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Resumo

Varios trabalhos tém sido publicados sobre a composicao mineral dos vinhos.
Dos elementos mais estudados, destacam-se cobre e ferro (em vinhos e aguardentes)
e sodio unicamente nos vinhos.

No presente trabalho, as determinagbGes analiticas destes metais, foram
realizadas por Espetrofotometria de Absorgdao Atdmica (EAA) por chama, em Vinho da
Madeira e Rum da Madeira (este ultimo pela primeira vez). As implementacdes das
metodologias da OIV apresentaram uma boa linearidade (R*> 0,999), alta sensibilidade
e precisdo (boa repetibilidade e reprodutibilidade). As taxas de recuperacdo foram
proximas dos 100 %. Uma vez validada e analisada a aplicabilidade das metodologias
nas duas matrizes em estudo, foram estudadas as variacdes nos teores dos elementos
referidos acima em amostras de Vinho da Madeira (41 amostras) e Rum da Madeira
(34 amostras) com base em trés parametros. Os resultados obtidos por EAA foram
também comparados com os resultados por colorimetria para o cobre e ferro em
Vinho da Madeira.

No Vinho da Madeira observou-se que apenas um dos produtores tem registos
superiores ao limite maximo recomendado pela OIV para o cobre e sddio. O grau de
docura dos vinhos e a idade sdo varidveis a ter em consideracdo, sendo que vinhos
mais doces e com um envelhecimento mais prolongado, sdo os que apresentam
maiores teores de cobre, ferro e sddio.

Nas amostras de Rum da Madeira, a concentra¢dao de cobre é cerca de trés
vezes superior a do ferro, sendo as amostras de Rum da Madeira Natural aquelas que
mais contribuem para esta situagdo. A nivel do processo de maturacdao em casco,
ambos os metais registam tendéncia crescente, mais significativa nos primeiros anos
de envelhecimento.

A comparacgao dos resultados por EAA e por colorimetria em Vinho da Madeira
demonstram que os valores quantificados s3do tendencialmente superiores na

colorimetria para os dois elementos em andlise.

Palavras-Chave: Vinho da Madeira; Rum da Madeira; Metais; Espetrofotometria de

Absorcao Atdmica, Colorimetria
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Abstract

Several papers have been published on the mineral composition of wines.
Among the most studied elements, copper and iron (in wines and spirits beverages)

and sodium are only prominent in wines.

In the present work, the analytical determinations of these metals were
performed by Flame Atomic Absorption Spectrometry (AAS) in Madeira Wine and Rum
of Madeira (the latter for the first time). The implementations of the OIV
methodologies presented good linearity (R*> 0.999), high sensitivity and precision
(good repeatability and reproducibility). Recovery rates were close to 100%. Once
validated and analyzed the applicability of the same in the two matrices under study,
the variations in the contents of the mentioned elements were studied in samples of
Madeira Wine (41 bottles) and Rum of Madeira (34 bottles) based on three
parameters. The results obtained by AAS were also compared with the results by

colorimetry for copper and iron in Madeira Wine.

In Madeira Wine it was observed that only one of the producers has
registrations above the maximum limit recommended by the OIV for copper and
sodium. The degree of sweetness of wines and age are variables to be taken into
consideration, with sweeter wines with a longer ageing, which have higher copper,

iron and sodium contents.

In Rum of Madeira, the concentration of copper is about three times higher
than that of iron, and the samples of Rum Natural are the ones that contribute most to
this situation. In the oak wood maturation process, both metals have a growing

tendency, more significant in the first years of ageing.

The comparison of the results by AAS and colorimetry in Madeira Wine shows
that the quantified values tend to be higher in the colorimetry for the two elements

under analysis.

Keywords: Madeira Wine; Rum of Madeira; Metals; Atomic Absorption

Spectrophotometry, Colorimetry
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1. Ambito e Obijetivos

Diversos elementos presentes na composi¢cdo mineral de um vinho representam do
ponto de vista da investigacdo em Quimica Enoldgica, diferentes graus de importancia
de acordo com as concentragdes presentes. A determinagdao dos teores de alguns
desses elementos, nomeadamente cobre e ferro é essencial para o controlo das suas
concentragdes, de modo a garantir a seguran¢a e qualidade do produto. Nesse
sentido, a OIV (Organizagao Internacional da Vinha e do Vinho), tem estabelecido
restricGes progressivamente mais exigentes a nivel quantitativo para estes elementos
(1).

Para além da importancia do controlo destes parametros, de modo a constatar o
cumprimento das normas em vigor, a determinagao da composicdo mineral de um
vinho pode representar igualmente um excelente parametro identificador da origem
geografica das uvas utilizadas na producdo dos vinhos, contribuindo de forma
substancial na caracterizagao e diferenciagao de vinhos (2-5).

Até a data, apenas um artigo documenta os teores de alguns destes elementos no
Vinho da Madeira, homeadamente a andlise de cerca de 21 amostras de vinho.
Relativamente ao Rum da Madeira, ndao existem dados publicados sobre teores de
metais nesta matriz, pelo que o presente trabalho foca-se na implementagcao de uma
metodologia analitica que permitisse fazer um screening de alguns destes elementos
em amostras destas duas matrizes: Vinho da Madeira e Rum da Madeira.

O trabalho desenvolvido contempla os seguintes objetivos: primeiro, as
padroniza¢des e validagdes das metodologias para os trés metais na matriz Vinho da
Madeira (sddio, cobre e ferro) e dois metais na matriz de Rum da Madeira (cobre e
ferro), isto de modo a futuramente tornar-se um método de rotina nos dois produtos;
em segundo lugar, a determinacdo destes metais em amostras correntes para o estudo
das variacoes registadas nos teores de cobre, ferro e sédio nas duas bebidas com base
em trés varidveis de estudo, através de Espetrofotometria de Absor¢do Atémica (EAA).
A escolha para o estudo nestas matrizes, deriva da importancia que estes produtos

representam para a economia e imagem internacional da Regido, razao pela qual tém
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vindo a ser objeto de varios estudos de caracterizacdo e sobretudo da anadlise de
processos para que sejam produtos cada vez mais evoluidos e que correspondam aos
mais altos padrdes de qualidade quer determinados pelas autoridades regionais e
nacionais quer aos requisitos da Unido Europeia (EU) e da OIV. Os problemas de ordem
toxicoldgica constatados para os vinhos e para as bebidas espirituosas determinam
que metais, tais como cobre e ferro, representam elementos potenciais com
implicacdes na qualidade dos respetivos produtos nomeadamente pelo aparecimento
de casses cupricas e férricas e, dessa forma, escolhidos para este estudo dos metais
pela primeira vez analisados em diferentes varidveis de estudo. Especificamente no
ambito da Quimica Enoldgica, o sédio é de especial interesse uma vez que representa
um possivel indicador de acdes enolégicas ndo regulamentadas com influéncia nas
caracteristicas gustativas do vinho. Atualmente e a nivel regional, ndo existe forma de
determinar os teores destes elementos, ndo sendo possivel constatar o cumprimento
dos limites impostos ou recomendados para os vinhos fortificados e para bebidas
espirituosas. Esta situacdo representa uma caréncia no setor vitivinicola e das bebidas
espirituosas, preponderantes na economia da Regido Auténoma da Madeira (RAM),
pretendendo este trabalho suprimi-la. Foi ainda analisado a viabilidade da aplicagao
dos métodos e respetivas condicdes analiticas e instrumentais implementados para o
Vinho da Madeira no caso do Rum da Madeira, nomeadamente na determinacao de
cobre e ferro. Por fim, comparou-se os resultados obtidos por Espetrofotometria de
Absorcao Atdmica (método oficial da OIV) e o método por Colorimetria (método
alternativo também reconhecido pela OIV e amplamente utilizado no sector
vitivinicola), para quantificar cobre e ferro em amostras de Vinho da Madeira.

Este trabalho foi desenvolvido em colaboracdo com o Instituto do Vinho, do
Bordado e do Artesanato da Madeira, IP-RAM (IVBAM, |IP-RAM) e realizado nas

instalacdes do Laboratério Vitivinicola deste Organismo.
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2. Vinho da Madeira

2.1. Definigdo e Caracterizagao do Vinho da Madeira

O Vinho da Madeira é uma bebida alcodlica fortificada/licorosa com um teor
alcodlico entre 17 e 22% vol.. Desde o século XV até os tempos mais recentes, o Vinho
da Madeira representa um produto de exceléncia, internacionalmente reconhecido,
ndo apenas pelo seu contexto histérico mas também devido as suas caracteristicas
singulares, representando um produto com um valor significativo para a balanca
comercial da RAM (Portugal). As suas caracteristicas, isto é, os sabores e aromas
acentuados e intensos fazem com que esta bebida tenha uma grande versatilidade,
permitindo-lhe ser servida como aperitivo, digestivo ou ainda no acompanhamento de
refeicOes especificas. De destacar também a sua elevada longevidade, mesmo apds a

abertura da garrafa contrariamente aos vinhos tranquilos.

As particularidades evidenciadas pelo Vinho da Madeira resultam, em parte de
alguns aspetos como a localizagdo geografica da regido, o seu solo de origem basaltica,
a proximidade do mar e as condi¢cdes climdticas subtropicais (temperatura e
humidade). Outro fatores com influéncia nas caracteristicas singulares demonstradas
por este vinho prende-se com as condic¢des de vinificacdo e com o proprio processo de
envelhecimento. O Vinho da Madeira pode ser produzido a partir de uma grande
variedade de castas pertencentes a espécie Vitis Vinifera L. (6), dividindo-se estas em
dois grandes grupos: o grupo das castas recomendadas e o grupo das castas
autorizadas. No grupo das castas recomendadas destacam-se a Malvasia, o Verdelho, o
Bual, o Terrantez e o Sercial. J& a casta tinta recomendada mais utilizada é a Tinta

Negra.

2.2. Producao e Envelhecimento do Vinho da Madeira

O processo de vinificacdo do Vinho da Madeira é impar, sendo um dos factores que
para além do tipo de envelhecimento a que este vinho é sujeito, permite-lhe alcancar

um perfil aromatico unico.
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Apds as habituais etapas de colheita e processamento da uva, o mosto atinge a
fase fermentativa. O periodo de extensdo da fermentacdo é definido com base na
variedade de uva e no tipo de vinho desejado, nomeadamente o grau de docgura,
obtendo-se quatro estilos diferentes: vinhos secos (49,1 g/L), meio secos (64,8 g/L),
meio doces (80 g/L) e doces (96,1 g/L). Ao atingir os valores de densidade e de grau
baumé desejados em fungdo do tipo de dogura pretendido, a fermentacdo é
interrompida pela adi¢do de alcool vinico (com um teor em alcool minimo de 96% em
volume), elevando dessa forma o grau alcodlico do vinho para teores entre 17 e 22 %

vol. (7).

J& quanto ao envelhecimento, este pode ocorrer por dois processos distintos: o
processo de canteiro e o processo de estufagem. No caso do envelhecimento por
canteiro, os vinhos selecionados sao envelhecidos em cascos, normalmente nas zonas
dos armazéns mais altas (por atingirem temperaturas mais elevadas) e onde se
mantém por um periodo minimo de trés anos. O envelhecimento oxidativo em casco a
gue estes vinhos estdo sujeitos faz com que desenvolvam aromas intensos e
complexos. J& no processo de envelhecimento por estufagem, o vinho é submetido a
um envelhecimento térmico acelerado, ndo oxidativo, por um periodo nunca inferior a

trés meses, a uma temperatura entre os 45 e 50° Celsius.

Estes processos representam uma diferenciacdo que faz do Vinho da Madeira um

vinho distinto (6,8,9).

2.3. Investigacdo cientifica sobre o Vinho da Madeira

O Vinho da Madeira constitui um produto altamente valorizado, quer pelas
empresas produtoras desta bebida, quer para a prépria imagem da Madeira enquanto

destino turistico.

Por outro lado, este vinho tem constituido uma base importante para os estudos
cientificos desenvolvidos por investigadores da regido, atendendo a complexidade do
produto. Alids, os trabalhos cientificos sobre o Vinho da Madeira tém registado um

aumento significativo nos ultimos anos, promovendo deste modo um melhor
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conhecimento sobre a composicdo do vinho ou, de modo particular, sobre alguns
fendmenos que ocorrem durante a sua producgdo, principalmente durante a fase de
envelhecimento (6,7). Acima de tudo, estes estudos garantem uma qualidade e um
rigor cientifico que sdao fundamentais para o conhecimento destes vinhos fortificados.
Atualmente, estdo publicados um numero bastante consideravel de estudos sobre os
Vinhos da Madeira, relacionados sobretudo com a determinag¢ao dos compostos que
compdem o seu perfil sensorial (8-18). Outra area profundamente estudada diz
respeito ao processo de estufagem, na qual foi avaliado o impacto que este processo
de envelhecimento proporciona nas principais caracteristicas e constituintes do Vinho
da Madeira (19). Concretamente em relagdo ao estudo mineral deste produto, ha
somente um registo, datado de 2011, da determinacdo do teor mineral de uma série
de elementos, entre os quais também se incluem os trés metais estudados neste
trabalho. O grupo de investigadores responsaveis por esse estudo avaliou 21 amostras
de Vinho da Madeira aos quais foram determinados os teores médios de cobre, ferro e
sédio. Os valores médios quantificados foram os seguintes: cobre (0,86 mg/L), ferro

(3,02 mg/L) e sddio (50,1 mg/L) (20).

2.4. Legislacdao em vigor para o Vinho da Madeira

Nas ultimas décadas, tém ocorrido diversas alteragdes no que diz respeito ao
setor vitivinicola na RAM, consequéncia, por um lado, das importantes reformas que a
vitivinicultura tem sofrido no contexto do mercado nacional e europeu e, por outro
lado, da dedicacdo e do dinamismo demonstrado pelos agentes econdmicos na

potencializacdo de crescimento deste setor (21).

As normas legislativas atualmente em vigor para este setor sdo: o Regulamento
(UE) n2 1308/2013, do Parlamento Europeu e do Conselho, aprovado a 17 de
Dezembro de 2013 (22), que estabelece uma organizacdo comum dos mercados dos
produtos agricolas e o Decreto Legislativo Regional n2 1/2015/M, de 9 de Janeiro (21),
gue define a organica do IVBAM, IP-RAM, tendo concentrado a gestdo das dreas da

vinha, do vinho, do bordado e do artesanato da Madeira a este Organismo.
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Especificamente em relagdo ao Regulamento da Produgdo e do Comércio do Vinho da
Madeira, todas as questdes relacionadas com o processo produtivo, praticas
enoldgicas autorizadas, envelhecimento e comercializacdo estdo publicadas na
Portaria n238/2015 de 13 de Fevereiro (23,24), que Aprova as Regras Relativas a
Designacdo, Denominacao, Apresentacao e Rotulagem do Vinho com Denominacdo de

Origem “Madeira”.

Em 1995, a OlV, através da formulagao de um reportério de dados, instituiu como
prioridade o conhecimento sobre os teores de elementos minerais presentes no vinho.
Com base em estudos sobre a identificacdo da origem da ocorréncia dos metais, de
modo a permitir o controlo desses teores, foram estabelecidos limites a partir de um
maior conhecimento cientifico (25). Posto isso, no documento redigido pela OIV
presente no anexo C do “Recueil des Methodes Internationales D'Analyses” — “Limites
maximales acceptables de divers éléments” de 2015 (26) estdo atualizados vdrios
limites para alguns dos metais frequentemente presentes na composi¢cao mineral dos

vinhos.

A tabela 1 resume os teores maximos recomendados por este Organismo

relativamente aos elementos abordados no ambito deste trabalho.

Tabela 1 — Limites maximos admissiveis pela OIV (Fonte: OIV, 2015 (26))

Metal Concentragdo maxima (mg/L)
Cu 1
Fe n.r
Na 80

n.r —nao regulamentado

De salientar que a nivel nacional ou regional, ndo existe legislacdo que defina

limites para os teores destes metais em vinhos fortificados.
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3. Rum da Madeira

3.1. Definicao e Caracterizagao do Rum da Madeira

O Rum da Madeira, tradicionalmente designado por aguardente de cana, é obtido a
partir de dois processos: inicialmente por fermentacao alcodlica e posteriormente por
destilagdo do sumo de cana-de-agucar. O produto final deve apresentar um teor
alcodlico minimo de 37,5 % por vol. (27). E uma bebida que apresenta a designacdo de
Indicacdo Geografica Protegida (IGP) produzida na RAM.

Fundamentalmente, o destilado apresenta-se limpido e brilhante e a cor final é
dependente do tipo de rum produzido: variando de incolor a tons ligeiros amarelados
para o Rum da Madeira Natural, de incolor a tons acastanhados para o Rum da
Madeira Beneficiado ou de amarelado a tons acastanhados para o Rum da Madeira
Envelhecido. Concretamente nas amostras de Rum da Madeira Envelhecido, a cor
predominante deriva do estdgio em cascos de madeira de carvalho durante o processo
de envelhecimento (28).

Sendo um produto que deriva da cana-de-agucar fermentada, o Rum da Madeira
apresenta aromas caracteristicos provenientes da matéria-prima, podendo no entanto
apresentar algumas particularidades consoante o tipo de rum produzido:

= Rum da Madeira Natural: apresenta aromas caracteristicos provenientes da

destilacdo da cana-de-acucar fermentada conjuntamente com notas alcodlicas
pungentes;

= Rum da Madeira Edulcorado/Beneficiado: aromas caracteristicos a partir da

cana-de-acucar fermentada. Apresenta um aroma mais neutro e macio ao
olfato, fator determinado pelo tipo de edulcorante adicionado;

= Rum da Madeira Envelhecido: aromas que derivam igualmente da destilacdo da

cana-de-agucar, apresentando um perfil sensorial de enorme complexidade
derivado do tipo de envelhecimento, que confere ao produto aromas tostados,
abaunilhados e caramelizados. Estes aromas sdo intensificados com o tempo de

maturacdo, tornando-se mais complexos e ricos (28).
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3.2. Produgdo e Envelhecimento do Rum da Madeira

Depois da apanha manual da cana-de agucar, esta é sujeita a uma moagem. O
mosto é posteriormente decantado, seguindo-se uma filtracdo, com o objetivo de o
tornar o mais limpo e homogéneo possivel. Antes do inicio da fermentagdo, é ainda
ajustado o teor de aclcares, importante na otimizacdo do processo fermentativo.
Ocorre entdo o processo de fermentacao, caracterizando-se este por ser um processo
lento, que poderd levar alguns dias, dependendo das condi¢cdes de temperatura
(Figura 1).

Apds a fermentacado, o liquido pode ser sujeito a uma segunda decantagao ainda
antes de ser destilado, o que contribui para a manutencdo da qualidade e sabor deste

produto (28).

Destilagao
Apanha Decantaggo e da cana
da cana Moagem sacarina

filtracao Fermentagao

(Manual)

Figura 1- Esquema ilustrativo das varias etapas para a produ¢do de Rum da Madeira (Fonte:

Ficha Técnica IG Rum Madeira, 2014)

Assim, as caracteristicas do Rum da Madeira provém de dois factores distintos: do
processo produtivo e do processo de envelhecimento.

Tal como o Vinho da Madeira, o rum é envelhecido em cascos de madeira de
carvalho por um periodo minimo de trés anos. Derivado do contacto e do tempo de
estdgio, a bebida adquire uma vasta gama de aromas e sabores especificos
caracteristicos do Rum da Madeira, em virtude dos fenédmenos oxidativos promovidos

por este tipo de envelhecimento (28).

Universidade da Madeira



Determinac¢do de metais em Vinho da Madeira e Rum da Madeira

3.3. Legislacdo em vigor para o Rum da Madeira

Para o setor agricola no ambito europeu, as bebidas espirituosas representam uma
importancia extrema para todos os agentes econémicos envolvidos, tendo as reformas
implementadas neste setor vindo a contribuir para se atingir um elevado grau de
protecdo para os consumidores. Desta forma, o atual quadro juridico-regulamentar
passou a fixar critérios claros quanto a produgdo, designagdo, apresentacdo e
rotulagem deste tipo de produtos (25).

O Regulamento (CE) n.2 110/2008, aprovado pelo Parlamento e pelo Conselho
Europeu, a 15 de Janeiro (29), veio estabelecer as diretrizes aplicaveis a definicdo,
designacdo, apresentacdo e rotulagem das bebidas espirituosas, bem como relativas a
protecdo das indicacdes geograficas de certas bebidas espirituosas tendo revogado o
Regulamento (CEE) n.2 1576/89, do Conselho, de 29 de Maio (30) anteriormente em
vigor. Dessa forma, o Rum da Madeira ostenta uma indicacdo geografica registada no
anexo lll desse mesmo regulamento (29) e como tal, beneficia de uma série de
protecdes e reconhecimentos.

A nivel regional, a produgdao e comercializaggo do Rum da Madeira esta
regulamentada pelo Decreto Legislativo Regional n.2 5/2011/M, de 15 de Margo (27),
redefinida a partir da Portaria n.2 68/85, de 21 de Junho, que estabelece as varias
categorias de rum e as mengdes tradicionais correspondentes, bem como as demais
regras de rotulagem que se aplicam ao Rum da Madeira, particularmente ao rum
envelhecido (27). Tal como acontece no Vinho da Madeira, o Organismo de Controlo e
Certificacdo deste setor é o IVBAM, IP-RAM.

Atualmente s3o escassos os documentos/normas legislativos relacionados com
controlo dos elementos minerais nas bebidas espirituosas sendo uma matéria que
carece de maior aprofundamento do conhecimento cientifico. Nos regulamentos
referidos anteriormente, tanto no Regulamento (CE) n.2 110/2008 de 15 de Janeiro
(29) como no Decreto Legislativo Regional n.2 5/2011/M, de 15 de Margo (27), ndo se
encontra mencionado em nenhum ponto, qualquer restricdo regulamentar para os
metais.

Todavia, com base na Instrucdo Normativa n? 13, de 29 de Junho da

regulamentacdo brasileira, descrita no documento “Regulamento Técnico para Fixa¢do
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dos Padroes de Identidade e Qualidade para Aguardente de Cana e para Cachacga” (31),
estdo impostas no seu ponto 5, algumas restricdes para contaminantes inorganicos
entre os quais se destaca o cobre. De acordo com o referido documento, o limite
maximo admissivel para o cobre é 5 mg/L (de referir que no caso do ferro ndo estd
imposta qualquer restricdo).

Pertencente a mesma categoria do Rum da Madeira, para a aguardente de
medronho (proveniente do arbusto Arbutus unedo L) esta previsto, no ponto 2 do
artigo 32 do Decreto-Lei n2238/2000 de 26 de Setembro (32), um teor maximo
admissivel para o cobre de 15 mg/L.

Os dois valores acima referidos servirao como uma simples referéncia para a

discussdo das amostras de Rum da Madeira no ponto 8.6 deste trabalho.

4. Analise de Vinhos por Espetrofotometria de Absor¢ao
Atomica: Revisao

A determinagdo de metais nos vinhos tem sido objeto de crescente interesse do
ponto de vista cientifico, uma vez que a sua complexacao pode reduzir a sua toxicidade
e biodisponibilidade (25). Atualmente a determinagdo analitica de elementos como o
cobre, o ferro e o sédio em vinhos é realizada com recurso a técnica de EAA por chama
ar-acetileno. A nivel nacional encontram-se publicadas duas Normas Portuguesas
(Cobre- NP 2442, 1988 (33); Ferro- NP 2280, 1988 (34)) para a determinacdo por EAA
por chama para estes 2 metais, técnica que é também aplicada no método oficial do

OIV (OIV-MA-AS322-06- Copper (35) e OIV-MA-AS322-052 — Iron) (36).

O conhecimento sobre os teores existentes de cobre, ferro e sédio nas amostras de
vinho é fundamental para avaliar o impacto da sua concentragao no fator qualidade e
nas caracteristicas organoléticas. Se por um lado as concentracdes de ferro e cobre
estdo diretamente relacionadas com a estabilidade e a evolugcdo oxidativa dos vinhos,
por outro lado, o sédio representa um parametro que pode indicar praticas enoldgicas
ndo autorizadas (25,37,38). Por estes motivos, estes trés elementos tém sido alvo de

varias publicacdes em diferentes tipos de vinhos no ambito da Quimica Enolégica.
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Os dois quadros abaixo apresentam os teores registados em diferentes estudos
para vinhos fortificados e tranquilos. Referéncia para o Unico artigo publicado até este
momento sobre a determinacdo de varios metais (alguns deles estudados neste
ambito) no Vinho da Madeira (20) e que naturalmente servirdo como elemento

comparativo para este trabalho.

Tabela 2- Dados relativos aos teores de Cu, Fe e Na em varios vinhos fortificados

Concentragao (mg/L)
Vl.n.ho Na Fe Cu Referéncia
Fortificado
Vinh
inho da 50,10+34,3 | 3,02+1,33 | 0,86+0,73 (20)
Madeira
Vinho
“Fino”
Sherry ND [3,19-12,23] | [0,04-0,21] (39)
(Jerez)
Vinhos . +
“Olorose” | erezz' 3 2'60 * | 2,76£1,08 | 1,06+0,69 (40)
Sherry ’
- N
(Yerez) | Montilla: 1272 | 5 o0y 43 | 0794033 (40)
Montilla- 16,6
Moriles, Huelva: 54.70 +
Condadode | V& >MUE | 5134156 | 0,820,46 (40)
20,5
Huelva)
Vinh
inho do ND ND [0,05-0,22] (41)
Porto
Vinhos Jerez: 33,25 ¢
+ +
“Fino” 7.96 1,73+0,7 0,30+0,16 (42)
Sherry Manza: 29,74 +
+ +
(Jerez 4,11 1,84 +0.5 0,22 +0,15 (42)
Manzanilla,
: +
Condado de | HUEVa3L77E | 503118 | 0334025 (42)
10,51
Huelva)

ND- Ndo Determinado
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Tabela 3- Dados relativos aos teores de Cu, Fe e Na em varios vinhos tranquilos de

diferentes regides

Concentragdo (mg/L)
V'"h(f Na Fe Cu Referéncia
Tranquilo
Vinho 52,35+24,0 | 1,42+0,77 | 0,30+0,25 (20)
Madeira
Vinhos
Acorianos 50,14 + 14,0 1,66+1,11 | 0,14+0,14 (20)
(Pico)
Vinhos
Acgorianos 53,53 +19,0 1,41+0,84 | 0,31+0,28 (20)
(Terceira)
Vinho das Tinto: 93,83 +
Canarias 40,0 2,8+0,87 0,19+0,15 (43)
(Tenerife:
. : +
Tintoe | Branco:82,17% 1 00084 | 0,26+0,17 (43)
Branco) 37,0
Vinho das
Canarias 89,0+71,0 | 3,65+1,29 | 0,12+0,12 (44)
(Gran
Canaria)
Vinho das 69,69 79,0+ | 2,42 | 2,66 0'_30 0'33 (45)
i + + + - B
Car;::‘::: (La | £18,2 34,0 +08 | +£1,0 0,09 | 0,14
Lanzarote: 167,20 | 164,47 {40+ | 2,0+ 0'39 O':M (45)
+ + P .
SecoeDoce) | +29,9 | £+29,3 | 2,5 | 1,2 0,16 | 0,22
Vinhos Cérdoba: 36 3,73 <LoQ (46)
Argentinos
(Cordoba, San Juan: 58 2,84 <LoQ (46)
San Juan, La o
rioja) La Rioja: 138 2,68 <LoQ (46)
i Tinto: [1,03-
Uruguaios ND 4,64] (49)
(Tinto e Branco: [0,03-0,23]
Branco) [0,14-2,55] 7
Vinh Cabernet: 01+0.005 (48)
ihhos 2244026 |
Turcos Merlot:
(Cabernet, ' 0,19+0,01 (48)
1,83 +0,03
Merlot, ND Sauvignon:
. ° +
Sauvignon 0,76 + 0,08 0,31+ 0,008 (48)
Blanc, Chardo:1,27
Chardonna o A5+
y) +0.28 0.15 + 0,002 (48)
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ND- Ndo Determinado; LOQcopbre) =0,15 mg/L (46)

Existem duas abordagens principais para o pré-tratamento dos vinhos -
digestdao preliminar da amostra (acida ou micro-ondas) e medicao instrumental direta
(apods diluicdo) foram adotadas para a determinacdo por EAA em vinhos. As tabelas
abaixo indicam as condi¢Ges de pré-tratamento selecionadas e algumas condigdes
analiticas e instrumentais usadas em diversas publicacdes referentes a determinacao

de minerais no vinho.
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Tabela 4- Condicbes experimentais relativas a quantificacdo dos teores de Cu, Fe e Na em varios vinhos fortificados

. . . . Gama
Vl.n.ho Elemento Comprimento Pre- Tlp?.de Supressores | LOD de Referéncia
Fortificado de onda (nm) | tratamento | analise
trabalho
Diluigao Cloreto de
N 2
a >83,0 com HNO; litio (20)
Digestao
Vinho da Fe 248,3 por micro- Chama CIore:co'de Nao Nao (20)
) ar- lantanio . -
Madeira ondas . indica | indica
- ~ acetileno
Digestao Sem
Cu 324,8 por micro- (20)
supressores
ondas
Vinhos Digestao Sem
“Oloroso” Fe 248,3 acida com SUDressores (40)
Sherry HNO3+H,0, P
Chama N ~
(Jerez, ar- Nao Nao
Montilla- Digestao acetileno Sem indica | indica
Moriles, Cu 324,8 acida com SUDressores (40)
Condado HNO3+H,0, P
de Huelva)
i - 1-2
4\4ll-nh?, Fe 2483 Sem pré Sem ) 0, (39)
Fino tratamento supressores | Nao mg/L
- Chama .
Sherry Sem pré- Sem indica 0,05-
Cu 324,8 ar- (39)
(Jerez) tratamento acetileno supressores 1mg/L
Vinho do Sem pré- Sem Nao Nao
Cu 324,8 L I (41)
Porto tratamento supressores | indica indica
14

Universidade da Madeira




Determinac¢do de metais em Vinho da Madeira e Rum da Madeira

Tabela 5- Condicdes experimentais relativos a quantificacdo dos teores de Cu, Fe e Na em vdrios vinhos tranquilos

Vinho Comprimento Pré Tipo de Gama
. Elemento P p, . Supressores LOD de Referéncia
Tranquilo de onda (hm) | tratamento | analise
trabalho
Diluicao Cloreto de
Na >83,0 com HNO; litio (20)
Digestao
Vinho da Fe 248,3 por micro- Chama CIore:co'de Nao N3o (20)
) ar- lantanio . L
Madeira ondas . indica indica
- ~ acetileno
Digestdo Sem
Cu 324,8 por micro- (20)
supressores
ondas
Diluicao Cloreto de
Na >83,0 com HNO; litio (20)
Vinhos Digestao
Acgorianos Fe 248,3 por micro- Chama CIore:co‘de Ndo Nao (20)
. ar- lantanio o .
(Picoe ondas . indica indica
. - = acetileno
Terceira) Digestdo Sem
Cu 324,8 por micro- (20)
supressores
ondas
Diluicao Cloreto de
N fee 4
Vinho @ >83,0 com HNO; Chama litio N . (43)
. - ~ Nao Nao
Canarias Digestao ar Cloreto de indica indica
(Tenerife) Fe 248,3 por micro- | acetileno a (43)
lantanio
ondas
15
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Tabela 5- CondigOes experimentais relativos a quantificacdo dos teores de Cu, Fe e Na em varios vinhos tranquilos (Continuagao)

Vinho Elemento Comprimento Pré- Tipo de Supressores | LOD Gama de Referéncia
Tranquilo de onda (nm) | tratamento analise P trabalho
Vinho . ~ Chama ~ o
Canarias Cu 324,8 D|gestao por ar- Sem . Na‘o . Na'o (43)
. micro-ondas . supressores | indica indica
(Tenerife) acetileno
Diluica |
Na 5890 iluicao C orleFo de (44)
. com HNO3 litio
Vinho Digestao por Chama Cloreto de Nao Nao
Canarias Fe 248,3 g P ar- N o L (44)
. micro-ondas . lantanio indica indica
(Gran Canaria) Dizestio bor acetileno Sem
Cu 324,8 g P (44)
micro-ondas supressores
Diluicao Cloreto de 0,2-2,5
N 4
Vinho a >83,0 com HNO; Chama lantanio mg/L (45)
Canarias (La Digestao por Cloreto de N3do 0,1-3,5
Fe 248,3 ; ar- . L (45)
Palma, micro-ondas . lantanio indica mg/L
- = acetileno
Lanzarote) Digestao por Sem 0,05-1
Cu 324,8 ; (45)
micro-ondas supressores mg/L
Vinhos
. Diluicao Chama ~
A’rgentlnos Na 589,0 com 1% ar- CIorEetF) de 0,012 'Na‘o (46)
(Cérdoba, San . césio mg/L indica
. HNO; acetileno
Juan, La Rioja)
16
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Tabela 5- Condi¢Ges experimentais relativos a quantificacdo dos teores de Cu, Fe e Na em varios vinhos tranquilos (Continuacdo)

Vinho Comprimento Pré Tipo de Gama
. Elemento P p, . Supressores | LOD de Referéncia
Tranquilo de onda (nm) | tratamento analise
trabalho
Vinhos Dilui¢do com Oxido de 0,16 N3o
Argentinos Fe 248,3 1% HNO3 Chaarma lantanio mg/L indica (46)
(Cérdoba, San Diluicdo com . Sem 0,05 Nao
_ til ’
Juan, La Rioja) Cu 324,8 1% HNO; acetiieno supressores | mg/L indica (46)
Vinhos Fe 248,3 , Chama 0,02 1 0,05-4 (49)
Uruguaios Sem pré- ar- Sem mg/L mg/L
(Tinto e cu 3248 tratamento acetileno supressores | 0,005 0,02-1 (49)
Branco) mg/L mg/L
Vinhos 0,16 1-10
F 248,3 , h ! 47
Portugueses © Sem pré- Chama Sem mg/L mg/L (47)
(Tinto e tratamento ar supressores | 0,01 0,5-4
Cu 324,8 acetileno ’ ' (47)
Branco) mg/L | mg/L
Forno de
. Di -
Vinhos Turcos , !gestao grafite/C 0,06
(Cabernet, Fe 248,3 acida com (48)
hama ar- mg/L ~
Merlot, HNOs+H,0, . Sem Nao
. acetileno o
Sauvignon Digestao supressores indica
Blanc, , . F ,001
Chardaonncna ) Cu 324,8 acida com o:;fci)t:e ?nO(;L (48)
Y HNOs+H,0, | © 8
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5. Analise de Aguardentes nao Vinicas por Espetrofotometria
de Absor¢ao Atomica: Revisao

Embora o numero de publicagdes ndo seja tdo numeroso comparativamente aos
vinhos, os metais presentes nas amostras de aguardente ndo vinica tém sido alvo de
varios trabalhos. Incindindo maioritariamente sobre amostras da cachaga, alguns
metais, sobretudo o cobre e ferro, tém sido determinados para conhecimento dos seus
teores. Estes metais constituem uma preocupacdo, uma vez que resultam de
contaminagdes provenientes das estruturas de destilacdo e pds-destilacdo (25). A

tabela 6 indica os valores registados para ambos os metais.

Tabela 6- Teores de Cu e Fe registados na literatura para algumas amostras de cachaga
determinados por EAA por chama

Concentragdo (mg/L)

Aguardentes nao

. Fe Cu Referéncia
vinicas
Cachaga |  -—-- [ND-21,3] (50)
Cachacga [ND-3,58] |  ----- (51)
Met. Ofic.
Aguardente de (7.97-13,73]
medronho Met
(método Oficial | (47)
, Adigoes
OlV e método de
adicdo padrao) [11,14-
saop 16,38]
Cachaga |  -—--- [0,66-6,64] (52)
Cachaca Cachaca
Cachaga e outras | |, 11_0%5] [ 67—5%1] (53)

BE (Rums, Whisky,

Vodka) BE: 0,19 BE: 1,64 (53)
Cachaca | - [0,8-6,9] (54)
Cachaga | - [0,05-8,10] (55)

ND- Nao Detetavel; BE-Bebidas Espirituosas
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Em relagdo a matriz do Rum da Madeira, na presente data ndo ha registos
bibliograficos de estudos de metais. Neste sentido, este trabalho representa o

primeiro estudo efetuado neste ambito.

Algumas abordagens em relacdo ao pré-tratamento das amostras foram
adotadas segundo vdrios registos presentes na literatura. A tabela abaixo resume os
tratamentos adotados bem como algumas condi¢des instrumentais e analiticas

associadas.

Tabela 7- Condicbes experimentais relativas a quantificacdo dos teores de Cu e Fe em

amostras de cachaca

Elemento Pre- Tlp?.de Modificadores Supressor LOD Gama de Ref.
tratamento analise trabalho
Forno de C . 0,0002 Nao
grafite Zirconio mg/L indica (51)
Eliminagao Sem 0,16
do élcool Chama ar- modificadores Sem mg/L 1-5me/L | (47)
Fe acetileno Sem Nao
modificadores supressores ND indica (53)
. 0,002-
Analise Fornode | Pd(NO3),+Mg(NO 0,012
direta grafite 3), mg/L 0,05 (56)
mg/L
Pré- Tipo de ope Gama de
Elemento | tratamento a:a'lise Modificadores Supressores LoD trabalho Ref
Sem pré- Sem 0,05 0,05-5 (50)
tratamento modificadores mg/L mg/L
Eliminagdo Sem 0,04 0,5-4 (47)
do alcool Chama ar- modificadores mg/L mg/L
Dlgestao por | acetileno Utilizagio de Ag
micro-ondas como adigdo ND 0,1-4 (52)
Cu com HNO; + - Sem mg/L
padrdo
H,0 supressores
Diluicdo com Forno de 0,092 | 0,05-0,20
0,2 ‘(’;A HNO; grafite Pd/Mg(NOs), mg/L mg/L (57)
Diluicdo com Forno de Pd(NO3),+Mg(NO3 0,14 0-1,5 (58)
0,2 % HNO; grafite )2 mg/L mg/L
Diluicdo com Forno de Pd(NO3),+Mg(NO3 0,022 0,10-1 (59)
0,2 % HNO; grafite )2 mg/L mg/L
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Tabela 7- CondigOes experimentais relativas a quantificacao dos teores de Cu e Fe em

amostras de cachaca (Continuagao)

Pré- Tipo de Gama
p“ Modificadores | Supressores | LOD de Ref
Elemento | tratamento | analise
trabalho
Nao )
indica
T Chama —
Eliminacao Sem Sem Nao
Cu , ar- o ND | . (54)
do alcool . modificadores | supressores indica
acetileno
0,5-4 (55)
mg/L

ND- Ndo Determinado

6. Espetrofotometria de Absor¢ao Atdmica (EAA)

6.1. Aspetos Historicos

Em 1955, os primeiros trabalhos desenvolvidos por Alan Walsh e posteriormente
por Alkemade & Miltz estabeleceram as bases da Espetrofotometria de Absorgdo
Atémica. Essas bases criadas levaram Walsh a ilustrar uma concecdo instrumental do
equipamento muito semelhante daquela que existe atualmente (60,61).

A andlise pela técnica da Espetrofotometria de Absor¢dao Atémica ganhou uma
importancia relevante a partir de 1962 devido ao interesse na determinacdo do
contelddo mineral por parte de varios grupos de investigacao facilitando deste modo a
insercdo da técnica nos laboratérios de andlise. A evolucdo registada a nivel
instrumental proporcionou varios progressos importantes nomeadamente a
construcdo de um sistema de atomizacdo com queimador para chama com mistura
C,H,/N,0 (acetileno-6xido nitroso) que atinge temperaturas mais elevadas (29262C),
relativamente as atingidas por misturas gasosas mais recorrentes na andlise atual
como ar-acetileno (23262C). Este avanco foi muito importante na analise por chama,
sobretudo na determinacdo de alguns metais pesados tais como o aluminio e chumbo
(61,62). A evolucdo registada a nivel instrumental da técnica de EAA ndo verificou-se
somente pelo desenvolvimento técnico apurado ao longo dos anos, mas também pela

necessidade em responder aos problemas encontrados, constituindo o primeiro aviso
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prévio e crucial para a concretizacdo do desenvolvimento desta técnica analitica

(61,62).

6.2. Principio da técnica de Espetrofotometria de Absor¢cao Atomica

A EAA ¢é uma técnica analitica que apresenta a capacidade para realizar
determinagdes quantitativas de elementos com base na absorcao da radiacdo incidida
sobre os atomos livres no estado gasoso formadas a partir da amostra. A EAA é das
técnicas analiticas mais utilizadas nas andlises elementares de metais presentes em
diversas concentracoes (63,64).

O principio da técnica de EAA baseia-se na emissdao de um feixe luminoso de
energia especifico sobre a chama, emitido por uma lampada de catodo oco que é
composto por dtomos do mesmo elemento a determinar, provocando a transicao
eletrénica da nuvem de atomos do analito da amostra levando a sua excitacdo
eletrénica, permitindo desta forma a leitura da absorvancia, que corresponde a
concentracdo dos datomos presente na amostra a analisar (relacio de
proporcionalidade direta) (61,65).

A técnica de absorcdo atémica, embora seja considerada uma técnica rapida (as
analises sdo realizadas apenas em segundos), acessivel e por apresentar uma boa
precisdo, tem algumas limitacdes inerentes, nas quais se incluem: limites de
quantificacio moderados/altos e uso de gases toxicos e inflamaveis. Dada a sua
concec¢do, s6 permite analisar um elemento de cada vez, apresenta baixa eficiéncia
(apenas uma pequena parte da amostra atinge a chama) e por consequéncia necessita
volumes de amostra relativamente grandes.

Parametros como a seletividade e a precisdo sdo aspetos essenciais na EAA. No
entanto, é uma técnica suscetivel de apresentar fontes de interferéncia de natureza
diversa, que podem por em causa a falta de precisdo na quantificacdo dos elementos.
Frequentemente a fonte de interferéncia mais complexa é a interferéncia quimica, que
acontece quando a temperatura da chama ndo é suficientemente quente para

dissociar os atomos (61,66).
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A EAA tem muitas utilidades em diferentes areas da quimica, sendo disso
exemplo as andlises clinicas, a area ambiental, a area farmacéutica e a prdpria

industria (64).

6.3. Processo de Atomizacao

A atomizagdo corresponde a etapa mais critica na EAA por chama. A amostra é
introduzida na chama presente no queimador sob forma de um aerossol (61). Com o
auxilio do nebulizador, operado pela combina¢do de um oxidante gasoso, misturado
com um combustivel gasoso, a solu¢cdo da amostra é aspirada e nebulizada na forma
de uma nuvem de atomos através da camara de nebulizagdo/combustdo que ira atingir
a chama. A sensibilidade do método é condicionada fortemente pelas elevadas perdas
de amostra durante a fase da nebulizagdo e o reduzido tempo de permanéncia dos
atomos na chama. Frequentemente, a chama mais utilizada é a de ar/acetileno que é
utilizada para evaporar o solvente e dissociar a amostra dos atomos que a compdem
(61). Esta etapa da evaporagao do solvente na chama é denominada dessolvatagao,
produzindo um aerossol seco (suspensdao de particulas sdlidas). Sob elevadas
temperaturas da chama, as particulas sdo posteriormente volatilizadas. Em seguida, o
feixe de luz emitida pela fonte de radiacdo e na qual é absorvida pelos dtomos livres
presentes na chama, é direcionada para o monocromador, que isola o comprimento de

onda especifico de luz e atinge o detetor (61,64).
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Introducgao

Descreve-se nesta secdo os principios utilizados na implementacdo das
metodologias aplicadas na quantificacdo dos elementos minerais (cobre, ferro e sdédio

em Vinho da Madeira e cobre e ferro em Rum da Madeira).

Dada a fungdo regulamentar exercida pelo IVBAM, IP-RAM sobre os setores
vitivinicola e das bebidas espirituosas, as metodologias testadas tiveram por base as
indicadas pela OIV, através da determinagdo por EAA. Sempre que conveniente, foram
realizadas as otimizacGes necessdrias de modo a testar a aplicabilidade das
metodologias nas amostras de Vinho da Madeira e Rum da Madeira, estas ultimas
realizadas pela primeira vez. Apesar da metodologia utilizada ter sido baseada na
adotada pela OIV para vinhos, no caso do cobre foi estudado o efeito matriz no Vinho

da Madeira.

As metodologias para a determinagao dos metais em Vinho da Madeira e Rum da
Madeira foram validadas tendo em consideracdo os pardmetros descritos para a
validagcdo de métodos pela OIV e pelo Guia da Relacre 2013. Apds a implementagao
das metodologias, a aplicacdo dos métodos foi assegurada através da analise de 41
amostras de Vinhos da Madeira e 34 amostras de Rum da Madeira. Deste modo, tal
implementagao significa um recurso essencial na quantificagdo e respetivo controlo

legislativo dos metais em vinhos fortificados e bebidas espirituosas.

7. Materiais e Métodos
7.1. Reagentes

Os reagentes utilizados foram de qualidade analitica com um grau de pureza
superior a 99,5% e isentos o mais possivel dos metais a analisar. Agua Ultra-pura (18
MQ) foi obtida pelo aparelho Simplicity®UV (tipo 1) da Millipore (Milford, MA, EUA). As
solucdes stock de cobre, ferro e sddio foram adquiridas a Perkin Elmer Pure
(Massachusetts, EUA) preparadas previamente em HNOsz a 2% com uma concentracdo

de 1 g/L. Para obter as solu¢es de calibracdo, diluicdes adequadas a partir das
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solucdes stock de cada metal foram preparadas em acido nitrico a 2% da Chem-Lab
(Washington D.C, EUA). Nos pontos de calibragdo do sédio, foi acrescentada uma
quantidade de solucdo de cloreto de césio (usada na supressdo de ionizacdo do sédio)
fornecido pela Riedel-de Haen (Seezle, Alemanha) 50 g/L (m/v). Cada ponto de
calibracdo foi lido em triplicado, dentro do intervalo de trabalho implementado para
cada metal: 0,05-1 mg/L (para cobre), 0,1-1,5 mg/L (para ferro) e 0,2-2 mg/L (para
sédio). Todo o material utilizado foi submetido a um processo de descontaminagao
durante a noite, utilizando para tal acido nitrico diluido a 2% sendo de seguida lavado

com agua de qualidade tipo .

7.2. Amostras de Vinho da Madeira e Rum da Madeira

Para a aplicacdo dos respetivos métodos, foram analisadas 41 amostras de Vinho
da Madeira (9 amostras de vinho doce, 7 de vinho meio doce, 14 de vinho meio seco e
11 de vinho seco) provenientes de varios produtores locais, produzidas a partir de uvas
Vitis vinifera L. e 34 amostras de Rum da Madeira (15 de Rum da Madeira Natural, 3 de
Rum da Madeira Beneficiado e 16 de Rum da Madeira Envelhecido) produzidas a partir
da cana-de-agUcar Saccharum officinarum L, também fornecidos por empresas
produtoras regionais. De modo a enriquecer o estudo, este foi feito utilizando

diferentes prismas:
- No caso do vinho, consideram-se os fatores empresa produtora, dogura e idade;

- No caso do Rum, consideram-se os fatores empresa produtora, tipo de rum e

idade

Além disto e para efeitos comparativos de métodos, foram avaliadas 19 amostras
de Vinho da Madeira fornecidas por uma das empresas produtoras mais duas amostras
independentes, de modo a comparar os resultados obtidos com o método de

referéncia (EAA) e o método por colorimetria.
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7.3. Equipamento e CondicOes operatdrias

As analises dos teores minerais foram realizadas no Espetrofotémetro de Absorg¢ao
Atémica PinAAcle 900T da Perkin Elmer, equipado com um sistema de atomizacdo com
queimador para chama. Para a emissdao dos feixes luminosos foram utilizadas
lampadas de cdtodo oco (Perkin Elmer Lumina™) uni elementar. A aspiragdo
automatica da amostra na chama é realizada por um tubo capilar anexado a um
nebulizador de alta sensibilidade. No equipamento EAA estdo também montadas
linhas de ar comprimido e de acetileno equipado com dispositivo de controlo de
pressdo e mandmetro. Um sistema de ventilagdo de gases (com capacidade de
exaustdo 30 m>/h) e um sistema de drenagem com tanque de recolha estio também
associados ao equipamento. Para o controlo, aquisicdo e tratamento de dado é
utilizado o software Syngistix for AA Version 3.1.0.1682. As analises de cobre e de ferro
em amostras de Vinho da Madeira por colorimetria foram realizadas no
Espectrofotometro UV-Vis da marca Dynamica modelo Halo XB-10. As incineracdes das
amostras em cinzas brancas foram obtidas na mufla Optic Ivymen System SNOL

8,2/1100.

Como referido anteriormente e para a aplicacdo efetiva sobre amostras, foram
utilizadas um conjunto de condi¢Bes instrumentais pré-estabelecidas a adotar para a
analise de cada elemento. Estas condi¢des, referidas na tabela 8 foram aplicadas nas

duas matrizes em estudo.
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Tabela 8- Condigdes instrumentais utilizadas para a leitura de cobre, ferro e sédio

Cobre Ferro Sdédio
Comprimento de onda 324,8 nm 248,3 nm 589,6 nm
de leitura
Largura da fenda do 0,7 nm 0,2 nm 0,2 nm
monocromador
Inten5|dadAe de corrente 15 mA 11 mA 8 mA
de lampada
Fluxo de ar comprimido 10 L/min 10 L/min 10 L/min
Fluxo de acetileno 2,5 L/min 2,5 L/min 2,98 L/min
Tempo de Leitura 3s 3s 5s
Delay Time 1s 1s 3s
Gama de quantificacao
0,2-4 0,4-6 10-100
(mg/L)
Modo de Calibragio Linear até zero Linear até zero Linear até zero
Modo de Medigdo Area do pico Area do pico Area do pico

7.4. Preparacgao e analises das amostras por EAA
7.4.1. Vinho da Madeira

Para a determinacado do teor dos elementos minerais por EAA foram realizadas 41
analises de Vinho da Madeira tendo em consideracdao as trés perspetivas referidas
anteriormente: empresa produtora, grau de docura e idade. Para os trés metais em
anadlise, foram realizadas leituras no vinho (apds diluicdo 1:4 para cobre e ferro e 1:50

para sodio).

A preparacdo das amostras para a leitura de cobre e ferro consiste na medicdo de
12,5 ml de cada vinho e perfazer o volume com agua ultrapura até um volume de 50
ml. A analise realizada teve em conta a metodologia da OIV-MA-AS322-06- Copper (35)
e OIV-MA-AS322-05 —Iron (36). Para a analise do conteldo de sédio, a preparacdo das
amostras foi ligeiramente diferente, em virtude da adicdo de um tampao ionizante
(cloreto de césio 50 g/L). Para um volume de 50 ml foram adicionados os seguintes
reagentes, por esta ordem: 2,5 ml cloreto de césio, 25 ml H,0 ultra pura, 1 ml de

amostra de vinho e perfazer o restante volume com H,O ultra pura. A analise realizada
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teve em conta a metodologia da OIV-MA-AS322-03 — Sodium (67). As preparacdes das

amostras foram realizadas sempre em duplicado e cada duplicado foi lido trés vezes.

7.4.2. Rum da Madeira

Com o intuito de quantificar cobre (OIV-MA-BS-30 (68)) e ferro (OIV-MA-BS-31
(69)), o tratamento das amostras de Rum da Madeira teve como base os protocolos
descritos pela OIV para bebidas espirituosas. De modo a eliminar o alcool, 50 ml de
cada amostra foram colocadas em banho-maria a uma temperatura de 959C, até a
obtengdo de um volume de 10 ml. Em seguida foram adicionados 40 ml de H,0O UP de
modo a repor o volume inicial. No final, foram pipetados 12,5 ml da solugdo em
suspensdo e adicionados em baldes de 50 ml, perfazendo o restante volume com H,0
UP. As preparagdes das amostras foram realizadas sempre em duplicado e cada

duplicado foi lido trés vezes.

7.5. Analise das amostras por Colorimetria
7.5.1. Vinho da Madeira

Para a quantificacdo colorimétrica dos teores de cobre e ferro e para efeitos de
comparacdo de resultados com aqueles obtidos por EAA, foram analisadas 19 garrafas
de Vinho da Madeira, todas de vinho corrente (3 anos), a maioria delas dos tipos seco
e meio seco. As leituras das absorvancias do cobre a 546 nm foram realizadas de
acordo com o descrito pelo método/norma oficial portuguesa NP-2441 e a
transmitancia do ferro a 508 nm com o descrito na norma portuguesa NP-2443. Por

cada garrafa, foi preparada apenas uma amostra e lida uma Unica vez.

7.6. Tratamento Univariado dos Dados

A analise estatistica dos resultados das amostras de Vinho da Madeira e Rum da
Madeira, com o intuito de avaliar as diferencas significativas entre os dados médios
para cada varidvel nos dois produtos, foi realizada com uma andlise de variancia (one-

way ANOVA). Esta analise estatistica, juntamente com as comparacdes pelo teste
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Tukey Pairwise, foi realizada utilizando o sofware Minitab®17.1.0. As médias que ndo
partilham a mesma letra sdo significativamente diferentes considerando p<0,05 (Teste

de Tukey).

7.7. Validagao dos Métodos

Através da regulamentagdo descrita na NP EN ISO/IEC 17025, os laboratérios tém
de cumprir com os requisitos sobre os ensaios e calibra¢des realizadas durante e
depois da implementacdo do método. Com isto, os resultados obtidos durante a
validacdo do método servem para avaliar a qualidade, fiabilidade e consisténcia dos

resultados apds a implementagdo das metodologias (70).

A metodologia para a determina¢ao dos metais em Vinho da Madeira e Rum da
Madeira foi validada com bases nos termos descritos na metodologia da OIV para a
validacdo dos métodos analiticos OIV-MA-AS1-12 (71) e no Guia da Relacre 2013:
Validacdo de Métodos Internos de Ensaio em Andlise Quimica (72). Os requisitos para
a validacdo de métodos internos de ensaio compreendem o estudo e conhecimento
dos seguintes parametros: gama de trabalho/linearidade, homogeneidade de
variancias, limiares analiticos (LOD e LOQ), precisdo (Repetibilidade e

Reprodutibilidade) e taxa de recuperacéo.

Apds a validagdo, ocorreram participacdes em ensaios interlaboratoriais
promovidos pela Associacdo de Laboratérios de Enologia (ALABE) para as
determinagdes de cobre e ferro em vinhos licorosos, servindo estas como mais um

indicador de fiabilidade dos métodos implementados durante o trabalho.

7.7.1. Gama de trabalho e Linearidade

A linearidade é calculada através da construcao da curva de calibracdo obtida pela
razdo da concentracdo das cinco solucdes padrdo crescentes, contra o valor de
absorvancia correspondente. Com base nos fundamentos da regressao linear, o valor
do coeficiente de correlagio (R?), utilizado para avaliar o grau de linearidade dos
pontos experimentais, devera andar préximo de 1. Foi realizada pelo menos uma reta
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de calibracdo em cada dia e os seus respetivos controlos (trés controlos: duas
concentragdes correspondentes aos extremos da reta e um terceiro que fica no meio

do mesma) para confrontar com a reta obtida (71,72).

7.7.2. Teste de Homogeneidade de variancias

As diferengas significativas nas variancias entre os extremos da gama de trabalho
sao testadas efetuando a determinagdo do valor de PG (calculo da razdo das variancias
entre o ponto mais baixo e mais alto da gama de trabalho). Este teste foi realizado
mediante a leitura de dez pontos experimentais, que representam os extremos da reta

de calibragdo adotada (72).

a) PG = S10” 2 _ O i)
512 = ]=1 ni—1
5102 I n;
Equagao 1: Calculo do Valor PG
(Fonte: Guia da Relacre 13)
sendo :
parai=1 e i=10.

a) quando 5210 > S

b) quando S% > 5210

O valor determinado de PG é comparado com o valor tabelado na distribuicdo F de

Snedecor/Fisher, para n-1 graus de liberdade:

= Se PG < F : ndo sdo significativas as diferencas de varidncia e assim a gama de
trabalho esta bem ajustada.

= Se PG > F : sdo significativas as diferencas de variancia e como tal a gama de
trabalho deve ser reduzida até que a diferenca entre as variancias entre o 12 e

ultimo padrdo permitam obter PG < F.
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7.7.3. Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

O limite de detecdo (LOD) corresponde ao menor teor medido, a partir do qual é
possivel detetar a presenga do analito numa solugdo. O LOD pode ser estimado com

base na equagdo abaixo (71,72):

3.3 X
LoD = === %0

Equagdo 2: Calculo do Limite de Detecdo (Fonte: Guia

da Relacre 13)

Onde s, representa o desvio padrao e b o declive da reta de calibracdo

O limite de quantificacdo (LOQ), por outro lado, indica a menor concentracdo a
partir do qual é possivel quantificar o analito na amostra. Este limiar, apds ter sido
determinado, é testado experimentalmente de modo a avaliar se o nivel de exatiddo e
precisdao é satisfatério. Este teste foi realizado através de uma série de padrdes
internos (cerca de dez), cuja concentracdo devera ser préxima ou igual ao limiar de
quantificacdo tedrico. Segundo as recomendagdes presentes no guia da Relacre, o
coeficiente de variagdao nao deverd exceder os 10%. Os limites de quantificagcao foram

estimados através da equagao 3 (71,72).

10x o

LOO =
0Q 5

Equagdo 3: Calculo do Limite de Quantificacdo (Fonte: Guia da Relacre 13)

Onde o representa o desvio padrdo e b o declive da reta de calibracado

7.7.4. Precisdo (Repetibilidade e Reprodutibilidade)

Existem duas medidas para avaliar a precisdo da metodologia, designadas por

repetibilidade e reprodutibilidade.
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A repetibilidade avalia o grau de concordancia dos valores determinados para a
mesma amostra através das mesmas condi¢Ges de ensaio tendo sido avaliada por doze

determinacdes repetidas e sucessivas de quatro amostras de vinho fortificado.

A reprodutibilidade avalia a dispersdao dos valores determinados para a mesma
amostra, em condi¢des de ensaio diferentes. A reprodutibilidade foi avaliada pelas
analises de quatro amostras de vinho fortificado em trés dias diferentes. Estes dois

parametros foram expressos como desvio padrao relativo (% RSD) (71,72).
RSD == x 100

Equacao 4: Calculo do desvio padrao relativo

onde x é o valor médio do conjunto de resultados e s é o desvio padrdo associado.

7.7.5. Exatidao

Os testes de recuperagao representam um indicador de avaliagdao da exatidao do
método. Consiste na adicao do analito de concentragdo conhecida na amostra e com
isso permite obter informacao fidvel sobre a existéncia de possiveis interferéncias de
matriz. A equac¢ao 5 demonstra o calculo deste parametro:

% Recuperacao = dadic=4 100
Padic
Equacao 5: Calculo da percentagem de recuperagao

(Fonte: Guia da Relacre 13)

onde A é o valor obtido para a amostra inicial, Aadic. é o valor obtido para a amostra

fortificada e Padic. é a concentragdo do padrao adicionado (72).

7.7.6. Fator de Desempenho (Z-Score)

O fator de desempenho do método (z-score) representa a incerteza associada
relativamente a um material certificado de referéncia. Este parametro é avaliado em

ensaios interlaboratoriais através da seguinte equacao:
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X —Xx
Z.: J—
‘ S

Equagdo 6: Calculo do fator de desempenho Z-Score

Onde x; representa o valor medido experimentalmente, x representa o valor de

referéncia e s representa o desvio-padrao (25).

Segundo a norma ISO 17043 (73), a avaliacdo do z-score em valor absoluto

conduz as seguintes conclusdes:
|Z|< 2 — Desempenho satisfatério
2<|Z|<3 — Desempenho questionavel

|Z|= 3 — Desempenho insatisfatério
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8. Processo de Validacdao dos Métodos

Com base nas metodologias adotadas pela OIV para a determinagdao de cobre,
ferro e sédio, a aplicabilidade dos respetivos métodos para Vinho da Madeira e Rum
da Madeira foi testada. Os parametros de validagdo foram avaliados segundo as
normas indicadas pela OIV (71) e pelo Guia da Relacre 2013 (72). Varias curvas de
calibra¢des foram obtidas pela média das absorvancias de cinco padrdes de calibracao,
preparados a partir de solu¢des padrdo de cada metal em meio acido. Cada padrao de
calibracdo foi lido em triplicado. Observou-se um bom coeficiente de correlacdo para
os trés metais (R2 > 0,999), confirmando a linearidade dos métodos. As condi¢des de
sensibilidade foram avaliadas pelas determinacées dos limiares analiticos LOD e LOQ.
Ambos os limites revelaram-se baixos, o que demonstra a alta sensibilidade conferida
pelos métodos para a quantificacdo destes teores. No conjunto dos trés metais, as
recuperagdes estiveram proximas dos 100%, enquanto a precisdao do método

(repetibilidade e reprodutibilidade) foi inferior a 9%.
LOD cobre= 0,012 mg/L, LOQ cobre= 0,05 mg/L;
LOD ferro= 0,029 mg/L, LOQ ferro= 0,1 mg/L;

LOD sédio= 0,038 mg/L, LOQ sédio= 0,2 mg/L.

A Tabela 9 descreve os resultados dos parametros de validacdo para os trés metais.
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Tabela 9- Quadro-resumo dos parametros de validagdes de Cu, Fe e Na no Vinho da Madeira

Gama de Coeficiente Gama de RSD repetibilidade* RSD Reprodutibilidade** Recuperagao***
Ensaio | trabalho da reta (rz) quantificagdo L.D L.Q
(mg/L) (mg/L) Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2
Produto Cu [0,05-1] 0,99994 [0,2-4] 0,012 | 0,05 2% 2% 2% 4% 8% 7% 5% 4% 90% 92%
Vinho Fe [0,1-1,5] 0,99985 [0,4-6] 0,029 | 0,1 4% 3% 2% 5% 3% 6% 3% 5% 103% 97%
d
Mad?aira Na [0,2-2] 0,99946 [10-100] 0,038 | 0,2 3% 2% 2% 3% 6% 5% 3% 4% 103% 100%

* Repetibilidade: Calculado a partir de 12 preparagGes individuais/amostra (amostras de vinho com quatro concentragdes distintas

cobrindo toda a gama de trabalho)

** Reprodutibilidade: 3-8 dias diferentes, cinco preparagGes individuais/amostra em duplicado (amostras de vinho com quatro

concentracdes distintas cobrindo toda a gama de trabalho)

*** Recuperacdo: realizados trés spikes/amostra de vinho em dias diferentes. A concentracdo dos spikes sdo as seguintes: para cobre

0,5 e 0,25 mg/L respetivamente amostra 1 e 2. Para ferro 0,3 e 0,75 mg/L respetivamente. Por fim o sédio 40 e 45 mg/L

respetivamente.

Universidade da Madeira

38




Determinacdo de metais em Vinho Madeira e Rum da Madeira

8.1. Ensaios Interlaboratoriais

A confiabilidade das quantificacdes determinadas pelas metodologias
implementadas foi avaliada mensalmente (houve dois meses de interregno entre
Agosto e Setembro) em ensaios interlaboratoriais de aptiddo promovidas pela ALABE
(Associagdo de Laboratdrios de Enologia). Os métodos para a determinac¢do de cobre e
ferro (o sédio ndo é avaliado pela ALABE) foram submetidos a estes ensaios avaliando
a comparagao existente entre os valores medidos experimentalmente e o valor de
referéncia fornecido pela ALABE, expresso pelo parametro Z-Score. Os resultados

estdo indicados na tabela abaixo.

Tabela 10- Resultados dos ensaios interlaboratoriais para Cu e Fe

Amostra Resultado IVBAM, IP- Valor médio |Z-Score|
RAM (mg/L) (ALABE) (mg/L)
VL 06/2018 (Cu) 0,24 0,18 0,64
VL 07/2018 (Cu) <l | - -
VL 07/2018 (Fe) 0,7 0,9 0,63
VL 10/2018 (Cu) <lo@ | | e
VL 10/2018 (Fe) 2,21 1,77 0,65

Nota: LOQ (Cobre): 0.05 mg/L

14

12

08
06 ‘

04

02 ‘
] . |

Figura 2 : Curvas de Distribuicdo Normal para as amostras utilizadas nos ensaios interlaboratoriais. A) Amostra
VL 06/2018; B) Amostra VL 10/2018; C) Amostra VL 07/2018
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Os resultados do Z-score (em valor absoluto) sdo satisfatérios para ambos os
métodos de acordo com os critérios de aceitagdo da norma ISO 17043 (73) (|z-
Score|<2), o que demonstram a qualidade das anadlises laboratoriais e a sua

confiabilidade na determinagao destes parametros.

8.2. Efeito Matriz

O efeito matriz é um dos aspetos que pode originar alteragdes nos resultados
obtidos, especialmente quando sdo analisadas amostras de alta complexidade, como
vinhos fortificados. As interferéncias promovidas pela matriz do vinho podem ser
eliminadas com base no pré-tratamento da amostra mais indicado (por exemplo
digestao dacida) (65,87). Por forma a avaliar o efeito da diluigdo no tratamento das
amostras em vinho fortificado, foi realizado um estudo sobre as possiveis
interferéncias da matriz comparando as taxas de recuperacao obtidas a partir de duas
amostras de vinho fortificado da ALABE com valores de referéncia e aplicando dois
tipos de diluigdes: 1:4 sendo a diluicao efetiva do método e 1:8. As fortificacdes das
amostras foram realizadas em duplicado e de modo a abranger toda a gama de
trabalho (0,05-1 mg/L) definida na implementac¢do do cobre (Tabela 11). Este estudo
do efeito matriz realizado neste trabalho teve como base o teste definido para o

estudo das interferéncias numa técnica analitica sugerido pelo Guia da Relacre.
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Tabela 11: Taxas de recuperacdo obtidas no estudo de efeito matriz em vinhos

fortificados no cobre

. Concentracgao 5
Concentragao Concentragao
. da amostra . . .
Identificacao da amostra i adicionadaa | Recuperagao | . . _
- . apos Diluicao
da amostra | nao fortificada . amostra (%)
(mg/L) fortificada (mg/L)
mg mg
(mg/L)
0,75 0,35 102 1:4
0,39
1,01 0,6 102 1:4
VL ALABE
0,33 0,15 103 1:8
Julho 2017
0,18 0,70 0,5 104 1:8
1,01 0,8 104 1:8
0,35 0,15 99 1:4
0,20 0,65 0,45 99 1:4
VL ALABE
0,94 0,75 98 1:4
Outubro
0,21 0,1 101 1:8
2017
0,11 0,32 0,2 105 1:8
0,95 0,8 105 1:8

Notas: As varias concentra¢des adicionadas nas amostras de vinho fortificado

foram a partir de uma solugdo padrdo de cobre 5mg/L.

No presente estudo, foram registados valores de recuperacdes préximas dos 100%
aplicando duas dilui¢gdes distintas sobre duas amostras de vinho fortificado. Uma vez
gue os testes de recuperacao representam um parametro da avaliacdo da exatidao da
metodologia, e dai permitir avaliar o impacto que os possiveis interferentes da matriz
possam ter na quantificacdo, considera-se deste modo, que as diluicdes praticadas
minimizam as interferéncias da matriz, demonstrando assim a capacidade do método
em analisar somente o analito. Tendo em consideracdo os mesmos resultados,
considerou-se igualmente ndo ser necessario efetuar o estudo de efeito matriz para

ferro e sddio.
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8.3. Aplicabilidade dos métodos de determinacao de cobre e ferro
em amostras de bebidas espirituosas através de ensaios

interlaboratoriais

As gquantificacdes de cobre (68) e ferro (69) pela OIV em bebidas espirituosas foram
adotadas neste trabalho para o estudo destes dois parametros em amostras de Rum
da Madeira. Em relagao aos vinhos fortificados e porque o Rum da Madeira é uma
matriz mais alcodlica (cerca de 40-50% etanol por volume), foi adotada uma etapa
adicional na preparagao das amostras que corresponde a evaporag¢ao do alcool, com o
intuito de ndo tornar instdvel a chama ar-acetileno (e por consequéncia a varia¢do do
sinal). lgualmente, o aumento do teor de etanol influéncia grandemente as

propriedades de transporte das amostras (74).

Para a determinacdo de ambos os metais, as condi¢des instrumentais, de
calibragao e diluigdo praticadas foram as mesmas das utilizadas nas determinagdes dos
mesmos em vinhos fortificados. Por forma a avaliar o possivel impacto que a
evaporagao do teor alcodlico tem na quantificagdo de cobre e ferro, foram analisadas
algumas amostras de BE incluidas nos ensaios interlaboratoriais promovidas pelo

BIPEA, estando os resultados obtidos incluidos na tabela abaixo:

Tabela 12- Resultados de cobre e ferro em amostras do BIPEA utilizadas nos ensaios

interlaboratoriais

Resultado Valor de Referéncia
Amostra IVBAM, IP-RAM (BIPEA) (mg/L) Z-5core
(mg/L)
Cobre Ferro Cobre Ferro Cobre Ferro
A traR
mostraTiMm | 201 | o011 | 1,99 |0,05*(+0,05)| 0,08
nov-17
B
AmostraBrandy | 516 | 016 | 015 |0,08*(+0,08)| 0,14
mar-18
B
Amostra Brandy 0,13 0,14 0,12 0,05* (+0,1) 0,22 —
mar-17
Amostra Calvado |53 | 515 | 050 | 0,04*+0,1) | 0,68
out-17
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*Nota: os teores de ferro nas amostras emitidos pelo BIPEA ficam abaixo do LOQ do

método (0,1 mg/L).

Estes resultados indicam que os métodos implementados para vinhos
fortificados podem ser aplicdveis a bebidas espirituosas, reforcando que o passo
adicional da evaporagdo do etanol ndo compromete os resultados, conforme o
comprovam os valores de Z-Score. Para além disso e para ambos os metais, os valores
de RSD (%) individuais calculados para cada amostra de Rum da Madeira analisada, sao
inferiores ao valor da repetibilidade para os vinhos fortificados (Anexo Ill Tabelas 18 e
19). Assim sendo, optou-se por ndo realizar um processo de validacdo das

metodologias para este tipo de amostras, ndo sendo necessarios testes adicionais.

Para demonstrar que o método pode ser aplicavel na quantificacao de ferro para este
tipo de amostras, foi realizada 1 spike individual para cada amostra, cuja concentracao
adicionada na amostra estd indicada entre parénteses na tabela de modo a ser

guantificavel na gama de trabalho.

8.4. Determinacao de Cobre, Ferro e S6dio em amostras de Vinho da
Madeira

8.4.1. Comparacdo por produtor

No vinho, encontram-se solubilizados alguns elementos minerais sob a forma de
sais organicos tais como tartaratos, malatos, acetatos e em sais minerais (tais como
cloretos, sulfatos e fosfatos) (65,75). A interacdo entre os elementos minerais e outros
compostos presentes nos vinhos, condiciona e muito a sua biodisponibilidade e o seu
potencial toxicoldgico (65,76,77). E importante manter o controlo sobre os elementos
minerais, uma vez que poderd originar fendmenos depreciativos com influéncia na
qualidade como por exemplo turvacdes, precipitacdes e reacdes de oxidacao,
conforme o nivel de concentracdes presentes. Para a determinacdo dos teores
minerais presentes no Vinho da Madeira, um conjunto de 41 amostras foram avaliadas

e subdivididas tendo em consideracdo trés fatores: o produtor, o grau de dogura e
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envelhecimento (idade). As diferencas registadas nos teores de cobre e ferro estdo

ilustradas graficamente na figura 3.

Produtor 8

Produtor 7 N:24

Produtor 6
S Produtor 5
5
-§ Produtor 4 B Fe
o

mCu

Produtor 3

Produtor 2

Produtor 1

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Concentragdo (mg/L)

Figura 3: Comparacao da quantificacdo de cobre e ferro em diferentes produtores de Vinho da Madeira

No documento redigido pela OIV presente no anexo C do “Recueil des Methodes
Internationales D'Analyses” — “Limites maximales acceptables de divers éléments”
(26), estdo impostos limites para alguns metais frequentemente analisados num vinho.
O cobre, por se tratar de um elemento que em concentra¢des elevadas pode originar
fenédmenos de depreciacdo (como nebulosidade cuprica) (25,38), estd naturalmente
sob forte restricdo (maximo 1 mg/L). Das oito empresas produtoras de Vinho da
Madeira, existe uma enorme diferenca no teor médio das garrafas do produtor 7 em
relacdo as restantes. Pela andlise da figura acima, o produtor 7 é o Unico cujas
quantificacdes de cobre nas suas garrafas sdo superiores ao limite de 1 mg/L. Alids, o
teor médio das suas amostras representa quase duas vezes o limite maximo
admissivel. Pelos dados indicados no estudo estatistico realizados através do Teste de
Tukey (o valor de N corresponde ao numero de réplicas usado no estudo estatistico
por cada produtor), os teores das amostras do produtor 7 sdo estatisticamente
diferente em relacdo aos restantes produtores. De resto, todos os outros produtores

registam médias inferiores a esse limite e sem qualquer diferenga estatistica entre si
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segundo o Teste de Tukey. Os valores médios registados em todas as amostras
analisadas neste estudo (0,7 mg/L) estdo concordantes com os resultados
determinados nos vinhos da Regido da Macaronésia e na qual se incluem o Vinho da
Madeira (0,86 mg/L) (20). Os valores registados para o Vinho da Madeira, tanto neste
estudo como no primeiro trabalho (20), sdo superiores quando comparado com outros
vinhos fortificados como “fino” sherry (0,04-0,33 mg/L) (39)(42) e “oloroso” sherry
(0,79-0,82 mg/L) (40). Em comparagdo com o Vinho do Porto, os resultados
demonstram estar acima dos valores para o cobre (0,05-0,22 mg/L) (41). Os teores
verificados para cobre neste trabalho revelaram-se superiores aos vinhos tranquilos

produzidas na regido madeirense (0,3 mg/L) (20).

O aparecimento deste metal nos vinhos deve-se aos tratamentos fitossanitarios
com produtos que apresentam cobre (essencialmente sulfato de cobre) adicionados na
preservacao das uvas (77). Estes produtos contém cobre sob forma idnica, o que
podera explicar a sua elevada capacidade em ser absorvido nas uvas (25,41, 78-80).
Com base em alguns trabalhos, as concentra¢cdes de cobre nos mostos sdo bastante
elevadas, na ordem dos 10-20 mg/L, precipitando a maior parte durante a
fermentacdo na forma de sulfuretos insolluveis, originando assim vinhos com teores
relativamente mais baixos. Esse decréscimo também é potenciado pela clarificacdo dos
mostos com bentonites e géis (25,80). Os niveis elevados que foram encontrados nas
amostras do produtor 7, podem entdo estar relacionados com possiveis
contaminagdes provenientes do contacto dos vinhos com infraestruturas de vinificagao
durante a producdo e conservacao dos vinhos, nomeadamente vélvulas ou torneiras

contendo cobre (25,81).

Em relagdao ao ferro, os valores determinados para os vinhos estudados estdo
compreendidos entre os 0,67 mg/L e os 4,08 mg/L, valores substancialmente
superiores ao cobre, estando a maioria dentro da faixa de resultados (2-20 mg/L)
determinados em alguns vinhos (25,82). Através do Teste de Tukey, as trés empresas
com maiores teores de ferro sdo estatisticamente diferentes entre si.
Comparativamente aos teores de ferro analisados no primeiro estudo em Vinho da
Madeira (3,02 mg/L) (20), a média dos teores de ferro analisados neste trabalho ¢é

inferior (1,91 mg/L). De acordo com os resultados acima, verifica-se a existéncia de um
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padrdo entre os 3 produtores com maiores de teores de ferro (situacdao igualmente
constatada no cobre), nomeadamente os produtores 2,3 e 7. A semelhanga do cobre,
os niveis mais altos quantificados foram registados nas amostras no produtor 7 (4,08
mg/L), média ainda assim muito abaixo dos 10 mg/L a ter em consideragdo para vinhos

(38). A OIV ndo contempla nenhuma restricdo para este metal (26).

Diferentes fontes indicam duas origens para a ocorréncia deste metal na
constituicdao dos vinhos. Parte da concentracao verificada é de natureza enddgena,
tendo o restante origem nos equipamentos e materiais utilizados no processo de
vinificacdo, estabilizacdo e conservacdo dos vinhos (25,80). Com a evolucdo registada
no emprego de estruturas de vinificacdo de aco inoxidavel, o risco de contaminacgdes
de ferro (e igualmente de cobre) é consideravelmente menor e como tal ndo é
suscetivel de os vinhos apresentarem altos teores. Por outro lado, o ferro desempenha
funcbes importantes nas reacbes oxidativas atuando como catalisador (25,77). A
mesma linha de raciocinio pode explicar as concentracdes de ferro encontradas no
Vinho da Madeira, com especial atencdo no produtor 7. Como referido anteriormente,
boa parte da presenca de ferro advém das estruturas utilizadas na produc¢do do vinho
e por isso, o facto do produtor 7 apresentar concentra¢cdes mais elevadas em relacdo
aos restantes, parece reforcar a ideia que as contaminacgdées resultam do contacto com
os tanques fermentativos e as estruturas para conservagao dos vinhos, o que contribui
para os altos niveis dos dois metais discutidos até este momento. Uma vez avaliado a
variacdes de cobre e ferro por produtor e dada a concordancia existente entre os
produtores com maiores quantidades destes dois metais, a situacdo verificada podera
indiciar o efeito das diferentes praticas enoldgicas adotadas pelos respetivos
produtores com influéncia nos teores dos respetivos elementos, por exemplo, a

composicao dos agentes clarificantes.

O terceiro elemento estudado no Vinho da Madeira neste trabalho é um dos
elementos alcalinos maioritarios na composicdo do vinho. Constituindo um exemplo
desses elementos maioritarios, cujas concentra¢des podem variar entre os 10 mg/Le 1
g/L, o sédio a semelhanga do potassio, magnésio e do calcio, sdo fundamentais na
organizacdo mineral e na manutencdo do pH do vinho, atuando como tampdes acido-

base (25,65). Os resultados determinados nas amostras de Vinho da Madeira
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analisadas neste estudo enquadram-se na gama referida anteriormente e na qual a
média das concentragdes das 41 amostras (46,53 mg/L) é préxima das 21 amostras de
vinho licoroso segundo Pérez-Trujillo JP (20) (50,3 mg/L). No entanto, e se
compararmos as quantificagdes sobre vinhos a partir de videiras localizadas em regides
do interior, é interessante constatar que o Vinho da Madeira contém mais sddio
relativamente a vinhos de outras regides (2-25 mg/L) (79,83,84). Avaliando fatores
como relevo, clima subtropical e proximidade maritima, caracteristicas climdticas
encontradas na Madeira e que sdao proximas as encontradas na regidao de Canarias
(20,45,85,86), os teores dos vinhos provenientes dessa regido sdao semelhantes, o que
parece indicar que os fatores em questdo podem exercer impacto nos valores de

sadio.
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Produtor 5

Produtor 4
B Na

Produtor
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Produtor 2
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0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00
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Figura 4: Quantificacdes de Na em amostras de Vinho da Madeira entre varios produtores

As amostras do produtor 7 sdo uma vez mais as que contém mais teores de sédio,
atingindo valores médios préximos dos 100 mg/L (94,83 mg/L) e com uma diferenca
média de quase 30 mg/L e significativamente diferente em relagdo ao segundo
produtor (produtor 2) com mais sédio nos vinhos (64,9 mg/L), bem como
relativamente ao produtor 3 (Figura 4). Mais uma vez e como constatado no cobre,
este produtor ultrapassa o limite maximo recomendado pela OIV para a concentracao

de sédio excendentario nos vinhos: 80 mg/L (26). Contrariamente ao cobre e ferro, o
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sodio ndo é um elemento que provenha do contacto resultante com infraestruturas de
vinificacdo. Grande parte pode surgir das uvas, nomeadamente na absor¢do dos
minerais presentes no solo onde se encontram as videiras (25). Posto isso, a razdo do
produtor 7 apresentar niveis de sédio mais altos poderd estar associado ao facto de
gue as uvas utilizadas na producdo dos respectivos vinhos serem de zonas mais
proximas ao mar e cujo efeito de maresia promove um forte impacto (neste caso um

aumento) na concentracdo deste elemento nos vinhos.

8.4.2. Comparacao por Grau de Dogura

Outro parametro avaliado na comparagao dos teores minerais é o grau de dogura.
A docura de um vinho é determinada pelo periodo de fermentacdo alcodlica, onde
pela acdo das leveduras, é transformado o aglcar do mosto em alcool. Vinhos doces
requerem menos tempo de fermentacdo do que os secos. A comparacao grafica dos 3

elementos de acordo com a dogura do vinho estd ilustrada nas figuras 5 e 6.
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Figura 5: Comparacdo dos teores de Cu e Fe entre amostras de varias doguras
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Figura 6: Resultados de Na entre amostras de varios graus de dogura

As diferengas verificadas nos trés elementos denotam um aspeto sobretudo nos
casos do ferro e sédio: vinhos com maiores quantidades de agucar (doce e meio doce)
sdo aqueles onde estes dois elementos se encontram em maiores quantidades. Ja para
0 cobre, o panorama é um pouco diferente registando-se uma alternancia entre as
doguras e os teores de cobre, situacdo que podera estar associada ao tipo de
amostragem utilizada no estudo. No caso de ferro, os resultados do Teste de Tukey,
mostram que ha diferencas significativas entre os vinhos do tipo doce e seco. Os
mesmos resultados também indicam que para os elementos cobre e sédio, as médias
obtidas nao ilustram diferencas estatisticas para os varios graus de dogura. A mesma
relacdo foi também verificada por Frias (45), onde foram feitas andlises de vinhos
doces e secos de trés regides das Canarias para diversos metais, entre os quais se
incluem os trés metais estudados neste trabalho. Através da selecdo das uvas com
diferentes e com estados de maturacao idénticos, constata-se que o sédio, o ferro e o
cobre estdo presentes em quantidades superiores nos vinhos doces,
comparativamente aos verificados nos vinhos secos (45). Ndo obstante ao referido
anteriormente nas situacdes do cobre e ferro, ao nivel das possiveis contamina¢des
provenientes das estruturas de vinificacdo e dos tratamentos que sdo realizados na
vinha, ndo é de descartar uma relacao entre o periodo de fermentacdo e o contelddo

destes minerais. No decorrer da fermentacdo, o mosto é clarificado com recurso a
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bentonites com o objetivo de eliminar as borras que provocam turvagao na amostra.
Deste modo, quanto mais tempo o mosto estiver a fermentar, maior quantidade de

precipitado é formado, os quais podem incluir os elementos analisados anexados a

outros compostos.

8.4.3. Andlise por Idade
Outro aspeto abordado tem a ver com a relagao da idade do vinho com a presenca
de metais. O envelhecimento em cascos de madeira é um ponto marcador que

permite a aquisicdo de uma complexidade aromatica que torna o Vinho da Madeira

um produto altamente reconhecido.
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Figura 7: Influéncia do fator idade nos teores de Cu e Fe
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Figura 8: Impacto do fator idade nos teores de Na
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Contrariamente ao reportado ao nivel da docura, o fator idade mostra uma
tendéncia da concentragdo dos trés elementos, sendo os vinhos mais envelhecidos
(>20y) os que apresentam maiores teores de cobre, ferro e sddio comparativamente a
vinhos mais jovens (<5 y). Um aspeto interessante neste estudo, é que a concentragao
desses teores indica um crescimento significativo nos primeiros anos de
envelhecimento sobretudo até aos 15 anos. A partir dos 15 anos, o aumento registado
ndo é tdo evidente. No entanto, no caso do sddio, esse aumento é prolongado ao
longo da idade com base nos dados da Fig.8. No cobre, amostras acima dos 20 anos
verificaram uma ligeira descida. Um caso semelhante foi constatado nomeadamente
em cobre e sédio em vinhos brancos provenientes de duas regides do sul de Espanha.
A analise de 47 amostras subdivididas, nas regidoes de Montilla—Moriles e Villaviciosa,
jovens e envelhecidas, demonstraram um registo significativo de aumento nos casos
de cobre e sédio para os vinhos das duas regides. Inversamente ao que foi verificado
nos metais anteriores, o ferro diminui, sendo nos vinhos da localidade de Villaviciosa
onde esse decréscimo foi estatisticamente significativo (7,34 mg/L para vinhos jovens e
5,8 mg/L para os envelhecidos) (85). Isto parece indicar que nos primeiros anos, o
envelhecimento dos vinhos promove um impacto nos resultados, eventualmente
associado a perdas de volume do vinho, nomeadamente dgua durante a maturacdo em
casco por evaporacao ou por difusdo, o que podera contribuir para o aumento da

concentracao dos teores dos trés metais.

8.5. Comparacao das quantificacdes EAA vs Colorimetria

Embora a OIV estabeleca como método de referéncia para o controlo dos niveis de
diversos metais nos vinhos a técnica EAA, a mesmo organismo contempla métodos
alternativos para as andlises de cobre e ferro, como por exemplo o método por
colorimetria baseada na leitura das absorvancias do cobre e da transmitancia do ferro
respectivamente promovidas pela complexacdo entre o metal e o reagente
colorimétrico. As determinac¢Ges foram realizadas através da preparacdo de uma Unica
amostra por garrafa para efeitos de comparacdo com o método de absor¢cdao atdmica.

A comparacdo dos resultados entre as duas técnicas estd ilustrada nas tabelas 13 e 14.
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Tabela 13: Comparacdo dos resultados das andlises EAA vs Colorimetria

Concentragao | Concentracao de | Concentra¢dao | Concentracao de
Produtor Vinho de Cu (mg/L) Cu (mg/L) por de Fe (mg/L) Fe (mg/L) por
por EAA colorimetria por EAA colorimetria
3 Anos
Meio 0,89 0,94 1,38 1,21
Seco E
3 Anos <L0Q 0,31 0,74 2,15
Seco D
3 Anos <L0Q 0,21 0,42 0,68
Doce A
3 Anos 0,23 0,25 1,79 1,25
Seco H
3 Anos
Meio <LOD 0,19 0,41 1,69
Seco B
3 Anos <LOD 0,32 <L0Q 0,83
Doce B
3 Anos <L0Q 0,16 0,48 1,66
Seco B
3 Anos <L0Q 0,18 0,96 1,61
Seco E
3 Anos <L0Q 0,21 0,84 1,89
Seco F
3 Anos
Produtor X Seco G <LoD 0,16 0,56 1,42
3 Anos <L0Q 0,28 1,40 2,87
Seco A
3 Anos <L0Q 0,25 0,58 1,26
Seco C
3 Anos
Meio <LOQ 0,18 <LOQ 1,83
Seco A
3 Anos
Meio <LOD 0,21 0,42 1,20
Seco C
3 Anos
Meio <LOD 0,22 0,56 1,82
Seco D
Malvasia
A 0,23 0,82 1,02 0,96
Ma"éas'a <L0Q 0,79 0,64 0,49
5 Anos
M/Seco <LOQ 0,15 0,91 0,72
15 Anos 0,67 0,83 2,68 2,63
Bual
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Tabela 14: Comparagao dos resultados de Cu e Fe em amostras independentes

Concentracdao | Concentragdo de | Concentracdo | Concentragdo de
Amostra-Teste de Cu (mg/L) Cu (mg/L) por de Fe (mg/L) Fe (mg/L) por
por EAA colorimetria por EAA colorimetria
15 Anos Doce A 0,67 0,83 2,68 2,63
15 Anos Meio
2,79 2,91 4,78 4,28
Seco A

Nota EAA: LOD (cobre): 0,012 mg/L; LOQ (cobre): 0,05 mg/L; LOQ (Ferro): 0,1

mg/L.

Os valores determinados nas amostras de Vinho da Madeira por EAA indicam que
as concentragbes de cobre, na sua maioria, estdo abaixo dos limiares detetaveis ou
guantificaveis pela metodologia. Apenas quatro amostras fornecidas pelo produtor X
revelaram estar acima do limiar de quantificagdo do cobre por EAA (0,05 mg/L). No
entanto, é de salientar que dentro destas quatro amostras quantificdveis, uma
encontra-se proximo do limite maximo recomendado pela OIV referido para o cobre, 1
mg/L (26). Os resultados demonstram que os valores quantificados por colorimetria
sdo tendencialmente superiores aos verificados pelo método de absorcdo atdmica,
demonstrando que o EAA tem um limite de sensibilidade maior (deteta valores mais
baixos) e a colorimetria devido a menor sensibilidade apresenta valores superiores
variando essa diferenga entre 5 a 20%, em trés das 4 amostras possiveis de comparar.
Os resultados das restantes amostras ndo sdo comparaveis, relevando grandes
diferencgas entre as duas metodologias. O método por colorimetria indica a presenca
de cobre em todas as amostras analisadas, acima do LOQ da metodologia por EAA. Tal
como o cobre, os dados determinados para ferro pelo método alternativo indicam
concentracdes mais elevadas, quando as mesmas amostras sdo analisadas por EAA
(método oficial). As amostras analisadas apresentam valores entre 1,20 e 1,89 mg/L. A
razao das diferengas entre as duas metodologias ndo foi objeto de analise no presente
trabalho, contudo é possivel acrescentar que a menor seletividade do método de

colorimetria pode estar na base das diferencas encontradas.
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8.6. Determinacdo dos metais Cobre e Ferro em Rum da Madeira
8.6.1. Analise por Produtor

No mesmo ambito do estudo realizado no Vinho da Madeira, as determinagdes de
cobre e ferro foram feitas em 34 amostras de Rum da Madeira pertencentes a cinco
produtores distintos. O estudo incidiu sobre as diferencas registadas entre estes dois
metais com base em trés fatores: empresa produtora, tipo de rum e idade. As

diferencas nos teores de cobre e ferro estao registadas abaixo.

Este estudo indica em primeira instancia que o cobre é o elemento que se
encontra em maior predominancia, em detrimento do ferro (figura 9). O valor médio
de todas as amostras analisadas indica que a presenca de cobre, em média, é cerca de

trés vezes mais (2,63 mg/L) quando comparado com o ferro (0,87 mg/L).
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Figura 9: Diferencas registadas nos teores de Cu e Fe entre empresas
produtoras.
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Avaliando os respetivos teores minerais em funcdo dos varios produtores, a
Empresa 2 é aquela que regista maiores teores cupricos nas amostras com uma média
registada de 4,43 mg/L, em termos médios mais 1,25 mg/L relativamente a 22empresa
com valores mais elevados (Empresa 5). Ao nivel do controlo legislativo de metais para
amostras de aguardente ndo vinica (na qual se inclui o Rum da Madeira), e como
anteriormente mencionado no ponto 3.3 da parte introdutdria deste trabalho, ndo ha
qualquer restricdo a nivel regional, nacional ou mesmo europeu legislado para este
tipo de aguardentes. Todavia, os valores determinados para o cobre respeitam o
maximo de 5 mg/L de cobre imposto pela regulamentacdo brasileira para as
aguardentes de cana e para a cachaga (valor utilizado como uma referéncia neste

estudo) (31).

Para o ferro, as quantificagdes maximas analisadas foram registadas nas
amostras da Empresa 5, com o valor médio a rondar os 1,46 mg/L. Esta média
demonstra ser estatisticamente diferente em relagdo as restantes quatro empresas, 0s
quais apresentam médias abaixo de 1 mg/L e com valores se encontram proximos
entre si (estatisticamente nao significativo) (Figura 9). Tal como acontece com o cobre,
ndo ha qualquer registo de limites recomendados para controlo de ferro nas amostras
de Rum da Madeira ou para aguardentes ndo vinicas. Ainda que a regulamentacao
brasileira limite as contaminag¢des de alguns metais, nao indica no entanto qualquer

restricdo para o ferro (31).

Em sintese, nota ainda para a facto dos teores registados para os dois metais
abordados neste estudo, estarem de acordo com alguns registos sobre o estudo da
composicdao mineral para amostras de aguardente de cana e de cachaca (52,53,88)

bem como para algumas aguardentes ndo vinicas internacionais (53).
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8.6.2. Anadlise por Tipo de Rum

A segunda varidvel estudada nesta matriz diz respeito ao tipo de rum. Como
referido anteriormente, o Rum da Madeira pode ser dividida em trés tipos: Natural,
sendo a bebida produzida e comercializada apds a destilacdo, Edulcorado/Beneficiado,
que segundo as praticas redigidas no Decreto Regional Legislativo n25/2011/M (27), é
autorizada a adicdao de caramelo e de alguns edulcorantes legais, com o objetivo de
conferir cor e sabor respetivamente e por fim Envelhecidas que tal como o Vinho da
Madeira, sdo envelhecidas em cascos de madeira de carvalho. A Figura 10 demonstra

as diferencas registadas para ambos os metais.
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Figura 10: Teores de Cu e Fe nas amostras de Rum da Madeira de acordo com o tipo de rum.

Com base nos resultados demonstrados, ha vdrios aspetos interessantes. Em
primeiro lugar, ao longo do processo de producdao do Rum da Madeira, as amostras de
Rum da Madeira Natural adquirem maiores teores de cobre (3,13 mg/L), quando
comparadas com as amostras as quais sdo adicionados edulcorantes (1,08 mg/L) ou
entdo envelhecidas (2,50 mg/L). Como verificado e com base na andlise estatistica, as
médias das amostras de Rum da Madeira Natural e Envelhecidas sao
significativamente diferentes em relacdo as garrafas de Rum da Madeira Beneficiado.
Segundo Kunigk (89) e Dos Santos (90), a presenca de cobre nas bebidas espirituosas
ocorre pelo facto dos alambiques serem construidos a partir de cobre, pois representa

um elemento resistente a corrosdo, apresenta boas propriedades de condutividade

Universidade da Madeira 56



Determinac¢do de metais em Vinho da Madeira e Rum da Madeira

térmica, para além de catalisar rea¢Oes que intensificam as propriedades organoléticas
do produto (89,90). Portanto, o contacto da bebida com os alambiques cuja
composicdo das ligas metdlicas contem cobre, promove dessa forma o aparecimento
deste metal no produto. Alids, a tendéncia verificada no cobre é de um decréscimo nao
significativo ao longo das varias etapas de producdo e envelhecimento, quando
comparado com amostras de Rum da Madeira Natural e Envelhecidas. Contudo, de
destacar que apenas foram analisadas trés amostras de Rum da Madeira Beneficiado,
todas do mesmo produtor, ndo sendo portanto representativa a amostragem realizada

para este tipo de bebida.

Quanto ao ferro, este regista um comportamento inverso em relagdo ao cobre.
Enquanto as amostras de Rum da Madeira Natural sdo as que apresentam maiores
quantidades de cobre, por outro lado, estas mesmas amostras ndo contém vestigios de
ferro quantificaveis, indicando desta forma que durante o processo de producdo, ndo
ha enriquecimento de ferro na bebida (Figura 10), indo ao encontro do reportado na
bibliografia. De acordo com Curvelo-Garcia AS (25), nas amostras destiladas, ndo ha
qualquer sinal da presenca de ferro. Contudo, neste estudo é percetivel o
aparecimento de ferro nas amostras de Rum da Madeira Envelhecido cujos teores vao
aumentando significativamente quando transitam para cascos de madeira de carvalho
para envelhecer, por um periodo ndo inferior a trés anos (Figura 10). O seu
aparecimento, ainda que em niveis residuais, pode ocorrer devido ao transporte da
bebida em estruturas de betdo com superficies sem qualquer isolamento, nos quais
componentes estruturais em ferro estejam presentes, por exemplo, em bombas,

sendo esse contacto essencial para o aparecimento deste metal na bebida (25).

8.6.3. Andlise por Idade

O contacto da aguardente com os cascos de madeira durante o envelhecimento
por via da solubilizacdo e da difusdo, faz com que seja extraido um vasto conjunto de
compostos que se acumulam com os existentes na aguardente destilada, formando
uma bebida com uma complexidade aromatica enorme (25). Neste estudo, o impacto

provocado pela permanéncia do Rum da Madeira em estruturas de madeira, foi
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avaliado em termos de cobre e ferro, através da andlise de varias garrafas

envelhecidas.
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Figura 11: Comparacao dos teores de Cu e Fe em funcdo da Idade.

Durante o envelhecimento, a situagdo constatada é que tanto no ferro como no
cobre, as concentracdes aumentam com a idade nos cascos de madeira. O aumento é
estatisticamente mais significativo nos primeiros 10 anos de envelhecimento para os

dois metais.

Ja a partir dos 10 anos, continua a verificar-se um aumento nas concentra¢des de
ferro (1,3 mg/L), ainda que ligeiro. Ao invés do ferro, o cobre e para o conjunto de
amostras analisadas com idade superior a 10 anos, apresenta uma média ligeiramente
mais baixa (2,74 mg/L) comparativamente a faixa etaria 5-10 y (2,88 mg/L). O registo
da concentrac¢do de cobre e ferro no Rum da Madeira poderd explicar-se pelo mesmo
fenémeno verificado no Vinho da Madeira, dado que o processo de envelhecimento
das duas bebidas é idéntico. A perda de volume da bebida, fundamentalmente por
difusdo da dgua através da madeira, que se trata de material semipermeadvel, promove
uma concentracdo destes metais na bebida reflectindo-se num aumento das

concentragdes destes dois metais.
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Ainda em relagdo ao ferro, é descrito na literatura que uma percentagem residual
de ferro (0,2 a 0,5%) encontra-se nas estruturas de envelhecimento a partir da
madeira de carvalho, sendo por isso passiveis de transferéncia para a aguardente
durante o envelhecimento, isto apesar de se encontrar em concentragcdes minimas

(25).
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9. Conclusoes

O cobre, ferro e sodio representam dos elementos mais investigados em
laboratérios enoldgicos e de aguardentes nao vinicas. A sua presenca, sobretudo cobre
e ferro em determinadas concentracdes, pode afetar a qualidade e a estabilidade do
produto final, estando a cargo das empresas produtoras a responsabilidade de
determinar os pontos criticos das contaminacdes durante o processo produtivo e
realizar as alteragGes necessarias em conformidade, ainda que para tal possa acarretar

grandes custos para as empresas.

Neste estudo pretendia-se quantificar os teores de cobre, ferro (em Vinho da
Madeira e Rum da Madeira) e sédio (apenas no Vinho da Madeira) presente na
composi¢cdao mineral de duas matrizes alcodlicas por Espetrofotometria de Absor¢ao
Atédmica, e registar eventuais tendéncias sob o olhar de trés perspetivas distintas. Para
tal, foram quantificadas diversas amostras de Vinho da Madeira de diferentes
empresas produtoras, de diferentes graus de docura e diferentes idades. Quanto ao
Rum da Madeira, foram analisadas amostras de diferentes produtores, de diferentes
idades e diferentes tipos. Foi também feita a comparagao das quantificacdes de acordo
com as duas metodologias distintas (EAA vs Colorimetria), ainda que apenas para a
determinagdo dos teores de cobre e ferro no Vinho da Madeira de um dos produtores

locais.

Relativamente ao Vinho da Madeira, conclui-se que os teores de sédio sdo
substancialmente superiores aos valores registados para cobre e ferro. Inclusivamente
e com base nos valores obtidos, conclui-se ser o sdédio, um dos elementos
maioritariamente presentes na composicao mineral deste produto, tal como tinha sido
constatado em varias publicacdes anteriormente referidas. Apesar disto, o foco e a
preocupacdo dos investigadores e das empresas recaem sobre os outros dois metais,
em virtude das suas caracteristicas e das suas implicacdes que tém sobre a qualidade
do Vinho da Madeira. Os resultados demonstram que os teores para ambos os metais

sdo baixos e na generalidade similares ao primeiro estudo realizado neste ambito
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sobre a mesma matriz (20). Apenas num produtor, a empresa n27, foram quantificados
valores mais altos para os trés elementos em analise, tendo até ultrapassado os limites
impostos para o cobre e sédio. No caso do ferro e apesar de ndo haver restricao, todas
os produtores tém os seus teores abaixo dos 10 mg/L a ter em consideracdo para

vinhos com base em diferentes autores. (38).

Relativamente a varidvel grau de dogura, tendencialmente os vinhos mais doces
apresentam teores mais altos de ferro e sédio, em comparag¢dao com vinhos mais secos.
No cobre, o panorama verificado é um pouco diferente, onde se regista uma
alternancia entre os graus de docuras, situacdo a analisar futuramente. Neste
parametro verifica-se uma diminuicdo significativa no ferro entre os vinhos doces e
secos, situacdo que podera indiciar que durante o processo fermentativo formam-se

precipitados que contribuem para a redugao deste elemento nos vinhos.

Relativamente ao fator idade, o envelhecimento apresenta um comportamento
inverso ao grau de docura. Ao longo desta etapa, os dados mostram indicacdes de
concentragdo dos trés elementos, sendo os vinhos mais velhos os que apresentam
maiores teores de cobre, ferro e sédio. A concentracdo desses teores parece indicar
um maior registo de crescimento nos primeiros anos de envelhecimento sobretudo até
aos 15 anos fruto das perdas verificadas no vinho que promovem uma concentragao

em solucdo destes metais.

Quanto ao Rum da Madeira, o estudo pioneiro dos teores de cobre e ferro por
produtor indicou em primeira instancia, que o cobre é o metal que se encontra em
maior concentracdo em detrimento do ferro (contrariamente ao concluido nos vinhos),
representando em meédia o triplo do conteddo médio verificado para o ferro. A
Empresa 2 é a que regista maiores quantidades cupricas nas suas amostras, enquanto
gue relativamente ao ferro, as quantificagdes maximas analisadas foram registadas nas
amostras da Empresa 5. Os valores médios determinados para todas as empresas
respeitam o maximo de 5 mg/L de cobre imposto pela regulamentacdo brasileira para
as suas aguardentes de cana e para a cachaga. Tal como nos vinhos, ndo existem

limitacdes em Rum da Madeira para este metal ate a presente data.

Universidade da Madeira 64



Determinac¢do de metais em Vinho da Madeira e Rum da Madeira

Relativamente a variavel “Tipo de Rum”, durante o processo produtivo, as
amostras de Rum da Madeira Natural apresentam maiores teores de cobre
comparativamente as amostras edulcoradas ou envelhecidas. O facto das amostras de
Rum da Madeira Natural serem comercializadas apds a fase de destilagdao, parece
indicar que as contaminagcdes por cobre sdo mais propicias durante a producdo da
bebida, derivado das estruturas de destilagdo (alambiques) construidas em cobre.
Todavia, o que é verificado no ferro é um comportamento inverso em relacdo ao
cobre. Se nas amostras de Rum da Madeira Natural, o cobre é o metal que mais
presente, por outro lado, estas mesmas amostras ndo contém vestigios de ferro. O que
é percetivel neste trabalho, é que ao longo da produgdao desta bebida e na fase de

envelhecimento, os teores de ferro vao registando um crescimento significativo.

Na idade, verifica-se que as concentra¢des de cobre e ferro aumentam, sendo mais
notério nos primeiros 10 anos, situacdo constatada para ambos os vinhos. Nas
amostras acima dos 10 anos, ainda é verificado um ligeiro aumento nas concentragdes
de ferro, ao invés do cobre, o qual a partir dai, apresenta uma média ligeiramente

inferior ao conjunto de amostras com idade inferior. (5-10 y).

Na comparacdo entre as metodologias, o método de referéncia (EAA) e o
método por colorimetria, feita sobre um conjunto de amostras de Vinho da Madeira
fornecidas por um dos produtores locais, demonstra que os resultados quantificados
por colorimetria sao tendencialmente superiores as quantificagdes pelo método oficial
para os dois metais. Uma diferenca entre 5 a 20% foi registado em trés das 4 amostras
onde foi possivel realizar uma analise comparativa no cobre. A base desta diferenga
verificada em ambos os metais podera estar na menor seletividade proporcionada

pelo método colorimétrico.
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10. Perspetivas Futuras

Este trabalho pretende ser um ponto de partida para diferentes tomadas de
decisdo no que diz respeito a problematica dos metais e do seu controlo nas bebidas.
Como constatado, a investigacdo sobre a composicdo mineral concretamente no Vinho
da Madeira e Rum da Madeira ndo é tao abrangente como se exigiria. No Unico artigo
publicado sobre este ambito no Vinho da Madeira (20), sdo determinados diversos
elementos em chama (sddio, potdssio, calcio, magnésio, ferro, cobre, zinco, manganés,
estréncio, litio e rubidio). No entanto e até a presente data, ndo existe nenhum registo
bibliografico sobre uma classe especifica de metais que apresentam uma densidade
elevada, estando muitas vezes associado a poluicdes. Igualmente a toxicidade destes
metais pesados em concentra¢des baixas, requerem desse modo, uma especial
vigilancia (25). O chumbo e o cddmio constituem elementos téxicos, mesmo presentes
em peqguenas quantidades, o que inclusive originou uma publicacdo da OIV em 1995
(25). O chumbo, em virtude dos desenvolvimentos tecnolégicos na vinificagcdao, tem
sido cada vez mais restringido na composicdo dos vinhos ao longo dos anos. Isto faz
com que seja dos metais, dentro desta categoria, mais investigados nos vinhos (5,80).
Dados publicados nos ultimos anos revelam que os teores deste metal nos vinhos sao
na ordem dos pg/L (1,5,75), o que exige condi¢Ges de sensibilidade que a chama nédo é
capaz de determinar, dando lugar a determinacdo por forno de grafite (91). Por isso e
dado o desconhecimento das concentracdes e dos niveis de ocorréncia destes dois
metais existentes no Vinho da Madeira com vista a seguranca do consumidor, é de

todo o interesse a investigacao e controlo nesta matéria.

Uma das fases criticas das contaminac¢des de Rum da Madeira, especialmente por
cobre, esta associada ao processo de destilagdo. Como evidenciado neste trabalho, as
amostras de Rum da Madeira Natural tem teores superiores deste elemento em
relacdo as amostras de Rum da Madeira Beneficiado/Edulcorado e Envelhecido. Neste
sentido é crucial entender no futuro os momentos durante o seu processo produtivo

em que a bebida adquire um enriquecimento de cobre e, desta forma, evitar altas
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concentragOes nas garrafas. Através de colheita de fracdes da bebida nos alambiques
no inicio, meio e fim da labora¢do e também das amostras armazenadas nos tanques,
serd possivel avaliar em que momentos poderdo ocorrer as contaminacdes, excluindo
essas fragbes contaminantes e garantido desse modo teores mais baixos de cobre na

bebida ou promovendo alteragdes no processo produtivo.
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Anexo |

Tabela 15 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Cu nas amostras de

Vinho da Madeira

Concentracgao
Produtor Vinho Idade | Cu na garrafa SD RSD (%)
(mg/L)
Meio Seco| 3 Anos 0,23 0,01 0,16
Produtor 1
Meio 3 Anos <LOQ
Doce
Doce 5 Anos 0,53 0,01 0,64
10A 1
Produtor 2 Seco 0 Anos 0,59 0,0 0,88
Meio Seco | 25 Anos 0,96 0,01 0,16
Meio 1 5 Anos 1,27 0,004 | 1,37
Doce
Terrantez | 20 Anos 0,52 0,01 0,24
Produtor 3
Doce 15 Anos 1,07 0,01 1,12
Meio Seco | 20 Anos 0,67 0,01 1,04
Meio Seco | 5 Anos 0,52 0,01 0,64
Produtor 4 Vel
€19 1 3 Anos 0,27 001 | 0,32
Doce
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Tabela 15 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Cu nas amostras de

Vinho da Madeira (Continuagao)

Concentracao
Produtor | Vinho Idade | Cu na garrafa SD RSD (%)
(mg/L)
Doce 20 Anos 0,45 0,2 0,32
Produtor i
Meio 3 Anos <LOQ
5 Doce
Meio 3 Anos <LOQ
Seco
Meio 43 Anos <LOQ
Doce
Terrantez
Meio 20 anos 0,29 0,01 0,16
Doce
Produtor
6 Mei
€9 110Anos| <L0Q
Seco
Meio 10 anos <LOQ
Doce
Meio | 55 Anos 1,79 001 | 0,32
Seco
Produtor| Meio 1,0 /o6 2,21 001 | 0,56
7 Seco
Doce 15 Anos 2,79 0,01 0,64
TN Seco | 87 Anos 1,21 0,01 1,20
q Doce 11 Anos <LOQ
Pro 8”t°r Doce |30 Anos 0,56 001 | 0,16
Doce 5 Anos 0,47 0,01 0,80

LOQ (cobre): 0,05 mg/L.
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Tabela 16 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Fe nas amostras de

Vinho da Madeira

Concentragao
Produtor| Vinho Idade | Fe na garrafa SD RSD (%)
(mg/L)
Meio | 5 Anos 0,67 001 | 0,25
Produtor| Seco
1
Meio | 5 Anos 0,66 0,02 | 0,10
Doce
Doce 5 Anos 2,57 0,03 0,44
Produtor | Seco | 10 Anos 3,24 0,01 0,98
2 .
Meio | ¢ Anos 2,94 0,02 | 0,34
Seco
Meio | o Anos 1,27 001 | 0,19
Doce
Produtor | Terrantez | 20 Anos 1,34 0,01 0,88
3
Doce 15 Anos 1,02 0,01 0,6
Meio | 55 Anos 2,04 001 | 0,22
Seco
Meio | o Anos 2,07 0,03 0,19
Produtor| Seco
a4 .
Meio | 3 Anos 1,35 0,02 0,12
Doce
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Vinho da Madeira (Continuagao)

Tabela 16 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Fe nas amostras de

Concentragao
Produtor | Vinho Idade | Fe na garrafa SD RSD (%)
(mg/L)
Doce |20 Anos 2,06 0,02 0,82
Meio
A 2 2
Produtor | Doce 3 Anos 0,93 0,0 08
5
Meio | 3 Anos 0,99 002 | 044
Seco
Meio | /3 Anos 3,9 002 | 0,88
Doce
Terrantez
Meio 20 Anos 2,67 0,03 0,6
Produtor Doce
6 .
Meio | 15 Anos 1,36 002 | 066
Seco
Meio | 15 Anos 2,16 002 | 0,19
Doce
Meio | 34 Anos 4,38 0,01 1,45
Seco
Produtor | Meio | o\ 4,01 0,02 | 064
7 Seco
Doce | 15 Anos 4,78 0,03 0,16
TN Seco | 87 Anos 3,16 0,02 0,32
Doce | 11 Anos 2,81 0.02 1,04
Pr°°:3“t°r Doce |30 Anos 2,45 0,01 0,89
Doce 5 Anos 0,89 0,02 0,69
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Tabela 17 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Na nas amostras de

Vinho da Madeira

Concentragao
Produtor Vinho Idade | Na na garrafa SD RSD (%)
(mg/L)
Meio | 5 anos 15,66 0,06 | 0,06
Seco
Produtor 1
Meio | 5 anos 15,37 011 | 0,18
Doce
Doce 5 Anos 50,45 0,1 0,42
Seco 10 Anos 60,84 0,13 0,81
Produtor 2 -
Meio | 55 Anos 75,75 013 | 2,90
Seco
Meio | o Anos 51,47 011 | 0,94
Doce
Terrantez | 20 Anos 85,48 0,22 1,05
Produtor 3
Doce 15 Anos 59,19 0,07 1,17
Meio |55 Anos 63,46 034 | 0,99
Seco
Meio | ¢ Anos 26,27 016 | 1,04
Seco
Produtor 4 el
€9 1 3 Anos 27,22 006 | 0,55
Doce
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Concentragao
H 0,
Produtor Vinho Idade | Na na garrafa SD RSD (%)
(mg/L)
Doce 20 Anos 54,27 0,2 0,15
Meio
Produtor 5 3 Anos 36,7 0,16 1,05
Doce
Meio 1 3 Anos 29,59 0,1 0,76
Seco
Meio | 13 anos| 100,43 045 | 1,97
Doce
Terrantez
Meio 20 Anos 74,43 0,22 0,33
Doce
Meio 116 Anos 36,53 0,1 0,78
Seco
Meio 116 Anos 37,55 009 | 1,14
Doce
Meio
3 Anos 30,84 0,24 0,74
Seco E
Seco D 3 Anos 25,08 0,1 0,42
Produtor6 | pocen | 3 Anos 21,51 012 | 0,57
Seco H 3 Anos 36 0,15 0,42
Meio
3 Anos 25,73 0,08 0,29
Seco B
Doce B 3 Anos 22,23 0,21 0,94
Seco B 3 Anos 24,25 0,2 0,84
Seco E 3 Anos 35,18 0,29 0,82
Seco F 3 Anos 23,84 0,15 0,61
Seco G 3 Anos 25,71 0,03 0,13
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Concentragao
Produtor | Vinho Idade | Na na garrafa SD RSD (%)
(mg/L)
Seco A 3 Anos 39,38 0,18 0,47
Seco C 3 Anos 30,59 0,06 0,21
Meio Seco
A 3 Anos 24,13 0,15 0,62
Meio Seco
c 3 Anos 26,1 0,17 0,65
Meio Seco
Produtor b 3 Anos 24,06 0,22 0,92
6
Seco C 3 Anos 30,59 0,06 0,21
Meio Seco
A 3 Anos 24,13 0,15 0,62
Meio Seco
c 3 Anos 26,1 0,17 0,65
Meio Seco
b 3 Anos 24,06 0,22 0,92
Meio Seco | 30 Anos 70,91 0,21 1,89
Pr°°;“t°r Meio Seco | 15 Anos | 115,95 035 | 2,95
Doce 15 Anos 100,34 0,35 2,46
TN Seco | 87 Anos 92,12 0,26 1,18
Doce 11 Anos 36,28 0,22 0,68
Pr°°;“t°’ Doce | 30 Anos 46,42 0,15 | 0,04
Doce 5 Anos 17,4 0,14 0,53
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Anexo Il

Tabela 18 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Cu nas amostras de

Rum da Madeira

Concentracao
Empresa Rum Idade | Cu nagarrafa SD ([RSD (%)
(mg/L)
Beneficiado - 1,15 0,01 0,98
Envelhecido | 10 Anos 3,33 0,02 0,64
Envelhecido | 6 Anos 1,97 0,01 0,45
Envelhecido | 3 Anos 1,73 0,03 1,53
Empresa Envelhecido | 11 Anos 2,12 0,02 1
1
Envelhecido | 9 Anos 3,75 0,02 0,39
Envelhecido | 8 Anos 1,68 0,02 1,01
Beneficiado - 0,87 0,02 2,15
Natural 1 - 1,3 0,02 1,86
Natural 2 -—- 1,15 0,01 1,21
Natural 3 - 1,59 0,01 0,68
Natural 4 - 2,07 0,03 1,65
Beneficiado - 1,23 0,03 0,89
Natural 5 -—- 1,5 0,02 1,4
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Tabela 18 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Cu nas amostras de

Rum da Madeira (Continuagao)

Concentracao RSD
Empresa Rum Idade | Cu na garrafa SD
(%)
(mg/L)
Envelhecido | 3 Anos 5,964 0,01 0,1
Envelhecido | 6 Anos 4,09 0,004 0,1
Empresa
2 Envelhecido | 3 Anos 1,24 0,01 0,83
Envelhecido | 3 Anos 1,96 0,01 0,67
Natural 1 -—-- 8,7 0,11 1,83
Natural 2 - 6,87 0,04 0,53
Natural 3 - 3,88 0,03 0,73
Natural 4 -—-- 2,71 0,01 0,37
Envelhecido| 12 Anos 2,03 0,03 1,38
Natural 1 -—- 8,18 0,06 1,07
Empresa
3
Natural 2 - 1,19 0,02 1,28
Natural 3 - 3,15 0,01 0,35
Natural 4 - 1,17 0,01 1,17
Natural 5 -—- 1,35 0,02 1,27
Envelhecido| 3 Anos 0,64 0,01 0,78
Empresa
4 Envelhecido| 3 Anos 0,61 0,01 2,11
Natural - 1,04 0,02 1,59
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Tabela 18 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Cu nas amostras de

Rum da Madeira (Continuagao)

Concentragao
Empresa Rum Idade | Cu na garrafa SD |RSD (%)
(mg/L)
Envelhecido | 15 Anos 2,99 0,02 0,58
Em':’;esa Envelhecido | 15 Anos 2,82 0,02 | 0,56
Envelhecido | 18 Anos 3,73 0,01 0,26
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Tabela 19 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Fe nas amostras de

Rum da Madeira

Concentragao RSD
Empresa Rum Idade | Fe nagarrafa SD
(%)
(mg/L)
Beneficiado - 0,14 0,002 1,47
. 10
Envelhecido 1,47 0,01 0,64
Anos
Envelhecido | 6 Anos 0,46 0,01 2,98
Envelhecido | 3 Anos <LOD
. 11
Empresa Envelhecido Anos 1,56 0,01 0,24
1
Envelhecido | 9 Anos 0,92 0,01 1,41
Envelhecido | 8 Anos <LOQ
Beneficiado - <LOD
Natural 1 ———- <LOD
Natural 2 -——- <LOD
Natural 3 - <LOD
Natural 4 ———- <LOD
Natural 5 ———- <LOD
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Tabela 19 - Tabela detalhada sobre os resultados individuais de Fe nas amostras de

Rum da Madeira (Continuagao)

Concentracgao RSD
Empresa Rum Idade | Fe na garrafa SD
(%)
(mg/L)
Envelhecido | 3 Anos 0,73 0,02 2,4
Envelhecido | 6 Anos 0,75 0,02 2,34
Empresa
2 Envelhecido | 3 Anos <LOQ
Natural 1 ———- <LOD
Natural 2 ———- <LOD
Natural 3 - <LOD
Natural 4 ———- <LOD
Envelhecido | 12 Anos 0,47 0,01 1,6
Natural 1 ———- <LOQ
Natural 2 ———- <LOD
Empresa
3 Natural 3 ———- <LOD
Natural 4 -——- <LOD
Natural 5 - <LOQ
Envelhecido | 3 Anos 0,76 0,006 0,86
Empresa
4 Envelhecido | 3 Anos 0,77 0,01 1,45
Natural ———- <LOD
Envelhecido | 15 Anos 1,12 0,01 1,15
Empsresa Envelhecido | 15 Anos | 1,45 0,01 | 0,99
Envelhecido | 18 Anos 1,81 0,01 0,78

LOD (ferro): 0,029 mg/L; LOQ (ferro): 0,1 mg/L
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