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� Caracterização com número reduzido de Variáveis : “Target”

- API-MS : Selectividade e Sensibilidade

� Caracterização com elevado número de Variáveis : “Non-Target”

- Analise Multivariada : “Anatomia do Vinho”

Contributo das novas Tecnologias na aferição da Autenticidade 

do Vinho: Estratégias, Riscos e Oportunidades.

Objectivos

“ Se desejares saber se ao teu vinho foi ou não 
adicionada água, usa uma taça pequena de marfim. 

Encha-a com o vinho que pensas ter sido adulterado. 

Caso tenha sido adicionado água, o vinho será 

absorvido pela taça ficando só a água pois uma taça 

de marfim não retêm o vinho…” 

Marcus P. Cato, De Agricultura, (234-149 B.C.),

Autenticidade…
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Definição do dicionário 

Autenticidade é …

… “ Qualidade do que é conforme à verdade ; 

veracidade ;” … “Qualidade de uma obra que 

comprovadamente pertence ao autor a que é 

atribuída ”…

In Porto Editora Dic 2007

Definição do dicionário 

Autenticidade é …

… “ Qualidade do que é conforme à verdade ; 

veracidade ;” … “Qualidade de uma obra que 

comprovadamente pertence ao autor a que é 

atribuída ”…

In Porto Editora Dic 2007

Conjunto de parâmetros 

físico-químicas, que 

permitem distinguir 

o produto e que

senão respeitados

inviabilizam o seu 

Consumo !

Qualidade Tecnologica
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Qualidade “tecnológica” do vinho:

2 - Quantificar :

Topografia

1- Identificar : 

Cartografia

Etapas na definição dos parâmetros típicos do produto

Qualidade Tecnologica

?
? ?
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Composição…
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UV-Visível : 

Absorção Molecular
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Detectores…

Infra-Vermelho
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Detectores…

Espectrometria de Massa
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Detecção por Espectrometria de Massa :

• Alta selectividade/Sensibilidade

MS : “Rich Information Detector” (RID)

• Informação Estrutural

• Detector “Multivariado” (RID) !!!

Separação

Ionização

Detecção

Interpretação

MS : “Rich Information Detector” (RID)

“Um sistema analítico 
que permite determinar 
o peso molecular de 
substâncias 
químicas…

… por separação de 
fragmentos iónicos em 
função do seu rácio  
massa-carga (m/z)”

MS : “Rich Information Detector” (RID)
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Ion SourceIon SourceIon SourceIon Source Mass AnalyzerMass AnalyzerMass AnalyzerMass Analyzer DetectorDetectorDetectorDetector

Encontrar um processo de 

“adicionar  uma carga” a um 

átomo ou uma molécula 

(ionização)

…Introduzir uma partícula iónica 

num campo magnético e/ou 

eléctrico e medir a velocidade ou 

raio de curvatura relativa ao 

quociente massa/carga…

…detectar e CONTAR os Iões !!!

++++

____

MS : “Rich Information Detector” (RID)
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LC - MS : Ionização

John Fenn and co-workers first published the successful ionization of 

large synthetic polymers (PEGs), and subsequently proteins, using the 

electrospray ionization (ESI) technique in the late 1980's while working at 

Yale University. Fenn’s work built on that of Malcolm Dole from Northwestern 

University in the late 1960's. Fenn added a counter-current dry gas to assist 

with the drying of the electrosprayed droplets that greatly assisted in the 

formation and detection of ions.
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Câmara

Vaporização

Capilar

ESI: Ionização

ABCD+• + 2eq

A • + BCD+A + + BCD•

DBC+•

BC + + D

A + B +A + + BC + D + C + + D

CD • + AB+AB • + CD+

D • + BC+

D + + BC•

FRAGMENTAÇÃO

REARRANJO

ABCD + e-

(~70 eV ; 6700 kJ/mol)

MS : Fragmentação

ABCDABCD++••

A A ++

DBCDBC++••

BC BC ++

A A ++C C ++

AB AB ++

D D ++

CDCD++

BCDBCD++

B B ++

ABAB++

BCBC++

m/z

Abundância

%

A +

B + C + D +

AB + BC +

DBC+•

ABCD+•
CD+ BCD+

Detecção

MS : Fragmentação
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“Molecular

Ion”

(“Precursor”)

“Base Pic”

Fragmentation

(“product Ions”)

m/z

Abundância

%

A +

B + C + D +

AB + BC +

DBC+•

ABCD+•
CD+ BCD+

MS : Identificação
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Supressão Ruído : Cromatografia
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Supressão Ruído : Cromatografia

Autenticidade:

Risco ...

A C. Silva Ferreira, Barbe J.C  and Bertrand A.B. 
J. of Agric. Food Chem., 2003, 51 (5), 1373-1376.

A C. Silva Ferreira, T. Hogg and P. Guedes de Pinho. 
J. of Agric. Food Chem., 2003, 51 (5), 1373-1376.

off - Flavor positive - Flavor
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� Adição de ingredientes mais baratos (agua, açúcar, álcool)

� Adição de Corantes e Aromatizantes

� Adição de outros compostos com “Actividade Sensorial”: Glicerol

� “Blending” com produtos mais baratos

� Indicação de Idade

� Origem Geográfica

� Cópia da Marca

Exemplos Adulteração de Bebidas Alcoólicas

Autenticidade Riscos

Controlo Saída Análise Substância (i)

S N

S

N

Rejeição

LD1 > LD2

LD - Limite de detecção

LD1 (i) 

> [ X1]

LD2 (i) 

> [ X2]

Controlo Entrada

Análise Substância (i)Mercado

Circuitos …

Retention Time

m/z

“Target versus Non-Target Approach”...
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Detecção por Espectrometria 

de Massa :

• Exemplo “Target”

adição de Glicerol 

MS : “Target”

O glicerol forma-se no início 

da fermentação alcoólica; os 

1ºs 50 g açúcares originam ½ 

desta molécula no vinho …

Glicerol / Etanol ~ 6 % (> 11 

% fraude)

Diglicerina Cíclica: 3-MPD e CycD

Vinho

CH
2
OH

CHOH

CH
2
OH

1

2

3

13C/12C, 18O/16O

IRMS e/ou  GC-IRMS 

analise 

Analises de impurezas 

por  GC-MS

[C] em 3-MPD e CycD

Quantitativa 2H-NMR (SNIF-NMR®)

(DH)1, (D/H)2, (D/H)3

Derivatisação

Diglicerina Cíclica: 3-MPD e CycD
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Adição de glicerol produzido a partir de 
gordura e/ou de petróleo 
contém o metoxi-1,2-propanediol (3-MPD) e 
glicerol dicíclico. 

Estes compostos são inexistentes no vinho.

Diglicerina Cíclica: 3-MPD e CycD

3-Metoxi-propanediol (3-MPD)

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

cis,trans-2,5-bis-hidroximetil-1,4-dioxane

cis,trans-2,6-bis-hidroximetil-1,4-dioxane
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Diglicerina Cíclica: 3-MPD e CycD

tempo

LC-MS

GC-MS

20 min

PA :  Preparação Amostra

DS – Detecção Sistema

0,03 mg/L 0,005 mg/L

0,10 mg/L 0,05 mg/LPA DS

130 min

PA DS

Limite de Detecção 

3-MPD  CycDs

Diglicerina Cíclica: 3-MPD e CycD
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• Híbridos Tintos (Ribéreau-Gayon, 1954)
Malvidina diglucosideo

• Híbridos brancos

antranilato de metilo (Power et Chesnut, 1921)

o-aminoacetofenona (Acree et al., 1990)

Furaneol (Rapp et al., 1980)

Castas « non-Vitis vinifera »

Malvidina diglucosideo (LC MS/MS)

Caracterização com elevado 
número de Variáveis

NON - TARGET 
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Retention Time

m/z

“Target versus Non-Target Approach”...

[ X ][ X ]

ChemicalChemical

Metabolic
Fingerprint
Metabolic
Fingerprint

Supervised Signal 
Decomposition

Supervised Signal 
Decomposition

Signal Processing

Blind Signal 
Decomposition
Blind Signal 

Decomposition
PCAPCA

PLSPLS
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[ X ][ X ]

ChemicalChemical

The Metabolic
Fingerprints

The Metabolic
Fingerprints

“Metabolic Fingerprinting”

ClassificationClassification

Independent 
Information
Independent 
Information

Dependent 
Information
Dependent 
Information

[ X ][ X ]

ChemicalChemical

Correlation Spectra & Chemical Composition

The Metabolic
Fingerprints
The Metabolic
Fingerprints

Relevant Metabolites:

Glucose
Organic Acids

Lutein
beta - Carotenes
Clorophyll
Pheophytins
Antocyanins

“Combined fraction”

Relevant Metabolites:

Glucose
Organic Acids

Lutein
beta - Carotenes
Clorophyll
Pheophytins
Antocyanins

“Combined fraction”

Correlated
Variance
Correlated
Variance

......

......

......

......

......

......

......

......

......

......

Metabolic
Composition
Metabolic
Composition
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Number of PC’s
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How many Decompositions ???

Data Treatment: I (uA) Multivariate Approach
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T(ºC) &&&& O2

t (time) &&&& O2

I / µµµµA
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E (vs SCE) / V

0.4 0.6 0.8 1.0 1.20.2

Voltage

Randomization by Row

Voltage

Wine 1

Wine 2

Wine 3

Wine 4

Wine 5

Wine 6

Original Matrix Randomization

Preserving Relations

Between Voltages

X = US Vt Xrand = USrand Vrand
t

Srel > Srand
Study only discriminating

Principal components

Wine 1

Wine 2

Wine 3

Wine 4

Wine 5

Wine 6
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O2p2_45ºC
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O2p4_45ºC
SO2p1_45ºC

QCar_9Y

SO2p3_15ºC

BAI_6Y
RSD_6Y
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Diagnostic Plot: I (uA) Multivariate Approach
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“Data Mining”: Non Targeted 

Approach

Samples

Retention Time

m/ z
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PLS Classification volatile fraction versus 

O2  Matrix plot :  2D Chromatogram PLS (LV=6) 73 samples versus 
Consumed Oxygen

+ Correlated

- Correlated

PLS Classification volatile fraction versus 

O2  
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Benzaldehyde
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91
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Phenylacetaldehyde

Linalol

93
121

Matrix plot :  2D Chromatogram PLS (LV=6) 73 samples versus Consumed 
Oxygen

MS Scans (1500)

Non-Target Approach :  “Clustering” all MS 

Scans 

Furfurals

Acetals

Sotolon

High - Correlation

low - Correlation

M
S
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n
s
 (
1
5
0
0
)

MS Scan : Mass Spectra 
example nº :  4519
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128
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OHOH
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H3CH3C

H3CH3C

Sotolon

“Pathway Reconstruction”“Pathway Reconstruction”
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Non-Target Approach :  “Clustering” all MS Scans 

MS Scans (1500)
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3108
2503
2933
2678
2762
Sotolon
2011
3120
3517
3182
2506
3241
4762
4794
3671
3191
3216
2012
2168
3748
3239
2703
4029
3900
3959
2964
3243
2681
3248

3108 :

Lactone
85

57

157

101

86

3182 :

ester

Mapping the “Feature 
Space”

Chemiomics 

Database

Oxidation Management : ChemoInformatics

Port Wine 

“Feature Space”

Oxidation Management

Predictive Control

Quality Prediction

and Classification

Monitoring  “Target 
Features” O

O CHOHO CH

O
O O

CH3

CH2OH

Metabolomics High-Throughput Screening (MHTS)Metabolomics High-Throughput Screening (MHTS)

MS

SampleSample

“FingerPrint”“FingerPrint”

ClassificationClassification

MSMS

“Target Approach”

“Non

Target 

Approach”

PATPAT

Select : m/zSelect : m/zChemicalChemical

ProfileProfile

GC/LCGC/LC

IDID

DatabaseDatabase


