatogramas encontram-se apresentados na figura 3.3.

" DAD1 A, Sig= 280 20 ReE 360,100 DAD B, Sig=320.20 Ref- 360,100

A

DAD! B, 5ig=32020 Re 360,100 {INIA77 CH20ULOD2. 0y
mal mal’]

|

T T T T
i 2 4 [ s 10 0 3 4 5 H 10

Figura 3.3 Cromatograma obtidos da analise por HPLC de uma solugdo padrdo contendo os 10 analitos com dete¢do a 280 nm e
320 nm; eluigdo com gradiente; fluxo de 1.3 mL/min; volume de amostra injectado 10 L (A) 20 pL (B); (restantes condi¢bes
apresentadas na tabela 3.2) 1-acido galico; 2- 5-hidroximetilfurfural; 3- furfural; 4- 5-metil-fufural; 5- acido vanilico; 6- acido

siringico; 7- siringaldeido; 8- o-vanilina; 9-acido ferulico; 10- coniferaldeido; 11-sinapaldeido
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3.1.3 Fluxo de eluente

O fluxo de eluente foi alterado de 1 mL/min para 1,3 mL/ min, na figura 3.4 é possivel
verificar que os cromatogramas apresentam um perfil semelhante, sendo a Unica diferenga os
tempos de retengdo dos analitos. Uma vez que, com um fluxo de 1.3 min/mL os analitos

apresentavam tempos de retengao mais baixos optou-se por usar este fluxo.

=] DADY A Sg=290.20 Re 800N CHIOON) D ma A1 .t 510 28,360 1WA AROUOG3 )

DADY A 529030 Rk 0,108 DD &, 5g+320.20 Aer 00100

Figura 3.4 Cromatogramas obtidos da andlise por HPLC de uma solugdo padrao contendo os 10
analitos com deteg¢do a 280 nm e 320 nm; volume de amostra injetado 10 puL; eluigdo com
gradiente; fluxo de 1mL/min (A); 1.3 mL/min (B) (restantes condi¢cBes apresentadas na tabela
3.2). 1-acido galico; 2- 5- hidroxi-metil-furfural; 3- furfural; 4- 5-metil-fufural; 5- acido vanilico; 6-
acido siringico; 7- siringaldeido; 9-acido ferulico; 10- coniferaldeido; 11-sinapaldeido

3.1.4 Desdobramento do pico do acido galico
Ao longo da otimizacdo do método foi possivel verificar que o pico do acido gdlico ndo é
simétrico em nenhum dos cromatogramas apresentados. Verificou-se que o pico do acido galico

em solugdes com teores elevados de etanol se alterava. Assim, preparou-se padrdes em solucdo
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hidroalcodlica a 75 % (v/v) e observou-se um pico desdobrado. Na figura 3.5 estdo apresentados
dois cromatogramas que foram obtidos a partir de andlises a solucdes padrdo de acido galico,

onde a variavel é apenas a percentagem de etanol no solvente de prepara¢do do padrao 5 do

acido galico.

mAuA B

100

Figura 3.5 Cromatogramas obtidos da analise por HPLC de uma soluc¢des padrao do
acido galico detetado a 280 nm (restantes condi¢Ges na tabela 3.1 e 3.2), preparados
em solugdo hidroalcodlicaa 75 % A); e em solugdo hidroalcodlica a 40 % B)

Podemos ainda comprovar este facto comparando resultados de amostras com diferentes

teores alcodlicos. Na figura 3.6 é evidente que o pico com melhor perfil foi obtido para a analise

da amostra de vinho do Porto.

Figura 3.6 Cromatogramas evidenciando o desdobramento do pico do acido galico em diferentes amostras
detetado a 280nm A) aguardente (v/v) 70 %; B) whisky (v/v) 40 %; C) vinho do Porto (v/v) 20 % (condi¢des
de andlise encontram-se descritas na tabela 3.1 e 3.2)

Para verificar se o desdobramento do pico influencia a area do pico obtido, analisaram-se duas

solugdes de acido galico com a mesma concentragdo, mas preparadas com solug¢do hidroalcodlica
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com diferentes teores de etanol. Comprovou-se que d4rea total ndo era afetada pelo
desdobramento do pico. Além disso, apesar da autora do artigo de referéncia, Sara Canas, ndo
relatar este desdobramento, é possivel verificar este fendmeno através da visualizagdao do

cromatograma do artigo®.

3.2 Validagao do método

3.2.1 Curva de calibragao

Para a construcdo das curvas de calibracdo foram utilizadas cinco solugdes padrao,
mistura de diferentes concentragdes contendo na sua composi¢do os 10 analitos em estudo. Para
os padroes de maior e menor concentracdo fizeram-se 10 injecdes de cada padrdo, e para os
padrées intermédios fizeram-se 4 injecdes.

As curvas de calibracdo obtidas para os 10 compostos estdo representadas na figuras 3.7.

Curva de calibragao A Curvas de calibragdao B
12000 3000
10000 s 2900
© L 4
+ 8000 é 2000
2 6000 @ 1500
(7]
2 4000 1000
2000 500
-
0 0o 0~
0 100 200 300 0 50 100 150
Concentragdo mg/L Concentragdo mg/L
—@— 5-hidroxi-metil-furfural —@— icido galico Furfural acido ferdlico
Curvas de calibracdo C
900
800 )
—&— 5-metil-furfural
700
& 600 Acido vanilico
(7]
g 500 Acido siringico
o 400 o )
€ 300 Siringaldeido
200 —&— Coniferaldeido
100 —@— Sinapaldeido
0
0 10 20 30 40 50

Concentrag¢do mg/L

Figura 3.7 Curvas de calibragdo obtidas para os acidos e aldeidos fendlicos e derivados furanicos. Curva A 5-hidroximetilfurfural;
Curva B acido gélico, furfural, e acido ferulico; Curva C 5-metilfurfural, acido vanilico, dcido siringico, Siringaldeido,
coniferaldeido e sinapaldeido
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As equagOes das retas de calibragdo obtidas, bem como o coeficiente de determinagao
(r?) de cada uma das retas encontram-se apresentadas na tabela 3.3

De forma a avaliar a qualidade das retas obtidas para os diferentes analitos, foi calculada
a incerteza associada ao declive, bem como a incerteza associada a ordenada na origem.

De acordo com a tabela 3.3 verifica-se que os resultados sao satisfatérios, uma vez que
os valores de coeficiente de determinagdo sdao muito proximos de 1, e todos os compostos
apresentam um erro de declive inferior a 1 %. Quanto a ordenada de origem, o intervalo de
confianga apenas inclui o ponto (0;0) para alguns dos compostos, como é o caso do acido
siringico, do acido ferulico, do coniferaleido e do sinapaldeido. A maior parte das curvas de
calibracdo dos compostos nao inclui o ponto (0,0), e este fendmeno pode estar relacionado com
o ruido instrumental, no entanto, John W. Dolan afirma que ndo devemos forcar a reta a passar

no ponto de origem, uma vez que este procedimento pode aumentar o erro de medi¢cdo.1%3

Tabela 3.3 Parametros das retas de calibragdo efetuadas para a determinagdo de cada um dos analitos por HPLC-DAD

Analito Equacdo da reta de calibragao r?
Acido gélico A =(20,512 +0,057) C-(9,3 £ 3,7) 0,99996
5-hidroximetilfurfural A=(52,815+0,055)C-(7,4+6,7) 0,999994
Furfural A =(60,93 +0,10) C- (9,8 + 2,6) 0,99998
Acido vanilico A=(42,65+0,17) C+ (1,15 +0,95) 0,99991
5-metilfurfural A =(15,493 +0,027) C- (1,99 + 0,61) 0,99998
Acido siringico A =(21,856 +0,039) C+ (0,28 +0,72) 0,99998
Siringaldeido A =(18,980 + 0,014) C- (0,68 + 0,34) 1,00000
Acido ferdlico A =(24,443 + 0,043) C + (0,89 + 1,00) 0,99998
Coniferaldeido A =(12,607 + 0,040) C + (0,69 +0,72) 0,99994
Sinapaldeido A =(4,935+0,010) C- (0,12 £ 0,24) 0,99997

3.2.2 Linearidade
A linearidade do método foi avaliada através da visualizacdo dos graficos obtidos, e
através do coeficiente de determinacdo de cada grafico. Os valores de determinacdo obtidos
para todos os graficos foram superiores a 0,9999. Verificou-se que todos os compostos

apresentam linearidade na gama de trabalho estudada, uma vez que o critério minimo aceitavel
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para o valor de coeficiente de correlagdo (r) estabelecido pelo guia relacre 2013 para métodos

de quantificacdo é de 0,995. 104

3.2.3 Sensibilidade
A sensibilidade avalia a capacidade de um método ser capaz de distinguir pequenas
diferengas de concentragdao de um analito. Este parametro é definido como sendo a derivada
de primeira ordem da curva de calibracdo nestas zona de concentra¢cdes. Uma vez que temos
somente equacdes de primeiro grau, a sensibilidade corresponde ao declive %4, Na tabela 3.4

encontram-se os valores de sensibilidade do método para a analise dos diferentes compostos.

Tabela 3.4 Valores de sensibilidade do método para a analise dos 10 compostos por HPLC-DAD

Analito Sensibilidade (ppm™)
Acido gélico 20,51
5-hidroximetilfurfural 52,82
Furfural 60,93
Acido vanilico 42,65
5-metilfurfural 15,49
Acido siringico 21,85
Siringaldeido 18,98
Acido ferulico 24,44
Coniferaldeido 12,61
Sinapaldeido 4,93

Através dos valores de sensibilidade descritos na tabela 3.4 verifica-se que o método é
mais sensivel para a analise de certos analitos, destacando-se o furfural e o b5-
hidroximetilfurfural, e ainda, mas com um valor de sensibilidade ligeiramente inferior, para o

acido vanilico.

3.2.4 Limiares analiticos do método de ensaio: Limites de detecao e de quantificagao
O limite de detecdo (Ldd) corresponde ao valor minimo de concentra¢do de um analito
gue o método é capaz de diferenciar do ruido com um determinado nivel de confianga. O limite
de quantificagdo (Ldq) é a menor concentragdo de analito que pode ser determinada com um
determinado nivel de precisdo e exatiddo. Estes parametros foram estimados a partir dos

parametros das retas de calibragdo dos compostos em estudo utilizando as equagdes 1 e 2,
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respetivamente. Os valores dos limites de detecao e quantificagdo obtidos para os 10 compostos

encontram-se detalhados na tabela 3.5.

Ldd — 3,38y/x Equagdo 1
b

Ldq = 108y, Equacao 2
b

Em que S,,/xcorresponde ao desvio padrdo residual da curva de calibragdo, e b ao declive.
Obtiveram-se valores de limites de detec¢ado relativamente baixos se tivermos em atenc¢ao
o minimo de concentracdo destes compostos obtidos em amostras de brandy num estudo ja
realizado pela investigadora Sara Canas da Estac3o Vitivinicolas Nacional °. O mesmo acontece
com os limites de quantificacdo. Os dois analitos para os quais se obtiveram valores de Ldd e Ldg

mais elevados foram o acido galico e o 5-hidroximetilfurfural.

Tabela 3.5 Limites de detec¢do e quantificagdo estimados, a partir das retas de calibragdo tragadas, para a determinagdo de cada
um dos analitos por HPLC-DAD

Analito Ldd Ldg
(ppm) (ppm)
Acido gélico 1,28 3,92
5-hidroximetilfurfural 0,99 3,01
Furfural 0,32 0,97
5-metilfurfural 0,18 0,55
Acido vanilico 0,30 0,93
Acido siringico 0,24 0,75
Siringaldeido 0,14 0,42
Acido ferulico 0,33 1,02
Coniferaldeido 0,43 1,30
Sinapaldeido 0,36 1,10

Analisando os dados da tabela 3.5 verifica-se que os limites de quantificacdo do acido
galico, do 5-hidroximetilfurfural, do furfural, do acido siringico, e do siringaldeido sdo inferiores
a concentragao do padrdo de calibragao de menor concentragao.

Conforme a IPAC o valor calculado para o Ldqg deve ser verificado experimentalmente®,

Dependendo da matriz os limites de aceitagdo podem ser alterados. A OIV (Organisation
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Internationale de la Vigne et du Vin) sugere que para matrizes de vinhos o valor maximo de desvio

permitido é de 60 % do Ldq, dando origem as duas desigualdades seguintes 1%,

X—2.85r; = Ldq—60%.Ldq Equacgao 4

X+ 2.8 <Ldq+60%.Ldq Equagao 5

Onde X é o valor médio das concentracdes obtidas para uma solucdo padrao preparada
com concentra¢des semelhantes aos limites de quantificacdo, para os diferentes analitos em
condigdes de precisao intermédia, Sg; é o desvio padrdo da precisdo intermédia, Ldqg é o valor
calculado pela equacdo 2, e 60 % é a percentagem sugerida pela OIV.

Para verificar o valor tedrico obtido para do Ldq foram analisados padrdes de todos os
analitos com uma concentragdo préxima do Ldg (PLimQ), em duplicado durante 5 dias
consecutivos. Através da visualizacdo da tabela 3.6 pode-se verificar que todos os limites de
quantificagdo dos analitos (x + 2.Sg;) em estudo ses encontram-se dentro do intervalo
estabelecido pela OIV (Ldg + 60% Ldqg). Concluindo-se assim que os valores tedricos do Ldq

calculados pela equacgao 2 foram confirmados experimentalmente.

Tabela 3.6 Valores para o célculo da precisdo do valor de Llq (limite de quantificagdo), onde Sg é desvio padrdo da precisdo
intermédia, X é a média dos resultados.

Analito X-2Sk X+2Sk Ldq - 60% Ldq Ldq + 60% Ldq
Acido gélico 3,51 4,01 1,57 6,27
5-hidroximetilfurfural 3,06 3,11 1,20 4,82
Furfural 1,31 1,42 0,39 1,52
5-metilfurfural 0,53 0,64 0,22 0,88
Acido vanilico 1,10 1,24 0,34 1,49
Acido siringico 0,85 1,09 0,30 1,20
Siringaldeido 0,17 0,43 0,17 0,67
Acido ferulico 0,94 0,97 0,61 1,63
Coniferaldeido 0,92 0,93 0,52 2,08
Sinapaldeido 0,90 0,98 0,44 1,76
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3.2.5 Precisao

O parametro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na mesma amostra
€ a precisdao do processo analitico. Este parametro é importante pois possibilita decidir se o
método analitico é confidvel ou n3o para o objetivo da anélise!?’. No presente estudo a precisdo
do método de analise foi verificada em termos de repetibilidade e precisdo intermedia em
padrdes e amostras reais. Os resultados de ambos os parametros serdo apresentados em termos

de coeficiente de variacdo (CV) utilizando as equacdes 6 e 7.

N

CVr(%) = = x 100 Equagdo 6
%

CVr(%) = S—Ifi x 100 Equagdo 7
%

Onde s,; é o desvio padrdo da repetibilidade, sg; é o desvio padrdo da precisdo intermedia

e X é o valor médio dos valores obtidos.

3.2.5.1 Avaliacdo da repetibilidade das medidas das areas dos picos e tempos de

retencao.

A precisdo das dreas dos picos e tempos de retencdo sdo importantes parametros para
medic¢des qualitativas e quantitativas no HPLC.

A precisdo das areas dos picos, em condicoes de repetibilidade, esta relacionada com o
mecanismo de injecdo automatico, e com o sistema de bombas quaterndrias®®,

Outro parametro importante é a repetibilidade nos tempos de retencdo para os
diferentes analitos, uma vez que, para eluicdo das substancias por gradiente, deve ser levado em
consideracdo o tempo de residéncia da fase mével que pode resultar em variagcdes nos tempos
de retengdo, comprometendo a resolucdo, sobretudo das primeiras substancias eluidas. 1

Para avaliacdo de ambos os parametros analisou-se, em condi¢des de repetibilidade, n =
10, as duas solugdes padrdo, P1 e P5, correspondentes aos pontos extremos da gama de

concentragdes para os 10 analitos.
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Com base no valor médio da area de cada pico, e o desvio padrao correspondente,
determinaram-se os coeficientes de variacdo (CV) apresentados na tabela 3.7. Os valores de CV
obtidos sdo todos inferiores a 0,5 %, concluindo-se que existe uma excelente repetibilidade
instrumental, uma vez que este valor é muito inferior ao sugerido pela LabCompliance® e por

Shabir!’® que é 1 %.

Tabela 3.7 Coeficiente de variagdo das dreas dos picos dos 10 analitos nos Padrdes 1 e 5, em condigOes de repetibilidade

Areadopicodo CV:(%) Areadopico  CV:(%)
P1 do P5

Acido gélico 95,26 + 0,20 0,21 2027,0+9,5 0,47
5-hidroximetilfurfural 310,85 + 0,62 0,20 10441 + 14 0,14
Furfural 74,80 £ 0,28 0,37 2531,4+5,2 0,21
5-metilfurfural 16,775 + 0,076 0,45 424,77 £ 0,55 0,13
Acido vanilico 29,778 £ 0,069 0,23 607,24 £ 0,76 0,13
Acido siringico 21,784 + 0,073 0,34 658,2+1,0 0,16
Siringaldeido 37,364 £ 0,051 0,14 751,4+1,2 0,16
Acido ferulico 24,527 + 0,033 0,14 983,3+1,7 0,17

Coniferaldeido 12,238 +0,018 0,15 371,28 £0,74 0,20

Sinapaldeido 4,390 £ 0,031 0,71 181,07 £ 0,44 0,24

Foi também determinado o valor médio dos tempos de retencdo para cada pico, e o
desvio padrdo correspondente, obtendo-se os coeficientes de variacdo (CV) apresentados na
tabela 3.8. Analisando os resultados apresentados na tabela 3.8 verificou-se que existe
repetibilidade nos tempos de retencado obtidos para todos os compostos, para ambos os padrdes.
Os tempos de retencdo de todos os analitos em estudo apresentam um baixo valor de coeficiente
de variagdo, apresentando para todos os analitos valores inferiores a 0,26 % (valor bastante
abaixo do méximo de CV sugerido pela LabCompliance que é 0,5 %)%, Pode-se ainda observar
gue os tempos de retencdo, assim como os coeficiente de variacdo respetivos, sdo ligeiramente

inferiores no padrao 5 para todos os compostos
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Tabela 3.8 Coeficiente de variagdo dos tempos de retengdo dos 10 analitos nos Padrdes 1 e 5, em condigdes de repetibilidade

Tempo de retengao do Tempo de retengao

CV: (%) CV: (%)

P1 (min) do P5 (min)
Acido galico 2,0133 £0,0013 0,064 2,00569 + 0,00082 0,0023
5-hidroximetilfurfural 2,9857 £ 0,0041 0,14 2,967 £ 0,0015 0,052
Furfural 3,6104 + 0,0095 0,26 3,5833 +0,0015 0,042
5-metilfurfural 5,914 + 0,010 0,17 5,8582 + 0,0035 0,060
Acido vanilico 6,209 £ 0,010 0,17 6,1715 + 0,0031 0,051
Acido siringico 7,374 £0,016 0,22 7,3295 + 0,0053 0,073
Siringaldeido 8,430 £ 0,020 0,23 8,3680 = 0,0067 0,080
Acido ferdlico 10,020 £ 0,024 0,24 9,9503 + 0,0063 0,063
Coniferaldeido 10,794 £ 0,026 0,24 10,7132 £ 0,0073 0,068
Sinapaldeido 11,667 £ 0,029 0,25 11,5778 + 0,0081 0,070

3.2.5.2 Repetibilidade e precisiao intermedia da concentracdo em padrdes

Neste estudo, procedeu-se a realizacdo de 10 injecdes (n= 10) das solugdes padrao
extremos (PlimQ e P5v) em condicBes de repetibilidade. Determinou-se a concentracao de cada
analito por interpolagdao na curva de calibragdao correspondente e calculou-se a média das
concentracdes, o desvio padrdo correspondente e o coeficiente de variacao.

Para o estudo da precisdao intermédia dos padrdes foram utilizadas solu¢des padrao de
verificacdo, analisadas em diferentes dias (n> 28) sob condi¢cGes idénticas. Na tabela 3.9 sdo
apresentados os valores de repetibilidade e precisdo intermédia na forma de coeficiente de
variagao.

Em termos de repetibilidade os resultados para todos os analitos sdo bastante
satisfatdrios, encontrando-se todos com percentagens inferiores a 1 %. Como seria de esperar as
percentagens de precisdo intermédia apresentam um valor numérico superior, no entanto todos
os valores sdo igualmente aceitdveis, uma vez que laboratdrio considera valores aceitaveis até

10 % para coeficiente de variagdo (CV ).
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Tabela 3.9: Coeficientes de variagdo determinados em condig¢Ges de repetibilidade e precisdo intermédia de solugdes padrdes
contendo todos os analitos em estudo a 2 niveis de concentragdo (PlimQ e P5v)

Concentragao Repetibilidade Precisdo intermédia
(mg/L) CV: (%) CVr (%)

Acido gélico 4,94 +0,13 0,21 4,10
100,0+1,3 0,49 2,83
5-hidroximetilfurfural 3,0778 £ 0,0063 0,21 1,10
184,8+1,8 0,14 1,43
Furfural 1,407 £ 0,021 0,36 0,95
42,61 +0,45 0,22 1,98
5-metilfurfural 1,341 + 0,056 0,34 4,35
10,42 +0,14 0,13 1,86
Acido vanilico 1,211+ 0,045 0,37 3,73
40,80+ 0,42 0,13 1,76
Acido siringico 1,016 + 0,041 0,36 1,58
29,48 £+ 0,25 0,16 1,67
Siringaldeido 0,4348 £ 0,0057 0,14 2,39
41,14+ 0,38 0,17 1,79
Acido ferulico 0,9602 + 0,0052 0,15 1,00
40,91+0,31 0,18 1,81
Coniferaldeido 0,948 + 0,011 0,16 1,11
31,19+0,31 0,21 2,25
Sinapaldeido 0,957 £ 0,024 0,74 1,21
37,71+0,39 0,26 2,09

Todos os valores de desvio padrdo foram obtidos sob condi¢Ges de repetibilidade

3.2.5.3 Repetibilidade e precisdo intermedia em amostras reais

Para determinar a precisao intermédia em amostras reais, foram efetuadas uma série de
ensaios (n = 14), com replicados (p = 3) a varias amostras de diferentes matrizes. Dentro da
categoria dos vinhos do Porto foram feitas andlises a um LBV, a um Tawny, a uma Colheita de
1995 e a um vinho com indicacao de idade (Tawny + 40 anos). Foram também analisadas duas
aguardentes e trés bebidas espirituosas (Armagnac, Cognac e um Whisky). Nem todas as

amostras continham na sua composi¢cdo todos os analitos, e em alguns casos os valores de
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concentracdo foram inferiores ao Ldq, sendo que para estes casos ndao foram calculados os
respetivos coeficiente de variagao.

Na tabela 3.10 estdo apresentados os resultados do estudo da repetibilidade e da
precisdo intermédia para vinhos do Porto, assim como a gama de concentracdes encontrada nas
amostras utilizadas para este estudo. Os valores destes dois parametros de avaliagdo estdo

apresentados em forma de coeficientes de variagao.

Tabela 3.10 Valores de repetibilidade e precisdo intermédia obtidos para a analise de diferentes amostras de vinho do Porto

Concentragao Repetibilidade Precisdo intermédia
(mg/L) CVr (%) CVR (%)
Acido gélico 11,50 - 40,49 0,94 1,70 - 2,67
5-hidroximetilfurfural 3,42 -78,14 1,82 1,23- 9,50
Furfural 2,61-13,16 3,16 4,75-12,10
5-metilfurfural n.d n.d n.d
Acido vanilico 9,18 - 14,66 2,99 5,73-11,95
Acido siringico 16,01-17,32 1,67 2,75-6,21
Siringaldeido 2,24-6,12 4,58 4,619 - 21,74
Acido ferulico n.d n.d. n.d
Coniferaldeido n.d n.d. n.d
Sinapaldeido n.d n.d n.d

n.d- ndo detetado

Verificou-se que para todos os analitos o valor de repetibilidade é inferior a 5 %,
mostrando que o método apresenta boa repetibilidade para os analitos encontrados nas
amostras de vinho do Porto estudadas.

Os resultados obtidos a nivel de precisdao intermédia sao aceitaveis para todos analitos
(inferiores a 10 %) e apenas o siringaldeido apresentou para uma das amostras um valor de CV
superior a 15 %. Verifica-se ainda que nas trés categorias de vinho utilizadas (LBV, Tawny,
Colheita 1995 e + 40 anos) ndo foram quantificados o 5-metilfurfural, o acido ferdulico, o

coniferaldeido e o sinapaldeido.
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Também foi estudada a repetibilidade e a precisdao intermédia em bebidas espirituosas.
Na tabela 3.11 estdo apresentados os resultados, e verifica-se que das amostras utilizadas para
o estudo, nenhuma apresentou na sua composicdo valores de 5-metilfurfural e de acido ferulico.
Os resultados apresentados na tabela 3.11 revelam que mais uma vez os valores de coeficiente
de variagdo para a repetibilidade s3o inferiores ou iguais a 5 % e por isso encontram-se dentro
dos parametros aceites pelo laboratério. Os coeficientes de variagdo de precisdo intermédia
foram igualmente aceites pelo laboratério (<15 %).

Ao comparar as duas tabelas (3.10 e 3.11) verificamos que os resultados de precisdo
intermédia sdo semelhantes, com a excecdo dos resultados para o acido gdlico, obtendo-se
melhores resultados de precisao intermédia no caso das amostras de vinho do Porto. Este facto
pode ser explicado com o referido anteriormente na otimizagdao do método (secgao 3.1.4). Uma
vez que existe desdobramento do pico do acido galico em amostras com elevados teores de
etanol (como é o caso das bebidas espirituosas), € necessario uma integracdao manual, o que pode

eventualmente levar a uma maior variabilidade nos resultados.

Tabela 3.11 Valores de repetibilidade e precisdo intermédia obtidos para a andlise diferentes amostras de bebidas espirituosas

Concentragao Repetibilidade Precisdo intermédia
(mg/L) CV: (%) CVr (%)
Acido galico 1,28 - 15,69 3,01 7,35-11,40
5-hidroximetilfurfural 3,46 - 15,84 5,04 2,91-11,60
Furfural 6,86 - 13,56 3,30 5,85-13,42
5-metilfurfural n.d n.d n.d
Acido vanilico 13,56 2,10 6,57
Acido siringico 1,82-2,71 4,30 6,89 -10,43
Siringaldeido 1,19 - 15,69 3,31 6,68 -12,32
Acido ferdlico n.d n.d n.d
Coniferaldeido 1,02 e 1,90 4,99 8,99 -10,75
Sinapaldeido 1,064 e 4,266 4,93 9,95-13,31

n.d- ndo detetado
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Os vinhos do Porto utilizados para o presente estudo ndo apresentaram na sua
composicao teores de 5-metilfurfural, acido ferdlico, coniferaldeido e sinapaldeido nao
permitindo a avaliagdo da precisdo da sua determinagdao em amostras de vinho.

Assim, para avaliar a precisdao do 5-metilfurfural e do acido ferulico preparou-se duas
solugbes padrao destes compostos em matriz de vinho do Porto que abrangessem toda a gama
de concentragdo, uma vez que estes dois analitos nao estdo presentes na composicao dos vinhos
do Porto e bebidas espirituosas analisadas.

A solucdo mae foi preparada por um sé analista, cada solucdo padrao filha foi preparada
em quadruplicado por trés analistas diferentes, realizando-se assim 12 andlises. O esquema
seguinte (figura 3.8) pretende ilustrar de uma forma mais simples o procedimento executado

para o estudo da precisdo intermédia. A repetibilidade foi avaliada analisando 10 vezes a mesma

solucdo intermédia.

Solugdo mae preparada em matriz de vinho por um Unico analista

Padrao 1 preparado em matriz de vinho por: Padrdo 5 preparado em matriz de vinho por:

Figura 3.8 Esquema do procedimento utilizado para a avaliagdo da precisdo intermédia fazendo variar o analista

Na tabela 3.12 entdo apresentados os valores dos coeficientes de variacdo da

repetibilidade e da precisao intermédia.
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Tabela 3.12 Valores de repetibilidade e precisdo intermédia obtidos para a andlise de padrdes preparados em matriz de vinho

do Porto
Concentragao Repetibilidade Precisdo intermédia
(mg/L) CV: (%) CVr (%)
5-metilfurfural 1,028 + 0,068 1,94 6,64
11,80+ 0,27 0,08 2,25
Acido ferulico 1,421 +0,074 5,74 5,21
31,1+1,2 0,07 3,87

E possivel verificar pelos dados apresentados na tabela 3.12 que os valores dos CV sdo
aceitdveis. Os valores de CV de repetibilidade sdo inferiores a 5 %, com a exce¢do do acido
ferulico para concentracbes menores. Em termos de precisdo intermédia todos os analitos

apresentam coeficientes de variagdo inferiores a 10 %.

3.2.6 Avaliacdo da exatiddo do método

A exatiddo do método é definida como sendo a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceite como convencionalmente verdadeiro. Para avaliar a
exatiddo do método foram realizados ensaios de recuperacdo, andlises a amostras utilizadas em

circuitos interlaboratoriais e comparag¢ao dos métodos.

3.2.6.1 Ensaios de Recuperagao

Uma das possiveis fontes de erro neste tipo de analises é o efeito de matriz, assim este
deve ser avaliado através da realizacdo de ensaios de recuperacdo. Este processo consiste na
fortificacdo das amostras com quantidades conhecidas do analito. Através da equagdo 7 foram
calculadas as percentagens de recuperacdo para cada analito.

c,—C Equacao 7

2
R% = ——x 100
%o C,

Onde, C; é a concentracdao na amostra fortificada, C; é a concentracdo na amostrae C; é
a concentragao da fortificagao.
Para avaliar o efeito matriz na determinag¢do dos 10 analitos, fizeram-se ensaios de

recuperacdao em amostras de vinho e bebidas espirituosas. Para este ensaio as amostras
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selecionadas foram: um vinho do Porto (LBV), um vinho tinto do Douro, um espumante do Douro,
um Cognac e duas aguardentes. Algumas das amostras selecionadas ndo tinham na sua
composi¢ao todos os analitos antes da fortificacdo. Para este estudo foram utilizados trés niveis
de concentracdo diferentes que correspondem aos padrdes (PlimQ, P3v e P5v), fez-se quatro
réplicas em cada nivel (p= 4). Na tabela 3.13 encontram-se os resultados obtidos para as
recuperagdes nas matrizes analisadas, assim como a média das percentagens de recuperagao de
todas as matrizes e respetivo desvio padrao.

As taxas médias de recuperagdo obtidas encontram-se entre 93 e 101 %. Estas
percentagens sdo satisfatérias, uma vez que se encontram dentro do intervalo 80-110 %,
intervalo estipulado pelo LabCompliance para esta gama de concentra¢des'!!. No entanto para
alguns casos nao foi possivel calcular a recuperacado, uma vez que os valores se encontram abaixo
do limite de quantificagdo. Os valores que se encontram na tabela 3.13 assinaladas com 2 s3o
valores que apesar de se encontrarem abaixo do limite de quantificacdo apresentam resultados
satisfatorios. Na parte inferior da tabela estdao apresentadas as médias de recuperacgao de todos
os analitos para uma dada matriz. A matriz que apresentou melhor médias de recuperacao foi o
Cognac.

Os analitos que apresentaram melhores resultados de recuperag¢des foram o acido
siringico e o siringaldeido, estes resultados podem estar diretamente relacionados com o facto
ambos os analitos apresentarem picos intensos, e por isso sao mais facilmente diferenciados do
resto da matriz.

Assim, pode-se verificar que o método nao apresenta efeitos de matriz significativa para
as matrizes em questdo, e a sua seletividade é elevada na gama de concentracdo analisada para

guase todos os analitos em estudo.
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Tabela 3.13 Resultados obtidos nos ensaios de recuperagao realizados para os 10 analitos em trés niveis de concentragao

diferentes e seis matrizes distintas

Analito

Fortificacdo

Recuperacgdo (%)

Tinto-
mg/L sdi
g/ Cognac LBV AD AD Douro Espumante Média
1,98 86 106 95 99°? 87 <Ldd
2 g - 96,7 £5,3
Acido galico 27,72 93 93 95 94 101 100
45,7 99 97 99 97 98 105
2,04 101 96 101 1042 <Ldd 103
. . . 97,4+6,1
5-hidroximetilfurfural 30,34 100 95 99 101 83 101
91,99 101 96 100 100 88 100
0,73 98 <Ldd 94 99 99° 108
+
Furfural 6,99 94 93 92 100 83 107 97,4£173
21,31 110 91 100 100 86 102
0,17 1002 <ldd 106 100 90 <Ldd
+
5-metilfurfural 1,17 105 <Ldd 99 90 78 77 9610
5,13 96 95 100 96 115 100
1,02 104 <ldd 111 99 104 74
2 . - 99,7+ 8,8
Acido vanilico 4,34 94 n.d 106 103 105 91
20,59 96 110 99 101 96 102
0,45 98 115 102 103 102 95
- . 99,9+4,6
Acido siringico 4,86 97 106 99 99 98 96
14,7 98 98 99 98 97 98
1,01 105 107 102 102 <Ldd 103
.. , 101,3+2,5
Siringaldeido 5,09 100 106 100 100 99 101
20,35 99 100 99 99 100 100
0,5 101 92 92 90 93 89
- L 93,3+3,4
Acido trans- ferulico 5,01 94 91 97 92 89 89
20,4 97 95 97 96 91 93
0,48 97 <Ldq 94 92 83 93
. , 94,1+5,1
Coniferaldeido 4,97 96 89 97 98 87 93
15,15 99 103 97 98 88 96
0,49 101 116 95 101 99 86
Sinapaldeido 9,53 98 93 99 100 88 101 97,6 £ 6,6
18,89 99 93 99 99 89 101
x 99,2 98,8 98,5 98,6 92,7 96,6
3 4,7 8,3 4,2 3,8 8,3 7,7

n.d — pico ndo detetado no comatrograma, <Ldd inferior ao limite de detegdo, <Ldq inferior ao limite de quantificagdo
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3.2.6.2 Ensaio interlaboratoriais

Além dos ensaios de recuperagdo, a exatiddo do método foi avaliada através da
participacdo em um ensaio interlaboratorial, no qual todos os participantes analisaram a mesma
amostra fornecida pela entidade organizadora (BIPEA). Para avaliagao dos resultados através do
procedimento sugerido pela OIV, os mesmos devem estar de acordo com as seguintes
desigualdades (equacdes 8 e 9)1°,

Xref + EMA > X + 2s Equagao 8

Xref —EMA <X —2s Equagao 9

Onde X,.; € o valor de referéncia fornecido pela entidade organizadora, EMA ¢é o valor
maximo admissivel fornecido igualmente pela entidade organizadora, X é o valor médio
experimental de concentracdo e s é o desvio padrao obtido pelo laboratério.

Outra forma de avaliar os resultados é calculando o erro relativo (ER) através da equacdo
10 104_

|%es — % Equagdo 10

ER(%) = X 100

xref

Para avaliar o desempenho do método calculou-se também o Z-score (equacgdo 11).

x—A Equagdo 11

Sendo, X o valor de concentracdo obtido pelo laboratério , A é o valor aceite como
verdadeiro e s é o desvio definido pela entidade organizadora do ensaio interlaboratorial (EMA).

A amostra analisada tem como matriz uma bebida espirituosa, mais propriamente
Calvados, tendo na sua composi¢cdo quase todos os analitos em estudo, com exce¢dao do acido
ferulico. Para tal avaliacdo procedeu-se como aconselhado pelo OIV fazendo-se 5 analises em
duplicado durante 5 dias consecutivos. Na tabela 3.14 é possivel comparar os resultados obtidos
pelo método desenvolvido com os resultados valores de referéncia, bem como o erro relativo
(ER). O numero de laboratdrios participantes nestes ensaios variou entre 13 e 17, dependendo

do analito a quantificar.
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Tabela 3.14 Resultados obtidos para avaliagdo da exatiddo do método a partir do uso de materiais de referéncia.

Analito Concentragdo iab Xref
(mg/L) (mg/L) Erro relativo (%)

Acido galico 4,19 40,24 4,02+0,36 4,4
5-hidroximetilfurfural 12,108 + 0,084 12,60 +0,26 3,9
Furfural 3,64+0,10 3,6+0,1 1,8
5-metilfurfural 0,102 £ 0,004 0,26 + 0,03 60,8
Acido vanilico 0,705 + 0,049 0,60 £ 0,09 17,5
Acido siringico 1,050 + 0,058 1,02 + 0,08 3,3
Siringaldeido 1,767 £ 0,030 1,67 £0,08 5,8
Coniferaldeido 0,307 £ 0,024 0,32 +0,02 4,1
Sinapaldeido 0,349+ 0,014 0,37 £0,03 5,7

O guia relacre 2013 sugere que o ER deverd ser menor que 5 %, no entanto cabe a cada
laboratdrio definir o seu grau de exigéncia. Os resultados obtidos indicam-nos que os erros
relativos para a determina¢ao do acido galico, do 5-hidroximetilfurfural, do furfural, do acido
siringico, do siringaldeido, do coniferaldeido e do sinapaldeido sao satisfatérios. Obtendo-se para
os analitos, 5-metilfurfural e acido vanilico, valores de ER superiores a 5 %, no entanto a
concentracdo de referéncia destes dois analitos encontram-se abaixo do limite de quantificacao.
Apesar disso, o procedimento utilizado pelo OIV1% para a avaliacdo deste parametro afirma que
se os resultados (X+ 2s) se encontram dentro do intervalo estipulado (x,. s+ EMA) existe exatiddo
nos resultados. Assim, foram calculados os intervalos admissiveis estando os resultados
apresentados na tabela 3.15.

Analisando os resultados apresentados na tabela 3.15, verifica-se que todos os analitos
se encontram dentro do intervalo estipulado, a excecdao do 5-metilfurfural.

Determinaram-se também os valores de Z-score, que estdo apresentados na tabela 3.15.
Os valores deste parametro sdo todos inferiores a 1, concluindo-se que o método apresentou um

desempenho satisfatorio
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Tabela 3.15 Resultados dos intervalos admissiveis pela OIV para avaliar a exatiddo do método e valores de z-score obtidos para
a analise do material de referéncia

Concentragao iab

Analito (mg/L) Xref +EMA X425  X-2S Xy -EMA  Z-score
Acido gélico 4,19 +0,24 5,63 4,71 3,69 2,41 0,111
5-hidroximetilfurfural 12,108 £ 0,084 15,12 12,28 11,93 10,08 0,195
Furfural 3,64+0,10 4,10 3,86 3,42 3,10 0,078
5-metilfurfural 0,102 £ 0,004 0,46 0,11 0,09 0,06 0,79
Acido vanilico 0,705 £ 0,049 0,90 0,80 0,61 0,30 0,95
Acido siringico 1,050 + 0,058 1,43 1,17 0,94 0,61 0,083
Siringaldeido 1,767 £ 0,030 2,34 1,83 1,71 1,00 0,15
Coniferaldeido 0,307 £ 0,024 0,52 0,36 0,26 0,12 0,065
Sinapaldeido 0,349 £0,014 0,57 0,38 0,32 0,17 0,11

Xres: Valor de referéncia; EMA: valor maximo admissivel; x: valor do laboratério; s: desvio padrdo; ER: erro relativo

Foram ainda utilizadas neste estudo amostras de bebidas espirituosas existentes no IVDP,
I.P. e provenientes de circuitos interlaboratoriais para analise de outros métodos. Analisaram-se
cinco amostras distintas cuja matrizes variaram entre um armagnac, um Gin, um brandy, um
whisky e uma aguardente. O procedimento utilizado consistiu em analises em duplicado sob
condicdes de precisdo intermédia (n=5). Nestas amostras foi apenas quantificado o furfural, uma
vez que era o Unico analito que possuia uma concentracdo de referéncia.

Na tabela 3.16 estdo apresentados os resultados do laboratério, o valor de referéncia
enviado pela entidade organizadora, e os desvios padrdes respetivos. E apresentado também o
erro relativo assim como o intervalo de valores admissivel. O niumero de participantes neste

ensaio variou entre 9-16 laboratérios.

Tabela 3.16 Resultados obtidos para a avaliagdo da exatiddo do método de analise de furfural, com base em ensaios
interlaboratorias realizados com diferentes matrizes.

Matriz Conc:e:ltgr/aLg;ao = (r::/fL) ER(%) Xyef +EMA x+2S x-2S X, -EMA  Z-score
Armagnac 0,692 + 0,012 0,67+0,10 3,28 1,17 0,72 0,67 0,17 0,044
Gin 0,11960 + 0,00084 0,00 - 0,50 0,12 0,12 -0,50 0,24
Brandy 1,501+£0,022  1,65+0,15 9,03 2,15 1,54 1,46 1,15 0,29
Whisky 7,151 + 0,040 7,55+0,28 5,28 8,68 7,24 7,07 6,42 0,35
Aguardente 6,422 + 0,023 6,27+0,55 2,42 7,21 6,44 641 5,33 0,16
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Xres: Valor de referéncia; EMA: valor maximo admissivel; x= valor do laboratdrio; s = desvio padréo; ER: erro relativo

Consultando a tabela 3.16 verificamos que apenas um dos resultados apresenta um ER
superior a 5 %, o que nos indica que os resultados sdo exatos, ou seja os valores experimentais
sao proéximos dos valores de referéncia. Apenas o erro relativo da andlise do furfural no Brandy
ultrapassou os 5 %, no entanto, os valores encontram-se dentro do intervalo estipulado.
Concluindo entdo que todos os ensaios interlaboratoriais deram resultados aceitdveis. Para
verificar o desempenho do método foi também calculado o z-score (tabela 3.16), e os valores

resultantes apontam um desempenho satisfatério em todas as andlises.

3.2.7 Comparagoes de métodos

Uma vez que no IVDP, I.P. ja existem métodos validados para a quantificacdo do 5-
hidroximetilfurfural e do furfural, e estdo atualmente implementados nos laboratérios de
cromatografia liquida e cromatografia gasosa respetivamente, comparou-se os resultados
obtidos para a analise de varias amostras pelo método em estudo e pelos métodos

implementados.

3.2.7.1 Comparagdo de métodos para a quantificagdo do 5-hidroximetilfurfural

A determinagao do 5-hidroximetilfurfural é feita por HPLC com detetor UV a 284nm uma
coluna de fase reversa C18 waters Spherisorb S10 ODS2 4,6 x 250 mm. Em semelhanca ao método
desenvolvido neste trabalho, este método também utiliza um gradiente de eluicdo, com uma
fase mével constituida por agua e metanol.

Foram analisadas 59 amostras (57 vinhos do Porto, um Mostatel e um armagnac) pelos
dois métodos. No método desenvolvido as analises foram feitas em duplicado. No anexo B estdo
apresentados todos os resultados e respetivos desvios padrao.

Uma vez que se trata da comparacao de dois métodos e as amostras utilizadas como
amostras testes possuem concentragdo de analito diferentes utilizou-se o teste t para amostras

emparelhadas (equacdo 12).
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|d| Equagdo 12
teal = Sa,
NG

Onde d é a diferenca das dos médias valores obtidas pelos dois métodos, s, o desvio
padrdo das diferencas dos resultados de ambos os métodos e n o nimero de observagdes. O
teste é aplicado para 95 % de confianga e n-1 graus de liberdade. Os valores de t calculado (tcal)

e tabelado estao descritos na tabela 3.17.

Tabela 3.17 Resultados do teste t-student para comparagdo dos métodos de quantificagdo do 5-hidroximetilfurfural, para uma
probabilidade de 95% e n-1 graus de liberdade

Valor obtido
teal 1 ,98
t(58,0.05,bilateral) 2,00

tear < t(0.05;58)

Como o valor de t calculado é inferior ao valor de t critico, pode-se concluir que ndo ha
diferencas significativas entre os resultados produzidos pelos 2 métodos, para este nivel de
confianca.

Os resultados obtidos pelos dois métodos podem ser comparados representando
graficamente as concentracdes de 5-hidroximetilfurfural obtidas pelo novo método em func¢ao
da sua concentracdo determinada pelo método ja implementado no IVDP (figura 3.9).
Graficamente observa-se que os resultados obtidos pelos dois métodos parecem ser
equivalentes, apresentando a reta tracada um coeficiente de determinacdo de 0,997 e ainda um
declive de aproximadamente 1 como se pode observar na figura 3.9, indicando-nos assim que
existe uma proporcionalidade direta entre os dois métodos. No entanto se tivermos em atencao
o valor da ordenada na origem verificamos que é ligeiramente superior a 0, por essa razao
concluimos que o método desenvolvido fornece respostas ligeiramente superiores quando

comparado com as repostas do método ja implementado pelo laboratério.
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Figura 3.9 Representacdo grafica dos resultados de 5-hidroximetilfurfural obtidos pelo método
desenvolvido (HPLC-Agilant 1200) em fungdo dos resultados obtidos com o método ja
implementado no IVDP (HPLC-Gilson)

3.2.7.2 Comparagdo de métodos para a quantificagdo do furfural

A determinacdo do furfural no IVDP, I.P. é feita por cromatografia gasosa com detetor de
ionizacdo de chama, usando uma coluna CP-Wax 57CB 50 m x 0,25 mm de diametro interno.
Quando é utilizado este método, no caso de a amostra ser corada terd de ser sujeita a uma
destilagdo antes de ser injetada no cromatadgrafo.

Para a comparacao dos métodos para a quantificacdo do furfural o procedimento foi
idéntico ao ja descrito para o 5-hidroximetilfurfural. Neste caso foram analisadas 48 amostras
(aguardentes e bebidas espirituosas) pelos dois métodos.

A partir da equacdo 12 foi calculado o parametro t (tcal) para amostras emparelhadas, os

resultados encontram-se representados na tabela 3.18.

Tabela 3.18 Resultados do teste t-student para comparagdo dos métodos de quantificagdo do furfural para uma probabilidade
de 95% e n-1 graus de liberdade

Valor obtido
teal 1,22
t(47,0.05,bilateral) 2,01

tear < t(az; 0,05)
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Como o valor de t calculado € inferior ao t ritico cOnclui-se que nao ha diferencas significativas
entre os resultados obtidos com os dois métodos de analise.

Na figura 3.10 esta apresentado graficamente os resultados obtidos pelo novo método
em funcdo dos resultados obtidos pelo método implementado. Com base na representacao
obtida é possivel observar que ha uma maior dispersdao dos valores, e isso reflete-se no
coeficiente de determinacgdo (r?=0,93). Apesar disso, o valor do declive é 1 e a ordenada na

origem passa no ponto (0;0) indicando que os dois métodos conduzem a resultados equivalentes.

=
o

y = (1,028+0,069X )x + (0,097 + 0,241) °®
R?=0,9309 -

Método desenvolvido
O L N W H U1 OO N 0
)

0 2 4 6 8 10

Método de referéncia

Figura 3.10 Representacdo grafica dos resultados de furfural obtidos pelo método desenvolvido
(HPLC-Agilant 1200) em fungdo dos resultados obtidos com o método ja implementado no IVDP,
I.P. (GC)

3.2.8 Controlo de qualidade

As cartas de controlo sdo frequentemente usadas para controlo de qualidade dos
resultados, uma vez que o método ndo é tracada uma curva de calibragdo todas as vezes que se
analisam novas amostras. Esta ferramenta serve para averiguar se existem anomalias que exijam
revisdo da curva de calibracdo, ou de outro parametro, que possa estar a influenciar os
resultados.

As cartas de controlo foram construidas utilizando dois niveis de concentracdo, o padrao
limite de quantificacdo (PlimQ), e o padrdo de concentracdo mais elevada (P5v), cujo nome

atribuido foi padroes de verificacdo (ver capitulo 2). Foi determinada a concentrag¢do dos padrdes
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de verificacdo para cada analito, em duplicado durante um curto intervalo de tempo (n=38),
calculando posteriormente a média dos resultados e o respetivo desvio padrdao. Ambos os limites

(aviso e controlo) foram calculados utilizados as equagdes 13 e 14 respetivamente.

Limite de Aviso Superior=x+5 % X Equagdo 13

Limite de Controlo Superior = x* 10 % X Equagao 14

No inicio de cada andlise, utilizou-se sempre o padrao limite de quantificacao, e no final
da analise o padrdao de concentracdo mais elevada, de forma a verificar a validade da curva de
calibracdo durante toda a andlise. Os resultados obtidos para estes dois padrdes sao inseridos na
carta de controlo, de maneira a verificar se o processo estd sobre controlo, ou seja se estao
dentro dos valores pretendidos.

Serdo apresentadas neste capitulo, a titulo de exemplo, apenas as cartas de controlo do
padrdao 5-hidroximetilfurfural (figura 3.11). As restantes cartas de controlos encontram-se

reunidas no anexo C.

Plim PSv
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o] 204,60
£ 3,39 o 200
& 3,23 0 19530 gl e
l& l% [ ]
@ 3,08 Teteweettovesigeeeee?d 5 186,00 _W“"‘_
£ ]
g 2,92 R E L T U U——
c
Q)
S 277 167,40
2,62 ' ' ' ' 158,10 . . . .
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
n2 de anélise ne de analise

Figura 3.11 Cartas de controlo relativa a analise dos padrdes extremos do composto 5-hidroximetilfurfural.

Com base na figura 3.11 é possivel verificar que nenhum dos resultado ultrapassou os 10
% para ambos os padrdes, indicando-nos que durante as 20 analises realizadas em dias
diferentes, os padrdes do 5-hidroximetilfurfural mantiveram-se estaveis. Para cartas obtidas com

os resultados da analise dos outros analitos verifica-se que, para maior parte dos analitos, ndo
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existem anomalias, concluindo-se que os padrdes de verificagdo assim como a reta de calibragao
apresentam estabilidade. O mesmo ndo aconteceu na carta de controlo do padrdo de
concentragdo mais baixa do acido galico que aparenta degradar-se com o tempo, implicando a

utilizacdo de um vial com solucdo fresca em cada sequéncia de trabalho.

3.2.9 Calculo de Incertezas

Um resultado de uma medida ndo tem significado se ndo estiver associado a uma
incerteza. As incertezas de medi¢ao podem ter contribui¢des do instrumento de medicao, do
ambiente de analise, do operador, e de outras fontes. Tais incertezas podem ser estimadas
usando a analise estatistica de um conjunto de medi¢des. Para o presente estudo optou-se por
usar os valores de desvio padrdo pertencentes as avaliacdes da precisdo intermédia, desta
maneira contabilizou-se incertezas para diferentes gamas de concentragao e diferentes matrizes.
Encontram-se demonstrados na tabela 3.19 as incerteza associadas as analises dos diferentes
analitos, em percentagem. No anexo D encontram-se as equac¢des usadas nesta determinacao,

assim como um exemplo de calculo.

Tabela 3.19 Estimativas de incertezas calculadas para os 10 compostos em analise

Analito Incertezas associadas (%)
Acido galico +13
5-hidroximetilfurfural 113
Furfural 115
Acido vanilico +15
5-metilfurfural 14
Acido siringico +14
Siringaldeido 17
Acido ferulico +13
Coniferaldeido $13
Sinapaldeido +15
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3.3 Analise de amostras reais

Apds o método analitico ter sido validado procedeu-se a determinagdo dos analitos de
interesse nas amostras de vinho, aguardentes e bebidas espirituosas. Foram analisadas um total
de 390 amostras (178 vinhos do Porto, 140 vinhos do Douro e 72 bebidas
espirituosas/aguardentes) de acordo com o procedimento analitico descrito no capitulo 2.

Nas figuras seguintes, 3.12 e 3.13, estdo apresentados exemplos dos cromatogramas
obtidos durante as analises. Como exemplo, foi selecionado um cromatograma do Vinho do Porto
30 anos e um Whisky. E possivel verificar que existem diferencas no aspeto dos dois
comatrogramas, sendo que o cromatograma que apresenta menos picos corresponde ao Whisky
(figura 3.12), como seria de esperar, uma vez que o Whisky é produzido a partir de uma
destilagdo’. Por outro lado, nos cromatogramas obtidos quando se analisa amostras de vinho do

Porto verifica-se uma maior complexidade na matriz (figura 3.13).

mal 2 Al

Figura 3.12 Cromatograma obtido da analise por HPLC de uma amostra de whisky A) 280nm B) 320 nm
(condig@es utilizadas descritas na tabela 3.1 e 3.2). 1-acido gélico; 2- 5-hidroximetilfurfural; 3- furfural; 5-
acido vanilico; 6- acido siringico; 7- siringaldeido; 10-coniferaldeido; 11-sinapaldeido
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Figura 3.13 Cromatograma obtido da analise por HPLC de uma amostra de vinho do Porto Tawny com 30 anos A) 280nm B)
320 nm (condigdes utilizadas descritas na tabela 3.1 e 3.2). 1-4cido galico; 2- 5-hidroximetilfurfural; 3- furfural; 4- 5-metil-
fufural; 5- acido vanilico; 6- 4cido siringico; 7- siringaldeido; 9-acido ferulico;

De acordo com o procedimento previamente descrito, cada amostra foi analisada em
replicado e o valor da concentracao foi o resultado da média dos dois valores obtidos.

Foram analisadas 4 bebidas espirituosas distintas e para facilitar a andlise fez-se a soma
dos resultados obtidos agrupando os analitos por classes (acidos fenélicos, aldeidos fendlicos e
aldeidos furanicos). O grafico apresentado na figura 3.14, pretende mostrar a variacdo dos 3
grupos de compostos em diferentes bebidas.

Verificou-se que o Gin nao foi determinado qualquer valor de concentragdao de nenhum
dos analitos, este resultado ja era de esperar uma vez que se trata de uma bebida destilada ndo
envelhecida em madeira. Nas restantes bebidas é notério que os teores de aldeidos furanicos
sdo bastantes superiores aos teores de acidos e aldeidos fendlicos. Uma vez que os aldeidos
furanicos provém da degradacdo da celulose e da hemicelulose, devido ao tratamento térmico,
e sendo estes os componentes maioritarios na madeira é normal que os teores destes compostos
sejam elevados, comparativamente aos outros. Além disso, é permitido por lei a adicdo de
caramelo nas bebidas com o objetivo de ajustar a cor, tendo como consequéncia o aumento do
teor de 5-hidroximetilfurfural e do 5-metilfurfural®. No caso do Whisky e Cognac os teores de
acidos e aldeidos fendlicos sdao bastante idénticos, ja no caso do Brandy e Armagnac as
concentracgGes de acidos fendlicos sdo mais elevadas. Estas diferencas podem ser causadas pela

variabilidade das concentragdes dos compostos extraiveis, uma vez que o sistema de
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envelhecimento?, a espécie botdnica®? e a origem geogréfical* da madeira s3o fatores bastante

importante.

Acidos fendlicos = Aldeidos fendlicos & Aldeidos furanicos

w w b b
o Ut o wun

=N
U O

Concentragdo mg/L
= N
o o1

o wun

Gin Whisky Brandy Cognac Armagnac
Bebida espirituosa

Figura 3.14: Valores de concentracdo em mg/L das diferentes classes de compostos nas diferentes bebidas espirituosas
analisadas.

3.4 Resultados estatisticos

Foram analisadas diversas amostras de vinho do Porto e vinho do Douro de maneira a
caracterizar estes vinhos face aos teores de acidos fendlicos, aldeidos fendlicos e aldeidos
furanicos. Este trabalho tem como objetivo, para além da caracterizacdo dos diferentes tipos de
vinho, avaliar se existe uma correlacdo significativa entre os teores destes compostos na
composicao dos vinhos do Porto e o tempo de estagio em madeira. Procedeu-se do mesmo modo
para os vinhos do Douro, no entanto neste caso apenas se considerou se os vinhos tinham estado
ou ndo em contacto com madeira.

A realizacdo deste estudo resultou do facto de ndo existirem na literatura estudos tao

especificos em relacdo aos vinhos do Porto e Douro.

3.4.1 Vinho do Porto

34.1.1 Analise Univariada
O estudo foi iniciado com a realizacdo de uma andlise univariada, isto é, cada varidvel

(composto) foi analisada de forma individual e de uma forma descritiva (tendo sido determinados
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minimos; mdaximos; média etc.). Foram utilizadas 155 amostras de vinho do Porto que foram
agrupadas em diferentes categorias para o estudo. Na tabela 3.20 encontram-se as categorias

definidas, assim como, as frequéncias para cada categoria.

Tabela 3.20 Frequéncias de cada categoria de vinhos do Porto utilizadas no estudo estatistico

Categoria Indicagao de idade Colheita Tawny LBV  Ruby Vintage

Frequéncia 48 22 20 20 20 25

Numa primeira fase todos os valores de concentracdo obtidos, para um dado composto,
foram tratados sem especificar qual a categoria do vinho. Foram tragados os histogramas da
distribuicdo das concentracoes dos compostos analisados, assim como os diagramas de extremos
e quartis.

As varidveis tomaram valores em conjuntos muito diferentes e por consequéncia as
medidas descritivas de localizacdo e dispersdao sao, também, muito diferentes. No entanto, e
guanto a forma, a distribuicdo das varidveis é assimétrica positiva (mais ou menos vincada), o
gue significa que a média é superior a mediana em todos os casos. De facto, todas as variaveis
tém observacdes “outliers” a direita, ou seja, valores elevados “anormais”, como veremos
adiante..

Na figura 3.15 sdo apresentados os histogramas e os diagramas de extremos e quartins
obtidos para os 3 aldeidos furanicos, 5-hidroximetilfurfural, furfural e 5-metilfurfural. Para estes
compostos, os graficos das distribuicdes de valores apresentam, mais ao menos, o mesmo aspeto
(fig.3.15 A). Com o auxilio dos diagramas de extremos e quartis (figura 3.15 B) é possivel visualizar
gue existem “outliers”, alguns deles severos, que afetam os resultados médios. No caso do 5-
hidroximetilfurfural, os trés valores “outliers” (figura 3.15 B) pertencem a vinhos com mais de 40
anos de idade. Acontecendo o mesmo para o furfural e para o 5-metilfurfural. Estes resultados
vao de encontro a estudos ja realizados, confirmando que vinhos com mais idade tém maior

concentrac3o de aldeidos furdnicos>>112113,
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Na tabela 3.21 encontra-se descrito o resumo dos dados estatisticos obtidos para estes
trés compostos. O 5-hidroximetilfurfural apresenta um desvio padrdo de 72,6 mg/L, e o valor
mediano esta muito abaixo do valor médio. O furfural apresenta uma média de 2,85 mg/L, com
desvio padrdo 3,19 mg/L. O 5-metilfurfural apresenta uma média de 0,21 mg/L e uma mediana
de 0,0 mg/L. Os vinhos tém valores residuais deste composto e muitas observagdes indicadas
com valor de 0 mg/L sdo certamente relativas a valores tdo baixos que o equipamento ndo tem
sensibilidade para medir, uma vez que o Ldd obtido para o 5-metilfurfural é de 0,55 mg/L. Apenas
25 % dos vinhos apresentam concentragdes deste composto superiores ou iguais a 0,23 mg/L.
Estes resultados estdo de acordo com os resultados relatados por J.S. Cdmara e

colaboradores*¥>°, em que varios vinhos apresentam valores de 5-metilfurfural abaixo do Ldd.

Tabela 3.21: Tabela resumo dos dados estatisticos obtidos para os aldeidos furanicos (mg/L)

Todos os estilos de vinho do Porto
Min  12Quartil Mediana Média 39 Quartil Max

5-hidroximetilfurfural 0,0 2,7 20,4 47,7 75,7 537,7
Furfural 0,0 0,8 1,8 2,8 4,2 26,8
5-metilfurfural 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 2,6

Foi efetuado um tratamento estatistico idéntico para os teores de acidos fendlicos e os
graficos obtidos sdo apresentados na figura 3.16 e o resumo dos dados estatisticos na tabela
3.22.

Com base nos graficos, da figura 3.16, verifica-se que os resultados para o acido galico
revelaram uma maior densidade entre 10 e 20 mg/L comparativamente a outros intervalos de
concentracdao. Quanto aos “outliers” severos foram encontrados cinco vinhos para os quais os
teores de acido galico se afastam bastante dos restantes. Os vinhos correspondentes a esses
valores foram, mais uma vez, vinhos com indicacdo de idade (+ 40 anos, 20 anos, 30 anos e 40
anos). Os valores de concentracdo de dacido vanilico nos vinhos apresentam dois “outliers”
severos, que correspondem a vinhos com indicacdo de idade. O acido siringico ndo apresentou
“outliers” severos sendo a distribuicdo de valores simétrica. Por ultimo, o dacido ferdlico
apresentou dois valores “outliers”, no entanto estes valores de concentracdo ndo pertencem a

vinhos que tenham mantido contacto durante varios anos com a madeira.
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Figura 3.16 Histograma da distribuigdo das concentragdes (A); e diagramas de extremos e quartis (B) para os acidos fendlicos

nas diferentes amostras de Vinho do Porto.
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Tabela 3.22: Tabela resumo dados estatisticos obtidos para os dos acidos fendlicos (mg/L)

Todos os estilos de vinho do Porto

Min  12Quartil Mediana Média 39 Quartil Max

Acido galico 0,0 13,0 18,0 21,9 25,7 118,4
Acido vanilico 0,0 0,8 1,8 2,1 2,7 15,4
Acido siringico 1,4 11,6 14,8 15,3 18,5 33,7
Acido ferulico 0,0 0,2 0,3 0,4 0,5 1,9

Os graficos apresentados na figura 3.17, dizem respeito aos resultados obtidos para o
tratamento estatistico dos dados relativos aos aldeidos fendlicos. Na tabela 3.23 estd descrito o
resumo dos dados estatisticos para estes aldeidos. Verifica-se que o siringaldeido apresentou
apenas um “outlier” severo, que pertence a um vinho do Porto Ruby. O coniferaldeido
apresentou valores muito baixos, e 25 % dos vinhos analisados ndao apresentam valores de
concentragdo para este composto. O sinapaldeido é também um composto que apresentou
valores de concentracdo muito baixos, com uma média de 0,07 mg/L e uma mediana 0 mg/L, ndo
tendo sido detetado em 75 % dos vinhos analisados. Os “outliers” severos apresentados pelo
coniferaldeido e pelo sinapaldeido ndo surgem apenas numa categoria de Vinho do Porto,
sugerindo que a presenca destes dois compostos no vinho do Porto ndo esta correlacionada com

o tempo de envelhecimento.
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Tabela 3.23 Tabela resumo dos dados estatisticos obtidos para os dos aldeidos fendlicos (mg/L)

Todos os estilos de vinho do Porto

Min  12Quartii Mediana Média 32 Quartili  Max
Siringaldeido 0,8 2,8 4,0 4,4 5,6 14,6
Coniferaldeido 0,0 0,0 0,0 1,0 0,7 13,2
Sinapaldeido 0,0 0,0 0,0 0,07 0,0 2,9

3.4.1.2  Analise Bivariada: Relagdo entre as variaveis

Posteriormente estudou-se a relagdo entre os diversos compostos, tendo-se verificado
gue estes atributos se encontram mais ou menos relacionados dois a dois. Os compostos 5-
hidroximetilfurfural e furfural sdo os que apresentam uma maior correlacdo linear positiva entre
si, como se pode ver no grafico apresentado na figura 3.18. Este resultado pode estar relacionado
com o facto de estes dois aldeidos furdnicos se formarem em condi¢cbes muito semelhantes!?,
O aumento da concentracdo de 5-hidroximetilfurfural é acompanhado pelo aumento da
concentrac¢do de furfural. Para esta associacdo obteve-se um coeficiente de correlagao de 0,88.
O mesmo comportamento foi observado por J. S. CAmara e colaboradores®> em vinhos da

Madeira.
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Figura 3.18 Correlagdo entre a concentragdo de 5-hidroximetilfurfural e furfural (mg/L) em vinhos do Porto
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3.4.1.3 Comportamento dos compostos nos diferentes grupos de vinhos

Para além da caracterizacao das diferentes categorias, este trabalho tem como objetivo
avaliar se existe uma correlagdo significativa entre os vinhos que estagiaram mais tempo em
madeira, e aqueles que no maximo estagiaram seis anos. Para isso subdividiu-se as amostras de
vinho do Porto em trés grupos:

Grupo 1 (gl1)- Neste grupo estdo inseridos os vinhos do Porto de categoria Tawny com
indicacao de idade, mas que sofreram um processo de envelhecimento em madeira durantes
pelo menos 10 anos, dando origem aos diferentes conjuntos de vinhos, designados por: 10 anos,
20 anos, 30 anos, 40 anos e mais de (+) 40 anos.

Grupo 2 (g2)- Neste grupo estdo agrupados 20 vinhos da categoria colheita, o que significa
gue estiveram pelo menos sete anos em contacto com a madeira. O vinho mais velho analisado
foi uma colheita de 1950 e o mais recente uma colheita de 2007.

Grupo 3 (g3) - Neste grupo estdo os vinhos mais jovens, que estiveram menos tempo em
recipientes de madeira incluindo os vinhos LBV, Vintage, Rubys e alguns Tawny’s (que
permaneceram menos tempo, ou seja menos de 10 anos, em contacto com madeira quando
comparados aos Tawny’s do grupo 1).

Foram construidos diagramas de extremos e quartis para os diferentes grupos. Na figura
3.19 estdo apresentados os diagramas obtidos para os aldeidos furanicos. Visualmente verifica-
se que o grupo 3 apresenta valores inferiores aos restantes grupos. Para confirmacao, foi
efetuado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, verificando-se que ha diferencas significativas
entres as medianas dos diferentes grupos. Foi obtido um p-value de 2,2 x 107'® para o 5-
hidroximetilfurfural e para o furfural. Sempre que se obtém um p-value inferior a 5 % pode-se
rejeitar a hipdtese nula, por outras palavras, e para este caso concreto, sempre que o p-value for
inferior a 5 % existem evidencias de que hajam diferencas significativas entre os valores
medianos de cada compostos para os diferentes grupos de vinhos. O mesmo acontece com o 5-

metilfurfural, aplicando o mesmo teste obteve-se um p-value de 1,1 x 1075,
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Figura 3.19: Diagramas de extremos e quartis para comparar os trés grupos de vinhos do Porto em relagao aos aldeidos

Na figura 3.20 estdo apresentados os diagramas obtidos para o acido vanilico, o
siringaldeido e acido siringico. Verifica-se que o acido vanilico e o siringaldeido comportam-se de

forma idéntica aos aldeidos furanicos. Ambos os compostos apresentam valores medianos

furanicos (mg/L)

inferiores para o grupo 3, apresentando um p-value de 2,9 x 10~° para o acido vanilico, um p-

value de 1,1 x 1072 para o siringaldeido, quando foi aplicado o teste ndo paramétrico Kruskal-

Wallis. Pelo contrario, o acido siringico apresenta valores mais baixos no grupo 1, distinguindo-

se dos outros grupos. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis resultou um p-value de 1,8 x

1072, No entanto é possivel ver através do grafico da figura 3.20 que, para o acido siringico, o

grupo 3 apresenta valores muito dispersos.
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Figura 3.20 Diagramas de extremos e quartis para comparar os trés grupos de vinhos em relagado ao acido vanilico, siringaldeido

e acido siringico.

Foi feito o mesmo tratamento para o acido ferulico, o coniferaldeido, o sinapaldeido e o
acido galico estando os diagramas obtidos apresentados no anexo E. Verifica-se que os trés
primeiros compostos apresentam grande dispersdo no grupo 3, mas as distribuicdes sdo idénticas
nos 3 grupos. O acido gdlico também apresenta valores medianos idénticos. Através da analise
dos dados destes compostos ndo se conseguem distinguir os grupos.

Em resumo, os grupos 1 e 2 sé se distinguem relativamente ao composto acido siringico,
apresentando valores inferiores de concentragdo para o grupo 1, e concentragdes idénticas no
grupo 2 e 3. O grupo 3 distingue-se dos restantes dois grupos com base nos compostos, 5-

hidroximetilfurfural, furfural e 5-metilfurfural, apresentando uma distribuicdo diferente, com
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valores medianos mais baixos. Para o acido vanilico e o siringaldeido, os valores medianos sao
tendencialmente mais baixos no grupo 3.
Com base nestes resultados e de maneira a caracterizar os diferentes estilos de vinho,

decidiu-se estudar individualmente cada um dos grupos anteriormente formados.

e Grupo 1 (indicagao de idade)
Nas seguintes tabelas, 3.24, 3.25 e 3.26 estdo apresentados os valores minimos e maximos dos
diferentes compostos encontrados nos 43 vinhos da categoria indicacdo de idade, assim como a

média, e o desvio padrdo.(SD)

Tabela 3.24 Resumo dos dados estatistico dos compostos fendlicos e aldeidos furanicos em vinhos do Porto com indicagdo de
idade 10 e 20 anos, mg/L.

10 Anos 20 Anos

Min  Max  Média SD Min Max Média SD

Acido galico 10,3 27,7 18,8 5,6 0,0 71,2 23,0 19,1
5-hidroximetilfurfural 8,9 63,5 37,3 19,4 20,5 98,1 60,5 25,7
Furfural 1,3 51 2,8 1,2 2,3 5,9 3,9 1,2
5-metilfurfural 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 0,2 0,1 0,1
Acido vanilico 0,3 6,1 2,4 1,5 0,2 4,3 2,4 1,2
Acido siringico 1,4 21,9 9,7 6,2 6,5 19,9 12,7 4,8
Siringaldeido 1,7 7,7 3,9 1,8 2,4 7,1 4,5 1,6
Acido fertlico 0,0 0,5 0,3 0,1 0,1 1,6 0,4 0,4
Coniferaldeido 0,0 1,1 0,4 0,4 0,0 1,0 0,2 0,4
Sinapaldeido 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 0,1 0,2
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Tabela 3.25 Resumo dos dados estatistico dos compostos fendlicos e aldeidos furdanicos em vinhos do Porto com indicagdo de
idade 30 e 40 anos, mg/L.

30 Anos 40 Anos

Min Max  Média SD Min Max Média  SD

Acido gélico 0,0 80,7 23,1 24,4 0,0 113,9 31,0 34,5
5-hidroximetilfurfural | 54,3 194,4 105,8 46,0 78,8 153,0 111,6 22,6
Furfural 4,2 8,2 5,8 1,5 4,5 8,3 6,4 1,2
5-metilfurfural 0,1 0,9 0,3 0,3 0,1 0,7 0,4 0,2
Acido vanilico 1,0 5,6 2,9 1,4 0,2 4,3 2,3 1,2
Acido siringico 11,3 29,5 15,2 6,2 6,0 19,4 13,0 4,9
Siringaldeido 3,7 11,3 6,1 2,6 2,6 7,4 4,9 1,5
Acido fertlico 0,1 0,6 0,3 0,1 0,0 0,5 0,2 0,2
Coniferaldeido 0,0 0,4 0,1 0,1 0,0 0,6 0,2 0,2
Sinapaldeido 0,0 2,9 0,4 1,0 0,0 1,5 0,2 0,5

Tabela 3.26 Resumo dos dados estatistico dos compostos fendlicos e aldeidos furdanicos em vinhos do Porto com mais de 40

anos, mg/L.
+40 Anos
Min Max Média SD
Acido gélico 0,0 114,4 30,5 43,6
5-hidroximetilfurfural | 63,0 537,7 266,4 214,3
Furfural 2,9 26,8 10,8 9,0
5-metilfurfural 0,0 2,6 1,3 1,2
Acido vanilico 20 154 6,9 5,8
Acido siringico 6,7 21,4 15,5 6,4
Siringaldeido 2,7 8,9 5,4 2,0
Acido ferulico 0,1 1,1 0,5 0,4
Coniferaldeido 0,0 0,7 0,2 0,3
Sinapaldeido 0,0 0,7 0,3 0,3

De forma, a comparar os vinhos do Porto de diferentes idades, em relacdo aos teores dos
diferentes compostos, construiu-se diagramas de extremos e quartis. Para os aldeidos furanicos,
o diagrama é apresentado na figura 3.21 e verifica-se que quanto mais velho é o vinho mais
elevados foram os valores medianos obtidos para destes trés compostos. Para confirmar esta
afirmacao, foi necessario a realizagcdo de testes de significancia. Os p-values confirmaram que

existem diferencas significativas entre os teores medianos destes trés compostos nos vinhos

analisados.
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Figura 3.21 Comparagdo dos teores de aldeidos furanicos através de diagramas de extremos e quartis para vinhos do Porto com
diferentes idades

Visualmente o diagrama obtido para o acido siringico, apresentado na figura 3.22, parece
mostrar um aumento na mediana da concentracdo consoante a idade do vinho, no entanto
guando se aplicou o teste estatistico (Wilcox test) verificou-se que ndo existem diferencas
significativas nas medianas da concentragao dos vinhos com 10 anos comparando com os vinhos
com 40 anos (p-value 0,12), nem entre os vinhos indicados com 20 e 40 anos (p-value 0,18). Por

isso, pode-se concluir que a concentracdo de acido siringico se mantém constante ao longo dos
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anos para este tipo de vinho. Para os restantes compostos, verificou-se ndo existirem diferencas
significativas entre as medianas da concentracdo para os diferentes vinhos analisados. Como
exemplo, a figura 3.19 apresenta os diagramas obtidos para o acido galico, encontrando-se os

restantes no anexo E, figuras Xll e XIII.

acido siringico acido galico
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Figura 3.22 Comparagdo dos teores de acido siringicos e acido gélico através de diagramas de extremos e quartis para vinhos do
Porto com diferentes idades

Em suma, apenas as medianas da concentrag¢des dos aldeidos furanicos sao distintas para
esta categoria do vinhos. Através dos restantes compostos ndo se consegue diferenciar os
diferentes vinhos. Um estudo® realizado em 1993 demostrou que compostos fendlicos, tais
como, o acido galico, o acido siringico e o acido vanilico podem sofrer um aumento de
concentracdo apds o engarrafamento, devido a degradacdo de taninos. Este facto pode
influenciar os resultados, e desta maneira ndo é possivel verificar se o envelhecimento em

madeira pode, ou ndo, estar a aumentar a concentragdo destes compostos no vinho.

e Grupo 2 (colheita)

Os resultados obtidos para os vinhos do grupo 2 foram tratados da mesma forma que os

resultados do grupo 1. Na tabela 3.27 estao apresentados os valores minimos e maximos dos

83



Capitulo 3 — Resultados e Discussdo ‘ 2015

varios compostos quantificados nos 22 vinhos da categoria Colheita, assim como a média, e o

desvio padrao (SD).

Tabela 3.27: Resumo dos dados estatisticos dos compostos fendlicos e aldeidos furdnicos em vinhos do Porto da categoria
colheita, mg/L.

Colheita

Min Max Média  Mediana SD

Acido gélico 0,0 64,5 20,5 20,3 15,5
5-hidroximetilfurfural 10,7 167,5 71,8 70,0 43,3
Furfural 1,5 9,23 4,56 4,37 2,3
5-metilfurfural 0,0 1,99 0,35 0,14 0,51
Acido vanilico 0,0 4,73 2,75 3,05 1,41
Acido siringico 2,5 32,33 17,0 17,31 6,88
Siringaldeido 2,4 7,12 4,8 4,88 1,29
Acido ferulico 0,0 0,59 0,3 0,29 0,16
Coniferaldeido 0,0 1,25 0,2 0,035 0,38
Sinapaldeido 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Foram construidos gréaficos da concentracdao de compostos fendlicos e os anos da colheita
do vinho (apresentados na figura 3.23) de maneira a visualizar se ha algum tipo de correlacdo
entre estas grandezas. Este estudo foi realizado individualmente para cada composto. Apenas
para o 5-hidroximetilfurfural e o furfural foi obtido algum nivel de correlagdo entre o ano da
colheita e os teores destes mesmos compostos nos vinhos. Os resultados evidenciaram que
guanto mais “velho” é o vinho maior é a concentracdo destes compostos. Em relacdo ao 5-
hidroximetilfurfural foi obtido um coeficiente de determinacdo de r?= 0,75 e para o furfural o
coeficiente de determinacao foi de r’=0,78.

Para os outros analitos nao foi obtida qualquer correlacao entre a concentracdo e o ano

da colheita.
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Figura 3.23: Graficos que correlacionam o ano de colheita do vinho do Porto com os teores de 5-hidroximetilfurfural (A); e
furfural (B)

e Grupo 3 (vintage, LBV, tawny e ruby)

Foram também construidas tabelas com os parametros estatisticos de modo a caraterizar
as diferentes categorias de vinho do Porto incluidas neste grupo (LBV, Vintage, Tawny, Ruby).
Com base nas tabelas 3.28 e 3.29, verifica-se que o acido gdlico é o composto com o valor de
concentracdo mais elevado em todas as categorias, a excecdo do Vintage.. No caso do Vintage o
composto que apresenta o valor mais elevado é o 5-hidroximetilfurfural (89,98 mg/L), com um
valor de desvio padrdao também mais elevado, indicando que na categoria do Vintage existe uma
grande dispersdo de valores de concentragdo. Este resultado pode estar associada ao facto de o
vinho do Porto Vintage ser um vinho “especial”, que evolui gradualmente durante 10 a 50 anos
em garrafal. No entanto existe pouca informacdo sobre envelhecimento do vinho em garrafa e
sobre o vinho do Porto Vintage, sendo necessario um estudo mais aprofundado sobre as
categorias destes vinhos. O acido galico apresentou valores medianos semelhantes para os
vinhos Ruby e Tawny. O mesmo foi verificado mas com valores de medianas significativamente
superiores para o vinho Vintage e LBV. O acido siringico também apresentou valores de medianas
significativamente distintas para os diferentes vinhos. Estas diferencgas verificadas tanto para o
acido galico como para o acido siringico, podem estar relacionadas com o facto dos teores de
ambos os compostos variarem consoante o tipo de uva®?. Estes vinhos apresentaram valores

residuais ou valores nulos de sinapaldeido e de 5-metilfurfural. Para os compostos siringaldeido,
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acido ferulico e coniferaldeido ndo se observaram diferencas significativas entre as diferentes

categorias.

Tabela 3.28: Resumo dos dados estatisticos dos compostos fendlicos e aldeidos furanicos em vinhos do Porto Vintage e LBV,

mg/L.
Vintage Lsv

Min Max Média SD Min Max  Média SD
Acido gélico 12,09 53,20 22,43 8,51 | 11,00 44,04 23,47 8,45
5-hidroximetilfurfural 0,00 89,98 27,67 34,55 | 0,46 4,26 2,12 0,84
Furfural 0,00 4,44 1,30 1,02 0,00 1,34 0,71 0,33

5-metilfurfural nd nd nd nd nd nd nd nd
Acido vanilico 0,00 4,49 0,89 1,30 0,00 3,98 1,58 1,00
Acido siringico 10,09 33,70 17,51 561 | 12,05 31,16 18,94 5,00
Siringaldeido 1,73 14,62 5,15 3,12 1,38 9,04 3,99 2,05
Acido ferulico 0,00 1,86 0,64 0,46 0,00 1,16 0,49 0,38
Coniferaldeido 0,00 13,15 2,30 3,36 0,00 8,69 2,21 2,82

Sinapaldeido nd nd nd nd nd nd nd nd

n.d—ndo detetado

Tabela 3.29: Resumo dos dados estatisticos dos compostos fendlicos e aldeidos furanicos em vinhos do Porto Tawny e Ruby

anos, mg/L.
Tawny Ruby

Min Max Média SD Min Max Média SD
Acido galico 9,23 34,04 15,52 6,54 | 9,10 31,01 15,96 6,27
5-hidroximetilfurfural 5,46 33,17 16,67 7,86 1,19 9,79 3,33 2,15
Furfural 0,61 2,48 1,27 0,50 | 0,00 1,19 0,74 0,31

5-metilfurfural nd nd nd nd nd nd nd nd
Acido vanilico 0,00 2,96 1,30 0,80 | 0,49 4,57 1,61 1,02
Acido siringico 7,00 15,85 11,86 2,64 | 9,01 27,42 14,83 3,89
Siringaldeido 0,80 4,59 2,85 1,05 1,08 8,70 3,72 2,24
Acido fertlico 0,00 0,44 0,24 0,16 | 0,00 0,86 0,32 0,31
Coniferaldeido 0,00 1,62 0,55 0,64 | 0,00 11,52 0,91 2,71

Sinapaldeido nd nd nd nd nd nd nd nd

n.d—ndo detetado
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3.4.2 Vinhos do Douro

Para o estudo dos vinhos do Douro foram analisadas 76 amostras de vinhos tintos, e 50
amostras de vinhos brancos, com o objetivo de verificar se existem diferencas entre os vinhos
gue referem terem estado em contacto com a madeira, dos que ndo estiveram. Na tabela 3.30
encontram-se discriminado o niumero de vinhos analisados, assim como as frequéncias de cada

tipo de vinho.

Tabela 3.30 Frequéncias das amostras utilizadas, que permaneceram, ou ndo, em madeira, no estudo da caraterizagdo dos
vinhos do Douro

Categoria Vinho Tinto Douro Vinhos Branco Douro
Em madeira Ndo esteve em madeira Em madeira Ndo esteve em madeira
Frequéncia 43 33 25 25

De forma idéntica ao efetuado para o estudo dos vinhos do Porto foi realizada a analise
univariada para os dados destes vinhos. Na tabela 3.31 estdo apresentados os valores minimos e
maximos, assim como a média, e o desvio padrao, dos vinhos tintos. A partir dos valores obtidos
para os desvios padrao verifica-se de imediato que a dispersao de concentra¢des nestes vinhos
nao é tao elevada como nos vinhos do Porto. Nestes vinhos nao foram detetados teores de
coniferaldeido e sinapaldeido. O compostos com concentragdes mais elevadas foi o acido galico.

Para todos os compostos foram construidos diagramas de extremos e quartis, idénticos
aos da figura 3.24, com o objetivo de verificar se existem diferencas significativas entre a
composicao dos vinhos que estagiaram em madeira e os que ndo estiveram nessas condicdes.
Para tal, foram ainda empregues testes ndo paramétricos de medianas. Conclui-se que estes
vinhos tintos ndo apresentaram diferencas significativas para nenhum dos compostos. Como
exemplo, na figura 3.24, encontram-se os diagramas de extremos e quartis do 5-metilfurfural e
do acido vanilico, constatou-se que os restantes diagramas apresentam um perfil muito

semelhante.
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Tabela 3.31 Resumo dos dados estatisticos dos compostos fendlicos e aldeidos furanicos em vinho tinto do Douro, com e sem
estdgio em madeira, mg/L.

Vinho Douro Tinto (madeira) Vinho Douro Tinto (sem madeira)
Min Max  Média SD Min Max Média SD
Acido galico 1,34 70,93 30,63 11,14 | 3,67 50,12 25,49 10,61
5-hidroximetilfurfural 0,00 2,66 0,39 0,53 0,00 3,77 0,33 0,74
Furfural 0,00 2,51 1,12 0,52 0,00 2,00 0,92 0,49
5-metilfurfural 0,00 2,14 0,40 0,42 0,00 3,77 0,33 0,74
Acido vanilico 0,00 4,00 0,99 1,07 0,00 2,77 0,74 0,69
Acido siringico 3,85 23.48 15,55 3,64 5,84 24,33 14,28 4,19
Siringaldeido 1,06 12,01 4,90 3,05 0,49 14,22 4,66 3,43
Acido ferulico 1,06 12,01 4,90 3,05 0,49 14,22 4,66 3,43
Coniferaldeido nd nd nd nd nd nd nd nd
Sinapaldeido nd nd nd nd nd nd nd nd
n.d—ndo detetado
Vinhos Tintos do Douro Vinhos Tintos do Douro
| | - : I — I
T | | T T | | | | |
00 05 10 15 20 0 1 2 3 4
5-metil-furfural (mg/L) dcido vaniico (mg/L)

Figura 3.24 Diagramas de extremos e quartis do 5-metilfurfural e do acido vanilico para os dois grupos de vinho tinto do Douro

Os resultados do vinho branco do Douro foram tratados de igual forma. Na tabela 3.32
encontra-se o resumo dos dados estatisticos, onde sdao apresentados os valores minimos,
maximos e médios, assim como o respetivo desvio padrdo, para os diferentes compostos. Mais
uma vez nestas vinhos ndo se detetou coniferaldeido e sinapaldeido. O composto que apresentou
um desvio padrao maior, e por isso, maior dispersao de valores foi o acido galico. Comparando
as tabelas 3.31 e 3.32 verifica-se que as concentracdes médias de acido galico e acido siringico
sdao bastante mais elevadas nos vinhos tintos face aos vinhos brancos, este resultado vai de

encontro ao relato por Neuza Paixa e colaboradores*®, e Hua Li e colaboradores®3.
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Tabela 3.32 Resumo dos dados estatisticos dos compostos fendlicos e aldeidos furanicos em vinho branco do Douro, com e sem

estagio em madeira, mg/L.

Vinho Douro Branco (madeira)

Vinho Douro Branco (sem madeira)

Min Max  Média SD Min Max Média SD

Acido galico 0,98 24,23 4,19 5,12 0,00 10,7 2,64 2,67
5-hidroximetilfurfural 0,00 0,93 0,26 0,37 0,00 3,77 0,44 0,75
Furfural 0,00 4,56 1,05 1,16 0,00 4,61 0,42 0,90
5-metilfurfural 0,00 1,26 0,12 0,29 0,00 2,41 0,44 0,44
Acido vanilico 0,00 3,45 0,44 1,00 0,00 3,81 0,63 1,30
Acido siringico 0,13 3,85 0,91 0,82 0,00 1,69 0,65 0,57
Siringaldeido 0,18 1,84 0,84 0,44 0,00 3,70 0,90 0,82
Acido ferulico 0,00 0,60 0,10 0,14 0,00 0,28 0,08 0,11

Coniferaldeido nd nd nd nd nd nd nd nd

Sinapaldeido nd nd nd nd nd nd nd nd

n.d—ndo detetado

Construiram-se diagramas de extremos e quartis para todos os compostos, comparando

desta maneira os vinhos que estagiaram em madeira e aqueles que ndo estagiaram.

Contrariamente ao vinho tinto do Douro, o vinho branco do Douro apresentou dois compostos

gue apresentam valores de concentracdo significativamente diferentes, dependendo do vinho

ter estado em contacto, ou ndo, com a madeira. Verificou-se assim, que os vinhos brancos que

estagiaram em madeira apresentam medianas de concentragdes significativamente mais altas

para o 5-metilfurfural (p-value de 0,03) e para o furfural (p-value de 0,01) quando aplicados testes

ndo paramétricos de medianas. O facto da composicao fendlica da uva branca ser bastante

inferior a das uvas tintas, aliado ao facto de a fermentac¢do do mosto branco ocorrer na auséncia

de peliculas e grainhas, pode estar a contribuir para que pequenas alteragdes na composicao do

vinho devido ao contacto com a madeira sejam significativamente notdveis, quando comparadas

com os resultados dos vinhos tintos!4.
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Figura 3.25 Diagramas de extremos e quartis do 5-metilfurfural e do acido vanilico para os dois grupos de vinho branco do Dour
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4 Conclusao

No ambito deste trabalho pretendia-se efetuar a otimizacdo e validacdo de um método
analitico de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detetor de rede de diodos (DAD) para
a determinacdo de acidos fendlicos, aldeidos fendlicos e aldeidos furdnicos em vinhos licorosos,
vinhos, bebidas espirituosas e aguardentes para elabora¢dao do vinho do Porto. Com a alteragao do
fluxo, gradiente e volume de amostra injetado foi possivel otimizar o método de forma a torna-lo
mais rapido, e capaz de quantificar 10 compostos em apenas 12 minutos. O método implementado
e aqui descrito é simples de executar e ndo envolve preparagdo das amostras. Este método mostrou-
se eficiente para a separacao e quantificacdo simultanea de acidos e aldeidos fendlicos, assim como
aldeidos furanicos nos diferentes tipos de bebidas estudadas.

A eficiéncia do método foi confirmada através da validacdo de vérios parametros de
desempenho, apresentado ampla gama de trabalho e linearidade satisfatérias para todos os
compostos em estudo. Os limites de detecdo e de quantificacdo foram apropriados para a
guantificacdo da maioria dos analitos nas amostras analisadas. O método apresenta ainda uma
repetibilidade e precisdo intermédia satisfatdria. Nos ensaios de recuperacao realizados, as taxas de
recuperacao obtidas encontram-se dentro do intervalo estipulado para a gama de concentracoes
analisada, podendo-se concluir que o método nao apresenta efeitos de matriz significativos e que
apresenta seletividade para a matriz analisada. Assim, o método pode ser facilmente empregue em
analises de rotina, isto é, no controlo de qualidade, de vinhos do Porto e Douro, bebidas espirituosas
e aguardentes.

Quanto ao estudo estatistico realizado com o objetivo de relacionar a composi¢dao dos vinhos
com o tempo de estdgio em madeira verifica-se que apenas alguns compostos variam o seu teor de
forma significativa consoante o tempo de contacto com madeira. Os vinhos do Porto designados
como Tawny’s, com indicacdo de idade, e os vinhos designados como colheita apresentaram valores
significativamente mais elevados para os aldeidos furanicos, o acido vanilico e o siringaldeido. O 4cido
siringico apresentou um comportamento contrario. Para o vinho tinto do Douro nao se verificou
nenhuma alteracdo significativa na sua composicdo face ao estagio em madeira. No entanto os vinhos
brancos do Douro que estagiaram em madeira apresentam um aumento significativo nos teores de

furfural e 5-metil-furfural.
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Todos os objetivos propostos neste trabalho foram atingidos e com resultados satisfatérios.
De salientar que, da revisao bibliografica realizada para este estudo, se constatou que o método
desenvolvido neste trabalho associado a técnica HPLC-DAD, mostrou ter o tempo de analise mais
curto, até a data.

Este trabalho tornou-se bastante enriquecedor, uma vez que foi possivel colocar em pratica
conhecimentos tedricos adquiridos durante a formagdo académica. O facto de ser realizado num
ambiente empresarial permitiu adquirir experiéncia laboratorial, uma maior autonomia e aperfeicoar
competéncias de investigacao.

De modo a que se possa dar continuidade a este estudo e porque existem inumeros
compostos fendlicos na composi¢dao do vinho, seria interessante tentar implementar e validar o
método para a determinacdo de mais compostos, nomeadamente a vanilina, a catequina e a

epicatequina.
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Anexos
Anexo A: Equagoes
Definicao Equagao N2
Forma algébrica da equagao de uma Onde: y resposta, b o declive, x o valor da concentragdo e a
reta = .
y=bx+a ordenada na origem. 15
Desvio padrao residual da curva de Onde:
. P (v:—V.)2
calibracgo Sy = 2iyi=y)* n- nimero de solugdes padrio 16
y/x n-2
xi- Valores iniciais do logaritmo da concentragdes
8 X- Valor médio do logaritmo da concentracgdo
Incerteza associada a ordenada na
. attg t- parametro t de student, para uma probabilidade de 95 % 17
origem @
yi- Valor da resposta para cada xi
s yi- Valor de y estimado, tendo em conta a equagdo da reta
i i 2/ b+t
Incerteza associada ao declive Sp = T i, 18

a —valor de ordenada na origem

b — valor de declive
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Anexo B: Valores de concentrac¢do de 5-hidroximetilfurfurale furfural obtidos por métodos/aparelhos diferentes

Tabela I: Valores de concentragdo em mg/L de 5-hidroximetilfurfural em amostras de vinho e bebidas espirituosas analisadas por diferentes

métodos
Matriz da amostra Data Concentracao obtida por HPLC- Concentracao obtida por HPLC-UV Diferenga entre as duas
DAD concentragoes
Vinho Tawny 23/01/2015 30,92 30 0,92
Colheita 1995 26/01/2015 77,91 82 4,09
Colheita 1996 26/01/2015 256,63 250 6,63
Armagnac 20/02/2015 15,72 14,5 1,22
Moscatel 13/02/2015 51,87 54 2,13
Porto tinto 26/02/2015 99,60 98 1,60
Colheita 1963 09/03/2015 110,05 108 2,05
Colheita 1992 17/03/2015 91,98 90 1,97
Colheita 71 17/03/2015 115,15 118 2,85
Vinho 30 anos 20/03/2015 194,43 192,00 2,43
Vinho 30 anos 31/03/2015 54,30 53 1,30
Vinho 40 anos 31/03/2015 83,86 83,78 0,08
Vinho 20 anos 31/03/2015 90,03 90,01 0,02
Vinho 30 anos 31/03/2015 68,26 70,97 2,71
Colheita 1995 01/04/2015 74,11 73,97 0,13
Vinho 20 anos 01/04/2015 78,58 78,7 0,12
Vinho do Porto branco  01/04/2015 41,56 40,91 0,65
Colheita 2005 10/04/2015 10,73 9,62 1,11
Vinho 10 anos 10/04/2015 63,50 59,31 4,19
Vinho 40 anos 10/04/2015 113,28 113,04 0,23
Tawny 10/04/2015 5,64 4,7 0,94
Tawny 10/04/2015 6,66 4,93 1,73
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Tawny 10/04/2015 18,10 15,44 2,66
Vinho 40 anos 10/04/2015 78,84 77,22 1,62
Vinho 10 anos 10/04/2015 61,74 60,9 0,84
Vinho 10 anos 10/04/2015 35,13 33,75 1,38
Colheita 2000 13/04/2015 32,83 31,71 1,12
Vinho 20 anos 13/04/2015 45,86 44,81 1,05
Vinho 40 anos 13/04/2015 102,70 101,17 1,52
Vinho 20 anos 13/04/2015 54,24 57,7 3,46
Colheita 2005 14/04/2015 21,63 20,74 0,89
Vinho 20 anos 14/04/2015 51,02 49,61 1,41
Vinho 10 anos 15/04/2015 25,00 23,74 1,26
Vinho 10 anos 16/04/2015 18,40 17,78 0,61

Tawny tinto 16/04/2015 5,46 4,45 1,01
Vinho 20 anos 16/04/2015 25,00 25,48 0,48
Colheita 1976 17/04/2015 61,64 59,43 2,21
Vinho 40 anos 17/04/2015 131,71 129,62 2,09

Vinho +40 anos 20/04/2015 337,00 352,03 15,03
Vinho 10 anos 20/04/2015 27,59 25,61 1,98
Vinho + 6 anos 20/04/2015 4,10 3,08 1,02

Vintage 1999 20/04/2015 12,20 11,06 1,14
Vinho 10 anos 24/04/2015 8,89 11,29 2,40
Vinho +6 anos 24/04/2015 107,34 104,73 2,61
Vinho + 6 anos 24/04/2015 77,55 75,12 2,42
Vinho 10 anos 24/04/2015 44,45 40,2 4,25
Vinho 20 anos 08/05/2015 97,87 94,57 3,30
Vinho 30 anos 24/04/2015 81,08 93,6 12,52
Vinho 40 anos 24/04/2015 109,81 105,64 4,17

Tawny 28/04/2015 33,17 30,9 2,27
Vinho 30 anos 24/04/2015 81,08 76,68 4,40

Colheita 29/04/2015 125,79 121,79 3,99
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Tawny 08/05/2015 19,31 17,88 1,43
Colheita 08/05/2015 167,51 161,05 6,46

Vinho 40 anos 08/05/2015 44,24 43,1 1,14
Colheita 08/05/2015 12,85 10,75 2,10
Colheita 08/05/2015 17,85 15,59 2,26

Vinho do Porto branco  08/05/2015 23,93 21,71 2,22
Tawny 08/05/2015 26,47 23,58 2,89

Vinho +40 anos 03/06/2015 62,96 61,66 1,30
Vinho +6 anos 03/06/2015 9,87 8,23 1,64
Vinho do Porto branco  08/05/2015 23,93 21,71 2,22
Tawny 08/05/2015 26,47 23,58 2,89

Tabela II: Valores de concentragdo em mg/L de furfural em amostras de vinho e bebidas espirituosas analisadas por diferentes métodos

Matriz da amostra Data Concentracao obtida por HPLC  Concentragao obtida por GC Diferenca entre as duas concentrag¢des
Ensaio-outro produto  29/01/2015 8,12 6,8 1,32
Bebida espirituosa 29/01/2015 2,02 3,8 1,79
Aguardente 29/01/2015 8,11 8,3 0,20
Whisky 02/02/2015 6,97 8,8 1,84
Calvados 02/02/2015 1,69 1,1 0,59
Brandy 40 % 02/02/2015 3,48 2,1 1,38
Whisky 02/02/2015 2,16 1,3 0,86
Rum 02/02/2015 0,84 0,6 0,24
Whisky 02/02/2015 1,95 1,3 0,65
Bebida espirituosa 02/02/2015 4,88 4,4 0,48
Aguardente 02/02/2015 1,15 0,9 0,25
Outro produto 13/02/2015 1,85 2,4 0,55
Bebida espirituosa 18/02/2015 6,28 5,8 0,48
Aguardente 02/03/2015 6,33 5,7 1,13
Porto destilado 04/03/2015 6,05 4,2 1,85
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Bebida espirituosa 09/03/2015 1,14 0,9 0,24
Aguardente 13/03/2015 8,35 7,2 1,15
Bebida espirituosa 13/03/2015 2,46 2,3 0,16
Bebida espirituosa 13/03/2015 6,20 5,3 0,90
Bebida espirituosa 19/03/2015 3,74 3,1 0,64
Aguardente 26/03/2015 6,96 5,7 1,26
Aguardente 26/03/2015 1,00 0,8 0,20
Aguardente 26/03/2015 0,44 0,5 0,06
Aguardente 26/03/2015 0,44 0,3 0,14
Bebida espirituosa 26/03/2015 1,53 1,3 0,23
Bebida espirituosa 31/03/2015 4,01 3,7 0,31
Aguardente 31/03/2015 1,26 1,2 0,05
Bebida espirituosa 10/04/2015 3,30 2,9 0,40
Aguardente 13/04/2015 0,42 0,5 0,08
Aguardente 13/04/2015 0,33 0,4 0,07
Bebida espirituosa 20/04/2015 2,79 2,9 0,12
Aguardente 20/04/2015 0,22 0,40 0,18
Aguardente 20/04/2015 0,32 0,30 0,02
Aguardente 29/04/2015 1,40 1,4 0,00
Aguardente 29/04/2015 1,14 1,4 0,27
Aguardente 29/04/2015 0,96 0,9 0,05
Aguardente 13/05/2015 0,39 0,6 0,22
Aguardente 13/05/2015 0,36 0,5 0,15
Aguardente 13/05/2015 0,25 0,4 0,15
Aguardente 13/05/2015 0,22 0,4 0,18
Bebida espirituosa 25/05/2015 0,42 0,4 0,02
Bebida espirituosa 29/04/2015 7,11 7,1 0,01
Aguardente 05/06/2015 0,40 0,7 0,31
Aguardente 05/06/2015 4,32 5,2 0,88
Aguardente 05/06/2015 0,64 0,6 0,04
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Aguardente 05/06/2015 0,46 0,9 0,44
Aguardente 05/06/2015 0,90 0,6 0,30
Aguardente 29/06/2015 3,01 2,8 0,21

Anexos C: Cartas de controlo das solugbes padroes de verificagdao (PlimQ e P5v)
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Figura I: Cartas de controlo do composto acido gélico para os padrdes extremos; n=20, concentra¢cdo em mg/L
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PlimQ do Furfural P5v Furfural
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Figura II: Cartas de controlo do composto furfural para os padrdes extremos; n=20, concentracdo em mg/L
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Figura Ill: Cartas de controlo do composto 5-metil.furfural para os padrdes extremos n=20, concentragdo em mg/L
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Plim Q acido Vanilico

P5 acido vanilico
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Figura IV: Cartas de controlo do composto 4cido vanilico para os padrdes extremos; n=20, concentragdo em mg/L
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Figura V: Cartas de controlo do composto acido siringico para os padrées extremos; n=20, concentra¢do em mg/L
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PlimQ Siringaldeido

P5v Siringaldeido
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Figura VI: Cartas de controlo do composto siringaldeido para os padrdes extremos; n=20, concentra¢do em mg/L
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Figura VII: Cartas de controlo do composto acido ferulico para os padrdes extremos; n=20, concentragdo em mg/L
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PlimQ Coniferandeido P5v Coniferaldeido
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Figura VII: Cartas de controlo do composto coniferaldeido para os padrdes extremos; n=20, concentragdo em mg/L
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Figura IX: Cartas de controlo do composto sinapaldeido para os padrdes extremos; n=20, concentra¢do em mg/L



Anexos 2015

Anexo D: Calculo de Incerteza

A incerteza dos resultados foi estimada usando os valores de concentracdo e desvio padrdo respetivos obtidos pelo estudo da precisdo

intermédia (PI) para os diferentes analitos. A titulo de exemplo utilizou-se os resultados do acido galico.

Tabela I: Calculos para incerteza combinada e incerteza expandida para os resultados de acido galico

mg/| mg/| Adimensional % %
Concentragdo Desvio padréo Pl RSD = ; % 100 Up Uexp=u * k * 100 _ U;xp/ Uexp X 100
(x) (s) - j(mle%mf o = " /100

1,28 0,058 4,53 0,054 10,7 0,14

4,99 0,29 5,71 0,064 12,8 0,64

11,5 0,21 1,83 0,034 6,8 0,79

15,25 0,20 1,34 0,032 6,4 0,97 13
15,69 0,58 3,68 0,047 9,4 1,47

26,16 0,25 0,94 0,030 6,1 1,59
40,49 0,48 1,17 0,031 6,2 2,52

u= Incerteza combinada; Uexp = incerteza expandida; U ;= Incerteza calculada; k= fator de expansdo (k=2); Tolerancia= 0,05

Tabela II: Incerteza expandida em percentagem para os resultados dos diferentes analitos

Analito Acido 5-hidroximetilfurfural Furfural 5-metilfurfural Acido Acido Siringaldeido Acido Coniferaldeido Sinapaldeido
galico vanilico siringico ferulico
Incerteza +13 +13 +15 +15 +14 +14 +17 +13 +13 +15
(%)
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Anexos E: Graficos da analise estatistica
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Figura X: Comparacgdo dos 3 grupos de vinhos do Porto através de diagramas de extremos e quartis para o acido galico, acido ferulico, coniferaldeido e sinapaldeido
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Figura XI: Comparacdo dos diferentes vinhos com indicagdo de idade através de diagramas de extremos e quartis para o coniferaldeido e sinapaldeido
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