Novos Equipamentos
ao Servico do Controlo de
Produtos Enolégicos

Silva Ferreira —
ec gia - Uni
- Portugal -

Contributo das novas Tecnologias na aferigdo da Autenticidade
do Vinho: Estratégias, Riscos e Oportunidades.

% A lonizagéo a pressdo atmosférica: Selectividade e
Sensibilidade

Caracterizagdo por um nimero reduzido de atributos

% Analise Multivariada : “Anatomia do Vinho”

Caracterizagdo por um elevado nimero de atributos

KRR

St desgires saber se ao teu vinko for ou nio
adicionada dgua, usa uma taga pegquend de maryin.
Encha-a com o vinho que pensas ter sido adulterado.

Caso tenha sido adicionado dgua, o vinho serid
absorvido pela taga ficando so a dgua pois uma taga

de marfim ndo retém o vinto...”




Definicao do dicionario

Autenticidade é ...

... “Qualidade do que é conforme a verdade ;

veracidade ;” ... “Qualidade de uma obra que

comprovadamente pertence ao autor a que é
atribuida ”...

In Porto Editora Dic 2007
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Qualidade tecnolégica @

Conjunto de parédmetros _

fisico-quimicas, que

permitem distinguir

o produto e que
sendo respeitados

inviabilizam o seu

Consumo !




1- Identificar :

Cartografia

2 - Quantificar :

Topografia

Qualidade tecnolégica : Detectores @

KRR




UV-Visivel :
Absorgao Molecular

Fluorescéncia

Infra-Vermelho




Fase Estacionaria

RPNV,

Fase Estacionaria

 separar 02 mattiz..

Sensibilidade @

Fase Estacionaria
;}I“‘ PN

w33
Fase Estacionaria

Gradlente na : elhor Sevaracao

Sensibilidade @

Maior Sensibilidade




Deteccao por Espectrometria
de Massa :

« Alta selectividade

» Elevada sensibilidade

Cadeia de Analise: MS @

Separacao
lonizacao

Interpretagéo

“Um sistema analitico
que permite
determinar o peso
molecular de

substancias

quimicas...
... por separagéo de
fragmentos idnicos em  —,
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lon Source  Mass Analyzer Detector

lonizacao : GC @

Substancias volateis...
2

lonizacao : GC @
RIRCRNZLE  El: Impacto Electronico

BC *+D

A*+BCD* A +BCD*

ABCD + e~ =—> ABCD'* + 2e ~=-» DBC'*

(~70 eV ; 6700 kJ/mol)
AB *+CD' CD*+AB*

C+D* C*+D A*+B A+B*




El: Impacto Electronico

-
BC

-

Processo de fragmentagao @

RRORNZL £l Impacto Electronico

“Base Pic”

Abundéncia Fragmentation DBC*
(“product lons”) “Molecular

BC + " lon”
(“Precursor”)

cb- BCD' | ABCD"

N e e R B R —
m/z

...Como aceder ao potencial do MS

em substdncias NAO volateis...
7




i Como Introduzir

Carga

lonizagéo : LC @

66666

aaaaaaaa

Electrospray lonization
ESI




John Fenn and co-workers first published the successful ionization of
large synthetic polymers (PEGs), and subsequently proteins, using the
electrospray ionization (ESI) technique in the late 1980's while working at
Yale University. Fenn’s work built on that of Malcolm Dole from Northwestern
University in the late 1960's. Fenn added a counter-current dry gas to assist
with the drying of the electrosprayed droplets that greatly assisted in the
formation and detection of ions.

9127110

Etapas no Processo Electrospray@

KRR
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Etapas no Processo Electrospray@

“Explosao

Coulémbica”
<+—— Agulha Spray P
rovoca...

“Spray” de
particulas
carregadas

+«—— Cone de “Taylor”

Goticulas pequenas




Gas Secagem tem 2 Fungodes

1. Redugéo Tamanho da
I Gota (dessolvatagéo)

Heater

N, Gas Secagem

Droplets

Capilar

Camara
Vaporizagao

ESI lonizagao : Molécula @

Molecula loniza-se na fase movel

Ganho Protdo M+ H* — [M+H]*
1do (+)

(BNa'S_ES) Adigao de Catido [M+K]* [M+Na]*[M+NH,]*

Perda Protéao M — H*+ [M]

130 (-)
 Acidos Adicdo de Anido M +A- — [M+A]




FM. + Escolha polaridade ¢ pH

* Amostras Base (péptidos arg

* Diminuir pH Acido 0
Acido Férmico
Acido Trifluoracético

* pH Fase mével 2 unidades < pKa Amostra

* Amostras Acidas (s part., glutamato...)
* Aumentar pH Hidréxido de Amoénia

* pH Fase mével 2 unidades > pKa Amostra

Amostras Neutras : APCI

ALABE

Atmospheric Pressure

Chemical lonization
APCI

SIM SE Moléculas pequenas nao-polares ou
moderadamente polares

SIM SE Moléculas com heteroatomos.
NAO SE amostras carregadas em solugéo

NAO SE amostras termo instaveis ou
fotossensiveis




» Vaporiza Rapidamente fase mével

Etapas no Processo APCI (1)

* Vaporiza Rapidamente fase moével

* lonizagdo moléculas de solvente pela
descarga corona

Vaporizacdo APCI| @

Gas : Nublizag]

» Etapa #1: Nublizagao
— Nebulizag&o aumenta
oracio Area/Volume




APCI : € uma reacgao na fase
gasosa

Analito deve estar disponivel
na forma molecular estavel na
fase gasosa

Componentes da matriz
podem sofrer evaporagéo
destrutiva

Evaporagdo depende de Gas
Auxiliar muito Quente

Vaporizagao

Agulha “Corona”

Fluxo do gés ﬁe secagem
APCICESI

ARRYV

Os gases de
Nublizagdo e auxiliar
alem da fase mével e
moléculas no estado
gasoso entram na
camara APCI

lonizagdo Quimica
Ocorre entre a agulha
Coronae o

Spra




Inicia-se a lonizagdo com impacto de
electrdes da agulha corona nos gases
abundantes neutros abundante...

e’ + N, = Nyf +2¢e

N+ Ny = [N

Processo lonizagéo APCI &

Cascata de reaccdes de transferéncia
de carga para a fase movel exemplo da
H,O...

N, + H,0O — 2N, + H,0*

H,O0* + H,0 — [H;0%(H,O cluster) + OH-

Processo lonizagéo APCI &

Cascata de reaccdes de transferéncia
de carga da H,O para Solvente
Orgénico metanol...

Hy,0*+ CH,OH — |CH;OH,*| +H,0




Cascata de reaccdes de transferéncia
de carga para o Analito...

CH,OH,* + M — + CH,OH

Reaccdes lao-Molécula APC| @

RRANZL Mediacao do Solvente
lao (+) APCI
— Transferéncia de Protdo (Ganho) : H,0" + M — (M+H)" + H,0
+ também ... CH,OH,", CH,CNH", NH,"
- Ligaggo de Aducto : NH,” + M — (M+ NH,)"
« também ... CH,OH,", CH,CNH", H,0" N2 — NH4

N2 — H20

— Troca de Carga: CH,CN* + M — M* + CH,CN

150 (-) APCI

— Transferéncia de Protéo (Perda) : OH" + M — (M-H) + H,O
« também ... CH;0 ", CH,CN ~

— Ligagéo de Aducto : CH;COO™ + M — (M+ CH;COO)
+ também ... CI', HCOO

— Captura de Electrdo

+ Sem Aditivos (aquosa/organica):
— APCI (+) - [CH;0H,J*
- APCI (-) -0,

» Com Aditivos, 1o mais fraco do reagente é o dominante...
— APCI (+) -NH,*
- APCI (-) - CH,CO00"

* Aacidez (ou bas.) relativa na fase gasosa é critica em CI




LD - Limite de detecgéo

Rejeicéo '—.‘7 LD1 () > [ X} 4’@

Controlo Entrada

Mercado LD2 (i)>[Y] Andlise Substancia (i)

Autenticidade @

Exemplos Adulteracao de Bebidas Alcodlicas
Adicdo de ingredientes mais baratos (agua, agucar, alcool)

Adigao de Corantes e Aromatizantes

Adicao de outros compostos com “actividade sensorial”: Glicerol

“Blending” com produtos mais baratos
Indicacéo de Idade

Origem Geografica
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Detecgao de adigéo de Glicerol ao Vinho

Vinho

IRMS e/ou GC-IRMS Analises de impurezas
por GC-MS

analise

,—/\—1
 [Clem3-MPDeCycD )

.
Cacrec, 1807150 )
~ " "~ R —

Derivatisagdo

Quantitativa 2H-NMR (SNIF-NMR®)

—
O, OH), OH), >

ALABE

“Glycérinage ou GchéroIage”@

Glucose
AP

ADP+PI

Glucose-B-fosfato

ATP ADPPI

O glicerol forma-se no Frutose X  oneb e

ADP+PI

inicio da fermentacéo mse,l.s,d.msfam
. ido-3-fosfato = D fosfato
alcodlica; os 1°s 50 ADRiRI |, NAD® < > NAOH
9 S S S|

- P 1 Acido 3-fosfoglicérico  Glicerofosfato
agucares originam 23 1 EHZO
Acido 2-fosfoglicérico HiPO,

desta molécula no vinho ) greere!
Acido fosfoenalpirivico

Acido pirdvico

ALABE

“Glycérinage ou GchéroIage”@

O glicerol forma-se no inicio da fermentacédo
alcodlica; os 1°s 50g agucares originam 2 desta

molécula no vinho ...

* Glicerol : 6,5 a 10% massa vinho

* Glicerol : 6-10g / 100g etanol 8,4g média

(1/10 a 1/15 do peso em alcool)

* Glicerol / Etanol ~ 6 % (> 11 % fraude)




licerol e 2,3 - Butanediol
spectofotometro 300 - 700 nm

2,3-Butanediol Glicerol e 2,3 - Butanediol

Determinagao Método Determinagéo Titulagao

fotométrica enzimatico fotométrica Periodimetria

Resultados Resultados Resultados Resultados
alL alL a/lL alL

Adigdo de glicerol produzido a partir de
gordura e/ou de petréleo

contéem o metoxi-1,2-propanediol (3-MPD) e
glicerol diciclico.

Estes compostos sdo inexistentes no vinho.

Diglicerina Ciclica: 3-MPD e CycD @
KRR

3-Metoxi-propanediol (3-MPD)

RegERS!

oH cis,trans-2-hidroximetil-1,4-dioxepane

OH
Eaj” oo\ J"  cistrans-2,5-bis-hidroximeti-1,4-dioxane

OH

HO
Yﬁﬁ\ cis,trans-2,6-bis-hidroximetil-1,4-dioxane




“Salting out” : Adigao de K,COg;

Extracgao Liquido - Liquido : Eter dietilico;

Andlise por GC-MS numa coluna polar (FFAO/

CW20M);

Detecgédo por espectrometria de massa
— Selected-ion monitoring (SIM) mode : Q
— Full Scan : ITD

— Quantificagdo m/z=57

Método analise 3-MPD e CycDs : GCMS @

Solugédo a 20 °C
num banho agua

Agitar 5 min

a 4000 rpm ;5 min

Referéncia 4.0
mg/L

Vinho Contaminado
1.4 mg/L




Desenvolvimento Método
Quantificagdo de 3-MPD e

CycDs por
LC-MSMS ESI (+)

Método analise 3-MPD e CycDs : LCMSMS @

ll]l]m Extragéo : Solid Phase
Extraction

Eluigao :
Metanol 4 ml

Método analise 3-MPD e CycDs : LCMSMS @

KRR

Instrument parameters 3-MPD CycDs

Polarity Positive Positive

API drying gas 19 psi at 250 °C 19 psi at 350 °C
API chamber temperature 50 °C 50 °C

API nebulizing gas Air 51 psi Air 51 psi
Capillary voltage +20V +20V

Q2 collision cell pressure  Argon 1.30 mtorr Argon 1.30 mtorr
Collision energy (V) 50V 50V

LC flow 0.3 ml/min 0.3 mli/min
Mobile phase MetOH/H,0 (80/20 v/v) MetOH/H;0 (80/20 v/v)
Scan time 0,2 sec. 0,2 sec.

Needle voltage 4500 V 4500 V

Shield voltage 600 V 600 V

Detector volage Positive Extended Dynamic Positive Extended Dynamic
Range
149

Precursor ion (m/z)




3-MPD

OH
« Vinho Branco
HO\//L\/O\CH.,

« Intervalo Concentragdo 0,1 - 1,4 mg/L;

- 0’9992 - -

[3-MPD] = 0,30 mg/L
Curva Calibragao

- T, W, G = CycDs
JLCREN v

« Vinho Branco
« Intervalo Concentragéo 0,1 — 2, mg/L
CycDs

¥= 72908 + 22965

PA: Preparagdo Amostra Limite de Detecgéo

DS - Detecgao Sistema

130 min
0,10 mg/L | 0,05 mg/L

o vezes

@@@W )

0,03 mg/L | 0,05 mg/L




Antocianina da
baga de
sabugueiro

Malvidina-glucésido

Cianidina-
sambubiosido

* Malvidin-3,5-diglucoside o

» Hibridos brancos

* antranilato de metilo (Power et Chesnut, 1921)
» o-aminoacetofenona (Acree et al., 1990)
* Furaneol (Rapp et al., 1980)

Malvidina diglucosideo (OIV) &

ARRY

Método de referéncia (OIV):
» Malvidin diglucosideo, oxida-se na presenca de acido nitrico;

« Emite uma cor verde viva (fluorescente) quando exposta a
uma luz ultravioleta;

» Alintensidade da cor fluorescente e medida pela comparacao
com a fluorescéncia de uma solugao titulada com sulfato de
quinino.




Mass spectra of anthocyanins collected over CE peaks (Dornfelder 2000)

Malvidin-3 5-diGlucoside: Peonidin-3,5-diGlucoside
e 655050 THQI0 3152

I15-340)
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Certificacao Multivariada

Sensores Inferenciais




idade da Uva

Scattering

Processamento Multivariado: Vis-NIR @

]

]

Filtrar Erros
de Sinal/Luz Externa

Correcgao de

angulo e posigao




Analise do espectro

O Que é Sinal ? O que é Ruido ?
Vamos comparar1a1 ??

3648 variaveis diferentes... em
Espectro 50 espectros
Corrigido

C=1

n!
Tn-p) ™ p'Tt 33 260 900

Processamento Multivariado: Algoritmo @

ARV Analise do espectro

Determinar o primeiro valor préprio da matrix por
icéo de valores sil

9127110 ALABE

Processamento Multivariado: Vis-NIR @

I P \W Reducio de dimensodes e

categorizagao : HPLC

Cada ponto é um ESpectro...




Reducio de dimensodes e
categorizagao : HPLC

90.995% de compressio de dados

B Vo ds s i Bl
Hiior Resolngzo

Processamento Multivariado: HPLC @

I ' W Reducio de dimensodes e

categorizagao : HPLC

Relagdo com dados quimicos...

)

Degree Brix

Carotenes

Colour—‘

Maturagdo d
Descriminagao

das

. Maturagio B _ Diferentes

Maturagoes!




ldade do vinlho do Porto
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Processamento Multivariado : FID @

I P \W Reducio de dimensodes e

categorizacgao : FID

Processamento Multivariado : FID @




Carta de Controlo

Multivariado
Sensores Quantitativos

o A OB

Amostras Fora

Sensores - ] : de Controlo

Inferenciais

P Controlo (90 e 95%)

Sensores Categoricos




